J

Facultad de Ciencias
Universidad de la Repiiblica

TESINA PARA OPTAR POR EL GRADO DE
LICENCIADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

DETECCION Y CARACTERIZACION
DE CTX-M EN CEPAS DE
ENTEROBACTERIAS
RECOLECTADAS ENTRE LOS ANOS
1995 Y 2007

Natalia Maria Aratti Suarez

ORIENTADOR: Rafael Vignoli
TRIBUNAL.: Eloisa Poey, Gustavo Varela, Rafael Vignoli

2011



RESUMEN

En las dltimas dos décadas se ha suscitado un gran interés a nivel mundial, en
el conocimiento de las p-lactamasa de espectro extendido (BLEE), debido a que las
enzimas confieren resistencia a diferentes antibidticos, generando un problema de
salud puablica.

Las cefotaximasas (CTX-M) son una familia de BLEE que se caracterizan por
conferir resistencia de alto nivel al antibidtico S-lactamico cefotaxima. El objetivo de
este trabajo fue comprobar si la diseminacion y diferenciacion de las cefotaximasas
ocurrié recientemente o no. Para ello, se analizaron fenotipica y genotipicamente 50
cepas de Enterobacterias recolectadas entre los afios 1995 y 2007. De estas cepas, 34
presentaron algun tipo de BLEE: 27 cepas portaron el gen blacrx-m-2; 2 €l gen blapgr-2 y
5 el gen blaspy.s, Cabe sefialar que estos dos ultimos genes codifican para otras familias
de BLEE (PER y SHV respectivamente). En su mayoria fueron detectados por
amplificacion del ADN con la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Ademas, se
analizé la localizacion plasmidica o cromosomica del gen blasyy.s a través de ensayos
de conjugacion, determinandose la presencia del gen en sus plasmidos.

En conclusion los resultados obtenidos mostraron que las cefotaximasas se

diversificaron recientemente.
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INTRODUCCION

La resistencia de las bacterias a los antibiéticos se ha convertido en un problema
global debido a la amplia diseminacion de diversos genes de resistencia entre especies
bacterianas causantes de infeccion. Con el incremento del uso de cefalosporinas de
tercera generacion surgieron, por seleccion, cepas bacterianas con capacidad de expresar
diferentes clases de PB-lactamasas de espectro extendido (BLEE), detectandose las
pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae .

Las BLEE, son enzimas capaces de hidrolizar el enlace amida ciclico de los
antibioticos B-lactdmicos, desactivando las propiedades antimicrobianas y confiriéndole
a la bacteria que la porta, resistencia a los antibioticos cefalosporinas de tercera
generacion, penicilinas, y monobactames; y quedando sensible frente a las cefamicinas

(Cefoxitin, Cefotetam) y los carbapenemicos (Imipenem, Meropenem, Ertapenem). 2

La localizacion periplasmica de estas enzimas en los microorganismos gram
negativos resulta ventajosa para éstos debido a que pequefias cantidades de enzimas
producidas pueden ser suficientes para hidrolizar el antibidtico que logra atravesar la

membrana externa, confiriéndole a la bacteria resistencia al mismo > °.

Los genes que codifican para las P—lactamasas pueden encontrarse en el
cromosoma bacteriano o en plasmidos. Independientemente de la afinidad en particular
por los sustratos a hidrolizar o de la clase molecular a la que pertenezcan, la mayoria de
las BLEEs de importancia clinica estan codificadas en plasmidos; solo unas pocas estan

localizadas en el cromosoma.®

La presencia de genes de resistencia en plasmidos u otros elementos genéticos
moviles permite que los mismos sean transferidos a otras bacterias, relacionadas (o no)
filogenéticamente, por los mecanismos de transferencia horizontal de genes (i.e.
conjugacion, transformacién o transduccion) °. Ademas, las BLEE frecuentemente se
incluyen en transposones o integrones, lo cual determina su asociacion con otros
determinantes genéticos de resistencia transferibles, como los que conllevan resistencia

a los aminoglucésidos o al cotrimoxazol.’

Es frecuente la produccion simultanea de multiples p—lactamasas, ya que si bien
muchos géneros o especies de la familia Enterobacteriaceae codifican una —lactamasa
cromosOmica caracteristica, la adquisicién de una BLEE adicional, codificada a nivel

plasmidico, es un mecanismo habitual que incrementa los niveles de resistencia y el



espectro de antibidticos sobre los que actia’. Por ejemplo, se pueden aislar
microorganismos con BLEE de tipo CTX-M y SHV o BLEE de tipo CTX-M y con
B—lactamasas cromosémicas AmpC, por lo que los fenotipos pueden variar respecto a

los esperados.*

Es importante notar que diferentes especies bacterianas no solo poseen BLEE
sino también otros mecanismos de resistencia como pueden ser la sobreproduccion de
bombas de efujo, y alteraciones en las porinas (proteinas de membrana externa) que
complican aun mas el panorama y sobre todo se dificulta la deteccion a nivel de

laboratorio.

Existen diferencias funcionales y genotipicas que han permitido clasificar a las
BLEE en distintas clases. Es asi que se encuentra la clasificacién de Bush, Jacoby y
Medeiros y su correlacion con la clasificacién molecular de Ambler. Las distintas BLEE
confieren un grado de resistencia muy variable, que puede variar aun méas dependiendo

de la cepa en la que se encuentra *.

Dentro de los factores predisponentes involucrados en la aparicion de éste tipo
de cepas productoras de BLEE se encuentra, el uso indiscriminado de las cefalosporinas
de tercera generacion, seguido de las largas estadias hospitalarias, ventilacion mecéanica,

catéteres endovenosos y urinarios, hemodiélisis y nutricion parenteral °.

A continuacion se procedera a realizar una breve descripcion de las BLEE més
importantes que han surgido en los Gltimos afios.

Con respecto al origen de las BLEE, una mutacion en las p—lactamasas de
amplio espectro (BLEA)® tipo SHV-1 provocé la aparicién en 1983 de la SHV-2,
primera B—lactamasa de espectro extendido (BLEE), esta fue asilada en Alemania, de
una cepa de Klebsiella pneumoniae > °. Afios después, en Francia, fueron aisladas cepas
del mismo germen produciendo otra tipo de B—lactamasas, las TEM-3, producto de
mutaciones de la TEM-1, también pertenecientes al grupo 2b de la clasificacion de Bush
y col. A partir de aqui este fendmeno se fue extendiendo y hoy se han descrito mas de
150 BLEE derivadas de la TEM-1 y TEM-2 y otro tanto derivadas de SHV-1,

pertenecientes al grupo 2be de Bush y col’.

! Son enzimas que hidrolizan hasta cefalosporinas de primera generacion



CEFOTAXIMASAS

Las cefotaximasas (CTX-M) son un tipo de BLEE recientemente encontradas.
Este tipo de enzimas, codificadas generalmente en plasmidos, se caracterizan por
conferir resistencia de alto nivel al antibidtico p-lactdmico cefotaxima. Las
cefotaximasas se han encontrado fundamentalmente en la familia enterobacterias,
frecuentemente reportadas en Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli y Salmonella
typhimurium, sin embargo se han diseminado a otros géneros, como Shigella, Proteus,

Enterobacter etc. *

Esta creciente familia de enzimas actualmente comprende mas de 110 miembros
y todas ellas muestran una identidad entre el 77 al 99% en secuencia de aminoacidos®’.
Estas enzimas ademas, muestran un 40% o menos de identidad con las familias de
B—lactamasas TEM y SHV lo cual sugiere que las p—lactamasas tipo CTX-M, no
estarian relacionadas con ninguna de estas dos familias. Recientemente se encontrd que
hay un alto grados de homologia entre las B—lactamasas cromosomicas de Kluyvera con
las BLEE tipo CTX-M. Asi, la relacion entre la p—lactamasa cromosémica KLUA-1 de
Kluyvera ascorbata y CTX-M-2 es del 99% de identidad en su secuencia de
aminoécidos®. Por tanto, las CTX-M derivan originalmente de las B—lactamasas
cromosOmicas de distintas especies del género Kluyvera, pertenecientes a la clase

molecular A*°,

La produccién de BLEE del grupo de CTX-M ha sido considerada una pandemia
a nivel mundial'®. Estas enzimas fueron clasificadas en 5 grandes grupos: CTX-M-1,
CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 Y CTX-M-25, siendo la CTX-M-2 la mas frecuente en
nuestro pais y Argentina. Cada uno de estos grupos incluye a otras CTX-M,
dependiendo de su similitud en su secuencia de aminoacidos. La CTX-M-1 incluye
CTX-M-1, -3, -10, -11, -12, -15, -22, -23 y -28; CTX-M-2 incluye CTX-M-2, -4, -5, -6,
-7, -20, y Toho-1; CTX-M-8 tiene un solo miembro. El grupo CTX-M-9 contiene CTX-
M-9, -13, -14, -16, -17, -18, -19, -21, -24, -27 y Toho-2. El grupo CTX-M-25 incluye
CTX-M-25y CTX-M-26 ****,

El reservorio principal de los microorganismos portadores de las CTX-M es el

tracto digestivo, pudiéndose encontrar también en otras zonas como son la orofaringe y



las heridas quirdrgicas. Su principal via de transmision son las manos del personal

sanitario y en ocasiones; termémetros, sondas de oxigeno, y gel de ecografia”.

En cuanto a sus origenes, las cefotaximasas fueron descriptas por primera vez,
casi en forma simultanea, en Alemania y en Argentina en 1989. En La Plata (Argentina)
en ese afo, se produjo un brote causado por S. typhimurium donde murieron 80 nifios
por infecciones graves como bacteriemias y meningitis. Este microorganismo era
productor de una nueva BLEE, la CTX-M-2". En 1992 se determiné la secuencia del
gen que codifica la CTX-M-2. En 1993 en Argentina, se reportaron 4 aislamientos de
Vibrio cholerae resistente a cefalosporinas de tercera generacion, las cuales presentaban
un patron de resistencia no reportado previamente en esta especie. La enzima
responsable de dicho patron de resistencia correspondié a CTX-M-2. En 1994 CTX-M-
2 fue descripta en E. coli y desde entonces su presencia ha sido demostrada en

diferentes enterobacterias®.

En 1997 fue encontrada una nueva BLEE, CTX-M-8, en Brasil, en cepas de
Enterobacter sp y Citrobacter amalonaticus aisladas de pacientes hospitalizados en
cuidados intensivos de Rio de Janeiro. En 1998 en Rusia se hall6 CTX-M-4 en cepas de

S. typhimurium™.

En el lejano oriente, la primera cepa productora de CTX-M fue observada en
Japdn en 1993 en una cepa de E. coli, fue caracterizada como Toho-1. Entre los afios
1995 y 2000 se encontraron otras 5 CTX-M en este continente: CTXM-2, CTX-M-3
CTX-M-15 Toho-2 (55), y CTX-M-14°.

En el Hospital Ramon y Cajal en Madrid, Espafia, la investigacion de las cepas
de Enterobacter spp. productoras de BLEE entre 1989 y 2000 mostro la persistencia de
una variante de CTX-M-3, designada CTX-M-10 ®**,



En Colombia, en 2003 fue descrita CTX-M-12 producida por cepas de K.
pneumoniae. Dicha CTX-M-12 fue encontrada en Kenia tres afios antes en cepas de K.
pneumoniae.’*** En julio del 2003 se report6 una CTX-M-14 en Portugal, en una cepa

de E. coli. °

En el 2005 en Venezuela, se detect6 una CTX-M-1 en una cepa de Shigella
sonnei aislada de un coprocultivo de un nifio de 18 meses de edad, proveniente del
Zulia, en el laboratorio de Microbiologia de la Policlinica Santiago Ledn."

Entre los afios 2002 y 2004 se reportd la aparicion de CTX-M en toda América

del Sur, Lejano Oriente, Gran Bretafia, Turquia, Bulgaria y Rumania. *’

En el afio 2002 existia algunos paises donde la CTX-M era endémicas y
determinados territorios donde los reportes de cefotaximasas eran ocasionales (Fig 1).
En el afio 2007 Asia, parte de Africa y la mayoria de Europa pasaron a ser endémicas y
los reportes esporadicos en todas partes del mundo se incrementaron ampliamente (Fig
1). En America del Norte en el 2002 no existian cepas con CTX-M, cinco afios mas
tarde el 80% del continente posefa cepas con esta enzima.*®

Enterobacteriaceae productoras de BLEE (CTX-M)

2001-2002

B Endemic Spordicreports

Figura 1. Diseminacion de CTX-M en el mundo entre los afios 2001-2002 al 2007. Extraido de: Morenos

Congreso Chileno de Infectologia. 5 de noviembre de 2008 segiin Rafael Cantdn



En Uruguay, en el afio 2006, se report6 por primera vez la presencia de CTX-M-
2 en 2 aislamientos de Klebsiella pneumoniae, aislados en el afio 1996 y 2003." Sin
embargo a partir del 2006 se reporto la presencia de cepas con CTX-M-1y CTX-M-9.
2021 En el 2011 se reportd la presencia de CTX-M-8 asociada a otro gen de resistencia.’’
Esto parece ser diferente a lo que sucede en Argentina, donde CTX-M-2 es
practicamente la Unica enzima de la familia de las CTX-M detectada.?>** El surgimiento

de nuevas CTX-M es un hecho reciente en América del Sur.'>*®

En los dltimos afios estamos asistiendo a una serie de cambios en la
epidemiologia de las enterobacterias productoras de BLEE. Mientras que en los afios 80
y principios de los 90 la mayoria de las BLEE eran del tipo TEM o SHV, actualmente

las més frecuentes en la mayoria de los paises, incluyendo Espafia, son las CTX-M.?*#

La propagacion de las cefotaximasas es un hecho preocupante, se ha producido
tanto en los hospitales como en la comunidad. Hoy en dia encontramos cefotaximasas,
pertenecientes a diferentes grupos, en todo el mundo, lo que muestra la alta velocidad
con que se ha diseminado desde su aparicién. En pocos afios han aumentado en forma
significativa y se han diferenciado en distintos grupos. El nimero de variantes
descriptas de CTX-M, se ha incrementado rapidamente desde el afio 1995.% Las cepas
que tienen CTX-M son responsables de epidemias nosocomiales y comunitarias. Su
rapida aparicion y diseminacion en el mundo entero, constituye un grave problema de

salud publica lo que ha llevado a una serie de expertos a dar la voz de alarma. >** %



HIPOTESIS
La hipdtesis de este trabajo fue que las cefotaximasas se extendieron y

diferenciaron en nuestro pais recientemente.

OBJETIVO

El objetivo de este trabajo es determinar si las cefotaximasas pertenecientes a los
grupos 1 (CTX-M-1), grupo 8 (CTX-M-8) y grupo 9 (CTX-M-9), se han diferenciado
recientemente en nuestro pais o si la diferenciacién en los distintos grupos fue en

paralelo al surgimiento de CTX-M-2.

ESTRATEGIA DE INVESTIGACION

Para cumplir con el objetivo se estudiaron 50 cepas de Enterobacterias de una
coleccién del laboratorio, procedentes de pacientes atendidos en dos centros
hospitalarios uno en Montevideo y otro en Canelones entre los afios 1995 y 2007. A las
muestras se les realizd la deteccion fenotipica y genotipica de cefotaximasas,
caracterizando las CTX-M  encontradas segun los diferentes  grupos.
Complementariamente, se efectu6 la transferencia de plasmidos, mediante conjugacion,

en 4 cepas donde se conoce la presencia de genes blaspy.



MATERIALES Y METODOS
Aislamiento de cepas

Se realizaron 50 aislamientos de cepas pertenecientes a la familia
Enterobacteriae, recolectadas entre los afios 1995 al 2007 en hospitales de Canelones y
Montevideo. Para esto se sembraron en un medio selectivo y diferencial con el fin de
obtener el crecimiento de bacterias gram negativas pertenecientes a la Familia
Enterobacteriaceae. Al medio se le adiciond 2 ug/ml de ceftriaxona(CRO), una

cefalosporina de tercera generacion.

Deteccion fenotipica de cepas productoras de cefotaximasas

Estudio de la susceptibilidad a antibidticos

Se evalud la susceptibilidad a antibidticos mediante la técnica de difusion en
agar, de acuerdo con los pardmetros establecidos por el “Clinical Laboratory Standard
Institute <(CLSI).>

Técnica de difusion en agar

Se realizaron antibiogramas en placas de petri con Agar Mueller Hinton (4 mm
de espesor). Este se sembr6 en forma convergente y posteriormente se agregaron los

discos de antibidticos.

En los antibiogramas se incluyeron los siguientes antibioticos: cefalosporinas de
tercera generacion (ceftriaxona o cefotaxime y ceftazidime), mezcla de amoxicilina con
inhibidor (&cido clavulanico) y carbapenémicos (imipenem). Experimentalmente se
colocaron los antibidticos de la siguiente manera: ceftazidime (CAZ) y cefotaxime
(CTX) a cada lado de amoxicilin con &cido clavulanico (AMC) y a 1.5 cm de éste y de
la periferia. EI imipenem (IMP) se coloc6 en otra zona del antibiograma, alejado de

éstos. Las placas fueron incubadas a 35°C durante 24 horas.

El &cido clavulanico inhibe la accion de las B-lactamasa de espectro extendido,
permitiendo que actlen las cefalosporinas de tercera generacion. Empiricamente esto se

observa como una alteraciéon en los halos de inhibicion, una cola de pez o “efecto



huevo”. Este fenomeno es conocido como sinergia positiva y evidencia la presencia de
BLEE (Fig 2).

Figura 2. Técnica de difusion en agar con los antibidticos cefotaxime(CTX),
amoxicilin con 4cido clavulanico (AMC) y ceftazidime (CAZ) *

A aquellos antibiogramas que no presentaron sinergia positiva se les realizo la
técnica de reemplazo de disco. Esta técnica consiste en colocar un disco de AMC en una
placa de Muller Hinton sembrada en forma convergente. A los 45 minutos se reemplaza
el AMC con un disco de CTX y ademas se coloca otro disco de CTX en una zona
alejada de la placa. Una vez realizado el reemplazo es colocada en la estufa. Si el halo
de inhibicion del disco reemplazado es igual o mayor a 5 milimetros que el halo de
CTX colocado en otra zona de la placa, es probable que contenga una beta-lactamasa de

espectro extendido.

Se analizd, mediante PCR, la presencia de genes blacrx.v €n las cepas que
presentaron sinergia positiva y son sensible a imipenem (IMP), asi como en aquellas
cepas en el que el reemplazo de disco fue mayor o igual a 5 mm, es decir, aquellas que

muestran fenotipicamente la presencia de cefotaximasas.

Deteccion de genes codificantes de cefotaximasas

En aquellas cepas que muestran perfil de cefotaximasa, se realiz6 la deteccion de genes
blactx-m mediante amplificacion por PCR. Previamente se realiz6 la extraccion del
ADN de las cepas en estudio. Primero se le realiz6 PCR a todas las muestras utilizando
el par oligonucléotido genérico (Tabla 1) para cefotaximasas (PAN CTX-M-F y PAN
CTX-M-R). A aquellas muestras que resultaron positivas se les realizd nuevamente



PCR utilizando los oligonucleétidos para los diferentes grupos conocidos de CTX-M,
permitiendo asi detectar a qué grupo de CTX-M correspondia. EI amplicon para CTX-
M genérico presenta un tamafio de aproximadamente 500pb mientras que el fragmento
para CTX-M-2 es de 650pb.

Tabla 1. Oligonucledtidos utilizados en los estudios de PCR

OLIGONUCLEOTIDOS SECUENCIA5S- 3
PAN-CTX-M-F TTT GCG ATG TGC AGT ACC AGT AA
PAN-CTX-M-R CGATAT CGT TGG TGG TGC CAT A
CTX-M-2-F TTA ATG ATG ACT CAG AGC ATT
CTX-M-2-R GAT ACCTCGCTCCATTTATTG
PER-2-F TGT GTT TTC ACC GCT TCT GCT CTG
PER-2-R CAG CTC AAACTG ATAAGCCGCTTG
SHV Tot-F GGGTTATTCTTATTTGTCGC
SHVTot-R TTAGCGTTGCCAGTGCTC

A aquellas muestras que no se les detectd la presencia de genes que codifican
para alguna cefotaximasa, se le realiz6 estudios de PCR utilizando oligonucledtidos
para detectar BLEE pertenecientes a otra familias como ser PER y SHV. Cabe destacar
que los ensayos para detectar SHV fueron realizados en aquellas muestras cuyo PCR
fueron negativas para CTX-M y PER ( Tabla 1).

Lisado celular

1) Se colocd en un tubo 150 puL de TE-triton y un indculo de la cepa. 2) El
preparado se homogenizado en “vortex”. 3) Se introdujo 10min en agua en ebullicion.
Previamente se debio realizar un orificio en el tubo para evitar que se destape. 4) Se
Ilevd 5 min al congelador. 6) Se centrifugd 10 min a 13000rpm. 7) Se descarté el pelet y

el sobrenadante se guardd en el freezer.

PCR (reaccion en cadena de la polimerasa)

Para cada muestra se realizo la siguiente mezcla en un tubo de 200 pL: 2,5 uL de
Buffer, 2 uL de MgCly, 0,5 pL de dNTP, 0,125 pL de Tag-ADN polimerasa, 14,9 uL de



agua miliQ, 1,25 uL de cebador F y R. Luego de realizada la mezcla, se agrego en la
camara de flujo laminar, 2,5 uL de ADN en estudio. Se realizd también un control
positivo y un control negativo. Como control de mezcla se utilizd la mezcla realizada

para todas las muestras y en lugar de agregarle ADN se le afiadio 2,5 uL. agua miliQ.

La reaccion se realizo en un termociclador, mediante desnaturalizacion inicial,
a 94 °C durante 5 min, seguido de 32 ciclos de 1 min a 94 °C, 1 min a la temperatura a
la cual se unen los cebadores al ADN molde (61,7 °C para PAN CTX-M, 60°C para
PER-2, 52° para CTX-M-2 y 56°C para SHVtot) y 1 min a 72 °C, seguidos de 10 min
de extension final a 72 °C. La temperatura Se evalud los resultados mediante una

electroforesis utilizando un gel de agarosa al 1%. Se observo con luz UV.

Conjugacion de cepas portadoras del gen SHV

Con el objetivo de determinar la localizacién plasmidica o cromosémica del gen
SHYV, se realizaron experimentos de conjugacion utilizando como cepas donantes cuatro
cepas de Klebsiella pneumoniae (HM-3, HC-1, 7035 y 41030) que fueron positivos
para dicho gen. Se utiliz6 como cepa receptora una Escherichia coli resistente a
rifampicina y sensible a ceftriaxona. Las cuatro cepas donantes fueron resistente a
ceftriaxona y sensible a rifampicina.

Vale aclarar que las conjugaciones fueron realizadas solo en las cuatro cepas
pertenecientes a la especie Klebsiella pneumoniae y que no contiene CTX-M. Esta
especie se caracteriza por presentar el gen SHV en su cromosoma, por tanto nuestro

objetivo con esta técnica fue detectar si el gen también se encontraba en plasmido.
Conjugacion

1) Se prepararon dos tubos con 2,2 ml de caldo LB y se sembr6 cada uno con la
cepa receptora. 2) En otro tubo con 2 ml de caldo LB se sembrd la cepa donante. 3) Se
Ilevaron tres horas a agitacion. 4) Después se mezclaron 200 uL. de la cepa donante en
uno de los tubos que contenia la cepa receptora. 5) Se llevo a la estufa a 35° donde se
incubaron durante toda la noche. 6) Se plaqued con un rastrillo, de la siguiente manera:
se sembraron 100 pL del tubo que contenia caldo LB con la cepa receptora 'y 100 pL del
tubo que contenia caldo LB con la cepa donante en: a) una placa de Mc Conkey, b) una

placa de Mc Conkey con ceftriaxona, c¢) una placa de Mc Conkey con rifampicina d) y



en una placa de Mc Conkey que tenia ambos antibioticos. Estas siembras fueron los
controles de mi ensayo. La mezcla en caldo LB de la cepa receptora con la cepa
donante se sembrd (10 uL, 100 pL y resultado de centrifugado) con rastrillo en tres

placas que contenian los antibidticos rifampicina y ceftriaxona.

Se evaluo la transferencia de plasmidos mediante antibiogramas, utilizando los
siguientes  antibidticos: cefalosporinas de tercera generacion (ceftazidime vy
cefotaxime), mezcla de amoxicilina con inhibidor (&cido clavulanico) y carbapenémicos
(imipenem). Se comparé estos resultados con los antibiogramas realizados
anteriormente para la cepa donante y para la cepa receptora, sugiriendo de esta manera,
la presencia o ausencia del plasmido a transferir, en la cepa receptora. Posteriormente se
realiz6 ensayos de PCR para confirmar la presencia del gen SHV. En los casos que se
confirmd la presencia de dicho gen el mismo fue secuenciado para determinar el grupo

de SHV al que pertenece.

RESULTADOS

Estudio de la susceptibilidad a antibiéticos

El perfil de susceptibilidad de los 50 aislamientos de enterobacterias, mostr6 que 34 de
éstos presentaban sinergia positiva, lo cual evidencia la presunta presencia de una
BLEE. En la Tabla 2 se muestran los datos aportados por los antibiogramas para cada
muestra. Las 16 muestras que presentaron sinergia negativa, se les realizo el estudio de
reemplazo de disco. La muestra 2031 perteneciente a una Klebsiella sp generd, un halo
de inhibicién del disco reemplazado, mayor a 5 milimetros que el halo de CTX
colocado en otra zona de la placa (Tabla 2). Estos resultados inducen que es probable

que contenga una B-lactamasa de espectro extendido (BLEE).



Tabla 2. Antibiogramas utilizando la técnica de difusién en agar de los 50
aislamientos
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‘ Klebsiella sp

Klebsiella sp
Klebsiella pneumoniae 41019

*género no identificado




Deteccion de genes para BLEE

Se analiz6 la presencia de genes para BLEE (CTX-M, PER y SHV) en las 34 cepas que
presentaron sinergia positiva. De éstas, 27 cepas presentaron genes que codifican para
cefotaximasas del grupo 2, 2 cepas presentaron genes del grupo blaper ¥ 5 cepas con
blasyy (Tabla 3) La muestra 41020, positiva para SHV fue secuenciada, siendo una
SHV-5 (Fig.7). En las Figura 3 y 4 se muestra la electroforesis de la PCR para algunas

muestras.

Tabla 3. Presencia de genes para la familia BLEE (PER-2, SHV,CTX-M) en los 34
aislamientos con sinergia positiva

ESPECIE CEPA PCR-CTX-M-2 PCR-PER-2 PCR-SHV-tot

- +

Citrobacter freundii 41020

3 E.coli 2003 +
4 E.coli 2004 +
5 E.coli HM13 +
6 Klebsiella pneumonia 2012 +
7 Klebsiella pneumonia 2013 +
8 Klebsiella pneumonia 2016 +
9 Klebsiella pneumonia 2018 +
10 Klebsiella pneumonia 2019 +
11 Klebsiella pneumonia 2020 +
12 Klebsiella sp 2021 +
13 Klebsiella pneumonia 2022 +
14 Klebsiella pneumonia 2023 +
15 Klebsiella pneumonia 2026 +
16 Klebsiella pneumonia 2027 +
17 Klebsiella sp 2030 +
18 Klebsiella sp 2031 +
19 Klebsiella sp 2040 +
20 Klebsiella sp 2042 +
21 Klebsiella pneumonia 7035 - - +
22 Klebsiella pneumonia 34817 +
23 Klebsiella sp 41015 +
24 Klebsiella pneumonia 41030 - - +
26 Klebsiella pneumonia 96004
27 Klebsiella pneumonia 96006
28 Klebsiella pneumonia C6
29 Klebsiella pneumonia HC1 - - +
30 Klebsiella pneumonia HM2 +
31 Klebsiella pneumonia HM3 - - +
32 Klebsiella pneumonia HM2372
33 Klebsiella pneumonia HM4047
34 Klebsiella sp HM6101
27 2 5




4102041030 960032042 C6 HC1 HM2HM2372 HM3 HM13 HM4047 Hm6101 MM

Figura 3 Electroforesis de muestras estudiadas mediante PCR
utilizando como oligonucledtidos CTX-M genérico. De
izquierda a derecha: carriles 1) mezcla control 2)control positivo
3) control positivo 4) 41020 5) 41030 6) 96003 7) 2042 8) C6
9)HC1 10) HM2 11) HM2372 12) HM3 13) HM13 14) HM4047
15) HM6101 16) Marcador molecular

96004 36006 2012 2020 2021 2040 34817 MM
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Figura 4 Electroforesis de muestras estudiadas
mediante PCR utilizando como oligonucledtidos
CTX-M-2. De izquierda a derecha: carriles 1) mezcla
control 2)control positivo 3) 96004 4) 96006 5)2012
6)2020 7)2021 8)2040 9)34817 10) marcador
molecular



Estudio de la localizacion del gen SHV

La localizacion del gen SHV fue estudiada mediante experimentos de

conjugacion. Segun los resultados empiricos obtenidos en la conjugacion, la

transferencia de plasmidos se realizo eficientemente en los 4 casos.

Luego de confirmar la presencia de genes blasyy mediante PCR en los 4

transconjugantes (Fig 5 y 6), las muestras fueron secuenciadas y como resultaron se

obtuvo para las 4 ejemplares, genes que codifican para la BLEE SHV-5 (Fig. 7).

RESULTADOS DE LAS CONJUGACIONES

Figura 5: Electroforesis  de
transconjugantes estudiadas mediante
PCR utilizando como oligonucle6tidos
SHVtot. De izquierda a derecha: carril
1) mezcla control 2) control positivo
3) Tc41030 4) Tc7035 5) Marcador
molecular

+  TcHC1 TcHM3 MM

[ | | g o T

E

Figura  6: Electroforesis  de
transconjugantes estudiadas mediante
PCR utilizando como oligonucleétidos
SHVtot. De izquierda a derecha: carril
1) mezcla control 2) control positivo
3) TcHC1 4) TcHM3 5) Marcador
molecular



A) Aislamiento 41020

aaacccaaactcaaggagtattgtggttatgcgttatattcgectgtgtattatctcectgttagccaccetgccgetggegatacacgecageecngcagec
gcttgagcaaattaaactaagcgaangccagctgtcgggecgegnaggctgatagaaatggatctggccagegnegencgetgaccgenggngeg
cgatnaacgttttccatgatagcactttaaagaagtgcctgcggcgnaatnntgncgegggggttgecengntnccaaacngttggaggaaagaaccce
tatccnccggnggnnccggggggactaccccgeccgggncagncaaaaaanaccttggcggangggntggnngggggggnaaattctggneccg
ccccccttttccecctggngncaaaannnggccccnccaaatnttgttnnngggccccengtnggggggecccngnaggattgactngenttttttgge
Ccaaaacgggnaaaaaacnnccccccngecnttnncccgtnggaaaaanggaaantaaangagggnntttccggggngaacccccggnnaann
nccenttccccgggnenngnanggggccggnncccenttcccaaannntnntnnacccngcccggntnnntaacccccenntttcnnnaaannn
cnnnnnnnntnnnnnnnnnnnnggggggnanaaangngngncccccggaaccnttnnncccgecctcecngnggtnnnnngggggggngn
ggn
aaaaaaaaaaaaaaaaaaaacagaaatgctaacgggggttcccgcagataaacaccacnatgegcetctgetttgtnttcgggcccagenggggggen
atcccgegegncaccgcttgetagetceggtcttatcggcgataaaccageccgecggeggceacggageggatcaacggtccggegaccegategte
caccntccantgcagcagtgccgttgcnaagggcgctcanagcetggetggtcagcagettgecgnagggennggcecatgetggeengggannggng
nnngngnnncnccggaagnnccncanttagttcngttnccacgnnnaagnnggggaannngtcncenactgggncnaaaggnngncatcctge
nggggcncecnacnggggncngaanaaattggcggngctgttatcnnnecngggtaatgnnggnggeccngagttggacaccctcatnnecgece
ncaaggnttttttntttgacnggggagagnccccanaccctgncnggnnnnanagagggaanntttcnnnncengnctnttncntcancnggnnna
ccaccccccgeccgeecncnggegcecgnagnnnnnnntaacttttaaaannngentnntcnangngaaancggtttatnggtagcgncnaggegg
ggcnngngagngggggnnggctgggnccnaaancnaatttttnttnttttattgnentattcen

B) Aislamiento TcHC1

gccctectcaggagtattgtggttatgegttatattegectgtgtattatcteectgttagecaccctgecgcetggeggtacacgecageccgeagecgetty
agcaaattaaactaagcgaaagccagctgtcgggecgegtaggeatgatagaaatggatctggecageggecgeacgcetgaccgectggegegecy
atgaacgctttcccatgatgagcacctttaaagtagtgctctgcggegeagtgetggegegggtggatgccggtgacgaacagetggagegaaagatee
actatcgccagcaggatctggtggactactcgecggtcagcgaaaaacaccttgccgacggeatgacggtcggegaatctgegecgecgccattacca
tgagcgataacagcgecgcecaatctgetactggecaccgteggeggeccegeaggattgactgectttttgegecagatcggegacaacgtcaceege
cttgaccgctgggaaacggaactgaatgangegcttcccggegacgeccgegacaccactaceeecggecageatggecgegaccetgegeaagetg
ctgaccagccagcgtctgagegeecgttcgcaacggcagetgctgcagtggatggtggangatcgggtegecggaccgttgancgctegtgetgegg
cggctggttatcncnaaaaacganctancagcggggggecceggaatgtcgeengetggeccaaaaaaaaaaacaaaaaagecatttgggggggg
gn
gcectectcaggagtattgtggttatgegttatattcgectgtgtattatctcectgttagecaccctgecgcetggeggtacacgecageccgeagecgettg
agcaaattaaactaagcgaaagccagctgtcgggecgegtaggceatgatagaaatggatctggecageggecgeacgcetgaccgectggegegecy
atgaacgctttcccatgatgagcacctttaaagtagtgctctgcggegeagtgetggegegggtggatgccggtgacgaacagetggagegaaagatee
actatcgccagcaggatctggtggactactcgecggtcagcgaaaaacaccttgecgacggeatgacggtcggegaactetgegecgecgecattace
atgagcgataacagcgecgcecaatctgctactggecaccegtcggeggeccegeaggattgactgectttttgegecagatcggegacaacgtcaceey
ccttgaccgetgggaaacggaactgaatgaggegcettccecggegacgeccgegacaccactaccecggecageatggecgegacectgegeaaget
gctgaccagecagegtetgagegeccgttcgcaacggeagetgetgcagtggatggtggacgatcgggtegecggaccgttgategetegtgetgeg
gcggctggttatcgecnaaaaacganctagcagcgggggnecccggantgtcgecggntggeccaaaaaaaaaaacaaaaannccatttngggggg
ggn

C) Aislamiento Tc 7035
ncccecctcangaantattgtggttatgegttatattcgectgtgtattatctcectgttagccaccetgecgetggeggtacacgecagececgceageegctt
gagcaaattaaactaagcgaaagccagcetgtcgggeegegtaggeatgatagaaatggatctggecageggecgeacgcetgaccgeetggegegee
gatgaacgctttcccatgatgagcacctttaaagtagtgcetctgcggegeagtgetggegegggtggatgecggtgacgaacagetggagcgaaagat
ccactatcgccagcaggatctggtggactactcgccggtcagcgaaaaacaccttgecgacggcatgacggtcggcegaactetgegeecgeegecatta
ccatgagcgataacagcgccgcecaatetgetactggecaccgtcggeggeeccgeaggattgactgectttttgcgecagatcggegacaacgtcace
cgccttgaccgetgggaaacggaactgaatgaggegcttcccggegacgeccgegacaccactaccceggecageatggecgegaccctgegeaa
gctgetgaccagecagegtctgagegeccegttcgcaacggeagetgetgcagtggatggtggacgatcgggtcgecggaccgttgatcegeteegtge
tgccggegggctggtttatcgcgaaaaacganctagcageggggngegegegggattgtcceceengettgggeccnaaaaa
aaaaaaaaaaacaaaacgcntcggcecatgcatcgcecggggtatcccgcagataaatcaccacaatgegcetctgetttgttattcgggecaagcagggeg
acaatcccgcegcegeacccegcttgctageteeggtcttatcggcgataaaccageeccgecggeageacggageggatcaacggtecggegacccgat
cgtccaccatccactgcageagetgecgttgcgaacgggegctcagacgetggetggtcageagettgcgeagggtegeggecatgetggeeggggt
agtggtgtcgcgggegtcgccgggaagegcecteattcagttecgtttcccageggtcaaggegggtgacgttgtegecgatctggegcaaaaaggeag
tcaatcctgcggggecgecgacggtggecagtancagattggeggegetgttatcgctcatggtaatggeggeggegeanagttcgecgaccgteatg
ccgtcggcaaggtgtttticgctgaccggegagtagtccaccagatectgcetggegatagtggatetttcgetccagetgttecgtenceggeatccacceg
cgccagcactgcgecgeanagcactactttaaaggngctcatcatgggaaagegntcatcggegegeengnnggtcancgtgecnnnngetggnnn
natccatnnnnatcatnctacccgcccgacagctggnttcectaattattgctcaagecggeggegggcgggggggggtneceece



D) Aislamiento Tc 41030

aanccgancaacactaaatatagtggntatgcgttatattcgcctgtgtattatctccctgttagccaccctgecgetggeggtacacgecageccgeage
cgcttgagcaaattaaactaagcgaaagccagctgtcgggccgcgtaggcatgatagaaatggatctggccageggecgcacgcetgacecgectggeg
cgccgatgaacgctttcccatgatgagcacctttaaagtagtgctctgcggegeagtgctggegegggtggatgccggtgacgaacagctggagcegaa
agatccactatcgccagcaggatctggtggactactcgccggtcagcgaaaaacaccttgccgacggcatgacggtcggegaactctgegecgecge
cattaccatgagcgataacagcgccgccaatctgctactggccaccgtcggeggecccgcaggattgactgectttttgcgccagatcggegacaacgt
cacccgccttgaccgctgggaaacggaactgaatgaggcegcttcccggcegacgeccgcgacaccnctaccceggecagcatggecgegacccetge
gcaanctgctgaccagccagcgtctgagegeccgtttcgcaacggcagctgctgecagtggatggtgggacgatcgggntcgeccggaaccgtttgan
nccgctcecgtngcttgccggeggetgggtttatcncecnannaanaccgggaacntngcgagecggggggnggnencenccggggaantttgtnec
cceeeccecy
aaaaaaaaaaaaaccaaaaaancggccatgcatcgccggggtatcccgcagataaatcaccacaatgegcetetgcetttgttattcgggecaagcaggg
cgacaatcccgegngcaccccgcetcgctagetccggtcettatcggegataaaccageccgecggcagnacggagceggatcaacggtceggegacce
gatcgtccaccatccactgcagcagctgecgttgcgaacgggcgctcanacgetggctggtcagcagcettgcgecagggtcgeggecatgetggecgg
ggtagtggtgtcgcgggegtcgecggnaancgectenttcanttcegtttcccageggtcaaggegggtgacgttgtcgnegatctggencaaaaagg
cagtcaatcctgcngggccgccgacggtggccannancanattggcggegctgttatcgetcatggtaatggcgneggegennanntcgecgaccg
tcatgccgtcggcaaggtgtttttcnctgaccngecgagtagtccaccnnatcctgetggenatantggatctttcgetccagntgttcgtcncecggeatce
acncgcgcnagnactgcgccgcagnncactactttaaaggtgctcatcatgnngaaagcegttcatcggcgenccaggcggtcagcgngceggecgct
ggccanatccntttctatcatgccctacncggceccgacagctggntttcncttantttaaatttggcnnncanncnnnnnnnnnggggncngggnn

E) Aislamiento TcHM3

aatattgtggttatgcgttatattcgectgtgtattatctcectgttagecaccctgecgetggeggtacacgecageccgeagecgctigagcaaattaaact
aagcgaaagccagctgtcgggeegegtaggeatgatagaaatggatctggecageggecgeacgctgaccgectggegegecgatgaacgetttee
catgatgagcacctttaaagtantgctctgcggegeagtgctggegegggtggatgecggtgacgaacagetggagegaaagatecactatcgecage
aggatctggtggactactcgccggtcagcgaaaaacaccttgecgacggeatgacggtcggegaactctgegecgecgecattaccatgagegataac
agcgccgccaatctgetactggecaccgtcggeggeccegeangattgactgectttttgcgccagatcggegacaacgtcaccegecttgaccgetg
ggaaacggaactgaatgaggcgcttcccggegacgeccgenacneenntacccecggecancatggecgegaccctgegeaagetgetgaccance
agcgtctgancgcccgttcgcaacggcagentgnngcagtgnaagggngnacgancgggtenccggaaccgnttnaaccngctcecnnngetngn
cngnngggntgggttttannnn
aaaaaaaaaaacnaagnnaaatgnaacgccggggttcccgcagaaaattcaccacaatgegetctgctttgttattcgggecaagcagggegacaate
ccgegegeaccecgcttgetageteeggtcettatcggegataaaccageccgecggeageacggageggatcaacggtccggegaceegategteca
ccatccactgcagcagetgecgttgcgaacgggegetcagacgctggetggtcageagettgegeagggtegeggecatgetggecggogtagtggt
gtcgegggcegtegecgggaagegcecteattcagtteegtttcccageggtcaaggegggtgacgttgtcgecgatctggegcaaaaaggeagtcaate
ctgcggggcecgecgacggtggecagtageagattggeggegctgttatcgetcatggtaatggeggeggegeagagttcgecgacegteatgeegte
ggcaaggtgtttttcgctgaccggcgagtagtccaccagatcctgetggegatagtggatctttcgetecagetgttegtcaccggeatccaceegegeca
gcactgcgecgcaaagceactactttaaaggtgctcatcatgggaaagegttcatcggegegecaggeggtcagegggeggecgetggenaateenttt
ctatcatgcctacccggeccaaaaactggctttttnnttaaatttttattttggnnccancggnttg

Figura 7. Secuencias nucleotidicas (F y R) de los genes blasyy-s de los aislamientos A)
41020; B) TcHC1; C) Tc7035; D) Tc41030; E) TcHM3



DISCUSION

Las BLEE, como se menciond, confieren resistencia a cefalosporinas de tercera
generacion pero no a carbapenémicos. Los resultados obtenidos mostraron que todos los
aislamientos fueron sensibles a imipenem (tabla 1). Sin embargo los resultados para las
cefalosporinas fueron diversos. Como se indicO previamente, para evidenciar
fenotipicamente la presencia de una BLEE se coloc6 un disco de amoxilin con &cido
clavulanico, éste inhibe la accion de las B-lactamasa de espectro extendido, permitiendo
que actlen las cefalosporinas de tercera generacién, por tanto, si nos encontramos en
presencia de una BLEE, cerca del halo del amoxicilina con &cido clavulanico se va a
producir una apertura del halo de las cefalosporinas de tercera generacion. Esta
alteracion en los halos (sinergia positiva) se vio experimentalmente como una cola de
pez. De las 50 muestras 16 no fueron inhibidas con &cido clavulanico, la sinergia fue
negativa, por lo cual no fueron tomas en cuenta para realizar los siguientes estudios, ya
que al presentar este perfil podemos considerar que esas cepas no contienen las enzimas
que estamos buscando.

En aquellas cepas que presentaron sinergia positiva y fueron sensibles a
imipenem, si observamos los perfiles para las cefalosporinas de tercera generacion, en
este caso cefotaxime (CTX) y ceftazidime (CAZ), los resultados fueron diversos. En
aquellas muestras donde los halos son resistentes a CTX, y su didmetro es menor que el
halo de CAZ, es sospechoso que esa cepa contenga una cefotaximasa (CTX-M) y en
aquellos casos que sucede al revés, es posible suponer la presencia de una cepa con
enzimas SHV, PER u otra BLEE diferente de CTX-M. Si analizamos los resultados de
la mayoria de las muestras, observamos que presentan un halo mas pequefio para CTX
que para CAZ, lo cual infiere la presencia de una cefotaximasa. Las cepas 41020,
96003, HM3, 7035 y 283 exhiben halos mayores para CTX que para CAZ por lo cual es
posible la presencia de una BLEE diferente a una CTX-M. La muestra 96003 por
ejemplo tiene un halo para CTX de 20 mm y un halo para CAZ de 9 mm, segun CLSI es
resistente a CAZ y sensible a CTX. En este caso podria sospechar que esta cepa no tiene
una cefotaximasa, si podria tener otro tipo de BLEE.

Las 34 cepas que fenotipicamente manifestaron presencia de BLEE, se les
realizd ensayos de PCR utilizando como el oligonucleétido CTX-M genérico con el

cometido de encontrar genes que codifiquen para cualquier grupo de las cefotaximasas.



De las 34 cepas estudiadas 27 fueron positivas para CTX-M genérico (Fig 3). Més aun,
las 27 cepas presentaron el gen para CTX-M-2 (Fig 4).
Con estos resultados podemos responder el objetivo de este trabajo, segun los datos
obtenidos no existio diferenciacion de las cefotaximasas en sus diversos grupos entre
los afios que fueron recolectadas las muestras, ya que en las cepas estudiadas no se
encontré ningin gen diferente de blactx-m-2. Si bien el trabajo tiene la debilidad de
analizar un bajo nimero de cepas, articulos publicados en nuestro pais con menor
numero de cepas ya muestran una proporcion importante de CTX-M diferentes de CTX-
M_221, 26

De este modo, es posible especular con el hecho de que a mediados de los 90 se
habrian comenzado a diseminar CTX-M-2, no apareciendo o al menos no haciéndose
prevalentes hasta mediados los 2000 las BLEE tipo CTX-M-8, CTX-M-15y CTX-M-9.

El arribo de estas nuevas BLEE se ven acompafiadas de nuevos mecanismos de
resistencia a otros antimicrobianos como ser los mecanismos de resistencia a quinolonas
transferibles. Si la tendencia se mantiene, seria de esperar que nuevas variantes de CTX-
M continten emergiendo. De hecho al momento de terminar este informe se detectaba
en el Departamento de Bacteriologia y Virologia un aislamiento de Salmonella
Enteritidis portando CTX-M-14.

CONCLUSIONES

Los estudios realizados muestran que la diferenciacion de las cefotaximasas en
sus diversos grupos no ocurrio entre los afios 1995 al 2007, sino que fue recientemente,
confirmando de esta manera la hipotesis de trabajo.

El alto porcentaje de cepas que contenian una BLEE, estriba en la teoria de la

rapida diseminacién de estas enzimas.
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