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l.- RESUMEN

Introduccion: Escherichia coli es causante de 75%-90% de los casos de
infecciones del tracto urinario (ITU) en pacientes ambulatorios, el tratamiento es
de manera empirica y hay una falla debido a la multirresistencia bacteriana, asi
como a la produccion de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE). El objetivo
del estudio fue caracterizar fenotipica y molecularmente las BLEE producidas por
E. coli aisladas de ITU en la comunidad del estado de Guerrero. Metodologia: Se
recuperaron 131 aislamientos clinicos de E. coli durante Enero a Agosto de 2014
de ITU. La identificacién y la susceptibilidad a antibiéticos se realizaron por el
sistema automatizado Vitek. Se determiné el grupo filogenético y el grupo O25b-
ST13 por una PCR multiple. La identificacién de genes blacrx-m-15, blaspy Y blatem
por PCR. Se realizaron conjugaciones y extraccion de plasmidos. Resultados: El
85.07% de los aislamientos fue resistente a Ampicilina, 65.67% a
Ampicilina/Sulbactam, 61.94% a Cefazolina, 57.46% a Ceftriaxona, 58.96% a
Cefepima, 58.21 a Aztreonam, 32.84% a Gentamicina, 32.09% a Tobramicina,
57.46% a Ciprofloxacino, 57.46% a Moxifloxacino, 10.45% a Nitrofurantoina y
67.91% a Trimetoprima/Sulfametoxazol. El 56.49% (74 cepas) fueron productoras
de BLEE, el grupo filogenético B2 (74.81%) fue el mas predominante comparado
con los otros grupos A (8.4%), B1 (3.05%) y D (13.74%). La prevalencia de genes
fueron blactx-m (38.17%) blasyy (30.53%) y blatem (54.96%). Conclusion: La
multirresistencia en E. coli causantes de ITU esta asociada significativamente a la
produccion de BLEE. Las beta-lactamasas tipo CTX-M-15 y SHV estan asociadas
al grupo filogenético B2 y codificadas en plasmidos grandes y pequefios que son

transferidos por conjugacion.

PALABRAS CLAVE: E. coli, ITU, BLEE, Multirresistencia.
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II.- ABSTRACT

Introduction: Escherichia coli is the cause of 75% -90% of cases of urinary tract
infection (UTI) in outpatient treatment is empirically and there is a failure due to
bacterial multidrug resistance and the production of B lactamases of extended
spectrum (ESBL). The study aimed to characterize molecular and phenotypic
ESBLs produced by E. coli isolated from ITU in the community of Guerrero.
Methodology: 131 clinical isolates of E. coli were recovered from ITU during
January to August 2014. ITU Identification and antibiotic susceptibility were
performed by Vitek automated system. Phylogenetic and O25b-ST13 groups were
determined by multiple PCR. Identifying blactx.v, and blargm blasyy genes by
PCR. Conjugations and extraction of plasmids were performed. Results: 85.07%
of the isolates were resistant to ampicillin, 65.67% to Ampicillin / Sulbactam,
61.94% to cefazolin, 57.46% to ceftriaxone 58.96% to cefepime, aztreonam 58.21,
32.84% to gentamicin, tobramycin 32.09%, 57.46% ciprofloxacin, moxifloxacin
57.46, 10.45% to 67.91% nitrofurantoin and trimethoprim / sulfamethoxazole. The
56.49% (74 strains) were ESBL producers, B2 (74.81%) phylogenetic group was
the most predominant compared to the other groups A (8.4%), B1 (3.05%) and D
(13.74%). The prevalence of genes were blacrx-.m (38.17%) blasny (30.53%) and
blarem (54.96%). Conclusion: multidrug resistance in E. coli causing UTI is
significantly associated with ESBL production. Beta-lactamases CTX-M-15 and
SHV are associated with phylogenetic group B2 and encoded in large and small

plasmids that are transferred by conjugation.

KEYWORDS: E. coli, ITU, ESBL, Multidrug.
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l1l.- INTRODUCCION

Las Enterobacterias son las bacterias causante de numerosas infecciones del
tracto urinario (ITU), Escherichia coli es la causante de 75%-90% de los casos en
pacientes ambulatorios principalmente entre las mujeres (Manjarrez-Hernandez,
2012). Las ITU se caracterizan por una notable morbilidad, se ha estimado 150
millones de infecciones urinarias por afio en todo el mundo, lo que implica un alto
consumo de antibiéticos (Navarro-Navarro et al., 2013). Las diferencias entre E.
coli patdgenas y comensales se correlacionan con sus antecedentes filogenéticos,
dividiendo a las cepas de E. coli en cuatro grupos: A, B1, B2 y D (Clermont et al.,
2000). Asi, las cepas de E. coli causantes de infecciones extraintestinales,
incluyendo las ITU y la sepsis, derivan principalmente del grupo B2 y en menor
proporcion del grupo D, y poseen gran numero de determinantes de virulencia que
promueven funciones patogénicas. Mientras que los comensales derivan de los

grupos Ay B1 y poseen pocos determinantes de virulencia (Moreno, 2006).

En los Udltimos afios se han reportado altas tasas de resistencia de E. coli a
cefalosporinas de segunda y tercera generacion, principalmente debido a la
aparicion de beta-lactamasas de espectro extendido (BLEE) (Horcajada et al.,
2005). Estas enzimas estan codificadas en genes bla, ya sea en el cromosoma
bacteriano o en plasmidos extracromosomico. La diseminacion de estos genes de
resistencia a los antibidticos betalactdmicos se debe a las tasas combinadas
de mutacion novoy a la transferencia horizontal de genes (transformacion,
transducciéon y conjugacién) (Giedraitiené et al., 2011). La conjugacion es el
proceso promovido por determinados tipos de plasmidos, que portan un conjunto
de genes cuyos productos participan en el proceso y que requieren contactos
directos entre ambas células, con intervencion de estructuras superficiales y de
funciones especificas (Bennett, 2008).

El mecanismo de accion de los beta-lactamicos incluye la unién a proteinas de
unidon a penicilina (PBP), transpeptidasas y carboxipeptidasas implicadas en la
formacion de las cadenas de peptidoglicano de la pared bacteriana (Canton, et al

1999). Las B-lactamasas son enzimas que hidrolizan el anillo betalactamico antes
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gue el antibiotico se una a las PBP. A pesar de que todas las B-lactamasas van a
catalizar la misma reaccion, se han clasificado en diferentes formas: en su
secuencia de aminoacidos, peso molecular o especificidad del sustrato (Bush y
Jacoby, 2010). Mas de 500 diferentes beta-lactamasas se han descrito, y este
namero estd aumentando rapidamente cada afio, por la secuencia de
aminoécidos. Las betalactamasas se clasifican en cuatro clases moleculares: A, B,
C, y D. (Rubtsova et al.,2010). Las B-lactamasas de espectro extendido (ESBL)
pertenecen al grupo funcional 2, subgrupo 2be y a la clase molecular A y son la
principal fuente de resistencia a oximino-cefalosporinas en enterobacterias. La
mayoria de las BLEE son mutantes de enzimas TEM y SHV, pero las enzimas
CTX-M son cada vez méas importante. Las BLEE se originaron a partir de las
betalactamasas de amplio espectro del grupo 2b (TEM-1 y SHV) al grupo 2be que
denota el espectro extendido y difiere de su progenitor por pocos cambios en su
secuencia de aminoacido (Paterson y Bonomo, 2005). Los tipos CTX-M son
diversos, con méas de 30 alelos se dividen en cinco grupos filogenéticos distintos y
han evolucionado a través de la fuga genética y la mutacion de genes
cromosomicos (Woodford et al., 2004). La BLEE CTX-M son mucho mas activas
contra cefotaxima y ceftriaxona que contra ceftazidima (Edelstein et al., 2003).
Actualmente se conocen mas de 80 tipos de CTX-M (Pallecchi et al., 2007). La
BLEE tipo TEM, son encontradas con mayor frecuencia en bacterias
Gramnegativas, prevaleciendo en E. coli y Klebsiella pneumoniae. Esta enzima es
capaz de hidrolizar las cefalosporinas, y tiene un aspecto mas amplio de sustratos
(Du Bois, et al.,1995). Las enzimas SHV confiere resistencia a las penicilinas y a
las cefalosporinas de primera generacién; se ha encontrado en cepas de K.
pneumoniae, aunque también se ha descrito en E. coli (Livermore, 1995). Casi
todos los genes de codificacion de BLEE tipo SHV tienen mutaciones G/A, que
especifican glicina/serina y glutamato/lisina sustituciones en los aminoacidos 238 y
240, respectivamente. En general, la sustitucion en la posicion 238 (SHV-2)
confiere un gran aumento en la resistencia a cefotaxima, mientras que la
sustitucién adicional en la posicion 240 (SHV-5) confiere un gran aumento en la

resistencia a la ceftazidima. Mientras tanto, 101 mutantes SHV diferentes han sido
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reconocidos en todo el mundo debido a que los genes que codifican estas

enzimas se encuentran en plasmidos (Howard et al.,2002).

La mayoria de los genes bla se encuentran en plasmidos conjugativos y son
transferidos facilmente entre las especies bacterianas mediante la transferencia
horizontal de genes (Woerther et al.,2010). Los genes que codifican para BLEE
forman parte de integrones o transposones, mismos que le confieren gran
capacidad de transferir sus genes de resistencia al asociarse con otros
determinantes genéticos (Mosquito et al.,2011). La diseminacion de estos
elementos genéticos se ha convertido en un problema epidemiologico de gran
importancia clinica, ya que pueden llevar otros genes que confieren resistencia a
otros agentes antimicrobianos, como aminoglucésidos y fluoroquinolonas, que
pueden ser transferidos entre especies no relacionadas (Quinteros et al., 2003).
Las bacterias productoras de BLEE han emergido como el principal problema en
pacientes de la comunidad, estos organismos son responsables de una variedad

de infecciones, como ITU (Rawat y Nair, 2010).

En México hay pocos reportes sobre los genotipos de BLEE producidos por
Enterobacterias en los grupos comunitarios. El incremento de la prevalencia E. coli
multiresistentes en ITU requiere de la vigilancia de este microorganismo, asi como
medidas para evitar la diseminacién de la resistencia a antibioticos. El objetivo del
estudio fue caracterizar fenotipica y molecularmente las B-lactamasas de espectro

extendido producidas por E. coli aisladas de ITU en el estado de Guerrero.
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IV.- MATERIAL Y METODOS

Aislamientos clinicos y susceptibilidad a antibidticos: Se analizaron muestras
clinicas de orina de pacientes ambulatorios que acuden a la clinica del ISSSTE
Chilpancingo en el periodo Enero-Agosto del 2014. El urocultivo se llevo a cabo en
medios convencionales y los aislamientos clinicos significativos de ITU fueron
identificados por el sistema automatizado Vitek, al mismo tiempo se realizaron las
pruebas de susceptibilidad a antibiéticos como Ampicilina, Ampicilina/Sulbactam,
Cefazolina, Ceftriaxona, Cefepime, Aztreonam, Ertapenem, Impenem,
Meropenem, Amikacina, Gentamicina, Tobramicina, Ciprofloxacino, Moxifloxacino,
Nitrofurantoina y Trimetoprima/Sulfametoxazol. Posteriormente los aislamientos
fueron conservados en glicerol al 30% en congelacion a -72°C, para su estudio

posterior.

Determinacion de betalactamasas de espectro extendido: Se realizé la prueba
de doble disco combinado, utilizando discos de papel de filtro impregnados con
30ug de ceftazidima (CAZ) y discos con 30ug de cefotaxima (CTX), ademas de
discos combinados con los mismos antibiéticos y acido clavulanico (10ug). La
confirmacion o no de la produccion de BLEE, se realiz6 midiendo el diametro de
inhibicién, el cual deberia ser superior a 5 mm, en comparacion con el halo de
inhibicion mostrado por el microorganismo cuando el antimicrobiano es usado
individualmente, Se utiliz6 Escherichia coli ATCC 25922 como control negativo y la
cepas de Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 como control positivo (CLSI, 2014)
(Anexo 1).

Extraccion de DNA: Se llevé a cabo por choque térmico, de 2 a 3 colonias
bacterianas fueron suspendidas en 100ul de agua, se hirvieron 5 min y se
colocaron en hielo 5 min, repitiendo el procedimiento. La suspensién se centrifugd

2 min a 10000 rpm, y el sobrenadante fue separado y almacenado a -20°C.

Grupo filogenético: Los antecedentes filogenéticos (A, Bl, B2 y D) se

determinaron por medio de una PCR multiple, utilizando tres marcadores de DNA
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(Clermont et al., 2000). Este método se basa en la amplificacion de un fragmento
de DNA desconocido, denominado TSPE4C.2, y de dos genes, chuA, receptor
hemo y yjaA cuya funcion no se conoce. La presencia combinada de los genes

indica el grupo filogenético al que pertenecen, tal como se muestra en la tabla 1.

Tabla 1. Determinacién de grupo filogenético E. coli (Clermont et al., 2000)

Grupo filogenético Fragmentos de DNA
A chuA-, TspE4.C2-
Bl chuA-, TspE4.C2+
B2 chuA+, yjaA+
D chuA+, yjaA-

Los oligonucleétidos utilizados se muestran en la tabla 2. Los componentes de la
mezcla de reaccion fueron los siguientes: 2 ul del buffer 10X (suplementado con
Taq polimerasa), 20 pmol de cada primer y una concentracion de 2mM de cada
dNTPs, 2.5 U de Taq polimerasa, y 200 ng de DNA gendmico. Las condiciones
fueron las siguientes: Desnaturalizacion por 5 min a 94°C, 30 ciclos de 30 s a 94°C
30 s a 55°C, y 30 s a 72°C y una extension final de 7 min a 72°C. La PCR fue
realizada en un Termociclador Gene Amp® PCR System 2400 (Applied
Biosystems, USA).

Tabla 2. Secuencia de iniciadores para identificar el grupo filogenético (Clermont et al.,

2000)
Genes Iniciadores Tamaiio del
fragmento
chuA 5’-GACGAACCAACGGTCAGGAT-3’ 279pb
5'-TGCCGCCAGTACCAAAGACA-3’
GACGAACCAACGGTCAGT
yjaA 5'-TGAAGTGTCAGGAGACGCTG-3’ 211pb
5'-ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC-3’
tspE4C2 5'-GAGTAATGTCGGGGCATTCA-3’ 152pb

5"-CGCGCCAACAAAGTATTACG-3’

Hernandez-Vergara J. A. 12
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PCR de grupo 0O25b-ST131: Dos pares de oligonucleotidos fueron utilizados:
O25pabBspeF (5"-TCCAGCAGGTGCTGGATCGT-3") y 0O25pabBspe.R (5'-
GCGAAATTTTTCGCCGTACTGT-3") que amplifican un fragmento de 347 pb; el
rf.Ibis (5"-ATACCGACGACGCCGATC-3) y rfbO25b.r (5°-
TGCTATTCATTATGCGCAGC-3") que amplifican un fragmento de 300 pb. Los
aislamientos que amplifican ambos fragmentos pertenecen al grupo O25b-ST131,
los que amplifican Unicamente el fragmento de 300pb pertenecen al grupo O25b y
los que amplifican Unicamente el fragmento de 247pb pertenecen al grupo ST131.
La PRC multiple se llevé a cabo Unicamente a los aislamientos que pertenecieron
al grupo B2 bajo las siguientes condiciones: Desnaturalizacion 2 min a 94°C, 30
ciclos de 94°C 30s, 60°C 10s, 72°C 30s y una extension final de 72°C 2min.
Utilizando el termociclador Gene Amp® PCR System 2400 (Applied Biosystems,
USA) (Clermont et al., 2008; Clermont et al., 2009).

Deteccién de genes bla por PCR: Para la identificacibn de genes bla se
utilizaron iniciadores especificos para genes bla (TEM, SHV y CTX-M-15),
mostrados en la tabla 3. La mezcla de reaccion se realizé en un volumen de 25 pl,
con 5 unidades de Tag-polimerasa, 10 mM de dNTP’s, 25 mM de MgCl,, buffer
amplificador de PCR 10 X, se emplearon 10 pmol de cada oligonucleétido y 5 pul de
ADN molde. El producto de PCR se corrié en un gel de agarosa al 2% a 100 V por
30 min, donde se verificd el tamafio del ADN amplificado, utilizando un marcador
de peso molecular de 100 pb. Los geles fueron tefiidos con bromuro de etidio y se
observaron en un fotodocumentador de luz UV. Se utiliz6 como control negativo a
E. coli ATCC 25922, asi como controles positivos de cepas de E. coli productoras
de BLEE (SHV-2, TEM-1, CTX-M-15).

Hernandez-Vergara J. A. 13
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Tabla 3. Secuencia de iniciadores para la identificacién de genes bla

GEN INICIADORES TAMANO  REFERENCIA
DEL
FRAGMENTO
BLATEM 5 CTTCCTGTTTTTGCTCACCCAS’ 672pb Castillo
5 TACGATACGGGAGGGCTTACS 2007
BLAsHv 5 ATGCGTTATATTCGCCT 861pb Prodinger
5TTAGCGTTGCCAGTGCTCGAT3’ et al., 1996
BLAcrxy 5 TTTGCGATGTGCAGTACCAGTAA3’ 544pb Maina et
5 CGATATCGTTGGTGGTGCCATA3’ al.. 2012

Conjugacién bacteriana: Se llevo a cabo por el método descrito por Miller, 1992,
gue consiste en hacer crecer un cultivo bacteriano de la cepa receptora
(Escherichia coli J53) y de las donadoras (cepas de los aislamientos clinicos),
dejandolas incubar por 3 horas a 37°C en agitacion. Después estas bacterias se
plaguean en medios selectivos con azida de sodio mas ampicilina (AMP) y azida
de sodio mas ceftazidima (CAZ) como controles. Posteriormente se hace mezcla
de estas bacterias 200l de la cepa donadora (aislamiento) y 800l de la receptora
(J53) que se incubaron a 37°C sin agitacion por 3 horas. 100 ul de la mezcla
fueron plagueados nuevamente en los medios selectivos (AZ+AMP) y (AZ+CAZ).
Las colonias obtenidas se replicaron con palillos en medios M9 y MM, para
observar la capacidad de transferencia plasmidicas entre las bacterias de manera
horizontal y corroborar que nuestros aislamientos fueran transconjugantes (Anexo
2).

Extraccion de plasmidos: La extraccion de los plasmidos se realizé por dos
métodos. El primero fue de acuerdo a la técnica descrita por Kieser, 1984. Las
cepas se sembraron en 5 ml de caldo Luria-Bertoni (LB) y se incubaron en
agitacion a 37°C toda la noche, se obtuvieron pastillas de las células bacterianas
centrifugadas a 3500 rpm durante 30 min, y se re suspendieron en 400 pl de
solucién (SOLUCION 1), se colocaron en hielo 30 minutos. Posteriormente se le
adicionaron 125 pl de SOLUCION I, se homogenizd y se incubaron a 55°C
durante 30 minutos. Para la obtencion del DNA plasmidico se adicionaron 80 pl de
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fenol-cloroformo, centrifugando durante 8 minutos a 4°C, el patron de plasmido se
analizé en un gel de agarosa al 7% tefiido con bromuro de etidio en una camara
de electroforesis a 80 V por 6 horas, el gel se observé en un fotodocumentador de
luz UV. El segundo método fue para detectar plasmidos mas pequefios utilizando
el kit Plasmid Miniprep y siguiendo las indicaciones del fabricante. Los productos
se visualizaron en gel de agarosa al 1% y se utiliz6 como marcador la cepa control
la cepa 50192 que contiene 4 pldsmidos de 154kb, 66kb, 48kb y 7kb (Anexo 3,4).

Concentracion minima inhibitoria (MIC): Se determind por duplicado por
microdilucién en caldo en placas de fondo plano de 96 pozos. Utilizando
concentraciones para CAZ de 256 - 0.03 pg/ml y de CTX de 256 - 0.015 pg/ml en
caldo Mueller-Hinton. Se sacan las concentraciones con las cuales se trabajara,
una vez que tienen todas las concentraciones, cada pozo fue llenado con 100ul de
cada antibiotico y se agregaron 100ul de una difusion 1:20 de la bacteria
(previamente ajustada al 0.5 del nefelometro de Mac Farland). Las placas fueron
incubadas a 35°C durante 18 horas. Para esta prueba se utilizo como control
positivo la E. coli 25922 que tiene como punto de corte para CAZ 0.06 -0.5 pg/ml
y para CTX 0.03 - 0.12 pg/ml (CLSI, 2014).

Andlisis de resultados: Todos los analisis estadisticos se realizaron con ayuda
del software STATA-TRANSFER v.12.0. Utilizando la prueba de X? para hacer la
correlacién de produccion de BLEE y la susceptibilidad a antibiéticos. Para la
comparacion de proporciones entre el grupo filogenético y genes bla, se utilizé la
prueba exacta de Fisher. Todos los valores de p menor a 0.05 fueron

considerados estadisticamente significativos.
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V.- RESULTADOS

Susceptibilidad a antibiéticos. Durante el periodo de estudio, la bacteria mas
frecuentemente aislada de ITU fue E. coli, se recuperaron 131 aislamientos (uno
de cada paciente). El porcentaje de resistencia a antibiéticos de todos los
aislamientos se muestran en la figura 1, observando una resistencia mayor del
50% a los antibioticos betalactamicos (ampicilina, ampicilina/sulbactan, Cefazolina,
Ceftriaxona, Cefepime y Aztreonam), sin embargo, todos los aislamientos fueron
sensibles para carbapenémicos. La resistencia a Quinolonas fue mayor del 58%,
Aminoglucésidos mayor del 30% con excepcién a Amikacina que presentd una
sensibilidad del 100%. Para Trimetoprima/Sulfametoxazol la resistencia fue mayor
del 60%. Los aislamientos fueron clasificados como multidrogoresistente (MDR)

debido a que el 57% de los aislamientos fueron resistentes a tres o0 mas grupos de

antibidéticos.
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Figura 1. Prevalencia de la susceptibilidad a antibiéticos en cepas de Escherichia coli aisladas
de infecciones del tracto urinario en la Clinica Hospital del ISSSTE Chilpancingo.
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Produccion de BLEE. Se realiz6 la prueba de doble disco combinado en todos
los aislamientos clinicos, (Anexo 6.1). Se determind que 74 cepas fueron
productoras de BLEE (56.49%) y 57 cepas no productoras (43.51%). Una vez
obtenida la produccion de BLEE y la susceptibilidad a los antibioticos se buscé la
asociacion entre estas dos variables, demostrando que hay diferencia significativa
entre la produccion de BLEE y el perfil de resistencia, asi como también con la
multirresistencia, a excepcién de los antibioticos Ampicilina/Sulbactam (p=0.522) y
la Nitrofurantoina (p=0.634) (tabla 4). Los carbapenémicos presentaron una

sensibilidad del 100% (datos no mostrados).

Grupo filogenético de E. coli

A todos los aislamientos se les determiné el grupo filogenético, (productos de
genes chuA, yjaA y tspE4C). Del total de los aislamientos el grupo B2 (74.81%)
fue el mas predominante comparado con los otros grupos A (8.4%), B1 (3.05%) y
D (13.74%), lo cual pudiera indicar que el 88.55% de las cepas aisladas pueden
ser consideradas como patdégenas y el 11.45% como comensales. Al establecer la
relacion entre el grupo filogenético y la produccion de BLEE, no encontramos
diferencias significativas (valor de p = 0.111), sin embargo, el grupo filogenético
B2 fue el més predominante tanto en los aislamientos productores de BLEE como
en los no productores y el grupo B1 que solo se encontrd en los aislamientos no
productores de BLEE (Figura 2).
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Tabla 4. Asociacion entre susceptibilidad a antibioticos y produccion de BLEE

FENOTIPOS ASOCIADOS A LA RESISTENCIA DE

PRUEBA DE BLEE -

PRUEBA DE BLEE +

ANTIBIOTICO n(%) n(%) valor p
. Susceptible 20 (33.90) 0 .
Ampicilina - <0.001
Resistente 39 (66.10) 75 (100)
. Susceptible 22 (37.29) 24 (32)
Ampicilina/Sulbactam - 0.522
Resistente 37 (62.71) 51 (68)
) Susceptible 50 (84.75) 1(1.33) .
Cefazolina - <0.001
Resistente 9 (15.25) 74 (98.67)
. Susceptible 56 (94.92) 1(1.33) x
Ceftriaxona - <0.001
Resistente 3(5.08) 74 (98.67)
. Susceptible 54 (91.53) 1(1.33) .
Cefepima - <0.001
Resistente 5(8.47) 74 (98.67)
Susceptible 54 (91.53) 2 (2.67) .
Aztreonam - <0.001
Resistente 5(8.47) 73 (97.33)
. Susceptible 51 (86.44) 39 (52) "
Gentamicina - <0.001
Resistente 8(13.56) 36 (48)
. Susceptible 54 (91-53) 37 (49.33) "
Tobramicina - <0.001
Resistente 5(8.47) 38 .(50.67)
. . Susceptible 43 (72.88) 14 (18.67) "
Ciprofloxacino - <0.001
Resistente 16 (27.12) 61 (81.33)
) . Susceptible 43 (72.88) 14 (18.67 .
Moxifloxacino - <0.001
Resistente 16 (27.12 61 (81.33)
. ) Susceptible 52 (88.14) 68 (90.67)
Nitrofurantoina - 0.634
Resistente 7 (11.86) 7 (9.33)
. . Susceptible 26 (44.07) 17 (22.67) .
Trimetoprima/Sulfametoxazol - 0.008
Resistente 33 (55.93) 58 (77.33)
L ) No MDR 44 (74.58) 14 (18.67) .
Multirresistencia <0.001
MDR 15 (25.42) 61 (81.33)
Los datos obtenidos fueron utilizando la prueba de X* *: Son valores p<0.05, estadisticamente significativo, BLEE:
Betalactamasas de Espectro Extendido,
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P=0.111 mBLEE+ m BLEE-

100%

63.64% o6 100 66.67%
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6.36% 3.33%
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Figura 2: Grupo filogenético de Escherichia coli clasificados por
produccién de BLEE.

Grupo 025b-ST131 de E. coli

En los aislamientos productores de BLEE positivos que pertenecen al grupo
filogenético B2 se busco el grupo O25b-ST131. Los aislamientos que amplificaron
los productos de 347pb y de 300pb pertenecen a dicho grupo. El 36.36% de los
aislamientos fueron pertenecientes al grupo O25b-ST131, el 58.18% al grupo
ST131, el 3.64% al grupo O25b y el 1.82% no amplific6 para este grupo. Es
importante hacer mencion que de las 8 cepas seleccionadas para conjugacion no

pertenecieron al grupo O25b-ST131 (Anexo 6.3).
Caracterizacion de betalactamasas

Se identificaron los genes blargm, blaspy ¥ blactx-m-15 €n todos los aislamientos
clinicos. En el 38.17% de los aislamientos se identificd el gen blactx-.v-15 con un
producto de PCR de 544pb. El gen blasyy se encontr6 en una frecuencia del
30.53% obteniendo un producto de 861pb. Es importante mencionar que solo el
8.11% de los aislamientos presentaron ambos genes tanto CTX-M-15 como SHV.
Posteriormente se realizd la PCR del gen blargy, obteniendo una frecuencia del

54.96%, la cual pudiera representar una betalactamasa de amplio espectro, ya
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gue se encontro junto con las anteriores BLEE (Anexo 6.4). Una vez realizada la
caracterizacion de los genes bla se busco su relacion con los grupos filogenéticos.
El grupo B1 mostré valores significativos de p en los tres grupos genes, indicado
que este grupo no esta asociado con los genes bla, debido a que en este grupo no
hubo aislamientos que amplificara para dichos genes. Los grupos A 'y D no
presentaron valores significativos, indicado que los genes bla tampoco estan
asociados con estos dos grupos. Sin embargo, se observaron valores
significativos en el grupo B2 con los genes SHV y CTX-M-15, indicado que este
grupo se encuentra asociado con la presencia de estas dos BLEE (Figura 3). De
los aislamientos que amplificaron para el grupo O25b-ST131 el 75% de los

aislamientos presento el gen blactx-m-1s.

*: p significativo
TEM SHY mCTX-M
63% )
. 55% 61%
45% 9
o 379, 38% 44%
27% 30%
0 0 0
A Bl B2 D
* *
CTX-M:0.763 CTX-M: 0.0455 CTX-M:0.0153 CTX-M:0.6374
*
SHV:0.1317 SHV: 0.0455* SHV:0.0001 SHV:0.3458
*
TEM:0.3657 TEM: 0.0455 TEM:0.3124 TEM:0.3458
Valores p Valores p Valores p Valores p

Figura 3: Grupo filogenético de Escherichia coli clasificados por prevalencia de genes blartew,
blasnyv y blacTx-m.

Transferencia horizontal

En funcidn al perfil de resistencia y el grupo filogenético de las cepas productoras
de BLEE se seleccionaron 8 cepas para realizar las conjugaciones. Los
aislamientos fueron seleccionados en medios con Amp+Azida y Caz+Azida y para
corroborar la conjugacion se replicaron en medios MM, M9 AMP, CAZ Y LB

(Anexo 6.5). La extraccion de plasmidos se realiz0 tanto en los aislamientos
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clinicos como en transconjugantes. Tres aislamientos (2890, 3361 y 2654)
lograron transferir megaplasmidos mayores a 80kb (figura4A). En Cinco
aislamientos (3332, 3270, 2346, 2136 y 2806) no se lograron detectar los
plasmidos por la técnica de Kieser, por lo cual se utilizé el kit plasmid miniprep

obteniendo plasmidos de 6kb en los 5 aislamientos (figura 4B).
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Figura 4 Gel de extraccion de plasmidos. (A) Carril 1 y 16 marcado 50192. Carril
2-15 aislamientos parentales y transconjugantes (B) Carril 1-5 aislamientos
transconjugantes. Carrirl 6 marcador 50192

A los aislamientos seleccionados y sus transconjugantes se les determiné la MIC
para los antibioticos de CAZ (Ceftazidima) y CTX (Cefotaxima) obteniendo puntos
de corte >128ug/ml para el antibiético CTX y >64 ug/ml para el CAZ en las cepas
parentales. En los aislamientos transconjugantes el punto de corte para el CTX fue
de >256ug/ml y >128ug/ml para el CAZ con excepcion de tres aislamientos

(T2890, T2654 y T2136) que fueron sensibles a estos antibioticos. En estos
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aislamientos solo se detecto la betalactamasa tipo SHV, la cual pudiera ser una

betalactamasa de amplio espectro (tabla 6).

En la tabla 6 se muestran todas las caracteristicas moleculares y fenotipicas de
los 8 aislamientos seleccionados y los 8 transconjugantes. A las cepas
transconjugantes se les realizaron las PCR de genes blatem, blaspy Yy blacrx-m-15,
como también los MIC y la extraccion de plasmidos. También se realizaron PCRs
para identificar genes QNRs, que median resistencia a las quinolonas, donde

ninguno de nuestros aislamientos amplificé para dichos genes.
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Tabla 6. Caracteristicas genotipicas y fenotipicas de aislamientos de ITU y transconjugantes que adquirieron
genes bla mediante plasmidos

[No FILOGENIA PLASMIDO BLEE TEM  MIC (pg/ml) X PLASMIDO BLEE TEM MIC (pg/ml)
(Kb) CAZ CTX (kb) CAZ CTX

3332 B2 130 CTX-M-15, SHV + 64 >256 T3332 6 CTX-M-15,SHV + 128 >256
2806 B2 110 CTX-M-15 +  >256 >256 T2806 6 CTX-M-15 + 128 >256
2136 B2 130 CTX-M-15, SHV + 128 >256 T2136 6 SHV +  0.06 0.25
2346 D 110, 100 CTX-M-15,SHV + 64  >256 T2346 6 SHV + 256 >256
3361 D 130,100  CTX-M-15, SHV +  >256 >256 T3361 130,110  CTX-M-15,SHV +  >256 >256
2654 B2 110 SHV + 128 128 T2654 110 SHV + 0.5 0.06
2890 A 100, 90 CTX-M-15,SHV +  >256 >256 T2890 90 SHV + 0.5 0.25
3270 B2 130 CTX-M-15,SHV +  >256 >256 T3270 6 SHV +  >256 >256

X: Aislamientos transconjugantes, MIC: Concentracion Minima Inhibitoria, CAZ: Ceftazidima, CTX: Cefotaxima, BLEE: Betalactamasa de espectro extendido,
S: Sensible, I: Intermedio, R: Resistente

Puntos de corte
CTX: S:<8 I: 10-32 R: >64

CAZ: S:<8 I: 16 R: 232
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VI.-DISCUSION

Las B-lactamasas de espectro extendido descritas en bacilos Gram negativos, son
consideradas como un mecanismo significativo de resistencia a antibiéticos
betalactamicos y que esta asociada a la multidrogoresistencia (Mukherjee et al
2013). En el presente estudio realizado en la comunidad de Chilpancingo,
Guerrero, el 56.5% de las cepas aisladas fueron productoras de BLEE, este
porcentaje se correlaciond con la frecuencia de resistencia a Ceftriaxona (57%),
Cefepime (59%) y Aztreonam (58%). En un estudio realizado en la misma
comunidad en aislamientos de E. coli de ITU en pacientes ambulatorios durante el
periodo de septiembre 2010 a Agosto 2011 (Castro, et al.,2014), reportaron que el
62% de los aislamientos fueron productores de BLEE. Esta pequefia reduccion en
nuestro estudio de la produccion de BLEE, puede deberse a que el 27 de Mayo
del 2010 se aprobd y publico en el Diario Oficial de la Federacién la ley sobre la
venta de antibidticos con receta médica en México, por lo que su aplicacion en
afios puede estar influyendo a la reduccion de la resistencia a antibiéticos de
amplio espectro. Ademas, la produccion de BLEE se correlacion6 con la MDR
(57%), debido a que los aislamientos clinicos causantes de ITU en la poblacion de
estudio, mostraron una alta frecuencia de resistencia a Aminoglucésidos
(Gentamicina 33% y Tobramicina 32%), Quinolonas (Ciprofloxacino vy
Moxifloxacino 58%), al Trimetoprima/Sulfametoxazol 68% y a la Nitrofurantoina
10%, antibi6ticos no betalactamicos usados comunmente para tratamiento de ITU.
Esta MDR puede ser atribuida a la diseminacion de elementos genéticos
transferibles como los integrones, trasposones y plasmidos, que portan genes de
resistencia a estos antibiéticos (Paterson, 2006). Ademas, se ha sugerido que el
tratamiento empirico inadecuado de antibidticos puede generar una presion
selectiva en las bacterias (Guajardo, et al.,2009). La MDR (57%) asociada a la
produccion de BLEE ha sido reportada en diversas regiones geograficas,
evidencia de ello es lo reportado por Rijavec et al., 2006 quienes informaron que la
MDR estimada para el 2006 en Eslovenia fue del 42%. Mientras que en EE.UU
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fue del 7.1% (Gonzales et al., 2001), esto probablemente es atribuido al estricta

farmacovigilancia y restricciones del comercio de la FDA sobre los antibioticos.

En relacion con el grupo filogenético, el grupo patégeno B2 es el grupo que mas
prevalecidé en la poblacion, esto debido a que dicho grupo contiene genes que
codifican factores de virulencia responsables de promover las etapas de
colonizacion, adherencia, invasion y la evasion de los mecanismos de defensa del
hospedero (Bien et al., 2012). Un factor que puede influir dentro de este grupo
también es la presencia del grupo O25b-ST131, debido a que dicho grupo se
relaciona con genes de virulencia, patogenicidad y de resistencia (Clermont, et al.,
2008). En un estudio realizado en la region de Faisalabad en Pakistan, se report6
que el 50% de los aislamientos de UPEC pertenecieron al grupo B2, y el 19%
pertenecié a los grupos Ay B1 (19%) (Bashir, et al., 2012); lo que sugiere que
cepas consideradas como comensales pueden ocasionar ITU y estas pueden
presentar genes de resistencia a los antibiéticos, debido a que dichas bacterias
pueden adquirir genes de resistencia y patogenicidad en el tracto gastrointestinal
por la transferencia horizontal de genes (Moreno, et al., 2006). Los aislamientos
del presente estudio no mostraron una relacion significativa entre el grupo
filogenético y susceptibilidad a antibiéticos, lo cual sugiere que el grupo
filogenético no se asocia con la resistencia, sin embargo, se encontré asociacion

entre la susceptibilidad a antibiéticos y la produccién de BLEE.

En este estudio se realizé la caracterizacibn molecular de genes blacrx-m-15 Y
blasyy en donde la asociacion de estas BLEE fue un hallazgo comdn entre los
aislamientos, pudiéndose observar la prevalencia de CTX-M-15 (38.17%) del total
de aislamientos, esto es probablemente por la presencia del grupo O25b-ST131,
debido a que el 75% de los aislamientos positivos para este grupo presenta el gen
CTX-M-15 lo que sugiere que la presencia del grupo O25b-ST131 puede influir en
la presencia del gen CTX-M-15 (Clermont et al., 2009). Estudio realizado en la
misma comunidad por Castro, et al., en el 2008 obtuvieron una prevalencia del
43% entre las BLEE positivas. Sin embargo, en el periodo 2010 y 2011 reportaron

CTX-M con una frecuencia del 50% (Castro, et al., 2014). Estudio realizado en
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Monterrey México por Garza, et al., 2011, detectaron el gen CTX-M-15 en un
66.7%, otro estudio realizado en la comunidad de México por Reyna et al., 2013
detectaron el gen CTX-M-15 en 96,4%. Esto nos sugiere que la BLEE CTX-M es la
que prevalece en nuestra comunidad al igual que en otras partes del mundo, ya
que estudios han reportado que la BLEE de tipo CTX-M es la de mayor
distribucion (Blomberg, et al., 2005), la cual ha causado brotes en Canada,
Francia, Reino Unido, Espafia y Tunez (Livermore, et al., 2007). La BLEE tipo SHV
también estuvo presente entre nuestros aislamientos (54%), Es importante
mencionar que hace algunos afos esta BLEE predominaba en diversas partes del
mundo en aislamientos de K. pneumoniae (Jacoby, et al., 1991). Sin embargo con
el paso del tiempo estd BLEE se encuentra en una menor proporcion de cepas de
Escherichia coli. En un estudio realizado en el estado de Guerrero en el periodo
2004-2006 se encontro que el 16.1 % de los aislamientos E. coli eran portadores
del gen SHV (Castillo, 2007). En Guadalajara, México, en el periodo 2010-2011
fue detectada la SHV-5 en el 17% de aislamientos de E. coli (Morfin-Otero et al.,
2013). Otro estudio realizado en Chiclayo Peru en el periodo 2011 detectaron la
prevalencia de SHV solo en un 16% de los aislados de E. coli (Arce, et al., 2012) y
Reyna et al., 2013 en México detectaron que solo el 3% tenia el gen SHV. Esto
indica que las bacterias de diferentes géneros estan intercambiando genes de
resistencia lo que ha favorecido la diseminacién de CTX-M-15 (Canton, et al.,
2006). La prevalencia de la TEM fue de 54.96%, en su mayoria esta enzima
estuvo junto con Betalactamasas CTX-M-15 y SHV, por lo que esta betalactamasa
tipo TEM puede ser de amplio espectro y su vigilancia es muy necesaria, ya que
estas B-lactamasas pueden originar nuevos tipos de BLEE como lo reporta Du

Bois y colaboradores en 1995.

En el presente estudio se demostré la transferencia horizontal de genes que
codifican para BLEE. Estos genes estuvieron codificados tanto en megaplasmidos
de 80-130 Kb, como en plasmidos de menor tamafio (6Kb). Nosotros identificamos
genes CTX-M-15 y SHV en plasmidos pequefios, sin embargo, no podemos
descartar el que también pudieran tener otro tipo de mecanismo de resistencia en

los aislamientos clinicos que pudieran ser los responsables de la resistencia a
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cefotaxima y ceftazidima. Nuestros resultados en este estudio tienen gran
importancia debido a que se reporta que los genes que codifican para genes
blatem, blaspy Y blactx-u-15, se localizan en megaplasmidos. Como lo reportado por
Reyna-Flores et al., 2013 donde localizaron en plasmidos de 160Kb los genes de
CTX-M-15. Wang y colaboradores en el 2013 también lograron detectar el gen
CTX-M en plasmidos de 30-600Kb haciendo mencién que los genes para BLEE se
localizan en plasmidos de entre 20 - 200Kb. La diseminacion de genes bla en
megaplasmidos ha sido ampliamente documentada (Garza et al 2007; Millan et al
2012). Sin embargo, la presencia de plasmidos pequefios debe ser ampliamente
estudiada, ya que podria ser que la diseminacion de la resistencia en la
comunidad, se debe a plasmidos de menor tamafo que facilitan la movilidad entre

las diferentes especies causantes de ITU.
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VII.-CONCLUSION

1. La producciéon de BLEE, determinada fenotipicamente esta relacionada
significativamente con la MDR, en aislamientos clinicos de E. coli causante de
infecciones del tracto urinario en la comunidad de Chilpancingo, Guerrero.

2. Las cepas de Escherichia coli aisladas de ITU en la comunidad de
Chilpancingo, Guerrero, pertenecen principalmente al grupo filogenético B2,

seguido del grupo D.

3. Las betalactamasas CTX-M-15 y SHV estan relacionadas al grupo filogenético
B2 principalmente al grupo O25b-ST131, el cual se encuentra ampliamente

distribuida en todo el mundo.

4. Los genes que codifican para BLEE estan codificados en megaplasmidos de
(aproximadamente 90, 110 y 130 kb) y en plasmidos de 6Kb, los cuales pueden

ser transferidos por conjugacion.
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VIIl.- ANEXOS

ANEXO 1

Prueba doble disco combinado.

A partir de un cultivo fresco de agar, se tomaran de 3-5 colonias.

Se inocularan en tubos con 3 ml de solucion salina al 0.9%.

La suspension se ajustard a la turbidez a 0.5 en escala de Mc Faarland
(Alternativamente se puede ajustar con el espectrofotdmetro a una longitud
de onda de 625 nm con una DO de 0.08-0.10 de absorbancia).

En un lapso de tiempo no mayor a 15 minutos, después de ajustar la
turbidez, se sumergird un hisopo dentro de la suspension, rotando unas
veces Yy presionando firmemente contra la pared interna del tubo sobre el
nivel del liquido para eliminar el exceso de inéculo.

Posteriormente se inoculara la superficie de una placa de agar Muller-
Hinton por rayado con hisopo, repitiendo de 3-4 veces con la finalidad de
una distribucién constante del in6culo rotando la placa aproximadamente
60% cada vez.

Por ultimo se deslizara el hisopo sobre los bordes de la placa.

Se utilizaran discos con CAZ (30 pg) y CTX (30 ug) y discos de estos
mismos antibidticos adicionados con 10 pg de clavulanato de potasio
recomendado por el CLSI.

Los discos se colocaran a una distancia mayor de 30 mm uno de cada otro,
presionando ligeramente para asegurar el contacto con la superficie,
después de 15 min de haber colocado los discos se depositaran en las
cajas de Petri y se incubaran a 35°C durante 16-18 horas.

La produccion de BLEEs sera inferida si los halos de inhibicion de los
discos con clavulanato fueron = 5 mm que los discos que no tenian
inhibidor.
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ANEXO 2

TECNICA PARA CONJUGACION

Fundamento:

Constituye el mecanismo de transferencia de genes de resistencia antibiotica. La
conjugacion bacteriana es la transferencia de una hebra de DNA de un donador, a
través de un pili, a una célula receptora durante una forma de fusion celular

altamente localizada.

Procedimiento:

1.- En 1ml de LB sembrar una colonia fresca de la célula donadora (R).

2.- En 10 ml de Ib sembrar una colonia de J53 e incubar 3 hrs a 37°C en agitacion
lenta (30 rpm)

3.- Se espatulan 100 ul en cajas selectivas (AZ+CTX y AZ+AMP) de las cepas
donadoras y receptoras (controles).

4.- Mezclar 800 pl de laJ5 200ul de donadora (R) se incuba 37° sin agitacion
durante 3 hrs.

5.- Se toman 100u! y se espatulan en medios selectivos (AZ+CTX y AZ+AMP).

6.- A la mezcla se le adiciona 1.8 ml de LB y se incuba a 37°C durante toda la
noche.

7.- Al dia siguiente se plaguean 200pl de la mezcla diluida en medios selectivos.

8.- De lo que gueda se toman 200pl para colocar en el filtro que esta en la caja del
medio LB. NOTA en los controles no debe haber crecimiento y en la conjugacion
de 3 hrs se seleccionan las colonias.

9.- Replicar con palillos en medios M9 y MM del cultivo de 3y 24 hrs.

10.- Con un hisopo recolectar la cosecha del filtro y diluir en 1 ml de agua
destilada,

11.- De esta dilucion replicar en medios selectivos 100l

12.- Si no se aislan transconjugantes hacer diluciones y plaquear nuevamente en
medios selectivos.
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ANEXO 3
EXTRACCION DE MAGA PLASMIDOS (METODO DE KIESER)
Fundamento:

En un gel de agarosa tratado con bromuro de etidio, el ADN de cada plasmido
aparece como una banda, que migra a una distancia inversamente proporcional al
logaritmo de su tamafio.

Preparaciéon de la muestra:

1.- Sembrar las cepas en 5 ml de LB y dejar a 37°C durante toda la noche en
agitacion.

2.- Se toman 3 ml y se centrifugan para empastillar
3.- Se decanta y se re suspende las pastilla en 400 pl de la SOLUCION 1.

4.- Vortexear y se agregan 100ul de lisozima (10mg/ml) NOTA la lisozima se debe
mantener en hielo.

5.- Mezclar muy suavemente varias veces X inversion
6.- Incubar 30 min en hielo

7.- Agregar 200ul de SOLUCION Il e inmediatamente mezclar varias veces por
inversion

8.- Incubar a 55 °C por 30 min y posteriormente enfriar en agua a temperatura
ambiente por 5 min

9.- Agregar 80 pl de fenol acido-cloroformo a temperatura ambiente y vortexear
NOTA hasta que quede lechoso.

10.- Centrifugar 20 min a 4°C a 14000 rpm.

11.- Tomar 350-400 ul de sobrenadante, evitando tomar pastilla.
12.- Mantener el sobrenadante a 4°C o congelar.

13.- Corren en un gel de agarosa al 0.7% con TBE vy tefiir.

14.- Correr en camara mediana 6 horas o grande toda la noche a 69 V.
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Corrimiento del gel

15.- Una vez que se prepara el gel de agarosa al 0.7% correr 45 pl del
sobrenadante (mas de 6ul del colorante 6X, azul de bromofenol).

Preparacion de la camara
16.- Se coloca TBE 1X suficiente para cubrir el gel ya puesto en la camara.
17.- Colocar la muestra en pozos del gel.

18.- Correr la muestra de 30-60 minutos a temperatura ambiente a 95 voltios
posteriormente a 4°C por 6 horas a 95 voltios.

19.- Se seca el gel y se tifie por 20 minutos en bromuro de etidio.
20.- Se observan las bandas en luz ultravioleta y se toma la foto.
21.- Utilizando como control para la extraccion de plasmidos las siguientes cepas:

Cepas con diferentes pesos moleculares.

Escherichia coli

S4 170 kb
R1 93 kb
Rp4 54 kb
R6K 40 kb

Soluciones para plasmidos

Solucion No. |
STOCK VOLUMEN (100 ml) CONCENTRACION
FINAL
SACAROSA 1M 30 ml 0.3 M
TRIS HCI (Ph=8) 1M 2.5ml 25 mM
EDTA (Ph=8) 0.5M 5.0 ml 25 mM
H,0 62.5 ml

Nota: Esta solucion debe permanecer el hielo, después se guarda a -4°C.

Solucion No. |l
STOCK VOLUMEN (5 VOLUMEN (1 CONCENTRACION
ml) ml) FINAL
NAOH 5M 300 pl 60 pl 0.3M
SDS 10 % 1 ml 200 pl 2%
H,O 3.7ml 740 pl

Nota: Se prepara lo necesario para la reaccion y se desecha el sobrenadante.
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ANEXO 4
PLASMID MINIPREP KIT
1.- Aiadir 600 ul de la cepa crecida en caldo LB a un tubo de Ependorff de 1.5 mi

2.- Afiadir 100 pl de 7X Lisis Buffer (Blue) y mezclar invirtiendo el tubo de 4 a 6
veces (la solucién debe quedar de color azul)

3.- Afiadir 350 pl de cold Neutralization Buffer(Yellow) y mezclar bien. La mezcla
se vuelve de color amarillo y se forma un precipitado amarillento.

4.- Centrifugar de 11000 a 16000 rpm de 2-4 minutos

5.- Transferir 900 pl del sobrenadante a una columna Zymo-Spin™
6.- Colocar la columna en un tubo y centrifugar 15 segundos
7.-Deseche el filtrado y coloque la columna en el mismo tubo

8.- Afladir 200 ul del Endo-Wash Buffer a la columna. Centrifugar durante 30
segundos

9.- Afadir 400yl del Zyppy™ Wash Buffer a la columna

10.- Transferir la columna a un tubo de microcentrifuga 1.5 ml limpio. Afadir 30
ul Zyppy™ Elution Buffer directamente a la matrix de la columna y se deja reposar
durante un minuto a temperatura ambiente

11.-Centrifugar durante 30 segundos para eluir el DNA plasmidico
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ANEXO 5

MEDIO LURIA — BERTONI (LB) (Anon, n.d.)

Formula:

o 10 gr. De NaCl
o 5 gr. De extracto de levadura
o 10 gr. De Bactotriptona o peptona de caseina

o 15 gr. De agar bacteriolégico

Preparacion:

Disolver en 1000 ml de agua bidestilada, ajustar a pH de 7.5, aforar a un litro con

agua bidestilada, esterilizar y vaciar en placas.

Antibidticos:

Para preparar LB con antibioticos, se prepara una solucion stock de cada
antibiético y se adiciona voliumenes de esta solucibn para llevar a una

concentracion final de:

e Ampicilina 100 ug/ml

e Cefotaxima 4 pg/ml
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ANEXO 6
FIGURAS DE LAS TECNICAS EMPLEADAS

1.-Produccion de BLEE

Prueba de doble disco combinado. A) control
positivo de BLEE B) control negativo de BLEE C)

Muestra 2111 negativa D) Muestra 2249
positiva.

2.- Filogenia de Escherichia coli

1 2 3 4 5 6 7 8
2194 2412 2249 2188 2094 2235 2128

B2 B2 B2 B2 B2 B2 B2

PCR de grupo filogenético. Todos los carriles de las muestras 2194, 2412, 2249,
2188, 2094, 2235, 2128 y 2091 pertenecen al grupo filogenético B2 obteniendo los
productos de 279, 211 y 152pb

3.- Deteccién de grupo O25b-ST131

Electroforesis en gel del grupo O25b-ST131 Carril 1: Marcador de
peso molecular. Carril 2-7 aislamientos clinicos. Carril 7: control positivo.
Carril 8: control negativo carril 4: muestra positiva al gen O25b-ST131
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4.- Deteccioén de genes bla

3332

Electroforesis del gen blactx.w. Carril 1 ATCC productora de CTX-M-
15. Carril 2,5, 6, 7 y 8 aislamientos positivos de gen blactx.m carril 3y
4 aislamientos de E. coli negativos.

= _1500pb
: b 1200pb
861pk > = 1000ph

2677 3270 2654 3136 2490 3104 CP -500pb

Electroforesis del gen blasyy Carril 1-6 muestras positivas al gen
blaSHV de 861pb. Carril 7 control positivo SHV y carril 8 marcador
de peso molecular

1 2 3 -4 3 6 7
2674 2580 2488 3364 S 2364 3228 2539
)
kY

672pb [ ——— R ———

Electroforesis del gen biaTEM_ Cérril 1‘,>2, 3, 4,5, 6, 7 aislamientos de
E. coli productores de blarem amplificando un producto de 672pb,
Carril 8 marcador de peso molecular

5.- Replicacion en medios selectivos

Figura 9 . Replicacion de los aislamientos. Replicacion del aislamiento 3361 en medios con MM, M9,
AMP CAZy LB
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