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1. Resumen

La Enfermedad Inflamatoria Intestinal (EIl) es un desorden que afecta al tracto
gastrointestinal y que se constituye principalmente de dos enfermedades: la Enfermedad de
Crohn y la Colitis Ulcerosa. Su causa exacta permanece incierta, aunque se le han atribuido
distintos factores de origen genético, inmunoldgicos y ambientales. Sin embargo, un factor
que ha tomado relevancia en los reportes publicados de esta ultima década es el papel que
toma la microbiota en la patogénesis de esta enfermedad, siendo E. coli adherente-invasiva
(AIEC), una de las bacterias involucradas en la disbiosis presentada en estos pacientes, ya
que multiples estudios han reportado la presencia de cepas AIEC con propiedades de
virulencia en los pacientes con Ell. Por otro lado, el uso de antibi6ticos betalactamicos es
muy frecuente en el tratamiento de la EIl, ya que usualmente se prescribe como un
complemento que mantiene el estado de remisiébn y como prevencién de futuras
complicaciones. No obstante, el uso desmedido de los antibidticos ha causado un incremento
significativo en los niveles reportados de resistencia antimicrobiana de los ultimos diez afios.
Como resultado, los informes de resistencia antibidtica en cepas de E. coli aisladas de
pacientes con Ell son cada vez mas comunes. Es por ello que el objetivo de este trabajo fue
examinar los niveles de resistencia a 9 betalactamicos en 66 cepas de E. coli aisladas de
biopsias de tres pacientes con Ell provenientes de la ciudad de Puebla, Puebla, México (37,
22y 7 cepas, respectivamente). El método de Kirby-Bauer, demostro resistencia en todos los
betalactamicos evaluados en 62 de las 66 cepas, con niveles de hasta 90.90%. También, se
determind la produccion fenotipica de betalactamasas de espectro extendido (BLEE) con un
total de 16 cepas positivas, todas procedentes del paciente 1 (CUCI). Posteriormente, se
determind la presencia de genes asociados al fenotipo de resistencia a betalactdmicos,
encontrando que, de las 62 cepas resistentes, el 85.48% amplifico para blatewm, y 43.54% para
blactx-m. Los resultados obtenidos muestran una alta prevalencia de genes de resistencia a
antibidticos betalactamicos en cepas de E. coli aisladas de biopsias de pacientes con Ell, lo
que puede disminuir el éxito terapéutico y en consecuencia complicar la evolucion de los

pacientes con estos padecimientos intestinales.

Palabras clave: E. coli, AIEC, Betalactdmicos, Resistencia, BLEE, Enfermedad Inflamatoria

Intestinal, Enfermedad de Crohn, Colitis Ulcerosa.
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2. Introduccion

La enfermedad inflamatoria intestinal (EIl) es un padecimiento crénico del tracto digestivo
caracterizada por la aparicion de inflamacién, de etiologia ain no aclarada. Las causas de
este padecimiento son multifactoriales, lo que complica un diagndstico asertivo y un
tratamiento adecuado en etapas tempranas. Una de las causas que pudiera estar involucrada
en el origen y/o evolucion de este padecimiento, es la invasion de bacterias como Escherichia
coli adherente invasiva (AIEC), que ocasiona una respuesta inflamatoria excesiva en el
hospedero, provocando una respuesta mediada por distintos factores inmunolégicos que
serian los responsables de desencadenar la cascada inflamatoria con lesion de la mucosa
intestinal. Aunado a esto, las altas tasas de resistencia a antibioticos de primera linea para
tratar infecciones causadas por E. coli, complican mas el panorama de los pacientes que
sufren una Ell, ya que la accion de los antibiéticos se ve inhibida. Es por ello que el presente
trabajo pretende analizar los mecanismos de resistencia a antibidticos betalactdmicos en

cepas de E. coli aisladas de biopsias de pacientes con EII.

Enfermedad Inflamatoria Intestinal

La Ell es una patologia que engloba una amplia variedad de enfermedades multifactoriales,
entre las cuales estan la enfermedad de Crohn (EC), la reservoritis, la colitis ulcerosa (CU),
inclasificada y microscépica. Su sintomatologia dependerad de la extension, localizacion,

grado de actividad inflamatoria y manifestaciones extraintestinales asociadas (1).

La CU sélo afecta al colon y su sintoma fundamental es la rectorragia, en cambio el
diagndstico de la colitis inclasificada se reserva para aquellas colitis intervenidas
quirdrgicamente en las que es imposible establecer si se trata de EC o CU, y la colitis
microscopica engloba un grupo de trastornos histopatolégicamente diferentes (colitis

linfocitica, colitis colagena) pero que afectan a la mucosa, causando diarrea crénica (2).

La reservoritis es una entidad de la mucosa, inflamatoria, que afecta aproximadamente al 30-
50% de los reservorios ileales que se crean artificialmente para mantener la funcién
esfinteriana después de una colectomia total con anastomosis ileoanal para el tratamiento de

la Ell, especialmente de la CU y con menor frecuencia de la EC y la colitis inclasificada (2).
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La EC es un proceso inflamatorio que puede afectar cualquier parte del tubo digestivo y que
se caracteriza por una inflamacion cronica, pues el proceso inflamatorio produce un dafio
progresivo que avanza con el tiempo y genera alteraciones que llegan a afectar la calidad de

vida de los pacientes permanentemente (3,4).

Epidemiologia

Usualmente estas enfermedades son diagnosticadas en la juventud, especificamente entre los
18 y 35 afios; sin embargo, las ultimas investigaciones reportan un incremento notorio en la
tasa de diagnosticos pediatricos. Con respecto al género, aun no se ha reportado una
diferencia notable en la incidencia de la CU en Europa, Norteamérica y Oceania, mientras
que, en el caso de la EC, algunos reportes sefialan una mayor prevalencia en las mujeres. No
obstante, en el continente asiatico se habla de una predominancia de afeccién al sexo
masculino en ambas afecciones. Y en el caso de los reportes de casos anuales, la mayor
incidencia de la EC se da en Norteamérica (20.2 por 10.0000 personas/afio), mientras que,

en la CU, la mayor incidencia se da en Europa (24.3 por 10.0000 personas/afio) (5-7).

Etiologia

La EIl es una enfermedad poligénica en cuya patogenia se involucran distintos factores
genéticos y ambientales. La posibilidad de desarrollarla cuando uno de los padres esta
afectado es de 9.2% para la EC. Cuando el padre y la madre padecen EIl el riesgo de

padecerla en los hijos aumenta hasta por un 30% (8).

En la EC la evidencia demuestra que diversas alteraciones genéticas puntuales influyen no
solo en su aparicion, sino ademas en su fenotipo clinico, y en otras variables como la
respuesta a determinados tratamientos. Entre los genes identificados hasta la fecha destaca el
NOD2/CARD15, situado en el cromosoma 16 (2,8).

Se han relacionado multiples factores ambientales con la Ell, entre ellos la lactancia materna
como protector para el desarrollo de la misma, el tipo de dieta, el tabaco y la apendicectomia
previa. Muchas de las variantes genéticas asociadas con el riesgo de la EC descritas en los

altimos afos, se relacionan con los mecanismos de defensa frente a las bacterias, y muy
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particularmente en torno a la autofagia, cuyos fallos pueden resultar en fenotipos muy
similares a la EC (2,8).

Clinica

Solamente un 25% de los pacientes presenta la triada clasica de dolor abdominal, pérdida de
peso y diarrea. La EC puede afectar a cualquier zona del tracto digestivo, desde la boca hasta
el ano, y su evolucion puede llegar a complicarse con la aparicion de fistulas y abscesos
intraabdominales, o por posibles estenosis, que obligan a tratamientos quirurgicos repetidos

en los pacientes (8).

Entre las manifestaciones clinicas de la EC estan el dolor abdominal recurrente, la diarrea,
masas abdominales, fistulas, anorexia, pérdida de peso y anemia ferropénica. La localizacion
maés frecuente (fosa iliaca derecha) facilita la sospecha, pero en los cuadros agudos iniciales
complica especialmente el diagnéstico diferencial con cuadros tan comunes como la

apendicitis aguda y la enfermedad inflamatoria pélvica (1,2).

Diagnostico

Ante la sospecha de EC, en la gran mayoria de los casos el estudio se inicia con una
colonoscopia que incluye a ser posible el estudio del ileon, y la toma correspondiente de
biopsias. Es obligatorio, ademas, estudiar el intestino delgado, inicialmente mediante un
estudio radioldgico, tanto para establecer el diagnostico en los casos de afeccidn exclusiva

del intestino delgado, como para valorar la extensién en los casos con afeccion baja (2).

La incapacidad para realizar un diagnostico temprano en muchos casos supone que cuando
éste se realiza, los pacientes presentan una forma méas evolucionada de la enfermedad o
inclusive complicaciones que ya solo pueden resolverse mediante tratamiento quirdrgico, lo

que agrega una mayor morbilidad e incluso puede llegar a comprometer la vida del paciente

@3).

Tratamiento



Manipulaciones dietéticas, farmacos y tratamiento quirargico. El tratamiento de la EC
depende de la extension, el fenotipo clinico y la gravedad; siendo esencial el abandono del
tabaquismo. Se emplea generalmente glucocorticoides como la mesalazina o sulfasalazina,
inmunosupresores, como la azatioprina, y tratamientos bioldgicos, reservando a las
intervenciones quirdrgicas para casos complicados o con nula respuesta al tratamiento.
Finalmente, con respecto a los antibidticos, cominmente se recurre a los betalactamicos, a la

ciprofloxacina, rifaximina, claritromicina, rifampicina, entre otros mas (2,3,9).

Complicaciones

Alrededor de un 25% de los pacientes con EC presentaran un absceso intraabdominal como
complicacién evolutiva a lo largo de su vida. El paso de contenido intestinal y de gérmenes
entéricos por este trayecto y su posterior colonizacion propician la aparicion de una
complicaciéon supurativa. Si se confirma la presencia de un absceso deben indicarse

antibidticos Utiles en las infecciones intraabdominales y proceder a su drenaje percutaneo (2).

Escherichia coli

Desde la década de los 70’s se empez6 a investigar el papel de la enterobacteria Escherichia
coli como un posible causante de la Ell, y en los Gltimos afios, se han realizado multiples
estudios que muestran resultados en los que se indica la posibilidad de la participacion de
esta bacteria al inicio de la enfermedad, actuando como un promotor cronico de los procesos
inflamatorios al proliferar en cantidades aumentadas provocando una disbiosis en el intestino
(10).

E. coli es un bacilo gramnegativo, anaerobio facultativo de la familia Enterobacteriaceae,
tribu Escherichia. Esta bacteria coloniza el intestino del hombre pocas horas después del
nacimiento y se le considera un microorganismo de la microbiota intestinal, pero hay cepas
que pueden ser patogenas y causar dafio produciendo diferentes cuadros clinicos, entre ellos
diarrea (11).

E. coli no vive fuera de organismos hospedantes y su presencia en tales sitios resulta de la

excrecion de desechos de los animales y humanos, por ello que E. coli es considerada como
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un microorganismo indicador de la contaminacion fecal en el ambiente. Las cepas patogenas
de esta especie poseen factores de virulencia especificos que les permite causar un amplio

espectro de enfermedades intestinales (12).

Segun su patogénesis y las caracteristicas epidemiologicas, las cepas diarreogénicas de esta
bacteria se dividen en seis patotipos: E. coli enteropatégena (EPEC, por sus siglas en inglés
Enteropathogenic E. coli), productora de toxina shiga (STEC), enterotoxigénica (ETEC),
enteroinvasiva (EIEC), enteroagregativa (EAEC) y difuso adherente (DAEC) (11).

Pero existe ademas un patotipo caracteristico por su adherencia a las células intestinales
epiteliales, asi como por su capacidad de invadir y proliferar dentro de los macréfagos,
Ilamado AIEC, el cual fue descrito por primera vez alrededor de 1999, donde se encontré que
estaba asociado a la EC. En los Gltimos afios, la evidencia ha demostrado su relacion con
distintos tipos de desordenes gastrointestinales, como la ya mencionada CU, por dar un

ejemplo (10).

Con el propésito de identificar aquellas cepas patogenas del resto, asi como encontrar
diferencias entre los diferentes grupos de la especie, existen sistemas de clasificacion
intraespecificos; métodos fenotipicos: biotipado, serotipado, antibiograma y ensayos de
adherencia en cultivos celulares, los cuales detectan caracteristicas expresadas por los
microorganismos. Asi como métodos genotipicos: reaccion de la cadena polimerasa (PCR),
electroforesis en campo pulsado (ECP), analisis plasmidicos, analisis de enzimas de
restriccion (REA), etc (12).

Tratamiento con Betalactdmicos

La mayoria de las infecciones asociadas a E. coli son tratadas con antibidticos de primera
linea, como lo son los betalactamicos. Este grupo representa aproximadamente la mitad del
mercado total de antibidticos a nivel mundial, ademas de ser los mas usados en la practica
clinica. Se definen por su anillo betalactdmico, el cual determina su mecanismo de accion: la
inhibicidn de la sintesis de la pared celular bacteriana. Este consta de un anillo heterociclico

de cuatro atomos, tres de carbono y uno de nitroégeno; y es su asociacion a los diferentes tipos
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de cadenas lineales lo que les da sus propiedades a cada betalactdamico que hay:

carbapenémicos, cefalosporinas, monobactdmicos y penicilinas (13).

En 1928, Alexander Fleming descubrid la penicilina después de haberse dado cuenta que el
crecimiento de Staphylococcus aureus se veia interrumpido ante la presencia del hongo
Penicillium notatum, aunque fueron las investigaciones de Howard Florey y Ernst Chain,

alrededor de 1940, las que permitieron su produccion comercial (14).

Un afo después, Edward Abraham llevo a cabo la purificacién cromatografica de la
penicilina, siendo el primero en evaluar sus propiedades antimicrobianas en animales. En
1943, Robert Robinson explico la estructura quimica de la penicilina, lo cual proporciond los

medios para su sintesis (15).

En 1974, Blumberg y Strominger aclararon el mecanismo de accion de la penicilina, llegando
a la conclusion de que tanto la penicilina como la terminacion D-Ala-D-Ala del
peptidoglicano en las paredes celulares de los microorganismos grampositivos vy
gramnegativos eran estructuralmente similares. Propusieron que todos los antibidticos

betalactamicos eran inhibidores de la sintesis de la pared celular bacteriana (15).

Si bien, aungque no es muy recomendado el tratamiento antibidtico en la EC, este puede ser
de gran ayuda en aquellos pacientes portadores del patotipo AIEC, sobre todo para la
atenuacion de la bacteria, el tratamiento de fistulas, y en la prevencion de infecciones
postoperatorias. Por otra lado, a pesar de que atn son pocos los estudios que tratan acerca de
la resistencia antimicrobiana en AIEC, hay que destacar que los resultados ya reportan altos

niveles de resistencia a betalactamicos (12).

Clasificacion y miembros de la familia de antibioticos betalactamicos

Penicilinas

Los miembros de las penicilinas incluyen a la penicilina G, penicilina V, oxacilina,
meticilina, nafcilina, ampicilina, amoxicilina, carbenicilina, piperacilina, mezlocilina y

ticarcilina. En la penicilina G, la cadena lateral es un bencilo, y esta tiene la mayor actividad
7



antimicrobiana dentro de todas las penicilinas naturales. Fue la primera en producirse entre
este grupo y entre todos los antibidticos. Las penicilinas naturales son utilizadas tanto para
el tratamiento de infecciones por bacterias grampositivas como para el de gramnegativas
(16,17).

Cefalosporinas

Las cefalosporinas se clasifican como pertenecientes a una generacion, de la primera a la
quinta, para referirse asi a la actividad especifica de los agentes. Las cefalosporinas de
primera generacion tienen actividad contra cocos grampositivos, excepto los enterococos y
los estafilococos, pero tienen una actividad limitada contra patdgenos gramnegativos,
principalmente E. coli, Proteus y Klebsiella (17,18).

Las cefalosporinas de segunda generacion tienen una mejor actividad contra gramnegativos.
Algunas cefalosporinas de segunda generacion como cefoxitina y cefotetan, también tienen
actividad contra anaerobios. Las cefalosporinas de tercera generacion tienen una actividad
contra bacterias gramnegativas aun mas efectiva, pero su actividad contra grampositivas
varia. En el caso de las cefalosporinas de cuarta generacién como la cefepima y la cefpiroma,
hay eficacia contra la mayoria de las bacterias grampositivas y gramnegativas de importancia
clinica (17).

Y en el caso de las cefalosporinas de quinta generacién como la ceftarolina, hay actividad
especificamente contra Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM). Existe
también otra clasificacion de las cefalosporinas basada en la estructura quimica, pues debido
al reciente aumento en la resistencia dada por las B-lactamasas de espectro extendido y las
carbapenemasas, redefinir la categorizacion dentro de estas generaciones es una solucién que

se busca con gran urgencia (17).

Monobactamicos

Los monobactamicos tienen un anillo monociclico flexible y carecen de un resto de 4cido
carboxilico, sin un segundo anillo fusionado al anillo betalactamico. Aztreonam,

comercializado en 1984, fue el primer monobactamico, y hasta la fecha el mas usado. Otros
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compuestos incluyen carumonam, pirazmonam Yy tigemonam. Los monobactdmicos son
activos casi exclusivamente contra bacterias gramnegativas, y algunos han demostrado tener

actividad antipseudomonica (19).

Carbapenémicos

Entre los varios betalactamicos, los carbapenémicos poseen el espectro de actividad mas
amplio y la mayor potencia tanto contra bacterias grampositivas, como contra las
gramnegativas. Usualmente se administran cuando los pacientes con infecciones se enferman
gravemente o se sospecha que albergan bacterias resistentes. Imipenem, es eficaz contra
patdgenos aerdbicos y anaerdbicos, meropenem, actla contra los bacilos gramnegativos no
fermentadores, ertapenem, que contiene un amplio espectro con actividad limitada contra
bacilos gramnegativos no fermentadores, y doripenem, son los antibi6ticos con cobertura

bacteriana mas amplia de todos los betalactamicos (16,17).

3. Antecedentes

3.1 Antecedentes generales

Resistencia a betalactamicos

Ciertas cepas de esta bacteria han desarrollado mecanismos para evadir el efecto de estos
antimicrobianos. Con el tiempo, el mal uso de antibioticos ha provocado un aumento en su
resistencia a nivel mundial. Muchos miembros de la familia Enterobacteriaceae poseen
betalactamasas cromosomicas naturales. Los genes que codifican enzimas hidroliticas de
estos antibioticos se pueden encontrar en el cromosoma o en elementos genéticos moviles, y
su produccidn puede ser constitutiva o inducible. El efecto antibacteriano de un betalactdmico
da como resultado la inhibicién del crecimiento de bacterias replicantes. Durante las etapas
terminales de la biosintesis de la pared celular, se evita que las enzimas PBP (proteinas de
unién a penicilinas) efectien la reticulacion de cadenas peptidicas para formar

peptidoglicano, lo que da como resultado la muerte celular (20).

Como ocurre con otras clases de antimicrobianos, el mal uso de betalactamicos ha provocado
la aparicion de resistencias, estas pueden ocurrir por una mutacion o expresion de PBP
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alternativas, reduccién de la permeabilidad celular, sobreexpresién de los sistemas de salida

y produccion de enzimas modificadoras o degradantes (21).

Para la clasificacion de estas enzimas se utilizan dos sistemas, el sistema basado en la
actividad de Bush-Jacoby-Medeiros y el sistema Ambler, basado en la informacion de la
secuencia. Este altimo divide a las betalactamasas en cuatro clases: A, B, Cy D. Esto es con

base a las diferencias en su mecanismo hidrolitico (21).

Desde el punto de vista clinico, las enzimas mas desafiantes son las betalactamasas de
espectro extendido (BLEE), pues estas enzimas son capaces de hidrolizar penicilinas,
cefalosporinas y monobactamicos, algunas inclusive a los carbapenémicos y, por lo general,

a la mayoria de los otros betalactamicos (22).

Betalactamasas de espectro extendido (BLEE)

Las BLEE se definen como enzimas capaces de hidrolizar las penicilinas, todas las
cefalosporinas (menos las cefamicinas) y los monobactams, pero no los carbapenémicos. Se
caracterizan por ser inhibidas por el &cido clavulanico, sulbactam y tazobactam. Ademas de
las BLEE clasicas, de naturaleza plasmidica, algunos microorganismos producen
betalactamasas cromosomicas que confieren fenotipos de resistencia similares al que
determinan las BLEE, esto es, resistencia a las cefalosporinas de espectro extendido, y son
inhibidas por el &cido clavulanico. La mayoria de los métodos descritos para detectar
microorganismos productores de BLEE se han disefiado para E. coli y Klebsiella, y se
fundamentan en la inhibicion de estas enzimas por el &cido clavulanico u otros inhibidores
de betalactamasas. Sin embargo, en los Gltimos afios se han reportado algunas variantes que

ya no son inhibidas por el &cido clavulanico (23).

Se han clasificado bioquimicamente en dos categorias segun el mecanismo por el que realizan
hidrolisis, ya sea mediante la formacién de una enzima acilo con una serina en el sitio activo
0 mediante una reaccién hidrolitica facilitada por uno o dos iones de zinc esenciales en los

sitios activos de metalobetalactamasas (MBL) (20).
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Desafortunadamente, las cepas productoras de estas enzimas pueden ser también resistentes
a otros antibioticos, con lo que se reducen considerablemente las opciones de tratamiento.
Hasta los ultimos dos afios, se han identificado méas de 200 tipos de BLEE, codificadas por
diferentes genes conocidos como genes bla, siendo los mas frecuentes blatem, blasnv y
blactx-m(24).

El mecanismo mas probable de transferencia entre especies poco relacionadas es la
conjugacion, en la que participan elementos genéticos moviles, como los plasmidos,

bacteriofagos, transposones e integrones, que acarrean genes de resistencia o virulencia (25).

Las betalactamasas de tipo TEM provienen de las enzimas TEM-1 y TEM-2, contenidas en
plasmidos, mientras que las SHV tienen un origen cromosémico en Klebsiella pneumoniae.
Las CTX-M son las BLEE de mayor reporte mundial, predominando en agentes de

infecciones nosocomiales como E. coli y Klebsiella spp (26).

En la actualidad, se han descrito 189 variantes alélicas de tipo SHV y mas de 200 de tipo
TEM. El primer reporte de la enzima SHV en Sudamérica se presento en aislamientos de K.
pneumoniae de Argentina y Chile en 1988 y 1989, donde se identificaron las variantes de
tipo SHV-2 y SHV-5, mientras que el primer reporte de la TEM se presento en el 2003 en
Argentina, donde se detectaron los tipos TEM-10y TEM-12 en K. pneumoniae (las diferentes
variantes de betalactamasas pueden ser consultadas en el sitio web:

https://externalwebapps.lahey.org/studies/) (27).

Las enzimas CTX-M son un tipo de BLEE que hidrolizan a la cefotaxima y la ceftriaxona
con mayor eficacia que a la ceftazidima, asi como a la cefepima. Fueron identificadas
alrededor de 1989 en Alemania, en un aislamiento clinico de E. coli, sin embargo, fue en
Sudamérica donde comenzaron a identificarse con mas frecuencia, y es posible que hayan

estado en constante circulacion desde 1989. Hasta la fecha se han descrito 172 variantes (27).
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3.2 Antecedentes especificos

Entre 2007 y 2012, en China, se realizd un estudio a 97 pacientes con EC que padecian
abscesos intraabdominales espontaneos en donde se cultivaron 151 bacterias aerdbicas, de
las cuales E. coli resultd ser mas del 50% del total bacteriano. Se administr6 cefalosporina y
ornidazol. El andlisis realizado en este estudio revelé que los pacientes con EC que usaron
inmunosupresores tenian més probabilidades de tener una infeccion intraabdominal causada

por bacterias productoras de BLEE (28).

En 2013, en un estudio llevado a cabo por Dogan y colaboradores en Estados Unidos, se
anuncio que a pacientes con EC se les detectd cepas de E.coli con resistencia a amoxicilina
y acido clavulanico, cefoxitina, cloranfenicol, ciprofloxacino, gentamicina y rifaximina,
mientras que a pacientes con un ileon inafectado se les detecto resistencia a ciprofloxacino y
rifaximina. Ademas de la presencia de AIEC en 8 de los 32 pacientes con EC y en 5 de 28
pacientes con un ileon inafectado. De estas 13 cepas de AIEC, 8 de ellas mostraron resistencia
a ciprofloxacina, claritromicina, rifampicina, tetraciclina y trimetoprima/sulfametoxazol
(29).

Afos mas tarde en 2021, en un articulo publicado en Iran por Dolatabadi y colaboradores, se
reporta un analisis de investigacion de literatura publicada en distintas bases de datos, sobre
la prevalencia de AIEC y su grupo filogenético entre pacientes con EIll. Entre los articulos
revisados, se dieron 465 casos de pacientes con Ell (348 diagnosticados con EC y 117 con
CU) y 307 como controles, de los cuales se observd que existia una prevalencia de AIEC
mucho més alta en pacientes con Ell comparada con los controles. Los resultados hacen
hincapié en la existencia de una asociacion significativa entre la colonizacion de AIEC en la
Ell, afiadiendo también, que el filogrupo més comun entre estos pacientes fue el B2, tanto en
pacientes con EIl como en el grupo control, lo que segun los autores, sugieren es que este es

un trastorno especificamente relacionado con este patovar (30).

En un estudio publicado en enero de este afio, investigadores de Corea del Sur llevaron a
cabo un analisis de 83 cepas de E. coli aisladas de pacientes con Ell y Colitis Isquémica, de

las cuales todas dieron resultados de resistencia al menos a uno de los antibioticos usados,
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con eritromicina teniendo el nivel mas alto, seguido de ampicilina, ciprofloxacino y
ceftriaxona. Asimismo, entre estas cepas resistentes a las cefalosporinas de tercera
generacion, el 90.7% de ellas resultaron ser productoras de BLEE. Ademas de que entre
aquellas cepas productoras de BLEE, se encontr6 que el 92.3% fueron provenientes de
pacientes con EC y 82.4% de CU (31).

Por otro lado, en México hasta la fecha solo se han realizado dos estudios, el primero de ellos
en el 2018, en el cual se publico el primer reporte de AIEC en el pais, ademaés del aislamiento
de cepas asociadas con donadores sanos, asi como la deteccion de una cepa AIEC asociada
a la clona ST131 y dos virotipos nuevos. Mientras que, en el segundo reporte, se demostrd
que aquellas cepas obtenidas de donadores sanos y sin sintomas de EIll del estudio anterior
compartian similitudes fenotipicas y gendmicas con cepas de AIEC asociadas a la Ell,
mostrando una coexistencia entre factores de virulencia y resistencia a los antibioticos con

implicaciones en los hospederos susceptibles (32,33).

4. Planteamiento del problema

Debido a su complejo origen multifactorial, el frecuente diagnostico tardio, asi como las
insuficientes opciones de tratamiento, hacen que la Ell sea un padecimiento dificil de curar.
Aunado a esto, las altas tasas de resistencia de AIEC, bacteria asociada en el desarrollo de
esta enfermedad, a los antibidticos de primera linea como los betalactdmicos, complican el
control de la Ell. Por lo tanto, con el fin de prevenir el efecto disminuido de los antibiéticos
y mayores tasas de mortalidad entre las poblaciones vulnerables, es de crucial importancia
conocer cudl es el perfil de resistencia a antibidticos betalactamicos en pacientes que padecen
de la Ell, qué factores genéticos pueden estar involucrados en su evolucion, y cuéles otras

causas podrian favorecer a la expansion de este creciente fenémeno.

5. Objetivos

El presente trabajo de tesis se divide en dos partes:

5.1 Objetivo general in silico
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Conocer la presencia de genes de resistencia a betalactdmicos en cepas de AIEC mediante

una revision bibliografica sobre estudios reportados en bases de datos publicas.

5.1.1 Objetivos especificos in silico
A partir de la informacion recolectada con la revision bibliografica, colaborar en la redaccién
de un articulo de revision que informe sobre la presencia de AIEC en la Ell, asi como de los

Gltimos reportes en nuestro pais.

5.2 Objetivo general experimental
Determinar el perfil fenotipico de susceptibilidad a antibioticos betalactdmicos en cepas de

E. coli aisladas de biopsias de pacientes con EIl.

5.2.1 Objetivos especificos experimentales
1. Realizar ensayos de Kirby-Bauer con antibidticos betalactdmicos a las cepas de E. coli

aisladas de biopsias de pacientes con EII.

2. Determinar el fenotipo de produccién de betalactamasas de Espectro Extendido (BLEE),

en las cepas de interés.

3. Identificar los genes que codifican para serin betalactamasas y metalo betalactamasas en

las cepas de E. coli.

6. Material y métodos

6.1 Disefio del estudio

Observacional, transversal y prospectivo y ambilectivo.

6.2 Ubicacion espacio-temporal
El proyecto de tesis se realiz6 en el Laboratorio de Microbiologia Hospitalaria y de la

Comunidad que pertenece al area de Microbiologia Médica del Centro de Investigaciones en
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Ciencias Microbiologicas del Instituto de Ciencias (ICUAP) de la Benemérita Universidad
Auténoma de Puebla (BUAP).

6.3 Muestreo

El laboratorio de Microbiologia Hospitalaria y de la Comunidad (LMHyC) cuenta con 66
cepas de E. coli aisladas de biopsias de 3 pacientes con EIl. Las biopsias fueron obtenidas en
centros de salud por personal capacitado (médicos endoscopistas gastroenterdlogos), con el
consentimiento informado de los pacientes. Posteriormente, fueron llevadas al LMHyC y
procesadas por la médico pasante Norarizbeth Lara Flores, para aislar, identificar y conservar

a las cepas de E. colia-70°C.

6.3.1 Definicion de la unidad poblacional

El estudio incluyo6 66 cepas de E. coli aisladas de biopsias de 3 pacientes ambulatorios.

6.3.2. Seleccion de la muestra

Aleatoria, no consecutiva y a conveniencia y disposicion.

6.3.3 Criterios de seleccidon de las unidades de muestreo

6.3.3.1 Criterios de inclusién
Todas las cepas de E. coli previamente aisladas de biopsias de pacientes que estuvieron

cursando con una Ell al momento de su consideracion a este estudio.

6.3.3.2 Criterios de exclusién

Cepas no identificadas como E. coli.

6.3.3.3 Criterios de eliminacién
Todas aquellas especies bacterianas de la familia Enterobacteriaceae que no hayan sido
identificadas como E. coli mediante pruebas bioquimicas clésicas y por la presencia del

marcador genético especie-especifico ybbW.
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6.4 Método y recoleccion de datos

La susceptibilidad a antibioticos y el fenotipo BLEE se determind por medio de la técnica de
Kirby-Bauer y siguiendo lo establecido en el CLSI 2022. La amplificacion de los genes
involucrados en la resistencia a betalactamicos se llevo a cabo siguiendo los métodos de
amplificacion por PCR y observacion de los productos por electroforesis en agarosa, bajo las
condiciones estandarizadas en el LMHyC. Por lo que se usaron hojas de excel para su

recoleccion.

6.5 Técnicas y procedimientos

Cepas de E coli

El laboratorio de Microbiologia Hospitalaria y de la Comunidad (LMHyC) cuenta con 66
cepas de E. coli aisladas de biopsias de tres pacientes con Ell (Tabla 1). Las biopsias fueron
obtenidas en centros de salud por personal capacitado bajo el conocimiento informado de los
pacientes. Posteriormente, fueron llevadas al LMHyC y procesadas por la médico pasante
Norarizbeth Lara Flores (alumna de servicio social en 2017-2018), para aislar, identificar y
conservar a las cepas de E. coli como se ilustra en la figura 1. Cabe mencionar que se
obtuvieron 37, 22 y 7 colonias de cada paciente, respectivamente; por lo que se consideraron

como clonas diferentes y se trabajo con todas ellas.

Lysate

Los tejidos se incubaron S
1hr a 37°C con

.’..' .‘:.' / .

» 100ug/ml de » " ({ . - 4 )
gentamicina, rifaximina 7/ g .

2 ol — _/

y rifampicina (para B
favorecer el aislamiento Aislamiento de cepas
Donaci6n de biopsia de bacterias invasivas) Lisis celular intracelulares

Conservacién de Identificacién mediante Aislamiento y
las cepas (cepario pruebas bioquimicas purificacién
LMHyC) de cepas

Figura 1. Procesamiento de las biopsias para el aislamiento de E. coli.
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Tabla 1. Origen de las cepas de E. coli a estudiar.

o Tratamiento Ndmero de
al
Paciente (afios) Género Origen de la biopsia Diagnostico (previo al cepas
afos
diagndstico) aisladas
Colon descendente y Trimetoprim/
1 23 M cucl 37
transverso Sulfametoxazol
. . Colitis cronicay Ciprofloxacino,
2 61 F Sigmoides o L 22
diverticulitis Rifaximina
Metronidazol,
Colon descendente y ) .
3 34 M CUCI Ciprofloxacino, 7
ano
Ceftriaxona

Susceptibilidad a antibidticos

Para conocer la susceptibilidad a antibiéticos, se utilizé el método de Kirby-Bauer y se
escogieron 18 antibioticos, siguiendo la guia del CLSI 2022: cefotaxima (CTX), ceftazidima
(CAZ), amoxicilina con acido clavulanico (AMC), cefepime (FEP), aztreonam (ATM),
ampicilina (AMP), meropenem (MEM), imipenem (IMP), tetraciclina (TE), gentamicina
(GM), amikacina (AN), (STX),
cloranfenicol (CHL), cefoxitina (FOX), ceftriaxona (CRO), ciprofloxacino (CIP) y &cido
nalidixico (NA).

estreptomicina (STR), trimetoprim-sulfametoxazol

El método de Kirby-Bauer consiste en un antibiograma por difusion de sensidiscos, por lo
tanto, se utiliz6 para conocer la susceptibilidad a antibi6ticos y el fenotipo BLEE, como se

describe a continuacion:

Procedimiento: De un cultivo previo de TSA por estria cruzada que fue incubado a 37° C
por 24 horas, se tomaron con un asa bacterioldgica las colonias mas aisladas (entre 3-6) y se
llevaron a un tubo con 5 mL de Solucion Salina isoténica (SSI) al 0.85% masa/volumen de
NaCl, para tener una mezcla homogénea y asi poder ajustar la turbidez a 1.5 x 108 unidades
formadoras de colonias (UFC) por mililitro equivalente al tubo 0.5 en la escala de McFarland.

17



Una vez obtenida esta turbidez se impregné un hisopo con dicha suspension y una placa de
agar Muller-Hinton se inoculé utilizando el hisopo cubriendo el diametro de la placa para
después pasar el hisopo de orilla a orilla cubriendo el area de la placa de arriba abajo y girar
la placa 45°, se realiz6 esto un total de tres veces y al finalizar se pasé el hisopo por la

circunferencia de la placa tres veces.

Siguiendo la guia del CLSI 2022, los resultados se interpretaron de acuerdo a la siguiente
tabla (Tabla 2) donde se detallan las concentraciones por sensidisco de los antibidticos
previamente seleccionados y el diametro del halo de inhibicidén que debe tomarse en cuenta

para conocer la susceptibilidad a dicho antibiético:

Tabla 2. Antimicrobianos y valores de corte utilizados en el ensayo de susceptibilidad

Grupo o familia Antimicrobiano Concentracion (pg) Halo de inhibicién (mm) y criterio de
interpretacion?

S SDD | R
Penicilinas Ampicilina (AMP) 10 217 14-16 <13
B-lactamico/inhibidor de B- | Amoxicilina con acido 20/10 218 14-17 <13

lactamasas clavulanico (AMC)

Cefalosporinas Cefoxitina (FOX) 30 =18 15-17 <14
Ceftazidima (CAZ) 30 221 18-20 <17
Cefotaxima (CTX) 30 226 23-25 <22
Cefepime (FEP) 30 225 19-24 <18
Monobactamicos Aztreonam (ATM) 30 221 18-20 <17
Carbapenémicos Imipenem (IMP) 10 223 20-22 <19
Meropenem (MEM) 10 223 20-22 <19
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Quinolonas Acido Nalidixico (ANA) 30 219 14-18 <13

Fluoroguinolonas Ciprofloxacino (CIP) 5 226 22-25 <21

Aminoglucésidos Gentamicina (GEN) 10 215 13-14 <12
Tobramicina (TOB) 10 215 13-14 <12
Amikacina (AMK) 30 217 15-16 <14
Estreptomicina (EST) 10 215 12-14 <11

Tetraciclinas Tetraciclina (TET) 30 215 12-14 <11

Inhibidores de la via folato | Trimetoprim con 1.25/23.75 216 11-15 <10
Sulfametoxazol (TMP/SXT)

Fenicoles Cloranfenicol (CLO) 30 218 13-17 <12

Referencia 34

La distribucion de los sensidiscos por placa se realizé de la siguiente manera:

Placa 1: Gentamicina (GM), amikacina (AN), estreptomicina (STR), ciprofloxacino (CIP),
acido nalidixico (NA), trimetoprim-sulfametoxazol (STX) y tetraciclina (TE).

Placa 2: Cloranfenicol (CHL), cefoxitina (FOX), ceftriaxona (CRO), ampicilina (AMP),
meropenem (MEM) e imipenem (IMP).

Placa 3: (para fenotipo BLEE): cefotaxima (CTX), ceftazidima (CAZ), amoxicilina con
acido clavulanico (AMC), cefepime (FEP) y aztreonam (ATM).

Determinacion de fenotipo BLEE

A los aislados resistentes a cefalosporinas de amplio espectro se les determin6 la produccion
fenotipica de BLEE mediante la técnica de difusion con doble disco, usando discos de
cefotaxima (30 pg), ceftazidima (30 pg), aztreonam (30 pg) y cefepime (30 pg), colocados
en las proximidades de un disco central de amoxicilina con &cido clavulanico (20/10 ug) a

una distancia de 25 mm (extremo-extremo) (Figura 2).
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El procedimiento para esta técnica es similar al de Kirby-Bauer, diferenciandose Unicamente
en la distribucion de los discos. La aparicion de un efecto sinergico (prolongacion del halo
de inhibicion) entre los antibi6ticos betalactamicos y el disco central que contiene al inhibidor
de betalactamasas (Acido clavulanico) se consideré como resultado positivo de produccion
de BLEE.

Figura 2. Posicidn de discos para determinar la produccion fenotipica de BLEE.

Tomada de referencia 35.

Obtencion de ADN bacteriano
Con la finalidad de caracterizar los mecanismos de resistencia a antibioticos betalactamicos,
se procedi6 a obtener el material genético mediante el método de hervido, como se describe

a continuacion:

Técnica de hervido
Con esta técnica se provocd la ruptura celular mediante ebullicion, lo que ocasioné la
liberacion del ADN bacteriano (templado). A partir de un cultivo puro de 24h de crecimiento

se realizo la siguiente metodologia:

El cultivo bacteriano se resuspendié en 500 pl de agua (inyectable Pisa®).
Se sometid a ebullicion durante 10 min en bafio Maria. Se dejo enfriar durante 5 min.

Se centrifugd a 13,000 rpm durante 5 min.

M w0 np R

El sobrenadante se recuperd y se ajusto la concentracion de ADN/proteinas a 100 ng/ul.

Cuantificacion de ADN
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La concentracion y pureza del ADN se midié en el equipo NanoDrop 2000c (Thermo
Scientific®) a una absorbancia de 260 y 280 nm. La lectura a 260 nm refleja la concentracion
de ADN, considerando 1 unidad de densidad optica equivalente a 50 pg/ml de ADN de doble
cadena. Las concentraciones utilizadas en las PCR tuvieron que estar en los 100 ng/pl.

Identificacion de genes de resistencia a betalactdmicos

Con base al perfil de resistencia, se hizo una seleccion de oligonucleotidos especificos para
amplificar determinantes de resistencia mediante la técnica de PCR (Tabla 3). A los aislados
que mostraron fenotipo BLEE positivo se les realizd la busqueda de genes codificantes de
enzimas cefalosporinasas de amplio espectro: blactx-m (grupos 1, 2, 8 y 9), blatem, blasnvy
blaoxa; iniciando con oligonucleétidos universales en el caso de blactx-m (disefiados a partir

de una region conservada en todas las variantes).

E. coli C1550 fue usada como control positivo de los genes blactx-m (grupo 1) y blatem (35);
mientras que K. pneumoniae ATCC 700603 se us6 como control positivo de los genes blasnv
y blaoxa. Todos los productos de PCR fueron comparados con un control positivo
(previamente secuenciado) para determinar la variante de cada betalactamasa. La secuencia
de los oligonucleétidos utilizados en la identificacion de genes de betalactamicos, asi como

las condiciones de amplificacion y el tamafio del producto de PCR se muestran en la tabla 3:

Tabla 3. Oligonucleétidos y condiciones de reaccion utilizados en la amplificacion de

genes de resistencia a betalactamicos.

Oligonucleétidos (Secuencia 5" - 3%) Condiciones de amplificacion Tamafio (referencia)

94°C 5 min. 1ciclo

blaCTX-M 94°C 30 seg.
CTXM-UNI-F;: CGATGTGCAGTACCAGTAA 52°C 30seg.  35ciclos 566 pb
729C  1min. (36)

CTXM-UNI-R: TTAGTGACCAGAATCAGCGG
72°C 5 min. 1ciclo

94°C 7 min. 1ciclo

bla - rupo 1 843 pb

CTX-M grup 949C 50 seg. p
CTX-M13U: GGTTAAAAAATCACTGCGYC 500C 40seg. 35 ciclos @7)
CTX-M13D: TTGGTGACGATTTTAGCCGC 68°C 1 min.
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68°C 5 min. 1ciclo
94°C 7 min
bla - 94°C 50 se

CTX-M 15 : 9 | oo
CTX-M3G-F: GTTACAATGTGTGAGAAGCAG 50°C 40seg.  35ciclos 38)
CTX-M3G-R: CCGTTTCCGCTATTACAAAC 68°C 1 min.

68°C 5 min. 1ciclo
94°C 3 min. 1ciclo
bla - rupo 9 94°C 45 seg.

creMne o ) . 857 pb
CTX-M-9-F: GTGACAAAGAGAGTGCAACGG 62°C  45seg.  35ciclos @)
CTX-M-9-R: ATGATTCTCGCCGCTGAAGCC 72°C 45seg.

72°C 10 min. 1 ciclo
94°C 3 min. 1 ciclo
bla 94°C 1 min.

e ) . ) 1029 pb
TEM-F: ATTCTTGAAGACGAAAGGGC 60°C  1min.  30ciclos “0)
TEM-R: ACGCTCAGTGGAACGAAAAC 72°C 1 min.

72°C 5 min. 1ciclo
96°C 15 seg. 1 ciclo
bla; 96°C 15 seg.

o . ‘ ) 883 pb
SHV-F: CACTCAAGGATGTATTGTG 5C  15seg.  24ciclos 1)
SHV-R: TTAGCGTTGCCAGTGCTCG 72°C 2 min.

72°C 3 min. 1 ciclo
96°C 5 min. 1ciclo
bla - 96°C 1 min.

OXA-1 : | | o
OXA-1: CCAAAGACGTGGATG 61°C 1min.  35ciclos @)
OXA-2: GTTAAATTCGACCCCAAGTT 72°C 2 min.

72°C 10 min. 1 ciclo

Las reacciones de PCR se realizaron en los siguientes termocicladores: Perkin Elmer
(GeneAmp PCR System 2400, Applied Biosystems), T3 y T3000 thermocycler (Biometra),
T Professional TRIO Thermocycler (Biometra) y Multigene™ Mini. Los reactivos y las

concentraciones empleados en esta técnica se detallan a continuacion:

Tabla 4. Componentes y cantidades utilizados en cada PCR.
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. Concentracion stock Volumen por Concentracion final de
Componente (distribuidor) o N
inicial tubo reaccion
Oligonucleétido “forward” (Sigma) 25 uM 1l 0.5 uM
Oligonucledtido “reverse” (Sigma) 25 uM 1 ul 0.5 uM
BIOTAQ™DNA Polimerasa (Bioline) 5 U/ul 0.3 pl 15U
Tampdn de reaccion NH, (Bioline) 10 X Sul 1X
MgCl; (Bioline) 50 mM 15w 1.5mM
dNTPs mix (Sigma Aldrich) 2,5mM 1l 0.05 mM
DNA 10 ul 6
30.2ul
Agua miliQ estéril
50 pl

Nota: En el caso de las PCR mudltiplex la cantidad de oligonucle6tido extra afiadido fue
restado del volumen de agua, conservando asi el volumen final requerido. La concentracion

final de DNA fue calculada a partir de una medicion estindar de 300 ng/ul.

Visualizacion de los productos de PCR

Los productos de las PCR se observaron mediante electroforesis en geles de agarosa
(Invitrogen®) al 1% (aunque cuando el producto esperado fue menor a 500 pb se usaron
geles al 1.5 o al 2% de agarosa) en una camara de electroforesis con TAE 1X, a 90 Voltios
durante 1 hora (generalmente) junto con un marcador de peso molecular (O’ GeneRuler®).
Posteriormente los geles se tifieron con Bromuro de Etidio (BET) (Ethidium Bromide,
Sigma®, 10 mg/ml), 0.5 g/L durante 30 seg y se lavaron en agua destilada durante 1 min.
Posteriormente, los geles se visualizaron y digitalizaron con ayuda de un fotodocumentador
(MiniBIS Pro).
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Purificacion de los productos de PCR
Los productos de PCR que se seleccionaron para secuenciar fueron purificados previamente
con el kit “Zymoclean Gel DNA Recovery Kit”. Ver anexo 1.

6.6 Andlisis de datos
Los datos obtenidos fueron analizados para conocer el fenotipo, la susceptibilidad y
resistencia a antibioticos. Esto por medio del célculo de porcentajes, a partir de los cuales se

realizaron tablas estadisticas y gréficos de barras.
7. Logistica

7.1 Recursos humanos
Alumnos: Carolina Acevedo Ocampo, Hania Anahi Alcalad Martinez, Carlos de la Torre

Perdomo y Adrian Escalante Urdanivia.

Profesores: D.C Rosa del Carmen Rocha Gracia y D.C. Gerardo Cortés Cortés.

7.2 Recursos materiales

o Medio de cultivo MacConkey ® Bioxon.

o Medio de cultivo TSA ® Bioxon.

o Medio de cultivo Muller Hinton ® Bioxon.
o Medio de cultivo TSI ® Bioxon.

o Medio de cultivo LEVINE ® Bioxon.

o Cefotaxima (Sigma-Aldrich).

o Sensidiscos con antibidticos.

o Sensidisco con EDTA.

7.3 Recursos financieros
Este trabajo fue financiado por el Laboratorio de Microbiologia Hospitalaria y de la
Comunidad, el cual pertenece al Centro de Ciencias Microbioldgicas del Instituto de Ciencias

de la BUAP. Con el apoyo de proyectos grupales VIEP-100182644, y por el proyecto CB
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2017-2018-A1-S-22136 de Conahcyt, cuya investigadora responsable es la Dra. Rosa del
Carmen Rocha Gracia.

7.4. Cronograma de actividades

7.4.1 Gréfica de Gantt

Junio - Julio Agosto - Octubre - Enero -

Actividades Septiembre Diciembre Octubre Diciembre 2023

2022 2022 2022 2023

Redaccion del protocolo

Experimentacion: preparacion de
antibiogramas, fenotipo BLEE y
PCR

Redaccion de trabajo de tesis:
analisis de resultados

Presentacion de Examen
Profesional de Defensa de
Trabajo de Investigacion

8. Bioética

Las muestras fueron tomadas con el consentimiento informado y autorizacion de los
pacientes bajo procedimientos médicos autorizados, y realizados por personal capacitado
(médico endoscopista gastroenterdlogo) en las instalaciones médicas correspondientes. Los
nombres, nimeros de expedientes y datos personales fueron manejados confidencialmente
(43).

9. Resultados

Objetivo general in silico. Conocer la presencia de genes de resistencia a betalactamicos
en cepas de AIEC mediante una revision bibliografica sobre estudios reportados en

bases de datos publicas.

Se realiz6 la busqueda de articulos de investigacion/revision alusivos a la EIl y la resistencia

a betalactamicos en AIEC. En conjunto con los articulos seleccionados por el resto de los
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alumnos de la licenciatura en Biomedicina y de los investigadores a cargo, se obtuvieron un

total de 180 articulos. Ver Anexo 2

En este trabajo se busco dar una vision general del estatus de la Ell en el pais, asi como una
descripcion de la epidemiologia, las caracteristicas fenotipicas, el mecanismo de adherencia,
invasion y replicacion de AIEC, y como es que esto se relaciona estrechamente en el

desarrollo de la Ell.

Entre los genes encontrados en los reportes consultados, se destaca la presencia de blatewm,
blasnv y blactx-m, siendo la variante blacrx-m-15 la mas frecuentemente reportada en E. coli
en México. Mientras que en Estados Unidos, se reportan genes como tetA, tetB, tetC, asi
como a blatem, y blaoxa. Asimismo, en el primer estudio en cepas AIEC resistentes a
betalactamicos en México, se encontraron las betalactamasas blactx-m-15 y blaoxa-1 en cepas

provenientes de sujetos sanos (29, 32).

El objetivo principal de nuestra revision fue proporcionar informacion actualizada sobre uno
de los trastornos gastrointestinales que mas afectan a la poblacién en la actualidad, buscando
contribuir en su difusion entre la comunidad cientifica, médica y general de nuestro pais. Este

manuscrito se encuentra en proceso de revision para ser sometido a una revista indizada.

Objetivo general experimental. Determinar el perfil fenotipico de susceptibilidad a

antibioticos betalactdmicos en cepas de E. coli aisladas de biopsias de pacientes con EII.

o Realizacion de ensayos de Kirby-Bauer con antibioticos betalactamicos a las cepas

de E. coli aisladas de biopsias de pacientes con EII.

Como se ha mencionado anteriormente, se analizaron 66 cepas aisladas de biopsias de tres
pacientes con Ell; 37 cepas pertenecientes al paciente 1 (paciente masculino de 23 afios
diagnosticado con CUCI), 22 al paciente 2 (paciente femenina de 61 afios diagnosticada con
Colitis cronica y diverticulitis) y las siete restantes al paciente 3 (paciente masculino de 34

afios de edad diagnosticado con CUCI) (Tabla 5).
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Figura 3. Determinacion del perfil de resistencia en la cepa CCB13.
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Tabla 5. Caracteristicas generales de las cepas de E. coli aisladas de biopsias

Paciente Sexo Edad Origen de la biopsia Diagnostico Cepa
CUA30
CUA22
CUA28
CUA2
CUA6
CUA3
CUA21
CUA1
CUA19
CUA25
CUA18
CUA29
CUA7
CUAS
CUA9
CUA4
CUA38
CUA37
CuUClI CUA34
CUA12
CUA24
CUA10
CUA39
CUA14
CUA32
CUA36
CUA27
CUA31
CUA11
CUA35
CUA23
CUA13
CUA33
CUA17
CUA16
CUA15
CUA20
CCB18
CCB13
CCB15
CCB16
CCB19
CCB17
CCH1
CCH4
CCB11
CCB14
CCH5
CCB10
CCB2
CCB3
CCB12
CCB8
CCB5
CCB1
CCB7
CCB4
CCB6
CCB9
CUA50
CUA42
CUA44
3 M 34 afios Colon descendente y ano CUCI CUADB5
CUA57
CUAB9
CUA67

Colon descendente y

1 M 23 afios
transverso

Colitis
2 F 61 afios Sigmoides cronicay
diverticulitis
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o Determinacion del fenotipo de produccion de Betalactamasas de Espectro

Extendido (BLEE), en las cepas de interés.

Todas las cepas de E. coli registradas fueron analizadas (Tabla 6), y a cada una de ellas se
les determind el perfil de resistencia a través del método de Kirby-Bauer (Figura 3), tal como
esta especificado en la seccion de material y métodos. Paralelamente a la determinacion de
la resistencia a antibioticos, se determind el perfil fenotipico de todas las 66 cepas mediante
la técnica de difusion con doble disco, ocupando discos de cefotaxima (CTX), ceftazidima
(CAZ), aztreonam (ATM), cefepime (FEP) y amoxicilina con &cido clavulanico (AMC), tal
como es indicado en la seccién de material y métodos, obteniendo el 24.24% (16 cepas) de
cepas que presentaron el fenotipo BLEE (Figura 4 y Tabla 6).

Figura 4. Ejemplo de fenotipo BLEE en la cepa CUAA4.

Nota: La ausencia de algunos medicamentos ejemplificada en la Tabla 6 se debe a la escasez
en los suministros de proveedores de nuestro laboratorio, asi como a razones de logistica
desencadenas por el periodo de la pandemia de COVI-19, lo cual imposibilitd utilizar mas

tiempo del asignado en esperar a la entrega de estos.
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Tabla 6. Perfil de resistencia a antibidticos betalactdmicos de cepas de E.coli

o

ATM | |

T
<

Paciente | Diagnostico | Cepa | AMP | AMC | FOX |CAZ |CTX | F YISV Fenotipo BLEE |
CUA30
CUA22
CUA28
CUA2
CUA6
CUA3
CUA21
CUA1
CUA19
CUA25
CUA18
CUA29
CUA7
CUA5
CUA9
CUA4
CUA38
CUA37
1 CUCI CUA34
CUA12
CUA24
CUA10
CUA39
CUA14
CUA32
CUA36
CUA27
CUA31
CUA11
CUA35
CUA23
CUA13
CUA33
CUA17
CUA16
CUA15
CUA20
CCB18
CCB13
CCB15
CCB16
CCB19
CCB17
CCH1
CCH4
CCB11
CCB14
CCH5
CCB10
CCB2
CCB3
CCB12
CCB8
CCB5
CCB1
CCB7
CCB4
CCB6
CCB9
CUA50
CUA42
CUA44
3 CUCI CUA55
CUA57
CUAB9
CUAG67
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En orden de izquierda a derecha: (AMP) ampicilina, (AMC) amoxicilina/acido clavulanico,
(FOX) cefoxitina, (CAZ) ceftazidima, (CTX) cefotaxima, (FEP) cefepime, (ATM) aztreonam,
(IPM) imipenem y (MEM) meropenem.

Entre los 9 antibioticos se encontré que ampicilina (AMP) fue el que obtuvo los niveles mas
altos de resistencia, con 90.90% (60 de las 66 cepas). Por el contrario, en el resto de los
antibidticos; amoxicilina con &cido clavulanico (AMC), ceftazidima (CAZ), cefotaxima
(CTX), cefepime (FEP), aztreonam (ATM), imipenem (IMP) y meropenem (MEM), los
niveles de sensibilidad de las cepas fueron notablemente superiores a los de resistencia
(Figura 5).

Porcentaje de resistencia

Antibiético
Figura 5. Perfil de susceptibilidad a los antibidticos betalactamicos evaluados. Se indica
el nivel de resistencia segun el color; rojo para resistentes, amarillo para intermedias y verde
para aquellas cepas que son sensibles. En orden de izquierda a derecha: (AMP) ampicilina,
(AMC) amoxicilina/acido clavulanico, (FOX) cefoxitina, (CAZ) ceftazidima, (CTX)
cefotaxima, (FEP) cefepime, (ATM) aztreonam, (IPM) imipenem y (MEM) meropenem.
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o ldentificacion de los genes que codifican para serin betalactamasas y metalo

betalactamasas en las cepas de E. coli.

A partir de los resultados de la determinacion de resistencia, mediante la técnica de PCR
fueron amplificados los genes blactx-m, blactx-m-15, blactx-m 61, blactx-m ce, blaTtem, blaskv
y blaoxa-1, en aquellas cepas que presentaron resistencia a betalactdmicos, asi como fenotipo
BLEE positivo. Tomando en cuenta esta clasificacion, fueron un total de 62 cepas, es decir,

el 93.93%, aquellas que fueron seleccionadas para su amplificacion (Figura 6).

60
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27 26

No. de cepas

]
[=]

10

1 1 0 0

blaCTX-M  blaCTX-M15 blaCTXM G1 blaCTX-M 9 blaTEM blaSHV blaOXA-1
Genes de resistencia

Figura 6. Genes de resistencia codificantes de betalactamasas detectados en las cepas
resistentes a betalactamicos. Cada color es utilizado solo para marcar la diferenciacion

entre cada gen.
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De las 62 cepas en total, el 43.54% amplificd para el gen blactx-m universal, un 41.93% para
el gen blacTx-m-15, 85.48% para el gen blatem, siendo este el més prevalente entre todas las
cepas, y tan solo 1.61% para el gen blactx-m G1 y blactx-m G9, respectivamente. Sin
embargo, ninguna de las cepas amplifico para los genes blaskv y blaoxa-1. En las siguientes
imagenes se exhiben los amplificados de los genes en algunas de las cepas (Figura 7 a Figura
13).
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Figura 7. Electroforesis en geles de acrilamida al 1% de la amplificacion por PCR del
gen blactx-m. Carril 1: Marcador, Carril 2: CUA23, Carril 3: CUA13, Carril 4: CUA33,
Carril 5: CUA17, Carril 6: CUA16, Carril 7: CUA15, Carril 8: CUA20, Carril 9: Control
Positivo (C1550), Carril 10: Control Negativo.

CUA33
+ (A101EC)

<
=
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Figura 12. Electroforesis en geles de acrilamida al 1% de la amplificacion por PCR del
gen blactx-m 1. Carril 1: Marcador, Carril 2: CUAL, Carril 3: CUA33, Carril 4: Control
Positivo (A101EC), Carril 5: Control Negativo.
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CUA28
CUA3
CUA21
CUALI
CUAI18
CCB10
CUA29
+(C1550)

+ (A44EC)
+(A101EC)

1096 pb

Figura 8. Electroforesis en geles de acrilamida al 1% de la amplificacion por PCR del
gen blactx-m-15. Carril 1: Marcador, Carril 2: CUA28, Carril 3: CUA3, Carril 4: CUA21,
Carril 5: CUAL, Carril 6: CUA18, Carril 7: CCB10, Carril 8: CUA29, Carril 9: Control
Positivo (C1550), Carril 10: Control Positivo (A44EC), Carril 11: Control Positivo

(AL101EC), Carril 12: Control Negativo.

Figura 13. Electroforesis en geles de acrilamida al 1% de la amplificacion por PCR del
gen blactx-m ce. Carril 1: Marcador, Carril 2: CUAL, Carril 3: CUA33, Carril 4: Control

Negativo, Carril 5: Control Negativo.
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Figura 9. Electroforesis en geles de acrilamida al 1% de la amplificacion por PCR del
gen blarem. Carril 1: Marcador, Carril 2: CUA3, Carril 3: CCB19, Carril 4: CCB17, Carril
5: CCH1, Carril 6: CCH4, Carril 7: CUA21, Carril 8: CUAL, Carril 9: CCB11, Carril 10:
CCB14, Carril 11: CUAL9, Carril 12: CCHS5, Carril 13: CUA25, Carril 14: Control Positivo
(C1550), Carril 15: Control Negativo.

CUA21
CUAL

CCBI1

CCB14

CUA19

CCHS5

CUA25

+ (ATCC700603)

o 2 2 - =
< @ @ & I
5 O O O O
O © O O O

Figura 10. Electroforesis en geles de acrilamida al 1% de la amplificacion por PCR del
gen blasnv. Carril 1: Marcador, Carril 2: CUA28, Carril 3: CUA3, Carril 4: CUA21, Carril
5: CUAL, Carril 6: CUAL8 Carril 7: CCB10, Carril 8: CUA29, Carril 9: Control Positivo
(C1550), Carril 10: Control Positivo (A44EC), Carril 11: Control Positivo (A101EC), Carril
12: Control Negativo.
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Figura 11. Electroforesis en geles de acrilamida al 1% de la amplificacion por PCR del
gen blaoxa-1. Carril 1: Marcador, Carril 2: CCB16, Carril 3: CUA3, Carril 4: CCB19,
Carril 5: CCB17, Carril 6: CCHL1, Carril 7: CCH4, Carril 8: CUA21, Carril 9: CUAL, Carril
10: CCB11, Carril 11: CCB14, Carril 12: CUA19, Carril 13: CCHS5, Carril 14: Control
Positivo (A23EC), Carril 15: Control Negativo.
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Tabla 7. Presencia de genes que codifican a betalactamasas en las cepas estudiadas.

Paciente | Diagnéstico | Cepa blactx-m | blactx-m G1 blacTx-m-15 blactx-m G9 blatem blashyv blaoxa-1

CUA30 +

CUA22 +

CUA28 + + +

CUA2

CUAG6

CUA3 i i

CUA21 + +

CUA1L

CUA19

CUA25

+ |+ [+ ]|+ [+]+ [+

CUA18 + +

CUA29 + +

CUAT

CUAS5 + +

CUA9

+
+

CUA4

+
+

CUA38

CUA37

1 CuCl CUA34

CUA12

CUA24

CUA10

CUA39

+|+ ]|+ |+ +|+]+
+ 4|+ |+ +[+]+

CUA14

CUA32

CUA36

CUA27

CUA31

CUA11

CUA35

CUA23

+ |+ +]+]+]+

CUAI13

CUA33

CUA17

CUA16

CUA15

EYIES) R RS RS R () R (S S

+|+|+]+

CUA20

CCB18

FO FS SR FS RS S SN S (PR PR R PR (S R PR TS (PR PP (PR PR PR PR IS Y I

CCB13

CCB15

CCB16

+

CCB19

CCB17

CCH1

CCH4

CCB11

CCB14

+ |+ ]+ +]|+ [+

Colitis CCHS

2 cronica y CCB10 " "

diverticulitis CCB? ;

CCB3

CCB12 +

CCBS8

+

CCB5

CCB1

CCB7

CCB4

CCB6

CCB9

CUA50

+ |+ |+ ]+ |+ +

CUA42

CUA44

3 CUCI CUA55

CUA57

CUAB9

CUAG67 +
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Tabla 8. Perspectivas de investigacion.

Paciente | Diagnéstico Cepa Genotipo de resistencia detectado Acciones pendientes de realizar
CUA30 blatem Fenotipo de produccién de carbapenemasas
CUA22 blatem Secuenciar (comprobar la variante amplificada)
CUA28 blacrx-m, blactx-m-15, blatem Secuenciar (comprobar la variante amplificada)
CUA2 ? Busqueda de otros mecanismos de resistencia
CUAG6 blarem Secuenciar (comprobar la variante amplificada)
CUA3 blactx-m, blactx-m-15, blatem Secuenciar (comprobar la variante amplificada)
CUA21 blactx-m, blactx-m-15, blatem Secuenciar (comprobar la variante amplificada)
CUA1 blatem Secuenciar (comprobar la variante amplificada)
CUA19 blarem Secuenciar (comprobar la variante amplificada)
CUA25 blatem Secuenciar (comprobar la variante amplificada)
CUAI18 blactx-m, blactx-m-15, blatem Secuenciar
CUA29 blactx-m, blactx-m-15 Secuenciar
CUA7 ? Busqueda de otros mecanismos de resistencia
CUA5 blactx-m, blacrx-m-15, blatem Perfil de susceptibilidad a FOX e IPM
CUA9 blactx-m, blactx-m-15, blatem Secuenciar, perfil de susceptibilidad a FOX e IPM
CUA4 blactx-m, blactx-m-15, blatem Secuenciar, perfil de susceptibilidad a FOX e IPM
CUA38 blatem Perfil de susceptibilidad a FOX e IPM
CUA37 blactx-m, blacrx-m-15, blatem Perfil de susceptibilidad a FOX e IPM
1 CUCI CUA34 blactx-m, blactx-m-15, blatem Perfil de susceptibilidad a FOX e IPM
CUAI12 blactx-m, blactx-m-15, blatem Perfil de susceptibilidad a FOX e IPM
CUA24 blactx-m, blactx-m-15, blatem Secuenciar, perfil de susceptibilidad a FOX e IPM
CUAI10 blactx-m, blactx-m-15, blatem Secuenciar, perfil de susceptibilidad a FOX e IPM
CUA39 blactx-m, blactx-m-15, blatem Secuenciar, perfil de susceptibilidad a FOX e IPM
CUA14 blactx-m, blactx-m-15, blatem Secuenciar, perfil de susceptibilidad a FOX e IPM
CUA32 blarem Perfil de susceptibilidad a FOX e IPM
CUA36 blarem Perfil de susceptibilidad a FOX e IPM
CUA27 blactx-m, blactx-m-15, blatem Perfil de susceptibilidad a FOX e IPM
CUA31 blactx-m, blactx-m-15, blatem Secuenciar, perfil de susceptibilidad a FOX e IPM
CUA11 blactx-m, blacTx-m-15, blatem Secuenciar, perfil de susceptibilidad a FOX e IPM
CUA35 blactx-m, blactx-m-15, blatem Perfil de susceptibilidad a FOX e IPM
CUA23 blactx-m, blactx-m-15, blatem Secuenciar, perfil de susceptibilidad a FOX e IPM
CUAI13 blactx-m, blactx-m-15, blatem Secuenciar, perfil de susceptibilidad a FOX e IPM
CUAB33 | blactx-m, blactx-m G1 blactx-m, blactx-m G9, blatem | Secuenciar, perfil de susceptibilidad a FOX e IPM
CUA17 blactx-m, blactx-m-15, blatem Secuenciar, perfil de susceptibilidad a FOX e IPM
CUA16 blactx-m, blacrx-m-15, blatem Secuenciar, perfil de susceptibilidad a FOX, CTX e IPM
CUAI15 blactx-m, blactx-m-15, blatem Secuenciar, perfil de susceptibilidad a FOX e IPM
CUA20 blactx-m, blactx-m-15, blatem Perfil de susceptibilidad a FOX e IPM
CCB18 blatem Fenotipo de produccién de carbapenemasas
CCB13 blarem Secuenciar (comprobar la variante amplificada)
CCB15 ? Busqueda de otros mecanismos de resistencia
CCB16 blarem Secuenciar (comprobar la variante amplificada)
CCB19 ? Busqueda de otros mecanismos de resistencia
CCB17 blarem Secuenciar (comprobar la variante amplificada)
CCH1 blatem Secuenciar (comprobar la variante amplificada)
CCH4 blarem Secuenciar (comprobar la variante amplificada)
CCB11 blatem Secuenciar (comprobar la variante amplificada)
Colitis CCB14 blatem Secuenciar (comprobar la variante amplificada)
2 . CCH5 blatem Secuenciar (comprobar la variante amplificada)
crénicay : = =
afveriaulits CCB10 blactx-m, blactx-m-15 Secuenciar (comprobar la variante amplificada)
CCB2 blatem Perfil de susceptibilidad a FOX e IPM
CCB3 ? Perfil de susceptibilidad a FOX e IPM
CCB12 blarem Perfil de susceptibilidad a FOX e IPM
CCB8 blatem Perfil de susceptibilidad a FOX e IPM
CCB5 ? Perfil de susceptibilidad a FOX e IPM
CCB1 ? Perfil de susceptibilidad a FOX e IPM
CCB7 blarem Perfil de susceptibilidad a FOX e IPM
CCB4 blatem Perfil de susceptibilidad a FOX e IPM
CCB6 blarem Perfil de susceptibilidad a FOX e IPM
CCB9 blatem Perfil de susceptibilidad a FOX e IPM
CUAS50 blarem Fenotipo de produccién de carbapenemasas
CUA42 blatem Secuenciar (comprobar la variante amplificada)
CUA44 ? Busqueda de otros mecanismos de resistencia
3 CUClI CUA55 ? Fenotipo de produccion de carbapenemasas
CUA57 ? Perfil de susceptibilidad a FOX e IPM
CUA69 ? Perfil de susceptibilidad a FOX e IPM
CUA67 blatem Perfil de susceptibilidad a FOX e IPM
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10. Discusion

La resistencia a los antibidticos de primera linea es uno de los mas grandes y complejos
problemas de salud publica, que involucra a los humanos, animales y al medio ambiente. En
el panorama general de este fendmeno, la finalidad del presente trabajo de tesis fue elucidar
los determinantes de resistencia a antibioticos betalactamicos en cepas de E. coli aisladas de
biopsias de pacientes que padecen una Ell, a fin de contribuir en la bdsqueda continua de
estrategias para tratar y vigilar los padecimientos intestinales en los que el patotipo AIEC

esté asociado.

Asimismo, uno de los objetivos de esta tesis fue la redaccion de un articulo de revision sobre
la asociacion de AIEC con la Ell. En esta se destaca la primera investigacion de cepas AIEC
resistentes a betalactamicos en México, y que presentan a la betalactamasa blactx-m-15. Se
habla también de cepas de AIEC resistentes a betalactdmicos asociadas a blatem, reportadas
en Estados Unidos (29, 32). Ambos hallazgos coinciden con los resultados experimentales
de este trabajo; sin embargo, las cepas analizadas no han sido clasificadas como AIEC, por

lo que se tendrian que realizar los ensayos de caracterizacion fenotipica.

En este trabajo, a través del método de Kirby-Bauer se detectaron niveles de resistencia de
hasta un 90.90% (60 de 66), en ampicilina, mientras que el 93.93% (62 de 66) de las cepas
presento resistencia a alguno de los antibioticos utilizados en este estudio. Por otro lado, se
identificaron 16 cepas (24.24%) de E. coli con el fenotipo BLEE aisladas de las biopsias de
tres pacientes con Ell, y el 72.72% de ellas (48 de 66) mostro resistencia en mas de un

betalactamico.

Los resultados de este trabajo coinciden con los de estudios previos sobre el perfil de
resistencia en cepas asociadas a padecimientos intestinales en algunas regiones del mundo,
como en Estados Unidos, donde Dogan y colaboradores reportan resistencia a amoxicilina 'y
acido clavulanico, cefoxitina, cloranfenicol, ciprofloxacino, gentamicina y rifaximina en
AIEC (29). Por otro lado, en aquellas cepas con fenotipo BLEE (24.24%; 16 de 66 cepas),

fueron quince las que presentaron al menos dos genes codificantes para BLEE, es decir
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93.75% de cepas con sinergismo de doble disco. Siendo blactx-m-15 y blatem las

betalactamasas presentes en estas.

Entre los genes de las 66 cepas analizadas en este estudio, hubo un porcentaje del 40.90% de
blactx-m, siendo el mas prevalente entre los genes buscados, 39.39% en blacTx-m-15, 80.30%
en blatem, y 1.51% en blactx-mc1y blactx-m ce, respectivamente; sin embargo, es necesario
realizar la secuenciacion de estos genes para determinar la variante alélica. Respecto a los
genes blasnv y blaoxa-1, no se encontraron en ninguna de las 66 cepas. Y cabe destacar que
estos resultados concuerdan con estudios que reportan la presencia de las betalactamasas

CTX-My TEM en cepas de E. coli aisladas de diferentes origenes (34).

Hasta el momento se sabe que CTX-M es la betalactamasa mas frecuente entre todas las
BLEE, mientras que TEM es la mas comun entre las cepas de E. coli resistentes a antibioticos,
informacidn que coincide con el perfil de resistencia reportado en este trabajo. Por otro lado,
SHV y OXA-1, son casi siempre encontradas en cepas de K. pneumoniae y de Acinetobacter
baumannii (44). Estos resultados concuerdan con reportes recientes que mencionan a CTX-
M como la enzima cada vez mas prevalente en Latinoamérica y a E. coli como la bacteria

con mas diseminacion de BLEE (45).

Fue en el paciente 1, con diagnostico de CUCI, donde se encontraron todas las cepas con
fenotipo BLEE, a diferencia del paciente 3 (mismo diagnostico) en el cual sélo blatem fue
descrito. No obstante, y coincidiendo con la evidencia reportada, son las bacterias
productoras de BLEE las mas comunes entre todos los microorganismos
multidrogoresistentes que colonizan el tracto intestinal de pacientes con CU, y son justamente
blactx-mY blatem los genes de resistencia que mas predominan entre ellos (46). Sin embargo,
el tratamiento previo que ellos llevaron no indica ningun registro de betalactamicos, a
excepcion del paciente 3, que fue tratado con ceftriaxona, una cefalosporina de tercera
generacion, lo cual denota a la posibilidad de que aquellas cepas resistentes pudieron haber
adquirido los genes mediante elementos genéticos moviles, a traves de transferencia

horizontal, como lo reporta la literatura (47).
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Los resultados obtenidos en este trabajo concuerdan con aquellos reportados en los estudios
realizados de esta Gltima década, los cuales en su mayoria han sefialado un incremento
acelerado en los niveles de resistencia antibidtica en E. coli, ademéas de un aumento notorio
en el numero de cepas multirresistentes con esta. Sin embargo, siguen siendo escasos 10s
datos referentes a la epidemiologia de la resistencia a antibidticos en el patotipo AIEC. Esto
en consecuencia de que es un tema que muy recientemente se ha empezado a estudiar, siendo
uno de los principales retos en la elaboracién del presente trabajo de investigacion, e
igualmente razon por la que se presenta un marco de antecedentes con una extension en parte
limitada y con mayor énfasis en la Gltima década. Por lo que cabe destacar la importancia de
este trabajo, al ser uno de los primeros del campo de la resistencia en AIEC que evidencia la
presencia de genes de resistencia en cepas aisladas de biopsias de pacientes diagnosticados

con ElI.

Al mismo tiempo, hay que enfatizar lo considerable que es la eleccion del grupo de
medicamentos analizados en este estudio, pues al ser de los antibidticos méas usados en el
tratamiento de primera linea de enfermedades tales como la Ell, reportar la presencia de mas
de un tipo de BLEE como se ha hecho aqui, puede ser un indicador y claro ejemplo de lo
urgente que es conferir mas prioridad no sélo al estudio y financiacién del fendmeno de

resistencia antibacteriana, sino también, a la educacion y difusion en la poblacion del mismo.

Sobre el control de la Ell, al ser este un trastorno cuyas terapias actuales ademas de ser
inicialmente de dificil alcance debido a su alto costo, se espera que se vuelvan todavia mas
escasas debido al creciente nimero de reportes sobre la ya mencionada resistencia antibiotica,

por lo que es necesario tener una vigilancia mas constante de estos datos epidemiologicos.

Hace cinco afios se publicé el primer reporte de AIEC en México (32), y solo tres afios desde
que se informd de la presencia de cepas AIEC similares a otras ya reportadas relacionadas
con la Ell (33). Esto quiere decir, que no hay un registro lo suficientemente extenso con el
que podamos orientarnos hacia el control del creciente desarrollo de esta enfermedad en

nuestro pais.
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Por otro parte, es debido a este uso inadecuado de antibioticos tanto dentro como fuera del
sector salud, ademas de un estilo de vida acelerado tipico de paises desarrollados y cada vez
méas comun en el resto de las poblaciones, de la prevalencia en el consumo de alcohol y
tabaco, y del creciente reporte de afecciones mentales tales como la depresion y ansiedad,

que se promueve la incidencia de la EII.

Aunado a esto, habria que considerar la acelerada evolucién de las poblaciones bacterianas.
Y es como resultado de esta postura inamovible ante el manejo de los antibioticos, desde su
primera aparicion durante el dltimo siglo hasta el inicio del presente, que hemos ido formando
un ambiente favorable para el desarrollo precipitado de mecanismos tales como la

modificacion enzimatica por medio de BLEE.

11. Conclusiones
1. La revisién bibliografica realizada sugiere que son escasos los reportes sobre la

resistencia de AIEC (asociada a Ell) a los antibiéticos betalactamicos.

2. Este trabajo de tesis mostro altas tasas de resistencia (hasta 93.93%) a antibidticos
betalactamicos en cepas aisladas de biopsias de pacientes diagnosticados con alguna Ell,

siendo hasta el momento el segundo reporte en México.

3. Se describid la presencia de las betalactamasas tipo TEM y CTX-M, que son de amplia
prevalencia epidemioldgica en E. coli, siendo TEM la mas prevalente entre este grupo de

cepas.

4. Los datos mostrados son evidencia de que estas cepas multidrogorresistentes pueden
circular entre el ambiente comunitario y hospitalario, ya que los tres pacientes incluidos

en este trabajo son portadores que frecuentan ambos ambientes.

12. Perspectivas

o Concluir el perfil de susceptibilidad para los antibioticos FOX, CTX e IPM.
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13.

Secuenciar los genes de resistencia en las cepas productoras de BLEE.

Blsqueda de carbapenemasas en aquellas cepas que presentaron un perfil fenotipico

intermedio a antibioticos carbapenémicos.

Es importante continuar con la caracterizacion de estas cepas resistentes a betalactamicos,
para determinar si pertenecen al patotipo AIEC y elucidar su participacion en el proceso

inflamatorio en los tres pacientes evaluados.
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14. Anexos

Anexo 1: Zymoclean Gel DNA Recovery Kit.

1. El producto de PCR se correra en un gel de agarosa al 1%, se tefiira y la banda de interés
se cortara bajo la luz UV del transiluminador (Benchtop UV, UVP).

2. Se transferira a un tubo Eppendorf de 1.5 mL previamente pesado, se volvera a pesar y
el peso del gel se determinara por diferencia.

3. Se adicionara ADB Buffer en 3 veces el peso del gel (ejemplo: si el peso es 0.15g, se
adicionaran 450 pl).

4. Se incubara a 55°C durante 10 min (o hasta que la agarosa se disuelva), mezclando por
inversion cada 2 min.

5. Se transferira a un filtro con tubo colector y se centrifugara a 13,000 rpm durante 1 min.
El liquido del tubo colector se desechara.

6. Se lavara 2 veces con 200 pl de DNA Wash Buffer y se centrifugaré a 13,000 rpm durante
30 seg entre cada lavado.

7. El filtro se transfiere a un tubo nuevo y el ADN se eluye en 20 pl de agua centrifugando
a 13,000 rpm durante 1 min.

8. Se mide la concentracion de ADN en el NanoDrop y 1 ul del purificado se correra en un
gel de agarosa al 1% para visualizar el producto.

9. El producto se resguardara a 4°C hasta su envio.

Anexo 2: Asociacion de Escherichia coli adherente-invasiva con la enfermedad

inflamatoria intestinal

Resumen: En México no se cuenta con una estadistica oficial sobre la Enfermedad
Inflamatoria Intestinal (EIl) ni datos sobre la participacion de Escherichia coli adherente-
invasiva (AIEC) en la patogénesis de este padecimiento. Por ello, en esta revision

proporcionamos una actualizacion sobre el papel potencial de AIEC en la patogenia de la
49



Ell, asi como de las estadisticas que se han reportado en México. Realizamos una busqueda
sistematica de literatura y analizamos un total de 180 reportes cientificos obtenidos de bases
de datos publicas que sustentan la participacion de AIEC como agente causal de Ell, ya que
genera una invasion intestinal que conlleva a una respuesta inflamatoria exacerbada. La
presente revision contribuye significativamente a explorar los avances cientificos que hasta
la fecha se han alcanzado sobre la participacion de AIEC en la Ell. A pesar de que la Ell es
un fendmeno de salud mundial, México cuenta con informacion limitada, por lo que es
necesario proponer proyectos que conlleven a evaluar, monitorear y controlar este problema
de salud publica, con miras a extrapolar y extender las estrategias resultantes a nivel mundial

en un futuro cercano.
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