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GLOSARIO

bla.rx_u (Cefotaximase): Gen que codifica la produccion de B-lactamasas de espectro
extendido (BLEE) de la clase A de Ambler, confiere resistencia a la cefotaxima,

ceftriaxona, ceftazidima y otras cefalosporinas de tercera generacion (1).

blapy, (Dhahran Health Assembly): Gen que codifica la produccion de B-lactamasas
de tipo AmpC (clase C de Ambler), una enzima que otorga a la bacteria resistencia a una
amplia gama de antibidticos P-lactdmicos, como penicilinas, cefalosporinas y

monobactamicos (2).

blargx (Foxitinase): Gen que codifica la produccion de B-lactamasas de tipo AmpC
plasmidica (clase C de Ambler), otorga la misma resistencia a antibioticos que la enzima

codificada por el gen blapy, (2).

bla;yp (Imipinemase): Gen que codifica una metalo-p-lactamasa (MBL) de la clase B
de Ambler. Esta enzima confiere a las bacterias la resistencia a casi todos los B-lactamicos

excepto al aztreonam (3).

blagpc: Codifica B-lactamasas tipo KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase), que
son enzimas capaces de hidrolizar carbapenémicos, ademas de penicilinas, cefalosporinas

y aztreonam. Pertenecen a la clase A de Ambler (1).

blagx4_4g: Gen que codifica la B-lactamasa de tipo OXA-48 (oxacilinase) de la clase D
de Ambler. Confiere actividad hidrolitica a los carbapenémicos, pero en un menor grado

comparado con otras carbapenemasas como la KPC (4).
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blagyy: Gen que produce B-lactamasas tipo SHV (Sulfhydryl Variable) de la clase

molecular A de Ambler, otorgan resistencia a penicilinas y cefalosporinas (1).

blargy: Gen de B-lactamasas tipo TEM (Temoneira) de la clase molecular A, comun en

Escherichia coli. Confiere resistencia a penicilinas y también a cefalosporinas (1).

blay;y (Verona Integron-Encoded Metallo-p-lactamase): Gen que codifica MBLs
pertenecientes a la clase B de Ambler. Confiere resistencia frente a todos los B-lactdmicos,

excepto el aztreonam (3).

Disco de sensibilidad: Discos de papel filtro impregnados con una determinada

concentracion de una sustancia antimicrobiana (5).

Electroforesis: Técnica de laboratorio utilizada para separar biomoléculas como ADN,

ARN vy proteinas, basandose en su peso molecular y carga eléctrica (6).

Fenotipo: Es la manifestacion externa de un conjunto de caracteres hereditarios que

dependen tanto del material genético como del ambiente para su expresion (7).

Genotipo: Referido a la informacion genética de todo ser vivo, en este caso, bacteriano,

se transmite por herencia y recombinacion principalmente (7).

Halo fantasma: Es la manifestacion fenotipica de la presencia de BLEE, son zonas de
inhibicion débiles, tenues o poco definidas que rodean un disco de antibidtico. Otras

manifestaciones son, por ejemplo, la formacioén de protuberancias o aplanamiento de los
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halos o alguna otra forma no simétrica de los mismos, algunos conocen a estos fendémenos

como como colas de pez u ojos de cerradura (8).

Hidrélisis de un B-lactamico: Proceso bioquimico catalizado por una -lactamasa que

consiste en la ruptura irreversible del enlace amida del anillo B-lactamico (9).

Método de disco difusion: Técnica microbioldgica utilizada para determinar la

sensibilidad o resistencia de bacterias frente a diferentes antimicrobianos (10).

Método de Jarlier: Técnica microbioldgica utilizada para detectar mecanismos de
resistencia enzimaticos como las BLEE, utiliza antimicrobianos como las cefalosporinas

junto a un inhibidor de B-lactamasas enfrentados a una especie bacteriana de interés (8).

Plasmido: Molécula de ADN circular pequefia ubicada en el citoplasma de las bacterias,
es decir, estdn separadas fisicamente del cromosoma y se replican de manera

independiente (7).

Shock térmico: Es un proceso fisico por el que la pared bacteriana se rompe debido al

cambio brusco de temperaturas bajas a altas, esto permite la liberacién del contenido

citoplasmatico de la bacteria, incluido el ADN (11).
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Resumen

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) en Enterobacterales, particularmente a los 3-
lactdmicos, constituye un grave problema de salud publica a nivel mundial, debido a la
proliferacion de genes productores de B-lactamasas que complican el tratamiento de
infecciones. La presente investigacion tuvo como objetivo tipificar las f-lactamasas en
enterobacterias procedentes del cepario del Laboratorio Regional de Salud Publica de
Cajamarca, durante el periodo 2023 — 2024. Se evaluaron 158 muestras de
Enterobacterales mediante métodos fenotipicos como Jarlier, disco difusion y Blue-
Carba, para detectar enzimas causantes de RAM. Posteriormente, se realizaron reacciones
en cadena de la polimerasa (PCR) para identificar genes especificos de las cuatro clases
moleculares de Ambler. Se detectd la presencia de genes de todas las clases moleculares
de Ambler. La clase A fue la més frecuente, destacando el gen bla rx_p en el 30.4% de
las especies evaluadas, seguido por blargy (12.0%), blasyy (8.9%) y blakpc (3.2%). El
unico gen de la clase B detectado fue blay;y, (1.3%). Los genes blapy, y blapgy de la
clase C se identificaron en el 7.6% de las especies. Solo se detectd una especie portadora
del gen blapyxs_4g de la clase D. La mayor diversidad de genes productores de B-
lactamasas se observo en E. coli y K. pneumoniae. Se concluye, que la presencia de las
cuatro clases moleculares de B-lactamasas en los Enterobacterales estudiados confieren
resistencia a un amplio espectro de B-lactdmicos. Se resalta la coocurrencia de genes,
donde algunos de la clase A fueron acompafiados por otros genes de la misma clase o de

clases diferentes.

Palabras clave: Enterobacterales, genes de resistencia, -lactamasas, resistencia a los

antimicrobianos (RAM), BLEE, frecuencia.
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Abstract

Antimicrobial resistance (AMR) in Enterobacterales, particularly to p-lactams,
constitutes a severe global public health problem due to the proliferation of f-lactamase-
producing genes that complicate infection treatment. This study aimed to typify B-
lactamases in enterobacterias isolated from the strain collection of the Laboratorio
Regional de Salud Publica de Cajamarca, during the period 2023-2024. A total of 158
Enterobacterales isolates were evaluated using phenotypic methods such as Jarlier, disk
diffusion, and Blue-Carba tests to detect AMR-causing enzymes. Subsequently,
polymerase chain reactions (PCR) were performed to identify specific genes from the
four Ambler molecular classes. Genes from all Ambler molecular classes were detected.
Class A was the most frequent, highlighting the blacrx—» gene in 30.4% of the evaluated
species, followed by blargy (12.0%), blagyy (8.9%), and blagp (3.2%). The only Class
B gene detected was blayy (1.3%). Class C genes, blapy, and blagyy, were identified
in 7.6% of the species. Only one species carrying a Class D gene was detected. The
highest diversity of B-lactamase-producing genes was observed in E. coli and K.
pneumoniae. It is concluded, that the presence of the four molecular classes of f-
lactamases in the Enterobacterales studied confers resistance to a broad spectrum of f3-
lactams. The co-occurrence of genes is noteworthy, with some Class A genes

accompanied by other genes of the same class or from different classes.

Key words: Enterobacterales, resistance genes, -lactamases, antimicrobial resistance

(AMR), ESBL, frequency
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CAPITULO I

INTRODUCCION

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) es uno de los problemas de salud publica méas
graves a nivel mundial (12). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la ha declarado
como una de las diez amenazas mas importantes a las que se enfrenta la humanidad (13).
Mas de 700 mil muertes promedio al afio se producen por infecciones causadas por
bacterias resistentes; siendo el 2019 el afio con mayor niimero de decesos, donde las
infecciones por bacterias resistentes causaron mas de 1.2 millones de muertes a nivel
global (14,15). Se estima que, para antes del 2050, las cifras aumenten a mas de 10
millones de decesos anuales y pérdidas econémicas que superarian los 100 billones de

dolares (16).

Los Enterobacterales actualmente son objeto de estudio debido a la plasticidad genética,
facilidad y rapidez con que adquieren RAM, como por ejemplo Klebsiella pneumoniae y
Escherichia coli con numerosos genes de resistencia reportados. Klebsiella 'y
Enterobacter, estan actualmente incluidos dentro del grupo “ESKAPE”, que engloba a
las bacterias mas resistentes y con mayores reportes de produccion de enzimas hidroliticas
como las P-lactamasas (17,18). Se han descrito reportes de la produccion de
carbapenemasas, B-lactamasas de espectro extendido (BLEE), AmpC y oxacilinasas
(OXA) a nivel mundial en Enterobacterales, confiriendo resistencia a todo tipo de B-

lactamicos (19).

La reciente pandemia del SARS-CoV-2 ha agudizado esta crisis, impulsando un
incremento en la frecuencia de reportes de RAM, especificamente aquella mediada por

B-lactamasas. Este incremento se atribuye al uso masivo de antibidticos y a la mayor



presion selectiva en entornos hospitalarios durante ese periodo (20). La no identificacion
oportuna de las B-lactamasas conlleva a un retraso de la terapia con antibidticos
adecuados, acelerando el desarrollo de la RAM (23). En nuestra region, si bien se reportan
frecuentemente aislados de Enterobacterales productores de P-lactamasas, la gran
variedad genética exige el empleo de técnicas moleculares para confirmar genes de
resistencia. Esta limitacion impide tanto nuestro conocimiento sobre la situacion
epidemioldgica actual como la implementacion de estrategias de tratamiento efectivas,

adecuadas a los mecanismos de resistencia circulantes.

Abordar la identificacion precisa de estos genes es un desafio relevante y crucial para
comprender el panorama actual de las B-lactamasas en Cajamarca. Por lo tanto, la
tipificacion de B-lactamasas en Enterobacterales contribuira a fortalecer la vigilancia
laboratorial y epidemioldgica local, facilitando el reporte oportuno de genes de RAM
predominantes, como las BLEE, MBL, AmpC y OXA, estas tres ultimas aun no
estudiadas a profundidad en nuestra region. Con este fin, la investigacion se propone
realizar una tipificacion de B-lactamasas en enterobacterias procedentes del cepario del
Laboratorio Regional de Salud Publica de Cajamarca (LRSP) durante el periodo 2023 —

2024.



CAPITULO II

MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la Investigacion
Jia et al. (21) en el 2021, realizaron un estudio en 809 muestras de pacientes adultos
con infecciones del tracto urinario (ITU) atendidos en hospitales de China, con el
proposito de determinar los niveles de prevalencia de BLEE en E. coli. Determinaron
que los antibidticos con tasas de susceptibilidad mas bajas fueron las cefalosporinas,
variando entre el 58.6% y el 74.9%. Los antibidticos con tasas de susceptibilidad mas
alta, superior al 95%, fueron imipenem, colistina, ertapenem, entre otros.
Concluyeron que, las BLEE de E. coli, son un problema importante en los pacientes

chinos que padecen de ITU, con una prevalencia promedio del 38.0%.

Alemayehu et al. (22) en el 2020, realizaron la deteccion fenotipica de resistencia a
carbapenémicos en bacilos gramnegativos a partir de muestras clinicas de orina,
sangre, liquido cefalorraquideo, entre otras, de pacientes atendidos en un hospital de
Sidama-Etiopia. Obtuvieron 111 cultivos a partir de 103 pacientes. Del total, diez
cultivos fueron productores de carbapenemasas con tasas globales del 9.0% en la
técnica de inactivacion de carbapenémicos modificados. Las bacterias productoras
de carbapenemasas encontradas fueron, Pseudomonas spp. (30%), E. coli, K.
pneumoniae 'y Acinetobacter spp. (20.0%), y Klebsiella oxytoca (10%). Los fA&rmacos
con elevada tasa de resistencia fueron, ampicilina, cefuroxima, cefotaxima, entre
otros. Concluyeron que los bacilos gramnegativos productores de carbapenemasas

son del 9.0% en las muestras.



Abbasi et al. (17) en el 2020, determinaron la prevalencia de enterobacterias
productoras de BLEE causantes de sepsis en pacientes con cancer de un hospital de
Ahvaz-Irdn. Recolectaron 1700 hemocultivos de 610 pacientes con céncer con
posible bacteriemia. Utilizaron la prueba combinada disco-difusion de sensibilidad a
antibidticos y PCR, 100/610 pacientes presentaron bacteriemia. EI 21.0% de cepas
fueron enterobacterias, E. coli, K. pneumoniae, Enterobacter sp., Citrobacter freundii
y Serratia marcescens. Estos aislados fueron resistentes a mas de tres antibidticos,
incluyendo, cefepima, imipenem, meropenem, piperacilina/tazobactam, aztreonam,
entre otros. Concluyeron que, de 21 aislados de enterobacterias, 9 eran productoras
de BLEE, demostrando el predominio de gramnegativas causantes de bacteriemia en

pacientes con cancer del suroeste de Iran.

Rizi et al. (23) en el 2020, realizaron aislamientos clinicos de E. coli y Klebsiella
spp., coproductoras AmpC. Obtuvieron un total de 602 muestras clinicas de tres
hospitales de Mashhad-Iran. Sometieron las muestras a pruebas fenotipicas para
BLEE. Para determinar la presencia de AmpC, realizaron la prueba de susceptibilidad
a la cefoxitina entre los aislados productores de BLEE. De las 336 BLEE positivas,
64.8% (230) de aislamientos mostraron resistencia a la cefoxitina, 30% de estos
producian BLEE tipo AmpC, 22% evidenciaron un fenotipo multirresistente.
Ademas, por PCR se demostro que 16.7% (56) de los aislamientos fueron positivos
para genes del grupo ampC plasmidico. Concluyeron que, la baja inhibicion de E.
coli y Klebsiella spp. por cefoxitina, es una alarma importante debido a la presencia

de AmpC plasmidico.



Yaqoob et al. (24) en el 2019, determinaron la frecuencia del gen blapxa_asg
productor de carbapenemasas en enterobacterias provenientes de pacientes atendidos
en un hospital de atencion terciaria en Lahore-Pakistan. Aislaron un total de 188
cepas puras de enterobacterias fermentadoras de lactosa de diferentes muestras
clinicas. Mediante PCR, encontraron que 60 de las cepas aisladas (31,9%) eran
portadoras del gen blay 4—_4g, donde Klebsiella spp., fue la portadora mas comun del
gen en estudio (44%). Afirmaron que, la presencia del gen blayy4_4g €n las cepas de
pacientes pakistanies es muy alta (31.9%) por lo que sugieren que es necesario dar

un seguimiento continuo a estos genes.

Garcia (25) en el 2023, determind especies de Enterobacterales coproductoras de
carbapenemasas tipo KPC, NMD y OXA-48, a partir de muestras bioldgicas de
pacientes de las unidades de medicina, emergencia y cuidados intensivos del hospital
Victor Lazarte Echegaray, Trujillo-Pera. Utilizé pruebas automatizadas de AutoScan-
4 y pruebas inmunocromatograficas rapidas RESIST-3 OKN K-SeT para determinar
los tipos de carbapenemasas. De 134 cultivos, K. pneumoniae es la que presento la
mayor resistencia al imipenem y meropenem, evidenciando la presencia de
carbapenemasas tipo KPC. Concluy6 que, de las bacterias aisladas de las muestras

biologicas, ninguna tuvo la capacidad de producir dos o mas carbapenemasas.

Cuicapuza (26) en el 2023, realiz¢ la caracterizacion fenotipica y genotipica de cinco
aislamientos clinicos de enterobacterias productoras de carbapenemasas de los
establecimientos de salud en Lima-Peru. Los aislamientos se identificaron como K.
pneumoniae, Citrobacter portucalensis y E. coli. Todas estas cepas mostraron

fenotipos multirresistentes, revelando que la carbapenemasa OXA-181 estuvo



presente en todos los aislamientos. También determiné mecanismos de resistencia
asociados a la tetraciclina, aminoglucosidos y trimetoprima. Ademas, la presencia
del gen gnrS1 downstream de blayx 4151, confirio resistencia a las fluoroquinolonas
en todos los aislamientos. Concluyd que la carbapenemasa OXA-181 esta

adquiriendo gran relevancia, incluso tanto como la carbapenemasa OXA-48.

Angles et al. (27) en el 2023, determinaron el panorama de las carbapenemasas en
Peru a través de una revision de literatura del reporte de estas enzimas confirmadas
genotipicamente, publicada desde los afios 2000 a 2019. Encontraron 14 estudios en
los que se realiz6 la caracterizacion genotipica de 313 carbapenemasas, 103 de los
reportes pertenecieron a estudios en enterobacterias, entre los que destacan K.
pneumoniae, Proteus mirabilis, E. cloacae, entre otras. Segun la estructura
molecular, 64 fueron caracterizadas como MBLs y 39 como serin-f-lactamasas.
Concluyeron que, las publicaciones con reportes de carbapenemasas en pacientes
peruanos aiin es muy escasa, y los reportes genotipicos provienen en su gran mayoria

de la capital Lima.

Diaz et al. (28) en el 2021, estudiaron la etiologia de infecciones y prevalencia de
enterobacterias productoras de BLEE y carbapenemasas en 201 pacientes con
diagnoéstico presuntivo de ITU, atendidos en los laboratorios clinicos privados
Genmédica y Norlab de Chiclayo-Pert. Encontraron que las especies bacterianas mas
prevalentes fueron E. coli (57.71%), Klebsiella sp. (8.46%), Proteus sp. (6.97%) y
Enterobacter sp. (5.47%). Estas cepas mostraron ser resistentes a la ampicilina,
amoxicilina/acido clavuldnico y norfloxacino. Determinaron que el 67.2% de cepas

de E. coli producian BLEE y el otro 31.2% eran productoras de carbapenemasas. E.



coli fue la bacteria aislada con mayor frecuencia en las ITU, mostrando una alta

prevalencia de BLEE y carbapenemasas, especialmente en mujeres de 39 a 46 anos.

Falconi ef al. (29) en el 2018, determinaron la frecuencia y factores de riesgo para
bacteriemias por enterobacterias productoras de BLEE, en pacientes de un hospital
publico de Lima-Per. De los 85 casos de bacteriemias ocasionadas por
enterobacterias, se encontrd que el 50.5% y el 29.4% de infecciones fueron causadas
por E. coli y K. pneumoniae respectivamente. El 50.5% de las infecciones halladas
fueron por cepas productoras de BLEE. También, determinaron que la mortalidad en
la poblacién con infecciones producidas por enterobacterias productoras de BLEE
fue 16.2% y la mortalidad causada por bacterias no productoras de BLEE fue del
7.1%. Concluyeron que, la mitad de bacteriemias en pacientes hospitalizados de este
estudio fueron productores de BLEE, siendo E. coli y K. pneumoniae las especies

mas frecuentes, y ademas que, de estas, el 40 % son adquiridas en la comunidad.

Rivera et al. (30) en el 2015, lograron determinar las BLEE tipo TEM y CTX-M en
Klebsiella spp., y E. coli, aisladas a partir de superficies de ambientes hospitalarios
de Cajamarca. De 125 muestras obtenidas por hisopado de superficies de las distintas
areas del hospital, solo 15 del total de cepas aisladas de enterobacterias mostraron
ser resistentes a los B-lactimicos mediante pruebas fenotipicas. Al realizarse la PCR,
se encontro que 11 cepas fueron portadoras de los genes blargy v blacrx—p alavez,
y solo tres presentaron el gen blacrx_p. Concluyeron que la deteccion de estas
bacterias con BLEE tipo TEM y CTX-M, deben realizarse tanto a nivel intra y

extrahospitalario.



2.2. Bases Teoricas

2.2.1. Orden Enterobacterales

2.2.1.1.

Taxonomia y caracteristicas generales

La taxonomia de la familia Enterobacteriaceae ha estado sujeta a
constantes revisiones y actualizaciones (31). Entre 2016 y 2017,
estudios filogenéticos revelaron que algunos de sus miembros
tradicionales, como Morganella, Serratia, Proteus, Providencia,
entre otros, estaban evolutivamente distantes del ntcleo principal de
la familia, por lo que se propuso dividir Enterobacteriaceae en
distintas familias nuevas como Yersiniaceae, Morganellaceae,
Hafniaceae, entre otras, reagrupando asi a estos géneros
tradicionales (31, 32). Sin embargo, debido a su relevancia clinica y
para mantener la utilidad practica en diagnosticos y estudios, se optod
por agruparlos bajo el orden Enterobacterales, que conserva una

clasificacion mas amplia e inclusiva.

Asi mismo, otra actualizacién taxonomica relevante concierne a la
especie Enterobacter aerogenes, que, basandose en estudios
filogenéticos y moleculares, ha sido reubicada y ahora se conoce
como Klebsiella aerogenes (33). Estas modificaciones en la
nomenclatura y agrupacioén de especies, ya han sido oficialmente
aceptadas por el LPSN (List of Prokaryotic Names With Standing in
Nomenclature) (31); sin embargo, su implementacion en la practica
clinica y en los informes de laboratorio aiin se estdn dando de forma

gradual.



La siguiente ubicacion taxonomica del orden Enterobacterales, sigue

vigente actualmente (7,34).

- Dominio: Bacteria

- Reino: Pseudomonadati

- Filo: Pseudomonadota

- Clase: Gammaproteobacteria

- Orden: Enterobacterales

Algunos miembros del orden Enterobacterales forman parte de la
microbiota intestinal de muchos seres vivos; sin embargo, asi como
un grupo es comensal, otro muy pequefio abarca a los géneros mas
conocidos de patogenos y que mas infecciones causan a nivel
mundial (7,32). Los Enterobacterales tienen morfologia bacilar o
cocobacilar, son gramnegativos no formadores de esporas y una gran
parte fermenta azlcares, lo que conlleva a la produccion de acido
lactico o la formacidn de otros productos finales; su tamafio es muy
variado entre los géneros que lo conforman, yendo de 1 a 5 um de

longitud (7).

En relacion a su movilidad, a excepcidon de Shigella spp., Klebsiella
spp. y especies de Yersinia spp., son moéviles debido a la presencia
de flagelos (35). Otras estructuras y caracteristicas similares de esta
familia, son la presencia de fimbrias que participan en la adhesion

bacteriana a las células de su hospedero, actuando como importantes



2.2.1.2.

factores de virulencia (7). El grupo patogénico de los
Enterobacterales, se caracteriza por la gran facilidad de desarrollar
mecanismos de RAM, tanto estructurales como enziméticos, por
ejemplo, la produccion de B-lactamasas y todo su repertorio de

variedades enzimaticas (36).

Enterobacterales de importancia clinica

. Morfologia y metabolismo

Género Citrobacter: Son bacilos con medidas que van hasta los 5
um de longitud, ademas, son bacterias moviles debido a la presencia
de flagelos peritricos, son catalasa, lactosa, citrato, ureasa y
aerogenas positivas incluido para la prueba de Voges Proskauer y
fermentacion de la glucosa. Oxidasa, lisina descarboxilasa e indol
negativos, producen H, S visible en la prueba Triple Sugar Iron (TSI)

y sus colonias se tornan de color rosa en agar MacConkey (7).

Género Enterobacter: Presentan un didmetro entre 0.3 y 0.6 pm y de
0.8 a 2 um de longitud, tienen flagelos peritricos, son catalasa,
citrato, aerdgenas positivas incluido para la prueba de Voges
Proskauer y fermentacion de glucosa, lactosa positivas, oxidasa,
ureasa e indol negativas, no productoras de H,S, es positiva
generalmente para la prueba de descarboxilacion de lisina y sus
colonias se tornan de color rojo o rosa brillante, ligeramente

mucoides en el agar MacConkey (7).

10



Género Escherichia: Presentan morfologia bacilar, miden entre 1 y
2 umde largo, y hasta 1 um de didmetro, presentan movilidad debido
a la presencia de flagelos peritricos, son lactosa, catalasa e indol
positivas, son oxidasa, ureasa y citrato negativas, en agar
MacConkey, sus colonias crecen de color rosa o rojizo leve debido a
la formacién de acido producto del metabolismo de la lactosa, en
agar TSI, son fermentadoras y aerdgenas, a partir de glucosa, no
producen acetoina, lo que indica que es negativa para la prueba de
Voges-Proskauer y en el medio de Lisina Iron Agar (LIA), E. coli

forma cadaverina a partir de la lisina (7).

Género Klebsiella: Tienen un diametro entre 0.3 a 1.5 pm y un largo
de 0.5 a 5 um, se caracterizan por ser bacterias que presentan capsula
en su estructura y por carecer de flagelos; son citrato, catalasa,
aerdgenas, ureasa y lactosa positivas, ademas de producir
acetilmetilcarbinol a partir de la glucosa, no producen H,S, son indol
variables y oxidasa negativa. K. pneumoniae es positiva para la
descarboxilacion de la lisina y negativa para la desaminacion de
lisina, sus colonias son grandes de color rosa en agar MacConkey y
se caracterizan por ser mucosas, himedas y pegajosas debido a la
produccion de cépsulas de polisacéridos, esto influye en su

capacidad de hipervirulencia (7).

Género Proteus: Miden entre 1 a 3 um de largo y de 0.4 2 0.8 um de

ancho, presentan flagelos peritricos; este género es conocido por su
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capacidad de enjambre, que les permiten crecer de manera
coordinada sobre superficies solidas, bioquimicamente, Proteus
spp., son productoras de H,S, catalasa, citrato, gas, ureasa,
descarboxilasa y desaminasa de lisina positivas, no fermentan la
lactosa, pero si la glucosa con formacién de gas, ademas, no
producen acetilmetilcarbinol y son indol variables, en agar
MacConkey forman colonias palidas o incoloras, ademds de crecer
en toda la placa realizando swarming y son relacionadas como

causantes de ITU principalmente (7).

Género Salmonella: Son bacilos que miden de 2 a 5 um de largo y
entre 0.7 a 1.5 um de diametro, presentan flagelos peritricos, en su
bioquimica muestran ser catalasa positivas y productoras de acido
sulfhidrico, no utilizan el citrato como fuente de carbono, y son
negativas para las pruebas de gas, indol, oxidasa, Voges Proskauer y
ornitina, presentan lisina desaminasa y lisina descarboxilasa,
dependiendo de sus serotipos, son positivas paras las pruebas de
LIA. Salmonella forma colonias incoloras u opacas en el agar
Salmonella-Shigella y muestran un centro negro por la formacion de
H,S, en MacConkey sus colonias crecen incoloras o palidas debido
a la no fermentacién de carbohidratos; son causantes de enfermades

diarreicas agudas (EDAs) (7).

Género Serratia: Son bacilos que miden entre 0.2 y 2 um de ancho

y un largo de mas de 1 pum, ademas, también presentan flagelos
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peritricos, se caracterizan por ser aerdgenas, citrato, glucosa,
manitol, sorbitol, Voges Proskauer y catalasa positivas, indol,
oxidasa y produccion de H,S negativas, positivas ademas para la
descarboxilacion de lisina y formacion de cadaverina; S. marcescens
es una fermentadora lenta de lactosa, sus colonias en medios de
cultivo suelen tener una coloracion rojiza debido a la produccion de
un pigmento, la prodigiosina, las colonias de Serratia sp. en agar

MacConkey son rosas palidas o incoloras, con un tamafio medio (7).

Género Shigella: Miden de 1 a 3 um de largo y entre 0.4 a 0.6 um de
diametro, bioquimicamente son catalasa, aerdgenas positivas y
fermentan tanto el manitol como la manosa, citrato, ureasa y lactosa
negativos, no descarboxilan la ornitina ni producen H,S, no son
moviles, algunas especies son indol variables, en lo que respecta a la
descarboxilacion y desaminacion de la lisina, son negativas, en agar
MacConkey, las colonias son incoloras o palidas debido a que son
bacterias no fermentadoras de lactosa, en agar Salmonella-Shigella

son suaves, opacas ¢ incoloras; causan EDAs principalmente (7).

Epidemiologia

Los Enterobacterales son causa de preocupacion debido a la amplia
distribucion de los géneros patogénicos que agrupa esta familia, esto
ha permitido la rapida adquisicion de nuevos mecanismos
enzimaticos de RAM y causar infecciones tanto intra como

extrahospitalarias (7). En una revision de muertes infantiles
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asociadas con K. pneumoniae en Asia 'y Africa, se determiné que, de
2352 fallecidos, esta bacteria estuvo asociada a 597 casos, ademas,
se encontrd que K. pneumoniae era la principal causante de muertes
en nifios de 1 a 23 meses con 207 defunciones, causando patologias
como sepsis y neumonia, también, se encontr6 RAM en la mayoria

de las cepas aisladas causantes de muerte (37).

S. marcescens es otra especie de preocupacion, especialmente por
causar bacteriemias y endocarditis (7). En una investigacion de 43
casos de endocarditis infecciosa, nueve infecciones se relacionaron
a S. marcescens, con una tasa global de mortalidad del 30% (38).
Otra especie, aunque con una menor incidencia en humanos que S.
marcescens es C. freundii, esta bacteria es un patdogeno oportunista,
en humanos ocasiona ITU, diarrea, neumonia, y en pocas ocasiones,
tanto meningitis como abscesos; por su parte, Citrobacter septicemia
en algunos casos es causante de encefalitis en ovejas produciendo

elevadas tasas de mortalidad (39).

Otra bacteria relevante es Proteus sp., cuyas manifestaciones mas
importantes son como agente etiologico en ITU en mujeres. Proteus
sp, representa hasta el 2% de casos de todas las infecciones urinarias,
mientras que, en infecciones adquiridas en hospitales, la cifra
aumenta al 5% (40). Por otro lado, M. morganii es causante de
infecciones invasivas como sepsis € ITU, y en un gran porcentaje es

mortal, M. morganii presenta mecanismos enzimaticos de RAM que
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le confieren resistencia al ciprofloxacino, nitrofurantoina,
trimetoprim-sulfametoxazol, gentamicina, amoxicilina y colistina,

agravando aun mas la situacion (41).

En el 2018, el Instituto Nacional de Salud (INS) confirm¢ la
presencia de bacterias con genes de resistencia mcr-1 y OXA-48 en
siete regiones del Perq, estos genes confieren gran resistencia a la
colistina y a la mayoria de -lactamicos de amplio espectro; hasta el
2021, la aparicidon de nuevas enzimas y genes diferentes a OXA4-48 'y
mcr-1 ha ido en aumento, encontrandose aislamientos de E. coliy K.
pneumoniae, capaces de ser doble productoras de carbapenemasas
(42). Cabe destacar también que el 74.3% de brotes notificados por
el INS durante el 2021, ocurrieron en las UCI COVID-19, donde el

61.5% fueron causados por microorganismos multirresistentes (43).

2.2.2. Antibiodticos Betalactamicos
Son los farmacos mas prescritos a nivel mundial, se caracterizan por poseer
un anillo de tres carbonos y un nitrégeno, formando asi un anillo B-lactamico
muy reactivo (44). Los B-lactdmicos actlian interfiriendo la sintesis de la
pared celular de las bacterias, acilando la transpeptidasa encargada de la
reticulacion de péptidos para formar peptidoglucano. Actian especificamente
sobre las proteinas de union a la penicilina (PBP), interrumpiendo el proceso

de transpeptidacion terminal, ocasionando lisis bacteriana (45).

Esta clase de antibidticos comprende:
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Penicilinas: Se caracterizan por poseer un nucleo de dacido 6-
aminopenicildnico (lactimico mds tiazolidinediona), son usadas para el
tratamiento de infecciones tanto de gramnegativas como grampositivas; este
grupo incluye a las penicilinas naturales, aminopenicilinas,

carboxipenicilinas, ureidopenicilinas, entre otros (46).

Cefalosporinas: Presentan un ntcleo de acido 7-aminocefalosporanico mas
una cadena lateral con anillos de 3,6-Dihydro-2H-1,3-thiazine; conforme
aparecen mecanismos nuevos de RAM, estos antibidticos se van
actualizando, asi tenemos las cefalosporinas de primera, segunda, tercera,
cuarta y quinta generacion, ademds de grupos de cefalosporinas especificas
antipseudomonales y contra Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina

(47).

Carbapenémicos: Se compone de un carbapenémico (doble enlace en el C2-
C3 y un atomo de azufre) unido a un anillo B-lactamico, el cual le confiere
proteccion y estabilidad frente a un amplio repertorio de B-lactamasas;
consideradas como uno de los ultimos recursos para tratar infecciones graves;
dentro de esta clase tenemos al imipenem/cilastatina, meropenem, doripenem,

ertapenem, entre otros (48).

Monobactamicos: Presentan un anillo f-lactimico sin ningin otro
componente afladido, es usado en combinacidn con otros antibidticos para el
tratamiento de infecciones causadas por cepas productoras de MBLs, ya que

no puede ser hidrolizado por estas enzimas debido a una union deficiente

16



entre las MBLs y el monobactdmico (49). En este grupo solo encontramos al
aztreonam, el cual es eficaz Unicamente contra bacterias gramnegativas
aerobias como las enterobacterias, sin mostrar efectividad contra

grampositivas o bacterias anaerobias (50).

Existen otros compuestos que son usados en conjunto con los -lactamicos, a
estos se los conocen como inhibidores de B-lactamasas, estos farmacos se
caracterizan por inactivar las serin-f-lactamasas, que son enzimas que
hidrolizan el anillo de los B-lactamicos; en este grupo se incluyen a los
inhibidores de B-lactamasas de primera linea como el acido clavulédnico,
sulbactam y tazobactam, y los mas actuales como el avibactam y vaborbactam
que muestran efectividad contra las carbapenemasas y AmpC, incluidas las

de K. pneumoniae (51).

El 4cido clavulanico tiene una estructura de anillo B-lactamico, pero no tiene
actividad antibiotica significativa por si misma, su funcion principal es de
actuar como un inhibidor suicida irreversible de las B-lactamasas, al ser
administrado junto con un antibidtico B-lactamico como la amoxicilina, el
clavulanato entra en la bacteria y se dirige al sitio activo de la enzima para
inactivarlas permanentemente, incapacitdndola para hidrolizar otros
antibioticos, como consecuencia, el antibidtico acompafiante queda protegido
de la degradacion, esto permite que el B-lactamico alcance y se una a las
Penicillin Binding Proteins (PBP) interfiriendo con la sintesis de la pared

celular bacteriana (52).
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2.2.3.

Mecanismos de RAM

La variedad de géneros patogenos de Enterobacterales, hace que existan
distintos patrones y mecanismos enzimaticos de RAM, este repertorio se ve
incrementado por la posibilidad de que las bacterias pueden adquirir genes de
RAM, tanto entre bacterias de la misma especie y/o diferentes (30). Estos
mecanismos pueden originarse por seleccion artificial, debido al uso
desmedido de antibidticos, seleccionandose asi solo las bacterias resistentes,
o también pueden originarse por seleccion natural mediante la transferencia
horizontal de genes (HGT), donde existe la incorporaciéon de material

genético y aumento de la frecuencia de bacterias resistentes (53).

A continuacion, se describen algunos mecanismos de RAM conocidos en la

actualidad.

Alteracion del Sitio Diana

Las bacterias gramnegativas pueden desarrollar RAM mediante la
modificacion de los sitios diana u objetivo, esto permite que los farmacos no
se unan a ciertas estructuras bacterianas y, por tanto, no puedan ejercer su
efecto, para desarrollar esto, pueden por si mismas generar mutaciones en
genes especificos, produciéndose secuencias de aminoacidos diferentes que
reduzcan la union de los antibidticos; este mecanismo puede otorgar
resistencia a quinolonas, macrdlidos, tetraciclinas, aminoglucosidos, [3-

lactamicos (mutacion en las PBP) y colistina (54).
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B.

Relacionado a la Permeabilidad

Se basa en la capacidad bacteriana de disminuir el niimero de canales
proteicos conocidos como porinas, impidiendo el paso de moléculas como los
antibidticos, en K. pneumoniae, por ejemplo, se da una represion en la
expresion de OmpK35, confiriendo resistencia a cefalosporinas y
carbapenémicos, también, se encuentran mecanismos como las bombas de
eflujo, que actlian como sistemas de expulsion activa, eliminando antibidticos
del citoplasma al espacio periplasmico; este mecanismo ha sido descrito en

E. coli, Pseudomonas aeruginosa y K. pneumoniae principalmente (55).

Produccion de Enzimas

Es el principal mecanismo de RAM en bacterias. Son procesos enzimaticos
que permiten neutralizar la accion de los antibidticos mediante la produccion
de enzimas. Algunas, pueden romper la estructura quimica de los antibidticos,
como el caso de las B-lactamasas, las que hidrolizan el anillo B-lactamico de
los PB-lactamicos, otras, pueden modificar la naturaleza quimica del
antibidtico afadiendo grupos funcionales que impiden su unién al objetivo
bacteriano (9,56,57). Los Enterobacterales con mas reportes de mecanismos
enzimaticos son K. pneumoniae y E. coli, cuyas infecciones por cepas
multirresistentes superan el 60% del total de aislamientos en diversas partes

del mundo (58)

p-lactamasas
Son un grupo de enzimas codificadas por una gran variedad de genes capaces

de romper el anillo B-lactamico, se han descrito mas de 200 tipos de B-
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lactamasas diferentes tanto en grampositivos como en gramnegativos, estas
enzimas son muy especificas, pero un gran nimero muestra tener un espectro
amplio de actividad (30). Son clasificadas seglin su sitio activo en serin-f-
lactamasas (SBLs) y metalo-p-lactamasas (MBLs), o también segun su grupo
molecular y funcional, esta ultima, es la clasificacion mas extensa (Tabla 1)

(36).

Las SBLs utilizan un residuo de serina para atacar al anillo B-lactdmico del
antibidtico, su mecanismo de accién se desarrolla en dos pasos, primero
ocurre la acilacion, donde un residuo de lisina y otro de glutamato actian
como activadores del residuo de serina, convirtiéndola en un nucleo6filo
fuerte, la serina activada ataca al carbono del grupo carbonilo del anillo -
lactdmico, rompiendo el enlace amida, este proceso forma un intermediario
covalente entre la enzima y el antibidtico, conocido como el complejo
enzima-acil (59). Segundo, se da la desacilacion, donde una molécula de agua
entra en el sitio activo de la enzima y es activada por un residuo de lisina, el
agua activada ataca el carbono del grupo carbonilo del complejo enzima-acil,
rompiendo el enlace que une la enzima con el anillo B-lactamico modificado,
esto libera el antibidtico hidrolizado (ya inactivo) y regenera la SBL,

permitiendo que la enzima contintie su ciclo catalitico (Figura 1A) (60).

Por otro lado, las MBLs requieren uno o dos iones de zinc en su sitio activo
para funcionar, y su mecanismo de inactivacion del antibidtico ocurre en un
solo paso, las MBLs usan estos iones de zinc para coordinar y activar una

molécula de agua, que es la que ataca al anillo B-lactdmico del antibidtico, un
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ion de zinc activa el agua para que ataque el carbono del grupo carbonilo del
anillo B-lactdmico, mientras que el otro ion estabiliza la carga negativa que se
forma en el atomo de oxigeno de dicho grupo (59). Tras el ataque del agua, el
anillo B-lactamico se abre, inactivando el antibidtico que, a diferencia de las
SBLs, en las MBLs no se forma un intermediario covalente con la enzima; es
decir la enzima y el antibidtico hidrolizado se disocian una vez que se

completa la reaccion (Figura 1B) (60).
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Figura 1. Mecanismos cataliticos de las SBLs (A) y MBLs (B) (59,60)

Segln la clasificacion estructural o molecular de Ambler, las B-lactamasas se

agrupan en 4 clases:

Clase A

Comprende a las BLEE y KPC; aparecieron por el intenso e inadecuado uso
de las oximino-cefalosporinas como la ceftazidima y la cefotaxima, estas
enzimas son serin-fB-lactamasas (SBLs), actian hidrolizando los anillos -

lactdmicos, especificamente los de espectro extendido (cefalosporinas y
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penicilinas), son inhibidas por inhibidores de BLEE como el é&cido
clavulanico, sulbactam y tazobactam (61,62). Los tipos principales de BLEE
de clase A son TEM, SHV y CTX-M, ademds, también se incluye la
carbapenemasa tipo KPC, todos los genes que codifican estas enzimas tienen

un origen cromosdmico y diseminacion plasmidica principalmente (9).

Se han descrito en la mayoria de Enterobacterales asociadas tanto a
infecciones hospitalarias como adquiridas en la comunidad (61). Las enzimas
tipo TEM derivan de mutaciones puntuales en el gen que codifica la TEM-1
0 2 (blargpy—1), € hidrolizan cefalosporinas de espectro extendido, algunas
variantes TEM como las resistentes a inhibidores tipo TEM (IRT), han
desarrollado resistencia a los inhibidores de B-lactamasas (36). Fueron las
primeras BLEE en ser identificadas y estan distribuidas ampliamente, sin

embargo, son superadas actualmente por las enzimas CTX-M (56).

La Cefotaximase-Munich (CTX-M) producida por el gen blacrx_u, s€
caracteriza por su gran afinidad a la cefotaxima y ceftriaxona, y es la BLEE
mas abundante a nivel mundial, la mayoria de E. coli aisladas de ambientes
hospitalarios presentan esta enzima y algunas de sus otras variantes (63). Por
otro lado, el gen blagyy originalmente encontradas en el cromosoma de K.
pneumoniae, son variantes mutantes que han permitido la RAM frente a
penicilinas, aztreonam y cefalosporinas de tercera generacion, estos genes
han sido reportados acompanados con otros genes de su misma clase o de

otra, dentro de una misma bacteria (64).
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Por ultimo, las carbapenemasas tipo KPC, hidrolizan el anillo B-lactamico de
carbapenémicos y otros P-lactdmicos, son serin-carbapenemasas
identificadas por primera vez en K. pneumoniae en 1996 (Estados Unidos) y
hoy en dia, es una de las mayores amenazas en la RAM (1,65). El éxito de la
propagacion de esta enzima a nivel mundial se debe principalmente al
transposon Tn4401 y a una secuencia multilocus (MLST o ST) ST258 y sus
variantes, solo en Israel y Estados Unidos, el ST258 es responsable de mas
del 77% y 90% de todas las infecciones de K. pneumoniae productora de KPC

respectivamente (66).

El gen blakpc que codifica esta enzima, se encuentra localizado en
plasmidos, lo que también facilita su diseminacion en varios grupos
bacterianos; sin embargo, la fuente original de este gen aun sigue siendo
desconocida (67). Se sospecha que su adquisicion fue a partir de un
cromosoma ancestral de un microorganismo ambiental, las infecciones por
Enterobacterales productores de KPC, son extremadamente dificiles de tratar
debido a las limitaciones farmacoldgicas, en su mayoria requieren la

combinacion de antibidticos de tltimo recurso (65).

Clase B:

A diferencia de la clase A, C y D que utilizan la serina en su sitio activo, las
B-lactamasas de clase B usan el zinc como cofactor en su sitio activo para
hidrolizar el anillo B-lactimico, por esto, son denominadas metalo-f3-
lactamasas (MBLs) (68). Se cree que su origen se dio en bacterias ambientales

no relacionadas con infecciones intrahospitalarias, y su diseminacion se da
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principalmente a través de elementos genéticos moviles, esta clase brinda
resistencia a los mismos antibioticos que la clase A, excepto al aztreonam; las
bacterias que han desarrollado la produccion de MBLs, son resistentes a todos
los inhibidores de BLEE, penicilinas, carbapenémicos y cefalosporinas de

todas las generaciones (69).

Las enzimas mas importantes son las IMP y VIM, distribuidas a nivel mundial
en P aeruginosa, Enterobacterales y Acinetobacter baumanii (70). Las
enzimas NDM son también muy preocupantes y de reciente aparicion, estas
enzimas se asocian con la resistencia extrema a los antibidticos, dejando muy
pocas opciones terapéuticas (71). El aztreonam es una de las escasas opciones
de tratamiento, ya que su estructura de acido sulfoénico en el atomo de
nitrogeno del anillo B-lactdmico, interfiere con la capacidad de las MBLs para

hidrolizarlo (72).

Clase C:

Llamadas también AmpC B-lactamasas, estan de manera natural en un gran
nimero de Enterobacterales y bacilos gramnegativos no fermentadores como
P. aeruginosa y A. baumanii, se cree que se originaron de genes
cromosomicos de M. morganii y Aeromonas sp. (2). Las bacterias productoras
de AmpC muestran ser resistentes a la inhibicion por tazobactam, acido
clavulanico y sulbactam/tazobactam (73). Las AmpC pueden ser
cromosomicas, como el caso de Enterobacter sp., C. freundii, S. marcescens,
M. morganii, Providencia spp., P. aeruginosa, entre otras; o plasmidicas,

presentes en E. coli, Salmonella sp. y K. pneumoniae (74).

24



Las AmpC plasmidicas estan asociadas a transposones ubicados en plasmidos
del tipo conjugativos, estos se originan en las AmpC cromosoémicas propias
de enterobacterias (75). Las AmpC cromosdmicas, pueden ser inducibles y
constitutivas, las inducibles producen enzimas a bajos niveles naturalmente,
pero pueden aumentar su sintesis en presencia de B-lactdmicos que actuan
como inductores (2). Las constitutivas o no inducibles, presentan una
expresion reducida que no afecta a la eficacia de los P-lactdmicos; sin
embargo, si estas enzimas estdn hiperproducidas, suelen ser resistentes a
todos los P-lactamicos excepto a cefalosporinas de cuarta generacion y

carbapenémicos (76).

Clase D

Las B-lactamasas de clase D hidrolizadoras de carbapenémicos, también
conocidas como OXA, son enzimas de mas de 500 tipos que pertenecen a la
clase D de Ambler (77). Tienen la capacidad de inactivar un gran numero de
B-lactamicos incluyendo carbapenémicos, mediante la ruptura del anillo -
lactdmico realizado por un residuo de serina en el sitio activo de la enzima
(78). Se ha reportado que algunas OXA tienen la capacidad de desplazarse
por la membrana externa de las enterobacterias, lo que les permite resistir a
los antibidticos incluso cuando estos estan presentes en el exterior de las

bacterias (77).

En el caso de E. coli y K. pneumoniae, se ha detectado la presencia de
variantes OXA como las OXA-48, se cree que blapgy,_4g se origind en el

cromosoma de bacterias precursoras de Shewanella oneidensis, hoy en dia,
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han sido reportadas principalmente en E. coli, P. mirabilis, A. baumanii y K.
pneumoniae, hidrolizando cefalosporinas y carbapenémicos (77). Esta
enzima tiene una actividad eficiente contra las penicilinas, pero una actividad
mas lenta contra los carbapenémicos (4). Es importante sefialar que el
ertapenem es el carbapenémico mas afectado debido a su estructura molecular
y su conformacion espacial, lo que lo hace ideal para usarse en pruebas de

screening de blagxa_ag (77).

Tabla 1. Relacion y clasificacion molecular y funcional entre B-lactamasas

p-lactamasas

Sitio Activo Serine Metallo (Zn)
Clasificacion
A C D B
molecular
Clasificacion 2 1 2d 3
funcional Penicilinasas  Ampicilinasas ~ Oxacilinasas MBLs
Substratos XSp-ceph XSp-ceph Carb Carb, Xsp-ceph

Clasificacion molecular o clasificacion segiin Ambler, clasificacion funcional o clasificacion segun
Bush-Jacoby-Medeiros. MBLs: metalo-f-lactamasas. XSp-ceph: cefalosporinas de espectro
ampliado; Carb: carbapenémicos.

2.2.4. Identificacion de mecanismos de RAM
2.2.4.1. Fenotipico
La deteccion fenotipica de las BLEE se basa en la capacidad para
hidrolizar los antibioticos B-lactdmicos, las pruebas mas utilizadas
para su deteccion son el método de Jarlier, el disco difusion y el
CHROM-agar (79). El método de Jarlier permite detectar BLEE a
través de la sinergia de cefalosporinas y un inhibidor de -
lactamasas, es muy sensible y especifico para las enzimas de la clase
A (8). Por otro lado, el disco difusion permite determinar la
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sensibilidad o resistencia a un grupo de antibidticos, y da indicios
para realizar técnicas mas especificas (5). Se considera bacteria
productora de BLEE, cuando existe resistencia a los antibioticos -
lactamicos y esta resistencia puede ser inhibida por inhibidores de f3-

lactamasas como ¢l acido clavulanico u otro inhibidor (8).

Por otro lado, las pruebas répidas para la deteccion de
carbapenemasas, son realizadas por procedimientos bioquimicos
colorimétricos, por ejemplo, las pruebas de Blue-Carba y Carba NP,
estos son métodos rapidos (menor a 2 horas) y eficaces para la
deteccion de estas enzimas (80,81). La prueba del Blue-Carba se
basa en la detecciébn in vitro de la hidrolisis del imipenem,
produciendo acidez y siendo detectada por el azul de bromotimol, es
utilizada en la evaluacion de la presencia de carbapenemasas en
gramnegativas, utilizando de manera directa (sin lisis) las colonias
de los cultivos bacterianos no selectivos (82). EI INS utiliza el Blue-
Carba para la deteccion de carbapenemasas en Enterobacterales,
debido a reportes que demuestran su 100% de sensibilidad y mas de

90% de especificidad (81).

Para el caso de la deteccion fenotipica de enzimas AmpC, se puede
utilizar cefoxitina/cloxacilina, la prueba se basa en el efecto
inhibidor de la cloxacilina sobre la producciéon de AmpC, una
diferencia > 4 mm en los puntos de inhibiciéon de los discos

cefoxitina-cloxacilina y cefoxitina es un indicador de que la
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2.2.4.2.

enterobacteria en estudio es una productora de AmpC (83). La
cefoxitina por si sola puede ser utilizada en el screening para la
deteccion de AmpC, estas enzimas tienen una alta afinidad y
eficiencia para hidrolizar cefamicinas, cefoxitina al ser una
cefamicina, puede ser hidrolizada o no, dependiendo si la bacteria

tiene o no AmpC (84).

Por otro lado, la deteccion de OXA-48 por métodos fenotipicos atin
no esta establecida en el CLSI, debido a la complejidad y multitud
de patrones que implica la hidrolisis de B-lactdmicos; sin embargo,
con los reportes de EUCAST e INS en el Peru, se puede establecer y
conocer ciertos comportamientos de estas enzimas, por ejemplo, se
ha reportado la gran capacidad de hidrodlisis del ETP, por lo que
determinar la sensibilidad o resistencia de este carbapenémico,
puede ayudarnos a realizar un screening para estas enzimas (80).
También se observa gran resistencia a cefalosporinas de tercera y
cuarta generacion, ademas, en un fenotipo de OXA-48 no se observa
sinergia entre el EDTA y 4cido fenilborénico con carbapenémicos,
asi mismo, la ceftazidima/tazobactam generalmente resulta ser

sensible (82,85).

Genotipico
Comprende al conjunto de pruebas moleculares confirmatorias para
la deteccion de genes y mecanismos de resistencia, la técnica

molecular “gold standard" es la Reaccion en Cadena de la
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Polimerasa (PCR) (61). Para realizarla, primero se seleccionan los
genes que se deseen detectar, dependiendo de las pruebas fenotipicas
realizadas, es necesario adquirir juegos de primers tanto forward
como reverse, los cuales se unirdn especificamente a la secuencia de
interés a amplificar, posteriormente, las secuencias amplificadas
mediante PCR son sometidos a una electroforesis, donde se evaluara
si los genes amplificados corresponden a los marcadores de peso

molecular de los genes en estudio (86).

La efectividad de una PCR depende de diferentes factores, por
ejemplo, la calidad del ADN extraido de las muestras, el ADN debe
ser integro y libre de nucleasas, se estima una relacion A260/A280
Optima entre 1.8 y 2.0. Un valor inferior a 1.8 indica posible
contaminacion por fenoles y proteinas; un valor superior a 2.0,
podria indicar contaminacion por ARN (61). Por otro lado, las
condiciones de la PCR son muy importantes, esto incluye una
proporcion adecuada de cada reactivo a utilizar; las temperaturas y
numeros de ciclos dependeran en gran medida de la Taq polimerasa

y el Kit que la contiene (86).
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CAPITULO III

DISENO DE CONTRASTACION DE LA HIPOTESIS

3.1. Nivel de Investigacion
Descriptivo, ya que el objetivo del estudio fue la tipificacion de las betalactamasas

presentes en las muestras bacterianas con las que se trabajo.

3.2. Tipo y Diseiio de Investigacion
Tipo basico con disefio no experimental, ya que no hay manipulacion ni alteracion
de la variable. Observacional-transversal, ya que se observaron las caracteristicas de

RAM en las muestras recolectadas durante el periodo 2023 y 2024.

3.3. Material Biologico
158 muestras de Enterobacterales provenientes del cepario de bacteriologia del
Laboratorio Regional de Salud Publica de Cajamarca (LRSP), de abril del 2023 a

junio del 2024.

Marco Muestral
Todos las muestras registradas, identificadas y viables como Enterobacterales en el

cepario de bacteriologia del LRSP de Cajamarca, de abril del 2023 a junio del 2024.

Unidad de Analisis

Cada muestra registrada, identificada y viable del orden Enterobacterales en el cepario de

bacteriologia del LRSP de Cajamarca, de abril del 2023 a junio del 2024.
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3.4. Diseio Metodologico
La primera fase del proyecto implicé la reactivacion de las muestras de
Enterobacterales, la evaluacion de la pureza de los cultivos, la realizacion de pruebas
bioquimicas para la identificacion de cada aislamiento, y finalmente, la ejecucion de
pruebas fenotipicas para la evaluacion de produccion de enzimas de RAM. Esta fase
se llevo a cabo en el LRSP de Cajamarca, especificamente en el Laboratorio de
Bacteriologia. La segunda fase del proyecto, consistio en la evaluacion molecular de
los genes responsables de la produccion de B-lactamasas en los Enterobacterales
estudiados, y se realiz6 en el Laboratorio de Microbiologia de la Universidad

Nacional de Cajamarca.

3.4.1. Reactivacion e identificacion microbioldgica de Enterobacterales
Se verifico la viabilidad de cada muestra bacteriologica, para esto, a cada vial
con Enterobacterales conservados en agar base sangre, se le adicion6 0.5 mL
de caldo BHI (Brain Heart Infusion), luego, se incubd de 18 a 24 horas a
37°C. Posteriormente, de cada vial se tomo una asada y se procedi6 a realizar
una siembra por estria en cuatro cuadrantes en agar MacConkey (apéndice

1A), las placas se incubaron de 18 a 24 horas a 37°C (5).

Evaluacion de la Pureza de los Aislamientos

De las colonias aisladas previamente, se tom6 una asada y se realizd una
suspension con agua destilada estéril sobre un portaobjeto. Los extendidos se
secaron a temperatura ambiente y se aplicaron los colorantes del set de Gram
(anexo 1). Posteriormente, se observo a inmersion en microscopio Optico

(apéndice 1B) (5).
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Confirmacion por pruebas bioquimicas

Luego de la verificacion de pureza de las colonias seleccionadas usando la
tincién Gram, se sembro en diferentes medios de cultivo para evaluar sus
propiedades metabdlicas (apéndice 1C). Estos medios y las caracteristicas
metabdlicas de algunas especies bacterianas, son descritas en la Tabla 2. Cada
especie bacteriana fue conservada usando la técnica de subcultivos, para ello
se usaron viales con agar base sangre, conservandose a 4°C. Todas las pruebas

anteriores fueron registradas en una ficha de recoleccion de datos (apéndice

2).
Tabla 2. Perfil bioquimico en Enterobacterales (7)
PERFILES BIOQUIMICOS
Especie TSI SIM
Gas HyS Form. LIA Indol  Mov. Cit. Ox. Cat.

C. freundii + + A/A K/A - + + - +
E. coli + - A/A K/K + + - - +
E. coli inactiva - - A/A K/K + - - - +
E. cloacae + - A/A K/A - + + - +
E. hormaechei + - A/A K/A - + + - +
K. aerogenes + - A/A K/K - + + - +
K. pneumoniae + - A/A K/K - - + - T
K. oxytoca + - A/A K/K + - + - +
M. morganii + + K/A K/A + + - - +
P. mirabilis + + A/A R/A - + + - +
P. alcalifacens + - K/A R/A + + + - +
S. marcescens + - K/A K/K - + + - +
S. flexneri - - K/A K/A + - - - +
S. sonei - - K/A K/A - - - - +
S. enterica + + K/A K/K - + + - +

TSI: Triple Sugar Iron, H,S: sulfuro de hidrégeno, Ferm.: Fermentacion, LIA: Lisina Iron Agar, SIM:
Sulfuro Indol Movilidad, Mov.: Movilidad, Cit.: Citraro, Ox.: Oxidasa, Cat.: Catalasa, K: Alcalino, A:
Acido, R: Superficie roja, -: Negativo, +: Positivo, +: Variable
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3.4.2. Pruebas fenotipicas para la deteccion de f-lactamasas
Para determinar los perfiles de RAM, se realiz6 un enriquecimiento con 0.5
mL de BHI de cada bacteria y se incubo de 18 a 24 horas a 37°C. A
continuacién, se prepararon placas de Petri con agar Mueller Hinton,
rotulados con el codigo del aislamiento a evaluar. Se tomaron tubos de
solucion salina estéril (0.85%) para realizar una dilucion del aislamiento hasta
alcanzar una turbidez de 0.5 en la escala McFarland (87). Con un hisopo
estéril, se tomo una alicuota de la dilucion. De manera uniforme, se realizo la
siembra por agotamiento en Mueller Hinton. Realizada la siembra, se dejo
reposar durante 10 minutos (88). La disposicion de los discos de antibidticos
se realizd segin el mecanismo de resistencia a identificar descritos a

continuacion.

Deteccion fenotipica de BLEE

Para la deteccion de BLEE se utilizo el método de Jarlier. Se colocaron cuatro
discos: ceftazidima (CAZ), ceftriaxona (CRO), aztreonam (ATM) vy
cefotaxima (CTX) alrededor de un inhibidor de -lactamasas que es este caso
fue la amoxicilina/acido clavulanico (AMC), manteniendo una distancia
promedio de 2 mm entre ellos (8). Las placas se incubaron a 37°C de 18 a 24
horas. Posteriormente se midieron los didmetros de los halos de inhibicion
para compararlos con la normativa del CLSI. La presencia de BLEE se
confirmo al observar la sinergia entre los discos circundantes con la AMC, la
sensibilidad al disco de AMC y la presencia de zonas fantasmas (también
denominadas cola de pez u ojo de cerradura) entre los halos (8,81). Los discos

de antibioticos utilizados se detallan en la Tabla 3.
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Tabla 3. Puntos de corte establecidos por el CLSI 2025 en prueba de disco difusion (89)

Categoria
Grupo Antibidtico Conc.
R I S
Inhibidor de B- Amoxicilina/acido
10 pg <13 14-17 >18
lactamasas clavulanico (AMC)
Ceftazidima (CAZ) 30 pg <19 20-22 >23
Ceftriaxona (CRO) 30 ug <19 20-22 >23
Cefalosporinas
Cefotaxima (CTX) 30 ug <22 23-25 >26
Cefoxitina (FOX) 30 pg <14 15-17 >18
Monobactamico Aztreonam (ATM) 30 ug <17 18 -20 >21
Ertapenem (ETP) 10 ug <18 19-21 >22
Carbapenémico
Imipenem (IPM) 10 ug <19 20-22 >23

Conc.: Concentracion del antimicrobiano por disco, R: Resistente, I: Intermedio, R: Resistente, >:
Diédmetro de halo de inhibicion mayor o igual, <: Diametro de halo de inhibicién menor o igual

Deteccion fenotipica de carbapenemasas por el test de Blue-Carba

La preparacion de la solucion A 'y B del Blue-Carba se describe en el anexo
2. En dos viales se afiadi6é 100 pL de la solucion B, uno para el control positivo
y otro para el negativo. Por cada muestra evaluada se utilizoé un vial con 100
uL de la solucion B. Utilizando un asa de siembra descartable de 1 puL, se
tomo una colonia de E. coli (ATCC 25922) para el control negativo. Como
control positivo, se tom6 una colonia de K. pneumoniae (ATCC BAA-1705),
la mezcla se homogenizd en un vortex. (80-82). Para evaluar las especies
bacterianas del estudio, se realizo el mismo procedimiento de la evaluacion
de los controles. Luego, se incubaron en una estufa a 37°C durante dos horas.
Cada 15 minutos, se homogeneizo6 cada vial en un voértex. La lectura de las
reacciones se realizo cada 15 minutos (81,85). Finalmente, se interpretaron

los resultados fenotipicos finales segtin la Tabla 4.
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Tabla 4. Interpretacion de resultados en el test de Blue-Carba luego de la incubacion de
dos horas que requiere la prueba (80).

Contl:ol Control positivo Muestra Resultado
negativo
Amarillo/verde Amarillo/verde
amarillento/ambar amarillento/ambar
® e @eo
Amarillo/verde
amarillento/ambar

C ”Q C e

Color distinto

al azul

’ ) ) Invalido

(-): no evaluado debido a la invalidez de la prueba

Deteccion fenotipica de AmpC

Se realiz6 un screening de las muestras bacterianas para evaluar su resistencia
al disco de cefoxitina (FOX). Se utiliz6 la técnica de disco difusion con FOX
(30 pg), cada disco fue dispuesto en el centro de una placa con agar Mueller
Hinton, previamente inoculada con la especie bacteriana a evaluar (Figura
5C). Las placas se incubaron de 18 a 24 horas a 37°C. Posteriormente, se
realizé la medicioén de los halos de inhibicién por cada especie bacteriana
evaluada, se consideraron bacterias productoras de AmpC aquellas que

formaron halos con diametros < 18 mm (Tabla 3) (83).

Deteccion fenotipica de oxacilinasas
Se realiz6 un screening de las muestras bacterianas para evaluar su resistencia

al disco de ertapenem (ETP). Se utiliz6 la técnica de disco difusiéon con ETP
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3.4.3.

(10 pg), cada disco fue dispuesto en el centro de una placa con agar Mueller
Hinton, previamente inoculada con la especie bacteriana a evaluar (Figura
5D). Las placas se incubaron de 18 a 24 horas a 37°C. Posteriormente, se
realiz6 la medicion de los halos de inhibicion por cada especie bacteriana
evaluada, se consideraron bacterias productoras de OXA-48 aquellas que

formaron halos con diametros < 19 mm (Tabla 3) (89,90).

Todas las pruebas fenotipicas fueron registradas en una ficha de recoleccion
de datos (apéndice 3). Las especies bacterianas positivas para al menos una
de las pruebas fenotipicas de deteccion de P-lactamasas, se sometieron a
pruebas moleculares segun el mecanismo enzimatico que se observo. Para la
prueba molecular de deteccion de genes de las 4 clases de B-lactamasas segin

la clasificacion de Ambler, se necesito la extraccion de ADN bacteriano.

Extraccion de ADN por shock térmico

Se suspendieron de 3 a 5 colonias bacterianas de un cultivo de 18 horas en
200 pL de agua grado molecular. La disolucion se someti6 a ebullicion en un
termobloque durante 20 minutos. Posteriormente, esta muestra se colocod
rapidamente en congelacion a -20 °C durante 20 minutos. Transcurrido este
tiempo, se centrifugo la mezcla a 8,500 rpm durante 3 minutos, y se transfirid
100 pL del sobrenadante a un microtubo nuevo (11). Finalmente, se evaluo la
concentracion y calidad de ADN utilizando un Nanodrop™ Lite Thermo
Scientific. Analizados estos parametros, se conservaron las muestras de ADN

a -20 °C hasta su uso.
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3.4.4. Deteccion molecular de genes de RAM

A partir del ADN extraido de cada aislamiento, se utilizaron las muestras
como plantillas para su amplificacion por PCR utilizando primers especificos
para cada gen evaluado (Tabla 5), estos primers fueron adquiridos de
Macrogen, Korea. La estandarizacion para cada gen a amplificar por PCR se
realizd siguiendo las indicaciones descritas por el fabricante del Kit
DreamTaq Green PCR Master Mix (2X) de ThermoScientific y de las
caracteristicas de cada primers adquirido, como la temperatura de annealing

y de melting. Dichas temperaturas fueron también evaluadas en la Tm

Calculator de Thermo Fisher Scientific.

Tabla 5. Primers utilizados para la amplificacion de los genes de B-lactamasas por PCR

convencional
Clase Amplicon . . s s
molecular Genes (ob) Secuencia de primers (5’ — 3°)
F: CGATGT GCA GTACCA GTAA
blacrx_u 585
R: TTA GTG ACC AGA ATC AGC GG
F: AAC AAG GAA TAT CGT TGA TG
blagpc 916
A R:AGATGATTT TCA GAG CCTTA
F: ATG CGT TAT ATT CGC CTG TG
blaSHV 865
R: GTT AGC GTT GCC AGT GCT CG
F: ATAAAATTC TTG AAG ACG AAA
blargy 1080
R: GAC AGT TAC CAATGC TTAATC
F: GGA ATA GAG TGG CTT AAY TCT C
blaIMp 232
B R: GGT TTAAYAAAA CAACCACC
F: GAT GGT GTT TGG TCG CAT A
blaVIM 390
R: CGA ATG CGC AGC ACC AG
F: AACTTT CACAGG TGT GCT GGG T
blapya 405
C R: CCG TAC GCA TAC TGG CTT TGC
F: AAC ATG GGG TAT CAG GGA GAT G
blaFOX 190
R: CAAAGC GCG TAA CCG GAT TGG
D blapya_as 438 F: GCG TGG TTAAGG ATG AAC AC

R: CAT CAA GTT CAACCCAACCG

* pb: Pares de bases; F: primer forward; R: primer reverse
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3.4.5.

Luego de la estandarizacion, se establecido que las proporciones de cada
componente para una reaccion en la Master Mix, fue de: 5.55 pL de agua
ultrapura, 6.25 pL del Kit DreamTaq Green PCR Master Mix, 0.25 pL de los
primers Forward y Reverse y 0.7 uL del templado de ADN bacteriano, para
un total de 13 pL del volumen final de reaccion. Las amplificaciones se
llevaron a cabo en un termociclador S1000™ BioRad, utilizando las

condiciones de los protocolos establecidos para cada gen (anexo 3).

Electroforesis en gel de agarosa

Se prepararon geles de agarosa a una concentracion del 1%. En un matraz de
vidrio se midieron 40 mL de Buffer TBE 0.5X, posteriormente se agrego6 0.4
g de agarosa y se hirvid hasta disolverla por completo. Cuando esta mezcla
estuvo a 50°C aproximadamente, se agregd 0.4 puL (1%) de SYBR Safe
(Invitrogen™) para poder visualizar las bandas del producto de PCR. La
mezcla se colocd en un molde de electroforesis, delimitando 20 pocillos con

un par de peines colocados sobre el molde, luego, se esperd que solidifique

91).

Solidificada la mezcla, se coloco el molde junto con el ahora gel, en una
cubeta electroforética, se retiraron los peines del gel con mucho cuidado y se
agrego Buffer TBE 0.5X en la cubeta hasta cubrir completamente todo el gel.
En el primer carril de cada seccion del gel (superior e inferior), se agrego 5
nL del marcador de peso molecular (ADN Ladder 1000 pb, Life Technologies
— Invitrogen™), luego se colocé 5 pL de cada uno de los productos de PCR

en el carril correspondiente del gel. Se conectd la fuente de energia de
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3.4.6.

electroforesis (PowerEase® 90W Power Supply) y se corriéo a 100 voltios
durante 30 minutos. Finalmente se utilizd6 un transiluminador de luz UV

(Cleaver Scientific) para observar y fotodocumentar las bandas presentes

91).

Técnicas de Procesamiento y Analisis de Datos

La informacién recolectada mediante las fichas de recoleccion de datos fue
ingresada en una base de datos del programa Excel 2021, al finalizar las
pruebas de laboratorio se analizaron todos los datos empleando el software
SPSS version 26. La informacion descriptiva fue presentada en tablas y
figuras. La asociacion entre los grupos formados (especie bacteriana,
diagnostico, sexo, establecimiento de salud, genes, RAM) fue establecida
mediante la prueba de Chi cuadrado (significancia estadistica: p < 0.05). Se
consider6 un nivel de confianza del 95% y error de £5%. También se utilizd
la prueba de V de Cramer (C), siempre y cuando el p valor fuese significativo,
esto se utilizé para ver el grado de asociacion entre las variables analizadas
(C =10.0-0.1: no hay asociaciéon; C = 0.1 — 0.3: baja asociacion: C = 0.3 —

0.5: asociacion moderada; C = 0.5 — 1.0: alto grado de asociacion).
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Resultados

4.1.1. Origen e identificacion de las muestras bacterianas
Se analizaron 158 bacterias pertenecientes al orden Enterobacterales
provenientes de distintos establecimientos de Salud; segin su procedencia
fueron 55 (34.8%) del Hospital de Apoyo de Cajabamba, 44 (27.8%) del
Centro de Salud Bafos del Inca, 23 (14.6%) del Hospital de Apoyo de
Celendin, 17 (10.8%) del Hospital Regional Docente de Cajamarca, y otros
establecimientos contribuyeron con 19 (12.1%) aislamientos. Las especies de
Enterobacterales identificadas fueron: 111 aislamientos (70.3%) de E. coli, 19
aislamientos (12.0%) de K. pneumoniae, seis aislamientos (3.8%) de
Enterobacter sp., mientras que Shigella sp. y Citrobacter freundii sumaron
cuatro aislamientos cada uno (5.0 %). Las especies menos frecuentes

evaluadas se observan en la Figura 2.
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Figura 2. Distribucion de frecuencias de bacterias del orden Enterobacterales evaluadas en
este estudio
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4.1.2.

En cuanto a las infecciones implicadas por las especies en estudio, se encontrd
que 130 (82.3%) estuvieron implicadas en ITU, nueve (5.7%) fueron
responsables de neumonia, ocho (5.0%) de enfermedades diarreicas agudas
(EDA), cuatro (2.5%) de sepsis y siete (4.5%) fueron causantes de otras
infecciones como vaginitis, apendicitis, insuficiencia renal e infeccion
respiratoria aguda. Por otro lado, la edad media de los pacientes de quienes
se obtuvieron los aislados fue de 43 afios. La distribucion por grupos etarios
fue: 49 (31.0%) adultos mayores, 44 (27.8%) adultos, 17 (10.8%) jévenes, 15
(9.5%) lactantes, 14 (8.9%) adolescentes y 6 (3.8%) de nifos. Finalmente, la
mayoria de los aislamientos (121, 76.6%) provinieron de pacientes mujeres,

y 31 (19.6%) de pacientes varones.

Susceptibilidad antimicrobiana

En lo que respecta a la respuesta de las 158 especies bacterianas frente a los
antimicrobianos, se observo que 100 (63.3%) presentaron resistencia al
menos a un antimicrobiano. Las 58 (36.7%) especies restantes mostraron
sensibilidad o sensibilidad intermedia a todos los antimicrobianos. Solo la
cefotaxima tuvo una frecuencia mas alta de resistencia que de sensibilidad
(46.2% vy 45.6% respectivamente). Otras frecuencias elevadas de RAM
fueron 67 aislamientos (42.4%) a la ceftriaxona y 49 (31.0%) al aztreonam;
asi mismo, 16 (10.1%) mostraron ser resistentes a los carbapenémicos. Los
antimicrobianos con frecuencias mas altas de sensibilidad fueron el
ertapenem  (90.5%), imipenem (89.9%), cefoxitina (82.3%) 'y
amoxicilina/clavulanato (64.6%). Frecuencias de RAM inferiores a 49, asi

como las frecuencias de sensibilidad son detalladas en la Tabla 6 y Figura 3.
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Tabla 6. Susceptibilidad antimicrobiana de bacterias del orden Enterobacterales

evaluada con el método de disco difusion

Categorias Interpretativas

Grupo Antimicrobiano Resistente Intermedio Sensible
n (%) n (%) n (%)

Ceftriaxona 67 (42.4) 10 (6.3) 81 (51.3)
Ceftazidima 31 (19.6) 34 (21.5) 93 (58.9)

Cefalosporinas
Cefoxitina 25 (15.8) 3(1.9) 130 (82.3)
Cefotaxima 73 (46.2) 13 (8.2) 72 (45.6)

Inhibidor de f- Amoxicilina +
35(22.2) 21 (13.3) 102 (64.5)
lactamasas acido clavulanico

Monobactamico Aztreonam 49 (31.0) 23 (14.6) 86 (54.4)
Imipenem 16 (10.1) 0(0.0) 142 (89.9)

Carbapenémicos
Ertapenem 13 (8.2) 2(1.3) 143 (90.5)

Puntos de corte basados en el CLSI M100 ™ “Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility
Testing, 35th Edition”; n: recuentos de aislamientos. %: porcentaje de los recuentos para cada categoria.
CRO, CAZ, CTX y AMC (evaluacion de sinergia), usadas en el método de Jarlier. ATM, FOX, IMP y
ETP usadas en disco difusion.

150
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Frecuencia

50

ATM

Monobactamico

Categorias

M ntermedio
M Resistente
M Sensible

ETP IMP CAZ CRO CTX FOX AMC
Carbapenémicos Cefalosporinas Inhibidor de BLEE

Figura 3. Distribucion de frecuencias de las bacterias del orden Enterobacterales segun

su respuesta a los antimicrobianos
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4.1.3. Perfil de RAM de las especies bacterianas encontradas
Se identificaron 30 perfiles de resistencia diferentes. De estos, los mas
frecuentes fueron el PR16 (resistencia multiple a CRO-ATM-CTX) en 18
(11.4%) aislamientos, seguido del PR23 en 13 (8.2%) aislamientos, el PR9 en
10 (6.3%) aislamientos y el PR30 (resistencia a todos los antimicrobianos) en
ocho aislamientos (5.1%). De las especies que resistieron a todos los
antimicrobianos, 6 fueron K. pneumoniae y 2 E. coli. Los perfiles de

resistencia con menor frecuencia pueden observarse en la Tabla 7.

Tabla 7. Frecuencia de perfiles de RAM en las bacterias del orden Enterobacterales

Coq,  rerfilde %  Céd. Perfil de RAM n %
Resistencia
PR1 CRO 3 1.9 PRI16 CRO-ATM-CTX 18 11.4
PR2 CAZ 1 0.6 PR17 CRO-CAZ-CTX 1 0.6
PR3 CTX 8 5.1 PR18 CAZ-CTX-AMC 1 0.6
PR4 AMC 5 3.2 PR19 ATM-CTX-AMC 1 0.6
PR5S FOX 4 2.5 PR20 CRO-ATM-AMC 1 0.6
PR6 ETP 0 0 PR21 CRO-CTX-AMC 4 2.5
PR7 IMP 0 0 PR22 CRO-ATM-CTX-FOX 1 0.6
PRS ATM 2 1.3 PR23 CRO-CAZ-ATM-CTX 13 8.2
PRY9 CRO-CTX 10 6.3 PR24 CRO-CAZ-CTX-AMC 1 0.6
PR10 CRO-CAZ 1 0.6 PR25 CRO-CAZ-CTX-AMC-ETP 1 0.6
PR11 AMC-FOX 6 3.8 PR26 CRO-ATM-CTX-AMC-IMP 1 0.6
PR12 ATM-AMC 1 0.6 PR27 CRO-CAZ-ATM-CTX-AMC-IMP 1 0.6
PR13 FOX-IMP 3 1.9 PR28 CRO-CAZ-ATM-CTX-AMC-ETP 1 0.6
PR14 FOX-ETP 1 0.6 PR29 CRO-CAZ-CTX-AMC-FOX-ETP-IMP 2 1.3
PR15 CTX-AMC 1 0.6
CRO-CAZ-CTX-AMC-FOX-ETP-IMP-ATM
Sensibles a todos los PR30 8 5.1
58 36.7 Resistencia a todos los antibidticos
antibioticos
Cod.: codigo, mn: frecuencia, CRO: ceftriaxona, CAZ: ceftazidima, CTX: cefotaxima, AMC:

amoxicilina/clavulanato, FOX: cefoxitina, ETP: ertapenem, IMP: imipenem, ATM: aztreonam
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4.1.4. Evaluacion fenotipica de B-lactamasas
Evaluacion de B-lactamasas de clase A
Al analizar la respuesta de las bacterias frente a la accién conjunta de las
cefalosporinas con amoxicilina/acido clavuldnico como indicador de la
produccidn de B-lactamasas de clase A, se encontr6 que 61 (38.6%) mostraron
sinergia, indicativo de produccion de BLEE (Figura 4A). De estos, 13
(21.3%) no presentaron halo o fueron muy pequefios, por tanto, no se pudo
determinar la presencia de BLEE, asi que fueron considerados positivos para
realizar pruebas moleculares y detectar de genes de resistencia; 48 (78.7%)
mostraron halos fantasmas u otra morfologia (Figura 4B). Los 97
aislamientos restantes (61.4%) no produjeron B-lactamasas de clase A, ya que
presentaron un halo regular sin deformaciones ni sinergia entre el AMC vy el
resto de antibidticos (Figura 4C). La frecuencia de bacterias productoras de

BLEE por el método de Jarlier se muestra en el apéndice 4.

Figura 4. Screening de produccion de B-lactamasas de clase A mediante el método
de Jarlier. (A) Aislamiento productor de BLEE, sinergia entre el disco de AMC, las
cefalosporinas y el ATM, presencia de halos fantasmas y/o irregulares. (B) Posible
bacteria productora de BLEE, ausencia de halo debido a la presencia de otras
enzimas. (C) Aislamiento negativo para la produccion de BLEE, halos regulares,
resistencia al AMC y falta de sinergia entre el AMC y los otros discos.
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4.1.5.

Evaluacion de B-lactamasas de clases B, Cy D

Al observar los resultados obtenidos a partir de realizar la prueba Blue-Carba,
se encontr6 que 12 (7.6%) aislamientos fueron positivos; de estos, cuatro
(33.3%) correspondieron a E. coli y ocho (66.7%) a K. pneumoniae. Por otro
lado, se detectd que 28 (17.7%) aislamientos presentaron resistencia al disco
de cefoxitina, y 13 (8.2%) mostraron resistencia al disco de ertapenem. La

frecuencia de especies positivas para estas pruebas se muestra en el apéndice
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Figura 5. Screening de produccion de B-lactamasas de clase B, C y D. (A)
Prueba de Blue-Carba positivo para aislamiento productor de MBL y/o
carbapenemasas. (B) Prueba de Blue-Carba negativa. (C) Screening de

produccion de B-lactamasas tipo AmpC con disco de FOX. (D) Screening de
produccion de B-lactamasas tipo OXA-48 con disco de ETP.

Evaluacion molecular de p-lactamasas

Con respecto a la frecuencia de cepas bacterianas evaluadas con genes de
resistencia, el analisis molecular revelo que 48 (30.4%) presentaron el gen
blacrx_u, seguido por 19 (12%) con el gen blargy y 14 (8.9%) con el gen
blagyy. Ademas, se encontrd seis cepas (3.8%) con el gen blappy y seis

(3.8%) con el gen blapy,. Otros genes como blagpc, blayy v blapxa—as,
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Frecuencia de aislamientos con el gen

fueron menos frecuentes entre los aislamientos. Asi mismo, no se encontraron

aislamientos con el gen bla;yp. Sus frecuencias se muestran en la Figura 6.

Clase A

Clase B Clase C Clase D

blaCTX-M  blaTEM blaSHV blaKPC blaViM blalMP blaDHA blaFOX  blaOXA-48

Gen de resistencia

Figura 6. Distribucion de frecuencias de las cepas resistentes segin los genes de

RAM que presentan

Genes de resistencia seguin especie bacteriana

En la evaluacion de los genes de resistencia respecto a las especies
bacterianas, el gen blacrx_j fue el mas frecuentemente detectado. Este gen
se identificd en 38 cepas de E. coli (34.2%), ocho cepas de K. pneumoniae
(42.1%), y estuvo presente en Shigella sp. y P. mirabilis, entre otros. Asi
mismo, E. coli fue la especie que mostré la mayor diversidad de genes de
resistencia, incluidos todos los de la clase A, B y C evaluados. Le siguio K.
pneumoniae con la deteccion de seis genes distintos, todos los de la clase A 'y

C evaluados. En ambas especies, la clase A de Ambler fue la mas frecuente.

De las 158 muestras bacterianas, 65 (41.1%) presentaron al menos uno de los

genes de resistencia evaluados. De las cepas de E. coli, 45 tuvieron al menos
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un gen de RAM, el 100% de estas mostraron tener al menos un gen de
resistencia de la clase A y tres cepas (6.7%) tuvieron genes de la clase A junto
con genes de otras clases moleculares. Respecto a otros genes de relevancia,
el gen blagp. predomind entre las cepas de K. pneumoniae, con cuatro cepas
positivas (21.1%), mientras que en E. coli, este gen estuvo presente en un solo
aislamiento. Asi mismo, K. pneumoniae fue la especie con la mayor
frecuencia de genes de la clase C de Ambler, sumando un total de 4
aislamientos positivos (21.1%). Otros genes como blapys_sg se detectd
unicamente en un aislamiento de Citrobacter freundii (25%), mientras que

blay ) solo se identificod en E. coli.

Genes y su
66 frecuencia
B blaCTx-M = 48
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Figura 7. Frecuencia y distribucion de genes de -lactamasas en especies del orden
Enterobacterales
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| blaygy, — 1080ph
blaKPC - 916pb
blaSHV - 865pb

500 pb blaCTX—M - 585pb

Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa de productos amplificados mediante PCR de
genes de clase A. Carril 1: marcador de peso molecular 1000 pb; carril 2: control
negativo; carriles 3 y 4: muestras positivas para blacrx_p; carriles 5 y 6: muestras
positivas para blagpc; carriles 7 y 8: muestras positivas para blagsyy; carriles 9 y 10:
muestras positivas para blargy.

bla0XA_48 - 4‘38pb
blaDHA - 405pb
blaVIM - 390pb

blaFOX - 190pb

Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa de productos amplificados mediante PCR de
genes de clases B, C y D. Carril 1: marcador de peso molecular 1000 pb; carril 2:
control negativo; carriles 3 y 4: muestras positivas para blapy 4 (clase C); carriles 5 y 6:
muestras positivas para blapgy (clase C); carriles 7 y 8: muestras positivas para blayy
(clase B); carriles 9 y 10: muestras positivas para blagya_sg (clase D).

48



Perfiles genéticos en bacterias del orden Enterobacterales

Al evaluar la frecuencia de los perfiles genéticos, se encontraron 19 perfiles
distintos, entre los cuales el perfil con el gen bla.rx_p fue el mas frecuente,
presente en 23 (14.6%) especies bacterianas, seguido del perfil blacrx_p —
blargy presente en 12 (7.6%) especies y el perfil blacrx_y — blagyy
presente en 7 (4.4%) especies. Los perfiles genéticos menos frecuentes son

descritos en la Tabla 8.

Tabla 8. Distribucion de frecuencia de los perfiles genéticos de resistencia
antimicrobiana encontrados

Cédigo Perfil Genético n %
PG1 blagyy 5 3.2
PG2 blarox 1 0.6
PG3 blargy 4 2.5
PG4 blapya 1 0.6
PG5 blacrx_ym 23 14.6
PGo6 blagox — blapy, 1 0.6
PG7 blagpc — blapy, 1 0.6
PGS blagyy — blagoyx 1 0.6
PG9 blagyy — blargy 1 0.6
PG10 blargy — blagpc 1 0.6
PG11 blacrx_m — blay;y 1 0.6
PG12 blacrx—_m — blargy 12 7.6
PG13 blacrx_m — blagyy 7 4.4
PG14 blacrx_y — blagpc 1 0.6
PG15 blapy, — blapxs-4s 1 0.6
PG16 blacrx_m — blapys — blagox 1 0.6
PG17 blacrx_m — blagpc — blaggyx 1 0.6
PG18 blacrx_y — blay;y — blapya 1 0.6
PG19 blacryx_ym — blaggy — blagpec — blarggx 1 0.6

Total 65 41.1
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4.2. Discusion
La variedad de genes de RAM en Enterobacterales a nivel mundial es preocupante.
En el Pert, los estudios que abordan la resistencia a diversos B-lactdmicos y que,
simultdneamente, tipifican los genes segun las cuatro clases moleculares a las que
estos pertenecen, son muy escasos. En ese contexto, este estudio representa uno de
los pocos en el pais y el primero en Cajamarca-Pert que busco tipificar los genes de
RAM abordando las 4 clases de B-lactamasas segun la clasificacion de Ambler en
Enterobacterales. Para ello, se emplearon procedimientos microbioldgicos
convencionales y técnicas moleculares como PCR y electroforesis, con el proposito
de identificar algunos de los genes mas relevantes con importancia clinica y

epidemioldgica relacionados con la RAM en la region de Cajamarca.

Los resultados de este estudio revelan un perfil epidemioldgico relevante de
Enterobacterales en los establecimientos de salud de Cajamarca, destacando la
versatilidad patogénica de este orden (Figura 2). Se observa una elevada frecuencia
de E. coli (70.3%) seguida de K. pneumoniae (12.0%) como los principales agentes
etioldgicos en infecciones asociadas a la atencion en salud (IAAS). Cabe resaltar que
el 82.3% del total de especies bacterianas se asociaron a ITU. Estos hallazgos
concuerdan con los reportes mundiales que sefialan a las ITU como las infecciones
mas comunes y a E. coli como su principal causante (92). La marcada frecuencia de
K. pneumoniae en estos resultados también es consistente con la literatura, que la

asocia principalmente con infecciones respiratorias, bacteriemias e ITU (93).

La distribucion por edad y sexo en este estudio también es congruente con la

epidemiologia global de estas infecciones. En este estudio, el 76.6% de las muestras

50



provinieron de mujeres, y el grupo mas afectado por las infecciones fue el de los
adultos mayores (31.0%). Estos hallazgos se alinean con lo reportado por Duffy et
al. (94), quienes en el 2022 encontraron una elevada frecuencia de E. coli (89.4%) y
K. pneumoniae (10.6%) en pacientes con ITU, neumonia y bacteriemia en hospitales
de Estados Unidos. Dicho estudio también reveld que el 77.0% de las especies
bacterianas fueron aisladas de pacientes mujeres y que la poblacion mas afectada fue
la de los adultos mayores (54.0%), concordando con lo encontrado en el presente
estudio. Esta coherencia refuerza la evidencia de un patrén bien establecido en la
epidemiologia de las ITU, donde la mayor frecuencia en mujeres se debe a factores
anatomicos y fisioldgicos, y la vulnerabilidad de los adultos mayores se atribuye a

comorbilidades, inmunosenescencia y el uso constante de dispositivos médicos (7).

Los resultados de susceptibilidad a los antimicrobianos revelan un panorama de
RAM significativo (Tabla 6), con una proporcion elevada de aislamientos resistentes
al menos a un antimicrobiano (63.3%), lo que subraya la preocupacion por la RAM
en la region. Especificamente, el 46.2% de las especies bacterianas mostraron
resistencia a la cefotaxima (CTX) y el 42.4% a la ceftriaxona (CRO). Estos hallazgos
estdn en consonancia con reportes globales que indican tasas variables, pero a
menudo superiores al 30% de resistencia a las cefalosporinas de tercera generacion
en K. pneumoniae y E. coli (95). A nivel nacional, la tendencia es similar, como lo
demuestra un estudio realizado en hospitales de Lima entre 2011 y 2014, el cual ya

reportaba resistencia a CRO del 32.5% para E. coli 'y 47.7% para K. pneumoniae (96).

La concordancia de los resultados del presente estudio con estas tendencias

nacionales y mundiales sugiere una presion selectiva considerable para la aparicion
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de cepas productoras de enzimas que confieren RAM en los establecimientos de
salud locales. Un hallazgo relevante de este estudio es la asociacion entre la presencia
del gen blacry_y vy la resistencia a CRO (p = 0.007). Esto es clinicamente
importante, ya que la gran mayoria de las bacterias que portaban bla ry_p también
mostraron resistencia a CRO, lo que refuerza la conexion directa entre la deteccion
genética del fenotipo de resistencia a este antibidtico. Asimismo, los analisis
estadisticos revelaron asociaciones entre la resistencia a ceftazidima (CAZ) y otras

categorias sociodemograficas (apéndice 6).

En este estudio se observo que los pacientes masculinos presentaron una proporcion
significativamente mayor de resistencia a CAZ y carbapenémicos (45.2% y 25.8%)
en comparacion con las pacientes femeninas (13.2% y 4.1%). Esta disparidad de
género podria atribuirse a varios factores. Se ha reportado que los hombres tienden a
experimentar infecciones mas severas o adquiridas en ambientes hospitalarios, y en
muchos casos, buscan atencion médica mas tardiamente, cuando la infeccion ya esta
mas avanzada (97). Adicionalmente, el contexto socioecondmico de Cajamarca, una
region predominantemente agricola y ganadera, podria influir en este patron. Las
actividades agricolas y ganaderas son comunmente desempenadas por hombres, lo
que podria exponerlos a ambientes con mayor carga bacteriana o una presencia
elevada de bacterias resistentes. Por ejemplo, la exposicion a residuos de antibidticos
utilizados en la ganaderia, a través del contacto con el suelo o agua, podria contribuir
a una mayor presion selectiva para el desarrollo de RAM en la poblacion masculina
(98), y en nuestra region, alin no tenemos reportes de ese impacto en las personas,

animales y el ambiente.
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Se observo que las ITU mostraron una menor proporcion de resistencia a los
antibidticos (12.3%) en comparacioén con otros tipos de infecciones (53.6%). Esta
diferencia puede atribuirse, en parte, al perfil de los patdogenos prevalentes en cada
tipo de infeccion y a la diversidad genética de resistencia que poseen. Aunque E. coli
fue la especie con mayor diversidad de genes de RAM identificada en este estudio
(Figura 7), y es el agente etiologico mds frecuente en ITU, sus genes de clase A mas
frecuentes, confieren resistencia principalmente a cefalosporinas. En contraste, K.
pneumoniae exhibe tasas de resistencia mas elevadas, incluso en comparacion con E.
coli, debido a la presencia de genes de RAM que abarcan un espectro mas amplio de

antibidticos, incluyendo carbapenemasas, MBLs y AmpC (99).

Ademas, las ITU suelen ser causadas por microorganismos de origen comunitario o
ambulatorio, mientras que otras infecciones, como la sepsis o la neumonia, son
frecuentemente provocadas por especies con mayor resistencia adquirida o
intrinseca, a menudo asociadas a IAAS. Si bien, tanto E. coli como K. pneumoniae
pueden causar ITU, la mayor frecuencia de E. coli en estas infecciones y su perfil de
resistencia mas limitado en comparacion con K. preumoniae contribuye a la menor
resistencia global observada en las ITU. A esto se suma que otras especies bacterianas
asociadas a infecciones diferentes a las ITU, como Enterobacter sp., Proteus sp.,
Citrobacter sp. y Serratia sp., son productoras naturales de AmpC (92). Esta
caracteristica intrinseca seria causa de la RAM observada en los agentes de

infecciones distintas a las ITU.

En este estudio, se encontr6d asociacion entre el grupo etario y la resistencia a los

antibidticos (p < 0.05). Las infecciones desarrolladas en lactantes y nifios,
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presentaron la frecuencia mas alta de resistencia (63.6%). En contraste, los
adolescentes y jovenes mostraron la tasa mas baja de resistencia (8.8%), mientras
que las categorias de adultez y vejez exhibieron proporciones de resistencia del
17.4% y 7.0% respectivamente. Estos hallazgos son un indicio del nivel de RAM en
la region Cajamarca, que podria estar modulada por factores intrinsecos del paciente
y el tipo de infeccidn, tal como se discutié previamente. La literatura es consistente
en sefialar que la poblacion pediatrica es vulnerable a las infecciones por bacterias
resistentes a los antibioticos, incluyendo carbapenémicos (100). Esto puede atribuirse
a su vulnerabilidad inmunoldgica, dado que un sistema inmune inmaduro los hace
mas susceptibles a las infecciones severas. Frecuentemente, estas infecciones
requieren hospitalizaciones y estancias prolongadas en unidades de cuidados
intensivos (UCI), lo que incrementa su exposicion a entornos hospitalarios donde las

bacterias con RAM son mads prevalentes (100,101).

Asi mismo, la prescripcion y el uso de antibidticos son comunes durante la infancia.
La exposicion temprana y repetida a estos farmacos puede seleccionar cepas con
RAM en la microbiota de los nifios, aumentando el riesgo de futuras infecciones. Se
ha observado, por ejemplo, un aumento en la prevalencia de Enterobacterales
productores de BLEE y carbapenemasas en infecciones pediatricas (102,103). Estas
bacterias, ademas, pueden transmitirse con mayor facilidad en entornos comunitarios
como jardines y escuelas. Por otro lado, la poblacion de jovenes y adultos, al poseer
un sistema inmune mas robusto, tiende a presentar menos comorbilidades y una
frecuencia de hospitalizaciones o exposiciones cronicas a antibioticos, lo que podria

explicar su menor proporcion de RAM (104).
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La resistencia observada tanto al aztreonam (ATM) (31.0%) como a las
cefalosporinas de tercera generacion, es indicativa de la presencia de BLEE y
carbapenemasas (105). Este patron se vincula con el perfil PR16 (CRO-ATM-CTX)
presente en el 11.4% de especies bacterianas. Asi mismo, el perfil PR30, que denota
resistencia a todos los antibidticos evaluados y que se identifico en el 5.1% de las
cepas, es particularmente preocupante (Tabla 7). Este perfil sugiere la produccion de
enzimas altamente hidroliticas como KPC y/o metalo-B-lactamasas (MBLs), o la
coproduccion de BLEE con AmpC, las cuales inactivan a inhibidores como el
clavulanato. La resistencia a la amoxicilina/clavulanato (AMC) encontrada en este
estudio (22.2%) es superior a lo reportado por Oteo et al. (106) en Espafia, en el 2010,
y se atribuye a mecanismos de resistencia no inhibibles por AMC (como AmpC y
carbapenemasas) y al uso excesivo de este antibidtico en la poblacion. Esta
diversidad de mecanismos de RAM en Enterobacterales de importancia clinica es un
fenémeno impulsado por la presion selectiva de los antibidticos y la transferencia

horizontal de genes (HGT) (107).

En términos generales, los hallazgos de este estudio respecto a los genes de BLEE
estan en consonancia con numerosos reportes a nivel mundial. En el presente estudio,
se identifico un 38.6% de cepas productoras de BLEE. Este porcentaje es similar al
20.0% reportado por Tekele er al. (146) en el 2025, en Enterobacterales y
gramnegativos no fermentadores en Etiopia. Asi mismo, estudios realizados en
Espafia e India reportan frecuencias similares del 42.8% y 44.0% respectivamente
(147). La presencia de genes de la clase A de Ambler también se detectd en Shigella

sp., P. mirabilis y Salmonella sp., aunque en menor frecuencia (3.1%). Esta reducida
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frecuencia en estas especies podria explicarse por el bajo numero de muestras

obtenidas para cada una de ellas en la presente investigacion.

El caso de la resistencia a carbapenémicos en este estudio es notable, con una tasa
del 10.1% (Tabla 6), lo cual presenta similitudes con reportes globales. Sader ef al.
(108) en el 2021, por ejemplo, sefialaron tasas de resistencia a carbapenémicos en
Enterobacterales de hasta 12.3% a nivel mundial. Resultados parecidos fueron
descritos por la OMS (2021) (109), donde paises como Uganda y Madagascar
mostraron tasas de resistencia al ertapenem en E. coli del 10.0% y 6.2%
respectivamente. En América latina, el panorama es analogo, con Brasil y Argentina
reportando resistencia a carbapenémicos entre 12.3% a 35.3% en Enterobacterales
(110). Esta resistencia se debe principalmente a la presencia de carbapenemasas y
MBLs que degradan a estos antibioticos. Sin embargo, mecanismos intrinsecos como
la reduccion de la expresion de porinas (como OmpC en E. coli y OmpF en K.
pneumoniae) también desempenan un papel importante en la resistencia a

carbapenémicos y en la multirresistencia (55).

A pesar de la resistencia detectada, los carbapenémicos ain mantienen una elevada
tasa de sensibilidad (> 89.9%) en las especies bacterianas de este estudio. Esta
observacion puede explicarse por tres razones. Primero, el uso de estos antibioticos
esta estrictamente regulado y optimizado en los hospitales peruanos. Por ejemplo, un
estudio realizado en un Hospital de Lima report6 una tendencia decreciente en el
consumo de meropenem durante el 2016, correlacionada con una disminucion en la
frecuencia de cultivos positivos de P. aeruginosa multirresistente (111). Este uso

restringido y optimizado de los carbapenémicos reduce la exposicion bacteriana a
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estos fArmacos, lo que resulta en una menor presion selectiva para el desarrollo de
RAM. Segundo, los mecanismos de resistencia a carbapenémicos alin no estan
ampliamente diseminados en la region de Cajamarca, tal como se evidencid en este
estudio, donde las cepas productoras de carbapenemasas fueron solo el 5.0% de los
mecanismos de resistencia detectados. La elevada estabilidad de los carbapenémicos
frente a la hidrolisis de B-lactamasas de amplia distribucion global como TEM, SHV
y CTX-M, e incluso las de tipo AmpC, que tampoco degradan carbapenémicos,

contribuye a su eficacia (83) .

Como se muestra en la Tabla 8, los perfiles genéticos mas abundantes (80.0%) en
este estudio correspondieron a genes productores de BLEE de tipo CTX-M, SHV y
TEM, este hallazgo explica directamente la marcada resistencia observada a las
cefalosporinas de tercera generacion y, a su vez, la elevada sensibilidad de las
especies estudiadas frente al disco de cefoxitina (FOX). Las BLEE, si bien hidrolizan
y confieren resistencia a las cefalosporinas y al aztreonam, no hidrolizan la FOX
(112). La alta sensibilidad a FOX encontrada en este estudio (82.3%) concuerda con
lo descrito por Guet et al. (113) en el 2014, donde el 97.9% de cepas fueron sensibles
a este antibidtico. Aunque FOX es una cefalosporina de segunda generacion y, por
ende, podria ser un sustrato para las BLEE, su estructura molecular (grupo metoxi en
posicion C7P) bloquea la unidon de las BLEE al anillo B-lactamico, impidiendo su

hidrolisis (83,84).

La presencia de genes blapy, y blapox (6.3%) en las cepas bacterianas analizadas
en este estudio fue uno de los principales actores causantes de la resistencia a FOX

(15.8%). Las enzimas FOX y DHA, debido a su centro activo mas amplio, tienen la
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capacidad de degradar el aztreonam y diversas cefalosporinas, incluyendo las
cefamicinas como FOX. Tamma et al. (114) en el 2019, describen que estas enzimas
estan presentes en cepas de Citrobacter sp., Klebsiella sp., E. coli, Serratia sp.,
Enterobacter sp., entre otras, de manera adquirida o constitutiva. Ello se alinea con
los resultados de este estudio, donde se identificaron especies similares productoras
de AmpC (6.3%) (114). Es importante sefialar que otras enzimas, como las
carbapenemasas y las propias MBLs también reportadas, pueden contribuir a la
resistencia a FOX, dado que su espectro de actividad incluye al grupo de las

cefamicinas (115).

Entre las 28 cepas resistentes a FOX indicadas en este estudio, 10 (35.7%)
presentaron al menos un gen de la clase C. Especificamente, blarox se encontrd en
K. pneumoniae (50.0%), E. coli (16.7%), Enterobacter sp. (16.7%) y S. marcescens
(16.7%). Por su parte, blapy 4 estuvo presente en E. coli (33.4%), K. pneumoniae
(16.7%), C. freundii (16.7%), Salmonella sp. (16.7%) y S. marcescens (16.7%). Estos
hallazgos coinciden con la literatura, pues Cheong et al. (116) en el 2016 reportaron
la presencia de los genes blarox y blapys en K. pneumoniae, y Bandyopadhyay et
al. (117) en el 2021 describieron ambos genes en E. coli y K. pneumoniae. La
adquisicion de estos genes se atribuye, posiblemente, a la HGT mediada por

plasmidos de otros patdogenos como Enterobacter cloacae y Morganella morganii.

En el caso de la presencia de blappy en Enterobacter sp., un género naturalmente
productor de AmpC cromosomica, la presencia de este gen plasmidico indica un
mecanismo de resistencia dual: uno inducido (AmpC cromosomica de baja

expresion) y otro constitutivo o de expresion constante (blagpy plasmidica). Esta
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combinacidn podria explicar la resistencia a los discos de AMC y FOX (halo 6 mm)
encontrada en este estudio. De manera similar, en la produccion de DHA en C.
freundii, la adquisicion de un gen de AmpC de expresion constante confiere una
resistencia significativa a las cefalosporinas, incluyendo las cefamicinas. La
presencia de blapy, en cepas de C. freundii ha sido reportada previamente por Yim
et al. (118) en el 2013, quienes indicaron que la transferencia de este gen se asocia

con transposones IS CR].

Una cepa de S. marcescens productora de FOX y DHA también fue identificada en
este estudio. Si bien existen escasos reportes sobre la coproduccion de enzimas tipo
AmpC en esta especie, la presencia de blappy y blapy, ha sido observada en
genomas secuenciados de S. marcescens en bases de datos del NCBI (anexo 4). Un
caso relevante es el de Mata et al. (119) en el 2010, quienes detectaron
simultaneamente E. coli y S. marcescens coinfectando a un mismo paciente, ambas
portadoras del gen blapys—1 en un plasmido del tipo IncL/M-MOBP13. El
secuenciamiento génico de este estudio demostrd que se trataba del mismo elemento
genético en ambas bacterias, evidenciando un proceso de HGT in vivo. Esto subraya
la facilidad y la rapidez con la que los genes de AmpC pueden ser adquiridos y
transmitidos entre S. marcescens y otros Enterobacterales. Aunque S. marcescens es
un productor natural de AmpC, la adquisicion de otros genes de esta misma clase
molecular (blagyx 0 blapy 4) no es un fendémeno redundante (114). Poirel ez al. (120)
en el 2005 y Lartigue et al. (121) en el 2006, sefialan que existen diversos elementos
genéticos, como la secuencia de insercion IS Ecpl, que son responsables de la
movilizacion de genes de enzimas tipo AmpC, pudiendo transponer genes adyacentes

o movilizar un gen bla cromosoémico a un plasmido.

59



Como senala Lazarus et al. (122) en el 2024, S. marcescens se caracteriza por ser una
productora lenta de AmpC en comparacion con otros Enterobacterales, debido al
nimero de mutaciones necesarias para su produccion y a la escasa cantidad de enzima
resultante. Esto podria explicar dos aspectos fundamentales observados en este
estudio. Primero, la baja cantidad de AmpC producida por S. marcescens
generalmente resulta en su sensibilidad a las cefalosporinas, en particular a la
ceftriaxona, lo cual concuerda con la sensibilidad encontrada en la cepa de S.
marcescens del presente estudio. Segundo, dada la ineficiencia de esta AmpC y al ser
una cepa aislada de un paciente clinico, es probable que la bacteria necesitara adquirir
genes como blarpx y blapy 4 para mantener una ventaja selectiva. Esta necesidad se
evidencio en la resistencia observada a FOX, CRO, CAZ, AMC y ATM. Ademas,
como se describido en el estudio de Mata ef al. (119), la transmision de genes

plasmidicos de AmpC entre especies puede ser rapida y facilitada en ciertos casos.

En lo que respecta a las pruebas fenotipicas para la deteccion de BLEE, este estudio
demostr6é que el método de Jarlier posee una alta especificidad (100%) para este
grupo de enzimas (apéndice 5), lo que se correlaciona con la evidencia de al menos
un gen de la clase A por PCR. Este hallazgo es consistente con lo reportado por Cortez
etal. (123) en el 2022 y Lezameta et al. (124) en el 2010, quienes también obtuvieron
un 100% de especificidad para BLEE utilizando el método de Jarlier. Esta alta
especificidad se debe principalmente a la accioén del clavulanato, un inhibidor de
BLEE, que bloquea la produccion de estas enzimas en cepas productoras. Al inhibirse
la actividad de las BLEE, los otros B-lactamicos de la prueba y el propio AMC pueden

ejercer su efecto bactericida, confirmando la presencia de estas enzimas (52).
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La morfologia de los halos observados en esta prueba fenotipica se explica por la
interaccion o sinergia entre el AMC y las cefalosporinas. El clavulanato se difunde
desde el disco central hacia el agar, asi mismo, los discos de cefalosporinas también
se difunden de manera similar. Al interactuar el clavulanato con las cepas productoras
de BLEE, este bloquea la actividad hidrolitica de estas enzimas. Con las BLEE
inhibidas, las cefalosporinas ya difundidas, no son hidrolizadas y pueden ejercer su
efecto, manifestandose en una expansion caracteristica del halo (cola de pez o efecto
ojo de cerradura) entre el inhibidor y la cefalosporina. Esta morfologia se observo en
el 78.7% de los casos y se reconoce como un signo de sinergia, una caracteristica
clave en cepas productoras de CTX-M, TEM y SHV (8), lo que se confirma en el
presente estudio. Sin embargo, el 21.3% de las cepas productoras de BLEE no
presentaron las morfologias tipicas de sinergia, lo que impidid la observacion de este

efecto entre los antibioticos mencionados.

Lo anterior mencionado puede explicarse por la presencia de otras enzimas que
interfieren con el ensayo. Entre ellas se incluyen las AmpC, que hidrolizan
cefalosporinas y aztreonam sin ser inhibidas por el AMC, o la presencia de
carbapenemasas como KPC, OXA-48 y las MBLs, cuyo espectro de hidrolisis es
amplio. Adicionalmente, la coproduccion enzimatica encontrada en este estudio es
un factor relevante. Al revisar el perfil genético, se encontr6 que un 8.2% de las cepas
eran portadoras de al menos uno de estos genes (AmpC, carbapenemasas y/o MBLs)
y el 7.0% fueron coproductoras de BLEE con las enzimas antes mencionadas (Tabla
8). Estos hallazgos son semejantes a los de Ahmad et al. (125) en el 2025, quienes
reportaron un 5% de cepas coproductoras de MBLs y BLEE en E. coli y K.

pneumoniae. Asi mismo, Mirza et al. (126) en el 2019, describieron la coproduccion
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de AmpC y MBLs en 5 (1.1%) aislados de E. coli. Por su parte, Salvia et al. (127) en
el 2022 encontraron una concurrencia entre BLEE + AmpC, BLEE + MBL y AmpC
+ MBL del 5.2%, 11.5% y 1.3% respectivamente, lo que guarda gran similitud con

los resultados obtenidos en el presente estudio.

La coexistencia de enzimas AmpC y BLEE puede complicar el diagnostico y el
tratamiento de las infecciones bacterianas. Como se ha observado, las AmpC pueden
enmascarar la deteccion de BLEE, y el AMC, un inhibidor comun, puede inducir la
produccion de enzimas AmpC. Esto tltimo conduce a posibles falsos negativos en la
deteccion de BLEE al mejorar la resistencia a las cefalosporinas (128). Por lo tanto,
la deteccion simultinea de ambas enzimas es imperativa para asegurar la
identificacion precisa de BLEE y la hiperproduccion de AmpC. Ademas, la
coexistencia de BLEE y MBLs exacerba ain mas la RAM, debido a la capacidad
combinada de estas enzimas para hidrolizar un amplio espectro de B-lactdmicos. En
el presente estudio, se reporté un 21.1% de cepas de K. pneumoniae productoras de
KPC, un resultado similar al encontrado por Guerra et al. (129) en el 2020, quienes

detectaron KPC en el 24.0% de los cultivos de K. preumoniae.

Las carbapenemasas lograron ser detectadas mediante la prueba de Blue-Carba en
este estudio (apéndice 4). De las especies evaluadas, 12 cepas (7.6%) resultaron
positivas en esta prueba. Sin embargo, de estas solo 8 (66.7%) presentaron al menos
un gen de carbapenemasas mediante PCR. Estos resultados son parcialmente
similares a los reportados por Mufioz ef al. (130) en el 2017, quienes observaron una
sensibilidad (84.6%) y especificidad (87.5%) intermedias para la prueba de Blue-

Carba. No obstante, los hallazgos del presente estudio difieren notablemente de los
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de Pasteran ef al. (131), donde esta prueba detectd el 100% de las carbapenemasas
de la clase A y B en bacilos gramnegativos. Es probable que esta diferencia en la
sensibilidad se deba a que este estudio no evalu6 las MBLs del tipo NDM, cuya
frecuencia ha mostrado un crecimiento significativo entre los gramnegativos (125).
La presencia de este tipo de enzimas altamente hidroliticas, también pudo interferir

con el screening de OXA-48 evidenciado con la resistencia al ertapenem.

Cuatro cepas que fueron positivas en la prueba de Blue-Carba, pero que no mostraron
ninguno de los genes productores de carbapenemasas evaluados, dos presentaron un
fenotipo concordante con MBLs. Esto se evidencid por su resistencia a todos los
antibioticos utilizados en este estudio y una sensibilidad al ATM. Cabe recordar que,
en un fenotipo de MBL, el aztreonam no es hidrolizado debido a la estructura de
acido sulfonico en el &tomo de nitrogeno del anillo B-lactamico, lo que interfiere con
la capacidad de las MBLs para hidrolizarlo (49). Las dos cepas restantes no
exhibieron un fenotipo de MBL, ya que fueron sensibles a CAZ, AMC y ATM.
Ademas, la colorimetria de la prueba de Blue-Carba para estas cepas no fue un viraje
a amarillo intenso, caracteristico de los productores positivos en este estudio, sino un

viraje a un color verdusco (Figura 5A'y 5B).

En cuanto a las cepas con genes para carbapenemasas (blayy, blagxpc vy blapxa—sg)
que resultaron positivas en las pruebas de Blue-Carba, la distribucidon por especie
fueron K. pneumoniae (50.0%), E. coli (37.5%) y C. freundii (12.5%). Estos datos
concuerdan con lo reportado por Garcia ef al. (132) en el 2023 y De Laveleye et al.
(133) en el 2017, donde K. pneumoniae es consistentemente la especie con mayor

frecuencia de carbapenemasas (> 60%) y E. coli ocupa el segundo lugar (> 30%). Sin
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embargo, en el caso de las carbapenemasas tipo OXA-48, aunque suelen reportarse
principalmente en K. pneumoniae y E. coli, en este estudio, la unica cepa productora
de OXA-48 fue C. freundii. Si bien C. freundii no fue inicialmente considerada un
patdégeno nosocomial clasico, los reportes actuales de C. freundii productora de
carbapenemasas son cada vez mas frecuentes (134). Yao et al. (135) en el 2021,
reportaron RAM en C. freundii asociada a NDM y OXA-48 en el 14.3% y 8.4% de
las cepas respectivamente. Este estudio también mostro la coproduccion de blapy 4,
un gen que produce una enzima tipo AmpC, lo cual es similar a lo encontrado en el
presente estudio, donde la especie de C. freundii identificada presento el gen blapy 4

acompaiado del gen blapx_as-

E. coli fue la especie que exhibio la mayor diversidad de genes de RAM en este
estudio, con presencia de todos los genes evaluados de las clases A, By C, a
excepcion del gen blagy,_4g de la clase D. La amplia capacidad de E. coli y otros
Enterobacterales para adquirir genes de resistencia se atribuye principalmente a la
presencia de elementos genéticos moviles como integrones y plasmidos, que
favorecen la HGT (136). Los integrones, en particular, tienen la capacidad de extraer
genes de resistencia de su entorno y ensamblarlos en sus casetes genéticos. Ademas,
el ambiente intestinal se considera un foco critico para la adquisicion y transferencia
de genes de RAM. Segun Poirel et al. (137), es en el intestino donde se encuentra la
mayor densidad poblacional bacteriana, creando un espacio propicio para que
bacterias como E. coli adquieran genes del RAM y los transfieran a otras cepas, tanto

comensales como patogenas.
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K. pneumoniae ocup¢ el segundo lugar en diversidad de genes en este estudio, con
un total de seis genes identificados, siendo los genes de las clases A y C los mas
prevalentes. Dentro de la clase A, el 42.1% de cepas de K. pneumoniae presentaron
el gen blacry_py, seguido por el blargy (26.3%), blagpc (21.0%) y blagyy (15.7%).
Estos hallazgos difieren con los encontrado por Sanchez et al. (138) en el 2020, cuyo
estudio reportd una mayor frecuencia de blargy (94%), seguido de blacrx_u
(13.0%) y blagyy (8.0%). Por su parte, los resultados de Ghenea ef al. (105) en el
2022, mostraron una prevalencia diferente, con blagyy (100.0%), blacrx_n (71.8%)
y blargy (43.7%). A nivel nacional, Floridn, S. (139), en el Instituto Nacional de
Enfermedades Neoplasicas del Peru, reportd una frecuencia de blagp. del 11.4% en
2019 y del 48.0% en 2020. Estas variaciones resaltan la dindmica epidemioldgica

regional y global de resistencia en K. pneumoniae.

La presencia de genes de la clase A fue la mas frecuente en este estudio, superando a
otros genes de resistencia. De la frecuencia total de genes reportados, el 85.4%
pertenecieron a la clase A. Dentro de esta clase, el gen blacry_p fue el mas
prevalente (46.0%), un resultado concordante con el estudio de Gonzales et al. (140)
en el 2020, donde se reportd una frecuencia de blacrx_p en mas del 90% de las cepas
de E. coli analizadas. Esta afinidad de los genes de clase A por ciertos grupos de
Enterobacterales se debe a multiples factores. Uno de los mecanismos clave de
movilizacion de estos genes, similar a lo observado en otros grupos genéticos
mencionados, es a través de plasmidos. Los plasmidos IncF/Incll en E. coli y el
plasmido IncFII en K. pneumoniae son particularmente notables por su alta

movilidad y estabilidad. Ademas, la secuencia de insercion IS Ecpl, que flanquea los
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genes blacrx_p, facilita su transposicion a otros plasmidos o su integracion en el

cromosoma bacteriano (141).

La frecuencia de enzimas tipo BLEE y KPC en Enterobacterales esta influenciada
por multiples factores. En entornos con alta densidad poblacional, por ejemplo, la
diseminacion de plasmidos conjugativos que reportan estos genes es notablemente
mas rapida y eficiente. Hendrickx ef al. (142) en el 2020, reportaron que los
plasmidos que transportan blagpc tienden a poseer una elevada capacidad de
recombinacion. Ademas, ciertos clones de Enterobacterales, como el clon ST258 de
K. pneumoniae, demuestran una mayor aptitud para adquirir genes de resistencia
debido a su considerable plasticidad genética (99). Estos factores podrian explicar
los genotipos con multiples genes de RAM hallados en E. coli y K. pneumoniae
dentro de una misma cepa en este estudio. La coproduccion de multiples genes de
resistencia es un fendomeno documentado; Zaniani et al. (143) en el 2012, encontraron
genes de TEM y SHV dentro de una misma cepa (29.8%) de pacientes hospitalizados
y ambulatorios. Asi mismo, la coproduccion de dobles carbapenemasas en cepas de

K. pneumoniae ha sido reportada tanto en Perti como a nivel global (144,145).

La coocurrencia de genes como blacry_y v blakpc ha sido reportada en
Enterobacterales, tal como se observé en el estudio de Piekar et al. (146) en el 2023,
quienes detectaron ambos genes en una cepa de E. coli. Un caso ilustrativo es el
descrito por Li et al. (107) en el 2022, quienes secuenciaron una cepa de K.
pneumoniae aislada de una muestra de orina de un paciente. En dicha cepa, se
identifico la presencia de blacrx_p—167, blargy—1p, blasgy—1, aadAl6, fosA, sull,

mph(A4), entre otros genes de resistencia. Adicionalmente, esta cepa presentaba genes
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intrinsecos mutados que permitian la supresion de porinas como la OmpK36. Estos
hallazgos demuestran la considerable plasticidad genética que posee K. pneumoniae
para adquirir genes de RAM. Li ef al. (107), también demostraron, mediante
experimentos de conjugacion, la asociacion del gran niimero de genes de RAM con
la presencia de plasmidos, como el incFII(K), capaz de transferir blacry_py—167, ¥
blagyy 1 simultaneamente. Cabe destacar que el tratamiento antibidtico recibido por
el paciente pudo haber influido significativamente en la RAM observada en esta cepa,
ya que la presion selectiva ejercida por los antibidticos favorece la supervivencia de

cepas multirresistentes (107).

Otro factor crucial, relacionado con el nicho ecologico y la presion selectiva, es la
amplia diseminacion de estas especies bacterianas, especialmente en ambientes
hospitalarios. En estos entornos, las bacterias tienen la capacidad de formar
biopeliculas, lo que facilita la propagacion de plasmidos de resistencia entre
diferentes especies. Madsen et al. (147), sefialan que las biopeliculas promueven
significativamente la conjugacion de plasmidos portadores de genes de RAM, como
los de clase A, gracias a la proximidad celular y la disponibilidad de nutrientes. Este
mismo estudio documenta tasas de transferencia horizontal de genes 1000 veces
mayores para genes blaypy en biopeliculas de K. pneumoniae en comparacion con
bacterias sin biopeliculas. Un fenémeno similar ocurre a nivel intestinal, donde
multiples reportes indican HGT entre Enterobacterales incluso sin la presencia de

presion antibiotica (148).
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones
Al tipificar las B-lactamasas de Enterobacterales provenientes del cepario del LRSP,
segun la clasificacion molecular de Ambler, se identificaron enzimas de las clases A,
B, C y D. Entre ellas, la clase A fue la mas frecuente, predominante en cepas de E.

coliy K. pneumoniae.

En cuanto a los genes codificantes de B-lactamasas, los genes de clase A fueron los
mas frecuentes, destacando el gen blacrx_p (30.4%), seguido de blargy (12.0%),
blasyy (8.9%)y blagpc (3.2%). En menor proporcion, pero clinicamente relevantes,
se identificaron los genes blay;y de la clase B, blaggy y blapys de la clase Cy

blapya—_sg de la clase D.

Entre los perfiles de resistencia (PR) mas relevantes se identifico el PR CRO-ATM-
CTX (ceftriaxona, aztreonam y cefotaxima), en el 11.4% de las especies. En cuanto
a los perfiles genéticos, el mas frecuente fue bla.ry_p detectado en el 14.6% de los

Enterobacterales evaluados.

Se encontrd coocurrencia de genes, algunos de la clase A coocurrieron con otros

genes de la misma clase o de clases diferentes, confiriendo mayor resistencia a los -

lactamicos.
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5.2. Recomendaciones
Se sugiere ampliar el panorama de investigacion sobre la RAM enzimatica en el
orden Enterobacterales. Es crucial investigar en Cajamarca un espectro mas amplio
de mecanismos de resistencia incluyendo de carbapenemasas como NDM, OXA-48,
asi como de AmpC tipo MOX, CIT, ACC, entre otras. Esto permitird generar reportes
actualizados y oportunos, que sirvan como base para estudios que atiendan

oportunamente la emergencia de genes aun no reportados en la region.

Finalmente, se sugiere la implementaciéon de pruebas fenotipicas mas sensibles y
especificas para la deteccion de enzimas AmpC y OXA-48. Esto incluye técnicas
como la prueba de disco difusion con 4cido fenilborénico para AmpC, y el uso de
discos de temocilina para OXA-48. Adicionalmente, se recomienda considerar el uso
de pruebas rapidas de inmunocromatografia, idealmente combinadas con otras
metodologias confirmatorias, para una identificaciéon agil y precisa de estos

mecanismos de resistencia en el entorno clinico.
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Apéndice 1. Siembra por estria en agar MacConkey (A)

pruebas bioquimicas (C)

_“_____._..
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Apéndice 2. Ficha de recoleccion de datos para la reactivacion, evaluacion de pureza y

bioquimica de los aislamientos

N° | Cédigo Colonias TSI Citrato y SIM LIA Especie
TSI(... Gl
BactCaj- Gram (....) () ueosa Citrato (...) DcL (...
Pureza (...) Sacarosa (...) o
Movilidad (...) | DaL(...)
Otros (........ ) (...) H,S Tndol (...) LIA(.) |
"""" Lactosa (...) Gas (...) (...)
TSI(... 1
BactCaj- Gram ...) SL(-) Glucosa Citrato (...) DcL (...
Pureza (...) Sacarosa (...) .
Movilidad (...) | DaL(...
Otros (........ ) .. H,S Indol (...) LIA(.) |
........ LIA(..) Gas(...) )
TSI(... Gl
BactCaj- | Oram () ¢.) ueosa Indol (...) | DeL(...
Pureza (...) Sacarosa (...) .
Movilidad (...) | DaL(...
Otros (........ ) (...) H,S Indol (_..) LIA(.) |
........ LIA(..) Gas (...) ()
TSI(... Gl
BactCaj- PG ram (( )) Saca(roszl (ucc;sa Citrato (...) DcL (...
ureza ... Movilidad (...) | DaL (...
Otros (........ ) (...) H,S Indol (...) LIA(.) |
........ LIA(..) Gas (..) ()
TSI(... Gl
BactCaj- | O2m () () Heosa Indol (...) DeL (...
Pureza (...) Sacarosa (...) .
Movilidad (...) | DaL(...
Otros (........ ) .. H,S Indol (... LIAGL | o
........ LIA(..) Gas(...) )

Apéndice 3. Ficha de recoleccion de datos para las pruebas fenotipicas de produccion

de B-lactamasas

N° | Codigo | Especie ATBM BC AmpC OXA-48

CRO .mm(...) (...) Halo Halo
CAZ ..mm(...) BLEE (... mm) (...mm)
CTX ..mm(...)

................. ATM .mm(...) (...) Condicion Condicion
AMC ..mm(...) (...) (..)
CRO ..mm(...) (..) Halo Halo
CAZ ..mm(...) BLEE (... mm) (...mm)
CTX ..mm(...)

................. ATM ..mm(...) (...) Condicion Condicion
AMC ..mm(...) (...) (..)
CRO ..mm(...) (...) Halo Halo
CAZ ..mm(...) BLEE (... mm) (...mm)
CTX ..mm(...)

................. ATM ..mm(...) (...) Condicion Condicion
AMC ..mm(...) (...) (..)
CRO ..mm(...) ..) Halo Halo
CAZ ..mm(...) BLEE (... mm) (...mm)
CTX ..mm(...)

................. ATM ..mm(...) (..) Condicion Condicion
AMC ..mm(...) (...) (...)

ATBM: Antibiograma, BC: Blue carba, mm: milimetros, CRO: ceftriaxona, CAZ: ceftazidima, CTX:
cefotaxima, ATM: aztreonam, AMC: amoxicilina/acido clavulanico
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Apéndice 4. Frecuencia de resultados positivos en las pruebas fenotipicas empleadas
para la deteccion de B-lactamasas por especie bacteriana

Prueba Fenotipica

Especie Jarlier Blue-Carba DD (FOX) DD (ETP)
n n n

E. coli 45 4 4 2
K. pneumoniae 13 8 9 10
C. freundii 0 0 4 1
Enterobacter sp. 0 0 4 0
P. mirabilis 2 0 1 0
Shigella sp. 1 0 1 0
Salmonella sp. 0 0 2 0
S. marcescens 0 0 2 0
K. oxytoca 0 0 1 0
TOTAL 61 12 28 13

DD: disco difusion, FOX: cefoxitina, ETP: ertapenem, n: frecuencia. Jarlier: para deteccion de enzimas
de clase A. Blue-Carba: para deteccion de enzimas de clase B. DD (FOX): para deteccidon de enzimas de
clase C. DD (ETP): para deteccion de enzimas de clase D

Apéndice 5. Concordancia de pruebas fenotipicas con las pruebas moleculares para la
deteccion de genes de resistencia a B-lactamicos, por clase

Frecuencia de Proporcion Proporcion de
Clase Técnicas
Positivos verdaderos positivos negativos
Jarlier 61
61/61 0/61
A N° de cepas con al
61 1.00 (100%) 0.00 (0%)
menos un gen de clase A
Blue-Carba 12
A* 8/12 4/12
N° de cepas con genes de
yB 8 0.667 (66.7%) 0.333 (33.3%)
clase A*y B
DD con cefoxitina 28
10/28 18/28
C N° de cepas con genes de
10 0.357 (35.7%) 0.643 (64.3%)
clase C
DD con ertapenem 13
1/13 12/13
D N° de cepas con gen de
1 0.077 (7.7%) 0.923 (92.3%)
clase D

*De la clase A solo fue considerado el gen blagp. por su naturaleza de ser carbapenemasa y por poder ser
detectado también por la técnica de Blue-Carba. DD: Disco difusién
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Apéndice 6. Evaluacion del grado de significancia de las categorias de investigacion frente a la susceptibilidad antimicrobiana encontrada en

las especies de Enterobacterales

AMC ATM CTX CRO CAZ FOX ETP IMP
2 S R S R S R S R S R S R S R S R
-% n n n n n n n n n n n n n n n n
Categorias =S V0 W20 NN €20 SO 2 B 0 N 20 WO €2 B X0 B 10 N €20 WO €2 B (10 N 20 WO 20 W ) W )
5 102 35 86 49 72 73 81 67 93 31 130 25 143 13 143 15
64.6) (222 (54.4) (31.0) (45.6) (46.2) (51.3) (42.4) (58.9) (19.6) (82.3) (15.8) (90.5) 8.2) (90.5) 9.5)
Sexo Mascul.ilw 121 (76.6) 0.0005 0.042 0.010 0.010 0.001 0.001 0.001 0.001
Lot 31(19.6) 0.243 0.178 0.217 0.217 0.405 0.293 0.312 0.347
Especie ‘E;Z’s" 111 (70.3) 0.011 0.043 0.366 0.292 0.043 0.000 0.000 0.001
bacteriana aislamientos 47 (29.7) 0.217 0.182 0.075 0.087 0.182 0.570 0.371 0.356
D étTrEs ‘2380 ((1872%) 0.014 0.001 0.023 0.027 0.001 0.001 0.001 0.001
infecciones 0.203 0.443 0.189 0.191 0.364 0.446 0.550 0.472
blacry_y 48 (30.4) 0.487 0.236 0.626 ggg; 0.270 0.066 0.293 0.728
blargy 19 (12.0) 0.260 0.737 0.499 0.597 0.416 0.812 0.842 0.608
blagsyy 14 (8.9) 0.272 0.236 0.061 0.298 0.653 0.519 0.334 0.564
Genes de blagpc 53.2) 0.000
RAM 0512 0.395 0.652 0.577 0.111 - - -
blayy 2(1.2) 0.461 0.488 0.488 0.621 0.429 0.190 0.190 0.488
blagox 6(3.3) 0.629 0.708 0.469 0.612 0.964 - 0.910 0.601
blapy, 6(3.3) 0.349 0.708 0.694 0.907 0.280 - 0.910 0.601
blagxs_sg 1(0.6) - 0.118 - - - - - -
BRGNS 2 (152)
ninos
Grupo AN 34034 0.012 0411 0.033 0.019 0.001 0.001 0.001 0.001
etario i AW 0.296 ' 0.256 0.272 0.355 0.447 0.507 0.479
Adultos 43(29.7)
mayores
n (%) p valor p valor p valor p valor p valor p valor p valor p valor
° V de Cramer V de Cramer V de Cramer V de Cramer V de Cramer V de Cramer V de Cramer V de Cramer

AMC: Amoxicilina/acido clavulanico, ATM: aztreonam, CTX: cefotaxima, CRO: ceftriaxona, CAZ: ceftazidima, FOX: cefoxitina, ETP: ertapenem, IMP: imipenem. S: sensible,

R: resistente. n: frecuencia
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ANEXOS

Anexo 1. Proceso adaptado y modificado de la tincion Gram (149,150)
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Vista microscopica

Anexo 2. Protocolo para la preparacion de las soluciones A y B de la prueba de Blue-
Carba (81,82)

Protocolo - preparacién de soluciones A y B de Blue-Carba

I. Materiales, Equipos y Reactivos

Balanza analitica Agua destilada estéril (pH 7)
Criovial de 2 mL Azul de bromotimol

Frasco y vaso de precipitado HCla0.1M

Peachimetro digital Imipenem/cilastatina
Perlas de borosilicato NaOHa 1N

Pipeta de 1 mL y piseta con agua destilada | ZnS0,

II. Preparacion de 1000 mL de la solucion A

- Enunabalanza analitica, pesar 400 mg de azul de bromotimol. En un vaso de precipitado,
agregar 100 mL de agua destilada estéril junto con los 400 mg de azul de bromotimol.
Verter las perlas a la mezcla y homogenizar hasta que los grumos desaparezcan.

- Agregar 16 mg de ZnS0, y homogenizar lentamente

- Con el peachimetro digital, regular el pH a 7, agregar HCI o0 NaOH dependiendo del nivel
de acidez de la mezcla. Cuando el pH esté en 7, y la coloracion de la mezcla sea azulada,
la solucion A estara preparada. Refrigerar a 4°C hasta el momento de su uso.

III. Preparacion de la solucion B para evaluacion de 10 muestras
- En una balanza analitica, pesar 6 mg de imipenem/cilastatina dentro de un vial estéril.
- Con una pipeta, verter 1000 puL de la solucion A al vial con el antibidtico
- Vortexear hasta que el antibiodtico se haya disuelto. Verificar la coloracion original.
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Anexo 3. Protocolos establecidos para la amplificacion de los genes de B-lactamasas
mediante PCR convencional

Protocolo para la Amplificacion de genes de p-lactamasas

I. Materiales y reactivos

Cabina de PCR Alcohol 70°

Kits de PCR y primers F y R Agua ultrapura

Material bioldgico (ADN) Microtubos de PCR
Micropipetas de 0.5 uL — 10 pL, 10 pL — 100 pLy de  Rack para microtubos

100 pL a 1000 pL. Termociclador

MicroSpin Tips de 10 uL y de 20 - 100 uL

II. Protocolo de trabajo
Limpiar, desinfectar y uvear la cabina de PCR y el material a utilizar. Encender el
termociclador y buscar el programa a utilizar dependiendo del gen a correr.
Preparar el master mix de PCR segtin lo descrito en el cuadro a continuacion

COMPONENTES PARA 1X (uL) [Final]
Agua ultrapura 5.55 -
Kit DreamTaq Green PCR Master Mix (2X) 6.25 -
Primer Fy R 0.25y0.25 0.1 uyM
Templado deADN 0.7 -
Volumen total de la reaccion 13 -

Dispensar el volumen de Master Mix (12.3 uL) en los microtubos de PCR. E1 ADN templado
se aflade al final. Las condiciones del termociclador se indican en el recuadro a continuacion

Gen Pasos T° Tler.npo Gen Pasos T° Tler'npo
y ciclo y ciclo
s Desnaturalizacion 95° 30”x 1 Desnaturalizacion 95° 30”x 1
>'< Desnaturalizacion 2 95° 307 x 35 g Desnaturalizacion 2 95° 30” x 35
5 Alineamiento 61° 60”x 35 § Alineamiento 50° 45”x 35
E. Extension 68° 30”x 35 = Extension 69° 60" x 35
< Extension 2 68° 5x 1 Extension 2 69° 5x 1
Desnaturalizacion 95° 30”x 1 Desnaturalizacion 95° 2’x 1
E Desnaturalizacion 2 95° 30”x 35 2 Desnaturalizacion 2 95° 20”x 35
é" Alineamiento 50° 60” x 35 S Alineamiento 55° 30”x 35
= Extension 68° 90" x 35 = Extension 70° 157 x 35
Extension 2 68° 5’x1 Extension 2 70° 5’x 1
Desnaturalizacion 95° 60”x 1 Desnaturalizacion 95° 607 x 1
= Desnaturalizacion 2 95° 60” x 35 5 Desnaturalizacion 2 95° 60" x 35
S Alineamiento 61° 457 x 35 & Alineamiento 61° 45”x 35
= Extension 68° 60" x 35 = Extension 68° 60" x 35
Extension 2 68° 5’x 1 Extension 2 68° 5’x 1
Desnaturalizacion 95° 60”x 1 Desnaturalizacion 95° 60”x 1
S Desnaturalizacion 2 95° 30”x 35 = Desnaturalizacion 2 95°  30”x35
S Alineamiento 54° 457 x 35 9 Alineamiento 58° 45”x 35
= Extension 69° 50”x 35 = Extension 69° 50”x 35
Extension 2 69° 5x 1 Extension 2 69° 5x 1
® Desnaturalizacion 95° 30"x 1 Clase A: blacryx—_y, blagpe, blasyy, blargy
| Desnaturalizacion 2 95° 307 x 35 ’ ’ ’
= Alineamiento 55° 45”x 35 Clase B: blayy, blajyp
S — Clase C: bla bla
S Extension 69° 60”x 35 DHA> VEHFOX
S Extension2 69° sx1  ClaseD: blapxs-ss

Terminado el ciclado, apretar cancelar el programa, retirar los productos y apagar el equipo. Conservar los
amplificados a — 20 °C hasta realizar la electroforesis.

F: Primer forward; R: primer reverse; T°: temperatura; desnaturalizacién 2: desnaturalizacion final,
extension 2: extension final; ’: minutos; ”’: segundos
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Anexo 4. Informacion molecular de genes de resistencia de AmpC tipo blapy, y blagox

en genomas de Serratia marcescens del NCBI

Numero de

Gen Bacteria Descripcion de la fuente URL de NCBI
acceso
Gen blapy, (alele blaDHA-
1) de S. marcescens cepa )
https://www.ncbi.nl
Serratia S16A-1, codificante de ]
blapya KY400938.1 m.nih.gov/nuccore/
marcescens  beta-lactamasa de clase C
KY400938.1
hidrolizadora de
cefalosporinas (cds parcial).
Secuencia del genoma
completo (WGS) de
Serratia marcescens aislado
) https://www.ncbi.nl
Serratia 2025BM-0004, obtenida de  ABYOUGO1 ] .
blargx_s m.nih.gov/protein/
marcescens  un proyecto de  0000094.1

secuenciacion de patdégenos
con resistencia

antimicrobiana.

EOX2435799.1
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KY400938.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KY400938.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KY400938.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/EOX2435799.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/EOX2435799.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/EOX2435799.1

