REVISTA DE INVESTIGACION EN SALUD. UNIVERSIDAD DE BOYACA

ARTICULO ORIGINAL

Determinacion de genes que codifican la resistencia de
betalactamasas de espectro extendido en bacilos Gram
negativos aislados de urocultivos

Determination of genes encoding beta-lactamase
resistance spread spectrum Gram negative bacteria
isolated from urine cultures

Determinacao de genes que codificam resisténcia a
Beta-lactamases deespectro estendido em Bacilos
negativos isolados de urocultura

Diana Paola Lépez'*, Maria Inés Torres', Luz Maribel Castaheda?,
Carlos Fernando Prada’

' Grupo de investigacion de Bacteriologia y Laboratorio Clinico (GRIB), Universidad de Boyaca,
Tunja, Colombia

2 Hospital Regional de Chiquinquira, Chiquinquira, Colombia

*Correspondencia: Direccion: Carrera 2a Este N° 64-169 Tunja, Colombia Tel: 3213530671

Correo electrénico: gribac@uniboyaca.edu.co

ececccescccscsccccccesce Fecha de recibido: 02-16-2015 cecesceccscen Fechadeaceptaci()n;04_07.2016 ©00000000000000000000000000000000000000000 <

Citar este articulo asi:
Lépez DP, Torres MI, Castaineda LM, Prada-Quiroga CF. Determinacion de genes que codifican
la resistencia de betalactamasas de espectro extendido en bacilos Gram negativos aislados de

urocultivos. Revista Investig Salud Univ Boyaca. 2016;3(2):107-126

Volumen 3 ¢ Nimero 2 e Julio - Diciembre 2016 * Pags. 107 - 126 * ISSN 2389-7325



Diana Paola Lopez, Maria Inés Torres, Luz Maribel Castaneda, Carlos Fernando Prada

RESUMEN

Introduccién. Las betalactamasas de espectro extendido (BLEE) son un grupo de enzimas que confieren
resistencia bacteriana a un amplio espectro de antibiéticos betalactamicos codificados en plasmidos y
gue deben estudiarse como herramientas de vigilancia del comportamiento de microorganismos frente
al uso de antibidticos.

Objetivo. Determinar los genes que codifican la resistencia en bacilos gramnegativos con fenotipo
BLEE aislados de urocultivos, en una institucion prestadora de servicios de salud del departamento de
Boyaca.

Métodos. Se llevd a cabo un estudio observacional, descriptivo y de corte transversal. Se identifica-
ron 19 cepas resistentes con fenotipo BLEE, siguiendo los lineamientos del Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI M100-S23), y se establecio el indice de concordancia para la identificacion
microbiolégica. Por medio de la estandarizacién de la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), se determind la presencia de los genes blaTEM, blaSHV, blaCTX y Amp-C en estas 19 cepas.

Resultados. Se encontré que las 19 cepas con fenotipo BLEE (100 %) presentaban resistencia a
la ampicilina; 12 (63,2 %) a la ampicilina-sulbactam; 17 (89,5 %) a la cefalotina; 16 (84,2 %) a la
cefuroxima; 17 (89,5%) a la cefotaxima; 17 (89,5 %) a la ceftriaxona y 14 (73,7%) al cefepime. En 18
aislamientos se hizo amplificacién de los genes, de los cuales 12 (61,11 %) posiblemente presentaron
el gen blaCTX; 10 (55,6 %) el gen AmpC; 9 (50 %) el gen blaSHV y 7 (38,88 %) el gen blaTEM.

Conclusion. La presencia de los genes blaCTX, AmpC, blaSHV y blaTEM presenta importancia epide-
mioldgica, probablemente por la capacidad para movilizar la informacion genética de la resistencia en

el ambiente hospitalario, donde tienen un claro potencial epidémico.

Palabras clave: antibidtico, farmacorresistencia bacteriana, betalactamasa.
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ABSTRACT

Introduction: Extended spectrum beta lactamases (ESBL) are a group of enzymes that confers bacterial
resistance to a wide spectrum of betalactam antibiotics. These are coded in plasmids and should be
studied as surveillance tools to watch the behavior of microorganisms towards the use of antibiotics.

Objective: To determine the resistance coding genes in gram-negative bacilli with ESBL phenotype
isolated from urine cultures, in a health services institution in the department of Boyaca.

Methods: An observational, descriptive, cross-sectional study was carried out. Nineteen different strains
with ESBL phenotype were identified, by following the Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI M100-S23) guidelines; and the microbiological identification concordance index was established.
Through polimerase chain reaction (PCR) technique standardization, the presence of blaTEM, blaSHY,
blaCTX, and Amp-C genes was determined for the 19 strains mentioned.

Results: All of the nineteen strains with ESBL phenotype (100%) were found to be resistant to a
mpiciline; 12 (63,2%) resistant to ampicilin sulbactam; 17 (89,5%) to cephalothin; 16 (84,2 %) to
cefuroxime; 17 (89,5%) to cefotaxime; 17 (89,5%) to ceftriaxione, and 14 (73,7%) to cefepime. Gene
amplification was performed on 18 isolates, 12 (61,11%) of them possibly presented the blaCTX gene;
10 (55,6%) the AmpC gene; 9 (50 %) the blaSHV gene, and 7 (38,88%) the blaTEM gene.

Conclusion: The presence of blaCTX, AmpC, blaSHV, and blaTEM genes represents epidemiological
importance, probably because of its capacity to mobilize genetic resistance information inside the

hospitalary environment in which they have a clear epidemic potential.

Keywords: Antibiotics, bacterial drug resistance, betalactamase.
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RESUMO

Introducao: As Beta-lactamases de espectro estendido (BLEE) sdo um grupo de enzimas que conferem
resisténcia bacteriana aos antimicrobianos beta-lactdmicos, os quais estdo codificados em plasmideos
e que devem ser estudados como ferramenta de vigilancia no comportamento dos microrganismos
contra os antibiéticos.

Objetivo: Determinar os genes que codificam resisténcia em bacilos Gram negativos com fenétipo
BLEE isolados de uroculturas, em uma instituicdo de servicos publicos de Saude no Departamento de
Boyaca.

Métodos: Foi realizado um estudo observacional descritivo de coorte transversal, foram identificadas
19 linhagens resistentes com fenétipo BLEE acorde com os lineamentos de Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI M100-S23), o indice de concordancia foi estabelecido. A determinacdo da
presenca dos genes blaTEM, blaSHV, blaCTX y Amp-C nas 19 linhagens foi realizada através da padro-
nizacdo da técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR).

Resultados: Verificou-se que as 19 linhagens com fendtipo BLEE apresentaram resisténcia a ampicilina;
12 (63.2%) a ampicilina-sulbactam; 17 (89,5 %) a cefalotina; 16 (84,2 %) a cefuroxima; 17 (89,5%) a
cefotaxima; 17 (89,5 %) a ceftriaxona e 14 (73,7%) a cefepime. A amplificacdo dos genes foi realizada
em 18 linhagens, das quais possivelmente 12 (61,11 %) apresentaram o gene blaCTX; 10 (55,6 %) o
gene AmpC; 9 (50 %) o gene blaSHV e 7 (38,88 %) o gene blaTEM.

Conclusao: A presenca dos genes blaCTX, AmpC, blaSHV y blaTEM é de importancia epidemiolégica
devido a capacidade de mobilizar a informacao genética que codifica a resisténcia em ambientes hos-

pitalares onde possuem um potencial epidémico.

Palavras chave: antibidtico, farmacorresisténcia bacteriana, beta-lactamases.
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INTRODUCCION

Antes de que apareciera la penicilina en la década
de los 40, las enfermedades infecciosas eran la
principal causa de muerte del ser humano, y lo
siguen siendo en gran parte del mundo. Alo largo
de la historia, se ha visto un aumento significativo
de la resistencia bacteriana a los antimicrobianos,
efecto que ha ocasionado gran preocupacion por
ser un obstaculo para el tratamiento de agentes
infecciosos y es de gran interés por el desarrollo
de nuevas estrategias terapéuticas.

La resistencia no suele ser un problema de
patogénesis, sino de limitacion de las opciones
terapéuticas; se depende de los antimicrobianos
para tratar las infecciones, practica asistencial
caracterizada por el uso excesivo en enfermedades
en las que no aportan beneficios (1). Esta resis-
tencia se ha asociado con el retraso en el inicio
del tratamiento antibidtico apropiado y con la
estancia prolongada en los centros hospitalarios,
la cual aumenta los costos; ademas, parece ser
la responsable directa del aumento en las tasas
de mortalidad en pacientes con infecciones por
genera
un grave problema en salud publica que requiere

microorganismos resistentes, lo cual
del maximo esfuerzo de todas las instituciones

gubernamentales para garantizar su control (2, 3).

El comportamiento epidemioldgico de los bro-
tes por bacterias multirresistentes puede estar
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asociado a multiples factores y su estudio tiene
importancia para tomar decisiones en el manejo
del paciente infectado. Las betalactamasas de
espectro extendido (BLEE) son un grupo de enzimas
que confieren resistencia bacteriana a un amplio
espectro de antibidticos betalactdmicos, codi-
ficadas en plasmidos, los cuales permiten a la
bacteria hidrolizar penicilinas, oximinocefalospo-
rinas y monobactamicos, y surgen principalmente
debido a mutaciones en los genes blaSHV, blaTEM
y blaCTX-M. Como resultado, se han identificado
cerca de 300 variantes naturales de estos genes
que codifican para el fenotipo BLEE, tales como
los genes TEM, SHV, CTX-M y OXA (4-6).

En estudios sobre resistencia bacteriana se ha
encontrado que existe una relacién directa entre
la resistencia bacteriana y el consumo de los
antibidticos, reflejada en el aumento o en la dis-
minucion de la resistencia con el aumento o la
disminucion de su consumo (7-10).

La adquisicion de genes que codifican la resis-
tencia en las bacterias se ha acelerado por el
incremento de las necesidades adaptativas y de
presién selectiva de las bacterias, especificamente
el uso de los antibiéticos en el control de infec-
ciones en medicina, veterinaria, agricultura vy
nutricion animal (11). La huella de la transfe-
rencia corresponde a la existencia de un gen o
secuencia en el arbol filogenético del organismo y

ala observacién de la misma disposicién génica en
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la poblacién bacteriana donadora y receptora. El
mecanismo mas probable de transferencia entre
especies poco relacionadas es la conjugacién, en
la que participan moléculas genéticas moviles,
como los plasmidos, bacteriéfagos, transposo-
nes, integrones y casetes, que transportangenes
responsables de la codificacion de funciones para
su propia transferencia o para otras como la resis-
tencia bacteriana (12-14).

Las infecciones de las vias urinarias son el grupo
de infecciones bacterianas mas frecuentes; se
estima que son responsables del 38 % de las
infecciones intrahospitalarias y del 80 % de las
relacionadas con la sonda transuretral (15). La
aparicién de microorganismos causantes de
infeccion urinaria que son resistentes a diferentes
antibidticos, constituye un importante problema
terapéutico que requiere estudiar su evolucién en
el tiempo para instaurar un tratamiento empirico
adecuado (16).La presencia de microorganismos
multirresistentes es cada vez mas usual y, actual-
mente, la atencién se centra en el aumento de
infecciones y migraciones en pacientes prove-
nientes de la comunidad; por ejemplo, en Madrid
la frecuencia es de 3,7 %; en Cuba, de 20 %, y en
Colombia, de 12,3% (6).

En Colombia se propuso implementar la vigilancia
de tal manera que permitiera abordar el problema
desde diferentes perspectivas relacionadas con el
aumento de la resistencia bacteriana; entre ellas,
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sobresalen las relacionadas con infecciones por
dispositivos, consumo de antibiéticos, elevada
carga de infecciones y uso inapropiado de anti-
microbianos en los hospitales (17).

Teniendo en cuenta lo mencionado, el objetivo
del presente estudio fue determinar la presen-
cia de los genes que codifican la resistencia en
bacilos Gram negativos aislados de urocultivo, en
una institucion prestadora de servicios de salud
del departamento de Boyaca.

MATERIALES Y METODOS

Se llevé a cabo un estudio observacional, des-
criptivo y de corte transversal, para el cual se
analizaron 19 cepas, obtenidas del laboratorio
clinico de la institucién en donde se realizaron
el procesamiento de la muestra, los cultivos
primarios, la identificacién de género y especie, y
la determinacion de los perfiles de sensibilidad y
el fenotipo de la resistencia. Las cepas resistentes
fueron remitidas al laboratorio de la Universidad
de Boyaca, en donde se confirmo la identificacion
y el fenotipo de la resistencia de acuerdo con la
guia CLSI M100-S23 del Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI); se hizo el analisis
molecular de la presencia de los genes que codifi-
can para resistencia del fenotipo BLEE.

Se incluyeron todos los bacilos Gram negativos
con fenotipo de resistencia BLEE aislados de
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urocultivos, durante los meses de febrero a
agosto del ano 2015. No se tuvo acceso a las his-
torias clinicas ni a la informacién de los pacientes.
La identificacién bacteriana en laboratorio clinico
de la institucion hospitalaria se hizo mediante
el sistema de tarjeta GN 21341 (método auto-
matizado) y, las pruebas de sensibilidad, por el
sistema de AST N271 (equipo Vitek® 2 compact
15, Biomeriéux Ltda.); ademas, se determiné el
fenotipo de la resistencia de tipo BLEE.

En el laboratorio de la Universidad de Boyaca se
hizo la confirmacion microbiolégica del género
y la especie de las 19 cepas con el sistema BBL
Crystal®, la determinacién molecular por reac-
cién en cadena de la polimerasa (PCR) y pruebas
de sensibilidad. EI método de Kirby Bauer para
determinar la sensibilidad se desarroll6 siguiendo
los estandares del CLSI, utilizando la cepa Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603 como control positivo y
la cepa Escherichia coli ATCC 25922 como control
negativo. Los sensidiscos empleados fueron
cefotaxime(CTX30), ceftazidime(CAZ30), cefepime
(FEP30), ceftriaxona y aztreonam (ATM30); se
llevaron a incubacién por 24 horas a 37 °C y se
confirmé el fenotipo de resistencia con el test
de sinergia de doble disco, utilizando cefota-
xime-acido clavulanico (CTXCLA), cefotaxime
(CTX) y ceftazidime-acido clavulénico (CAZCLA) y
ceftazidime. Se consideré como resultado positivo
la diferencia mayor o igual de 5 mm en el halo
de la cefalosporina en combinacién con el acido
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clavulanico, en comparacion con la cefalosporina
sola, o por la observacién del efecto sinérgico (18).

Para el proceso de extracciébn y purificacion
de ADN, se utilizé el kit de Promega, Wizard
Genomic DNA Purification, en el que se modific
el volumen de la solucién rehidratante (30 ul) de
ADN para aumentar la concentracién. Se midio la
concentracion de acidos nucleicos en el equipo
Nanodrop de marca Maestrogen a una absorbancia
de 260 nm. El ADN usado tuvo una concentra-
cion de =100ug/ul y la relacion de ADN-proteinas
A260/280 para evaluar la pureza de las muestras
considerdndose una pureza optima con radio
entre 1,8 a 2,0 y se conservé a -20°C.

Para el analisis molecular se procesaron 18 cepas,
teniendo en cuenta que una extraccién de ADN
no cumplié con las condiciones de concentracién
y relacion entre ADN y proteinas. La amplificacion
de los genes blaTEM, blaSHV, blaCTX y Amp-C, se
llevé a cabo de acuerdo con la modificacion del
protocolo de Paterson, et al. (19) (tabla 1). Como
control positivo se usé la cepa K. pneumoniae
ATCC 700603 que contiene los cuatro genes, y
como control negativo, E.coli ATCC 25922. La PCR
se llevd a cabo en un termociclador Labocom.
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Tabla 1. Condiciones de la PCR para amplificacion de los genes que codifican

para la resistencia en cepas con BLEE

GEN SECUENCIA 5'-3' Tamano (pB) DN CS ALIN. ExT. EF
5"-AAACGCTGGTGAAAGTA 3° 94 °C, 49 °C, 7 2°C 72 °C
blaTEM 700
5’-AGCGATCTGTCTAT 3’ 30 segundos 35 1 minuto 1 minuto 10 minutos
5’ ATGCGTTATATTCGCCTGTG 3 94 °C, 72 °C 72 °C
blaSHV 700 56 °C ) .
5"-TGCTTTGTTATTCGGGCCAA 3” 30 segundos 35 1 minuto 10 minutos
blaC- 5’-GACGATGTCACTGGCTGAGC 3° 500 94 °C, sgoC 72 °C 72 °C
TX-M1 5’-AGCCGCCGACGCTAATACA 3° 30 segundos 35 1 minuto 10 minutos
5'-ATCAAAACTGGCAGCCG-3' 94 °C, 72 °C 72 °C
Amp-C 550 56,9°C ) .
5'-GAGCCCGTTTTATGCACCCA-3’ 30 segundos 35 1 minuto 10 minutos

DN: desnaturalizacion inicial; CS: ciclos; Alin.: alineamiento; Ext.: extension; EF: extensién final

Los productos amplificados se visualizaron por
electroforesis en gel de agarosa al 1% con TAE
al 1% y Safeview classic como colorante. Los
geles se visualizaron utilizando el transiluminador
Ultra Slim Led Illuminator. Se utiliz6 el marcador
de peso molecular de 1 kb ABM® vy la lectura se
hizo registrando la presencia o la ausencia de
las bandas de las muestras comparadas con el
tamafo de los controles positivos: 700 pb para
el gen blaTEM vy el blaSHV, 500 pb para el gen
blaCTX y 550pb para el gen Amp-C.

Se hizo un andlisis descriptivo determinando las
frecuencias absolutas y relativas, utilizando la
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hoja de calculo de Excel 2013 y SPSS®, versidon
24,y se estableci6 el indice de concordancia.

El estudio se clasific6 como investigacion sin
riesgo, de acuerdo con la Resolucion 008430 de
1993 del Ministerio de Salud, y fue aprobado por
el Comité de Etica de la Universidad de Boyacs; se
manejo informacion codificada y solo se obtuvo
acceso a los datos de muestra y servicio.

RESULTADOS

De febrero a agosto del 2015, se procesaron 1.293
cultivos. Del total, el 69,37 % (n=897) fueron
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cultivos negativos para gérmenes comunes vy, el
60,63 % (n=396), cultivos positivos para gér-
menes comunes; de estos Ultimos, el 8,84 %
(n=35/396) fueron Gram positivos y, el 91,16 %
(n=361/396), Gram negativos. De los microor-
ganismos Gram negativos, el 46,96 % (n=186)
correspondia al servicio de urgencias; 27,02 %
(n=107), a consulta externa; 14,14% (n=56) a
urgencias pediatricas, y 4,29 % (n=17), a otros
servicios; en este Ultimo grupo, se incluyeron
aquellas solicitudes que no fueron especificas
debido al transito en los pacientes por diferentes
servicios: 4,04 % (n=16) en cirugia; 2,52 %
(n=10) en hospitalizacién y el 1,01% (n=4)
en ginecologia.

Al Laboratorio de Microbiologia de la Universi-
dad de Boyaca se enviaron 19 cepas que tenian
el fenotipo BLEE, en las cuales se hizo la confir-
macion microbiolégica del género y la especie.
La concordancia entre los dos métodos, Vitek®
y BBL Crystal®, fue muy buena; para el género
y la especie fue de 94,7 %, con un indice kappa
de 0,99, y para el fenotipo de resistencia fue de
100 %, con un indice kappa de 1. La cepa en la
cual no se obtuvieron resultados similares en los
laboratorios correspondié a la reportada como
Serratia marcescens y, en el Laboratorio de Andli-
sis Microbiol6gico de la Universidad de Boyaca, se
identifico6 como Stenotrophomonas maltophilia.
El microorganismo mas prevalente fue E. coli,
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78,94 % (n=15), seqguido por K. pneumoniae,
10,52 % (n=2), Pseudomonas aeruginosa, 5,26
% (n=1) y S. maltophilia, 5,26 % (n=1).

Los perfiles de sensibilidad de los aislamientos
reportaron resistencia a ampicilina de 100%
(n=19/19); a ampicilina-sulbactam, de 63,2%
(12/19); a cefalotina, de 89,5 % (n=17/19); a
cefuroxima, de 84,2 % (n=16/19); a cefotaxima,
de 89,5 % (n=17/19); a ceftriaxona, de 89,5 %
(n=17/19), y a cefepime, de 73,7 % (n=14/19).

Respecto a la determinacién de genes que codi-
fican para la resistencia del fenotipo BLEE, hubo
61,11 % (n=12) de fragmentos con el tamano
esperado para el gen blaCTX (figura 1); 55,6 %
(n=10) para el del gen AmpC (figura 2); 50 %
(n=9) para el del gen blaSHV (figura 3), y 38,88
% (n=7) para el del gen blaTEM (figura 4). Para
cada género y especie, se establecié la presencia
de cada gen (tabla 2).
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Figura 1. Gel de electroforesis del gen blaCTX

500

Carril 1: marcador de peso molecular de 1 kb (500 pb tamano del gen); carril 2: control positivo;
carril 3: muestra 21 (E. coli); carril 4: muestra 26 (E. coli); carril 5: muestra 14 (S. marcescens); carril 6:
muestra 15 (K. pneumoniae); carril 7: muestra 16 (K. pneumoniae); carril 8: muestra 22 (E. coli); carril
9: control negativo.
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Figura 2. Gel de electroforesis del gen AmpC

500 PB

Carril 1: marcador de peso molecular de 1 kb (550pb tamano del gen); carril 2: control positivo;
carril 3: muestra 21 (E. coli); carrild: muestra 26 (E. coli); carril 5: muestra 14 (S .marcescens); carril 6:
muestra 15 (K. pneumoniae); carril 7: muestra 16 (K. pneumoniae); carril 8: control negativo.
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Figura 3. Gel de electroforesis del gen blaSHV

700 PB

Carril 1: marcador de peso molecular de 1 kb (700pb tamano del gen); carril 2: control positivo; carril
3: muestra 13 (E. coli); carril 4: muestra 17 (E. coli); carril 5: muestra 18 (E. coli); carril 6: muestra 19
(E. coli); carril 7: muestra 22 (E. coli); carril 8: control negativo.
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Figura 4. Gel de electroforesis del gen blaTEM

700 PB

Carril 1: marcador de peso molecular de 1 kb (700pb tamaio del gen); carril 2: control positivo; carril
3: muestra 21 (E. coli); carril 4: muestra 26 (E. coli); carril 5: muestra 14 (S. marcescens); carril 6:
muestra 15 (K. pneumoniae); carril 7: muestra 16 (K. pneumoniae); carril 8: muestra 25 (P aeruginosa).
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Tabla 2. Determinacion de genes que codifican la resistencia en el fenotipo BLEE

Awp C bla SHV bla TEM bla CTX
AMPLICON 550 pb 700 pb 700 pb 500 pb
Escherichia coli 66,7 % 44,4 % 44,4 % 66,7 %
Klebsiella pneumoniae 5,6 % 11,1 % 11,1 % 5,6 %
Stenotrophotomona maltophilia 5,6 % 0% 5,6 % 0%
Pseudomona aeruginosa 5,6 % 0% 0% 0%

DISCUSION

Las infecciones urinarias constituyen un problema
comun en la practica médica diaria, pues produ-
cen diferentes sintomas con un comportamiento
clinico, terapéutico y prondstico variado; este se
encuentra relacionado con bacterias productoras
de betalactamasas de espectro extendido, las
cuales adquieren gran importancia en la atenciéon
de pacientes ambulatorios por las altas tasas de
resistencia bacteriana.

En diferentes estudios, E. coli es el uropatégeno
con mayor numero de aislamientos entre los
Gram negativos, seguido por K. pneumoniae (20-
22), Asimismo, se encontré que el servicio con
mayor numero de aislamientos fue el de urgencias
(55,55 %), sequido del de consulta externa (33,33
%),similar a lo reportado por otros autores(23,
24). Esto sugiere un grave problema, pues el
mayor nimero de microorganismos aislados pro-
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vienen de muestras de pacientes ambulatorios, y
pone en evidencia la existencia de estos patégenos
resistentes en comunidad. En el presente estudio
se encontré un gran numero de aislamientos de
bacterias Gram negativas con el fenotipo de resis-
tencia BLEE; esto indica que es necesario restringir
el uso de betalactdmicos de amplio espectro e
implementar medidas rigurosas de higiene para
el control de las infecciones y para prevenir la
diseminacién de microorganismos productores de
betalactamasas.

La concordancia del fenotipo en Gram negativos
obtenida en el presente estudio (94,7 %), similar
a lo reportado por Robinson, et al., quienes
obtuvieron una relacién del 95,5 % en la identi-
ficacion de la especie en bacilos Gram negativos
(25). Los resultados también concuerdan con los
obtenidos por Jorda, et al., en la identificacién
bacteriana por Vitek® y el método tradicional:
98,1 % en género y especie, y 99,5 % en género
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(26). De igual manera, se estableci6 una muy
buena concordancia entre las dos técnicas segun
el indice kappa. Sin embargo, se requiere identifi-
car la regién ARN 16S, pues esta es una limitaciéon
del estudio.

La concordancia de la sensibilidad antimicro-
biana fue de 100 % entre el Vitek® y el método
de Kirby Bauer, utilizando el test confirmatorio
de doble disco descrito por el CLSI (18). En un
estudio peruano, el sistema Vitek® demostré
tener buena confiabilidad en la deteccion de dis-
tintos mecanismos de resistencia antimicrobiana,
como la resistencia a betalactamicos (27).

Las tarjetas del sistema Vitek® poseen paneles
fijos de antibidticos, teniendo en cuenta el perfil
de sensibilidad de la region. Por esta razon, se de-
sarrollan tarjetas de sensibilidad antimicrobiana
con base en la epidemiologia local y el surgi-
miento de nuevos mecanismos de resistencia. La
ventaja mas notable del sistema automatizado es
la rapidez con que se obtienen los resultados (26).
Con el sistema Vitek® se evaluaron la ampicilina, la
ampicilina/sulbactam, la cefalotina, la cefuroxima,
la cefotaxima, la ceftriaxona y el cefepime; se en-
contro resistencia en el 100 % de las muestras para
penicilinas, y cefalosporinas de primera, segunda y
tercera generacion, y en el 68 %, para las cefalospo-
rinas de cuarta generacion. Esto ejerce una presion
importante en las bacterias Gram negativas,
que ha generado un problema en Latinoamérica,
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pues el 50 % de las infecciones hospitalarias son
tratadas con antibidticos betalactdmicos y, cerca
del 70% de las infecciones adquiridas en la comu-
nidad, con cefalosporinas (20).

En el analisis molecular, en 61,11 % de las cepas se
detecté una banda del tamano correspondiente
al gen blaCTX, este porcentaje coincide con los
encontrados por otros autores; en el estudio de
Gil, et al., el gen blaCTX estuvo presente en el 51,
% de las muestras (28) y en el de Arce et al., en el
51,4 % (29). El hallazgo de 55,6 % de cepas con
el tamano de banda esperado para el gen AmpC
es de importancia epidemioldgica, por su capa-
cidad para movilizarse y transferirse tanto en el
ambiente hospitalario como en la comunidad
(30). El porcentaje encontrado en el presente
estudio de cepas con el gen blaSHV (50 %) fue
alto, si se compara por el reportado por Gil, et al.
(20 %) (28), y el de cepas con el gen blaTEM (44
%) comparado con el reportado por Gonzalez, et
al. (16 %) (31).

Por otra parte, la amplificacién simultanea de
AmpC, blaSHV, blaTEM y blaCTX en E. coli resis-
tentes a los antimicrobianos evaluados, en 16,6
% de todos los aislamientos, fue similar a lo
reportado por Gaitan, et al. (32). El mecanismo
de resistencia por presencia e hiperproduccién de
betalactamasas posiblemente estd relacionado
con elementos genéticos moviles, como plasmi-
dos, transposones e integrones, que convierten
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los genes en funcionales; ademas, se han gene-
rado nuevos conocimientos sobre la transferencia
horizontal de genes y que sugieren una amplia
distribucién en el ambiente natural (33, 34).

En conclusién, las cepas productoras de BLEE
representan un grave problema de salud publica,
pues cada vez son mas limitadas las alterna-
tivas terapéuticas, lo cual obliga a reevaluar el
tratamiento empirico y desarrollar estrategias
de prevencion mediante la restriccién del uso
de agentes antimicrobianos. La presencia de
los genes AmpC, blaSHV, blaTEM y blaCTX en
bacilos Gram negativos aislados de urocultivos
indica una probable capacidad de movilizarse
y transferirse horizontalmente, lo que les con-
fiere un claro potencial epidémico en el ambito
hospitalario y en la comunidad. Sin embargo,
es necesario secuenciar las cepas de la presente
investigacion para identificar nuevos blancos bac-
terianos, mediante andlisis de los genomas, que
incluyen la gendmica comparativa y la genética
molecular.
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