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E. coli, como principal responsable de las infec-
ciones urinarias, ha desarrollado mecanismos de
resistencia a antibdticos betalactamicos como la
produccion de enzimas betalactamasas. El pre-
sente trabajo pretende detectar la existencia y
caracterizar los tipos de genes que codifican la
sintesis de BLEE en E. coli uropatdogenas del
hospital Belén de Truijillo, durante enero-abril del
2015. Se trabajo 138 cepas de E.coli. La confir-
macion fenotipica de cepas productoras de BLEE
se realizd mediante prueba de sinergia doble dis-
co. Posteriormente se utilizd PCR para la detec-
cion de los tipos de genes BLEES. Se encontro

CZRh

The E.coli, as principal responsible for urinary
tract infections, has developed mechanisms of
resistance to beta-lactamases antibiotics as well
as the production of beta-lactamases enzymes.
In the present work the aim is to detect and cha-
racterize the types of genes which codify the
synthesis of BLEE in strains of uropathogenic E.
coliof the Hospital Belen of Truijillo, during January-
April of 2015. We worked with 138 strains of E. coli.
The phenotypic confirmation of ESBL-producing
strains was performed using the test of double
disc synergy. Subsequently, we used PCR for the
detection of ESBL genes types. We found that

que un 30.43% del total de cultivos fueron pro-
ductores de BLEES, los genes BLEE caracteriza-
dos fueron CTX-M,TEM y SHYV, de los cuales 88%
fueron CTX-M 54.7% de tipo TEM y 38% SHV.
Asimismo se encontré que en 52.3% se cepas de
E.coli coexistieron genes de tipo TEM y CTX-M.
Se concluye que la frecuencia de E.coli producto-
res de BLEES fue de 30.43%, siendo el gen tipo
bla CTX-M el mas frecuente.

Palabras clave: Escherichia coli, betalactamasas
de espectro extendido, genes bla, PCR.

30,43% of the crops were ESBL producers, the
characterized ESBL genes were CTX-M, TEM and
SHYV, from which 88% were CTX-M 54.7% of the
TEM type and 38% were SHV. Likewise, we found
that in 52.3% the strains of E. coli genes type TEM
and CTX-M. coexisted. We concluded that the fre-
quency of E. coli ESBL producers were 30,43%,
being the gene type bla CTX-M the most frequent.

Keywords: Escherichia coli, beta-lactamases
from spread spectrum, genes bla, PCR.
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I. INTRODUCCION

La infeccion del tracto urinario (ITU) se caracteriza
por la presencia de microorganismos en el tracto
urinario a cualquier nivel, englobando diferentes
entidades clinicas, por lo que se requiere su cata-
logacion mediante la correlacion clinica-laboratorio.
Son de gran importancia y prevalencia dentro de
las infecciones bacterianas, lo cual junto a su mor-
bilidad, mortalidad y las resistencias bacterianas
de los uropatégenos mas frecuentes (1) represen-
tan un importante reto a la hora de establecer su
diagnostico y tratamiento. (2) Los patégenos mas
frecuentemente implicados en las ITU pertenecen
a la familia Enterobacteriacea, y dentro de este gru-
po, Escherichia coli es el mas frecuente (3). Esta
bacteria ha desarrollado una serie de mecanismos
de resistencia antimicrobiana (4), principalmente a
antibidticos betalactamicos presentes en los esque-
mas terapéuticos de las ITU.(5)

La resistencia a betalactamicos se puede producir
por varios mecanismos, el mas comun es la hidro-
lisis enzimatica por producciéon de [(-lactamasas
(6), un grupo numeroso y complejo de enzimas que
inactivan penicilinas y cefalosporinas hidrolizando
los enlaces amidas, del anillo betalactamico (7) y
se distribuyen en bacterias Gram negativas y Gram
positivas (8). Estas enzimas han sido clasificadas
segun la clasificacion de Bush et al. (1995), el grupo
2b de esta clasificacion incluye a las enzimas TEM-
1, TEM-2 contenidas en plasmidos y SHV-1 que es
tanto de tipo cromosémica como plasmidica. TEM
hace referencia a Temoniera, nombre de la pacien-
te de la cual se aisl6 por primera vez una cepa E.
coli productora de esta enzima, y SHV “sulphydril
variable” describe las propiedades bioquimicas de
la enzima (9). Las BLEE presentes generalmente
en bacilos Gram negativos han presentado de 1 a
4 sustituciones de aminoacidos, que han provoca-
do cambios alrededor del sitio activo de la enzima,
aumentando el espectro de su actividad hidrolitica
dando origen a las denominadas Betalactamasas
de Espectro Extendido (BLEE), las de mayor rele-
vancia clinica que confieren resistencia a penicili-
nas, cefalosporinas de primera, segunda, tercera
e inclusive cuarta generacion y a los monobacta-
micos como el aztreonam, pero no a cefamicinas
ni carbapenémicos y son susceptibles de inhibicion
por inhibidores de betalactamasas como el acido
clavulanico, sulbactam y tazobactam (10).

Actualmente las BLEE TEM y SHV comprenden
mas de 200 y 160 variedades respectivamente y
tienen una distribucion mundial. (11) La evolucién
de las betalactamasas por mutacién no se ha limi-
tado a las familias TEM y SHV, nuevas enzimas de
clase A con actividad BLEE que han sido identifica-
das como Betalactamasas tipo CTX-M, la cual pre-
senta origen diferentes y una escasa relacion con
las TEM y SHV (12) detectado por primera vez a
finales de 1980 en los aislados clinicos de la fami-
lia Enterobacteriaceae en Alemania, Francia y Ar-
gentina. (13). El nombre CTX-M refleja la potente
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actividad hidrolitica de esta enzima frente a la ce-
fotaxima y cetriaxona, se reconocen alrededor de
100 tipos de CTX-M. y junto con las variantes de
BLEE tipo TEM y SHV son los mas importantes
y frecuentes BLEE adquiridos en la propagacion
de enterobacterias 13. El aislamiento de cepas
E. coli con betalactamasas de espectro extendi-
do (BLEE) se ha convertido en un problema cre-
ciente, ha creado una alarma epidemiologica y ha
complejizado el tratamiento de algunas infeccio-
nes como las ITU (14)

Los genes que codifican estas enzimas pueden
ser cromosomicos, aparecen por mutacion o son
adquiridos a traves de plasmidos o transposo-
nes , los cuales pueden ser autotransferibles y
diseminarse entre bacterias incluso de diferentes
especies (15), siendo son los responsables de la
diseminacion de la mayor parte de las betalacta-
masas. (16)

En el 2009, un estudio realizado en 34 hospitales
de Espaifa demostré un aumento del 4, 04% en
el porcentaje de produccion de BLEE en E. coli
2. Asimismo estudios realizados en Israel infor-
man de una prevalencia de un 1,25% de cepas
portadoras de BLEE en bacilos gram-negativos
de muestras de orina (17). En Latinoamérica las
cepas de Enterobacterias productoras de BLEE
son muy frecuentes y estudios recientes indican
la prevalencia mas alta en el mundo con un 8.5-
18.1% para E. coli (18).

En el Peru, Laboratorio de Analisis Clinicos “Loa-
yza”, de Cajamarca, en el afio 2008 encontré un
21.6% de E.coli aislados de ITU productores de
BLEES (19). Rivera(2008) evalu6 45 cultivos de
Enterobacterias, de los cuales cuatro E.coli pre-
sentaron BLEE. Garcia (2011) revel6 que el ais-
lamiento de cepas productoras de BLEE en E.coli
se sitta en torno al 10% (20). Varios investigado-
res, entre el 2007 y el 2010, realizaron deteccio-
nes de los genes blaTEM-1 y SHV, encontrando
aproximadamente 30-68 % de genes blaTEM y
38-70% de genes blaSHV en cepas de E. coli,
en diferentes hospitales (21). Otros estudios re-
portaron que de 59 aislamientos productores de
B-lactamasas tipo SHV-2, el 3% eran cepas de
Escherichia coli 22. En 2002 en Espana se detec-
ta CTX-M- en 7 pacientes con ITU (21).

En el Perd, muy pocas investigaciones han eva-
luado e integrado estudios sobre el fenotipo BLEE
con genotipo especifico. (22). No existe en la ciu-
dad de Truijillo un reporte referente a los tipos de
genes de resistencia antimicrobiana que estén
circulando y que sean los de mayor presencia en-
tre las bacterias patdgenas en este medio. Por
eso el presente trabajo tiene como objetivo detec-
tar y caracterizar genotipicamente 3-lactamasas
de espectro extendido en cultivos de Escherichia
coli aislados de pacientes con infecciones del
tracto urinario atendidos en el hospital Belén de
Trujillo durante enero-abril del 2015.
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II. MATERIALES Y METODOS

Materiales

Poblacion en estudio: Representada por todos
los cultivos de Escherichia coli aislados e identifi-
cados a partir de muestras de orina que se recibie-
ron en el Hospital Belén de Trujillo entre el periodo
enero hasta abril de 2015.

Muestra: Constituida por cultivos de Escherichia
coli detectados como productores de Betalacta-
masas de espectro extendido provenientes de los
urocultivos positivos

Unidad de analisis: Cultivo de E. coli productor de
betalactamasas de espectro extendido

METODO
Tipo de Estudio: Descriptivo

Disefio de Investigacion: Investigacion descrip-
tiva.

Variables y operacionalizacion de variables:
Gen que codifica la sintesis de betalactamasas de
espectro extendido encontrado en el genoma de
cultivos de Escherichia coli.

Instrumentos de recoleccion de datos: Mues-
tras de orina.

Procedimiento

Obtenciodn y reactivacion de cultivos de Escheri-
chia coli proporcionados por el hospital.

Los cultivos identificados como E.coli a través del
sistema automatizado Microscan proporcionados
por el Laboratorio Central del Hospital Belén de
Trujillo fueron sembrados en Agar Nutritivo y lle-
vados al Laboratorio de Microbiologia Molecular y
Biotecnologia del departamento de ciencias de la
Universidad Privada Antenor Orrego para su pos-
terior reactivacion en caldo BHI y en Agar Mac.
Conkey.

Identificacion bioquimica diferencial de espe-
cies de Escherichia coli

Los cultivos reactivados fueron sembrados en los
medios diferenciales como TSI, CITRATO, SIM,
LIA para su confirmacién como cultivos de E. coli.

Técnica de la sinergia del doble disco para la
deteccion fenotipica de B-lactamasas de es-
pectro extendido (BLEES) en los cultivos de
Escherchia coli causantes de ITU

Método de Jarlier (Comité de la Sociedad Fran-
cesa de Microbiologia) (23).

A partir de un cultivo puro de Escherichia coli de 12
h. se prepard una suspension bacteriana ajustada
al tubo No 0,5 de la escala de Mac. Farland y se
sembré por duplicado en placas con Agar Mueller
Hinton. En el centro de estas placas se colocd un
disco de amoxicilina/acido clavulanico (AMC) y al-
rededor de este a 25 mm de distancia, discos de
CAZ , CTX-M, FEP, ATM y CXM. Se llevé a cabo
una placa control sin amoxicilina/acido clavulanico,
la cual permitié conocer los porcentajes de cultivos
de E.coli resistentes a las cefalosporinas o al az-
treonam. Después de incubar a 37 0C por 16-20
h se procedio6 a detectar la presencia de bacterias
productoras BLEE manifestada por el efecto sinér-
gico comprendido entre el inhibidor y algunos de los
discos de cefalosporinas o del aztreonam.

Deteccion por PCR y caracterizacion de genes
TEM, CTX-M y SHV en cultivos de Escherichia
coli productoras de Betalactamasas de espec-
tro extendido

Extraccion de DNA: La extraccion de DNA se rea-
lizo por el método de ebullicion segun lo describen
Zhang y col. con algunas modificaciones (24).

Reacciéon en cadena de la polimerasa: Para la
amplificacion de 3 genes respectivos se emplearon
los primers: CTX-M-1(5-TTTGCGATGTGCAGTAC-
CAGTAA3) y CTX-M-2 (5CGATATCGTTGGTGGT-
GCCAT 3) TEM-1 (5" ATAAAATTCTTGAAGACGA-
AA3) TEM-2(5-GACAGTTACCAATGCTTAATC3)

SHV-1(5-TGGTTATGCGTTATATTCGCC3),SHV-
2(5-GGTTAGCGTTGCCAGTGC3) disefiados por
Biosearch Technologies®, USA. La mezcla de reac-
cion de PCR trabajada para cada uno de los genes
fue ajustada segun las condiciones de TermoFisher
Cientific. Las PCR fueron realizadas en un termoci-
clador Verite Thermal Cycler, bajo las condiciones
siguientes: Para el caso del gen CTX-M:1 ciclo de 4
min de predesnaturalizacion a 95 °C; 30 s de hibri-
dacion a 57 °C, 30 segundos de extension a 72 °C
y 30 s de desnaturalizacion a 95 °C, repetidos en 35
ciclos y un ciclo de extension final 5 mina 72 °Cy
un tiempo infinito a 4°C. Para el caso del gen TEM:
1 ciclo de 5 min de predesnaturalizacion a 95 °C; 60
s de hibridaciéon a 52 °C, 1.10 min de extension a
72 °Cy 30 s de desnaturalizacion a 94 °C, repetidos
en 35 ciclos y un ciclo de extensioén final 7 min a 72
°C y un tiempo infinito a 4°C. Para el caso del gen
SHV: 1 ciclo de 5 min de predesnaturalizacién a 94
°C; 30 s de hibridacion a 56 °C, 1 min de extension
a 72 °Cy 30 s de desnaturalizacion a 95 °C, repeti-
dos en 35 ciclos y un ciclo de extension final 7 min
a 72 °C y un tiempo infinito a 4°C. Los productos
de amplificacién fueron analizados por electrofore-
sis en gel de agarosa 1,5 % (Invitrogen). La corrida
electroforética se llevd a cabo a 80 V por 40 minu-
tos. El gel tefiido con bromuro de etidio (0.5ug/1mL)
fue examinado a través de un transiluminador de
luz ultravioleta (UV), donde se verifico el tamafio
de las bandas de ADN amplificadas, utilizando un
marcador de peso molecular de 100 pb. como refe-
rencia. Se obtuvieron bandas del tamafio de 1078
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pb, para el gen TEM; 870 pb para el gen SHV y de 544 pb para los genes blas CTX-M, respectivamente,
los cuales fueron finalmente fotografiados y analizados.

Ill. RESULTADOS

Tabla 1. Porcentaje de cultivos de Escherichia coli productores de betalactamasas de espectro extendido
(BLEE) obtenido del total aislados de urocultivos positivos del Hospital Belén de Trujillo durante enero-abril
del 2015.

ASPECTO CANTIDAD
Cultivos de Escherichia coli aislados e identificados 138
a partir de muestras de orina (Urocultivos positivos)
Cultivos de Escherichia coli provenientes de los urocultivos positivos

productores de Betalactamasas de espectro extendido (BLEES positivo) 42

Porcentaje (%) de E.coli BLEE obtenido 30.4%

Tabla 2. Porcentaje de Escherichia coli resistentes para cada uno de los antibiéticos usados en la prueba
de la sinergia doble disco.

ANTIBIOTICOS USADOS EN LA PRUEBA DE SINERGIA DOBLE DISCO

TOTAL BLEE CIX CAZ ATM CXM FEP
DE

AISLAMIENTOS No % No % No % No % No % No %

138 42 304 36 85.7 30 714 21 50 17 404 29 69

BLEE= Betalactamasas de espectro extendido = ATM= aztreonam
CTX= cefotaxima 3era (CTX-M) CXM-= cefuroxima 2da (CTX-M)

CAZ= ceftazidima 3era FEP= cefepime 4ta (CTX-M)

Tabla 3. Porcentaje y tipos de genes que codifican betalactamasas de espectro extendido detectadas y
caracterizadas mediante PCR en los 42 cultivos de Escherichia coli BLEE.

Tipo de gen bla No de cultivos de E. coli detectados %

Gen bla CTX-M 37 88.0
Gen bla TEM 23 54.7
Gen bla SHV 16 38.0
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Tabla 4. Porcentajes de E. coli BLEE detectados con mas de un gen blaa de los 42 aislados.

Combinacién de gen blaa No de cultivos de E coli  encontrados %

Gen bla CTX-M y TEM 22 523
Gen bla TEM y SHV 9 21.4
Gen bla CTX-My SHV 15 35.7
Gan bla CTX-M TEM y SHV 8 19.0
Presencia de un solo tipo de Gen CTX-M 12 285

),

Figura No 01: Deteccion fenotipica de B-lactamasas
de espectro extendido en los cultivos de E. coli
causantes de ITU evidenciado por el efecto sinérgico
(distorsion de los halos de inhibicién-efecto de huevo)
entre el disco inhibidor (en el centro) y los discos de
cefaolosporinas

Geles mostrando bandas de genes que codifican betalactamasas de espectro extendido

encontradas por amplificacion en PCR de cepas de E.coli BLEE aislados de ITU

Marcador
o Ladder
(100pb)

(100pb)

Ml M2 M3 M4 5 M6

Mlmmhﬁmmsl

s p— — -

Gen CTX-M
544pb

Figura No 02: Figura No 03: Figura No 04:

Bandas amplificadas del gen CTX-M  Bandas amplificadas del gen TEM Bandas amplificadas del gen SHV

CP= coatrol positive CP= control positive M= muestras (1,2,6)positivas para
M= muestras (1.2,3.5.6)positivas M= muestras (1-6)positivas el gen SHV
para el gen CTX-M; para el gen TEM M3 M4 M5= negativas para SHV

M4= negativa para el gen CTX-M
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IV. DISCUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo son im-
portantes debido a que representan una primera
fuente de conocimientos para caracterizar los
principales tipos de genes productores de BLEES
en E.coli en Trujillo. Esto permitira empezar a
construir un perfil epidemiologico de la presencia
de genes de resistencia antimicrobiana que estan
actualmente presentandose entre las bacterias
de mayor relevancia clinica, dar a los médicos
un primer reporte sobre el grado de presencia de
estos genes y poder determinar alternativas tera-
péuticas y dosificaciones para el tratamiento en
pacientes con esta patologia.

La tabla 1 muestra de manera alarmante que un
poco mas del 30% del total de E.coli aisladas son
productores de BLEE, lo cual confirma que estas
bacterias se han ido incrementando de manera
importante a partir del siglo XXI como lo demues-
tran también los datos colectados en Europa,
Ameérica y Asia que mostraron un incremento de
E.coli BLEE de 2 a 13.5%.25. Otros resultados
cercanos a nivel mundial son los de El Hospital
Universitario Dr. José Eleuterio Gonzalez en Mon-
terrey, México, que reportd de 2006 a 2009 como
microorganismos productores de betalactamasas
de espectro extendido, 30% de Escherichia coli
26. En paises como Turquia y en Europa se han
reportado entre 25-50% de estas cepas 27. En el
Peru, Arce Z y col en el 2011 reportaron un 36.3%
de E.coli uropatégenas productoras de BLEES
del Hospital Regional Docente “Las Mercedes”
en Chiclayo, 27 Flores et al. (2008), en pacientes
con (ITU) en Lima se encontré una frecuencia de
E. colide 37,71%. (28).

Estos resultados difieren, sin embargo, de los en-
contrados en Espana donde hasta el 2012 la fre-
cuencia de cepas E. coli BLEE era del 5-10%, 14.
En el Hospital de Guadalajara, entre octubre de
2010 y 2011, cepas de E. coli BLEE tuvieron una
prevalencia de 16% (29). ElI Hospital Regional de
Ica en el 2015 present6 un 57% de E.coli BLEE
aislados de urocultivos. Estas diferencias encon-
tradas se deben a varios factores: la regién donde
se llevo a cabo el estudio, el tipo de paciente, fac-
tores de riesgo, brotes epidémicos, si el estudio
se realizd dentro del hospital o en la comunidad
(30) pueden existir diferencias cuantitativas en la
actividad hidrolitica de determinadas cepas BLEE
sobre los sustratos. Esto origina que determina-
das cepas BLEE resistentes puedan parecer sen-
sibles in vitro a los betalactamicos (31), de igual
manera ciertas betalactamasas pueden no detec-
tarse si el in6culo es muy elevado, si existe una
disminucién de la permeabilidad de la membrana
al paso del antibiotico o si la produccién de beta-
lactamasa se asocia con otro mecanismo de re-
sistencia, como la hiperproduccion de cefalospo-
rinasa de Bush tipo 1, AmpC, lo cual no hara que
se produzca inhibicion por acido clavulanico (32).
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En la tabla 2 el mayor porcentaje de E.coli produc-
toras de BLEE fue resistente a cefotaxima, lo que
concuerda con el mayor numero de genes tipo
CTX-M encontrados. Segun la literatura en un
antibiograma, aquellas cepas que muestran resis-
tencia a la cefotaxima y sensibilidad a otras cefa-
losporinas son sospechosas de ser una CTX-M y
en aquellos que sea al revés es posible pensar en
cepas de otro tipo de BLEE (33). Esto es debido a
que la BLEE tipo CTX-M tiene principalmente ac-
tividad sobre la cefotaxima y no sobre la ceftazidi-
ma; aunque en los ultimos anos la emergencia de
variantes de CTX-M esta mejorando su actividad
frente a ceftazidima. (15). También se obtuvo una
alta proporcién de cepas productoras de BLEE
con actividad ceftazidimasa, compatibles con las
familias SHV y/o TEM. Bonnet (2004) sefiala que
las enzimas BLEE tipo TEM y SHV pueden ser
tipo ceftazidimasas, ya que hidrolizan con mayor
eficacia ceftazidima (34), aunque es comun entre
las bacterias productoras de CTX-M exhibir dife-
rentes fenotipos de resistencia (35).

Los porcentajes de resistencia mostrados en la ta-
bla 2 son mas elevados que los encontrados en el
Instituto Nacional de Salud en el afio 2008, cuan-
do se realizé vigilancia de resistencia antimicro-
biana en 5 hospitales de Lima donde se reportd
resistencia de E. coli en un 36% para cefalospori-
nas de tercera generacion, 37,9% para cefepime y
39,9% para aztreonam36. Esto refleja el aumento
en la produccion y la mayor variedad de subtipos
de BLEES surgido en E.coli en los ultimos afios.

En la tabla 3 se observa que el tipo de gen ma-
yormente encontrado en el genoma de las E.coli
es el CTX-M, lo cual concuerda con lo publicado
actualmente en la literatura donde se manifiesta
que, en los ultimos afos, la gran mayoria de los
aislados productores de BLEE son cepas de E.
coli con CTX-M que proceden de pacientes de la
comunidad y principalmente causantes de infec-
ciones del tracto urinario. En los ultimos 10 afios
las enzimas cefotaximasas casi han desplazado a
otras enzimas betalactamasas, incluyendo a las
variantes SHV y TEM. Su rapida diseminacion
ha permitido encontrarlas en aislados hospitala-
rios y comunitarios tanto de E.coli como de otras
bacterias que principalmente estan implicadas en
ITU50. En la actualidad son las enzimas mas pre-
valentes a nivel mundial (38).

En relacion a los otros dos genes BLEE (TEM y
SHV), en cuanto a la frecuencia de hallazgo en
los genomas de E.coli, nuestros resultados con-
cuerdan con lo reportado por Galvan F. y col en
el 2012, quien reporté a CTX-M como el mas fre-
cuente con 54.7% seguido de TEM con 13.2%
y como el menos encontrado a SHV con 5.7%.
Igualmente Hernandez describié en el 2010 una
distribucion de los tipos de BLEE segun proceden-
cia: a nivel hospitalario fueron de 54,1%, 34,7% y
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11,1% para blaCTX-M, blaTEM y blaSHV, respec-
tivamente, mientras que a nivel comunitario los
porcentajes fueron de 54,7%, 27,7% y 17,5%. En
este estudio, al igual que en nuestros resultados,
la frecuencia del gen blaCTX-M supera a los otros
tipos de genes bla. 2. Por otro lado, difieren de lo
reportado por Castro et al., quienes en un estudio
realizado con E. coli productores de BLEE ais-
lados de urocultivos de pacientes de la comuni-
dad de Chilpancingo, México, describieron que los
genes blaTEM (94,4%) fueron los mas frecuen-
tes, seguidos dos por blaCTX-M (50%) y blaSHV
(5,5%) 39. Esta diferencia probablemente se deba
a que algunos microorganismos que expresan
ciertas enzimas estan mejor adaptados a algunas
areas geograficas (40).

La alta prevalencia de los genes BLEE, asi como
el éxito de su diseminacion, esta relacionado con
la ubicacion de los estos, ya sea en plasmidos
autotransferibles o elementos genéticos méviles
y por los mecanimsos de transferencia horizon-
tal (conjugacién) de los plasmidos donde con
frecuencia se localizan. Las B-lactamasas TEM-
1, TEM-2 y SHV-1, asi como sus derivados, las
BLEE tipo TEM o SHV, se han descrito en plasmi-
dos de un tamarfio que oscila entre 80 y 300 Kb,
de un numero reducido de grupos de incompatibi-
lidad: IncC, IncFl, IncFll, IncFIB, IncHI2 y IncL/M.
Las BLEE tipo CTX-M se han encontrado en plas-
midos de un tamafo variable, desde 7 Kb a 160
Kb. del grupo IncN o IncL/M (CTX-M-1), IncA/C2
(CTX-M-3), IncFll (CTX-M-15) e IncHI2, IncP1-
alfa o IncFI (CTX-M-9) .Estos plasmidos que con-
tienen genes tipo CTX-M suelen ser transferibles
por conjugacion y su frecuencia de transferencia
varia desde 10-7 a 10-2 por célula donadora. Esto
explica la facil diseminacién de la mayoria de los
plasmidos que portan bla CTXM (40).

Los genes BLEE pueden también estar asociados
a secuencias de insercion y transposones como
por ejemplo 1S26, ISEcp7, ISCR17 y a transposo-
nes Tn3, Tn402, entre otros, los cuales desempe-
fian un papel muy importante en la movilizacion
geénica intracelular, incorporan genes, ocasionan-
do mutaciones puntuales en los genes blanco
(sitios de insercion de los genes de resistencia)
de bacterias susceptibles. Todos estos elementos
podrian haber acelerado la evolucion de la diver-
sidad genética y la rapida expansion de los genes
BLEE, originando ademas que los plasmidos que
codifican las BLEE contengan también genes de
resistencia de otras clases de antibidticos, lo que
hace que las bacterias se vuelvan multiresistentes
(40).

La tabla 4 muestra que se encontraron asocia-
ciones de genes, en su mayoria blaCTX-M + bla
TEM . Estas asociaciones pueden conferirles a las
cepas de E.coli un aumento en los niveles de re-
sistencia, asi como diversos espectros de hidroli-
sis hacia los diferentes antibiéticos, lo cual fue co-
rroborado con los altos porcentajes de resistencia

reportados en la tabla 2. La combinacion de ge-
nes TEM y SHYV, por otro lado, fueron las menos
encontradas en el mismo genoma, mientras que
existe un regular numero de E.coli que contienen
a los tres genes a la vez en sus genomas y un to-
tal de 30 cepas de E.coli porté mas de un gen de
manera simultanea.(41).

El fenotipo de resistencia, donde los cultivos pre-
sentan dos o mas tipos de BLEE, es una estra-
tegia bacteriana de produccién cada vez mas co-
mun y peligrosa en E. coli, indica la evolucion de
las mismas que a veces les permite enfrentar con
mucha frecuencia y efectividad a otros grupos de
antimicrobianos (42). La portacién simultanea de
varios genes es debido a la alta transmision de
plasmidos conjugativos y la promiscuidad en el
proceso de transferencia de la informacion.

El presente trabajo constituye la primera publi-
cacion sobre la presencia de genes BLEE en E.
coli y su caracterizacion genética en pacientes
de nuestro medio. Hay que tener presente que
una de las limitaciones del presente trabajo es el
secuenciamiento de cada uno de los genes ob-
tenidos, lo cual hubiera permitido identificar las
posibles mutaciones y determinar las variantes
de CTX-M, TEM y SHV que se estan producien-
do en la actualidad. La difusion de estos genes
codificantes de BLEE contribuira a orientar en la
eleccion de los esquemas terapéuticos a ser utili-
zado en el tratamiento empirico de las ITU en esta
poblacién en particular.

V. CONCLUSIONES

1. Las Eschericha coli productoras de betalac-
tamasas de espectro extendido estan expe-
rimentado un preocupante aumento en los
aislados de urocultivos en los ultimos afios.

2. Elgen CTX-M es el genotipo mayormente en-
contrado en E.coli productoras de betalacta-
masas de espectro aisladas de ITU y las mas
prevalentes en el mundo.

3. La alta prevalencia de los genes BLEE, asi
como el éxito de su diseminacién, se debe
a su ubicacion en plasmidos o elementos
genéticos moviles y a los mecanismos de
transferencia horizontal, lo que hace posible
actualmente detectar genomas que portan
simultaneamente varios genotipos BLEE en
una misma cepa bacteriana.
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