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RESUMEN

Introduccion: Las infecciones invasivas ocasionadas por Escherichia coli, resistente a
los antimicrobianos han ido aumentando en los pacientes hospitalizados en la selva peruana, lo
cual requiere un mayor estudio sobre sus caracteristicas especificas. Dado que el mecanismo
comun de resistencia de la familia Enterobacteriaceae es la activacion de las enzimas beta-
lactamasas de espectro extendido (BLEE) que inhiben a los antibidticos. Objetivo: Identificar
y caracterizar a nivel molecular cepas de Escherichia coli productoras de betalactamasas
aisladas en tres hospitales de la selva peruana. Metodologia: Se emple6 muestras recolectadas
y almacenadas de orina, sangre, secrecién vaginal y tubo traqueal de pacientes hospitalizados
pertenecientes al Hospital Santa Rosa, Hospital Regional de Pucallpa y Hospital Regional de
Loreto, donde se realizd la prueba de perfil de susceptibilidad antimicrobiana, por medio del
sistema automatizado MicroScan®, la extraccion del ADN gendmico mediante Kits comerciales
y la caracterizacion génica de betalactamasas mediante la técnica de reaccién en cadena de
polimerasa (PCR, por su siglas en ingles). Resultados: Se analiz6 68 cepas de E coli apartadas
de pacientes hospitalizados, cuyos resultados evidenciaron que el 58,8% fueron productoras de
betalactamasas, resistentes a los antimicrobianos como ampicilina, cefotaxima, ciproflaxina,
aztreonam, cefepima y cefuroxima, pero sensibles ante los antimicrobianos como amikacina,
imipenem, meropenem Yy tigeciclina. La deteccién de genes mediante PCR, distinguio el gen
blaCTX-M (50%), seguido del gen blaTEM (14,7%) y por ultimo el gen blaSHV (11,8%).
Conclusiones: EI 58,8% de E. coli fueron productoras de betalactamasas, siendo detectadas con
mayor frecuencia los genes de tipo CTX-M.

Palabras clave: Escherichia coli, resistencia betalactamica, hospitalizados.



ABSTRACT

Introduction: Invasive infections caused by antimicrobial-resistant Escherichia coli
have been increasing in patients hospitalized in the Peruvian jungle, which requires further study
of their specific characteristics. Since the common mechanism of resistance of the
Enterobacteriaceae family is the activation of extended-spectrum beta-lactamase (ESBL)
enzymes that inhibit antibiotics. Objective: to identify and characterize at the molecular level
strains of Escherichia coli producing beta-lactamases isolated in three hospitals in the Peruvian
jungle. Methodology: It was used from samples collected and store of urine, blood, vaginal
secretion and tracheal tube from hospitalized patients belonging to the Santa Rosa Hospital,
Pucallpa Regional Hospital and Loreto Regional Hospital were used, where the antimicrobial
susceptibility profile test was performed, through the MicroScan® automated system, the
extraction of genomic DNA through commercial kits and the gene characterization of beta-
lactamases using the polymerase chain reaction (PCR). Results: We analyzed 68 strains of E
coli separated from hospitalized patients, whose results showed that 58.8% were producers of
beta-lactamases, susceptible to antimicrobials such as ampicillin, cefotaxime, ciproflaxin,
aztreonam, cefepime and cefuroxime, but not to antimicrobials such as amikacin, imipenem,
meropenem and tigecycline. Gene detection by PCR distinguished the blaCTX-M gene 50%
followed by the blaTEM gene 14.7% and finally the blaSHV gene 11.8%. Conclusions: we
concluded that 58.8% of E. coli were producers of beta-lactamases, in which the detection of
the blaCTX-M gene was the most frequent.

Keywords: Escherichia coli, beta-lactam resistance, hospitalized.



I. INTRODUCCION

La resistencia antimicrobiana (RAM) es un tema muy preocupante a nivel global en la
salud puablica (Bergspica etal., 2020). Los microrganismos que poseen resistencia
antimicrobiana, en su mayoria son enterobacterias nosocomiales, frecuentemente identificados
como la Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) y Escherichia coli (E. coli). En la actualidad
han adquirido resistencia, especificamente frente a los antimicrobianos betalactamicos (Oliver
& Canton, s. f.). Poseen una diversidad de defensa frente al mecanismo de accion de los
antimicrobianos, ya sea por la mutacion genética, permeabilidad de la membrana interna,
eliminacion del metabolito y/o alteracion ribosomal (Carbajal, 2018).

La resistencia mediada por las enzimas p-lactamasas de espectro extendido (BLEE),
confieren capacidad hidrolitica ante los antimicrobianos betalactdmicos (penicilinas,
cefalosporinas, monobactdmicos y carbapenémicos) (Rada et al., 2019). Se conocen diversas
familias de betalactamasas, entre estas las predominantes son las de clase A de grupo CTX-M,
TEM y SHV, generalmente detectadas en K. pneumoniae y E. coli (Ghiglione, 2015).

El inicio y la difusion de las cepas bacterianas que producen las enzimas
betalactamasas, se ha descrito a nivel mundial como punto clave de emergencia debido a la
diseminacion diversos tipos de infecciones (Paredes, 2013). Una de ellas es la infeccién del
tracto urinario (ITU) la cual con frecuencia se encuentra alrededor de los entornos comunitarios
y hospitalarios asociados con una morbilidad significativa (Aalpona y Kamrul, 2020).

1.1.  Descripciony formulacion del problema
Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS, 2020), la resistencia de las bacterias

frente a los antibidticos es un problema de salud publica. Ante la aparicion y propagacion

frecuente de E. coli resistente a maltiples antimicrobianos, ha obstaculizado el tratamiento a



diversas infecciones graves, tanto en la comunidad asi como en los hospitales (Allocati et al.,
2013).

La diseminacién de cepas resistentes a diferentes farmacos ha sido impulsada por el
uso inadecuado de los antimicrobianos, y la no adherencia al tratamiento que prevalece en
nuestra poblacidon, ha generado consecuencias negativas que se expresan en términos de
morbilidad, mortalidad y gastos sanitarios derivados de la atencion clinica que amenazan el
sostenimiento de nuestro precario sistema de salud en el Per (Miranda, 2018).

La resistencia antimicrobiana, actualmente viene generando mortalidad de al menos
50,000 personas cada afio solo en Europa y los Estados Unidos, con muchos cientos de miles
mas muriendo en otras areas del mundo (Smith et al., 2016). En un mundo hiperconectado, las
cepas resistentes llegan a cualquier parte, generando un problema a nivel general (Herrera et al.,
2019). El costo global de la resistencia antimicrobiana, expone que un mundo sin antibioticos
efectivos podria resultar en una pérdida econémica muy significante (Singh et al., 2019).

Los reportes informan que la resistencia va en crecimiento tanto en bacterias que
generan infecciones por enterobacterias productoras de betalactamasas, especialmente el de tipo
CTX-M, asi como en el microbiota de personas sanas (Alos, 2015).

Los estudios realizados a nivel de Latinoamérica, demuestran que las cepas del género
Klebsiella y E. coli productoras de betalactamasas poseen hallazgos méas frecuentes a
comparacién con otras regiones del mundo (Mostajo et al., 2015). Y en nuestro pais se ven
reflejadas con el 50% para E. coli y el 71% para K. pneumoniae (Olarte-Luis et al., 2018). Segun
los andlisis a nivel local, como es el caso de la region Loreto, se han reportado el 69,2% uro

patdgenos productoras de betalactamasa (Carbajal, 2018).



Frente a lo expuesto, observamos que en nuestro pais aun quedan vacios que explicar
sobre el rechazo bacteriano frente a antimicrobianos betalactamicos, ocasionado por E. coli. A
nivel region selva del Perd, aun son limitados las investigaciones sobre este tema, y son pocos
los estudios que evallan su caracteristica a nivel molecular, debido a un limitado
funcionamiento y practicas de deteccion en el laboratorio y escaza ejecucion de metodologias
moleculares (Paredes, 2013). Es por ello que nos formulamos la siguiente pregunta de
investigacion:

¢ Cual es la caracteristica fenotipica y molecular de E. coli resistentes a antimicrobianos
betalactamicos, en pacientes atendidos en los 3 hospitales de la regidn selva del Per( durante el
periodo 2017 — 2018?
1.2. Antecedentes

La aparicion de la resistencia antimicrobiana a los betalactamicos comenzé desde antes
de que se desarrollara el primer betalactdmico, la penicilina. Su identificacion se dio por primera
vez en E. coli antes del lanzamiento del antibidtico mencionado (penicilina) para su uso en la
aplicacion médica (Bradford, 2001). Las primeras epidemias hosocomiales causadas por cepas
productoras de BLEE fueron reconocidas en 1985 en Francia, y desde entonces se han
generalizado a nivel global (Gniadkowski et al., 1998).

Kpoda et al. (2018) en el estudio sobre los aislamientos de muestras bioldgicas en
centros de salud en Uagadugu, Burkina Faso, determinaron que la frecuencia y la distribucion
de genes codificantes de betalactamasas en la familia Enterobacteriaceae fue alta. Resaltan que
la deteccion del gen bla: CTX-M, TEM y SHV en E. coli represento el 39.6%, 24.6% y 3.7%,

respectivamente, en comparacion con Klebsiella spp. que tenia el 5.9% de gen blaCTX-M, 2.7%
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de blaTEM y 1.6% del gen blaSHV. Concluyen mencionando que la diseminacidn y expansién
de Enterobacteriaceae productoras de BLEE, proyecta serios desafios de salud publica.

Sharma et al. (2013), durante sus estudios de caracterizacién molecular de cepas de E.
coli y Klebsiella spp. productoras de BLEE, en zona rural de Jaipur, Rajasthan, India (2011 —
2012), informan que el 52.49% fueron productoras de BLEE, donde la principal fuente de
muestra fue del tracto respiratorio, y la especie mas involucrada fue Klebsiella spp. (67,04%),
ademas el reporte demuestra que la deteccion de los genes blaCTX-M fue el 82.5%, blaTEM
(67.5%) y blaSHV (57.5%). Afirman que las cepas productoras de BLEE entre los aislados
clinicos ha aumentado constantemente, por lo que recomiendan avanzar con la vigilancia
farmacorresistencia y caracteristicas moleculares de los aislamientos de BLEE, ademas es
necesario guiar el adecuado uso juicioso de antibioticos.

El andlisis del Programa de vigilancia antimicrobiana SENTRY, expone un
acontecimiento de BLEE para E. coli en 18,1%, 12,8%, 23,8%, 48,4% y para K. pneumoniae
fue de 60,4%, 49,9%, 59,2%, 33,3% en los paises de Argentina, Brasil, Chile, y México,
respectivamente. Ademas, afiade que las tasas de resistencia de los microorganismos descritos
en América Latina en los afios 2008 a 2010 para E. coli BLEE positivos son los siguientes:
Argentina (5.1%), Bolivia (0%), Brasil (0%), Chile (23,8%), Colombia (7 - 11%), Cuba
(42,9%), Ecuador (15,1%), México (55 - 68%), Paraguay (1,4%), Pert (50%), Venezuela
(12,5%) (Olarte-Luis et al., 2018).

Herrera et al. (2019), reportan el estudio basado en analisis molecular de urocultivos
de pacientes atendidos en un Laboratorio Clinico — Guatemala 2016, sefialan que E. coli BLEE
alberga genes bla: CTX-M, SHV y TEM en 57%, 84% y 85%, respectivamente. Asimismo,

describen que los analisis fenotipicos de E. coli indicaron una elevada resistencia a los
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antibioticos betalactamicos, solo el 11.39% de las cepas adquirié resistencia a los
antimicrobianos no betalactamicos.

Considerando que la infeccidn urinaria afecta a la mayoria de las personas en la region,
se realiz6 un estudio con una poblacion de docentes universitarios en Nigeria, el cual demostrd
que las cepas de E. coli resistentes a betalactamasa de espectro extendido, estuvieron
representados con 49 % y la resistencia a los antibidticos betalactamicos fue diversa y alta. En
consecuencia, la presentacion génica de todos los BLEE positivos fueron blaTEM, blaCTX-M-
1y blaCTX-M-9, el 75% codifico el gen blaSHV. El estudio reporto un alto nivel de resistencia
a multiples farmacos y portador de genes BLEE en E. Coli (Adekanmbi et al., 2021).

Segun los reportes locales en nuestro pais, se ha demostrado que la deteccion del gen
CTX-M es mas frecuente en cepas de E. coli productores de betalactamasa circulantes, una de
estas evidencias se demostré en el estudio de Arce-Gil et al. (2013) en un Hospital de Chiclayo,
Per(. Donde se describe que la deteccion de la presencia del gen CTX-M, fue el més frecuente
en cepas de E. coli (51,4%). Remarcan que la mayoria de las cepas comunitarias, requieren
mejoras técnicas para el estudio a nivel molecular, considerando métodos como el
secuenciamiento.

Segun Carbajal (2018), la caracterizacion clinica y epidemiolégica asociadas a las
infecciones urinarias en el hospital de Loreto, representaron el 69,2% de uropatégenos BLEE,
siendo E. coli y K. pneumoniae los mas habituales. Ademas, sostienen que el grupo etario que
comprende los afios entre 18 y 45, el sexo femenino y el origen urbano, son los indicadores
epidemiol6gicos mas frecuentes. En consecuencia, mencionan que existe una asociacion
significativa, entre las particularidades epidemioldgicas con respecto a las infecciones urinarias

BLEE.
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1.3. Objetivos
1.3.1. Obijetivo General
Identificar y caracterizar a nivel molecular cepas de E. coli productoras de B-lactamasas
de espectro extendido aisladas de tres hospitales pertenecientes a la region selva.
1.3.2. Obijetivos Especificos
e Identificar cepas de E. coli BLEE mediante el sistema MicroScan®
e Determinar el perfil de susceptibilidad antibidtica en E. coli productoras y no
productoras de BLEE.
e Detectar los genes de B-lactamasas blaCTX-M, blaTEM, blaSHV, y bla PER en E. coli
productoras de BLEE mediante PCR.
1.4.  Justificacion
Ante la diseminacion de resistencia antimicrobiana, muchos de los avances
terapéuticos del siglo pasado podrian desorientarse, y traer como consecuencia el descontrol de
muchas enfermedades infecciosas que hasta ahora han sido tratadas (Organizacién Mundial de
la Salud, 2020). El fracaso terapéutico implica la destruccién del antimicrobiano por la bacteria
responsable. Por lo tanto, la selecciéon del antimicrobiano correcto requiere determinar las
bacterias responsables de la enfermedad del paciente, aplicando métodos de identificacion
especifica (OMS, 2020).
En Perd, por lo que se ha reportado, asi como en Latinoamérica, existe elevada
prevalencia de la infeccion urinaria ocasionadas a uro patégenos BLEE, que restringe opciones
de tratamiento segun los ultimos reportes. De las cuales E. coli, ha sido el principal

microorganismo responsable de la diseminacion de la resistencia antimicrobiana. Ademas ya se
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han reportado que un grupo de ellos son resistentes a varios antibiéticos y han generado un
problema mayor en el tratamiento de las infecciones (Sidjabat y Paterson, 2015).

La recomendacién emitida por la OMS (2020) es dar iniciativa en los estudios del
desarrollo de nuevos farmacos y mejorar el estudio de los antibi6ticos que ya estan disponibles
(Quifiones, 2017). Y por otro lado contribuir al uso debido de los antimicrobianos. Se reitera
que la identificacion del agente etioldgico y su sensibilidad al tiempo de manejo del paciente,
en particular a nivel hospitalario es necesario. Ademas, de acuerdo a Cires (2002), es
fundamental continuar con el desarrollo de los programas de vigilancia de la resistencia
bacteriana, ya que ello permite conocer la resistencia y susceptibilidad antimicrobiana a nivel
local y es mas accesible para el conocimiento del profesional de salud.

Segun las revisiones bibliogréaficas, se ha observado que los estudios de identificacion
y caracterizacion molecular de E. coli a nivel local de la regidn selva de nuestro pais es limitada,
por lo que me generd interés investigar el tema de resistencia bacteriana, especialmente en E.
coli productoras de BLEE, por la razon de tomar conciencia y de tal forma realizar uso adecuado
de los antibioticos.

1.5. Hip6tesis
1.5.1. Hipotesis nula
Ho: No es viable la identificacion y caracterizacion molecular de E. coli productoras de
BLEE aisladas de los 3 hospitales de la region selva peruana.
1.5.2. Hipotesis alterna
Ha: Es viable la identificacion y caracterizacion molecular de E. coli productoras de

BLEE aisladas de los 3 hospitales de la region selva peruana.
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Il. MARCO TEORICO
2.1. Bases teodricas sobre el tema de investigacion
2.1.1.Escherichia coli.

Es el microorganismo modelo mejor caracterizado. La cepa de laboratorio de
referencia E. coli K-12 subcepa MG1655 y sus derivados han intervenido como un papel clave
en el avance de varios campos cientificos, sobre todo en las disciplinas de microbiologia,
genética y biologia molecular. Fuera del entorno de laboratorio, el anaerobio facultativo no
esporulado Gram-negativo comprende parte del microbioma fecal de vertebrados, incluidos los
de mamiferos, aves y reptiles (Yu et al., 2021).

Siendo normalmente E. coli un comensal del tracto gastrointestinal de los vertebrados,
de los cuales, algunos han generado virulencia convirtiéndose en patdgenos tanto en humanos,
asi como en animales. Dichas cepas patdgenas son responsables de ocasionar infecciones
intestinales, que incluyen enfermedades diarreicas, asi como infecciones extraintestinales, tales
como urinarias, del torrente sanguineo y meningitis (Bekal et al., 2003 y Yu et al., 2021).

Las proporciones resistentes en el organismo centinela E. coli a menudo se denominan
"prevalencia” de resistencia. E. coli es conocida como un patogeno peligroso para la salud
humana, ya que contribuye a la diseminacion de resistencia a los antimicrobianos (AMR) y es
un buen indicador de las vias de transmisién porque es ubicuo, comparte el mismo nicho que
otros patdgenos entéricos y puede transferirse por la misma via (Martinez-Vazquez et al., 2021).
2.1.2. Resistencia bacteriana

Es un mecanismo de las bacterias por el cual pueden reducir el actuar de los antibioticos

(Fernandez et al., 2003). Se considera que la mayoria de los antimicrobianos recetados y
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vendidos de manera inapropiada no son utilizadas correctamente. En consecuencia el uso
inadecuado esta generando la resistencia bacteriana (OMS, 2020).
2.1.3. Tipos de resistencia

2.1.3.1. Resistencia intrinseca. Es una caracteristica singular de las bacterias del
mismo especie, naturalmente resistentes a algun tipo o familia de antimicrobianos lo que les da
una ventaja competitiva sobre otras cepas y pueden sobrevivir si se usan antibidticos de esa
familia (Torres, 2014). Por ejemplo, todas las bacterias Gram negativas son intrinsecamente
mas resistentes que las bacterias Gram positivas, esto se debe su membrana externa que actla
como una barrera de permeabilidad e impide que los antibidticos alcancen sus objetivos. La
membrana externa es una bicapa asimétrica compuesta de lipopolisacaridos y fosfolipidos
(Arzanlou et al., 2017).

2.1.3.2. Resistencia adquirida. Se da evolutivamente, y su persistencia depende
del consumo de antimicrobianos, partiendo de mutaciones y mediante transferencia de su
material genético extra cromosdmico con otras bacterias (Torres, 2014).

Mecanismos adicionales de resistencia adaptativa se han visto facilitados por la
capacidad de las bacterias de generar un cambio de comportamiento ante la respuesta de las
condiciones extracelulares. Esto se ve mayormente en el desarrollo de células persistentes y
biopeliculas. Las células persistentes son una subpoblacién de células que entran en un estado
de reposo y dejan de crecer activamente, reduciendo la capacidad de antimicrobiana frente a la

inhibicion de su actividad celular (Arzanlou et al., 2017).
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2.1.4. Mecanismos de resistencia

2.1.4.1. Permeabilidad en la membrana. Se lleva a cabo con la alteracion de la
membrana externa bacteriana, dificultando los canales de ingreso (porinas) (Fernandez et al.,
2003). Dicha membrana de las bacterias Gram-negativas cumple la funcién de proporcionar una
capa adicional de proteccion al organismo sin permitir el intercambio de material necesario para
mantenerse viva.

En esta capacidad dual, esta barrera parece ser un ensamblaje macromolecular
extremadamente sofisticado. Al combinar una bicapa lipidica altamente hidrofébica que
contiene proteinas formadoras de poros (Omps) de propiedades especificas de exclusion por
tamafio, la membrana externa actla como una barrera selectiva (Ghai, 1., y Ghai, S., 2018;
Ayzanoa, 2021).

2.1.4.2. Modificacion en el sitio activo. En esta situacion, el cambio de un
aminodcido inicia un objetivo distinto y, por tanto, reduce la afinidad de conexion del agente
antimicrobiano.

A) Modificacién de Penicillin-Binding-Protein (PBP): Las moléculas llamadas
proteinas de unioén a penicilina, poseen un complejo de enzimas para dirigir la sintesis del
peptidoglicano, sobre todo en las bacterias grampositivas. Se ha visto casos de que si ocurre una
mutacion en el sitio de unidn al agente antimicrobiano, tal es el caso de los betalactdmicos, éstos
no pueden actuar y solo les queda crear resistencia (Moreno et al., 2009).

Los antibidticos P-lactdmicos, cuya estructura quimica imita a los dos ultimos
pentapéptidos d-residuos de alanina, bloquean la reaccion transpeptidacion (TP;

entrecruzamiento de péptidos entre cadenas) al formar un complejo estable con el sitio activo
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serina en el dominio TP de las PBP, lo que provoca la fragilidad del peptidoglucano vy, a
menudo, conduce a la lisis y muerte bacteriana (Contreras et al., 2009).

B) Modificacion en el ribosoma: Los encargados de originar la alteracion en el sitio
activo ribosomal son los genes erm A 'y B, mediante el proceso llamado metilacion. Como un
ejemplo de este mecanismo tenemos a la resistencia Streptococcus pneumoniae y Streptococcus
pyogenes frente a los antibioticos macrélidos (Moreno et al., 2009 y Ayzanoa, 2021).

2.1.4.3. Bombas de eflujo. Es un sistema de excrecion de residuos y toxicos, del
mismo modo puede eliminar diversos agentes antibacterianos que ingresan con el objetivo de
proteccion y defensa ante la inhibicion enzimatica microbiana.

Dada su clasificacion, se ha determinado cinco familias, siendo la primera como la
superfamilia de los transportadores ATP Binding Cassette (ABC) (Liy Nikaido, 2009), un ejemplo
de ello es la daunorrubicina, un farmaco de antraciclina producido por Streptomyces peucetius,
del cual dos genes (drrA'y drrB) que forman un sistema transportador de tipo | han sido clonado
y se encontrd que conferia resistencia a la daunorrubicina/doxorrubicina. En cuanto al gen drrA
se demostré que el componente hidrofilico une ATP y GTP en una reaccion dependiente de
Mg2+, con union potenciada por la adicién de doxorrubicina o daunorrubicina (Méndez y Salas,
2001).

Una de las variantes de la bomba de resistencia a multiples drogas (MDR) es la
Superfamilia Facilitadora Principal (MFS, por su siglas en inglés) (Ayzanoa, 2021). El modelo
mas habitual de esta categorizacion es la similitud general entre el gen Bmr de Bacillus subtilis
y gen NorA que se encuentra en Staphylococcus aureus (Neyfakh etal., 1993). Se ha

descubierto que las bacterias patdgenas y como no patdgenas albergan y expresan eficazmente
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bombas de eflujo de maltiples farmacos, y muchos de estos transportadores pertenecen al MFS
(Neyfakh et al., 1993) y (Andersen et al., 2015).

La familia de los transportadores MATE estd referida por NorM de Vibro
parahaemolyticus, la cual concede resistencia a diversos agentes toxicos cationicos (antibidticos
fluoroquinolonicos) como antiportadores de H + o Na + (Kuroda y Tsuchiya, 2009). Sin
embargo, los perfiles de sustrato naturalmente mas conocidos son los transportadores de
resistencia nodulacion-division celular (RND) que dispone el operon mexA, MexB y OprM de
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa). Se describe, que la estructura, asi como los
mecanismos de las bombas RND en el flujo de salida son de amplia gama. Dado que posee
amplios dominios periplasmicos, formando complejos tripartitos con moléculas de conexion
periplasmicas o proteinas de fusién membranal (MFP) como el acrA y mexA, y los canales de
la membrana externa tolC y oprM (Li y Nikaido, 2009).

2.14.4. Inactivacion de antibidticos por enzimas hidroliticas. Las pB-
lactamasas son una de las enzimas hidroliticas mas comunes e importantes que inactivan a las
penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos y monobactamicos (Liu et al., 2019). La serina -
lactamasas acilan los antibidticos B-lactamicos, al igual que las PBP, y luego usan moléculas de
agua estratégicamente ubicadas para hidrolizar la B-lactama acilada. De esta manera, la -
lactamasa se regenera y puede inactivar moléculas adicionales de B-lactamicos (Drawz y
Bonomo, 2010).

Otro ejemplo de la hidrolisis es frente a los antibidticos de tipo macrolidos
(eritromicina), que matan bacterias al unirse a la subunidad mayor ribosomal e interferir con la
sintesis de proteinas (Seiple et al., 2016). Los macroélidos se ciclan a través de un enlace éster,

que es el paso critico para su actividad. Sin embargo, las esterasas de macrdlidos podrian
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destruir la estructura ciclica del antibiotico al abrir el anillo, lo que es seguido por una ciclacion
interna y deshidratacion a través de la condensacion intramolecular. Como resultado, los
macrélidos con anillo abierto pierden su actividad antibacteriana (Liu et al., 2019).

2.1.5. Betalactamasas de espectro extendido

Las B-lactamasas son enzimas versatiles con una gama limitada de estructuras
moleculares que se encuentran en una diversidad de fuentes bacterianas (Bush, 2018). Poseen
la capacidad para hidrolizar los enlaces amida del anillo B-lactdmico, el elemento estructural
mas comun de todos los antimicrobianos betalactdmicos. Hasta la actualidad se conoce més de
200 miembros de esta superfamilia de enzimas (Egorov et al., 2018).

Bioguimicamente se clasifican en dos grandes divisiones segin el mecanismo de
hidrolisis ,ya sea por medio de la creacién de una enzima acilo con una serina en el sitio activo
0 mediante una reaccion hidrolitica facilitada por uno o dos iones de zinc esenciales en los sitios
activos de las metalo-p-lactamasas (MBL) (Bush, 2018).

2.1.6. Clasificacion de f-lactamasas.

El nimero de variantes de BLEE identificadas ha crecido constantemente desde 1983,
lo que demuestra cuén rapida ha sido la evolucion de BLEE. Actualmente se conocen mas de
100 variantes naturales distintas de BLEE. Siendo clasificados en nueve familias
estructurales/evolutivas diferentes segiin la comparacion de sus secuencias de aminoacidos
deducidas. El grupo fundamental estdn formadas por las enzimas TEM y SHV, que incluyen las
primeras variantes de betalactamasas identificadas (Gniadkowski, 2001).

Las denominadas p-lactamasas de amplio espectro adquiridas, son derivados
estructurales de las enzimas SHV, TEM y OXA. La genealogia familiar restante de BLEE es,

en general, mas misteriosa. Las comparaciones de secuencias de aminoécidos han revelado
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similitudes, algunos de ellos han presentado ciertas 3-lactamasas especificas de especie de los
subgrupos 2be y 2e de Bush. Dichas similitudes van del 30 al 40 % hasta el 99 %, lo que indica
origenes comunes de los grupos de enzimas discernidos (Gniadkowski, 2001).

La Tabla 1 muestra una versién ampliada del esquema de clasificacion funcional
propuesto inicialmente por Bush en 1989 y expandido en 1995 (Bush et al., 1995). Dicha tabla
alinea las clasificaciones estructurales y funcionales lo méas estrechamente posible, segin la
informacion disponible en el dominio publico. La Tabla 2 muestra nuevos subgrupos
funcionales que se han agregado al esquema como resultado de la identificacion y expansion de
las principales familias de lactamasas, en las cuales las variantes contintan siendo identificadas

regularmente (Bush y Jacoby, 2010).
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Tabla 1
Esquemas de clasificacion para las bacterias f-lactamasas.
Bush- 35552 Molecular Inhibited b
Jacoby Me deir);s class Distinctive substrate(s) 4 Defining characteristic(s) Representative enzyme(s)
group (2009) aroup (1995) (subclass) CAorTZB __EDTA
1 1 C Cephalosporins No No E;ena:;rnhY?T;:{;':iﬁf;93':::;20””5 E. coli AmpC, P99, ACT-1,
phaiosp Zyipenicliim; v CMY-2, FOX-1, MIR-1
cephamycins
16 NI c Cephalosporins No No Increased hydrolyjs qf ceftazidime GCL CMY-37
and often other oxyimino-B-lactams
2 2 A penicillins Yes No Greater hydrolys!s of benzylpenicillin pC1
than cephalosporins
% % A Penicillins, e.arly Yes No Similar hydroly5|§ of benzylpenicillin TEM-1, TEM-2, SHV-1
cephalosporins and cephalosporins
Extended-spectrum Inereased hydrolysis of oxyimino-B- ro) 3 g/ o 1M1,
2be 2be A . Yes No lactams (cefotaxime, ceftazidime,
cephalosporins, monobactams . . PER-1, VEB-1
ceftriaxone, cefepime, aztreonam)
2br b A Penicillins No No  resistance to clavulanic acid TEM-30, SHV-10
sulbactam, and tazobactam
Increased hydrolysis of oxyimino-f-
ober NI A Extended-spectrum No No lactams .coml.)lned with resistance to TEM-50
cephalosporins, monobactams clavulanic acid, sulbactam, and
tazobactam
2c 2c A Carbenicillin Yes No Increased hydrolysis of carbenicillin ~ PSE-1, CARB-3
2ce NI A Carbenicillin, cefepime Yes No Increa-\sed hydroly5|.s of carbenicilin, RTG-4
cefepime, and cefpirome
2d 2 D Cloxacillin Variable No nereased hydrolysis of cloxacilinor o 5y 1
oxacillin
e NI D Extended-spectrum Variable No Hy(jrquzes cloxacillin or oxacillin and OXA-11, OXA-15
cephalosporins oxyimino-fB-lactams
2df NI D Carbapenems Variable No  vdrolyzes cloxacilinor oxacillinand - s 5o xa ag
carbapenems
% % A Extended—spectrum Yes No Hydrolyzes.cephalosporlns. Inhibited CepA
cephalosporins by clavulanic acid but not aztreonam
. | h is of carb \
of A A Carbapenems Variable No  Increased hycrolysis of carbapenems, oy vy g gvEL
oxyimino-B-lactams, cephamycins
Broad- h is includi
3 3 B(BL)  Carbapenems No ves  Droad-spectrum hydrolysis including 1o 1\ cora IND-1
carbapenems but not monobactams
B (B3) L1, CAU-1, GOB-1, FEZ-1
Preferential h is of
3b 3 B (B2) Carbapenems No Yes referential hydrolysis o CphA, Sfh-1
carbapenems
NI 4 Unknown

Nota. Tomada de Bush y Jacoby, 2010.

a CA, clavulanic acid; TZB, tazobactam. b NI, not included.



Tabla 2

Principales familias de f-lactamasas de importancia clinica.

Enzyme Functional group or No. of .
family? subgroup enzymes b Representative enzymes
CMY 1, 1e 50 CMY-1to CMY-50
TEM 2b, 2be, 2br, 2ber 172
2b 12 TEM-1, TEM-2, TEM-13
2be 79 TEM-3, TEM-10, TEM-26
2br 36 TEM-30 (IRT-2), TEM-31 (IRT-1), TEM-163
2ber 9 TEM-50 (CMT-1), TEM-158 (CMT-9)
SHV 2b, 2be, 2br 127
2b 30 SHV-1, SHV-11, SHV-89
2be 37 SHV-2, SHV-3, SHV-115
2br 5 SHV-10, SHV-72
CTX-M 2be 90 CTX-M-1, CTX-M-44 (Toho-1) to CTX-M-92
PER 2be 5 PER-1 to PER-5
VEB 2be 7 VEB-1 to VEB-7
GES 2f 15d GES-2 to GES-7 (IBC-1) to GES-15
KPC 2f 9 KPC-2 to KPC-10
SME 2f 3 SME-1, SME-2, SME-3
OXA 2d, 2de, 2df 158
2d 5 OXA-1, OXA-2, OXA-10
2de 9 OXA-11, OXA-14, OXA-15
2df 48e OXA-23 (ARI-1), OXA-51, OXA-58
IMP 3a 26 IMP-1 to IMP-26
VIM 3a 23 VIM-1 to VIM-23
IND 3a 8 IND-1, IND-2, IND-2a, IND-3 to IND-7

Nota. Tomada de Bush & Jacoby, 2010.

a Familias de enzimas incluyen aquellos para los nimeros que han sido asignados sobre la base de las
estructuras primarias de aminoacidos.

b Compilado hasta diciembre de 20009.

¢ La suma de los subgrupos en cada familia no siempre es igual al nimero total de enzimas en cada
familia, porque algunos nimeros de enzimas han sido retirados, y algunos investigadores no han
asignado una designacion funcional por los investigadores que proporcionaron la secuencia de
aminoacidos.

d GES-1, a diferencia de otros miembros de la familia GES, tiene poca interaccion detectable con
Imipenem.

e Nueve grupos de carbapenemasas OXA con sus miembros individuales.



2.16.1. BLEE tipo SHV. Constan de dos subdominios: un o/f que incluye una
lamina  antiparalela de cinco hebras flanqueada por hélices a y un subdominio totalmente
helicoidal o. Siendo el sitio activo ubicado dentro de la hendidura creada por los subdominios
y contiene un residuo de Ser 70. Entre las betalactamasas de tipo SHV, las sustituciones de
aminoéacidos se ubican predominantemente en las posiciones Leu 35, Gly 238 y Glu 240 ,
mientras tanto existen sustituciones pocas comunes y no obstante necesarias para la expresion
del espectro extendido que ocurren en diversos aminoacidos, incluidos Asp 179, Arg 43, Arg
205, Glu 64, Gly 156 y lle 8 (Liakopoulos et al., 2016).

Esta enzima es capaz de hidrolizar antibioticos betalactamicos y son vigorosamente
inhibidas por los antimicrobianos como el tazobactam y el acido clavulanico. Se describe que
estas enzimas han sido localizadas comdnmente en E. coli y K. pneumoniae. Hasta la actualidad
se tiene conocimiento de 189 variantes alélicas de la enzima SHV. Y su primer hallazgo fue en
América del Sur, detectada en la cepa de K. pneumoniae (Rada et al., 2019).

2.1.6.2. BLEE tipo TEM. La conformacion estructural de la enzima originada
por el gen bla TEM, posee dos dominios (a-helical y af). Su sitio activo esté localizado en la
interfase de los dos dominios circundante de las cadenas B y af-dominio. Y como su sitio
catalitico fundamental es la Ser70 (Stec et al., 2005). Las mutaciones puntuales que transportan
al fenotipo resistente a los inhibidores se obtienen en algunos residuos de aminoacidos
especificos dentro del gen estructural para la enzima TEM, Arg-244, Met-69, Asn-276 y Arg-
275 (Bradford, 2001).

A principios de la década 1960 se descubrid la primera B-lactamasa conducida por
plasmidos en gramnegativos, llamada TEM-1. Fue aislado de un hemocultivo paciente llamado

Temoniera en el continente europeo (Grecia), de ahi el nombre de TEM. Su diseminacion en
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otras bacterias avanza muy a la ligera por medio de plasmidos y transposones (Bradford, 2001).
Su primer hallazgo en América Latina fue en K. pneumoniae en Argentina - 2003 (Rada et al.,
2019).

2.1.6.3. BLEE tipo CTX-M. Estas enzimas son mucho mas activas frente a
cefotaxima que con respecto a ceftazidima y aztreonam. Sus residuos de aminoacidos criticos
para su actividad de espectro extendido se conocen parcialmente. En cuanto a la actividad
hidrolitica frente cefotaxima de las enzimas CTX-M parecen involucrar Ser-237 y Arg-276,
pero los experimentos de mutagénesis de estos residuos conducen solo a ligeros cambios en sus
actividades cataliticas (Bonnet et al., 2001; Gazouli et al., 1998).

En la actualidad se tiene identificado 172 variantes de CTX-M clasificadas en cinco
grupos, su identificacion esta basada en la secuencia de los aminoacidos conformada por CTX-
M 1, 2, 8y 25. Su primer hallazgo fue en Alemania (en el afio 1989), en una cepa de E. coli. Y
su diseminacion a nivel Latinoamérica fue muy dindmica (Rada et al., 2019).

2.1.6.4. BLEE tipo PER. Estas enzimas pertenecen a la clase A y conceden
resistencia a los antimicrobianos como las oxiimino-cefalosporinas, penicilinas y aztreonam,
sin embargo, no confieren resistencia los del grupo cefamicinas y carbapenémicos. Segun
andlisis in vitro se resalta que su mecanismo de accion es inhibido por el acido clavulanico y el
tazobactam. Segun su homologia de secuencia con PER-1, se han categorizado en dos grupos.
El primer grupo comprende PER-1 y posee derivados como el PER-3,4, 5, 7 y 8, mientras que
el otro grupo estd compuesto por PER-2 y PER-6, que comparten un 85 % de similitud de
amino&cidos con PER-1 (Mancini et al., 2018).

La primera identificacion del gen PER-1, se dio en 1993 en un plasmido en P. aeruginosa

aisladas en pacientes de Turquia (Bradford, 2001).
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I1l. METODO

3.1. Tipo de investigacion

Nuestro estudio es descriptivo, transversal y retrospectivo. Retrospectivo porque
investigamos una tendencia de un fenémeno que ya acontecid en una poblacidn con precedencia
al comienzo del estudio, transversal porque los datos de cada sujeto representan un momento
en el tiempo y descriptivo porque su proposito es describir la frecuencia y las caracteristicas
relevantes de un problema de salud en una poblacién dada.
3.2.  Ambito temporal y espacial

El proceso de esta investigacion, se llevo a cabo con las muestras colectadas durante
enero-diciembre (2017-2018). Los andlisis de las muestras fueron desarrollados en el
laboratorio de Microbiologia y Biologia Molecular del departamento de la Escuela Profesional
de Medicina Humana (EPMH) - Universidad Peruana Unién, Lima.

3.3.  Variables

Variable

Definicion
operacional

Tipo de
variable

Criterios de
medicién

Valores
posibles

Deteccién de
Gen BLEE

Deteccion de
genotipos de E. coli
mediante
amplificacion por
PCR

Desenlace
dependiente

Categorica
politémica

Presencia
Ausencia

Fenotipo
BLEE

Presencia de
fenotipo BLEE,
resultados de
Antibiograma
mediante sistema
MicroScan ®

Exposicion
independiente

Categorica
dicotémica

Positivo
Negativo

Agente
etioldgico

Microorganismo
obtenido de la
muestra clinica,
identificado por
cultivo
microbiologico y
sistema MicroScan®

Exposicion
independiente

Categorica
dicotémica

Positivo
Negativo
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Porcion o volumen .
- Orina — sangre -
. de liquidos . . L
Tipo de Exposicion - | Categorica secrecion
corporales del . . o .
muestra paciente independiente | politomica vaginal - tubo
hospitalizado traqueal
Hospital Santa
Espacio/lugar donde Rosa- Hospital
Centro de pertenecen los Exposicion - | Categorica Regional de
salud pacientes independiente | politdmica Loreto )
hospitalizados de la Hospital
region selva Regional de
Pucallpa.
Susceptibilidad
fenotipica a diversos
Perfil de antimicrobianos . - Susceptible -
- Exposicion - | Categorica .
susceptibilidad | tomando el punto de independiente olitomica Intermedio -
antimicrobiana | corte de la CLSI P P Resistente
evaluada mediante
sistema MicroScan®
S_egqn_ 3€X0 Exposicion - | Categdrica Femenino -
Genero biolégico de cada | . . NN .
: independiente | dicotémica Masculino
paciente
Edad en afios =20
i Exposicion - | Cuantitativa 21-40
Edad cumplidos de cada | . . .
. independiente | continua 41-60
paciente 60

3.4.  Poblaciéon y muestra
Poblacion. — Nuestra poblacion inicial comprendié 94 aislados de enterobacterias
provenientes de pacientes hospitalizados de tres establecimientos de salud (Tabla 3), durante el

periodo Enero — Diciembre, 2017 - 2018.
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Muestra. — Fueron analizadas un total de 68 muestras, identificadas como E. coli, el
criterio de determinacién del tamafio de la muestra fue por el beneficio propio de encontrar
cepas de E coli productoras de BLEE, siendo en general aisladas de muestras de orina (n=64),
asi como otras muestras complementarias de muestras de sangre (n=1), secrecion vaginal (n=2)
y tubo traqueal (n=1). El estudio solo incluyo cepas identificadas como E. coli.

Tabla 3

Tabla descriptiva de la poblacion segun establecimiento de salud.

Departamento Hospital Nivel de atencién NUmero de cepas
Madre de Dios Santa Rosa -2 41
Ucayali Regional de Pucallpa -2 21
Loreto Regional de Loreto -1 32
Total 94

3.5.  Instrumentos

La técnica que se utilizd en el presente trabajo de investigacion fue la observacion
cientifica.

Para la recoleccion de datos se utilizaron los siguientes instrumentos:

Plantillas de Excel 2016, donde se registraron los datos de la investigacion como edad,
sexo, genero, diagndéstico de infeccion urinaria, afio de recoleccion y el establecimiento de
salud registrados en la ficha clinica de cada paciente.

Reporte de resultados brindado por el equipo automatizado MicroScan® donde se
encuentra la informacion sobre la identificacion y el perfil de susceptibilidad a los antibioticos.

Registro de base de datos emitido por el programa Lab Proy WHONET (World Health
Organization Net v. 5.6), programa estadistico propuesto por la Organizacion Panamericana de
la Salud (OPS) para la vigilancia de la resistencia bacteriana, se obtuvieron datos de las

caracteristicas de las enterobacterias en estudio.
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Registro de base de datos de los resultados de electroforesis en una plantilla de Excel

2016.
3.6.  Procedimientos
3.6.1. Reactivacion de las cepas

Se descongelaron a las cepas madre de las muestras preservadas a una temperatura de
-20°C del congelador vertical -20°C (Mirray), manteniendo el radio de descontaminacién con
un Mechero de Bunsen se extrajo dos asadas de la muestra y se sembré en el Caldo Tripticasa
Soya CTS (Oxo0id®, UK), posteriormente se incubo a 37°C durante 24 horas. Teniendo la
siembra enriquecida en el caldo tripticasa soya CTS (Oxoid®, UK) se extrajeron una asada del
cultivoy se esparcié por agotamiento en placas de Agar MacConkey (Oxoid®, UK) (Koneman
y Allen, 2008).
3.6.2. ldentificacién bacteriana y Susceptibilidad a los antimicrobianos

La identificacion se realizé a partir de un cultivo microbiolégico de las cepas en el
Agar MacConkey (Oxo0id®, UK) siguiendo lo descrito por Koneman y Allen (2008),
posteriormente se confirmé con el sistema MicroScan® que posee sustratos diferenciales de
identificacion bioquimica mediante el uso de sustratos clésicos, del mismo modo se determiné
la resistencia y susceptibilidad antibidtica. La tipificacion de los paneles (tipo 66) se realizo6
por intermedio del software LabPro y Whonet v5.6, el cual emitié una base de datos del perfil
de resistencia y susceptibilidad antimicrobiana, segun criterios del Clinical & Laboratory
Standards Institute [CLSI] (2020) registrando como sensible-S, intermedio-1 y resistente-R.

La presencia de BLEE se corroboro mediante el CLSI (2020). Se empleo la cepa K.
pneumoniae ATCC 700603 como control positivo para BLEE y E. coli ATCC 25922 como el
control negativo (Marcos -Carbajal et al., 2021). Las cepas aisladas e identificados como E.
coli positivas para BLEE se conservaron en crioviales de 2ml con TSA a 4°C (Galvéan et al.,

2016).
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3.6.3. Extraccion del ADN genémico
La extraccion de ADN se dio dentro de una Cabina de flujo laminar (Esco), para lo

cual se empled 0.5 ml de cultivo bacteriano, por consiguiente, se procedid a aplicar el método
descrito en el protocolo del fabricante kit innuPREP Bacteria DNA (Analytikjena, Alemania)
(Analytikjena, 2009).
3.6.4. Reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR).

La amplificacion de los genes bla: CTX-M, TEM, SHV y PER se realiz6 bajo los
estandares de PCR para betalactamasas de Kiratisin et al. (2008) y (Arce-Gil et al., 2013). Y se

emplearon los primers especificos descritos (Tabla 4).

Tabla 4
Secuencia de primers (forward-reverse) para la PCR.
. Tamafio  del
Primer Forward (5°-3”) Reverse (5°-37) ]
amplicon
CTX-M GAAGGTCATCAAGAAGGTGCG GCATTGCCACGCTTTTCATAG 544
TEM TCCGCTCATGAGACAATAACC TTGGTCTGACAGTTACCAATGC 931
SHV TGGTTATGCGTTATATTCGCC GGTTAGCGTTGCCAGTGCT 868
PER ATGAATGTCATCACAAAATG TCAATCCGGACTCACT 927

Nota. Referencia de primers: CTX-M (Arce-Gil et al. 2013) y TEM, SHV y PER (Kiratisin et al. 2008).

La preparacion del Master Mix (MM) se realizé bajo una Cabina de flujo laminar (Esco)
Modelo PCR-4A, los cuales fueron ajustados a una concentracion final de 25 uL siguiendo los
términos descritos en el protocolo estandarizado del Laboratorio (LIBM). Para la reaccion se
emplearon solucion tampon para PCR 10X incluido Magnesio (10 pL), Desoxinucledsidos
trifosfato (1 pL), Primer-F (0.5 pL), Primer-R (0.5 uL), agua ultrapura (17.3 uL), Taq
polimerasa (0.2 uL) y ADN genomico (2.5 pl).

La programacion del termociclador se configuro siguiendo los puntos mencionados a

continuacion: 1. Denaturacién, 2. Anidamiento, 3. Extension.



Gen bla Thermocycler Program
Cycle Temp (°C) Time Repeat
1 9 5 min 1x
CTXMy — T
TEM :
3 72 1 min
72 5 min 1X
Hold 8 o0
1 94 5 min 1x
9 30 sec 35X
SHY 2 55 1 m!n
3 12 1 min
72 10 min 1x
Hold 8 o0
1 9 5 min 1x
94 1 min 35X
2 55 1 min
PER 3 72 1 min
72 5 min 1x
Hold 8 o0

30

3.6.5. Electroforesis

Los productos de la amplificacion, se visualizaron mediante electroforesis en gel de
agarosa al 2% y una disolucion tampdn formada por Tris, Acetato y EDTA (Buffer TAE-1X,
Lac Biotecnologia), a 120 voltios por 40 minutos de acuerdo al protocolo estandarizado en el
laboratorio (LIBM, 2019), como buffer de carga se usé Safe Green y para verificar el tamafio
del DNA amplificado empleamos un marcador de peso molecular de 100 pb. Para la lectura de
los geles se empled un fotodocumentaror de marca Cleaver Scientific. En cada corrida del gel
de agarosa se adicionaron un control positivo y negativo para cada gen correspondiente. Los

resultados obtenidos fueron registrados en una plantilla Excel 2016.
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3.7.  Andlisis de datos
En las variables numéricas se aplico la medida de tendencia central. Y las variables

categoricas fueron descritas mediante el uso de frecuencias relativas (porcentajes). El analisis
de datos se realiz6 en el software estadistico Stata® v16. La identificacion y el analisis del
perfil de susceptibilidad antibi6tica fueron emitidas por los programas LabPro® y Whonet
(World Health Organization Net v. 5.6). Los mapas de calor fueron disefiados en el programa
Microsoft Excel.
3.8.  Consideraciones éticas

El protocolo del estudio de investigacion cuenta con la aprobacion por el Comité
Institucional de Etica en Investigacion de la Universidad Peruana Union, con codigo N2019-
CEUPeU-0001 y por los hospitales quienes donaron y autorizaron el analisis de las muestras

para este estudio.
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IV. RESULTADOS

Nuestra poblacion de estudio inicial abarco 94 pacientes hospitalizados referentes a los
tres principales centros de salud con atencion de nivel I1'y nivel 111 en la region selva del Peru.
De los cuales, se identificd 68 muestras de pacientes con infecciones por E. coli (n=68), el resto
fueron excluidos por presentar otro tipo de enterobacterias. De tal forma como se observa en
la Tabla 5, nuestro analisis prosigui6 con las 68 muestras identificadas como E. coli. De entre
estos pacientes la mayoria alberg6 E. coli productora de BLEE (n=40, 58.8%). Siendo los
pacientes femeninos con mayor frecuencia en presentar dicha infeccion (n=33, 48.5%).

En relacion a los grupos etarios, el 10,3 % de los pacientes (n=7) fueron mayores de
60 afos, el 19,1% (n=13) pertenecieron al rango de 41-60 afios, el 23,5% (n=16) se encontraron
entre 21-40 afos, y el 5,9 % (n=4) fueron menores o iguales de 20 afos. El rango de edad de
los grupos etarios estudiados y confirmados con E. coli productoras de BLEE abarco de entre
1 a 85 afios, siendo la media de edad 41,4 + 19,1.

De los tres establecimientos de salud que participaron en el estudio, los pacientes
provenientes del Hospital Regional de Pucallpa fueron los més habituales en presentar la
infeccion por E. coli BLEE (n=16, 23,5%). EI mayor aislamiento de cepas E. coli BLEE, fueron
en el afio 2017 (n=22, 32.3%). El mayor namero de los E. coli BLEE que se aislaron fueron de
las muestras de orina (n=36, 52.9%), seguido de secrecion vaginal (n=2, 2.9%), finalmente de

sangre (n=1, 1.5%) y tubo traqueal (n=1, 1.5%) (Tabla 5).
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Tabla s

Descripcion de las variables generales del estudio.

Escherichia coli (n=68)

Variable Valor BLEE No BLEE
n (%) n (%)
Genero Masculino 7 (10,8) 5(7,3)
Femenino 33 (48,5) 23 (33,8)
Grupo de edad <20 4(5,9) 3(4,4)
21-40 16 (23,5) 13 (19,1)
41-60 13 (19,1) 6 (8,8)
>60 7(10,3) 6(8,9)
Hospital HSR 10 (14,7) 21 (30,9)
HRP 16 (23,5) 3(4,9)
HRL 14 (20,6) 4(5,9)
Afio de muestreo 2017 22 (32,3) 12 (17,6)
2018 18 (26,5) 16 (23,5)
Tipo de muestra ~ Orina 36 (52,9) 28 (41,2)
Sangre 1(1,5) 0,0
Secrecion
vaginal 229) 0.0
Tubo traqueal 1(1,5) 0,0

Nota. HRS: Hospital Regional Santa Rosa (Puerto Maldonado), HRP: Hospital Regional Pucallpa, HRL: Hospital

Regional "Felipe Santiago Arriola Iglesias” (Loreto).

La Tabla 6 detalla el porcentaje de resistencia y susceptibilidad de los antibioticos
confrontados a las E. coli (n=68). Se resalto que los aislados fueron altamente resistentes frente
a los antibidticos como la ampicilina con 76.5%, cefotaxima el 72,1%, ciproflaxina el 69.1%,
aztreonam el 67.6%, cefepima el 66.2% y ante cefuroxima el 63.2%. Sin embargo, fueron

sensibles ante los antibidticos como la amikacina, imipenem, meropenem y tigeciclina.
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Tabla 6
Porcentaje de susceptibilidad antimicrobiana en E. coli.
Antibisticos Sensible Intermedio Resistente
n (%) n (%) n (%)
Amikacina 64 (94,1) 4 (5,9) 0,0
Amox/A Clav 50 (73,5) 11 (16,2) 7 (10,3)
Amp/Sulbactam 30 (44,1) 19 (27,9) 19 (27,9)
Ampicilina 14 (20,6) 2(2,9) 52 (76,5)
Aztreonam 17 (25) 5(7,4) 46 (67,6)
Cefepima 22 (32,3) 1(1,5) 45 (66,2)
Cefotaxima 18 (26,5) 1(1,5) 49 (72,1)
Ceftazidima 26 (38,2) 15 (22,1) 27 (39,7)
Cefuroxima 19 (27,9) 6 (8,8) 43 (63,2)
Ciprofloxacina 21 (30,9) 0,0 47 (69,1)
Colistina 65 (95,6) 0,0 3(4,4)
Ertapenem 67 (98,5) 0,0 1(1,5)
Gentamicina 35 (51,5) 8 (11,8) 25 (36,8)
Imipenem 100 0,0 0,0
Meropenem 100 0,0 0,0
Pip/Tazo 62 (91,2) 2(2,9) 4(5,8)
Tigeciclina 67 (98,5) 1(1,5) 0,0
Tobramicina 35 (51,5) 6 (8,8) 27 (39,7)
Trimet/sulfameto 30 (44,1) 5 (7,4) 33 (48,5)

Nota. Amox/A Clav: amoxicilina con acido clavulanico; Amp/Sulbactam: Ampicilina con
sulbactam; Pip/Tazo: Piperacilina con tazobactam; Trimet/sulfameto: Trimetoprim

sulfametoxazol.

La caracterizacion génica de E. coli, se realizé mediante PCR, en el cual se detectaron
los grupos de genes bla: CTX-M, TEM y SHV en 50%, 14.7%y 11,8% respectivamente (Tabla

7). De entre todos los aislados, ninguno del grupo bla PER se detecto.
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Tabla 7
Descripcion general de la frecuencia de E. coli fenotipo BLEE y los genes de g- lactamasas

detectados en el estudio.

_ _ BLEE CTX-M TEM SHV PER
Microorganismo (n=68)
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Positivo
v 40 (58,8) 34(50)  10(147) 8(118) 0,0
Escherichia coli Nedati
egativo
ganv 28 (41,2) 34(50)  58(853) 60(882) 0,0

Con relacion a la distribucién de - lactamasas por hospital (Tabla 8), se registré que
la mayoria de las cepas E coli BLEE pertenecieron al Hospital Regional de Pucallpa (n=16,
23.5%), y se detecté cominmente el gen bla CTX-M (n=16, 23,5%), sequido del gen bla TEM
(n=2, 2.9%) y por ultimo el gen bla SHV (n=2, 2.9%) y el gen bla PER (0%). En el Hospital
Regional de Loreto la frecuencia de E. coli BLEE fue (n=14, 20.6%), y la deteccion del gen
bla CTX-M fue el mas prevalente (n=12, 17.7%) con respecto al gen bla SHV (n=2, 2.9%), y
sin presencia de los genes bla TEM y bla PER. En cuanto al Hospital Santa Rosa, la frecuencia
de los E. coli BLEE fue menor (n=10, 14.7%), la deteccion del gen bla TEM fue el méas
frecuente (n=8, 11.8%), seguido del gen bla CTX-M (n=6, 8.8%), por ultimo, el gen bla SHV
(n=4, 5,6%) y ninguno codifico para el gen bla PER. Cabe resaltar que algunas cepas

bacterianas codificaron mas de un gen.
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Tabla 8
Deteccion de genes de betalactamasas de espectro extendido en E. coli segun hospital de

procedencia

N° cepas BLEE + blaCTX-M blaTEM blaSHV bla PER

Hospital (n)
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

Santa Rosa 31 10 (14,7) 6 (8,8) 8(11,8) 4 (5,8) 0,0
Regional de

19 16 (23,5) 16 (23,5) 2 (2,9 2(2,9 0,0
Pucallpa
Regional de

18 14 (20,6) 12 (17,7) 0,0 2(29 00
Loreto
Total 68 40 (50,8) 34(50) 10(14,7)  8(11,8) 0,0

En la Figura 1, se observa la caracterizacion molecular de los E. coli BLEE (n=40,
58.8%) detectados mediante PCR. Como se distingue, el 15% de las cepas codifico mas de un
tipo de gen. Siendo el 7,5% (n=3) codificantes de los genes bla: TEM, CTX-My SHV. El 10%
(n=4) codificantes para las enzimas de tipo CTX-M y TEM vy por ultimo el 5% (n=2)
codificaron para las enzimas de tipo CTX-M y SHV. La deteccion de gen bla PER se mantuvo
ausente. Graficamente observando se distingue que la deteccion del gen bla CTX-M es la méas

frecuente en nuestra poblacion de estudio.
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Figura 1l

Distribucidn de genes de betalactamasas evaluadas por hospitales.

blaCTX-M blaTEM blaSHV blaPER

=31)

Hospital Santa Rosa (n

=19)

Ausencia

Hospital regional de Pucallpa (n

=18)

Hospital regional de Loreto (n

En la Figura 2, damos a conocer la caracterizacion fenotipica de los E. coli
productores de BLEE (58,8%), determinando cada cepa sospechosa, susceptible y resistente a

los antibioticos introducidos. Ademas, observamos el tipo de gen que codifico cada cepa.
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Se resalta que el 42% de las cepas mostraron un fenotipo multidrogo resistente
(MDR), es decir que fueron resistentes a mas de dos tipos de antibiéticos, por lo general estas
cepas multidrogoresistentes codificaron mas de un tipo de gen. EI 16, 1 % (n=11) de las cepas
fueron la excepcion de no presentar la multidrogoresistencia, pero si codificaron al menos un
tipo de gen de betalactamasa. El 3% (n=2) de las cepas fueron sospechosas ante una posible
resistencia al antibiotico descrito, como es el tazobactam. Finalmente, el 11,8% (n=8) fueron
sensibles a todos los antibiGticos expuestos, sin embargo, mediante el analisis molecular se
detecto el gen bla CTX-M y bla SHV.

Los aislados multridrogo resistentes evaluadas en el Hospital Santa Rosa y Hospital
Regional de Loreto demostraron resistencia frente a ampicilina con sulbactam, ampicilina,
aztreonam, cefepima, cefotaxima, ceftazidima, cefuroxima, ciprofloxacina, tobramicina y
trimetoprim sulfametoxazol. En cuanto al Hospital Regional de Pucallpa la distribucion de

aislados multidrogo resistentes es minina, pero se detecté con mayor frecuencia el gen blaCTX.
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Figura 2

Fenotipificacion de los E. coli productoras de BLEE y el tipo de gen detectado.
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Nota. Amox/A Clav: amoxicilina con acido clavulanico; Amp/Sulbactam: Ampicilina con sulbactam; Pip/Tazo:

Piperacilina con tazobactam; Trimet/sulfameto: Trimetoprim sulfametoxazol.



40

V. DISCUSION DE RESULTADOS

La propagacion de bacterias productoras de BLEE ha sido sorprendentemente rapida
en todo el mundo, lo que indica que se requieren absolutamente sistemas de monitoreo continuo
y medidas efectivas de control de infecciones (Kiratisin et al., 2008). En nuestro estudio, a
partir de 68 muestras identificadas como E. coli, colectados durante el periodo 2017 y 2018,
de pacientes hospitalizados en los tres establecimientos de salud descritos en la selva peruana,
se encontrd que el 58,8% de los aislados fueron BLEE positivos, siendo esta frecuencia similar
al estudio realizado por Arce-Gil et al. (2014) en la ciudad de Chiclayo, donde encontré que de
los aislados de E. coli en 50 pacientes con infecciones urinarias, todas fueron confirmadas
como BLEE positivos.

Segun el analisis en los grupos etarios, el hallazgo de los E. coli positivas para BLEE
aisladas habitualmente, fueron en las edades comprendidas entre 21 a 40 y 41 a 60 afios con el
23,5% y 19,1% respectivamente, y el 10,3% en los pacientes mayores de 60 afios. Dicho
resultado es similar al estudio reportado por Marcos-Carbajal et al. (2020), realizado en los
establecimientos de salud privados de Peru, siendo los grupos etarios de entre los 31- 45y
mayores de 61 afios donde la prevalencia de E. coli BLEE positivos fueron de 26,5% y 24,5 %
respectivamente. Otro estudio respecto al grupo etario, reportado por Ticona (2014), describe
que la edad donde uno puede adquirir una infeccién urinaria por BLEE, suele ser diferente en
pacientes masculinos y femeninos, de modo que el género masculino concibe cuando es mayor
de edad, dado al factor agregado, como es el caso de la Hiperplasia Benigna de Proéstata.

Habiendo aislado E. coli BLEE de los pacientes de sexo femenino en un 48,5%,
comprobamos que se ajusta con lo expuesto por Galvan et al. (2016), en su estudio con los
pacientes ambulatorios de Lima, del cual el 88,7% fueron detectados en el sexo femenino. Con
respecto a estos resultados se ha demostrado que las micro ARN estan codificados en el

cromosoma X, estas moléculas debilitan la capacidad de resistir la enfermedad al silenciar los
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genes de la defensa inmune, pero como el género femenino posee dos cromosomas X, su Cuerpo
es mas capaz de compensar la debilidad a diferencia de los hombres. Pero una vez que se ha
adquirido la infeccion, puede provocar una inflamacion mas grave (British Broadcasting
Corporation [BBC], 2011; Pabdn-Martinez, 2011). Segun Ticona (2014) las caracteristicas
anatomicas también influyen, una de ellas es el tramo reducido entre el ano y la uretra que
poseen las mujeres, lo que conlleva a una infeccién urinaria.

La resistencia a los antimicrobianos generalmente tiene peculiaridades locales. Los
promedios nacionales pueden enmascarar diferencias importantes entre las instalaciones que
informan sobre la vigilancia (Organizacion Panamericana de la Salud [OPS], 2009). Para
evaluar este aspecto, se comparé la resistencia antimicrobiana en E. coli para cada hospital
descrito en nuestro estudio.

En el analisis de las cepas aisladas de cada hospital, encontramos que el Hospital
Regional de Loreto describe el 26,6% de cepas productoras de BLEE, lo cual difiere al estudio
evaluado por Carbajal (2018) realizado en el Hospital Regional de Loreto, durante 2017-2018;
sostiene que el 58,1% de las cepas de E. coli dieron positivo para BLEE. Para el Hospital
Regional de Pucallpa resaltamos que el 23,3% de las cepas fueron BLEE productoras, a
comparacién con lo expuesto por Navarro y Rojas (2017) donde describe que las E. coli
productoras de BLEE aisladas en Hospital Il ESSALUD — Pucallpa, fueron el 53%. Para el
caso del Hospital Santa Rosa, los reportes son limitados, lo cual es recomendable continuar
investigando sobre el tema de resistencia bacteriana en esta localidad con enfoques a nivel
genético.

Se determind que la resistencia frente a los antibidticos, tales como ampicilina,
cefotaxima, ciproflaxina, aztreonam, cefepima y cefuroxima fue alta. Dichos resultados de
resistencia y susceptibilidad antibi6tica concuerdan con lo expuesto por Marcos-Carbajal et al.,

(2021), excepto para Cefotaxima y Aztreonam. Oliveira etal. (2011), describe que la
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resistencia a maltiples antibioticos en las regiones del continente americano, generan el 95%
de resistencia en E. coli uropatégena para un solo antibiético y el 42% de multirresistencia.

Con respecto a los aislados de E. coli, expuestos a los antibioticos como amikacina,
imipenem, meropenem Yy tigeciclina no se evidencio resistencia. Por tal motivo, estos
antibioticos podrian ser considerados para la medicacién de pacientes con infeccion al tracto
urinario provocadas por E. coli resistentes a maultiples antimicrobianos (Morejon, 2013;
Aguilar-Zapata, 2016).

En los ultimos acontecimientos, los reportes a nivel mundial circularon entorno de las
enzimas TEM y SHV, pero en instancias el aumento de bla CTX-M va extendiéndose (Bevan
etal., 2017; Ayzanoa, 2021). Nuestro analisis a nivel molecular indicé que el gen blaCTX-M
presento una frecuencia de 50%, seguida del bla TEM (14,7%) y bla SHV (11,8%). De acuerdo
con Galvan et al. (2016), que resalta al tipo de gen bla CTX-M en 55% y Hernandez (2009)
quien describe que la diseminacién de los genes a nivel nosocomial es de 54.1%, 34.7% y
11.1% para bla: CTX-M, TEM y SHV, respectivamente; y para los pacientes comunitarios la
prevalencia de blaCTX-M, blaTEM y bla SHV es de 14.7%, 27.7% 'y 17.5%, respectivamente.

Segun sefialado anteriormente, se puede observar que la prevalencia del gen bla CTX-
M sobrepasa a otros tipos de genes bla. Conforme a ello, Kpoda et al. (2018) describe que los
nosocomios externos a Latinoamérica no son una excepcién al hecho de presentar casos de
resistencia bacteriana con varios genes codificantes de blaCTX-M, gen blaTEM y gen blaSHV
detectados en los tres hospitales principales de Uagadugl en Burkina Faso. Del mismo modo
Mahazu et al. (2022) sostiene que los genes de tipo CTX-M de E. coli, y sus variantes blaCTX-
M-15y blaCTX-M-14 son los mas comunes en todo el mundo; sin embargo, los datos sobre la
prevalencia de estos genes en Ghana son limitados. Segun la definicion anterior sostenemos
que los datos epidemiol6gicos locales son importantes para implementar una terapia

antimicrobiana apropiada y medidas efectivas de control de infecciones.
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Con respecto al reporte de los pacientes pertenecientes al Hospital Santa Rosa
encontramos que el bla TEM fue el mas frecuente siendo el 11,8%, lo cual concuerda con lo
descrito por Alarcon et al. (2014), quien también resalta que E. coli BLEE en los pacientes
comunitarios de Chilpancingo, México; codificaron con mayor frecuencia los genes blaTEM
(94,4%), seguidos por blaCTX-M (50%) y bla SHV (5,5%). Del mismo modo, Marcos-
Carbajal et al. (2021) reporta que, en su investigacion realizado en hospitales publicos del Peru,
encontrd que E. coli codificadores del gen bla TEM fueron los mas frecuentes.

Detectamos que el 15% de las cepas albergan mas de un tipo de gen diferente, siendo
el 7,5% portadores de los tres tipos de genes bla: CTX-M, TEMy SHV; el 10% presentaron el
gen de tipo blaCTX-M y blaTEM, mientras que el 2,5% de las cepas codificaron las enzimas
de tipo CTX-My SHV. Reportes similares son los encontrados por Herrera et al. (2019) donde
sefiala que el 82,3% de las cepas codifico a méas de un tipo de gen de B-lactamasas, y el 53,2%
de cepas codific hasta tres tipos de tres genes bla.

Segun expuesto por Abarca y Herrera (2001) la diferencia en los niveles de resistencia
bacteriana, se definen por la capacidad de las B-lactamasas en hidrolizar el antimicrobiano, y
también por el nimero de mecanismos de resistencia existentes. Observamos que las cepas
aisladas en nuestro estudio codificaron uno o méas genes, el cual implica una multirresistencia
dificil para el tratamiento habitual en los pacientes.

Los E. coli multirresistentes fenotipicamente estudiados fueron mas prevalentes en el
Hospital Santa Rosa y Hospital regional de Loreto, por otra parte, para el Hospital regional de
Pucallpa no hubo hallazgos de cepas E. coli multidrogoresistentes. Sin embargo, mediante la
caracterizacion molecular resultaron ser productoras de Betalactamasas, donde se detecto el
gen blaCTX-M con mayor frecuencia, dichos hallazgos sugieren que los factores tales como

ambientales y socioeconémicos podrian estar influyendo en el perfil de susceptibilidad de cada
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agente etiologico, debido a que habitamos en un pais con ecosistema diverso (Instituto
Geogréafico Nacional [IGN], 1989).

Siendo E. coli un patégeno oportunista, motivo mas comudn de las infecciones
urinarias, de septicemia y adquirida de los alimentos, también el principal propulsor de presion
en la eleccion de los antibidticos que conlleva a la resistencia bacteriana. Segun lo expuesto,
se ha encontrado poca investigacion publicada que explore este tema a nivel genético en la
selva peruana. En consecuencia, presentamos que nuestros hallazgos proporcionan una
informacion importante sobre las caracteristicas fenotipicas y moleculares en cepas E. coli
BLEE dentro y entre poblaciones de la region selva. Segun Bryce et al. (2016) es importante
considerar a paises en vias de desarrollo, como es el caso de nuestro pais donde los antibioticos
estan generalmente disponibles sin receta médica. Lo cual es recomendable seguir una receta

médica para discernir la resistencia antimicrobiana.



45

VI.CONCLUSIONES

> La resistencia frente a los antibidticos como ampicilina, aztreonam, cefepima,
cefotaxima, cefuroxima y ciproflaxina fue alta, estudiadas en los tres hospitales: Hospital Santa
Rosa, Hospital Regional Pucallpa y el Hospital Regional de Loreto.

> No se hubo resistencia bacteriana frente a los antimicrobianos como amikacina,
imepenem, meropenem y tigeciclina en los hospitales anteriormente mencionados.

> El gen blaCTX-M (50%) fue detectado habitualmente en las cepas de E. coli
portadoras de betalactamasa de espectro extendido, analizados en los tres hospitales
mencionados.

> La deteccion del gen bla TEM (11,8%) se dio con mayor frecuencia en cepas de
E. coli BLEE aisladas en pacientes del Hospital Santa Rosa.

> El 11,8% de las cepas aisladas en el Hospital Regional de Pucallpa no fueron
multirresistentes, pero segun el analisis molecular se detectd el gen bla CTX-M y un minimo
namero de cepas codificaron tanto bla: CTX-My TEM.

> El 15% de los E. coli positivos para BLEE, aislados de los tres hospitales
mencionados, codifico entre dos a mas genes de resistencia frente a antimicrobianos expuestos

en este estudio.
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VIl. RECOMENDACIONES

> Ampliar las investigaciones y realizar el seguimiento de otras enterobacterias
productoras de -lactamasas de espectro extendido procedentes de los hospitales del Peru.

> Continuar trabajando en restablecer los métodos microbioldgicos y moleculares
para el hallazgo de Escherichia coli y otros agentes etioldgicos BLEE en otras regiones del
Perd.

> Incrementar el desarrollo de la busqueda de genes BLEE en los aislados de E.
coli detectados en esta investigacidn a nivel region selva y otras regiones del Peru.

> Proseguir el estudio con la deteccion de otro tipo de genes resistentes en E. coli
negativos para BLEE presentados en este estudio.

> Crear ensayos y medidas de vigilancia epidemiolégica de Escherichia coli en

otros establecimientos de salud aledafias a la region selva del Perd.
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IX.ANEXO

Anexo A

Flujograma de trabajo experimental en el laboratorio de investigacion.
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