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RESUMEN

ABSTRACT

Enterobacter cloacae es un importante patégeno oportunis-
ta, causante de infeccién nosocomial, del cual el naimero de
cepas multi-resistentes se ha incrementado en la ultima dé-
cada. La electroforesis en gel por campos pulsados (PFGE)
para la deteccion de la clonalidad es considerada el estandar
de oro, no obstante los métodos basados en PCR son mas
baratos, faciles de realizar y proveen resultados rapidos. El
objetivo fue validar los resultados obtenidos de la tipificacion
molecular de aislados de E. cloacae mediante dos variantes
de la técnica de amplificacion de secuencias repetidas (rep-
PCR), comparéandolos con los resultados de la electroforesis
en gel de campos pulsados (PFGE). Se analizaron 26 cepas,
a las cuales se les realizé6 un tamiz para confirmar la pro-
duccién de g-lactamasas de espectro extendido (BLEE) y sus
respectivos puntos isoeléctricos (pls). Las cepas fueron tipi-
ficadas por la PFGE utilizando la enzima Xbal y por rep-
PCR utilizando iniciadores correspondientes a las secuen-
cias REP y ERIC. Los aislados productores de BLEEs
mostraron multi-resistencia, los pIs mas frecuentes fueron
de 5.4 (88.4%) y de 8.2 (76.9%). Epidemiolégicamente todos
los aislados fueron claramente discriminados por ambos mé-
todos. Las variantes rep-PCR agruparon a los aislados en 18
grupos clonales y la PFGE en 20 grupos clonales. El poder
de discriminacién mostrado por las dos variantes rep-PCR
fue de 0.97, mientras que el poder de discriminacién para la
PFGE fue de 0.98. La rep-PCR puede ser una herramienta
molecular alternativa en el laboratorio de microbiologia para
una rapida tipificacion de aislados de E. cloacae en la inves-
tigacién de brotes.

Enterobacter cloacae is an important opportunistic patho-
gen known to cause nosocomial infection. Reports of mul-
tidrug-resistant isolates have increased during the last
decade. An increasing number of clonal outbreaks caused
by Enterobacter cloacae are being reported. For the detec-
tion of clonality, pulsed-field gel electrophoresis (PFGE)
is considered the golden standard, but PCR-based me-
thods are cheaper, easier to performed, and provide faster
results. The objective of this study was to validate the re-
sults from the molecular typing of Enterobacter cloacae
isolates by two variants of amplification technique: repea-
ted sequences (rep-PCR) compared with the results of pul-
sed-field gel electrophoresis (PFGE) patterns. Twenty-six
isolates were analyzed, which ones a screening was perfor-
med to confirm extended-spectrum p-lactamases (ESBL)
producing, isoelectric points from [(-lactamases were iden-
tified too. The strains were typing by PFGE using the en-
zyme Xbal, to perform the rep-PCR was used two sets of
initiators related to REP and ERIC sequences. The ESBL
isolates producer showed multidrug resistance, the most
frequent isoelectric points were 5.4 (88.4%) and 8.2
(76.9%). Epidemiologically, all isolates were clearly dis-
criminated by both methods. The isolates were grouped in
18 clonal groups through variants rep-PCR, whereas the
PFGE grouped into 20 clonal groups. The power of discri-
mination showed for the two variants, rep-PCR was 0.97,
while the power of discrimination for PFGE was 0.98. The
rep-PCR is proposed as an alternative molecular tool in
the microbiology laboratory for typing of E. cloacae clini-
cal isolates in the investigating of outbreaks.
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INTRODUCCION

El empleo de técnicas moleculares para el estudio de
la epidemiologia de las enfermedades infecciosas per-
mite determinar la relacién clonal que existe entre di-
versas cepas aisladas de la misma especie. Conocer el
origen clonal es ttil, sobre todo cuando se presentan
brotes epidémicos causados por cepas multirresisten-
tes, porque permite determinar el nimero de clones
circulantes, identificar la fuente de contaminacién o
reservorio y los vehiculos de transmisién; asi mismo,
evaluar la eficiencia de las medidas de control dirigi-
das a evitar la diseminacién de clones y distinguir
entre infeccion y recidiva.! Las técnicas moleculares
que analizan propiedades o polimorfismos genéticos
en bacterias, han ampliado notablemente el campo de
la tipificacién en microbiologia. Los fundamentos de
estas técnicas son variables: estudios de restriccion
de ADN cromosémico y extracromosémico, analisis
del nimero de copias de determinada secuencia de in-
sercion o repetitivas a lo largo del genoma o amplifi-
cacion arbitraria de fragmentos genéticos.? Los siste-
mas de tipificacion pueden caracterizarse en términos
de tipabilidad (proporcién de cepas que un marcador
puede clasificar como perteneciente a un tipo deter-
minado), reproducibilidad (capacidad de un marcador
para clasificar a una cepa en el mismo tipo cuando se
realizan varios ensayos independientes), poder de dis-
criminacion (probabilidad promedio de que el marca-
dor utilizado clasifique en 2 tipos distintos a 2 cepas
no relacionadas escogidas al azar de la poblaciéon de
un determinado taxon), facil realizacion e interpreta-
cién y costos (en términos de tiempo y dinero).?

La electroforesis en gel de campos pulsados (PFGE)
ha sido considerada, por su excelente poder de discri-
minacién y alto nivel de reproducibilidad, el estandar
de oro para la tipificacion de la mayoria de las bacte-
rias, hongos y parasitos de importancia clinica a nivel
de subespecie; si bien la PFGE ha sido aplicada exito-
samente en estudios genéticos y epidemiologicos de di-
ferentes procariontes, es una técnica muy costosa y
requiere de tiempo para la obtenciéon de resultados.*
Como alternativa para la rapida obtencién de huellas
genomicas se han disenado diferentes técnicas basa-
das en la amplificacién de acidos nucleicos, como la
rep-PCR. Esta técnica utiliza cebadores que hibridan
con secuencias de ADN repetidas (secuencias rep) que
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se encuentran distribuidas en el genoma de muchas
enterobacterias, algunas bacterias Gram positivas y
hongos. Con esta técnica se amplifican las regiones
que separan las secuencias rep, por lo que el polimor-
fismo resulta de la variabilidad en la repeticion de di-
chas secuencias y de la distancia entre copias conti-
guas causadas por inserciones o deleciones de ADN.57
Las secuencias repetitivas palindréomicas extragénicas
(secuencias REP) y las secuencias consenso repetiti-
vas intragénicas de enterobacterias (secuencias ERIC)
son algunas de las secuencias rep que mas se han uti-
lizado en estudios epidemiolégicos de brotes infeccio-
sos por bacterias Gram negativas. La técnica de rep-
PCR se caracteriza por su simplicidad (no requiere el
uso de enzimas de restriccion, ni técnicas electroforéti-
cas especiales), rapidez (menos de 24 h) y su relativo
bajo costo.®?

Cada vez mas, las infecciones adquiridas en los
hospitales con patégenos multirresistentes represen-
tan un importante problema de salud. La resistencia
a antimicrobianos esta tipicamente asociada con las
bacterias de la familia Enterobacteriaceae producto-
ras de f-lactamasas de espectro extendido (BLEE).
Dentro de esta familia, Enterobacter cloacae es la
causa mas frecuente de infecciones del tracto urina-
rio, heridas quirtrgicas e incluso bacteriemias.!® Du-
rante la Gltima década se han reportado brotes cau-
sados por E. cloacae multirresistentes productoras de
BLEE, las cuales han sido tipificadas utilizando la
PFGE.!*13 Asi mismo, investigaciones previas han de-
mostrado la utilidad de la rep-PCR como una herra-
mienta til para estudios de epidemiologia molecular
de bacterias Gram negativas;®’ no obstante, no se
han publicado estudios donde se comparen ambos mé-
todos mostrando la aplicacién de la rep-PCR como
una metodologia alternativa para la tipificacién mole-
cular de E. cloacae. El presente trabajo tuvo como
objetivo validar los resultados obtenidos de la tipifi-
caciéon molecular de E. cloacae mediante las variantes
REP-PCR y ERIC-PCR, comparandolas con los resul-
tados obtenidos utilizando el estandar de oro: la
PFGE. Debido a la facilidad de ejecucion, rapidez, re-
producibilidad y alto poder de discriminacién la rep-
PCR puede ser empleada como una herramienta mole-
cular alternativa para la tipificacién de brotes de E.
cloacae multirresistentes en los diferentes hospitales
del estado de Guerrero.

Bioquimia



METODOS
Cepas bacterianas y pruebas de susceptibilidad

Se analizaron 26 aislados de E. cloacae provenientes
de pacientes hospitalizados en las diferentes areas del
Hospital General de Acapulco, recuperados durante
el periodo comprendido de Enero 2004 a Agosto 2006.
Los aislados fueron recuperados a partir de muestras
de orina, sangre y secrecién de heridas, e identifica-
dos por el sistema semiautomatizado API 20E (Bio-
Mériux, Marcy L Etoile, Francia). La determinaciéon
de la susceptibilidad a antimicrobianos se llev6 a
cabo con la técnica de difusién en disco en agar Miie-
ller-Hinton y la deteccién de f-lactamasas de espectro
extendido (BLEE) mediante la prueba de doble disco
combinado (DDCT), siguiendo en ambos casos las re-
comendaciones del CLSI.!* Los agentes antimicrobia-
nos probados fueron: cefalotina, cefuroxima, cefpodo-
xima, aztreonam, cefotaxima, ceftazidima, cefepime,
imipenem, meropenem, cefoxitina, amikacina, genta-
micina, ciprofloxacina, trimetoprim-sulfametoxazol,
cloramfenicol y tetraciclina. Se incluy6 el aislamiento
de E. sakazakii como control externo inter-especie
para la validacion.

Determinacion de puntos isoeléctricos de las
p-lactamasas

Los extractos crudos de f-lactamasas se obtuvieron
mediante ruptura con perlas de vidrio de una suspen-
sion de bacterias en solucién amortiguadora de fosfa-
tos, los cuales se analizaron por isoelectroenfoque
(IEF) sobre geles de poliacrilamida con rangos de
pH 3-9, en el equipo PhastSystem (Pharmacia). Las
p-lactamasas se detectaron por hidrélisis de nitrocefi-
na (500 mg/mL). El valor del punto isoeléctrico (pI)
se determiné comparandolo con valores conocidos de
p-lactamasas 5.4 (TEM-1), 7.0 (SHV-3), 7.6 (SHV-2),
7.8 (SHV-4), 8.2 (SHV-5), 9.0 (CTX-M-1).15

Tipificacién molecular por electroforesis en gel
de campos pulsados (PFGE)

El1 ADN de cada cepa fue aislado dentro de discos de
agarosa como se describi6 previamente.!® La macro-
rrestriccion fue realizada dentro de los discos de aga-
rosa usando 45 uL de solucién amortiguadora de res-
triccion con 15 unidades de la enzima Xbal
(Invitrogen, Carisbad, California, EUA), se incub6 a
30°C durante toda la noche. La separacién de los
fragmentos se realiz6 por electroforesis de campos
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pulsados en un sistema de electroforesis CHEF Map-
per II (BioRad, Hercules, EUA). Se utilizé un gel de
agarosa de bajo punto de fusién al 1% en amortigua-
dor TBE al 0.5X a un voltaje de 6 V/cm con pulsos de
cambio de linealidad de 1 a 30 segundos a 14°C du-
rante 23 horas.*!¢ Los geles fueron tenidos con bro-
muro de etidio (1 wg/mL) para posteriormente visua-
lizarlos con luz UV.

Tipificacion molecular por rep-PCR

La extraccion del ADN total de cada cepa se llevé a
cabo por el método de choque térmico. Las cepas se
hicieron crecer en agar Luria-Bertoni toda la noche a
37°C. Después de la incubacién dos o tres colonias
fueron resuspendidas en 100 «L de agua estéril en un
tubo Eppendorff; para lisar las células, el tubo fue ca-
lentado por 10 minutos a 95°C, al término del calen-
tamiento, el tubo fue incubado por 5 minutos en hie-
lo. EI ADN se obtuvo por centrifugaciéon a 9.3 x g
durante 10 minutos!’y se cuantific6 en un biofotéme-
tro (Eppendorf BioPhotometer, EUA). En la tipifica-
cion molecular por la técnica rep-PCR, se utilizaron
dos pares de iniciadores que hibridan con las secuen-
cias rep reportados previamente por Versalovic et al.,
1991: REP1 5" IIINCGNCGNCATCNGGC 3" y REP2
5"NCGNCTTATCNGGCCTAC 3” (para secuencias
REP); ERIC1 5" ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC 3~
y ERIC2 5" AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG 3~ (se-
cuencias ERIC). En un termociclador (Applied Bio-
systems 2400, Singapur) se amplificaron 100 ng de
ADN en un volumen final de reaccién de 25 uL que
contenia: solucién amortiguadora de reaccion 1X,
cloruro de magnesio 1.5 mM, 200 uM de cada dANTP,
2 mM de cada iniciador, dos unidades de Taq-ADN
polimerasa recombinante (Invitrogen Carisbad, Cali-
fornia, EUA), 5% de dimetilsulf6xido (DMSO) para
REP-PCR y 10% de DMSO para ERIC-PCR. La ampli-
ficacion de la REP-PCR se realiz6 con un paso inicial
de desnaturalizaciéon (94°C durante 7 minutos) y lue-
go 35 ciclos de: desnaturalizacién (92°C durante 30
segundos), asociacion (60°C durante 1 minuto) y ex-
tension (70°C durante 3 minutos) seguidos por un
paso de extensién final (70°C durante 8 minutos).
Para la amplificacion de la ERIC-PCR se realiz6 un
paso inicial de desnaturalizaciéon (94°C durante 7 mi-
nutos), luego 35 ciclos de: desnaturalizaciéon (92°C
durante 30 segundos), asociacién (55°C durante 1 mi-
nuto) y extension (70°C durante 3 minutos) seguidos
por extensién final (70°C durante 8 minutos).5%1718
Los productos amplificados se separaron electroforéti-
camente a 100 volts durante 75 minutos en geles de
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agarosa al 2% con solucién amortiguadora TAE 1X.
Los geles fueron tenidos con soluciéon de bromuro de
etidio (1 #g/mL) durante 15 minutos y posteriormen-
te fueron visualizados con luz UV.

Analisis de los perfiles electroforéticos

Los patrones de bandas generados por la PFGE,
REP-PCR y ERIC-PCR fueron inspeccionados de ma-
nera visual y se generé una matriz de presencia/au-
sencia de bandas; el analisis de agrupacién del pa-
tron de bandas de la electroforesis se realiz6 con base
al coeficiente de similitud de Dice. El coeficiente de si-
militud, el dendograma y la probabilidad se genera-
ron con el software NTSYSpc version 2.0 (Applied
Biostatistics Inc. Setauket, EUA).

Criterio de evaluacion

El poder de discriminacién puede definirse como la pro-
babilidad de que dos cepas escogidas al azar de una po-
blacién de cepas no relacionadas sean distinguidas por
el método de tipificacion, por lo que el poder de discri-
minacién puede ser calculado con la siguiente ecuacion:

1 5
D= 1= mzﬂf("f = 1
ji=1

Donde S numero de tipos, Xj es la frecuencia del
Jj-ésimo tipo y N es el tamano de la poblacién.®

P3 P5 P3P4P1P1iPia P2 P2 P5P4

RESULTADOS

Todos los 26 aislados de E. cloacae analizados fueron
productores de BLEE y la frecuencia de susceptibili-
dad a antimicrobianos se presentan a continuacion:
el 96.1% de los aislados fueron resistentes a cefaloti-
na, cefuroxima, cefpodoxima y aztreonam, el 57.6% a
cefotaxima, el 92.3% a ceftazidima, el 26.9% a cefepi-
ma e imipenem, 84.6% a cefoxitina, 61.5% a amikaci-
na, el 80.7% a gentamicina, el 23% ciprofloxacina, el
73% a trimetoprim-sulfametoxazol, el 9.2 a cloramfe-
nicol y el 46.1% a tetraciclina; todos los aislados fue-
ron sensibles a meropenem. Los aislados de E. cloa-
cae presentaron multirresistencia a los diversos
antibiéticos, mostrando resistencia a por lo menos a
una cefalosporina de tercera generacion.

Todas las cepas analizadas fueron tipificables por
la PFGE, el promedio de bandas obtenidas al utili-
zar la enzima de restricciéon Xbal fue de 22; se obser-
varon bandas con tamanos de entre 48 y 583 kb (Fi-
gura 1). El perfil de restriccién fue analizado de
manera visual y se gener6 una matriz con base en la
presencia o ausencia de fragmentos, presente en el
perfil de restriccion de cada aislamiento. Tenover y
cols. senalan que los aislados que tienen el mismo
numero de fragmentos con el mismo peso molecular
son denominados como genéticamente idénticos, los
aislados que difieren en dos a tres fragmentos son
denominados como estrechamente relacionados y los
aislados que difieren en mas de siete fragmentos son
denominados como sin relacién alguna.?® Entonces,
tomando en cuenta estos criterios y un coeficiente
de similitud de 0.85 derivado del dendrograma, los

M 1

2 3 45 6 7 8 91011 12 13141516 17 18 19 2021 2223 242526 27 M

Figura 1. Patr6n de restriccion
obtenido mediante la PFGE de
los 26 aislados de E. cloacae.
M: marcador de peso molecu-
lar, carril 1-26: E. cloacae, carril
27: E. sakasakii como especie
no relacionada. En la parte su-
perior aparecen los grupos clo-
nales (P1 a P20) establecidos
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aislados de E. cloacae fueron discriminados en 20
diferentes grupos clonales (P1-P20), cada uno de los
patrones P2, P3, P4 y P5 agrup6 dos aislados, el pa-
tron P1 agrupo tres aislados, el resto de los patro-
nes agrup6 cada uno un aislamiento (Figura 2). Los
aislados 636 y 642 correspondientes al patrén P2
fueron discriminados como genéticamente idénticos
(el mismo nimero de bandas con el mismo peso mo-
lecular y un coeficiente de similitud del 100%). En
cuanto al patrén P1, dos de los tres aislados fueron
discriminados como genéticamente idénticos (579 y
597), pero el aislamiento 603 difirié en tres bandas,
por lo que fue discriminado mediante esta técnica,
como estrechamente relacionado y fue considerado
como un subclon Pla (presenté un coeficiente de si-
militud del 87%). Los aislados correspondientes a
los patrones P3, P4 y P5 fueron discriminados como
estrechamente relacionados, difiriendo en un ntmero
de dos a tres bandas y un coeficiente de similitud
mayor al 85%.

Al igual que en la técnica de PFGE, las 26 cepas
de E. cloacae fueron tipificables por las dos variantes
rep-PCR. La tipificaciéon molecular mediante la va-
riante REP-PCR mostré después de la separacién
electroforética, un nimero de entre 5 a 12 bandas,
con tamanos de 250 pb a 2000 pb (Figura 3, panel A).
El ntimero de bandas observadas en la ERIC-PCR fue
de entre 5 a 10 bandas, con tamanos de 300 pb a 1400
pb (Figura 3, panel B). Los perfiles de amplificacién

Validacién de dos variantes rep-PCR

de ambas variantes fueron igualmente analizados de
manera visual y se gener6 una matriz, para poste-
riormente obtener el dendrograma. Los aislados se
agruparon de acuerdo a los criterios de Tenover y se
consideré un coeficiente de similitud superior de
0.92; este valor se defini6 mediante la comparacion
de las agrupaciones obtenidas con la PFGE, la técni-
ca de referencia.

La REP-PCR al igual que la ERIC-PCR, agrup6 a
los 26 aislados en 18 diferentes grupos clonales (R1-
R18 para la REP-PCR y E1-E18 para la ERIC-PCR);
cada uno de los patrones R2/E2, R3/E3, R4/E4, R5/
E5, R6/E6 y R7/E7 agrupé dos aislados, el patrén R1/
E1 agrup6 tres aislados y el resto de los patrones
quedé conformado por un solo aislamiento (Figura
4). Los aislados agrupados por las dos variantes rep-
PCR en los patrones R1/E1, R2/E2, R3/E3 y R4/E4
presentaron el mismo ntimero de bandas con el mis-
mo peso molecular y por lo tanto un coeficiente de si-
militud del 100%, por lo que fueron discriminados
como genéticamente idénticos. Las dos variantes de
la rep-PCR agruparon a dos patrones genéticos mas,
patrones que la PFGE discriminé como sin relacion;
estos patrones estuvieron conformados por los aisla-
dos 525837 y 1045 correspondientes al patrén R6/E6,
y los aislados 1231 y 3246 correspondientes al patrén
R7/E7, mostrando un coeficiente de similitud del
100%. El poder de discriminacién derivado de la tipi-
ficacion de los aislados de E. cloacae fue de 0.97 tan-

579
597 P1
.

603 Pla
1636 po
1642
621 P6
. 944  P7
- 1231 P8
1018 P9
—105 P3
[ L 516
L 625 P10
——————————560
—— 881 P4
— —118 b5 Figura 2. Dendrograma deri-
;
?ZZ b1 vado del agrupamiento por
513707 P12 UPCMA obtenido del perfil
‘13825 P13 electroforético de PFGE. Los
525837A pis aislados estrechamente rela-
639 P16 cionados se agruparon con un
ggigm o coeficiente de similitud mayor
106-A  pig de 0.85, como lo indica la li-
4|—| 182; * nea vertical. P1, P2: genética-
P20

T T T T [ T T T 1
0.55

T T T 1
0.70
Coeficiente

Volumen 34 No. 4 Octubre-Diciembre 2009. p. 165-174

: mente idénticos; P3, P4, P5:
1.00 estrechamente relacionadas;
*Enterobacter sakazakii.

169



Natividad Castro-Alarcén y cols.

R1R1R1 R2R2

MPM 1

2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 13 MPM 14 15

1353 pb
1078 pb’
872}ﬂ§

603 pb

310 pb

E1 E1 E1 E2 E2

MPM 1

1353 pb
1078 pb’
e72“1¥

603 pb

v—-—-’

310 pb

to para la variante REP-PCR, asi como para la va-
riante ERIC-PCR, mientras que el poder de discrimi-
nacién de la PFGE fue de 0.98.

La correlacién entre las caracteristicas fenotipicas
de E. cloacae productoras de BLEE y la tipificacién mo-
lecular se presentan en el cuadro I. Los aislados pre-
sentaron entre 1y 4 f-lactamasas con pl de 5.4, 6.5, 7,
7.6, 7.8, 8.2 y 9 de manera combinada. Los pl més fre-
cuentes fueron de 5.4 en el 88.4% de los aislados y de
8.2 en el 76.9% de los aislados, valores que sugieren la
presencia de f-lactamasas de tipo TEM y SHV.

DISCUSION

En el presente trabajo se compararon dos técnicas de
tipificacién molecular para discriminar grupos clona-
les en cepas de Enterobacter cloacae, una de ellas que
corresponden a la amplificacion azarosa del ADN
(rep-PCR) y la segunda que corresponde a la PFGE.
En la poblacién analizada, ambas técnicas fueron ca-
paces de identificar 18 y 20 grupos clonales, respecti-
vamente. Debido a la accesibilidad de la metodologia,

170

R3R3 R4 R4 R5R5 R7 R7

E3 E3 E4E4 E5 E5 E7 E6
2 3 4.5 6 7 8 91011 1213 MPM 1415 16 1718 19 20 21 22 23 24 25 26 27 MPM

R6 R6

16 1718 19 20 21 22 23 24 25 26 27 MPM

Figura 3. Perfil electroforéti-
co de los fragmentos obteni-
dos de rep-PCR de los 26 ais-
lados de E. cloacae. Panel A:
separacion de los fragmentos
obtenidos mediante la REP-
PCR. Panel B: separacién de
los fragmentos derivados de
la ERIC-PCR. M: marcador de
peso molecular, carril 17: co-
rresponde a una cepa E.
sakazakii como especie no
relacionada. En la parte su-
perior de cada figura apare-
cen los grupos clonales P1 a
P20 establecidos por el ana-
lisis visual.

E6 E6

bajo costo y rapidez en el procesamiento, la técnica
de rep-PCR es una herramienta muy til para la tipi-
ficacion molecular de cepas de E. cloacae en unidades
hospitalarias.

El hallazgo de E. cloacae multirresistente se ha in-
crementado en la Gltima década, probablemente como
resultado del uso indiscriminado de antibiéticos de
amplio espectro. La resistencia de E. cloacae a anti-
biéticos betalactamicos ha sido asociada a la sobre-
produccion de g-lactamasas cromosémicas AmpC, asi
como a la produccion de BLEEs, siendo la causa de
varios brotes hospitalarios en diferentes partes del
mundo. La diseminacién de esta resistencia puede de-
berse a la transferencia de plasmidos entre las dife-
rentes enterobacterias y a la diseminacién de clonas
endémicas, lo cual ocasiona un problema de morbi-
mortalidad.!??22 En la literatura cientifica se han do-
cumentado varios reportes de enterobacterias multi-
rresistentes a antibidticos causantes de brotes
intrahospitalarios, entre ellos el de las regiones de
Asia-Pacifico y Sudafrica, donde el 36% de las cepas
de E. cloacae aisladas fueron productores de BLEE.?
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Validacién de dos variantes rep-PCR
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En México, Silva y cols., reportaron la produccién de
BLEE en E. coli y E. cloacae con una frecuencia del
59%.%* En este tipo de estudios la tipificacién molecu-
lar es una herramienta muy util para la implementa-
cién de intervenciones e identificacion de las vias de
diseminacion de las bacterias. De aqui la importancia
del empleo de las técnicas moleculares mas accesibles
y de bajo costo en los centros hospitalarios.

Los métodos convencionales para la caracterizacion
bacteriana, tales como la biotipificacién, patrén de
susceptibilidad a los antimicrobianos y algunos otros
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basados en el fenotipo, no son confiables para determi-
nar el origen o su posible diseminacién entre los pa-
cientes hospitalizados. No obstante, con el aporte adi-
cional de las técnicas moleculares, y la informacién
clinico-epidemiolégica, es factible proponer el origen y
las posibles rutas de diseminacién en el ambiente hos-
pitalario. Estos sistemas moleculares alternativos
aportan informacién més confiable sobre las caracte-
risticas de los brotes, lo cual puede ser util para pro-
poner medidas de contencién para un control eficiente
de las infecciones intrahospitalarias.?®
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Cuadro I. Caracteristicas moleculares de los aislados de E. cloacae productores de BLEE.

Perfil de Patron Patron Patrén
Cepa Perfil de resistencia® p-lactamasas (pl) PFGE REP-PCR ERIC-PCR
579 CTX, CAZ, CPD 54,8.2,9 P1 R1 E1l
597 CTX, CAZ, CPD 54,8.2,9 P1 R1 El
603 CTX, CAZ, CPD 54,8.2,9 Pla R1 E1l
636 CAZ, CPD 5.4,17.8,8.2 P2 R2 E2
642 CAZ, CPD 54,178, 8.2 P2 R2 E2
105 CTX, CAZ, CPD 54,8.2,9 P3 R3 E3
516 CTX, CAZ, CPD 54,8.2,9 P3 R3 E3
560 CAZ, CDP 54,8.2,9 P4 R4 E4
881 CTX, CAZ, CPD 5.4, 8.2 P4 R4 E4
118 CTX, CAZ, CPD 5.4,7.8, 8.2 P5 R5 E5
877 CTX, CAZ, CPD 5.4,17.8 P5 R5 E5
621 CDP 6.5 P6 R10 E10
944 CTX, CAZ, CPD 8.2,9 P7 R12 E12
1231 CPD 5.4,17.8, 8.2 P8 R7 E7
1018 CAZ, CPD 54,8.2,9 P9 R13 E13
625 CAZ, CPD 5.4,17.38 P10 R11 E1l1
122 CTX, CAZ, CPD 54,7.6,9 P11 R17 E17
513707 CAZ, CPD 54,8.2,9 P12 R18 E18
649 CAZ 54,8.2,9 P13 R16 E1l6
1045 CTX, CAZ, CPD 5.4,7.8,8.2 P14 R6 E6
525837A CTX, CAZ, CPD 54,8.2,9 P15 R6 E6
639 CTX, CAZ, CPD 5.4,7,76,7.8 P16 R14 E14
633816 CAZ, CPD 5.4, 8.2 P17 R15 E15
3246 CTX, CAZ, CPD 5.4,7.8,82,9 P18 R7 E7
106" CTX, CAZ, CPD 7.6,9 P19 R8 E8

*Resistencia a cefalosporinas de tercera generacion, CTX: cefotaxima, CAZ: ceftazidima, CPD: cefpodoxima.

En general, las técnicas moleculares basadas en la
amplificacion del ADN por PCR pueden presentar
una mayor capacidad en la tipificacion, reproducibili-
dad, facilidad de interpretacion y de ejecucién en el
laboratorio. De inicio, en este trabajo se establecie-
ron las condiciones 6ptimas de amplificaciéon para las
dos variantes rep-PCR, de aquéllas ya reportadas con
anterioridad para la tipificacion de otros géneros bac-
terianos.5%1® La amplificacion en nimero y resolucio-
nes de bandas obtenidas en los ensayos fue incremen-
tada mediante una variacion en la concentracion de
MgCl,, temperatura de apareamiento del oligonucleé-
tido, concentracién de DMSO, y método de extrac-
cion y cantidad del ADN (ver métodos). Estas condi-
ciones hicieron posible realizar el andlisis confiable
de las muestras ensayadas, asi como han sido repor-
tadas por otros autores.'”?%?” Los resultados del en-
sayo de REP-PCR fueron faciles de interpretar, en
cambio el patréon electroforético obtenido con la
ERIC-PCR fue mas dificil debido a la variacion en la
intensidad de las bandas. Los resultados obtenidos
con las dos variantes siempre fueron reproducibles.

Como ya ha sido mencionado, el estdndar de oro
en la tipificacién molecular es la PFGE, los resulta-
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dos obtenidos en el presente estudio incluyeron esta
técnica y las dos variantes rep-PCR, las cuales mos-
traron resultados concordantes con un poder de dis-
criminacién de 0.97 comparado con el poder de discri-
minacién de 0.98 de la PFGE. Estos valores son
aceptables, considerando que el nimero maximo de
discriminacion fue 1.0. La discordancia en los resul-
tados se debi6 a que los métodos de rep-PCR fueron
capaces de discriminar dos patrones clonales genéti-
camente mas cercanos (R6/E6 y R7/E7) que incluye-
ron dos aislados por cada patrén, mientras que la
técnica de PFGE los discrimina como no relaciona-
dos. Por otra parte, las técnicas basadas en PCR no
fueron capaces de discriminar los subtipos, mientras
que la PFGE incluy6 un aislado (603) en el patrén
P1 como un subtipo Pla. Las diferencias entre la rep-
PCR y PFGE identificadas en este estudio, son simi-
lares a las reportadas en otros estudios,'”!® donde la
primera no pudo discriminar subtipos y aislamientos
agrupados por la PFGE; en el mismo patrén clonal la
rep-PCR los discriminé como no relacionados.

Los resultados obtenidos en este estudio permiten
sugerir el empleo de las dos variantes de la técnica
rep-PCR para la tipificacién molecular de E. cloacae,
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ya que cumplieron con los criterios de evaluacion de
métodos de tipificacion como: la capacidad de tipifica-
cion (el 100% de los aislados fueron tipificables), la
reproducibilidad (se realizé por triplicado, obteniendo
los mismos perfiles de clonalidad), la facilidad de in-
terpretacion (5 a 10 fragmentos amplificados) y la
ejecucion en el laboratorio. En cuanto a la relacién
existente entre las caracteristicas genotipicas y feno-
tipicas de los aislamientos pertenecientes a un grupo
clonal, se identific6 que algunos de un mismo grupo
clonal (P1/R1/E1, P2/R2/E2, P3/R3/R3) tuvieron el
mismo perfil de resistencia a cefalosporinas de terce-
ra generacion, asi como los mismos pl de f-lactama-
sas; no obstante, en otros patrones esta similitud no
fue compartida, posiblemente debido a la adquisicién
de elementos genéticos moviles (plasmidos, transpo-
sones) que determinan la diferencia fenotipica.

Una limitante de nuestro estudio fue el no incluir
cepas provenientes de otras unidades hospitalarias
que pudieran robustecer nuestros resultados. Sin em-
bargo, la perspectiva para el empleo de las dos varian-
tes rep-PCR para tipificar genotipicamente aislamien-
tos clinicos de E. cloacae productoras de BLEE se
apoya con el uso reciente de sistemas semiautomatiza-
dos comerciales por reacciéon en cadena de la polimera-
sa, basados en secuencias repetidas en Acinetobacter
baumannii, especies de Aspergillus y Escherichia coli
productoras de CTX-M-15; no obstante, esta técnica
innovadora tiene un costo elevado.?™?

En conclusién, debido a la facilidad de ejecucion,
rapidez, reproducibilidad y alto poder de discrimina-
cion de la rep-PCR, esta técnica puede ser empleada
como una herramienta molecular alternativa para la
tipificacion de brotes de E. cloacae multirresistentes.
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