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Introduccion

En los tltimos afios se han realizado andlisis a genomas
que ponen en evidencia la existencia de al menos 20.000
genes de resistencia, aunque la expresién de la resistencia
se presenta en muy pocos. Asi se ha documentado la teoria
de la transferencia horizontal de genes, fundamentada
en la identificacién de islas genémicas de patogenicidad
en patdgenos de animales, plantas y humanos, las cuales
se han investigado gracias al estudio de las secuencias de
genes bacterianos (Torres ez al., 2018).

Dichos mecanismos de resistencia estin presentes en
bacterias Gram negativas y Gram positivas e implica un
desafio evolutivo en cuanto a menudo las bacterias adquie-
ren determinantes genéticos; esto puede presentarse por
elementos genéticos méviles capaces de moverse dentro
o entre moléculas de ADN, que incluyen secuencias de
insercidn, transposones y casetes/integrones de genes, y por
elementos que pueden transferirse entre células bacterianas,
como pldsmidos y elementos integrativos y conjugativos
(ICE) (Estepa et al., 2017). Esa transferencia puede darse
entre la misma o diferente especie, inclusive entre Gram
positivas y Gram negativas, también, la insercién de peque-
fios fragmentos dentro del cromosoma bacteriano puede
transferirse de manera horizontal, de modo que adquieren
genes de resistencia mds fdcilmente.

Aparte de este mecanismo, existen otras formas para
que las bacterias obtengan esos determinantes genéticos,
entre ellas predomina la transferencia por medio de la



CAPITULO II. Determinantes genéticos de la resistencia bacteriana

conjugacion, transformacién y transduccién (Figura 7)
(Partridge ez al., 2018).

RI: Regidn insertada

TN: Transposones

@ Sitios recombinacion

=) Genes de resistencia
Transferencia horizontal

® Figura 7. Intercambio de determinantes genéticos
Fuente: Elaboracién Propia

De otra parte, se conocen otros mecanismos para que las
bacterias puedan llegar a ser resistentes, como la produccién
de enzimas que inactivan antibidticos, la modificacién
del sitio diana, la disminucién de la permeabilidad de la
membrana celular y las bombas de eflujo (Bello & Dingle,
2018) (Tabla 2).
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Tabla 2. Determinantes genéticos frecuentes de Gram negativos e

Gram-negativos que con
mayor frecuencia presentan
el gen de resistencia

Ubicacién
del gen

Genes de resistencia
representativos

Fenotipo de

Mecanismo Antibidticos resistencia

Penicilinasa clase

bla bla i
Ade Ambler TEM, ®leSHV PoC Enterobacteriaceae
bla bla
Ambler clase A BLEE T,,E,\g.i.x_fAHv’ PoC Enterobacteriaceae
bla
b SK &E Enterobacteriaceae,
Carbapenemasade 50 NMC PocC Pseudomonas aeruginosa [P.
clase Ade Ambler s M| aeruginosaj, Acinetobacter
s GES baumannii [A. baumannii]
Betalactamicos bla NDM
blay/|M .
. Metalobetalactamasa sia M P PAG Enterobacteriaceae, P.
Enzimas que de clase Bde Ambler o aeruginosa, A. baumannii
inactivan it
antibiéticos Sim
bla ,bla , bla g
Cefalosporinasa mi/:;bla 240/;,,[3 g’,?f PoC C-0Organismos SPICE-HaM
clase Cde Ambler 80 ACT 515 ACC/Y CFE P - Otras Enterobacteriaceae
Ambler clase D BLEE 86 OXA PoC Enterobacteriaceae, P.
o carbapenemasa aeruginosa, A. baumannii
AME - acetiltrans- , Numerosos organismos
ferasa (AAC) aac (3)-, aac (6') PoC Gram-negativos
. - AME - nucleotidil- 5 . Numerosos organismos
Aminoglucésido transferasa (ANT) hormigal(2’) POE Gram-negativos
AME - fosfotrans- , Numerosos organismos
ferasa (APH) aph (3’) PoC Gram-negativos
Haemophilus influenzae [H.
Betalactamicos Alteracién de PBP ftsl, penA C influenzae], Neisseria spp.,
Enterobacteriaceae, P. aeruginosa
Proteccion de nr PoC Numerosos organismos
ADN girasa q Gram-negativos
. Alteracién de la Numerosos organismos
ARy Fluoroquinolonas ADN girasa gyrA, gyrB c Gram-negativos
Modificacion 1 i6ndel
del A te'racmn el parC, parE C Enterobacteriaceae, P. aeruginosa
objetivo de topoisomerasa IV
antibidticos . o Metilacion del rmtA, rmtB, Numerosos organismos
Aminoglucdsidos ARNr 16S rmtC, armA IPAG Gram-negativos
i i Mutacién DHPS folp, sull, sulll PAG N“"‘Gems"s organismos
Trimetoprima/ ram-negativos
sulfametoxazol dfr PAG H. influenzae, Enterobacteriaceae
Mutacién DHFR i A . . .
dhfri T(Tn7) Escherichia coli [E. coli]
Polimixinas Alteracion de LPS mcr PAG Enterobacteriaceae
Enterobacteriaceae
acrAB, tolC adeABC ;\ baumgnnu
. . aeruginosa
Expresion de la mex PoC Serratia marcescens
familia RND sdeAB, sdeCDE
[S. marcescens]
smeABC
Stenotrophomonas malto-
philia [S. maltophilia]
Bomba de Expresion ABC vcaM, macAB C Vibrio cholerae [V. cholera], E. coli
eflujo Numeroso Expresion MFS emrAB C E. coli
., Vibrio parahaemolyticus [V.
Expresion MATE norma, ydhE C parahaemolyticus], E. coli
Expresion SMR emrE, qac, sugk C Numerosos organismos
Gram-negativos
Sobreexpresion de m’;g’;hieVASBoi’X c A. baumannii, E. coli, Neisseria
la bomba de eflujo mdf4, mtrCDE gonorrhoeae [N. gonorrhoeae]
Pérdida de la funcmn oprD c P. aeruginosa
de laporina
Barrera de B-lactdmicos N. h
permeabilidad Mutacién de la omp36, porB, ompF, V- gonorrhoeae,
. C Acinetobacterspp.,
porina (bucle L3) ompC, carO .
Enterobacteriaceae

P, plasmido; C, cromosoma; T, transposén

Fuente: elaboracién propia con base en datos de Bello y Dingle (2018).



Con el objetivo de la mejor comprensién de la temdtica
abordada y la informacién previamente expuesta, se hace
un acercamiento a los componentes genéticos de la resisten-
cia bacteriana de cepas Gram negativas y Gram positivas:

Genes de resistencia en
bacterias Gram negativas

La identificacién de cepas resistentes ha sido uno de los
grandes desafios para el laboratorio de microbiologia.
En la dltima década ha adquirido gran importancia la
caracterizacién de genes encargados de codificar la resis-
tencia a antibiéticos, especialmente en cepas de la familia
Enterobacteriaceae, pues estas son consideradas los microor-
ganismos mds frecuentes. Al respecto, la OMS publicé
una lista de prioridades mundiales de bacterias patégenas
resistentes a los antimicrobianos, en el que se encuentra
este grupo de bacterias.

El alto nimero de cepas resistentes en humanos estd
asociado a las frecuentes visitas a hospitales, estadias
prolongadas en establecimientos de salud, hospitales de
atencion terciaria y hospitales universitarios (Taggar ez al.,
2020). La tipificacién de estos genes ha demostrado que
la deteccién rdpida de resistencias mejora los resultados de
los pacientes, pues disminuye la mortalidad, la duracién
de la estancia hospitalaria, las tasas de superinfeccién y
reacciones adversas a los medicamentos y, por ende, reduce
los costos (Endimiani ez /., 2020).

AmpC

Los genes que codifican estas betalactamasas se encuen-
tran cominmente en los cromosomas de algunas
Enterobacteriaceae como Citrobacter freundii [C. freundii],
Morganella morganii [M. morganannil, Providencia spp.,



Enterobacter spp. y S. marcescens, y puede transmitirse a los
pldsmidos. La resistencia a cefalosporinas de amplio espec-
tro entre Enterobacteriaceae que carecen de genes AmpC
cromosémicos inducibles como E. coli, Salmonella spp.,
Klebsiella spp. y Proteus mirabilis [P. mirabilis] ha surgido
mediante la adquisicién de betalactamasa AmpC mediada
por plasmido (Etemadi ez @/, 2020; Tamma ez al., 2019).
Dentro de este gen se han identificado variaciones alélicas
y actualmente han surgido numerosas betalactamasas tipo
AmpC. Sin embargo, la betalactamasa ** CMY-2 de tipo

AmpC es la mds prevalente.

Entre bacterias Gram negativas, el gen ** CMY-2 se puede
encontrar de forma plasmidica y proporciona resistencia
a antibidticos betalactdmicos como penicilina, cefoxitina
o cefotetan, cefalosporinas, especialmente cefalosporinas

de tercera generacién, y ocasionalmente carbapenémicos
(Fallah et 2/. 2020; Tamma ez a/., 2019).

Betalactamasas de espectro
extendido (BLEE)

Durante la década de 1980, las BLEE evolucionaron prin-
cipalmente por mutacién puntual de ** TEM, ¥ SHV y "
OXA. No obstante, desde el 2000 empezaron a presentar
cambios genotipicos en los que la betalactamasa tipo *C-
TX-M se identific con una presentacién mds alta entre las
bacterias Gram negativas (Chevet ez 4/., 2012).

Las BLEE hidrolizan el anillo betalactdmico de las cefalos-
porinas de tercera generacién. Los genes codificantes para
la resistencia a las betalactamasas son de origen plasmidico,
el cual es una estructura que puede llegar a ser altamente
movil y albergar genes de otro tipo de resistencia a otras
clases de antimicrobianos no relacionados, como quinolo-
nas y aminoglucésidos. Durante el proceso catalitico, las



enzimas TEM, SHV y CTX-M utilizan sus residuos Ser70,
Glul66, Lys73, Lys234 y Ser130, y la enzima OXA utiliza
residuos Ser70, Lys73, Ser118 y Lys216 secuencialmente, lo
que genera su hidrdlisis. Se han reportado e identificado
mds de 211 variantes de estas enzimas, que se originan
principalmente por sustituciones de un solo aminodcido
que conducen a una alteracién de la especificidad del sus-

trato y la actividad hidrolitica (Dhara & Tripathi, 2014).

Los genes ““TEM, "*SHV y *“CTX-M mediados por plds-
midos son los mds comunes en las especies de Klebsiella
spp., seguido de E. coli. Estos genes BLEE producen
enzimas que son capaces de llevar a cabo la hidrélisis de
cefalosporinas y monobactamas de amplio espectro, pero
que son inactivas frente a cefamicinas e imipenem. Se ha
demostrado que cambios alélicos en los genes conducen a
la sustitucién en la secuencia de uno o dos aminodcidos,
los cuales pueden mejorar la actividad catalitica de las
betalactamasas contra las cefalosporinas de espectro exten-
dido. La principal sustitucién del aminodcido Gly238Ser
en las betalactamasas TEM o SHV produce hidrélisis de
las oximinocefalosporinas, mientras que la sustitucién de

Glu240Lys aumenta la actividad enzimdtica (Elmowalid
et al., 2018).

Gen %¢CTX-M

La primera enzima CTX-M (cefotaximasa) se descubrié
en 1986. Esta familia de BLEE ahora incluye mds de 60
enzimas diversas en cinco grupos filogenéticos (Dhara &

Tripathi, 2014).

Los genes ““CTX-M, en particular *“CTX-M-15, han
estado involucrados en diversas situaciones epidemioldgi-
cas y se han diseminado por todos los continentes como
resultado de pldsmidos epidémicos y/o cepas epidémicas
particulares. Su prevalencia aumenta constantemente



y varia del 6 % al 88 % en varios entornos de atencién
médica en todo el mundo. Ademds, los genes ““TEM y
b2 CTX-M son los genes productores de BLEE mds comunes
(Pishtiwan & Khadjija, 2019). Incluso, los genes *“CTX-M
se han convertido en el genotipo BLEE mds cominmente
detectado en diversas ubicaciones geograficas del mundo,
aunque existe una variacién en las tasas de resistencia a
los antimicrobianos y los genes asociados, dependiendo del
drea geografica del estudio (Yasir ez al., 2020).

GenbY“TEM

La primera betalactamasa fue identificada en Grecia en
la década de 1960. Esta era mediada por pldsmidos en
bacterias Gram negativas y se denominé TEM por el
paciente del que se aisl6 (Temoniera). Dicha betalactamasa
estaba presente en una cepa de E. coli (Haghighatpanah
et al., 2016). Posteriormente, se descubrié una enzima
estrechamente relacionada y se denominé TEM-2. Esta
presentaba caracteristicas similares a la TEM-1 en cuanto
a sus propiedades bioquimicas, y se diferenciaban por el
cambio de un solo aminodcido (Gln por Lys en la posicién
39) que resulta en un valor de punto isoeléctrico distinto:
para TEM-1 de 5,4 y para TEM-2 de 5,6. Las cepas que
adquieren el gen por lo general son microorganismos mul-
tirresistentes (Fast & Sutton, 2013).

Resistencia a carbapenémicos

Dentro de los antibidticos betalactdmicos, los carbape-
némicos se consideran la dltima opcién de tratamiento
para las infecciones causadas por bacilos Gram negativos
multirresistentes, por lo que la aparicién de resistencias a
esta familia involucra graves implicaciones para la salud
publica. Desafortunadamente, la produccién de enzimas
resistentes es cada vez mds frecuente, lo que ha limitado las
opciones terapéuticas disponibles (Rodriguez ez al., 2020).



Las carbapenemasas son enzimas que pertenecen a las
betalactamasas, que se dividen en diferentes clases: las
principales son las metalobetalactamasas (Clase B de
Ambler), de mayor frecuencia en bacterias no fermenta-
doras, y las Serinocarbapenemasas (Clase A de Ambler),
predominantes en enterobacterias (Torres ez al., 2018).

Dentro de las betalactamasas, las tipo A de la clasificacién
de Ambler (KPC), las clase B (VIM, IMP, NDM) vy las
clase D (OXA-48) son las que se encuentran con mayor
frecuencia y generan infecciones en el dmbito hospitalario,
de igual forma, existen variantes de los genes que codifican
para estas enzimas, como los clones de alto riesgo (ST)
adquiridos en hospitales. Entre ellos estdn las variantes
ST258 y ST11, las cuales se difundieron en todo el mundo
(Vargas et al., 2019).

Por otro lado, las enzimas que confieren la resistencia a
carbapenémicos se encuentran clasificadas dentro de tres
clases de Ambler: clase A, incluidas las carbapenemasas de
serina KPC, FRI, IMI y SME; clase B, incluidas las meta-
lobetalactamasas, VIM, NDM, e IMP; y clase D, incluidos
OXA-48, OXA-23, OXA-24 y OXA-58. Sus genes codifi-
cantes llevan el mismo nombre. Ante esto, la transferencia
horizontal de genes de pldsmidos que transportan genes
que codifican carbapenemasas juega un papel clave en la
propagacién de estas bacterias multirresistentes (Soliman
et al., 2020).

Las metalobetalactamasas estdn clasificadas en la clase B
segtn hidrolizan antibidticos betalactdémicos, excepto los
monobactdmicos que son inhibidos por quelantes de catio-
nes divalentes como EDTA y mercaptoacetato de sodio, y
segtn hidrolizan los inhibidores de betalactamasas, como
el dcido clavuldnico y la sulbactam (Togneri ez /., 2013).
De otro lado, existen muchos tipos de carbapenemasas que
se encuentran en pldsmidos como los presentes en Klebsiella



pneumoniae [K.  pneumoniae], OXA-betalactamasas y
metalobetalactamasas, incluyendo Nueva Delhi MBL
[NDM], Verona Integron codificada metalobetalactamasa
[VIM] y metalobetalactamasa de tipo IMP (Yamakawa
et al., 2019).

Gen blaKpPC

Este gen se ubica dentro de un elemento genético mévil
y confiere resistencia a todos los antibidticos betalactdmi-
cos. Fue identificado por primera vez en 1996 en Estados
Unidos y ha tenido una distribucién global (Limbago ez
al., 2011). K. pneumoniae es considerada la especie mds
importante en la produccién de KPC, sin embargo, se ha
detectado en otras cepas de la familia Enterobacteriaceae
como Klebsiella oxytoca [K. oxytoca], Salmonella enterica [S.
enterical, E. coli, M. morganii, Proteus spp., C. freundii, S.
marcescens, Enterobacter spp., Raoultella ornithinolytica [R.
ornithinolytical, Pantoea spp. y Providencia spp. De igual
forma, ha sido reportada en bacilos Gram negativos no fer-
mentadores como A. baumannii, P. aeruginosa, Raoultella
spp. y Pantoea spp. (Saldanha Ribeiro ez al., 2016).

Gen OXA

Las enzimas de las carbapenemasas de clase D son las
OXA-B-lactamasas, subdivididas en varios subgrupos,
principalmente ** OXA-24/,40, " OXA-23, " OXA-58, "
OXA-143, " OXA-51 y " OXA-48. Estas betalactamasas
de tipo OXA se encuentran ampliamente en Acinetobacter
spp-» que es la mds abundante ** OXA-51 que estd codi-
ficada cromosémicamente y, por lo tanto, es intrinseca
a estas especies, aunque puede conferir resistencia a los
carbapenémicos cuando su expresién estd regulada por
incremento por reorganizacion genética. Estas enzimas se
encuentran agrupadas en dos clases: (I) carbapenemasas
identificadas por primera vez en otras familias bacterianas



antes de la diseminacién secundaria en enterobacterias
(OXA-198, OXA-23, OXA-58 y OXA-40), y (II) carbape-
nemasas identificadas por primera vez en enterobacterias

(OXA-372 y OXA-427) (Aruhomukama ez 4l., 2019).

Dentro de las variantes de este gen estd *“ OXA-23, que
ha sido identificado en pldsmidos conjugativos diferen-
tes, aunque es el mds comin en A. baumannii. El gen
b OXA-23 se encuentra con mayor frecuencia en varios
transposones asociados con IS Abal (por ejemplo, Tn 2006
o Tn 2008) o IS Aba4 (Tn2007). Esta cabapenemasa estd
ampliamente distribuida, pero en el afio 2002 fue descrita
en un género distinto a Acinetobacter spp. Dentro de las
variantes descritas en otras enterobacterias estd la OXA-
198 en P. aeruginosa, OXA-372 en C. freundii, OXA427
en K. pneumoniae, E. coli, Providencia rettgeri [P. rettgeri,
K. oxytoca'y S. marcescens (Bonnin et al., 2020).

Gen e yVIM

Las metalobetalactamasas fueron identificadas por primera
vez en una P. aeruginosa de Italia en 1999, poco después
de provocar un brote generalizado en un hospital griego
(Protonotariou ez al., 2020). Este gen ha sido identificado
en especies como K. pneumoniae y E. cloacae. Se puede
encontrar como pldsmidos y transposones, también cono-
cidos como elementos genéticos mdviles, los cuales pueden
portar integrones que incluyen genes que codifican resis-
tencia a los medicamentos aminoglucésidos, sulfonamidas
y fluoroquinolonas a través de enzimas modificadoras de
aminoglucédsidos, dihidrofolato reductasa [dhfr] y resis-
tencia a quinolonas mediada por pldsmidos [qnr] (Villa

et al., 2017).



Gen %« NDM-1

La inhibicién de las metalobetalactamasas [MBL] estd
mediada por agentes quelantes de Zinc, como el dcido
etilenodiamino tetra acético [EDTA]. Los genes que las
codifican para estas enzimas, como el /NDM-1, son de
origen plasmidico o cromosémico. Las MBL son las encar-
gadas de la hidrélisis de un amplio grupo de antibi6ticos
betalactdmicos, incluyendo carbapenemas, penicilinas y
cefalosporinas (12, 23, 32 y 42 generacién); sin embargo,
presentan sensibilidad a aztreonam. Por consiguiente,
son de gran importancia clinica, ya que actian frente a
los carbapenémicos que son de amplio espectro de accién
y son utilizadas como dltimo recurso en tratamientos de
infecciones con resistencia a otros antibidticos betalactdmi-
cos, principalmente en bacilos Gram negativos resistentes
(Estepa ez al., 2017).

Tabla 3. Variantes del gen bla NDM-1

Variantes NDM-1 Sustitucién de aminoacidos
NDM-2 P28A
NDM-3 D95N
NDM-4 M154L
NDM-5 V88L, M154L
NDM-6 A233L
NDM-7 D130N, M154L
NDM-8 D 130 por G / M154L
NDM-9 Q152 porK
NDM-10 R32S, G36D, G69S, A74T y G200R
NDM-12 G 22 por D/ M154L
NDM-13 D95N, M154L
NDM-14 D130G
NDM-15 A233V, M154L
NDM-16 A264H
NDM-17 V88L, M154L, E170L

Fuente: elaboracién propia con base en datos de Khan et al. (2017).

El gen “NDM-1 presenta diferencia a las caracteristicas
con otras MBL, pero posee un 32,4 % de identidad con
VIM-1/VIM-2. Por la misma razén, se sugiere que NDM-1
se encuentra en la subclase Bl (Monge, 2013). A la fecha
se conocen 17 variantes de NDM-I relacionadas (Tabla 3),



entre las que se identifican las sustituciones de aminodci-

dos (Khan ez al., 2017).
Resistencia colistina

Las polimixinas son antibacterianos de tipo bactericida e
incluyen seis compuestos: A, B, C, D, E y M. Son con-
sideradas como la terapia de tdltimo recurso contra las
enterobacterias resistentes a carbapenémicos. Su descu-
brimiento se dio en 1947 por Koyama ez al., quienes le
otorgaron su nombre por tratarse de un metabolito secun-
dario de Paenibacillus polymyxa subsp. colistinas, bacteria
Gram positiva presente en el suelo (Melgarejo, 2022). En
el 2015 fue descrita la resistencia de Ewnterobacteriaceae
transferible a la colistina mediada por el plismido (gen
mer-1) en aislados humanos, animales y ambientales
(Dalmolin ez al., 2018). Actualmente se conocen alrededor
de 22 varjantes genéticas del “gen” mcr-1, las cuales son
completamente funcionales y sus diferencias radican en
uno o pocos aminodcidos, que les provocan una elevada
identidad de nucledtidos y aminodcidos que les permiten
efectos similares para la resistencia a la colistina. Estas
variantes son: mcr-1: mer-1.1, mer-1.2, mer-1.3, mer-1.4,
mer-1.5, mer-1.6, mer-1.7, mer-1.8, mer-1.9, mer-1.10, mcr-
1.11, mer-1.12, mer-1.13, mer-1.14 y mer-1.15, mer-1.16,
mer-1.17, mer-1.18, mcr-1.19, mer-1.20, mcr-1.21 y mcr-
1.22 (Melgarejo 2022).

Gen mcr-1

En 1996 se identificé resistencia a los carbapenémicos.
Esta se convirtié en una preocupacién fundamental en
el sector sanitario, debido al aumento de la mortalidad y
a las limitadas opciones terapéuticas. Por esta situacién,
la tigecilcina y la colistina se emplean como la “terapia
de dltima linea” para estos organismos resistentes. No



obstante, el uso excesivo de la colistina ha conducido a
un aumento de la notificacién de patégenos bacterianos
resistentes en todo el mundo, y esa es la principal causa de
la resistencia a las polimixinas, junto con la modificacién
del lipopolisacdrido [LPS] y su asociacién a sistemas de
dos componentes: phoPQ, pmrAB vy el regulador mgrB
(Mobasseri et al., 2019).

El gen mcr-1 fue identificado por primera vez en China
en el afo 2015, a partir de aislados de E. coli en alimentos
(Srinivas & Rivard, 2017). Se encontré que era transmi-
tido por pldsmidos y que se propagaba ficil y rdpidamente
entre diferentes poblaciones bacterianas. Este gen codifica
una proteina transmembrana citopldsmica conocida como
MCR-1, presente en bacterias Gram negativas, la cual se
produjo gracias a una modificacién de la ubicacién 1’ o
4" del grupo principal del lipido A. Su efecto consiste en
ocultar los grupos fosfato cargados negativamente en la
superficie bacteriana y retirar la atraccién electrostdtica
inicial de la que dependen en gran medida la colistina y
otras polimixinas (Son et al., 2019).

Genes de resistencia en
bacterias Gram positivas

Gen mecA

Los primeros aislados clinicos de Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina [SARM] fueron reportados en 1961
tras la introduccién de la meticilina en la prictica clinica.
Al poco tiempo, se evidencié que presentaba un perfil
heterogéneo de resistencia a antibidticos betalactdmicos.
Algunos estudios han reportado que dicha resistencia
puede darse por mutaciones en los genes asociados con
la divisién celular, asi como al metabolismo central, los



cuales influyen en la expresion de la resistencia a los beta-
lactédmicos y el fenotipo resultante (Rolo ez al., 2017).

El gen mecA es el encargado de codificar una proteina de
unién a la penicilina [PBP] de clase B, llamada PBP2A,
la cual presenta un dominio C-terminal que cumple una
funcién de transpeptidacién y un dominio N-terminal sin
ninguna funcién atribuida. La resistencia la proporciona
el hecho de que esta PBP tiene una menor eficiencia de
acilacién por los antibiéticos betalactdmicos.

Este gen se transporta dentro de un elemento gené-
tico mévil cuyo nombre y sigla provienen del inglés
“Staphylococcal Cassette Chromosome mec” [SCC mec],
el cual estd delimitado por repeticiones directas e inversas.
Estos casetes se encuentran en el cromosoma con el gen
orfX, el cual codifica para una metiltransferasa ribosomal.
Todos los casetes poseen un complejo de genes mec, que
estd compuesto por mecA (que codifica la PBP2a) y los
genes mecl y mecR, cuyos productos regulan la expresion
de la resistencia a meticilina (Aguayo-Reyes, ez al., 2018).

Dicho elemento genético mévil estd compuesto por dos
elementos centrales: el complejo mec, que contiene mecA
y formas intactas y eliminadas de sus reguladores (mec,
mecR1); y el complejo ccr, compuesto por un casete de cro-
mosomas recombinasas [ccr] involucrados en su movilidad

(Miragaia, 2018).

La estructura genética del SCC mec presenta tres clases
de complejos mec: A, By C. La A con el complejo mec
completo (mecl-mecR1-mecA), y las clases B y C que
contienen genes reguladores de mecA, los cuales se inte-
rrumpen debido a la presencia de secuencias de insercién
[S431AmecR1-mecA y WIS1272-AmecR1-mecA, respecti-
vamente. La combinacién de estos complejos ha hecho que
actualmente se encuentren ocho tipos denominados de I



a VIIL los tipos I, IV, V, VI y VII codifican Gnicamente
para la resistencia a antibidticos de tipo betalactimicos;
los tipos II, III y VIII incluyen genes adicionales que le

permiten la expresién de la resistencia a gran variedad de
antibiéticos (Lujdn, 2013) (Figura 8).

orfX - AmecR1

Estructura del complejo de genes mec

Figura 8. Estructura de SCCmec
Fuente: Elaboracién propia

Este es un ejemplo de estructura de SCCmec con el trans-
posén Tn554 en la regién J2 (joining), responsable de la
resistencia a diferentes antibiéticos betalactimicos y no
betalactdmicos. También muestra los genes que regulan a
mecA interrumpidos, debido a la presencia de secuencias
de insercién 1S431AmecR1-mecA y WIS1272-AmecR1-

mecA, respectivamente.
Gen Van

La vancomicina es un glucopéptido que ha sido empleado
para tratar infecciones por SARM. Sin embargo, en la
década de los 80 se empezd a evidenciar resistencia no
solo en Staphylococcus spp., sino también en Enterococcus
spp- Su mecanismo estd regulado por vanA, un operén
que es codificado en el transposén Tn 1546, de un plds-
mido conjugativo presente en enterococos resistentes a
vancomicina [VRE], mientras que Staphylococcus aureus
[S. aureus] puede, durante el proceso de conjugacion,
adquirir pldsmidos enterocécicos. La resistencia a la van-
comicina en S. aureus se mantiene dentro de un pldsmido
enterocécico original o mediante una transposicién de

Tn 1546 del pldsmido VRE en un pldsmido residente de

orfX




CAPITULO II. Determinantes genéticos de la resistencia bacteriana

estafilococos. La formacién de la pared bacteriana de bac-
terias Gram positivas estd dada por cadenas de glucanos
NAG [N-acetilglucosamina] y NAM [N-4cido acetilmu-
ramico], anclados entre si mediante puentes de glicina
y pentapéptidos por la unién de varios aminodcidos. La
vancomicina interfiere con la sintesis de peptidoglicano
en etapa tardia, pues forma enlaces de hidrégeno no
covalentes con los pentltimos residuos de D-Ala-D-Ala
de pentapéptidos recién sintetizados, lo que interrumpe el
ensamblaje de peptidoglicano (Figura 9) (Ghahremani ez
al., 2018; McGuinness et al., 2017).

Sensor - regulador Sintesis de aminoacidos Actividad peptidasa
vanR vanS vanH vanA vanX vanY vanZ © |\J/earno n
o mE o w
Piruvato vanH VanA B
. . vanX
Vancomicina o X -
D-lac @ >
Val lll D-Ala DAla M
Q B DAk A L-Lys
L-Lys D-Glu
D-Glu L-Ala
L-Ala
”~
' ~~
-~ N U
: N
Stag/g)l/IOCOCCUS aureus \ Staphylococcus aureus
sensible a vancomicing ) Enterococcus resistente resistente a vancomicina
Transferencia avancomicina

horizontal N~ >

Nota: Eloperdn vanA estd compuesto por genes vanA, vanH, vanX, vanS, vanR, vanYy vanZ. Se controla mediante
un sistema sensor-regulador conformado por dos componentes codificados por vanSy vanR, los cuales detectan
la vancomicinay activan la transcripciéon del operén, respectivamente.
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Figura 9. Mecanismo molecular de la resistencia a la
vancomicina de tipo vanA en Staphylococcus aureus.
Fuente: elaboracién propia con base en datos

de McGuinness et al. (2017).



Gen erm

Los genes de la familia de la metilasa ribosémica [erm]
codifican N-metiltransferasas y metilan el ARNr 23S
para prevenir la unién de antibidticos. Este gen confiere
resistencia a lincosamidas, macrélidos y estreptoGramina

B (Schroeder & Stephens, 2016).

La resistencia a los macrélidos estd generada por la expre-
sién de varios genes, dados por la modificacién en la
metilacién del sitio diana ribosémico en el rRNA 23S, la
proteccién del ribosoma a través de proteinas ABC-F, la
salida activa a través de transportadores de la Superfamilia
Facilitadora Mayor [MFS] y por la inactivacién enzimdtica
por fosfotransferasas o esterasas (FefSler ez al., 2018).

Materiales y métodos: investigaciones
realizadas por GRIBAC

Las diferentes investigaciones adelantadas por el Grupo de
investigacion del Programa de Bacteriologia y Laboratorio
Clinico —GRIBAC- fueron estudios de tipo descriptivo
de corte transversal. A partir de aislamientos de cepas
bacterianas de origen clinico y animal (Tabla 4), se plan-
te6 el objetivo de identificar genes que codifican para la
resistencia a antibiéticos. Para la ejecucién de los diferentes
proyectos, se inicié con aislamientos bacterianos, seguidos
de la extraccién de ADN bacteriano. Para ello se utilizaron
kits comerciales siguiendo las indicaciones del fabricante.
Una vez establecidas las condiciones de pureza y calidad
de la muestra, se procedi6 al montaje de la reaccién en
cadena de la Polimerasa [PCR] convencional, con previa
estandarizacién de protocolos, con el fin de establecer la
presencia de genes codificantes para la resistencia a anti-

bidticos (Tabla 5).



Tabla 4. Resumen de proyectos, poblacién,
cepas bacterianasy genes estudiados

Titulo Proyecto

Tipificacion molecular de
genes de resistencia en
bacilos gramnegativos

asociados ainfecciones en

una Institucién Prestadora
de Servicios de Salud del
departamento de Boyaca.

Tipificacién molecular de
genes de resistencia en
bacilos gramnegativos

aislados de urocultivo en

una Instituciéon Prestadora
de Servicios de Salud del
departamento de Boyaca.

Tipificacién mole-
cular de genes de
resistencia en bacterias en
una Institucién Prestadora
de Servicios de Salud.

Deteccion de genes de
resistencia a betalacta-
micos en aislamientos de
Staphylococcus spp. aso-
ciados a mastitis bovina.

Poblacion
estudiada

Muestras
provenientes
de diferentes
servicios de un

hospital de tercer

nivel de atencién

del departamento
de Boyaca.

Muestras de orina
provenientes
de diferentes

servicios de un
hospital de tercer
nivel de atencién
del departamento
de Boyaca.

Muestras
provenientes de
diferentes servi-

cios de un hospital

de tercery cuarto

nivel de atencién

del departamento
de Boyaca.

Muestra con masti-

tis provenientes de

61 fincas lecheras
de Boyaca.

Cepas bacterianas

P. aeruginosa
E. coli
K. pneumoniae

E. coli
K. pneumoniae
P. aeruginosa
S. maltophilia

E. coli
K. pneumoniae
K. oxytoca

Enterobacter aerogenes
[E. aerogenes]

Enterobacter cloacae [E. cloacae]
C. freundii
Citrobacter farmerii [C. farmerii]
S. marcescens
P. aeruginosa

Staphylococcus warneri [S. warneri]
Staphylococcus xylosus [S. xylosus]
Staphylococcus hominis [S. hominis]

Staphylococcus epidermidis
[S. epidermidis]

Staphylococcus hyicus [S. hyicus]

Staphylococcus chromogenes
[S. chromogenes]

Staphylococcus haemolyticus
[S. haemolyticus]

Staphylococcus simulans [S. simulans]

Staphylococcus sciuri [S. sciuri]
Staphylococcus lentus [S. lentus]
Staphylococcus capitis [S. capitis]

Fuente: elaboracién propia

Genes

BLEE:

baTEM,

blaSHVI
blaCTXM-1

AmpC

BLEE:
HaTEM,
b[aSHV,

baCTXM-1

AmpC

BLEE:
blaTEM,
blaSHvy
bCTXM-1
AmpC:
MOX, CMY,
DHA, ACC,
MIRy FOX

mecA
blaz



Tabla 5. Condiciones de la PCR

Gen Secuencia5’—3’ Tamano Desnaturalizacion

Ciclos Alineamiento Extensiéon

Extension
final

72°C
10 minutos

72°C
10 minutos

72°C
10 minutos

72°C
5 minutos

72°C
5 minutos

(pb) inicial
5-AAACGCTGG
TGAA AGTA 3’ 94°C, 49°C, 72°C
blaTEM ] 239 35 i ]
5-AGCG 30 segundos 1 minuto 1 minuto
ATCTGTC TAT 3°
5°’ATGCGT TATAT
TCG CCTGTG 3’ 94°C, 72°C
blaSHV B 241 35 56°C )
5-TGCTTTGTTA 30 segundos 1 minuto
TTCGG GCCAA 3’
5-GACGAT
GTCACTGG
blaC- CTGAGC 3’ 94°C, 72°C
) 499 35 58°0C i
TX-M1 5-AGCCG 30 segundos 1 minuto
CCGACGCT
AATACA 3’
5-ATCAAA AC
TGGCA GCCG-3' 94°C, 72°C
Amp-C 170 35 56.9°C )
5-GAGCCCGTT 30 segundos 1 minuto
TTATGC ACCCA-3’
5-ACTTCA
ACACCTGC o ° 72°C
94°C 55°C
blaz TGCTTTC3 639 30 g 35 30 q 30
5-TGACCACTTT segundos segundos segundos
TATCAG CAACC-3’
5-AAAATC
GATGG TAAAGG
TTGGC-3’ 94°C 55°C 72°C
mecA 356 30 .
5'AGTTCTG 30 segundos 30segundos 1 minuto
CAGT ACCGGA
TTTGC-3’
DN: desnaturalizacién inicial; CS: ciclos; Alin.: alineamiento;
Ext.: extensién; EF: extensién final
Fuente: Adaptado de Velandia et al. (2016),
Soares et al., (2012) y Lee (2006).
Resultados

Los resultados obtenidos en relacién con genes de resis-
tencia en Gram negativos muestran una estrecha relacién
con el fenotipo de resistencia tipo BLEE. Se obtuvo un
predominio del gen 7EM, el cual confiere resistencia a
ampicilina, penicilina y cefalosporinas de primera gene-
racién. Seguido aparece el predominio del gen C7XM
que confiere resistencia a cefotaxima y a la ceftriaxona.



Respecto a la presencia del gen SHV] este se asocia con la
resistencia a las penicilinas y a las cefalosporinas de primera
generacién. De su parte, el gen AmpC es de naturaleza
inducible y puede hidrolizar cefamicinas, oximino cefalos-
porinas, monobactdmicos y aminopenicilinas combinadas
con inhibidores de betalactamasas (Figura 10).

La presencia de los cuatro tipos de estos genes es alarmante,
ya que confirma que son cepas multirresistentes de interés
en salud publica al presentarse en el 25 % de los aislamien-
tos. No obstante, la correcta identificacién de dichos genes
permite ofrecer un tratamiento oportuno y efectivo a los
pacientes que cursan infecciones de origen bacteriano, ya
que las bacterias pueden presentar falsas sensibilidades. La
identificacién de genes mediante técnicas moleculares es
considerada la prueba de oro, pues su deteccién ayuda a un
tratamiento mds rdpido y efectivo, ya que disminuye mor-
bimortalidades en los centros hospitalarios. Sin embargo,
las técnicas moleculares son complementarias, ya que las
pruebas genotipicas permiten definir si los microorga-
nismos presentan el gen, aunque no siempre esté activo
el mecanismo.

Por otro lado, una vez analizados los aislamientos de los dos
centros hospitalarios, se observé que habia una presencia
alta de cepas del servicio de urgencias y consulta externa,
por lo que se deberfa restringir el uso de antibidticos
betalactdmicos de amplio espectro e implementar medi-
das rigurosas de higiene para el control de las infecciones
y para la prevencién y control de la diseminacién de
microorganismos productores de betalactamasas. A su
vez, estos servicios se encuentran dentro de los de mayor
demanda, lo cual sugiere una grave problemadtica debido a
que el mayor nimero de muestras aisladas son de pacientes
ambulatorios, lo que demuestra la existencia de patégenos
multirresistentes en la comunidad, por lo que se presume
un uso indiscriminado de antibidticos en este medio.
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Figura 10. Genes de resistencia identificados en bacterias
Gram negativas aisladas a partir de muestras clinicas
Fuente: elaboracién propia

En lo relacionado con la deteccién de genes de resistencia
en cepas Gram positivas, estos se identificaron en muestras
de origen animal (mastitis) de donde se aislaron diferentes
especies de Staphylococcus spp. Entre ellas se encuentran
especies de S. aureus, S. lentus, S. warneri 'y S. epidermidis
(n=87). De estas, el 83,9 % (73 aislamientos) presentaron
el gen blaZ'y el 5,7 % (5 aislamientos) el mecA (Figura 11).

Las demds no presentaron ninguno de los dos genes.
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que presentaron el Gen

Gen blaz Genes Gen mecA

Figura 11. Genes de resistencia identificados en

bacterias Gram positivas de origen animal
Fuente: elaboracién propia
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Discusion

Los bacilos Gram negativos son una amenaza en los cen-
tros hospitalarios por tener circulacién clonal con cepas de
este tipo de genes, entre los que predomina el gen 7EM.
Esto es similar a lo reportado por Shaoo ez a/. (2019) en su
estudio, en el que a partir de aislados clinicos predomina-
ron los genes 7EM y CTXM. De igual forma, en la ciudad
de Ghana se detecté el gen T7EM en un 48,1 %, como el
de mayor deteccién en los aislados clinicos (Oduro ez al.,
2016). No obstante, la prevalencia de los genes varia de
acuerdo con la distribucién geogrifica.

Otras investigaciones han reportado presencia de genes que
codifican para antibidticos betalactdmicos en los que han
sobresalido cepas productoras de AmpC, como ** CTX-M-2
y ¥« SHV-129 (Neto et al., 2020). En Egipto identificaron
aislados con multirresistencia en los que se detectaron las
variantes 7EM1, SHV1, SHVI1l, SHVI2 y SHV3Il. En
México el predominio ha sido de variantes alélicas de
AmpC como CMY, aunque este tltimo es la betalactamasa
de tipo AmpC mds frecuente en enterobacterias como E.
coli, reportada en paises como Espana y Japén (Merida ez
al., 2020). Para el ano 2017, en Estados Unidos evaluaron
diferentes grupos de genes entre los cuales predominaron
el CTXMy SHV;, resultados que difieren de lo obtenido en
los datos analizados (Castanheira ez al., 2019).

Las infecciones dentro del entorno hospitalario son una
de las principales problemdticas a nivel mundial, ya que
la mortalidad por su causa es de alrededor del 30 %. Esto
estd directamente relacionado con pacientes inmunocom-
prometidos o con comorbilidades, que deben prolongar su
tiempo de hospitalizacién, lo que genera mayores costos
para el sistema de salud (Gémez y Sdnchez, 2018).



La resistencia a betalactdmicos estd mediada por el gen
blaZ que codifica la produccién de penicilinasas (beta-
lactamasas) que hidrolizan el anillo betalactdmico de la
penicilina. Los resultados reportados en nuestros estudios
no presentan coincidencia, segiin lo encontrado fenoti-
picamente, al detectar betalactamasas con la prueba de
Cefinasa, pues solo se encontraron 15 (n=67) aislamientos
positivos. Genotipicamente, fue mds detectable esta resis-
tencia, con un 83,9 %, similar a lo reportado por otros
autores como Michael Zschock, quien en un estudio reali-
zado en Venezuela reporté resistencia a betalactdmicos en
un 84,91 % (Castellano-Gonzélez ez al., 2012).

La resistencia a la meticilina (oxacilina, meticilina, cloxa-
cilina, nafcilina) en cepas Staphylococcus spp. de origen
animal se debe a que las bacterias adquieren un gen
codificante para la produccién de una proteina fijadora de
penicilina [PBP] de baja afinidad por los betalactimicos,
lo que impide la accién del antibiético. Las PBP2a o PBP2’,
de 78 kDa, son codificadas por el gen mecA, cuya expresién
fenotipica de la resistencia es compleja y se puede afectar
por diferentes factores, como presencia de secuencias cro-
mosémicas reguladoras, osmolaridad, pH, temperatura, y
de otros genes cromosémicos no relacionados.

Al respecto, es posible la diferenciacién de dos tipos de
cepas de SARM o de Staphylococcus coagulasa negativos
resistentes a la meticilina: el primer grupo tiene expresién
de resistencia homogénea y el segundo grupo tiene resis-
tencia heterogénea. Las cepas del primer grupo, también
conocidas como de alto nivel a la oxacilina, estdn presentes
en la mayor parte de la poblacién (Jiménez ez al., 2020).

Adicionalmente, se detectaron aislamientos que expresaron
el gen mecA. Este resultado concuerda con lo obtenido en el
antibiograma, pues los mismos aislamientos con resistencia
a la oxacilina y la prueba positiva al cefoxitin presentaron



el gen. El bajo porcentaje de deteccién de este gen no se
relaciona con los resultados de estudios nacionales que
reportan prevalencia de 27 % en regiones colombianas,
especialmente en leche bovina. Asi mismo, se evidencié en
los reportes de la literatura que el fenotipo de resistencia
a la meticilina (oxacilina) es mucho mds frecuente entre
las diferentes especies de Staphylococcus coagulasa negativa
que en S. aureus (Jiménez ez al., 2020).

Conclusiones

Es necesario contar con procedimientos bioquimicos y
microbiolégicos estandarizados que permitan detectar
especificamente las cepas multirresistentes, y hacer uso
de las herramientas que ofrece la epidemiologia molecular
para detectar clones y otras caracteristicas genéticas de la
poblacién bacteriana, pues esta es parte crucial de la poli-
tica de control de la vigilancia antibidtica. Asi lo orienta
la Organizacién Mundial de la Salud [OMS], justificada
en que la identificacién facilita la supervisién del com-
portamiento y el control de resistencia, particularmente
ante el empleo o consumo de un antibidtico especifico
que genera resistencia cruzada hacia otros antibié6ticos del
mismo grupo o clase o con el mismo mecanismo de accién
o incluso a compuestos de familias diferentes.

En los aislamientos de Staphylococcus spp. evaluados se
encontrd la presencia del gen blaZ, resultado que no es
fenotipicamente comparable con la deteccién de betalac-
tamasas al usar la prueba de Cefinasa, pues no en todos
los aislamientos se tuvo amplificacién del gen, como en
el estudio realizado en muestras de leche con mastitis
bovina. Esto podria significar que la sensibilidad de las
técnicas microbioldgicas, en comparacién con las técnicas
moleculares, no es la misma en este caso. Por eso, se sugiere



combinar el uso de diferentes métodos para lograr un diag-
ndstico seguro.

La importancia epidemiolégica de la presencia de estas
cepas en productos como la leche no solo es relevante para
los animales, sino que también es de interés en el dmbito
de salud publica, debido a la posibilidad de diseminacién
en humanos. Eso porque la multirresistencia de estas cepas
provoca dificultades en el tratamiento y complica la reso-
lucién de las infecciones.

En cuanto al gen mecA, la incidencia registrada en estos
estudios es baja, pues solo se present6 en cinco aislamien-
tos de especies de Staphylococcus spp. Con ello se corrobora
la alta sensibilidad a antibidticos presente en los agentes
etiol6gicos de la mastitis bovina en Boyacd.

Abhora, el conocimiento del perfil de susceptibilidad de los
estafilococos y la deteccién de genes de resistencia permi-
tirfan un manejo efectivo de los antibidticos para controlar
las infecciones de la glindula mamaria.

Por otro lado, la multirresistencia en bacterias Gram nega-
tivas es un importante desafio clinico y de salud publica.
El principal mecanismo de resistencia estd relacionado con
la produccién de enzimas que hidrolizan los antibi6ticos
betalactdmicos, como las betalactamasas de espectro exten-
dido, y tienen una resistencia cruzada a muchas otras clases
de antibiéticos, lo que limita las opciones terapéuticas.

El desarrollo de herramientas de biologia molecular para
el diagndstico de cepas resistentes permite monitorear los
cambios epidemioldgicos, la circulacién clonal y determi-
nar el impacto socioeconémico. De acuerdo con esto, es
necesario generar medidas de deteccién y vigilancia junto a



programas estrictos de prevencién y control de infecciones
y programas de administracién de antimicrobianos.

Consideraciones éticas

Proteccién de personas y animales. Los autores declaran
que en este capitulo del libro no se realizaron experimentos
con animales.

Confidencialidad de los datos. Los autores declaran que
los datos tuvieron un manejo ético y confidencial de la
informacién segin las normas constitucionales y legales
sobre proteccién de datos personales (Ley habeas data).

Todos los datos analizados de los diferentes proyectos
fueron revisados y avalados por el Comité de Bioética
Institucional de la Universidad de Boyacd.
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