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Introduccion. En Venezuela existen pocos reportes que describan las bases genéticas del potencial
patogénico y filogenético de las cepas de Escherichia coli provenientes de hospitales.

Objetivo. Determinar la diversidad genética de cepas extraintestinales de E. coli productoras de las
betalactamasas TEM, SHV y CTX-M asociadas a la atencién de salud.

Materiales y métodos. Se estudié una coleccion de 12 cepas extraintestinales de E. coli con sensibilidad
disminuida a las cefalosporinas de amplio espectro. La sensibilidad antimicrobiana se determiné por
concentracion inhibitoria minima. La deteccién de los grupos filogenéticos, de los factores de virulencia
y de los genes que codifican la resistencia antimicrobiana se hizo mediante la técnica de reaccion en
cadena de la polimerasa y la relacion clonal se establecié mediante reaccion en cadena de la polimerasa
de elementos palindromicos extragénicos repetitivos (Repetitive Element Palindromic-PCR, rep-PCR).
Resultados. Todas las cepas analizadas presentaron resistencia a las cefalosporinas, y resistencia
conjunta a quinolonas y aminoglucésidos. La distribucién filogenética evidencié que los grupos Ay B1
fueron los mas frecuentes, seguidos por D y B2; en este Ultimo, se detectaron todos los factores de
virulencia evaluados, y el gen mas frecuente fue el fimH. En todas las cepas analizadas, se encontrd
bla_., ,, con predominio de las bla_,, ,, . ¥ €n dos de estas cepas se evidencio la presencia simultanea
de bla_,, ,, ., variantes bla_, ..y bla_. . ...

Conclusion. Las cepas estudiadas demostraron diversidad genética y albergaron diferentes genes
de virulencia y betalactamasas de espectro extendido (BLEE) sin predominio de ningun filogrupo en
particular. Este estudio constituye el primer reporte de la variante bla_, .. €n Venezuela y de la
variante bla, en el mundo, en cepas no relacionadas genéticamente aisladas de hospitales,

CTX-M-147
situacion que merece atencion y la racionalizacion del uso de los antimicrobianos.

Palabras clave: Escherichia coli; infeccion hospitalaria; betalactamasas; filogenia; reaccién en cadena
de la polimerasa.
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Genetic diversity of extraintestinal Escherichia coli strains producers of beta-lactamases TEM,
SHV and CTX-M associated with healthcare

Introduction: There are few reports from Venezuela describing the genetic basis that sustains the
pathogenic potential and phylogenetics of Escherichia coli extraintestinal strains isolated in health
care units.

Objective: To establish the genetic diversity of extraintestinal E. coli strains producers of beta-
lactamases TEM, SHV and CTX-M associated with healthcare.

Materials and methods: We studied a collection of 12 strains of extraintestinal E. coli with diminished
sensitivity to broad-spectrum cephalosporins. Antimicrobial susceptibility was determined by minimum
inhibitory concentration. We determined the phylogenetic groups, virulence factors and genes encoding
antimicrobial resistance using PCR, and clonal characterization by repetitive element palindromic-
PCR rep-PCR.

Results: All strains showed resistance to cephalosporins and joint resistance to quinolones and
aminoglycosides. The phylogenetic distribution showed that the A and Bl groups were the most
frequent, followed by D and B2. We found all the virulence factors analyzed in the B2 group, and fimH
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gene was the most frequent among them. We found bla,
two of these strains showed coproduction of bla

CTX-M-8’

bla
and bla

M-65 CTX-M-147 by sequencing.
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in all strains,with a higher prevalence of
and were genetically identified as bla.,

CTX-M

CTX-M-9

Conclusion: The strains under study showed genetic diversity, hosting a variety of virulence genes, as

well as antimicrobial resistance with no particular phylogroup prevalence. This is the first report of bla

CTX-M

alleles in Venezuela and in the world associated to non-genetically related strains isolated in health care
units, a situation that deserves attention, as well as the rationalization of antimicrobials use.

Key words: Escherichia coli; cross infection; beta-lactamases; phylogeny; clonal diversity; polymerase

chain reaction.
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Escherichia coli constituye parte de la microbiota
habitual del intestino de muchos animales, incluidos
los humanos. Segun su relacidon con el huésped
se agrupa en cepas comensales, patotipos intesti-
nales y patégenas extraintestinales (Extraintestinal
Pathogenic Escherichia coli, EXPEC) (1). Este
ultimo grupo es la causa principal de infecciones
urinarias, abdominales y de tejidos blandos, asi
como de meningitis, neumonia, bacteriemias y
osteomielitis (2).

Las cepas de E. coli son genéticamente diversas y
las diferencias entre las patdgenasy las comensales
se fundamentan en sus antecedentes filogenéticos,
con base en los cuales se clasifican en cuatro gru-
pos principales: A, B1, B2y D (3). Las cepas Ay B1
se consideran de bajo poder virulento, en tanto que
las patégenas extraintestinales albergan genes que
codifican factores de virulencia responsables de
promover las etapas de colonizacion, adherencia,
invasion y evasién de los mecanismos de defensa
del huésped humano, y pertenecen principalmente
a los filogrupos B2 y D (1,4,5).

Tradicionalmente, los antibidticos betalactamicos se
han utilizado para el tratamiento de las infecciones
producidas por E. coli. Sin embargo, en los Ultimos
afos su efectividad se ha visto amenazada por el
incremento en la prevalencia de cepas produc-
toras de betalactamasas de espectro extendido
(BLEE) (6). La mayoria de las BLEE producidas
por miembros de la familia Enterobacteriaceae son
variantes alélicas de las conocidas betalactamasas
TEM y SHV (7), pero desde los afios 90, otras
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enzimas identificadas como CTX-M de la clase
A de Ambler, se han diseminado rapidamente en
todo el mundo (6).

La relacién entre los genes que median la resisten-
cia antimicrobiana, los grupos filogenéticos y la
presencia de factores determinantes de virulencia
como indicadores de patogenia es controversial
(2,8). No obstante, Lee, et al. (9), encontraron una
estrecha relacion entre los genes involucrados en
el transporte del hierro (iutA), la supervivencia en
el suero (traT) y la presencia de CTX-M-1y CTX-
M-9 en aislamientos de E. coli extraintestinales
del grupo B2.

En este contexto, recientemente se reportd por pri-
mera vez en Latinoamérica la presencia de cepas
de E. coli uropatégenas productoras de CTX-M-15,
filogrupo B2, provenientes de la comunidad, que
portaban por lo menos cinco genes asociados a
virulencia (fimH, kpsMTII, papAH, fyuA y usp), asi
como islas de patogenia (10). La diseminacion
mundial de la CTXM-15 y de clones patdgenos,
como el tipo ST131, parece responder a una
eficiente plataforma genética de transferencia
horizontal de genes de resistencia y virulencia
mediante la insercion de secuencias genéticas
especificas, transposones y plasmidos (11).

Las técnicas de genotipificacion se han convertido en
herramientas valiosas para el andlisis de bacterias,
especialmente, las involucradas en infecciones
hospitalarias. Entre dichas técnicas se encuentra
la amplificacién de elementos repetitivos palindré-
micos por PCR (repetitive element palindromic-
PCR, rep-PCR), la cual tiene una gran capacidad de
discriminacién y puede emplearse para la deteccion
rapida de la diversidad y la evolucion de los genomas
bacterianos (12).

En Venezuela son pocos los reportes que describen
las bases genéticas que sustentan el potencial pato-
génico de los grupos filogenéticos y la relacién clonal
de E. coli extraintestinales (EXEC) productoras de
BLEE asociadas a la atencién en salud (13).



Biomédica 2017;37:209-17

En este sentido, en el presente estudio se deter-
mino la diversidad genética de cepas aisladas de
pacientes recluidos en el Servicio de Medicina
Interna del Instituto Autbnomo Hospital Universitario
de Los Andes (IAHULA) de Mérida, Venezuela.

Materiales y métodos
Cepas bacterianas

Se estudié una coleccion de 12 cepas extraintes-
tinales de E. coli con sensibilidad disminuida a las
cefalosporinas de amplio espectro, provenientes
de aislamientos de adultos hospitalizados en el
Servicio de Medicina Interna del IAHULA con infec-
cién asociada a la atencién en salud, de marzo a
julio de 2013.

La edad promedio de los pacientes incluidos en
el estudio fue de 39,25 afios (rango de 20 a 82)
y la distribucion de las cepas aisladas fue igual
para ambos sexos. En cuatro casos, se diagnos-
tic6 neumonia adquirida en el hospital, en tres,
infecciones de heridas no quirdrgicas, en dos,
infeccion de las vias urinarias, y en cada uno de los
tres casos restantes, sepsis, absceso e infeccion
de la herida quirurgica, respectivamente. Los aisla-
mientos habian sido caracterizados parcialmente
en un estudio previo (14).

Prueba de sensibilidad antimicrobiana

La sensibilidad antimicrobiana se determiné con la
concentracion inhibitoria minima (CIM) mediante el
método de dilucién en agar, segun lo establecido
por el Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) (15). Los antibiéticos probados fueron
cefotaxima, ceftazidima, piperacilina/tazobactam,
aztreonam, imipenem, ertapenem, meropenem,
gentamicina, tobramicina, amikacina, acido nali-
dixico y ciprofloxacino.

Se hizo el estudio fenotipico de todas las cepas
para determinar la presencia de BLEE mediante
la prueba de sinergia de doble disco, segun lo
establecido por el CLSI (15).

Preparaciéon del ADN gendmico

El ADN total se extrajo mezclando varias colonias
provenientes de cultivos frescos en 200 pl de agua
destilada estéril. Estas suspensiones se congelaron
a -20 °C durante 30 minutos y luego se sometieron
a ebullicion durante 15 minutos. Los residuos celu-
lares se separaron por centrifugacion (13.000 rpm
durante cinco minutos a temperatura ambiente) y
el ADN disuelto en el sobrenadante se recuper6 en
un tubo Eppendorf estéril, el cual se almacené a
-20 °C hasta el momento de su uso.

Diversidad genética de cepas de E. coli productoras de BLEE

Deteccion de los grupos filogenéticos

Los aislamientos se clasificaron en los filogrupos
A, B1, B2 y D con base en la presencia de los
genes chuA, yjaAy el fragmento génico TspE4.C2,
mediante amplificacién por PCR en las condiciones
previamente establecidas (16) y utilizando los ini-
ciadores descritos en el cuadro 1.

Los resultados se interpretaron con base en el
esquema de Clermont, et al. (4), estableciendo la
ausencia (-) o presencia (+) de los elementos ya
mencionados, asi: grupo A: chuA(-) y TspE4.C2 (-);
B1: chuA(-) y TspE4.C2 (+); B2: chuA(+) y yjaA (+), y
D: chuA(+) y yjaA (-). En estos ensayos se utilizaron
como cepas de control E. coli LMM36-ULA (chuA+
y yjaA +) y E. coli LMM32-ULA (TspE4.C2 +).

Deteccion y secuenciacion de los genes bla
blag,, y bla

TEM’
CTX-M

En la deteccion de los genes codificantes para
TEM, SHV y CTX-M en las cepas estudiadas, se
utilizaron los iniciadores sefialados en el cuadro
1 y las condiciones de amplificacion descritas en
estudios previos (17-20).

En los ensayos se utilizaron las siguientes cepas
de control: Klebsiella pneumoniae AMKP135-ULA
(TEM-1 y SHV-5), K. pneumoniae LMM28-ULA
(CTX-M-1), K. pneumoniae LMM29-ULA (CTX-
M-2), K. pneumoniae Kpn206-ULA (CTX-M-8) y
Citrobacter freundii LMMO07/10-ULA (CTX-M-9).

Los amplicones se purificaron utilizando el sistema
PCR-Accuprep (Bioneer) y se secuenciaron utili-
zando los servicios de Macrogen, Inc. (Sedl, Corea)
mediante electroforesis capilar en un secuenciador
modelo ABI3730XL (Applied Biosystems, CA, USA),
con los mismos iniciadores usados en la reaccion de
PCR. Las secuencias de nucledtidos resultantes se
analizaron con el programa Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST) del National Center for Bio-
technology Information (NCBI) y se compararon con
las secuencias genéticas incluidas en las bases de
datos (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Deteccion de genes de virulencia

Se estudiaron seis genes de virulencia: la capsula
polisacarida especifica del grupo Il (kpsMTII), la
adhesina de la fimbria de tipo 1 (fimH), la fimbria
P (papAH), el marcador de isla de patogenia, la
yersiniabactina (sideroforo fyuA) y la proteina espe-
cifica uropatégena (usp). Los genes kpsMTIIl y
fimH y la isla de patogenia se detectaron mediante
una PCR multiple y, el resto de genes estudiados
mediante PCR simple, utilizando los iniciadores
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Cuadro 1. Iniciadores utilizados en este estudio

Biomédica 2017;37:209-17

Gen Iniciador Secuencia (5'- 3) Referencia

chuA Fw-chuA GAC GAACCAACG GTC AGG AT 4)
Rv-chuA TGC CGC CAG TAC CAAAGACA

yiaA Fw-yjaA TGAAGT GTC AGG AGA CGC TG (4)
Rv-yjaA ATG GAG AAT GCG TTC CTC AAC

TspE4.C2 Fw-TspE4C2 GAG TAATGT CGG GGC ATT CA (4)
Rv-TspE4C2 CGC GCC AACAAAGTATTACG

bla,, ., Fw-bla,,,, ATG TGC AGY ACC AGT AAR GTK ATG GC 17
Rv-bla_,,, CCG CTG CCG GTY TTATCV CCB AC

blag,y ., Fw-blay,., ATG GTTAAAAAATCACTG C (18)
Rv-blaz,,,, GGT GAC GAT TTT AGC CGC

blag,, .., Fw-bla .., TTAATG ATG ACT CAG AGC ATT C (19)
Rv-bla_,,,., GAT ACC TCG CTC CAT TTATTG C

blagy s Fw-blay . TGAATACTT CAG CCACAC G 17)
Rv-bIaCTX_M_8 TAG AAT TAATAACCG TCG GT

blag,, o Fw-bla, . AAC ACG GAT TGA CCG TCT TG 17)
Rv-bla_,, TTA CAG CCC TTC GGC GAT

blag y v s Fw-bla ., 5 CGC CGATAA CAC GCA GAC a7)
RV-bla_, CGG CTC CGACTG GGT GAA GTA

bla,,, Fw-bla,,, GGG TTATTC TTATTT GTC GC (20)
Rv-blag,, TTAGCG TTG CCAGTG CTC

bla,,, Fw-bla,, ATAAAATTC TTG AAG ACG AAA (20)
Rv-bla GAC AGT TAC CAATGC TTAATCA

kpsMTII Fw-kpsMTII GCG CATTTG CTGATACTG TTG (21)
Rv-kpsMTII CATC CAG ACG ATAAGC ATGAGCA

fimH Fw-fimH TGC AGAACG GAT AAG CCG TGG (21)
Rv-fimH GCAGTCACC TGC CCT CCG GTA

PAI Fw-PAI GGA CAT CCT GTTACAGCG CGCA (21)
Rv-PAI TCG CCACCAATCA CAG CCG AAC

papAH Fw-papAH ATG GCAGTG GTG TCTTTT GGT G (21)
Rv-papAH CGT CCCACCATACGTGCTCTTC

fyuA Fw-fyuA TGATTAACC CCG CGA CGG GAA (21)
Rv-fyuA CGC AGT AGG CAC GAT GTT GTA

usp Fw-usp ATG CTACTG TTT CCG GGTAGT GTG T (22)
Rv-usp CAT CAT GTAGTC GGG GCG TAACAAT
FWREP-PCR 111G CGC CGI CAT CAG GC (23)
RVREP-PCR ACG TCT TAT CAG GCC TAC

sefialados en el cuadro 1 y las condiciones de
amplificacién previamente establecidas (16). Las
cepas de control utilizadas en estos ensayos fueron
E. coli LMM/EO2-ULA (fimH+, fyuA+, kpsMTII +y
PAI +), E. coli LMM/Sc03-ULA (papAH+) y E. coli
LMM/EO2-ULA (usp+).

Relacién clonal de E. coli mediante rep-PCR

La relacion clonal de esta colecciéon de cepas se
determiné mediante la amplificacién de secuencias
repetitivas por PCR (rep-PCR) a partir del ADN
total, utilizando los iniciadores sefialados en el
cuadro 1y las condiciones previamente descritas
(23). La mezcla de reaccion se hizo en un volumen
final de 25 pl. Los patrones obtenidos en la rep-
PCR se analizaron con el programa TREECON
1.3b, el cual genero el dendrograma, o arbol de
similitud, para establecer las relaciones entre las
cepas estudiadas. Los patrones con coeficientes
de similitud superiores a 90 % se consideraron
relacionados a nivel clonal.
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Todos los ensayos de PCR se hicieron en un
termociclador Perkin ElImer (GeneAmp PCR System
2400°, USA), los productos amplificados se sepa-
raron en geles de agarosa (Sigma-Aldrich Co.®, St.
Louis, MO, USA) al 1 %, se tifieron con bromuro de
etidio (0,5 pg/ml; Sigma-Aldrich) y se fotografiaron
con un equipo UVP Biodoc-ItSystem®, USA. Como
marcadores de peso molecular se utilizaron esca-
leras de 50 y 100 pb (Bioneer).

Resultados

Las aislamientos evaluados en este estudio, prove-
nientes de pacientes con infecciones asociadas
a la atencion en salud, fueron resistentes a las
cefalosporinas de amplio espectro en rangos que
oscilaron entre 4 y >128 pg/ml. Nueve (75 %)
de las 12 cepas demostraron sensibilidad a
piperazilina-tazobactam, con una CIM entre 2y 16
pg/ml, mientras que el 100 % fue sensible a los
carbapenémicos (CIM: 0,008-0,125 ug/ml). Estos
resultados y los obtenidos al utilizar la prueba
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SDS evidenciaron que las cepas estudiadas eran
productoras de BLEE. Por otra parte, ocho (66,6 %)
de las 12 cepas presentaron resistencia conjunta a
las quinolonas y los aminoglucésidos, y en el resto
(4/12; 33,3 %) se encontré una disminucién de la
sensibilidad a un solo grupo de estos antibidticos
(cuadro 2).

Las caracteristicas genéticas de las cepas EXEC
se muestran en la figura 1. Cuatro de las cepas
pertenecian a los grupos A (33,3%) y B1 (33,3 %),
tres al D (25 %) y una al B2 (8,3 %). En relacion
con la distribucion del nimero y el tipo de betalac-
tamasas, se pudo observar que el gen bla_,,,
fue el mas frecuente al detectarse en todas las
cepas estudiadas; la CTX-M-8 fue la variante
mas comun, seguida por CTX-M-15 y CTX-M-2.
La presencia asociada de, por lo menos, dos

Diversidad genética de cepas de E. coli productoras de BLEE

tipos de betalactamasas se demostrd en cinco
cepas, de las cuales tres pertenecian al filogrupo
Bl y, las dos restantes, a los grupos A y B2,
respectivamente. Dos de las cepas pertenecientes
al filogrupo B1 eran productoras de CTX-M-9 y
de CTX-M-8, y una de ellas se asocio, ademas,
a una betalactamasa del tipo TEM-1. Mediante el
analisis de la secuencia genética de estas cepas,
se determind la presencia de dos alelos de CTX-
M-9: bla_, .. CON un porcentaje de identidad
de 98 % con el patrén de referencia KC121030.1
(GenBank), y bla_,, ,,,,,» con un 83 % de identidad
con el patron KF513180.1 (GenBank).

En dos cepas pertenecientes a los filogrupos A
y B1, se observo la produccion de SHV-2a y de
blacry.; €n ambos grupos filogenéticos, esta BLEE
se asocio especificamente con la CTX-M-2 y la

Cuadro 2. Perfil de sensibilidad antimicrobiana de cepas EXEC productoras de betalactamasas

Numero CIM (pg/ml) Resistencia asociada
de cepa a otros antibidticos
PIP/TZ CTX CAZ AZT ERT IMP MER PSDD
X3 8 8 8 32 0,016 0,125 0,064 + ACN, CIP, GEN
X5 2 32 32 32 0,016 0,125 0,064 + ACN, GEN
X7 4 16 16 32 0,016 0,125 0,125 + ACN
X9 32 32 32 > 64 0,032 0,025 0,032 + ACN, GEN, TOB
X13 4 16 16 32 0,064 0,125 0,064 + ACN, CIP, GEN, TOB
X15 16 128 8 64 0,016 0,064 0,032 + ACN, CIP, GEN, TOB
X16 32 > 128 64 64 0,008 0,064 0,125 + ACN, CIP, GEN, TOB
X21 4 128 8 32 0,064 0,064 0,064 + GEN
X24 2 4 8 16 0,008 0,032 0,032 + ACN, CIP, GEN, TOB
X28 > 32 > 128 64 > 64 0,008 0,032 0,032 + ACN, CIP, GEN
X30 16 > 128 32 > 64 0,064 0,125 0,064 + ACN,CIP
X33 8 64 16 > 64 0,064 0,064 0,064 + ACN, CIP

CIM: concentracion inhibitoria minima; PIP/TZ: piperacilina-tazobactam; CTX: cefotaxima; CAZ: ceftazidima; AZT: aztreonam; ERT: ertapenem; IMP:
imipenem; MER: meropenem; ACN: &cido nalidixico; CIP: ciprofloxacina; AMK: amikacina; GEN: gentamicina; TOB: tobramicina; PSDD: prueba de

sinergia de doble disco

o

OI-G 0;5 0;4 0;3 0;2 0;1 %egae Filogrupo Tipo de BLEE Genes de virulencia
T T T T T T
X16 A blacryws fyuA, papAH, PAI
X33 D blacrys fimH, fyuA, usp, kpsMTII
X13 B1 blacrys fimH, usp, papAH
X15 D blacrws fimH, fyuA, usp, kpsMTII
X24 B2 bla;ey..tblaco, fimH, fyuA, usp, papAH, PAI, kpsMTII
X5 B1 blacrwstblacrom s fimH
X7 D blacryu. fimH, fyuA, papAH, PAI, kpsMTII
X21 B1 blarey i +blacrs thlacmamss  fimH, usp
——— X28 A blacrymas fimH, fyuA
L——— x30 A blatgyblacry fyuA, usp, PAI
X3 A blacnys fimH, usp, papAH,
X9 B1 blagyy.z.tblacrxs fyuA, PAI

Figura 1. Dendrograma de los patrones obtenidos mediante rep-PCR que muestran la diversidad clonal y las caracteristicas

genéticas de las cepas EXEC
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CTX-M-15, respectivamente. En cuanto a los
factores determinantes de virulencia, 11 (91,7 %)
de las 12 cepas presentaron, por lo menos, dos de
los seis genes estudiados, y el fimH (9/12; 75 %)
fue el mas frecuente. No obstante, el kpsMTII
solo se detectd en las cepas pertenecientes a
los filogrupos B2 y D. Independientemente del
filogrupo y del perfil de betalactamasas, los genes
de virulencia se distribuyeron en distintos patrones;
es de resaltar que en la Unica cepa del grupo B2 se
expresaron los seis genes en estudio. Esta cepa
y las que conformaron el filogrupo D, albergaron
el mayor nimero de los factores determinantes de
patogenia analizados en este trabajo.

La relacién clonal establecida mediante rep-PCR
permiti6 demostrar que méas de la mitad de las
cepas estudiadas se distribuyeron en tres grupos
principales, aproximadamente, con 72 % de simi-
litud (figura 1), aunque se destac6 un subgrupo
conformado por dos cepas (LMM-X5 y LMM-X7)
con una relacion cercana al 82 %. Las cepas con
relaciones distantes no superaron un indice de
similitud de 40 %. La distribucion clonal fue diversa
e independiente de las caracteristicas fenotipicas
y genéticas de cada cepa.

Discusion

En este trabajo se demostré que el 100 % de las
cepas analizadas provenientes de hospitales eran
resistentes a las cefalosporinas de amplio espectro y
alos monobactamicos. Este perfil fenotipico era con-
gruente con la deteccion de varios genes de BLEE,
como el bla,_,, el blag,, vy el bla_, .y, ademas, en
el andlisis fenotipico todas las cepas demostraron
resistencia a otros grupos de antimicrobianos, como
los aminoglucésidos y las quinolonas. Guzman, et
al. ( 24), obtuvieron resultados similares a partir de
aislamientos de enterobacterias de pacientes con
infecciones asociadas a la atencién en salud en el
Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcald”
de Cumand en Venezuela, ya que se encontraron
los genes bla ., ., blag,,, ., blag,, ., blag,, ... ybla
w1+ POr otra parte, en otros estudios se ha reportado
el aislamiento de E. coli productoras de BLEE en
heces de nifios asintoméaticos residentes en zonas
urbanas de Bolivia, lo cual demuestra la amplia
diseminaciéon de ExXEC portadora de genes BLEE
en la comunidad (25).

El empleo de técnicas moleculares ha permitido la
caracterizacion de las diferentes betalactamasas,
asi como determinar su distribucién y sus variantes
alélicas. Se han reportado seis grupos principales
en la CTX-M: bla bla bla, bla,

CTX-M-17 CTX-M-2? CTX-M-8’ CT-XM-9’
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bla. y yos Y Blac s Blac, .5 ha sido el de mayor
diseminacién, con un comportamiento pandémico.
En los ultimos afios, se ha reportado en Argentina,
Bolivia, Colombia, Pert y Venezuela (24-29) la pre-
senciadeotrasvariantes:bla_., ,,,.bla_, ,, ;ybla
wo (variente bla_., , ..), ademas de la asociacion
con blag,, y bla,.,, y la resistencia simultanea a
otros grupos de antimicrobianos en aislamientos
provenientes de hospitales y de la comunidad
(8-9,30). Dichos hallazgos coinciden con los de
la presente investigacion, en la cual se evidencié
un predominio de aislamientos productores de
bla_, e Plac, .Y bla, ... @ pesar del nimero
reducido de cepas no relacionadas a nivel clonal
que se analizaron.

Es importante destacar que en este estudio se
detectaron dos variantes alélicas infrecuentes, la
bla_,, e Y la bla.,,, .., asociadas a otras BLEE.
No hay descripciones de bla_,, ,,,,,a nivel clinico
0 veterinario, y solo se conoce el registro de la
secuencia genética en el Genbank (KF513180.1),
en tanto que la bla_,, ., s€ ha reportado en
China en aislamientos provenientes de heces de
animales sanos de granja y de mascotas, asi
como en muestras humanas (31-33). La primera
descripcion de bla ., ,, .. €n Suramérica se hizo en
Bolivia en el 2012, a partir de hisopados rectales
de nifios sanos (25).

En cuanto a los grupos filogenéticos, los grupos Ay
B1 fueron los mas frecuentes seguidos por el grupo
Dy, en menor proporcion, el B2. Estos resultados
difieren de los datos reportados en diversos paises,
donde el filogrupo B2 se ha reportado como el mas
prevalente en infecciones asociadas a la atencién
en salud (34-39).

A pesar de que los grupos Ay B1 se caracterizan
por la presencia de pocos genes de virulencia,
dicha condicién no constituye un impedimento
para la produccion de infecciones extraintestinales
(5,21,40); de hecho, los factores que median la
adhesion bacteriana y los sistemas de captacion de
hierro (fimH y fyuA), se han detectado en todos los
grupos filogenéticos investigados, lo que evidencia
el papel fundamental que desempefian estos genes
en la colonizacion, la supervivencia, el desarrollo y
la instauracion de un proceso infeccioso (41-43).

La relacion de los genes que median la resistencia
a los betalactamicos y la carga conjunta de factores
de virulencia no demostraron ser especificas de un
filogrupo en particular, lo cual coincide con lo
descrito por Yun, et al. (44). Por el contrario,
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Johnson, et al. (21), determinaron la existencia
de una relacion inversamente proporcional entre
el nimero de factores de virulencia y la presencia
de genes de resistencia en cepas de E. coli de
filogrupos diferentes. Es probable que la coexis-
tencia de factores determinantes de virulencia y
de mecanismos de resistencia en cepas de E.
coli sea el resultado de un proceso de evolucion
gradual concertada; ademas, la asociacion de estas
caracteristicas depende del nicho ecologico, la
presion selectiva del ambiente, las caracteristicas
bacterianas en diferentes regiones geograficas y
de la reaccion del sistema inmunitario del huésped
sensible (2,8,44).

Los resultados permiten concluir que, en las
diferentes areas del Servicio de Medicina Interna del
IAHULA, circulan cepas de E. coli extraintestinales
con una diversidad genética amplia y sin relacién
clonal estrecha. Esta caracteristica se evidencié
por la presencia de todos los filogrupos en los
aislamientos de E. coli estudiados, en los cuales se
expresaban diversos factores de virulencia y fac-
tores determinantes de resistencia antimicrobiana.

Es importante destacar, ademas, que en este trabajo
se describen por primera vez variantes alélicas
emergentes de BLEE del tipo CTX-M descono-

cidas en Venezuela, la bla ., ,, Y labla_, ...

Estos hallazgos indican que es imperativo mantener
las medidas basicas de higiene, asepsia y antisep-
sia, con el fin de evitar la transmisién horizontal
de microorganismos potencialmente patdgenos,
asi como implementar programas de vigilancia
epidemioldgica que permitan racionalizar el uso de
los antimicrobianos de amplio espectro, y reforzar los
protocolos para prevenir y controlar las infecciones
asociadas a la atencion en salud.
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