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Objetivo: Determinar la presencia de los genes de resistencia en cepas bacterianas asocia-
dos a infecciones en una IPS de segundo nivel del municipio de Duitama (Boyaca).

Materiales y métodos: Se llevé a cabo un estudio observacional, descriptivo de corte trans-
versal; se confirmé la identificacién y el fenotipo de la resistencia de acuerdo con la guia CLSI
M100-S23 del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSD); se hizo el andlisis molecular
de la presencia de los genes que codifican resistencia en cepas gram negativas y positivas.

Resultados: El estudio mostr6 una prevalencia de genes de resistencia en 91,7% de las
muestras evaluadas (33/36), siendo blaTEM el mds frecuente estd presente en 33 cepas
(91,7 %), seguido por blaCTXM1 36,1 % y blaSHV con 27,8% de frecuencia. Para la frecuencia
delos genes en S. aureus, se pudo evidenciar que 37.5 % de las cepas presentaron el gen blaZ
y 32,5 % el gen mecA; resultados que confirman la presencia de genes que codifican este
tipo de resistencias y se convierten en el principal mecanismo responsable de infecciones
en pacientes hospitalizados.

Conclusion: La genotipificacién bacteriana permitié confirmar la presencia de clones con
resistencia tipo BLEE en el 92 % de las cepas Gram negativas (E. coli y K. pneumoniae) y en el
37 % de las cepas Gram positivas (S. aureus), por lo cual es necesario mantener la vigilancia
de estas cepas a fin de evitar posibles brotes causados por estos microorganismos resistentes.

Palabras clave: fenotipo, farmacorresistencia microbiana, monitoreo epidemiolégico, ti-

pificacién molecular, infecciones bacterianas.

B ABSTRACT

Objective: Determine the presence of resistance genes in bacterial strains associated with
infections in a second-level IPS in Duitama City, Department of Boyaca.

Materials and methods: An observational, descriptive cross-sectional study was carried
out. Subsequently, the identification and phenotype of the resistance was confirmed accor-
ding to the CLSI guide M100-S23 of Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Mo-
lecular analysis to identify the presence of genes for bacterial resistance was done in both

gram-negative and Gram-positive strains.

Results: The study showed a prevalence of resistance genes in 91.7 % of the samples eva-
luated (33/36), blaTEM was the most frequent gene being present in 33 strains (91.7 %),
followed by blaCTXM1 36.1 % and blaSHV with 27.8 %. For the frequency of the genes in S.
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aureus, it was evidenced that 37.5% of the strains presented the blaZ gene and 32.5 % the
mecA gene, results that confirm the presence of genes that encode this type of resistance
and become the main mechanism responsible for infections in hospitalized patients.

Conclusion: The bacterial genotification allowed to confirm the presence of clones with re-
sistance type 3-lactamasas extended spectrum (ESBL) in 92 % of the Gram negative strains
(E. coli and K. pneumoneae) and in 37 % of Gram positive strains (S. aureus), which is why
it is necessary to maintain the surveillance of these strains in order to avoid possible out-
breaks caused by these resistant microorganisms.

Keywords: phenotype, drug resistance, microbial, epidemiological monitoring, molecular
typing, bacterial infections.

INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas fueron la principal causa de muerte del ser humano antes del des-
cubrimiento de la penicilina en los afios 40; pese a que la medicina y otras ciencias presentan
avances, las infecciones bacterianas siguen siendo un grave problema en muchos paises del mun-
do (1). Aunque la resistencia bacteriana es un fenémeno natural, el uso irracional de antimicro-
bianos tanto en el ser humano, animales y agricultura estan acelerando este proceso, dejaindonos

sin alternativas para el tratamiento de las infecciones (2).

Las infecciones por bacterias resistentes pueden afectar a cualquier persona, sin importar edad,
religion o regiéon donde se encuentre. A nivel hospitalario, las infecciones asociadas a la atencién
de salud (IAAS) cada vez se vuelven mais dificiles de tratar, por lo cual se han convertido en una de
las mayores amenazas para la salud publica (3). En hospitales de alta complejidad, el problema de
la resistencia presenta un mayor impacto por las pocas medidas de prevencién y control, higiene
de manos, protocolos de limpieza y desinfeccién, elevado nimero de pacientes criticamente en-
fermos, presencia de multiples enfermedades concomitantes y uso frecuente de dispositivos inva-
sivos, el uso inapropiado de antibiéticos, mecanismos de resistencia intrinsecos o adquiridos por
la bacteria que conllevan a la aparicién de multirresistencia, capacidad que tienen las bacterias de
eludir la accién antibacteriana como fenémeno inagotable, asi como su alta tasa de mutaciones y

su amplia gama de transferencia de material genético intra- o interespecifico (1,4).
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En estos ambientes hospitalarios, uno de los factores que mas altas tasas de mortalidad y morbi-
lidad producen son las infecciones por enterobacterias productoras de -lactamasas de espectro
extendido (BLEE), debido a la capacidad de hidrolizar los antibiéticos B-lactdmicos empleados;

dichos antibiéticos son los mas empleados a nivel mundial (5).

El panorama de la resistencia de las bacterias en Colombia es complejo, y gracias a los multiples
estudios de caracterizacién microbiolégica y molecular llevados a cabo por diferentes grupos de vi-
gilancia e investigacién del pais, se ha logrado conocer la prevalencia, las variantes, la distribucién y

las implicaciones clinicas de las betalactamasas en los hospitales de diferentes ciudades del pais (6).

El departamento de Boyaca tiene un perfil de resistencia muy diverso a nivel hospitalario, lo que
hace necesario ampliar los estudios de estos microorganismos aislados, buscando factores rela-
cionados con la diseminacién de bacterias resistentes, sumando al ya referido uso inapropiado de
antibidticos y la aplicacién deficiente en las medidas de prevencién y control (7). Por lo tanto, el
objetivo de este estudio fue determinar la presencia de los genes de resistencia en cepas bacteria-
nas asociados a infecciones en una IPS de segundo nivel del municipio de Duitama (Boyaca), de tal
manera que se identifiquen y confirmen estos fenotipos de resistencia y se aporte datos relevan-

tes a la vigilancia de este evento de interés en dicho departamento.

MATERIALES Y METODOS

Se llevé a cabo un estudio observacional, descriptivo, de corte transversal. Para ello se caracteri-
zaron cepas provistas por el laboratorio de la IPS de segundo nivel del municipio de Duitama que
presentaron algin fenotipo de resistencia. El muestreo se realizé durante febrero a octubre de
2017; y para esto no se tuvo acceso a las historias clinicas ni a la informacién de los pacientes. La
identificacién bacteriana inicial se realizé mediante el sistema PHOENIX 100 BD®, al igual que los

perfiles de susceptibilidad.

Para la confirmacién fenotipica de bacterias Gram negativas y Gram positivas se emplearon mé-
todos convencionales (BBL Crystal GP / GN ID (BD)) en el Laboratorio de Microbiologia de la Uni-
versidad de Boyaca (8). Para las cepas Gram negativas se realizé prueba de tamizaje a las entero-
bacterias aisladas, empleando sensidiscos de cefotaxime (CTX30), ceftazidime (CAZ30), cefepime

(FEP30), ceftriaxona y aztreonam (ATM30). Una vez obtenidos los resultados de los antibiogra-
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mas, se confirmé la presencia de BLEE con el test de sinergia de doble disco, utilizando la cepa
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 como control positivo y la cepa Escherichia coli ATCC 25922
como control negativo (9). El resultado positivo se interpreta por un halo de inhibicién mayor o
igual a 5 mm de la cefalosporina en combinacién con el acido clavuldnico respecto de la cefalospo-

rina; en el total de las cepas se confirmé en el 100 % (n=36) el fenotipo de resistencia.

Para las cepas Gram positivas, los sensidiscos de antibiéticos utilizados fueron: Oxacilina (OX,
1pg), Eritromicina (ERI, 15 pg), Clindamicina (CLI, 2 pg), Tobramicina (TOB, 10 pg), Tetraciclina
(TCY, 30 pg), Ciprofloxacina (CIP, 5 pg) y Vancomicina (VAN, 30 pg). A todas las cepas identifica-
das como S. aureus que presentaron resistencia a oxacilina (0X, 1pg) se les realiz6 el método de
difusién del disco con cefoxitina (FOX, 30pg), acorde con los criterios del CLSI/NCCLS 2017 (10).
Toda cepa de S. aureus oxacilina-resistente y cefoxitina-resistente, fue considerada como S. aureus
resistente a meticilina (cepa SARM). Todos estos ensayos fueron realizados por duplicado. Como
control de calidad se utilizaron dos cepas: Staphylococcus aureus ATCC 43300 como control positivo

y S. aureus ATCC 29213 como control negativo.
Pruebas moleculares

Para la identificaciéon de los genes de resistencia, se realizé una extraccién de ADN empleando el
kit de extraccién de Promega “Wizard” Genomic DNA Purification, siguiendo las instrucciones
del fabricante (11). E1 ADN obtenido fue cuantificado empleando un protocolo basado en un mar-
cador fluorescente intercalante (12); para esto se empleé el equipo de Quantus™ Fluorometer
(Promega) y el kit QuantiFluor® dsDNA System (Promega), siguiendo las recomendaciones del

fabricante.

Todas las amplificaciones se realizaron mediante PCR convencional en un termociclador labconco
de doble bloque; para estas se emple6 el reactivo premezclado 2X PCR Taq MasterMix with dye
de Applied Biological Materials (ABM), que contiene una concentracién balanceada de ADN Taq
polimerasa, dNTPs, MgCl2 y demas componentes necesarios para la PCR, segiin se muestra en la
tabla 1. Las amplificaciones fueron realizadas en un volumen final de 25 uL (master master mix
1X; 0.2 uM de cada primer y 2 ng/uL de ADN) en el termociclador Labconco, segiin los protocolos

especificados para cada gen. Todos Los iniciadores fueron sintetizados por Macrogen Korea.
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Tabla 1. Componentes de 2X PCR Taq MasterMix with dye de ABM

Componente Concentracion

Tris-HCl 20 mM
Tween® 20 0.1%
MgCl, 3 mM
Kcl 100 mM
dNTPs 0.4 mM
AND Taq Polimerasa 50 unidades/ml

Caracterizacion de genes AmpC, blaTEM, blaCTXM1, blaSHV en cepas Gram negativas:
Para la deteccién molecular de los genes de resistencia en Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae
se utilizé el protocolo 005 del Laboratorio de Epidemiologia Molecular de la Universidad de Boya-
ca, empleando iniciadores y condiciones establecidas por Paterson et al. (13). Para los genes tipo
AmpC (550pb) se emplearon los iniciadores F5’-ATCAAAACTGGCAGCCG-3’ y R5’-GAGCCCGTTTTAT-
GCACCCA-3’, amplificados bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacién inicial de 94 °C 30s,
seguido por 35 ciclos de 94 °C 30s, alineamiento a 56.9 °C 1 min y extensién 72 °C 1 min, con
una extensién final de 72 °C 10 min. Para la deteccién de los genes blaTEM (900pb) se emplearon
los iniciadores F5'-AAACGCTGGTGAAAGTA-3" y R5'-AGCGATCTGTCTAT-3" y las siguientes condicio-
nes: desnaturalizacién inicial de 94 °C 30s seguido por 35 ciclos de 94°C por 30 s, alineamiento a
49 °C por 1 min y extensién 72 °C por 1 min, con una extensién final de 72 °C por 10 min. Para
blaCTXM1 (500pb) se utilizaron los inciadores F5'-GACGATGTCACTGGCTGAGC-3" y R5"-AGCCGCC-
GACGCTAATACA-3’, amplificados bajo las condiciones: desnaturalizacién inicial de 94 °C por 30 s,
seguido por 35 ciclos de 94 °C por 30 s, alineamiento a 58 °C por 1 min, y extensién 72 °C por 1
min, con una extensién final de 72 °C por 10 min. Para blaSHV (700pb) se emplearon los inicia-
dores F5'ATGCGTTATATTCGCCTGTG-3" y R5'-TGCTTTGTTATTCGGGCCAA-3", amplificados bajo las
siguientes condiciones: desnaturalizacién inicial de 94 °C por 30 s, seguido por 35 ciclos de 94 °C
por 30 s, alineamiento a 56 °C por 1 min, y extensién 72 °C por 1 min, con una extensién final de
72 °C por 10 min.
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Para el control de amplificacién se utiliz6 la cepa Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 (control po-

sitivo) y la cepa Escherichia coli ATCC 25922 (control negativo).

Caracterizacion de genes blaZ y mecA en cepas Gram positivas: Para la caracterizacién mo-
lecular de cepas Gram positivas se utiliz6 la presencia o ausencia de los genes de resistencia blaZ
y mecA. La extraccién del ADN se realiz6 empleando el protocolo 003 para extraccién de ADN en
bacterias Gram Positivas del Laboratorio de Epidemiologia Molecular de la Universidad de Boyaca

(14). Como control se emplearon cepas de Staphylococcus aureus ATCC43300.

El gen blaZ (861pb) se evalué mediante reaccién en cadena de la polimerasa con los iniciadores
F5" TAC AAC TGT AATATC GGA GGG y R5” CAT TAC ACT CTT GGC GGT TTC. En el esquema de amplifi-
cacién se tuvieron en cuenta las siguientes condiciones: desnaturalizacién inicial de 94 °C 5 min,
seguido por 35 ciclos de 94 °C por 30 s, alineamiento a 55 °C por 30 s, y extensién 72 °C por 30 s,
con una extensién final de 72 °C por 5 min. Como control se emplearon cepas de Staphylococcus
aureus ATCC43300. En cuanto al gen mecA (533 pb); las cepas meticilino resistentes fueron de-
tectadas utilizando los iniciadores F5" AAA ATC GAT GGT AAA GGT TGG y R5" AGT TCT GCA GTA CCG
GAT TTG. La amplificacién se realizéde la siguiente mmanera : desnaturalizacién 94 °C por 30 s,
30 ciclos de alineamiento a 55 °C por 30 s y extensién a 72 °C por 1 min, y una etapa de extensién
final de 72 °C por 5 min.

Los productos de amplificacién se evidenciaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 %
en TAE 1 %, empleando safeview classic (ABM) como agente intercalante, y opti DNA Marker 1Kb
(ABM) como marcador de peso molecular. Las bandas se evidenciaron en un transiluminador Ul-

traSlim Led Illuminator Maestrogen.

RESULTADOS

Se evaluaron un total de 76 cepas, las cuales cumplieron con el criterio de inclusién de presentar
algin fenotipo de resistencia. Dentro de los aislamientos de los microorganismos Gram negati-
vos, de las 36 cepas, el 55.6 % (n= 20) correspondié a Escherichia coli (E. coli) y el 41.7 % (n=15)
a Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae). El 2.8 % restante estd representado por una cepa de

Klebsiella oxytoca (n=1). Se evidencié que el servicio con mayores aislamientos bacterianos fue
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Urgencias, con predominio de la cepa de E.coli, seguido de Hospitalizacién y Unidad de Cuidado

Intensivo (UCI), con predominio de aislamientos de K. pneumoniae.

Se incluyeron un total de 40 cepas Gram positivas identificadas como S. aureus en el 100 % de los

aislados. Con respecto a la procedencia de la infeccién segin el servicio del hospital, se determiné
que 52.5 % (n=21) correspondia a Consulta por Urgencias; 20 % (n=8) a Hospitalizacién; 10 %
(n=4) a Quirdéfanos; 7.5 % (n=3) a Consulta de Observacién; 7.5 % (n=3) Unidad de Cuidado In-
tensivo - UCI Adultos, y por ultimo, 2.5 % (n=1) a Consulta Externa.

Los resultados de la evaluacién de los fenotipos de resistencia para los aislados de E.coli (n=20) y

K. pneumoniae (n=16) se presentan en la figura 1.

Imipenem
Meropenem
Ertapenem
Cefoxitina
Nitrofurantaina
Norfloxacina
Trimetropin sulfa
Ciprofloxacina
Aztreonam
Cefepime
Ceptriaxona
Ceftazidima
Ampicilina
Ampicilina sulbactam

Il Escherichia coli
I Klebsiella pneumoniae

Q 2 .-53 n}" §3 ‘,0 q._ss 455 q}% q'b NQQ
Cepas con fenotipo de resistencia (Porcentaje)

Fuente: Elaboracién propia.
Figura 1. Fenotipos de resistencias (porcentaje) en cepas Gram negativas

El patrén de resistencia para las 40 cepas de S. aureus mostrd que el 100 % de las cepas presentd

resistencia frente a Penicilina G; el 47.5 % a la oxacilina. En cuanto a esta tltima, la literatura re-

|
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fiere que se debe realizar la confirmacién empleando un sensidisco de cefoxitin que determinara
la presencia presuntiva de la resistencia a oxacilina mediada por el gen mecA (15,16). E1 15 % de
las cepas presento resistencia a la eritromicina; 5 % resistencia frente a clindamicina; 2.5% son

resistentes al trimetropin sulfa, y ningan aislamiento presentd resistencia a Vancomicina.

Caracterizacion molecular de genes de resistencia en bacterias Gram negativas y Gram
positivas. El estudio mostré una prevalencia de genes de resistencia en el 91,7 % de las mues-
tras evaluadas (33/36), siendo blaTEM el mas frecuente, presente en 33 cepas (91,7 %), seguido
por blaCTXM1, presente en el 36,1 % y blaSHV, presente en el 27,8 % de las cepas. Al evaluar el
gen Ampc en las cepas Gram negativas, se determind una frecuencia de 5,6 %. Un andlisis mas
detallado revela que el 26,8 % de las cepas presentaba tanto el gen blaTEM como el gen blaSHV;
adicionalmente, las dos cepas que presentaron el gen Ampc también presentaron el gen blaTEM,
y solo una de las cepas analizadas, que corresponde a una cepa aislada de Klebsiella pneumoniae,
presento tres genes: Ampc, blaSHV y blaTEM (tabla 2).

Tabla 2. Caracterizacion molecular de los genes en cepas Gram negativas

blaSHV blaCTXM1

Cepas
evaluadas L % e %
Escherichia coli 20 0 0 2 10 11 55 18 90
Klebsiella pneumoniae 16 2 13 8 50 2 13 15 94
Total Cepas 36 2 10 13 33

Pos.: cepas positivas para el gen.

Fuente: Elaboracién propia.
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A. Carril 1: marcador de peso molecular 1kb. Carril 2: control negativo E. coli. Carril 3: control
positivo K. pneumoniae. Carril 4 — 17 muestras (positivas: muestras 3, 10, 12 y 14 Banda 500pb)
B. Carril 1: Marcador de peso molecular 1kb. Carril 2: control negativo E. coli. Carril 3 - 10 mues-
tras (positivas muestra: 7, banda 550pb). C. Carril 1: marcador de peso molecular 1kb. Carril 2:
control negativo E. coli. Carril 3 - 13 Mmestras (positivas: muestras 3, 5, 6, 7y 9, banda 700pb).
D. Carril 1: marcador de peso molecular 1kb. Carril 2: control positivo K. pneumoniae. Carril 3 -17

muestras (positivas: muestras 1 — 15, banda 900pb muestras 10 y 12, banda adicional 1500 kb).

Fuente: Laboratorio de Epidemiologia Molecular de la Universidad de Boyaca.
Figura 2. Gel de Electroforesis genes de resistencia en bacterias Gram negativas

Caracterizacion de genes blaZ y mecA en cepas Gram positivas. Los resultados de los estu-

dios de presencia de genes de resistencia en S. aureus se muestran en la figura 3.
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Tabla 3. Caracterizacion molecular de los genes en cepas Gram positivos

Sensible
Cepas
evaluadas nes %
Staphylococcus aureus 40 15 37,5 13 32,5 12 30.7
Total Cepas 40 15 13 12

Pos: Ccepas positivas para el gen, Neg. Cepas negativas para el gen, Sensibles. Cepas que no presentan ninguno de los
genes evaluados.

Fuente: Elaboracién propia.

50
40
20
35
30
20
40
ES

55 8 BLEES

A. Carril 1: marcador de peso molecular 1kb. Carril 2: control negativo S. aureus. Carril 3: control
positivo S. aureus. Carril 4 — 17 muestras (positivas: muestras 1, 3 y 14, banda 861pb) B. Carril
1: Mmarcador de peso molecular 1kb. Carril 2: control positivo S. aureus. Carril 3 — 16 muestras

(positivas: muestras 2, 4, 5 y 6, banda 533pb, muestra 8 y 13, banda 550pb)

Fuente: Laboratorio de Epidemiologia Molecular de la Universidad de Boyaca.

Figuras 3. Gel de Electroforesis genes de resistencia en bacterias Gram positivas

DISCUSION

Los resultados de este estudio se asemejan a los reportados en otras investigaciones en las que E.
coli es el uropatégeno con mayor nimero de aislamientos Gram negativos, seguidos por K. pneu-

moniae (17-19). Asi mismo, se evidencié que el servicio con mayor nimero de aislamientos fue
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urgencias, con predominio de la cepa de E.coli, seguido de Hospitalizacién y Unidad de Cuidado
Intensivo (UCI), con predominio de aislamientos de K. pneumoniae, lo cual sugiere una grave pro-
blemadtica, debido a que el mayor nimero de muestras aisladas en pacientes son ambulatorios.
Esto demuestra la existencia de este patégeno a nivel de comunidad, y se pudo establecer un uso
indiscriminado de antibidticos, que motiva a realizar mas trabajos de este tipo para vigilar el uso
correcto de los mismos (20,21). Entre agosto y diciembre de 2011 se realizé un estudio de casos
y controles en 3 instituciones de salud de tercer nivel en Colombia. En este se tomaron todos los
pacientes admitidos por urgencias con diagnéstico probable de infecciéon de vias urinarias. De los
2124 pacientes seleccionados, 629 tuvieron un urocultivo positivo; en 431 de estos se aislé E. coli;
54 fueron positivos para BLEE y 29 corresponden a CTXM.Dicho estudio mostr6 resultados com-

patibles con los de este estudio en cuanto a cepa y mecanismo de resistencia predominante (22).

Una de las cepas identificada como K. pneumoniae presenta en su resultado del antibiograma re-
sistencia a la mayoria de los antibiéticos, incluso a la penicilina; este patrén de resistencia es
compatible fenotipicamente con el mecanismo de resistencia KPC (Klebsiella pneumoniae Carbape-
nemasa) (23), que no pudo ser confirmado molecularmente debido a que atin no se cuenta con su

estandarizacién, dejando la confirmacién para préximas investigaciones.

La cepa catalogada como posible portadora de este mecanismo de resistencia proviene de mues-
tra de orina aislada del servicio de urgencia, lo cual puede sugerir que no se asocia a la estancia
prolongada sino, por el contrario, a un mal manejo de la terapia antibiética por parte del personal
de salud, o la falta de apego al tratamiento por parte del paciente, lo cual pudo generar la falla

terapéutica, y asi favorecer la expresion del mecanismo de resistencia (24).

K. pneumoniae ha venido en aumento considerable; en un estudio a nivel nacional se tomaron 23
hospitales entre 2009 y 2012 y se analizaron 38 048 aislamientos durante el periodo descrito. Se
describieron perfiles de resistencia para Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeru-
ginosa y Acinetobacter baumannii. E. coli fue el microorganismo mas frecuente (promedio=14,8 %);
seguido de K. pneumoniae, con un 15 %. De los aislamientos de K. pneumoniae evaluados, 68,4 %
fue positivo para KPC. Porcentaje elevado que requiere de vigilancia y monitoreo por las entidades
encargadas. Asi mismo, se sugiere la realizacién de investigaciones enfocadas a este mecanismo

de resistencia principalmente (9).
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En cuanto a los Gram positivos de las cepas evaluadas, el 47.5 % presenta resistencia a la metici-
lina (oxacilina), que presuntivamente podrian catalogarse como Staphylococcus aureus resistente
a la meticilina (SARM), patégeno de gran importancia en salud publica, debido a la rapida dise-
minacién y diversificacién de linajes pandémicos que presentan perfiles variables de virulencia y
sensibilidad antimicrobiana (25-28), comparado con los resultados reportados por Nancy Amaya
entre enero y diciembre de 2008, en los que se obtuvo una resistencia meticilino resistente de 64

%, pero al igual que la presente investigacién, no se detect6 resistencia a la Vancomicina (29).

En cuanto al andlisis molecular, se muestra una prevalencia de genes de resistencia en el 91,7 %
de las muestras evaluadas (33/36), siendo blaTEM el gen més frecuente identificado en 33 cepas
(91,7 %), lo cual coincide con el rango de frecuencia reportada para Klebsiella pneumoniae(30);
blaCTXM1 fue el segundo mas prevalente, con 36,1 %, seguido por blaSHV, con 27,8 %. Al compa-
rar estos resultados con el trabajo de Ting y colaboradores en 2013, la frecuencia de estos genes
es mayor en sus casos de estudios, lo cual indica que considerando las condiciones ambientales,
las cepas bacterianas pueden presentar diferentes perfiles y mecanismos de resistencia. En el caso
particular de E. coli, solo se encontraron 2 cepas que expresaban blaSHV, mientras que Ting no
encontr6 cepas que presentaran este mecanismo de resistencia (31). Al evaluar el gen Ampc en las
cepas Gram negativas, se encontr6 una frecuencia de 5,6 %. Un andlisis mas detallado revela que
el 26,8 % de las cepas presentaban tanto el gen blaTEM como blaSHV, las dos cepas que presen-
taron el gen Ampc también presentaron el gen blaTEM; solo una cepa, que corresponde a una K.

pneumoniae presentd tres genes: Ampc, blaSHV y blaTEM.

Al comparar los resultados obtenidos con los resultados de caracterizacién fenotipica se pudo
apreciar que el 100 % de las cepas presentaron fenotipo BLEE, mientras que molecularmente se
identific6 el gen blaZ en un 40 % de ellas. En el caso de fenotipo meticilino resistente, se observd

en el 50 %, mientras que solo un 30 % presentd el gen mecA.

En Sudamérica, una de las primeras publicaciones de infecciones por SARM en pacientes ambula-
torios adultos con infeccién de piel fue en Brasil, en 2002 (32); posteriormente, fueron aparecien-
do otros reportes, entre ellos un estudio multicéntrico en Argentina, realizado entre noviembre
de 2006 y noviembre de 2007, en el que se diagnosticaron 840 infecciones por S. aureus, de las
cuales 447 fueron adquiridas en la comunidad, representando el 62 % del total de las infecciones

adquiridas en la comunidad (CA-SARM) (33). Con el aumento en la prevalencia de SARM en pa-
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cientes ambulatorios con infecciones de piel y partes blandas (IP y PB) hubo un cambio epidemio-
l6gico en los dltimos afios respecto a las infecciones producidas por S. aureus, lo cual lo convierte
en un hecho de importancia clinica y terapéutica, de gran trascendencia en la salud publica, por
lo que se presenta mas en comunidad que no ha sido hospitalizada ni recibido tratamiento anti-
bidtico (25,34).

CONCLUSIONES

La genotipificacién bacteriana permitié confirmar la presencia de clones con resistencia tipo BLEE
en el 92 % de las cepas Gram negativas (E. coli y K. pneumoneae) y en el 37 % de las cepas Gram
positivas (S. aureus), por lo cual es necesario mantener la vigilancia de estas cepas a fin de evitar

posibles brotes causados por estos microorganismos resistentes.

Las consecuencias de ignorar la presencia de las bacterias productoras de BLEE en nuestra realidad
puede condicionar al fracaso del tratamiento, lo que puede conllevar a aumentar la resistencia y

diseminacién de este tipo de microorganismos desde el espacio intrahospitalario a la comunidad.

Ante el incremento de microorganismos Gram negativos multirresistentes y la amplia distribucién
de las carbapenemasas en esta Institucién prestadora de servicios de salud, es de gran importancia
la articulacién de la biologia molecular a los sistemas de vigilancia epidemiolégica tradicionales que
permita el andlisis integral de la resistencia; ya que estos hallazgos podrian servir para el desarrollo
de programas de uso adecuado de antimicrobianos y la elaboracién de guias para la prevencién y

contencién de bacterias multirresistentes no solo en esta institucién sino en Colombia.

Consideraciones éticas

Este estudio, segtin la Resolucién 8430 de 1993, corresponde a grupo de riesgo II: Microorga-
nismos que representan riesgo moderado para el individuo y limitado para la comunidad, y que
segun el articulo 68, los microorganismos que se clasifiquen en los grupos de riesgo 1y Il deberan
manejarse en laboratorios de tipo basico de microbiologia, empleando gabinetes de seguridad

cuando se considere necesario.

Esta investigacién fue avalada por el Comité de Bioética de la Universidad de Boyaca el 7 de sep-
tiembre de 2017.
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