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RESUMEN
Caracterización genética de factores de virulencia en cepas
extraintestinales de Escherichiacoli productoras de ~.Iactamasas

CTX·M
Licda. Beatriz Leonor Quiroz Buelbas

Tutora: Prof. María del Carmen Araque

E. coli es el microorganismo asociado con mayor frecuencia a infecciones
extraintestinales adquiridas en la comunidad y a nivel hospitalario, debido
a que genéticamente está dotada de diversos factores de virulencia que le
permiten producir una gran diversidad de infecciones en áreas
anatómicas distintas a la de su reservorio intestinal. Adicionalmente, la
presencia de mecanismos de resistencia como las f3-lactamasas de
espectro expandido (BLEE), incrementa su potencial de patogenicidad y
diseminación. En Venezuela son escasos los trabajos que han estudiado
la virulencia en cepas extraintestinales de E. coli productoras de BlEE
tipo CTX-M y su relación con la fisiopatogenia de la infección,
especialmente la sepsis nosocomial. Por tanto, el presente estudio tuvo
como objetivo determinar genéticamente los factores de virulencia de 22
cepas extraintestinales de E. coli productoras de BlEE tipo CTX-M,
provenientes de neonatos con septicemia nosocomial recluidos en el
Hospital Central Universitario "Dr. José María Vargas" de San Cristóbal,
Estado Táchira. A estas cepas se les determinó el patrón de
susceptibilidad antimicrobiana por concentración inhibitoria mínima y la
detección fenotípica de BlEE de acuerdo a lo establecido por ClSI
(2011). El análisis genotípico de los genes bla (blarEM, blaSHV, blaCTX- M) y
los de virulencia (fimH, kpsMTII, papAH, PAI, fyuA, usp) se realizó
mediante la técnica de amplificación por la reacción en cadena de
polimerasa (PCR) y secuenciamiento. La transferencia genética de los
genes bla se realizó por conjugación y la relación o diversidad clonal de
las cepas se determinó por la técnica de Rep-PCR. los resultados
evidenciaron perfiles compatibles con la producción de BlEE en las
ExPEC, con resistencia a los aminoglucósidos, con un predominio del
patrón 111. la detección genotípica de BlEE reveló una alta prevalencia de
la enzima CTX-M, con predominio del subgrupo CTX-M-1. El análisis de
secuencias de los genes CTX-M-1 confirmó que pertenecían a la enzima
CTX-M-15. la transferencia conjugativa de genes blaaLEE, corroboró en el
36,4% que la presencia de la resistencia por producción de BlEE CTX-M
y TEM está codificada en plásmidos transferibles. la investigación de 6
genes de virulencia demostró que los factores relacionados fimH, fyuA,
kpsMTII y PAI fueron los más frecuentes. Con un predominio del patrón
tipo 11 conformado por la variante lIa yllb, constituidos por un solo factor
de virulencia asociados a los diversos genes bla detectados. la
tipificación por Rep-PCR no demostró relación clonal. Este es el primer
reporte que señala la circulación de ExPEC productoras de CTX-M y su
asociación con genes de virulencia.
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INTRODUCCiÓN

Escherichia coli es uno de los microorganismos gramnegativos más

frecuentemente aislados en infecciones extraintestinales. Las cepas de E.

coli con capacidad de producir infecciones extraintestinales son

denominadas ExPEC (del inglés Extraintestinal Pathogenic Escherichia coli).

Estas se encuentran formando parte de la flora intestinal y no causan

infecciones diarreicas. E. coli produce una variedad de patologías

extraintestinales, tales como: infecciones urinarias, bacteriemias y sepsis

adquiridas en la comunidad, principalmente en adultos. También se le

considera a esta bacteria la causa infecciosa principal de meningitis y de

septicemia neonatal. De igual forma, aunque en menor frecuencia E. coli

se ha aislado en infecciones intraabdominales, neumonía nosocomial,

osteomielitis, celulitis entre otras patologías (Soto, 2006).

La capacidad de ExPEC de producir infección se debe a que

genéticamente está dotada de diversos factores de virulencia que hacen

posible la infección en áreas anatómicas distintas a la intestinal. Entre los

factores de virulencia de las cepas ExPEC se encuentran: los implicados

en la adherencia a las células del hospedero o factores colonizantes tales

como: fimbrias P (papC, papElF y papG), fimbria tipo 1 (fimH) , fimbrias S

(sfaC/D) , adhesinas (afaB/C), cápsula tipo 11 (kpsMTI/); mecanismos para

la adquisición de nutrientes: aerobactina (iucD, fyuA) , enzimas: proteína

uropatógena específica (usp) y toxinas como: factor citotóxico
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necrotizante tipo I (cnf-1), a-hemolisina (hly) y toxina de distensión

citoletal (cdtB). La expresión de uno o varios genes de patogenicidad en

las cepas de ExPEC está determinado por las regulaciones genéticas que

se pongan en juego durante la dinámica de la infección (Blanco y col., 1995;

Soto, 2006; Ananias y Yana, 2008; karisik y col., 2008; Ribeiro y col., 2008).

Las cepas E. coli son clasificadas en 4 grupos filogenéticos: A, 81, 82, Y

D. Esta clasificación se fundamenta en las variaciones alélicas de genes

codificantes de enzimas, las cuales son detectadas a través del sistema

multilocus enzyme electrophoresis. Sin embargo, en la actualidad la

caracterización del grupo filogenético de una cepa puede determinarse

por pruebas rápidas y sencillas como amplificación por PCR-múltiple (del

inglés polimerase chaing reacction). Las cepas ExPEC pertenecen en su

mayoría al grupo filogenético 82 y en menor frecuencia al D. Estos grupos

son considerados como los más patógenos debido a la presencia de un

número mayor de factores de virulencia (Soto, 2006).

Otro aspecto que incrementa la frecuencia de la infección por ExPEC, es

la aparición de cepas con capacidad de resistir a la acción de potentes

antimicrobianos como las cefalosporinas de amplio espectro. Este

fenómeno se debe a que estas cepas, producto de la presión selectiva

ejercida por el uSO Y abuso de los antibióticos, tienen la capacidad de

producir f3-lactamasas de espectro expandido (8lEE), además de

asociarse a otros mecanismos que median la resistencia a otros grupos
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de antibióticos diferentes a los ¡3-lactámicos (Cortés y col., 2006; Lezameta y col.,

2010; García y col., 2011).

Actualmente se reconocen más de trescientos tipos de BlEE,

destacándose en este grupo la familia CTX-M, considerada como la más

ampliamente diseminada en el mundo. Estas enzimas son capaces de

hidro/izar eficientemente antimicrobianos como cefotaxima, y pueden

conferir a las bacterias altos niveles de resistencia contra otras

cefalosporinas de tercera generación (ceftazidima), monobactámicos y

niveles variables de resistencia contra cefalosporinas de cuarta

generación (Cortes y col. 2006; Mantilla y col. 2009; García y col. 2011). Estudios de

vigilancia epidemiológica posicionan a ExPEC como las cepas con mayor

porcentaje en la producción de BlEE de tipo CTX-M (Pitout, 2010).

En Venezuela son escasos los estudios que relacionan la carga de

factores de virulencia y los marcadores de resistencia en los procesos de

colonización e infección de patógenos bacterianos. En este contexto y

desde el punto de vista clínico-epidemiológico, se considera importante

evaluar la presencia de diversos factores de patogenicidad en cepas de

ExPEC productoras CTX-M, involucradas en la fisiopatogenia de la

septicemia nosocomial en neonatos recluidos en el Hospital Central

Universitario "Dr. José María Vargas" de San Cristóbal, Estado Táchira,

Venezuela.
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HIPÓTESIS

Las cepas extraintestinales de E. coli productoras de CTX-M poseen

diversos genes de virulencia que favorecen la fisiopatología de la

septicemia nosocomial en neonatos recluidos en el Hospital Central

Universitario "Dr. José María Vargas" de San Cristóbal, Estado Táchira.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar genéticamente los factores de virulencia en una colección de

cepas extraintestinales de E. coli productoras de p-Iactamasas CTX-M,

provenientes de neonatos con septicemia nosocomial recluidos en el

Hospital Central Universitario "Dr. José María Vargas" de San Cristóbal,

Estado Táchira.

OBJETIVOS ESPECíFICOS

• Establecer los patrones de susceptibilidad a los agentes

antimicrobianos por Concentración Inhibitoria Mínima (CIM).

• Detectar fenotípicamente la producción de BLEE y AmpC por la

prueba del doble disco.

• Detectar la presencia de genes que codifican para la producción de

BLEE, mediante la amplificación por PCR de los genes bJaTEM, bJaSHV,

bJaCTX-M, bJaCTX- M- 1, bJaCTX- M- 2, bJaCTX- M- 8, bJaCTX- M- 9 YbJaCTX- M- 25·

• Detectar la presencia de genes de virulencia, mediante la amplificación

por PCR de los genes fimH, kpsMTII, papAH, PAJ, fyuA, y usp.

• Determinar la transferencia conjugativa de genes que codifican para

BLEE.

• Relacionar el perfil de patogenicidad y la producción de 13-lactamasa

CTX-M en las cepas de estudio.

• Establecer la relación o diversidad clonal de las cepas de estudio

mediante la técnica Rep-PCR.

5
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MARCO TEÓRICO

1. Escherichia coli

1.1 Características microbiológicas

E. coli es una de las bacterias más estudiadas, y la especie

mayormente descrita como causa de patología en los seres humanos,

donde ha sido involucrada en enfermedades infecciosas que afectan

cualquier tejido y sistema orgánico. Esta bacteria fue descrita por

primera vez por Theodore Von Escherich en 1885, el cual la denominó

Bacterium coli commune, posteriormente la denominaron Escherichia

coli en su honor. Desde el punto de vista taxonómico E. coli pertenece

al Reino Protista, Filo Proteobacteria, Clase Gammaproteobacteria,

Orden Enterobacteriales, Familia Enterobacteriaceae, Género

Escherichia, Especie E. coli (Fig. 1) (Winn y col., 2008; www.ncbi.nlm.nih.

govrraxonomy).

10 IJm

Figura 1. Tineión de gram E. eoli. Fuente: Técnico enfennería, (2009) disponible en:

www.tecnicoenfermeria.com/2009/09/uso-de-tinciones-en-microorganismos.php.
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E. coli es un bacilo gramnegativo, corto de 0,4 - 0,7 I-lm de diámetro y

de 1 - 4 I-lm de longitud, anaerobio facultativo, móvil por flagelos

perítricos o inmóvil, catalasa positiva, oxidasa negativa, no forma

esporas, produce ácido y gas a partir de la glucosa, reduce el nitrato a

nitrito, normalmente fermenta la lactosa y el manitol, produce indol a

partir del triptófano, descarboxila la lisina, siendo negativa a la reacción

de Vorges-Proskauer, ureasa, fenilalanina desaminasa y citrato

(Rodríguez, 2002; Cortés y col., 2006; Martínez y col., 2007).

1.2 Hábitat

E. coli es la especie predominante de la flora comensal aerobia y

anaerobia facultativa del tracto gastrointestinal de animales y humanos,

eliminándose al exterior por las heces. Por esto, frecuentemente se le

encuentra en el medio ambiente, son capaces de sobrevivir durante

cierto tiempo en el agua y los alimentos, de manera que su aislamiento

es un indicador de contaminación fecal reciente (Máttar ycol., 2001).

Esta bacteria coloniza el intestino del hombre pocas horas después del

nacimiento, siendo la bacteria ingerida con el agua y alimentos u

obtenida directamente de otros individuos (Rodríguez, 2002; Sousa, 2006;

Weintraub, 2007).

7
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2. Estructura antigénica y factores de virulencia

La pared celular de E. coli, está formada por una bicapa Iipídica, conocida

como membrana externa que consiste en una doble capa de fosfolípidos y

lipopolisacáridos (LPS), estos últimos están formados químicamente por

dos componentes: un componente llamado "lípido A" y otro, "polisacárido

O" o antígeno somático, el cual se proyecta fuera de la membrana exterior

y proporciona los sitios para la unión de anticuerpos, confiriéndole de esta

manera especificidad antigénica. Esta membrana externa se separa del

peptidoglicano por un espacio denominado periplásmico, este espacio es

un compartimiento en el que se encuentran diversas enzimas hidrolíticas.

El peptidoglicano se encuentra entre la membrana citoplasmática y la

membrana externa y está constituido por residuos alternantes de N-

acetilglucosamina (NAG) Y N-acetilmurámico (NAM), cadenas laterales

tetrapeptídicas, con residuos L y O aminoácidos y un puente péptidico

(Barrios, 1988; Murray y col., 2009).

------------_.
Figura 2. Esquema de la pared celular de E. coli. Fuente: Barrios, (1988).
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Además de las características inmunogénicas del antígeno O dellPS, las

proteínas formadoras de los flagelos en las cepas móviles y la cápsula de

las cepas que la producen son entre otros, los elementos antigénicos

conocidos como el antígeno H y el antígeno K, respectivamente. De

acuerdo a esto tres tipos de antígenos se ha establecido la estructura

antigénica de E. coli y su clasificación serotípica (Pacheco y Felipe, 1991; Máttar y

col., 2001; Rodríguez, 2002).

2.1 Estructura antigénica

• Antígenos somáticos (O), están constituidos por cadenas de

polisacárido procedente del lPS capsular, es el que le confiere la

especificidad serológica.

• Antígenos flagelares (H) son proteínas que se localizan en los

flagelos.

• Antígenos capsulares (K) presente en cepas con cápsula,

constituyen una barrera defensiva disminuyendo la capacidad de 105

anticuerpos para unirse a la bacteria, son un factor de virulencia

fundamental, porque impide la fagocitosis. los antígenos

capsulares (K) polisacáridos se han dividido a su vez en tres clases:

l, A, YB (Máttar y col., 2001; Rodríguez, 2002).

En la actualidad se reconocen 176 antígenos somáticos (O), 112

flagelares (H), y 60 capsulares (K). El antígeno "O" es el responsable

del serogrupo; la determinación del antígeno somático y flagelar (O:H)
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indica el serotipo, el cual en ocasiones puede asociarse con un cuadro

clínico en particular (Rodríguez, 2002).

2.2 Filogenia y factores de virulencia

Los factores de virulencia, son todas las estructuras o productos

bacterianos que intervienen en el proceso infeccioso. La capacidad de

las cepas patógenas de E. coli para causar los distintos tipos de

enfermedades intestinales y extraintestinales (Fig. 3) procede de la

expresión de múltiples factores de virulencia incluyendo: fimbrias,

adhesinas, sideróforos, toxinas, entre otros, que le permiten invadir

órganos, evadir la respuesta inmune y producir un estado tóxico en el

paciente (Blanco y coL, 1995; Soto, 2006; Ananias y Yana, 2008).

No todas las cepas de E. coli poseen la misma capacidad para causar

enfermedad, por lo que el tipo de interacción resultante entre el

microorganismo y hospedador, permite clasificar las cepas de E. coli

como comensales o saprófitos y patógenas. A su vez son

frecuentemente clasificados en patotipos de acuerdo con el tipo de

enfermedad que causan y por el conjunto de factores de virulencia que

posea (Máttar y coL, 2001; Rodríguez, 2002; Sousa, 2006; De Mello y coL, 2009).
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Abscesos
cerebrales

Septicemia

Bacteremia

Abscesos
hepáticos

Artritis séptica

Enfermedad
diarreica aguda

Osteomielitis

Meningitis

Neumonía

Abscesos
intrabdominales

Peritonitis

Infección del
tracto urinario

Celulítis

Infecciones de
heridas

Figura 3. Infecciones causadas por E. coli. Fuente: TUM. (S/F) disponible en:

http://www.doping-prevention.de/es/human-body/ (Modificado).

E. coli pueden ser asignada a uno de los cuatro principales grupos

filogenéticos: A, 81, 82 Y D, los cuales fueron identificados en función

de la variación alélica de genes codificantes de enzimas detectadas por

multilocus enzyme electrophoresis. Hoy en día, la caracterización del

grupo filogenético de una cepa se hace por medio de la técnica de

reacción en cadena de la polimerasa (PCR-múltiple). Así, las cepas

comensales (sin potencial patógeno) de E. coli pertenecen en su

mayoría a los grupos filogenéticos A y 81 Yse caracterizan por carecer

de muchos de los determinantes de virulencia que están presente en

las cepas patógenas. Las cepas comensales constituyen la mayor

población de la microbiota fecal, donde se encuentran adaptadas a una

pacífica convivencia con el hospedador, sin causar enfermedad

intestinal y sólo producen infección extraintestinal cuando existen
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factores favorables de riesgo por parte del hospedero humano. Las

cepas causantes de infección intestinal se incluyen en los grupos

filogenéticos A, 81 Y D o en linajes no clasificados y según el cuadro

clínico que provocan se han clasificado en 6 categorías de E. coli

causantes de enfermedad diarreica aguda (DEA): E. coli

enteropatógena (EPEC), E. coli enterohemorrágica (EHEC), E. coli

enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli

enteroinvasiva (EIEC) y E. coli con adherencia difusa o

enteroadherente (DAEC). Los seis patotipos intestinales de E. coli

tienen características únicas en sus interacciones con las células del

hospedero (Máttar y coL, 2001; Rodríguez, 2002; Andreu, 2005; Soto, 2006; Karisik y coL,

2008; De Mello y coL, 2009).

Por otra parte, las cepas causantes de enfermedad extraintestinal,

como infecciones del tracto urinario, septicemia, meningitis, conocidas

con el acrónimo ExPEC pertenecen en su mayoría al grupo filogenético

82 y en menor frecuencia al o. Estas cepas son conocidas con

designaciones más restrictivas para patotipos causantes de síndromes

específicos. Así, E. coli asociada a meningitis es conocida como

MNEC, las asociadas a sepsis son llamadas SEPEC y las

uropatógenas como UPEC. Estas cepas comparten muchos factores

de virulencia, además algunos clones pueden causar varios tipos de

infección (Soto, 2006; Ananias y Vano, 2008; De Mello y coL, 2009).
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Entre los factores de virulencia presentes en la mayoría de las cepas

ExPEC, destacan los factores implicados en la adherencia de las

bacterias a las células o adhesinas (fimbrias tipo S y fimbrias tipo P),

factores que permiten evitar o sobrevivir a los sistemas de defensa del

hospedero (como cápsulas y lipopolisacáridos), mecanismos de

adquisición de nutrientes (siderófos, sistemas de adquisición de hierro),

mecanismos de resistencia al suero, proteasas, invasinas y toxinas

(hemolisina y factor citotóxico necrosante) (Tabla 1) (Blanco y col., 1995;

Soto, 2006; Ananias y Yana, 2008; Karisik y col., 2008; Ribeiro y col., 2008).

los genes de virulencia de ExPEC, están frecuentemente localizados

en plásmidos, transposones, bacteriófagos o islas de patogenicidad

(1 P) que son elementos genéticos móviles que pueden transmitirse

vertical y horizontalmente de una cepa a otra. Además pueden albergar

genes relacionados con resistencia a los antimicrobianos, tales como 13­

lactamasas de espectro extendido (BlEE) (Soto, 2006; Ananias y Yana, 2008;

Karisik y col., 2008; Ribeiro y col., 2008; Zalewska y col., 2009).

los principales genes de virulencia descritos para ExPEC son los

relacionados con las adhesinas (fimbrias), toxinas, sideróforos y

capsulares. Sin embargo, también han sido descritos otros genes de

virulencia entre los que destacan el gen que codifica la invasión de las

células endoteliales de la microvasculatura cerebral (ibeA) , resistencia

al suero (traD, colicina V (cvaC) , proteínas uropatógenas específicas

(usp) entre otros (Soto, 2006; Karisik ycol., 2008).
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Tabla 1. Principales factores de virulencia de E. col; causante de
infecciones extraintestinales.

Superficie Función

Fimbrias P
(alelos " 11 Y111)

Fimbriadas Fimbria tipo 1
Fimbria F1C

Adhesinas
FimbriaS Media la adherencia de la

bacteriana
Adhesinas del

No fimbriadas antígeno Dr
(adhesinas X) Adhesinas AFA y

AFAIII
Adhesina M

Flagelo Movilidad y adaptación
Efecto antifagocitario,

anticomplemento, resistencia al
Cápsula K1, K2, K13, K5 suero y evasión del sistema

inmune

Mecanismos
Efectos endotóxicos, antigeno

evasores 06, 04, 01, 02,
0, inducción de citoquinas,

de las
Lipopolisacaridos

018,083,07
resistencia al suero,
inmunoadvuvante

defensas
del

Proternas de membrana externa Receptor y transporte
hospedero

Resistencia al suero
Proteína TraT *Aumenta la virulencia de la

*Plásmidos Col V bacteria

Expo~do FUlíción

a-hemolisina Citotoxicidad, hemolisis

Factor citotóxico necrosante
Interferencia en la fagocitosis y

apoptosis
Toxinas

Toxina citoletal distensiva
Citolisina A Citotoxicidad

Toxina secretada autotransportadora
Sistema de Aerobactina
captación

Yersiniabactina Captación de hierro
de hierro

(sideróforos) Enterobactina

Invasinas del endotelio
Permite la invasión de cepas

Invasinas
cerebral

Antígeno Kl de E. coli al sistema nervioso
central de neonatos

Fuente: Pacheco y Felipe, (1991); Emody y col., (2003); Andreu, (2005).
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Tabla 2. Principales genes de virulencia de E. coli causante de
infecciones extraintestinales.

Factor de Factor relacionado Genesvirulencia

Fimbria tipo 1 fimH

Fimbria S sfaDIE
Fimbria P papC

Adhesinas Adhesina no fimbriadas afaBIC
Adhesina no fimbriadas -3 afaBle 11/
Adhesina no fimbriadas -8 afaE-B

Adhesina fimbriadas P
papG (alelos

1, fI Y 11I)

Cápsula
Grupo capsular 2 (K1/K5) kpsMTII

Grupo capsular 3 kpsMTIII

Aerobactina iucD
Siderofos Yersiniabactina fyuA

Salmochelina ¡roN

Hemolisina hlyA
Toxinas Factor citotóxico necrosante tipo 1 cnf1

Toxina secretada autotransportadora sat
Toxina citoletal distensiva cdtb

Invasinas del endotelio cerebral ibeA
Resistencia al suero traT

aumento de resistencia al suero iss
Varios Colicina V (bacteriocina) cvaC

Proteasa T (proteína de membrana externa) ompT
Proteínas uropatógenas específica usp

Adhesina homologa a irga de Vibrio cholerae iha
Adhesina especifica del grupo sanguíneo M bmaE

Fuente: Ananías y Yano, (2008); Karisík y col., (2008); De Mello y col., (2009).

3. Resistencia de E. coli a los antibióticos 13-lactámicos

3.1 Antibióticos 13-lactámicos

Uno de los grupos de antibióticos más importantes, desde el punto de

vista histórico como clínico, es el grupo de los 13-lactámicos, los cuales

se han empleado en el tratamiento de infecciones bacterianas debido a

su baja toxicidad y a su amplio espectro bacteriano (Perozo ycol., 2007).
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Los antibióticos 13-lactámicos constituyen una amplia familia, en la que

se incluye a las penicilinas, cefalosporinas, cefamicinas, carbapenemos

y monobactámicos, entre otros antibióticos clínicamente útiles. Los

antibióticos (3-lactámicos son antibióticos de acción bactericida, que

actúan sobre la fase final de la síntesis del peptidoglicano, impidiendo

la síntesis de la pared celular bacteriana, a través de la inactivación de

una o varias proteínas (transpeptidasas) de unión a penicilina (PBP);

esto es debido a la similitud estructural que presenta con el extremo D­

alanina-D-alanina del pentapéptido que enlaza las cadenas de N­

acetilmurámico y N-acetilglucosamina del peptidoglicano (Perozo y col.,

2007; García y col., 2011).

En presencia del antibiótico, las transpeptidasas hidrolizan el enlace

amida del anillo (3-lactámico y se forma un éster estable entre el

compuesto hidrolizado y un grupo hidroxilo de la serina del sitio activo

de enzima, con ello se inhibe la transpeptidación, se desestabiliza la

pared celular y finalmente se produce la lisis bacteriana mediada por

autolisinas (Araya y col., 2007; García y col., 2011).

3.2 Resistencia a los ¡3-lactámicos

La resistencia bioquímica a los antibióticos (3-lactámicos se puede

atribuir a cuatro mecanismos principales:

1. Alteración de la diana (PBP)

2. Disminución de la permeabilidad
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3. Mecanismos de eflujo o expulsión del antibiótico

4. Inactivación enzimática por [3-lactamasas

a. 13-lactamasas cromosómicas

b. 13-lactamasas plasmídicas

b.1 [3-lactamasas de espectro extendido (BlEE)

El mecanismo de resistencia más utilizado por los bacilos

gramnegativos para adquirir resistencia a los antibióticos [3-lactámicos,

ya sea de manera natural o adquirida, es la inactivación de las drogas

por las enzimas denominadas [3-lactamasas. Estas enzimas hidrolizan

el enlace amida del anillo [3-lactámico, formando compuestos inactivos

(Zemelman y coL, 2002; Perozo y coL, 2007; García y coL, 2011).

Modd";·eooron
delsitbbl=
del antiblOtico.,.

Figura 4. Mecanismos de resistencia a los antibióticos 13-lactámicos.

Fuente: Moreno y col., (2009).
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3.2.1 f3-lactamasas de espectro extendido (BlEE)

Las BLEE son enzimas que hidrolizan las penicilinas, cefalosporinas de

amplio espectro y monobactámicos. Son inhibidas por los inhibidores

de p-Iactamasas como el ácido clavulánico, sulbactam y tazobactam y

no afectan las cefamicinas, ni los carbapenemos (Morales, 2003; González y

col., 2007; De Oliveira y col., 2009; Lezameta y col., 2010). Las BLEE han

evolucionado como resultado de mutaciones en el centro activo de las

f3-lactamasas plasmídicas clásicas TEM y SHV excepto la CTX-M.

Estas mutaciones originan cambios en la secuencia de la cadena

aminoacídica, como respuesta a la presión ejercida por el amplio uso

de las cefalosporinas de tercera generación, permitiendo modificar su

perfil de sustrato, mejorando su capacidad de hidrólisis frente a los 13­

lactámicos de amplio espectro. Estas enzimas son principalmente

codificadas por elementos extracromosómicos como los plásmidos

(Cortés y col., 2006; Perozo y col., 2007; García y col., 2011).

Las BLEE son clasificadas de acuerdo con dos sistemas generales, el

de Ambler (1980) basado en la estructura molecular (secuencia de

aminoácidos) y el de Bush, Medeiros y Jacoby (1995), sustentado en

similitudes funcionales (sustratos, propiedades fenotípicas) (Cortés y col.,

2006; Lezameta y col., 2010). De acuerdo con el esquema de Ambler las 13­

lactamasas pueden dividirse en cuatro clases moleculares diferentes

(A, B, C y D), cada una con una secuencia de aminoácidos distinta,

donde las BLEE derivadas de SHV y TEM pertenecen a las enzimas de
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clase A, mientras que las BLEE derivadas de OXA pertenecen a la

clase O (Tabla 3). En la clasificación de Bush, Medeiros y Jacoby, las

BLEE se iocalizan en dos subgrupos del grupo 2, ilamados 2be y 2d,

en los cuales se ubican las BLEE derivadas de TEM, SHV y CTX-M y

las derivadas de OXA, respectivamente (Cortés y col., 2006).

3.2.2 Tipos de p-iactamasas de espectro extendido (BlEE)

3.2.2.1 TEM: Las ~"Iactamasas TEM"1 se encuentran diseminadas

en todo el mundo, y son en la actualidad, el mecanismo de

resistencia más común de las bacterias gramnegativas al grupo de

los p-iactámicos, aislándose con mayor frecuencia en cepas de E.

coli yen Klebsiella pneumoniae. La detección de la enzima TEM-1

se reportó por primera vez en 1965 a partir de un aislado de E. eoíi.

En la actualidad existen al menos unas 150 p-Iactamasas tipo TEM

(Cortés y col., 2006; Harada y coL, 2008).

3.2.2.2 SHV: La mayoría de las enzimas SHV se encuentran en

cepas de K. pneumoniae. Sin embargo, también se han identificado

en Citrobacter diversus, E. coíi y Peudomonas aeruginosa. En la

actualidad existen alrededor de 100 tipos diferentes de SHV. La

enzima progenitora, SHV-1, sólo tiene actividad contra penicilinas

de amplio espectro, y las cefalosporinas de espectro reducido

como cefaiotina y cefaloridina pero, como resultado de mutaciones

puntuales, su espectro ha sido ampliado a cefalosporinas de

tercera generación, denominándose así SHV-2. Esta enzima fue
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descrita por primera vez en Alemania en 1983, a partir de una cepa

de Klebsiella ozaenae (Cortés y col., 2006; González y col., 2007; Harada y col.,

2008j.

Tabla 3. Clasificación de las 13-lactamasas bacterianas.

I3-lactamal!a Bush,Medeirosy

~ SWltratoJaCQby (Aro .

TEM-1,TEM-2,
Bencilpenicílinas, Aminopenicilinas,

o o 2b A Carboxipenicilina~, Ureidopenicilinas,
~-o SHV-1

Cefalosporinas de espectro estrecho'Olll
0):::a. a.
tIlE OXA-1 a OXA- El mismo sustrato de TEM-1, TEM-2,Wlll

2d D 10.PSE-2 (OXA- SHV-1, más c1oxacilina. meticilina y
10) oxacilina

TEM-3 aTEM-

2be
26, SHV-2 a

SHV-6, K1 ele

A
K. OXYLeCa El mismo sustrato el grupo de espectro

W 2br
TEM-30 a TEM- ampliado mas cefalosporinas de tercera

W 36.. TRC-1 generaciÓll • y aztI'eonam
..J

~ Io
OXA-1 a OXA-

El mismo suslmto el gJ1JpO de especlro
"O
i5 2d D 10 ampliado mas cefepima para algunas
e enzimas
~
e El mismo sustrato el grupo de espectro
o Familia CTX-M ampliado mas cefepima para algunasO)
a. enzimastIl
W Otras (BES-t ,

familia GES/IBC.
ND A PER-1. PlOR-2,

SFQ-1, TLA-1. El mismo sustrato de la familia TEM y
VEB-1 y VEB-21 SHV
ACC-1. ACT-1,
CFE-t. familia

ü CMY, DHA-1,
a. ND C DHA-2, familiaE El mismo sustrato del grupo de espectro« FOX. familia

LAT, MIR-1,
ampliado mas cefamicinas'

MOX-i y MOX-2
Familia IMP. El mismo sustrato del grupo de espectro

ND B familiaVIM, extendido más cefamicinas' y

rJl GIM-1 v SPM-1 carbanenémico5
as
rJl
III KPC-1, KPC·2 y El mismo sustrato del grupo de laE ND AO) KPC-3 familia IMP, familia VIM, GIM-1 y SPM·1
53

I I I
a.
III OXA-23, OXA·€
III 24,OXA-25,

El mismo sustrato del grupo de laü ND O OXA-26, OXA-
27,OXA-40y

familia IMP, familia VIM, GIM-1 y SPM·1

OXA-48

No deienl'liflsdo (ND) • Ben:zilpeniciliflss, pellicilfna G, stninopenicilinas,ammdcilina y ampicilina;
carboxipenicilinas, carbenicilina y ticarcilina; ureidopenicilinas, piperacilina, cefalosporinad de espectro
estrecho. cefa.wJina,. cefalotinaTcetamandol y eefuroximaT entre otras~ cefaJosporinas. de tercera generaciÓll,
cefotaxima, cefpodoxima, ceftazidima, y ceflriaxona, carbapenemos, ertapenem, imipenem, y meropenem,
cefamicinas, cefotetan, cefoxitina.

Fuente: Cortés y ca!., (2006).
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3.2.2.3 eTX-M: En í 989, se informó la existencia de un aislamiento

clínico de una cepa de E. coli resistente a la cefotaxima, con

características de ser productora de BLEE no TEM, no SHV, por lo

cual fue designada como CTX-M-1 (conocida como MEN-1 desde

1992), por su actividad hidrolítica frente a ia cefotaxima (Cortés y col.,

2006; Harada y col., 2008; Mantilla y coL, 2009).

En la actuaiidad, las p-iactamasas de tipo CTX-M, son

consideradas las más ampliamente diseminadas en el mundo.

Estas se haiian codificadas en piásmidos transferibies y la mayoría

se encuentran en enterobacterias tales como Salmonella spp., E.

coii, K. pneumoniae, C. freunáii, P. mirabiiis, E. cioacae y E.

aerogenes. Estas enzimas denominadas cefotaximasas, se

caracterizan por hidrolizar eficientemente ia cefotaxima, y pueden

conferir a las bacterias que las producen altos niveles de

resistencia contra otras cefalosporinas de tercera generación. De

igual forma, también presentan altos niveles de resistencia a los

monobactámicos, y niveles variables de resistencia contra

cefalosporinas de cuarta generación. Estas enzimas son inhibidas

por el ácido ciavuiánico, suibactam y tazobactam (Cortés y col., 2006;

Harada y coL, 2008; Dubois y coL, 2009; Mantilla y coL, 2009).

Actuaimente, se han descrito más de11O variantes de CTX-M,

clasificadas de acuerdo con la similitud de sus secuencias de

aminoácidos en 5 grupos filogenéticos: CTX-fvi-1, CTX-fvi-2, CTX-
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M-8, CTX-M-9 y CTX.M-25. El grupo CTX-M-1 incluye 6 enzimas

mediadas por plásmidos (CTX-M-1, CTX-M-3, CTX-M-10, CTX-M­

12, CTX-ivi-15 Y FEC-1) y las enzimas no publicadas CTX-M-22,

CTX-M-23 y CTX-M-28; el grupo CTX-M-2 está conformado por 8

enzimas (CTX-M-2, CTX-M-4, CTX-M-4l, CTX-M-5, CTX-M-6,

CTX-M-7, CTX-M-20 y Toho-1), mientras que el grupo CTX-M-8

está representado por una sola enzima. El grupo CTX-M-9 consta

de 9 enzimas (CTX~M-9, CTX~M~13, CTX-M~14, CTX-M-16, CTX­

M-H, CTX-ivi-19, CTX-M-21, CTX-ivi-27 y Toho-2) y otras dos

enzimas no publicadas, una de ellas es la CTX~M-24 y por último,

el grupo CTX-M-25 que incluye soló 2 enzimas (CTX-M-25 y CTX­

M-26) (Bonnet, 2004; Mantilla y col., 2009).

Esta familia de BlEE se encuentra estrechamente relacionada con

las 13~lactamasa cromosómicas (AmpC) provenientes de distintas

especies del género Kiuyvera. Se considera que los grupos CTX­

M~1 y CTX~M-2 derivan de las 13-lactamasas cromosómicas de

Kiyuvera ascorbata, mientras que íos grupos CTX-M-8 y CTX-M-9

derivan de las 13~lactamasas cromosómicas de Klyuvera georgiana

(Haiada y col., 2008; Mantilla y col., 2009).

3.2.2.4 OXA: A diferencia de TEM y SHV, las BlEE derivadas de

OXA pertenecen a la clase molecular O de Ambler (oxacilinasas) y

al grupo funcional 2d. Presentan una gran actividad hidrolítica

contra oxacilina, cloxacilina, meticilina, ureido y aminopenicilinas, y
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son inactivadas por los inhibidores de p-Iactamasas en forma

variable. En la familia de 13-lactamasas OXA, pocas expresan el

fenotipo BlEE, estas enzimas han sido aisiadas, principalmente, en

P. aeruginosa, pero también en Enterobacteriaceae (Cortés y col., 2006;

Harada y col., 2006).

4. Importancia clínica y epidemiológica de E. col; productoras de

BlEE

Hasta finales de jos años noventa la mayoría de las BlEE se aislaban

en cepas de K. pneumoniae implicadas en brotes nosocomiales. Sin

embargo, estudios recientes afirman que ha ocurrido un cambio

epidemiológico en cuanto a los tipos de BlEE más prevalentes y su

distribución en la población bacteriana. En este contexto, E. coli

emerge como uno de los patógenos extraintestinales más frecuentes

productores de BlEE tipo CTX-M en infecciones urinarias y

bacteriemias nosocomiales (Mantilla y col., 2009; García y col., 2011, Pitout, 2012).

Actualmente se desconoce la prevalencia real de E. coli productoras

de BlEE, pero su incidencia es creciente. los últimos datos

registrados por ei Sistema de Vigilancia de ía Resistencia a íos

Antibióticos de Europa (por sus siglas en inglés EARSS), organismo

que se encarga de monitorear ¡as resistencias antibióticas en

patógenos invasivos, muestra un aumento en la frecuencia de E. coli

resistente a eefalosporinas de tercera generación en Europa entre los

años 2006 y 2008, con una prevalencia de E. coli productora de BlEE
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entre el 1-5%, siendo algo más alta en España con un 5-10%.

Mientras que en países como Irlanda, Italia y Portugal, ya se sitúan en

una frecuencia del 10-25% (García y co!., 2011, Pitout, 2012).

En Estados Unidos, García y coL, (2011) señalan que la situación es

distinta yen las conclusiones del estudio MYSTIC apuntan hacia una

tendencia a la baja en los aislamientos de cepas productoras de BLEE

tanto en E. coli como en K. pneumoniae. Sin embargo, las enzimas

CTX-ivi que eran extremadamente raras, en los últimos años se han

incrementado de modo notable, principalmente en cepas de E. coJi en

algunas zonas de dicho país (McGettígan y col., 2009; Sídjabat y col., 2009).

En Latinoamérica, las BLEE representan un importante problema de

salud pública, con proporciones alarmantes, debido a su rápida

propagación, por io que se reportan altas tasas de prevalencia en

países como Colombia, Guatemala, Uruguay, Perú, México,

Venezuela, Ecuador, Argentina, Chile, Panamá y BrasiL Las enzimas

más comunes en esta región son SHV-2, SHV-4, SHV-5, CTX-M-2,

CTX-M-S, CTX-M-9, PER-2 y recientemente la presencia de CTX-M-15

en aislados de E. coli (Morales y coL, 2005; Andrade y coL, 2006; Vignoli y coL, 2006;

CastiO y coL, 2008; Gaitán y Espinal, 2009; Pitoüt., 2010).

En Venezuela, se reaiiza ia vigilancia de la resistencia bacteriana a los

antimicrobianos desde el año 1987, cuando se creó el Programa

Venezolano de Vigilancia de Resistencia Bacteriana a los
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Antimicrobianos. Desde entonces, se ha observado un incremento

marcado en la producción de BlEE en cepas de E. coli y K.

pneumoniae, con sensibilidad disminuida a las cefalosporinas de

tercera generación, con frecuencias del 29% y 39% para ceftazidima y

cefotaxima, respectivamente (Comegna ycol., 2000).

Para los años 2000 y 2004, Araque y col., lograron determinar la

presencia de BlEE SHV-S y TEM-1 en cepas de K. pneumoniae

procedentes de la Unidad de Cuidados intensivos Neonatal del

Hospital Universitario de los Andes, en el estado Mérida.

Posteriormente Torres y coL, (200Bj, realizaron la detección fenotípica

y molecular de BlEE en 224 aislados de enterobacterias procedentes

de ocho centros de salud de Caracas, reportando 91,1 % de las cepas

analizadas como productoras de BlEE, y de esta, el 72% fueron del

grupo SHV y el 21% del grupo CTX-M. Esta investigación permitió

realizar el primer reporte conocido de la presencia de CTX-M en

Venezuela. Por su parte Vergara y col., (2007j, evaluaron la frecuencia

de enterobacterias productoras de BlEE en la Maternidad

"Concepción Palacios" Caracas, en aislados de hemocuitivos, puntas

de catéter, orina y secreciones, reportado un 80% de enterobacterias

productoras de BlEE. En el mismo año, Sandrea y coi., (2007j

determinaron la frecuencia de enterobacterias productoras de BlEE

aisladas de hemocuitivos en el Hospital Universitario de Maracaibo,

registrando un 39,48% de enterobacterias productoras de BlEE,
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siendo K. pneumoníae y E. coií ¡as especies predominantes. También

en el estado Zulia, en el Centro de Referencia Bacteriológica del

Servicio Autónomo del Hospital Universitario de Maracaibo, Perozo y

Castellano., (2009) encontraron una alta incidencia de BLEE en las

especies de enterobacterias procedentes de pacientes hospitalizados

en Terapia Intensiva. Mientras que Guzmán y Alonso., (2009)

detectaron la presencia de BLEE (TEivi-l, SHV-S-2a y CTX-ivi-2) en

cepas de K. pneumoniae aisladas de pacientes con infección

nosocomiai en el Estado Sucre. Posteriormente, Ghigiione y col.,

(2010) lograron determinar la presencia de CTX~M·2 en cepas de K.

pneumoniae aisladas de pacientes de ia Unidad de Aito Riesgo

Neonatal del Hospital Universitario de Los Andes y Millán y col., (2011)

reportaron la presencia de CTX-ivi-14 en una cepa de Citrobacter

freundii aislada en la comunidad, en el estado Mérida.

Sin duda, ia prevalencia de ios diferentes tipos de BLEE y su

distribución no es un fenómeno estático, sino que se observa una

intensa dinámica de expansión territorial de las distintas cepas,

producto de los cambios en el ámbito clínico en el que se aíslan y al

surgimiento de bacterias que co-expresan varios tipos de BLEE (García y

coL,2011).

Con base en una exhaustiva revisión bibiiográfica realizada, en

Venezuela aún se desconoce la distribución de la producción de BLEE
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tipo CTX-M, y los subgrupos de CTX-M en patógenos bacterianos que

circulan en las unidades hospitalarias de alto riesgo.

5. Tipificación y epidemioiogía molecuiar de E. col1 productora BLEE.

la tipificación molecular es indispensable en el control epidemiológico

de las infecciones producidas por patógenos bacterianos productores

BlEE, su caracterización permite determinar la relación clonal existente

entre las cepas, conocer el número y tipos de ciones circuiantes,

detectar la presencia de un brote e identificar la fuente de infección o

reservorio y los vehículos o vías de transmisión. Asi mismo, se puede

evaluar la eficacia de las medidas de control implementadas para evitar

la diseminación de ciones y diferenciar entre casos aislados, brote y

epidemia (Fernández, 2004).

Actualmente, se cuenta con diversas técnicas de tipificación molecular

para el estudio de patógenos productores de BlEE. En su mayoría,

estas técnicas se fundamentan en ei análisis del ADN genómico o

extracromosomal tales como: el polimorfismo del ADN amplificado al

azar (por sus siglas en inglés RAPD), el análisis del polimorfismo de la

longitud de los fragmentos de restricción (por sus siglas en inglés

RFLP), la eiectroforesis en gel de campo pulsado (por sus siglas en

inglés PFGE). Esta última, es considerada la prueba de elección para

el seguimiento de ios brotes causados por microorganismos

productores de BlEE a nivel hospitalario, ya que permite demostrar la
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transmisión clonal de forma horizontaL Sin embargo, se han descrito

otras técnicas como la amplificación de secuencias repetitivas

palindrómicas extragénicas (por sus sigías en ingíés Rep-PCR) y

amplificación de las secuencias consenso repetitivas intragénicas de

enterobacterias (por sus sigías en ingíés ERIC-PCR), las cuales han

sido utilizadas ampliamente en estudios epidemiológicos y sus

resultados son comparables con PFGE (Máttar yMartlnez., 2007). La elección

de un método de tipificación molecular depende de una serie de

factores, tales como: fácil operación e interpretación, rapidez,

tipeabilidad, costo, asi como el poder de discriminación y

reproducibilidad del método (Fernández, 2004).

En consecuencia, resulta de gran importancia estudiar las estrategias

adoptadas por los microorganismos en la adquisición y mantenimiento

de los determinantes de patogenicidad y resistencia, asi como las

relaciones genéticas o c10nales entre cepas aisladas en una población

o área determinada mediante diversos métodos de tipificación. Por

tanto estos estudios permitirán orientar y evaluar las políticas que se

adopten para el eontrol, preveneión y vigilaneia de patógenos

nosocomiales (Fernández, 2004; Máttar yMartínez., 2007 yAlvarez, 2010).
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MATERIALES Y MÉTODOS

1. Cepas bacterianas

Se estudió una colección de 22 cepas de E. coli con sensibilidad

disminuida a las cefaiosporinas de amplio espectro, aisladas de

hemocultivos de neonatos con septicemia nosocomial recluidos en el

Hospital Central Universitario "Dr. José María Vargas" de San Cristóbal

Estado Táchira, Venezuela durante el año 2010. Estas cepas fueron

enviadas al Laboratorio de Microbiología Molecular de la Facultad de

Farmacia y Bioanálisis, Universidad de Los Andes para su estudio y

caracterización genética.

2. Reactivación de las cepas

El proceso de reactivación se realizó subcultivando las cepas de E. coli en

caldo BHI (BBLTM) Y posteriormente, en agar MacConkey (Himedia ®)

para verificar su pureza.

3. Caracterización fenotípica

3.1 Confirmación de la identificación microbiológica

La identificación bacteriana se confirmó utilizando las galería APi

20E (BIOMERIEUX), de acuerdo a lo descrito en el protocolo del

proveedor.
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3.2 Detección fenotípica de BLEE, AmpC y la determinación de la

susceptibilidad antimicrobiana

las cepas con resistencia a los antibióticos p-Iactámicos de amplio

espectro fueron evaluadas fenotípicamente para la detección de

BlEE, mediante la prueba del doble disco, según lo descrito por

Cl51 (2011). Para ello, se inocularon las placas de agar Mueller

Hinton (Himedia ®) con ias cepas probiemas a partir de un inócuio

equivalente al patrón 0,5 de McFarland. Posteriormente, se colocó

un disco de amoxicilina/ácido clavulánico (SD SSlTH) (20/10 IJg) en

el centro de la placa y a los lados, a 15 mm de distancia (de borde

a borde), se ubicaron los discos de ceftazidima (BO 8BLTH
) (30 ug)

y cefotaxima (SD BSLTH) (30 IJg). Luego, se incubaron a 37 oC

durante 24 horas y se realizó la lectura de la prueba.

Una visible distorsión e incremento del halo inhibitorio entre los

discos de cualquiera de las cefalosporinas y el disco de

amoxicilina/ácido ciavulánico se consideró como positivo para ia

presencia de BlEE (Fig. 5). Para la detección fenotípica de BlEE

se utilizó como control negativo la cepa de E. coii ATCC 25922 y

como control positivo K. pneumoniae lMM60 (BlEE +).

la detección fenotípica de la enzima AmpC se realizó según la

metodología descrita por Jure y coL, (2011), con algunas

modificaciones. la presencia de ésta enzima se investigó mediante
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una prueba de sinergia, en la cual se colocó un disco con ácido 3­

aminofenilborónico (AFB 300) Y uno de cefoxitina (BD BBLTH) (30

IJg) a 15 mm de distancia entre borde y borde. Bajo las mismas

condiciones que para la detección de BLEE. Se consideró un

resultado positivo cuando se observó un incremento en el halo de

inhibición entre el disco de cefoxitina (FOX) y el del ácido 3­

aminofenilborónico (AFB). Se utilizó como control positivo ia cepa

E.coli LMM77913 (AmpC+) y negativo la E. coli ATCC 25922 (Fig.

6).

Figura 5. Prueba dei dobie disco, para ia detección jenotípica de BlEE.

Cefotaxima (CTX), amoxicilina/ácido clavulánico (AMC), ceftazidima (CAZ).

Füente: Laboratorio de tv1icrobiología tv10lecülar (Facültad de Farmacia y BiüanaHsis. ULA).
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Figura 6. Prueba de sinergia con discos de acido 3-aminofeniiborónico

(AFB) y cefoxitina (FOX), para la detección fenotípica de BLEE

AmpC. Fuente: Laboratorio de Microbiología Moiecuiar (Facuitad de Farmacia y Bíoanáiisis.

ULA).

La susceptibilidad a los agentes antimicrobianos, se realizó por

concentración inhibitaria mínima (CIM), mediante el método de dilución en

agar, de acuerdo a lo establecido por CLSi, (20i -1). Los antimicrobianos

evaluados fueron: ceftazidima (Distriquimica S.A), cefotaxima (Genven),

cefoxitina (Merck Sharp), ceftriaxona (Kopran Limited),

piperacilinaltazobactam (Wyeth), ertapenem (Merck Sharp and Dohme),

meropenetll (Richet), gentamicina (Quim-Farm C.A), tobramicina

(Eurofarm Limited), aztreonam (Bristal Myers Squibb, SL), colistina

(GlaxoSmithkline) y tigeciciina (Vvyeth). Se utiiizó como cepa control para

estos ensayos E. co/i ATee 25922. Se consideró como fenotipos

muitirresistentes todas aqueiias cepas que presentaron resistencia por jo

menos a 3 antibióticos de grupos diferentes.
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22 cepas de E. coli
E. coli ATCC 25922

Preparación del inoculo bacteriano de las cepas
problemas y la cepa control E. coli ATCC 25922

ajustado a la turbidez del Patrón 0.5 de McFartand

Dilución 1:10 de la suspensión bacteriana
ajustada al patrón 0.5 McFartand

Preparación de las diluciones y elaboración de las placas
de agar Multer Hinton para c/u de los antimicrobianos a

evaluar según lo establecido por CLSI. (2011)

Antimícrobianos :
Cefoxitina (1-64IJg/mL)

Ceftazidima (0.03-32IJg/mL)
Cefotaxima (0.015-SlJg/mL)
Ceftriaxona (O.015-SlJg/ml)
Ertapenem (0.002-2IJg/mL)

Meropenem (O.OO....SlJg/mL)
Piperacilinaltazobactam (O.5-256IJg/ml)

Aztreonam (O.03-32IJg/ml)
Tobramicína (O.125-32¡Jg/mL)
Gentamicina (O.125-32IJg/mL)

Colistin (0.25-4IJg/mL)
Tigeciclina (O.015-321Jg/mL)

Inocular 21.lL dI:' la suspl:'nsión bactl:'riana I:'n
las placas de agar Multer Hinton con las

.
../... .._d_i_IU_c_io_n_e_s_co_r_re_s_

p
_o-=n_d_ie_n_te_s_8_c_a_d_8_u_n_o_d_e...../' los antimicrobiano a evaluar

Incubar a 37"C por 24 horas

Realizar la lectura de cada placa de acuerdo 8
los criterios establecidos por ClSI, (2011)

Figura 7. Representación esquemática del método de concentración

inhibitoria mínima (CIM) por dilución en agar. Fuente: laboratorio de

MieroUióltlgía Móleeülar (FaG-ultad de farmacia y BíOarlálís-is. üLA).
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4. Caracterización genética

4.1 Extracción del ADN

Para la extracción del ADN fueron resuspendidas varias colonias

provenientes de cultivos frescos en 200 ~I de agua destilada estéril,

las cuales se mezclaron por vortex por algunos segundos, luego la

suspensión se llevo al congelador (-20 00) durante 30 mino

Posteriormente, la suspensión fue sometida a ebullición (100 OC)

en baño de María durante 15 mino Los residuos celulares se

separaron por centrifugación (13.000 rpm durante 5 min a

temperatura ambiente), y el ADN disuelto en el sobrenadante se

recuperó en un tubo eppendorf estéril y se preservó a -20 oC, hasta

su uso inmediato.

4.2 Detección de los genes blaTEM, biaSHV, y biaCTX. M

La detección de los genes que codifican para la familia TEM, SHV

y CTX- M, se realizaron por amplificación a través de la reacción en

cadena de la polimerasa (POR), utilizando los iniciadores que se

describen en la Tabla 4. La mezcla de reacción se ajustó a un

volumen final de 25 ¡.JL, Y estuvo compuesta por 2,5 ¡.JL del buffer

de reacción (10X), 1,25 ¡.JL de MgOl2 (50 Mm), 1,5 ¡.JL de dNTPs (10

m¡.J; FUNDAIM), 2,5 ¡.JL de cada iniciador (10 pmol/¡.JL), 0,3 ¡.JL de la

Taq polimerasa (5 UI¡.JL: FUNDAIM), 11,45 ¡.JL dé agua bidéstilada

uftrapura y 3 ¡.JL del ADN extraído. Las PCR se realizaron en un

termociclador Perkin Elmer Gene Amp. PCR System 2400. Las
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condiciones de amplificación se señalan en la Tabia 5, de acuerdo

a lo descrito por Di Conza y col., (2002) y Eckert y coL, (2006).

Los productos de amplificación se observaron en geles de agarosa

al 1%, en TAE 1X, teñidos con bromuro de etidio (50 ¡.Jg/ml;

Sigma), y fotografiados a través del sistema UVP Biodoc-It System.

Como marcador de peso molecular se utilizó una escalera de 1kb

(BIONEER). La corrida electroforética se realizó a 80V durante 30

mino

4.3 Detección de los genes blaCTX M-1, blaCTX M.2, blaCTX M- 8, blaCTX M- 9 Y

blaCTXM-25

Las cepas que resultaron positivas a la detección de genes CTX-M,

se les identificó en un segundo paso de amplificación el grupo al cual

pertenecen, para ello se realizaron las amplificaciones de PCR en un

volumen final de 25 ~l. La mezcla de reacción fue igual a la descrita

anteriormente y los iniciadores que se utilizaron se señalan en la

Tabla 4. Las condiciones de amplificación se realizaron según lo

descrito por Di Conza y col., (2002) y Eckert y col., (2006) (Tabla 5).
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Tabla 4. Iniciadores empleados en la amplificación de los genes de
BLEE tipo: TEM, SHV y CTX-M.

Gen Iniciadores

--- ... ,~ ..~~ .~'" '-' '-"".-- - .."",-'~" . -""~ .._-,,-~,~;--_.-

blaTEM
F: 5'- ATA AAA TTC TIG AAG ACG AAA - 3'

R: 5'- GAC AGT TAC CAA TGC TTA ATC A - 3'

blaSHV
F: 5'- GGG TTA TIC TTA TTT GTC GC - 3'

R: 5'- TTA GCG TTG CCA GTG CTC - 3'

blaCTX-M
F: 5'- ATG TGC AGY ACC AGT AAR GTK ATG GC - 3'

R: 5'- CCG CTG CCG GTY TTA TCV CCS AC - 3'

blaCTX-M-1
F: 5'- ATG GTT AAA AAA TCA CTG C - 3'
R: 5'- GGT GAC GAT TTT AGC CGC - 3'

blaCTX-M-2
F: 5'- TTA ATG ATG AGT GAG AGG ATT C - 3'
R: 5'- GAT ACC TCG CTC CAT TTA TIG C - 3'

blaCTX-M-8
F: 5'- TGA ATA CTT CAG CCA CAC G - 3'

R: 5'- TAG AAT TAA TAA CCG TCG GT - 3'

blaCTX-M-9
F: 5'- AAC ACG GAT TGA CCG TCT TG- 3'

F: 5'- TTA CAG CCC TTC GGC GAT- 3'

blaCTX- M- 25
F: 5'-CGC CGA IAA CAC GCA GAG- 3'

F: 5'-CGG CTC CGA CTG GGT GAA GTA- 3'

Fuente: Di Conza y col., (2002) y Ecl<ert y col., (2006).
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--..J

Tabla 5. Condiciones de amplificación de los genes blaTEM, blaSHV y blaCTX-M,

GeOil~s Condic~ de amplificaci6n [ Producto esperad~....,. Control positivo Control negativo
F='======

94°C x 5 min

blaTIEM 94°0 x45 seg Mezcla de 181
46°0 x45 seg 1105 pb

E coli
amplificación72°C x 1 min LMM74914

72°C x 10 min sin ADN
35 ciclos

95°C x 5 min
95°C x 1 min Mezcla de lal

blaSHV
60°C x 1 min 886 pb

Kpn
amplificación72°0 x 1 min LMM77916

72°C x 10 min sin ADN
35 ciclos

--

95°C x 5 min
593 pb Kpn LMM28

blaCTX-M 94°C x 1 min
550 pb Kpn LMM28 Mezcla de 181

blaCT)(-M-1 50°C x 1 min amplificación
blaCT)(-M-8 72°0 x 1 min

blaCT)(-M-9 72°C x 10 min 921 pb Kpn LMM206, sin ADN
30 ciclos

900 pb Kpn LMM29

94°C x 5 min
94°C x 1 min

Mezcla de 18155°C x 1 min
blacTx-M-2 72°C x 1 min 906 pb Kpn LMM1707 amplflficación sin

72°C x 10 min ADN
30 ciclos

=
Fuente: Di Conza y col., (2002) y Eckert y col., (2006).
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4.4 Transferencia conjugativa de genes que codifican para BlEE

la transferencia de los determinantes de resistencia BlEE se realizó

mediante ensayos de conjugación en medio sólido agar Muller Hinton

(MH) (Himedia ®), utilizando la cepa E. coli MKD-135 rifampicina

resistente como receptora y SalmoneJla 175 como cepa control.

La cepa donadora (ExPEC), el control y la céiula receptora se

cultivaron por separado en 5 mi de caldo MH sin antibiótico a 37 oC,

durante 12 horas. Posteriormente, de cada uno de los cultivo se

realizó un subcultivo en 5 mi de caldo MH sin antibiótico a 37 oC, en

agitación constante durante 3 horas (tomando 200 IJL para las cepas

donadoras y la de control y 400 IJl para la cepa receptora). En una

proporción de 1: 10 a favor de la célula receptora, se colocó 100 !J.L de

la cepa donadora y 900 J..l.l del cultivo bacteriano de la célula

receptora; a partir de esta suspensión se inocularon 100 !J.L en una

placa de agar MH, la cual se incubó durante 6 horas a 37 oC. luego, la

pelfcula bacteriana que se formó sobre la superficie del agar, fue

resuspendida en 1 mL de caldo MH; de esta suspensión se tomó una

alícuota de 100 !J.l Yse inoculó en placas de agar MH suplementadas

con rifampicina (400 !J.g/ml) y cefotaxima (2 !J.g/ml). las placas se

incubaron a 37 oC por 14-18 horas.

las células transconjugantes obtenidas se les verificó su fenotipo por

la prueba de doble disco y amplificación por PCR.
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Cepas donadoras
Cepa control

Célula receptora

5 mi de caldo MH.
Incubo a 370C por 12 horas

Resuspendió la película /.. ..
bacteriana en 1 mi de

caldoMH.

Subcultivos en 5mi de caldo
MH. Tomando 200 J.IL para las
cepas donadoras y el control y
400 J.IL para la célula receptora.
Incubo a 37°C por 3 horas en

agitación constante.

Inocularon 100 J.IL de la
suspensión bacteriana en

placas de agar MH.
Incubo a 37°C por 6 horas

Inocularon 100 J.IL de la suspensión
bacteriana en placas de agar MH con

rifampicina (400 J.Ig/mL) y cefotaxima (2
J.Ig/mL). Incubo a 37°C por 14-18 horas

Figura 8. Representación esquemática de la transferencia de los

determinantes de resistencia BlEE. Fuente: Laboratorio de Microbiología

Molecular (Facultad de Farmacia y Bioanálisis. ULA).
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4.5 Detección genética de genes de virulencia fimH, kpsMTII,

papAH, PAI, fyuA, y usp.

La detección de estos genes se realizó por amplificación a través

de PCR, utilizando los iniciadores que se describen en la Tabla 6.

La mezcla de reacción para los genes papAH, fyuA y usp se

ajustó a un volumen final de 2S IJL, y ésta estuvo compuesta por

2,S IJL del buffer de reacción (10X), 1,S IJL de MgCI2 (SO Mm), 1,S

IJL de dNTPs (10 mlJ; FUNDAIM), 2,S IJL de cada iniciador (10

pmoIlIJL), 0,2 IJL de la Taq polimerasa (S U/IJL; FUNDAIM), 13,0

IJL de agua bidestilada ultrapura y 3 IJL del ADN extraído.

Mientras que la mezcla de reacción para la PCR múltiple de los

genes KpsMTII, fimH y PAJ se ajustó a un volumen final de 2S IJL,

y la misma estuvo compuesta por 2,S IJL del buffer de reacción

(10X), 1,S IJL de MgCh (SO Mm), 2,0 IJL de dNTPs (10 mlJ;

FUNDAIM), 2,5 IJL de cada iniciador (10 pmolllJL) KpsMTII y PAJ,

2,0 IJL de cada iniciador (10 pmol/lJL) fimH, 0,3 IJL de la Taq

polimerasa (S U/IJL; FUNDAIM), 3,0 IJL de agua bidestilada

ultrapura y 3 IJL del ADN extraído. Las PCR se realizaron en un

termociclador Perkin Elmer Gene Amp. PCR System 2400. Las

condiciones de amplificación se señalan en la Tabla 7, de

acuerdo a lo descrito por Moreno y coL, (200S) y Ribeiro y coL,

(2008).
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Los productos de amplificación se observaron en geles de

agarosa al 1%, en TAE 1X, teñidos con bromuro de etidio (50

~g/ml; Sigma), y fotografiados a través del sistema UVP Biodoc-It

System. Como marcador de peso molecular se utilizó una

escalera de 1 kb (BIONEER). La corrida electroforética se realizó

a 70V durante 30 mino

Tabla 6. Iniciadores empleados en la amplificación por PCR de los
genes de virulencia fimH, kpsMTl/, papAH, PAI, fyuA, y usp.

Gen Iniciadores

fimH
F: 5'- TGC AGA ACG GAT AAG CCG TGG - 3'
R: 5'- GCA GTC ACC TGC CCT CCG GTA - 3'

KpsMTII
F: 5'- GCG CAT TTG CTG ATA CTG TIG - 3'

R: 5'- CAT CAG ACG ATA AGC ATG AGC A - 3'

papAH
F: 5'- ATGGCAGTGGTGTCTTTIGGTG - 3'
R: 5'- CGTCCCACCATACGTGCTCTTC - 3'

PAJ
F: 5'- GGACATCCTGTTACAGCGCGCA - 3'
R: 5'- TCGCCACCAATCACAGCCGAAC - 3'

fyuA
F: 5'- TGATTAACCCCGCGACGGGAA- 3'
R: 5'- CGCAGTAGGCACGATGTTGTA - 3'

F: 5' - ATGCTACTGTTTCCGGGTAGTGTGT - 3'
usp R: 5' - CATCATGTAGTCGGGGCGTAACAAT - 3'

Fimbria tipo 1 (fimH); Cápsula tipo 11 (kpsMTI/); Adhesina (papAH); Isla de patogenicidad (PA/);
Yersiniabactina (fyuA); Proteína uropatógena específica (usp). Fuente: Moreno y col., (2005); Ribeiro y col.,
(2008).
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Tabla 7. Condiciones para la amplificación por PCR de los genes de virulencia fimH, kpsMTlI,
papAH, PAI, fyuA, y usp.

Genes Condiciones de amplificación Producto esperado Control positivo Control negativo

95°C x 5min
95°C x 1min Mezcla de la

papAH 60°C x 1 min LMSC03 amplificación72°C x 1min
72°C x 10min 720 pb sin ADN

35 ciclos

95°C x 5min
94°C x 1min Mezcla de la

fyuA
63°C x 1 min

880 pb E02 amplificación72°C x 1min
72°C x 7min sin ADN

30 ciclos

94°C x 5min
94°C x 1min Mezcla de la

usp 57°C x 1 min 1000 pb E02 amplificación72°C x 1min
72°C x 7min sinADN

30 ciclos

95°C x 5min 272 pb
KpsMTII 94°C x 1min LM3211 Mezcla de la

fimH 63°C x 1 min amplificación72°C x 1min 508 pb
PAI 72°C x 10min (E02/E09) sin ADN

30 ciclos 930 pb

Adhesina (papAH); Yersiniabactina (fyuA); Proteína uropatógena específica (usp); Cápsula tipo 11 (kpsMTlI); Fimbria tipo 1 (fimH); Isla de
patogenicidad (PAI). Fuente: Moreno y col., (2005); Ribeiro y col., (2008).

www.bdigital.ula.ve

Atribución - No Comercial - Compartir Igual 3.0 Venezuela 
(CC BY - NC - SA 3.0 VE )



4.6 Secuenciación de genes bla y de virulencia

Los amplicones obtenidos se purificaron utilizando el kit AccuPrep ®

PCR Purification (BIONEER). Las secuencias nucleotídicas fueron

determinadas por el Centro de Secuenciación y Procesamiento de

Ácidos Nucleicos (CeSAAN) del Instituto Venezolano de

Investigaciones Científicas (IVIC), Caracas-Venezuela, mediante

electroforesis capilar en un secuenciador modelo ABI 3130X2 (Applied

Biosystem), utilizando los mismos iniciadores usados en la PCR. Las

secuencias nucleotídicas resultantes fueron analizadas mediante el

uso del programa Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) del

National Center for Biotechnology Information (NCBI) y comparadas

con las secuencias genéticas incluidas en la base de datos

(www.ncbi.nlm.nih.gov/blasU).

5. Determinación de la relación o diversidad clonal mediante Rep­

peRo

Esta tipificación se realizó utilizando la técnica de amplificación de

secuencias repetitivas por PCR (Rep-PCR), a partir del ADN total, a

través del empleo de los siguientes iniciadores (Bioneer) descritos por

Lozano y col., (2002):

REP-1 F 5'IIIGCGCCGICATCAGGC3'

REP-2R 5'ACGTCTTATCAGGCCTAC3'
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La mezcla de reacción para la Rep-PCR, estuvo constituida por 2,5 IJL

de buffer (10X) libre de MgCI2, 2,5 IJL de MgCb (50 Mm), 3 IJL de

dNTPs (10 Mm), 3 IJL de cada uno de los iniciadores (10 pmol/ IJL), 0,5

IJL de Taq polimerasa (5 U/IJL), 5,50 de agua bidestilada estéril y 5 IJL

de ADN. Las condiciones de amplificación fueron las siguientes: 2 min

de desnaturalización a 94 oC, seguido de 30 ciclos de

desnaturalización a 94 oC por 30 seg, alineación a 50 oC por 1min e

hibridación a 72 oC por 4 min, finalmente un período de extensión final

a 72 oC por 7 min (Snelling y col., 1996; lozano y col., 2002).

Los productos de amplificación se corrieron en un gel de agarosa al

1,5% (Promega), teñido con bromuro de etidio (0,5 IJg/mL; Sigma),

para ello se mezcló 25 IJL de cada producto con 3 IJL de buffer

muestra 10X. Las bandas resultantes se visualizaron a través de un

transiluminador de luz ultravioleta y se fotografiaron con el sistema de

iluminador y cámara UVP Biodoclt System. La corrida electroforética

se llevó a cabo a 4,6 V/cm durante 3 horas. Como marcador de peso

molecular se utilizó una escalera molecular de 50 pb (Bioneer) para

comparar el tamaño de los productos de amplificación obtenidos.

Finalmente los patrones obtenidos en la Rep-PCR para cada una de

las cepas fueron interpretados mediante inspección visual de dos o

más observadores, y analizados por el paquete de Software

TREECON, programa desarrollado para la construcción y diseño de
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arboles filogenéticos de distancias evolutivas, inferidos a partir de las

bandas obtenidas de cada una de las cepas en particular.
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RESULTADOS

1. Determinación de la susceptibilidad antimicrobiana y detección

fenotípica de BlEE y AmpC.

Según los resultados obtenidos en los ensayos de susceptibilidad (CIM)

las veintidós cepas de E. coli estudiadas mostraron perfiles de

susceptibilidad compatibles con la producción de BLEE. El 100% de las

cepas fueron resistentes a las cefalosporinas de amplio espectro

cefotaxima y ceftriaxona, mientras que un 86,4% de estas, resultaron

resistentes a ceftazidima. Para los aminoglucósidos se observó un 100%

de resistencia a tobramicina, siguiéndole en frecuencia la gentamicina

(68,2%). La resistencia para el aztreonam fue de 86,4% y un 13,6% para

piperacilinaltazobactam. Todas las cepas fueron sensibles a los

carbapenemos (ertapenem y meropenem), colistin y tigeciclina (Tabla 8).

La prueba fenotípica del sinergismo de doble disco resultó positiva para

las 22 cepas estudiadas, coincidiendo con los resultados obtenidos en la

CIM. La prueba de sinergia para la detección de AmpC, resultó negativa

para las 22 cepas de E. coli en estudio (Fig. 9).

Figura 9. Representación de la detección fenotípica de BLEE (+) y AmpC (-)

(área superior e inferior, respectivamente).
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Tabla 8. Determinación de la CIM en las cepas de E. col; en estudio

N° de cepas
%

CIM
Antibiótico Resistencia

RangOJ.lg/ml
S I R (N: 22)

CTX 0,015 - 8 o O 22 100%

CRO 0,015 - 8 O O 22 100%

TBO 0,125-32 O ° 22 100%

C¡:.;z 0,03 -32 3 O 19 86,4%

ATM 0,03 - 32 1 2 19 86,4%

GTM 0,125-32 6 1 15 68,2%

FaX 1-64 8 8 6 27,2%

TZP 0,5- 256 12 7 3 13,6%

MER 0,004 - 8 22 O O 0%

ERT 0,002 - 2 22 O ° 0%

CLT 0,25 - 4 22 O O 0%

TGC 0,015 - 32 22 O O 0%

CIM: Concentración inhibitoria mínima; (R): resistente; (1): intermedia; ($): sensible; CTX: cefotaxima; CRO:

ceftriaxona; TBO: tobramicina; CAZ.: ceftazidima; ATM: aztreonam; GTM: gentamicina; FaX: cefoxitina; TZP:

piperacilinaltazobactam; MER: meropenem; ERT: ertapenem; ClT: colistina; TGC: tigeciclina.

De acuerdo a la resistencia observada para los aminoglucósidos

evaluados, las cepas fueron agrupadas en 3 patrones de resistencia.

Siendo el patrón 111 el más frecuente (68,2%), conformado por cepas

positivas a BLEE y con resistencia asociada a tobramicina (TBO) y

gentamicina (GTM) (Tabla 9).
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Tabla 9. Distribución de los patrones de resistencia asociados a la
presencia de BlEE en las cepas de estudio.

Patrón de resistencia Marcadores de resistencias N (%)

I BlEE (+)-TOBR 6 (27,3%)

11 BlEE (+)-TOBR-GTM' 1(4,5%)

111 BlEE (+)-TOBR-GTMR 15 (68,2%)

BlEE (+): 13-lactamasa de espectro expandido positiva; (R): resistente; (1): intermedia; TBO: tobramicina; GTM:
gentamicina.

2. Detección genotípica de BlEE

A partir del patrón de resistencia observado, todas las cepas de E. coli en

estudio fueron sometidas a la detección de genes que codifican para la

producción de las tres principales familias de J3-lactamasas (TEM, SHV y

CTX-M). Los resultados obtenidos, revelaron que el 95,4% (21/22) de las

cepas de estudio presentaron genes blaCTX-M, (Fig. 10). El análisis de los

genes correspondientes a los subgrupos de la familia CTX-M (CTX-M-1,

CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9, CTX-M-25), reveló que 9 cepas (42,8%)

portaban genes del subgrupo blaCTX-M-1, 8 del subgrupo blaCTX-M-2 (38,1%),

3 (14,3%) con genes del subgrupo blaCTX-M-9, y una cepa (4,8%)

pertenecía al subgrupo blaCTX-M-8. (Fig. 11).
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Figura 10. Distribución de las p-Iactamasas TEM, SHV y CTX-M en las cepas

de estudio.

14,3%
I

iili blaCTX-M-l

¡¡¡¡ blaCTX-M-2

o blaCTX-M-B

11 blaCTX-M-9

Figura 11. Distribución de los subgrupos de la familia CTX-M en las cepas

de estudio.
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Figura 12. Gel electroforético representativo de la detección del gen blaCTX-M

general por amplificación peR. sc: cepas de estudios; E: escalera molecular

1Kb; CP: control positivo; CN: control negativo.

El gen bJaTEM estuvo presente en un 22,7% de las cepas de estudio

(5/22), ninguna de las cepas presentaron el gen blaSHV (Fig. 10). El gen

blaTEM siempre se detectó en asociación al gen blaCTX-M, excepto en una

cepa donde su presencia fue única (Cepa N°. SC22). Las distintas

asociaciones TEM+CTX-M se describe en la Tabla 10. La combinación

más frecuente fue bJaTEM+CTX-M-9 (50%; 2/4) seguidas de las asociaciones

bJaTEM+CTX-M-1 y bJaTEM+CTX-M-2 (25%; 1/4, respectivamente).

Tabla 10. Asociación de genes TEM y CTX-M en las cepas de E. coli
en estudio.

Asociación N(%)

blaTEM + blaCTX-M.9 2 (50%)

blaTEM + blaCTX.M-2 1 (25%)

blaTEM + blaCTX-M-1 1 (25 %)
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Figura 13. Gel electroforético representativo de la amplificación por PCR

del gen blaTEM. sc: cepas de estudio E: escalera molecular 1Kb; CN: control negativo;

CP: control positivo.

3. Transferencia conjugativa de genes que codifican para BlEE

Mediante ensayos de conjugación, el 36,4% de las cepas de estudio

(8/22) transfirieron en bloque los genes blaCTX-M y/o blaTEM a las células

receptoras, independientemente que estos se encontraran en asociación.

La verificación del fenotipo de las células transconjugantes se realizó con

la prueba SDD y genotípicamente amplificando por PCR los genes bla

(Figs. 14-16).

Figura 14. Representación de la detección fenotípica de BlEE (+) en las

células transconjugantes obtenidas (área superior SCt12 e

inferior SCt13)
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Figura 15. Gel electroforético representativo de la PCR CTX-M general de

las células transconjugantes obtenidas. sct: cepas transcojugantes; E:

escalera 1kb; CN: control negativo; CP: control positivo.

Figura 16. Gel electroforético representativo de la PCR TEM de las células

transconjugantes obtenidas. SCl: cepas transcojugantes; E: escalera 1kb; eN:

control negativo; ep: control positivo.

4. Detección genética de genes de virulencia

Veintiuna cepas (95,5%) de las veintidós presentaron al menos uno de los

factores de virulencia en estudio. Siendo el factor de virulencia fimH el

más frecuente con un 81,8%, seguido por los factores fyuA (54,5%), PAI
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y KpsMTIJ (36,4%), mientras que los genes de virulencia encontrados con

menor frecuencia fueron papAH y usp (4,5%) (Tabla 11). Además se

observó la existencia de asociaciones de factores en un 59,1% de las

cepas de estudio (13/22), siendo la combinación fyuA, PAt, fimH y

KpsMTIJ la más frecuente (18,2%) (Tabla 12).

1iI0

liZll

o masde 1

Figura 17. Distribución de los genes de virulencia de acuerdo al número

presente en las cepas de estudio.

Tabla 11. Distribución de los genes de virulencia aislados en las
cepas de E. col; en estudio.

Genes de virulencia Numero de cepas positivas (%)

timH 18 (81,8%)

tyuA 12 (54,5%)

PAI 8 (36,4%)

KpsMTl1 8 (36,4%)

papAH 1 (4,5%)

Usp 1 (4,5%)

Fimbria tipo 1 (fimH); Yersiniabaclina (fyuA); Isla de patogenicidad (PAI); Cápsula tipo" (kpsMTII); Adhesina
(papAH); Proteína uropatógena especifica (usp).
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PAI930.)b

/imH5081>b

KpsMII 27J..)b

Figura 18. Gel electroforético representativo de la amplificación por PCR

múltiple de los genes que codifican los factores de virulencia

PAt, fimH y KpsMTII. CN: control negativo; CP: control positivo. SC: cepas de estudio.

Figura 19. Gel electroforético representativo de la amplificación por PCR

del gen que codifica el factor de virulencia fyuA. E: escalera 1kb; CN:

control negativo; CP: control positivo. se: cepas de estudio.
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Tabla 12. Distribución de las asociaciones de genes de virulencia
encontradas en las cepas E. coli en estudio.

Asociaciones de factores de virulencia N°(%)

fyuA- PAI- fimH - KpsMTII 4 (18,2 %)

fyuA - fimH - KpsMTII 2 (9,1 %)

fyuA - fimH 2 (9,1 %)

fimH- PAI 2 (9,1 %)

fyuA- PAI- fimH - KpsMTII - usp 1(4,5 %)

fyuA - PAI - papAH 1(4,5 %)

fyuA - KpsMTII 1(4,5 %)

Fimbria tipo 1 (fimH); Yersiniabactina (fYuA); Isla de patogenicidad (PAI); Cápsula tipo 11 (kpsMn/); Adhesina
(papAH); Proteína uropatógena especifica (usp).

Cinco patrones genotípicos fueron generados cuando se estudio la

relación de la presencia de los genes de virulencia y las BLEE

identificadas en el conjunto de cepas analizadas. De estos patrones, el

más frecuente fue el tipo 11 (36,5%; 8/22) conformado por la variante lIa y

IIb, ambos constituidos por un solo factor de virulencia asociados a los

diversos genes bla detectados (excepto blaCTXM-a). En segundo lugar se

observó el patrón tipo 111, con sus variantes lila, IIlb y lile (22,7%; 5/22), el

cual se caracterizó por la presencia de dos factores de virulencia e

indistintamente asociado a diversos genes bla. El patón V, se ubicó en el

tercer lugar y se caracterizó por la presencia de 4 factores de virulencia y

la detección de los genes blaCTX-M-1 y blaCTX-M-9 asociados o no con genes

blaTEM (Tabla 13).
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Tabla 13. Distribución de los perfiles de genes de virulencia
asociados a los genes BlEE en las cepas estudiadas.

N° genes de Perfil de genes de 8lEE Patrón N(%)
virulencia virulencia l'ípO

O - blaCTX-M-2 I 1 (4,5%)

blaCTX-M-1

blaCTX-M-2

1 fimH blaCTX-M-2 + blaTEM lIa 7 (32%)

blaCTX-M-9 + blaTEM

blaTEM

fyuA blaCTX-M-2 IIb 1 (4,5%)

fyuA-KpsMTII blaCTX-M-1 lita 1 (4,5%)
2

fyuA-fimH blaCTX-M-2 IlIb 2 (9,1%)

blaCTX-M-2

2 fimH-PAI IlIc 2(9,1%)
blaCTX-M-8

3 fyuA-PAI-papAH blaCTX-M-9 ¡Va 1 (4,5%)

fyuA-fimH-KpsMTII blaCTX-M-1 IVb 2 (9,1%)

blaCTX-M-1

4 fyuA-PAI-fimH-KpsMTII blaCTX-M-1 + blarEM V 4 (18,2%)

blaCTX-M-9 + blaTEM

5 fyuA-PAI-fimH-KpsMTlI-usp blaCTX-M-2 VI 1 (4,5%)

Fimbria tipo 1 (fimH); Yersiniabaetina (fyuA); Isla de patogenicidad (PAI); Cápsula tipo 11 (kpsMTlI); Adhesina
(papAH); Proteína uropatógena específica (usp)_
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5. Análisis de la secuenciación de genes bla y de virulencia

la secuenciación de los genes blaCTX-M-1 permitió clasificar esta SlEE

como tipo CTX-M-15. los genes blaCTX-M-2. blaCTX-M-8. blaCTX-M-9 y blBTEM

serán secuenciados en estudios futuros. En relación a los genes de

virulencia, todos los estudiados en este trabajo se sometieron al análisis

de su secuencia, encontrándose una alta correspondencia (99%) con los

datos registrados en el GenSank.

6. Tipificación de las cepas ExPEC por Rep-PCR.

la tipificación mediante Rep-PCR permitió dividir las cepas estudiadas en

dos grandes grupos A y S, siendo el "cluster" A el mayor conformado por

más del 50% de las cepas (13/22). En ambos casos, se observó una alta

diversidad c1onal, en donde solo 6 cepas fueron agrupadas en clonas con

un 100% de homología, 2 cepas en el cluster A (patrón: A2-1) y 4 en el S

(patrones: 81-1 Y 82-2). los patrones: A1-1, A1-3 YA1-8 correspondieron

a 6 cepas con una homología entre 92% a 95% (Fig. 21). la distribución

de las características feno-genotípicas de las cepas ExPEC fueron

independientes de su relación clonal (Tabla 14).
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Figura 20. Gel electroforético representativo de la Rep-PCR de las cepas de

ExPEC en estudio. E: escalera.

06 0$ OA OJ O: OJ
i , ¡ i i '-·~Sd~sov

r===-- : '==- utr1 '- tUl M·2
n , { l'd ~~~

L .":0
. .". : "··AI.4

A
f c: • - d AI05
! ·1

j · u" Al·~

~
..

! • sd. AI .] (f)·ft L--i • O
r=1 · =cUlt a.•
! I • .. uI5 ~SoD 2•I ij • O>
i L • iuS M·S· I

• .o• ":1 ::::J·• ¡KID ®1.1 (f)

i KII
i uUBI·2¡ •

-1 n : :J®~.1
B

1

1 I
L=i •

==J.JC6·L -1
"1(1 ®2 0 21

( KI682.J
KI1 ei14

• Cepas

Figura 21. Dendograma que muestra la relación genética de las 22 cepas de

ExPEC incluidas en el estudio. Cada grado en la escala representa un 10% de

diferencias en el índice de similitud. Hacia la derecha de la línea punteada se encuentra un

índice de similitud por encima del 90%.
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Tabla 14. Diversidad clonal y características fenotípicas y genéticas
de las cepas ExPEC estudiadas.

Patrón N"de BlEE Patrt)n Ge te$l8tbncia Genes de virufencfa
Rep.PCR c.pae

TOBR-GTMR
fimH, fyuA

A1-1 2 CTX-M-2 '" fimH

A1-2 1 CTX-M-9 111 TOS -GTM fyuA, papAH, PAI

CTX-M-1fTEM fimH, fyuA, PAt, KpsMT1I
A1-3 2 I TOBR

CTX-M-1 fimH, fyuA, KpsMT1I

A1-4 1 TEM 11 TOB"-GTM fimH

A1-5 1 CTX-M-1 111 TOB"-GTM fyuA, KpsMTII

A1-6 1 CTX-M-1 fII TOB"-GTM fimH, fyuA, PA/, KpsMTII

A1-7 1 CTX-M-1 '" TOS"-GTM" fimH, fyuA, PAt, KpsMTII

CTX-M1 fimH, fyuA, KpsMn/
A1-8 2 111 TOBR-GTMR

CTX-M-9fTEM fimH, fyuA, PAI, KpsMT1I

CTX-M-9JTEM 1111 TOS IGTM"
A2-1 2 fimH

CTX-M-1 1 TOSR

111 TOS IGTM" fimH
81-1 2 CTX-M-2

1 TBOR fyuA

S1-2 1 CTX-M-2 111 TOB"-GTM" fimH, PAI

1 TOS" fimH, fyuA, PAt, KpsMTII,

82-1 2 CTX-M-2 usp

111 TOBR/GTMR fimH

CTX-M-1 fimH
82-2 2 111 TOBR-GTMR

CTX-M-2 fimH, fyuA

B2-3 1 CTX-M-2 1 TOS" N

B2-4 1 CTX-M-8 111 TOS"-GTM" fimH, PAt

(R): resistente; (1): intennedia; TBO: tobramicina; GTM: gentamicina; Fimbria tipo 1 (fimH); Yersiniabaetina
(fyuA); Isla de patogenicldad (PA/); Cápsula tipo 1/ (kpsMnJ); Adhesina (papAH); Proteína uropatógena
específica (usp); N: Negativo para los genes de virulencia investigados.
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DISCUSiÓN

E. coli es uno de los principales patógenos nosocomiales que con

frecuencia produce infecciones graves, especialmente en la población

pediátrica recluida en las unidades de cuidado intensivo neonata!. Esto es

debido a su elevada multirresistencia a los agentes antimicrobianos,

especialmente por la producción de enzimas BLEE, considerado como

uno de los principales mecanismos de resistencia observado durante las

últimas décadas en este patógeno. Por tanto, este hecho supone un reto

a la hora de instaurar un tratamiento antimicrobiano eficaz y al mismo

tiempo que evite y no favorezca el desarrollo de resistencia asociada a

otros mecanismos (Araya y col., 2007; Chang ycol., 2008; Castro y col., 2008; Tafur ycol.,

2008; Díaz y col., 2009; Mantilla y col., 2009; Rodríguez y col., 2010; Martínez y Calvo, 2010).

En este estudio se analizaron 22 cepas de E. coli provenientes de

neonatos con septicemia nosocomial recluidos en el Hospital Central

Universitario "Dr. José Marra Vargas" de San Cristóbal Edo. Táchira. El

estudio de la susceptibilidad a los antibióticos 13-lactámicos en las cepas

ExPEC, reveló un pertíl compatible con la producción de BLEE.

Observándose además resistencia asociada a otros antimicrobianos,

principalmente los aminoglucósidos. Estos resultados avalan lo reportado

en la literatura, donde se describe que las cepas de E. coli productoras

de BlEE son frecuentemente más resistente a los aminoglucósidos que

aquellas que no producen esta enzima (Hernández y col., 2006; Gaitán y Espinal,

2009; Mirzaee ycol., 2009; Ruppé ycol., 2009; Martínez yCalvo, 2010; García ycol., 2011). Esta
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característica podría suponer la presencia de otros mecanismos de

resistencia asociados a la producción de BLEE, como lo son: enzimas

modificadoras de aminoglucósidos, bombas de eflujo, alteraciones de la

permeabilidad de la pared celular, entre otros (Perozo y col., 2007; Martínez y

Calvo, 2010).

La investigación de genes codificadores de BLEE por amplificación a

través de PCR en las cepas de E. coli, reveló la presencia de enzimas de

la familia TEM y CTX-M, siendo esta última la de mayor frecuencia

(95,4%), destacando el subgrupo CTX-M-1, sobre los subgrupos CTX-M­

2, CTX-M-8 y CTX-M-9. La secuenciación de los genes blaCTX-M-1 permitió

su clasificación como BLEE tipo CTX-M-15. Estos resultados son

respaldos por la tendencia mundial actual donde los aislados de E. coli

con BLEE expresan enzimas de tipo CTX-M principalmente la CTX-M-15

(AI-Agamy y col., 2006; Sonnevend y col., 2006; Oubois y col., 2009; Rodríguez y col., 2010).

Esta enzima se considera como la BLEE de mayor diseminación en el

mundo especialmente en Latinoamérica. (Morales y col., 2005; Andrade y col., 2006;

Vignoli y col., 2006; Castro y col., 2008; Gaitán y Espinal, 2009; McGettigan y col., 2009; Mantilla y

col., 2009; Mizaee y col., 2009; Pitout, 2010; García y col., 2011; Al Ycol., 2011; Nazik y col., 2011;

Pitout, 2012).

Otra particularidad observada en las cepas estudiadas es que el 18,2%

presentó asociaciones o combinaciones de distintas 13-lactamasas

(blaTEM+blaCTX-M-9, blaTEM+blaCTX-M-2 y blaTEM+blaCTX-M-1). Estas

asociaciones han sido descritas ampliamente en la literatura y obedecen

principalmente a la naturaleza transponible y de recombinación de los
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genes bla (Araque y Rivera, 2004; Pournaras y col., 2004; Cantón y Coque, 2006; Goyal y col.,

2009; Gaitán y Espinal, 2009; Espinal y col., 2010; Al Ycol., 2011; Hernández y Araque, 2011).

En Venezuela son pocos los estudios de caracterización genética en

cepas de enterobacterias productoras de BlEE, los reportes que se

conocen se han realizado principalmente en cepas nosocomiales de K.

pneumoniae (Araque y col., 2000; Araque y Rivera, 2004; Torres y col., 2006; Guzmán y

Alonso.,2009), Shigella sonnei (Torres y col., 2005) Citrobacter freundii (Millán y col.,

2011) y Salmonella enterica obtenidas de muestras clínicas y alimentos

(González y col., 2012). Sin embargo, destaca el estudio llevado a cabo en

Mérida por Hernández y Araque (2011), quienes determinaron la

presencia de BlEE SHV, TEM y CTX-M-1 en cepas UPEC aisladas de

pacientes de la comunidad, donde el 95,2% de las cepas eran

productoras de CTX-M.

la masiva diseminación denominada pandemia CTX-M, es uno de los

mejores ejemplos de la rápida dispersión de los genes de resistencia

bacteriana mediada por elementos genéticos extracromosomales (Cantón y

Coque, 2006; Díaz y col., 2009; Espinal y col., 2010; Rajesh y col., 2010; Nazik y col., 2011; García

y col., 2011). Este fenómeno se evidenció en los ensayos de conjugación

donde el 36,4% de las cepas transfirieron los genes blaCTX-M y blaTEM. De

este modo, se infiere que la transmisión de genes blaBLEE están

codificados en plásmidos conjugables (Pournaras y col., 2004; Torres y col., 2005;

Sonnevend y col., 2006; Valenzuela y col., 2006; Khalaf y col., 2009; Guzmán y Alonso, 2009).

Este hallazgo debe ser considerado como un factor favorecedor de la
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diseminación de genes bla en el centro hospitalario, ya que esta condición

genética pudiera ocasionar el surgimiento de brotes de infección

nosocomial en determinadas áreas clínicas de alto riesgo (Valenzuela y coL,

2006). Sin embargo, no se descarta la posibilidad que en las cepas donde

la conjugación no pudo ser comprobada, existan otros mecanismos de

transferencia genética, como la transformación o la presencia de otras

estructuras genéticas que requieren mecanismos de transferencia o

recombinación específicos (integrones y/o transposones).

Otro de los factores que favorecen la producción y diseminación de

infecciones por E. coli, además de la producción de BlEE y resistencia

asociada a otros antimicrobianos, es la presencia de múltiples factores de

virulencia y/o patogenicidad, los cuales permiten a este microorganismo

evitar o sobrevivir a los mecanismos de defensa del hospedero y

ocasionar infecciones en áreas anatómicas distintas a la intestinal. Para

este estudio se seleccionaron 6 de los 20 principales genes de virulencia

descritos para ExPEC (Ananias y Yano, 2008; De Mello y col., 2009). Observándose

que los genes de virulencia relacionados con la fimbria tipo 1 (fimH) ,

sideróforos (fyuA) , capsulares (KpsMTlI) e islas de patogenicidad (PAI) ,

mostraron un mayor predominio en las cepas estudiadas, en comparación

con los genes asociados a la proteína uropatógena específica (usp) y la

adhesina (papAH). Estos hallazgos son similares a los reportados, por

Johnson y Stell, (2000) y Ribeiro y col., (2008) en cepas UPEC, así como

los descritos por Ananias y Yano, (2008) en cepas ExPEC provenientes
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de pacientes con sepsis. Por otra parte, adicionalmente este estudio

permitió evidenciar la importancia que poseen la asociación de los genes

de virulencia y las enzimas BlEE en la instauración del proceso

infeccioso, donde el patrón 11 conformado por los genes fimH o fyuA

asociados a los diversos genes bla detectados (excepto blaCTXM-8), resultó

ser el de mayor frecuencia (36,5%). Otro aspecto importante de destacar

es que los genes de virulencia al igual que las BlEE se encuentran

localizados en plásmidos o islas de patogenicidad que pueden ser

transmitidos de una cepa a otra junto a otros mecanismos de resistencia,

representando un factor de riesgo importante, al circular cepas con una

gran carga de información genética (Soto, 2006; Ananias y Yana, 2008; Karísík y col.,

2008; Ribeiro y col., 2008; Zalewska y coL, 2009; Dubois y col., 2009).

Desde el punto de vista clínico-epidemiológico, las BlEE continúan

generando importantes problemas terapéuticos debido a la inactivación de

casi todos los antibióticos 13-lactámicos exceptuado las cefamicinas y los

carbapenemos, considerados estos últimos la principal alternativa

terapéutica en las infecciones producidas por bacterias productoras de

BlEE (Hemández y coL, 2006; Tamayo y col., 2007; Pítout y Laupland, 200B; Gaitán y Espinal,

2009; Oteo y coL, 2010; Martíne~ y Calvo, 2010; García y coL, 2011; Na~ik y coL, 2011). Sin

embargo, se suma a la presencia de BlEE la co-resistencia a otros

antimicrobianos cada vez con mayor frecuencia, lo que dificulta la

instauración de una terapia antibiótica adecuada. Por tanto, es

indispensable llevar acabó estudios de los patrones clínico­

epidemiológicos en las septicemias por E. coli con BlEE que permita
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estructurar protocolos tanto para el diagnóstico y detección precoz de

estas enzimas como para prevenir y contener la diseminación de genes

de resistencia.

En este contexto, es importante señalar que la tipificación molecular es

una herramienta indispensable para el estudio y control epidemiológico de

las infecciones producidas ExPEC. La relación c10nal establecida por

Rep-PCR en las cepas analizadas, evidenció una gran variabilidad

genética dentro de los aislados de E. coli, lo cual sugiere la aparición de

cepas resistentes específicas más que la circulación y transmisión de una

clona habitual entre los neonatos con septicemia nosocomial. La

policlonalidad observada no demostró la presencia de cepas endémicas

en la institución ni tampoco la asociación con brotes epidémicos. Sin

embargo, 95,5% de las cepas fueron productoras de BLEE y presentaron

por lo menos un factor de virulencia.

Los hallazgos de este estudio representan un aporte importante, ya que,

por primera vez en Venezuela se reportan las características genéticas

que determinan el comportamiento multirresistente y la potencialidad

patogénica de cepas ExPEC, productoras de septicemia nosocomial en

neonatos. En este sentido, es necesario continuar profundizando los

estudios epidemiológicos de prevalencia y caracterización de las BLEE,

su asociación con la resistencia a otros antimicrobianos, así como el

establecer la relación genética con diversos factores de virulencia con la
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finalidad de reducir el surgimiento y diseminación de clonas altamente

patógenas en áreas de alto riesgo, especialmente las destinadas a los

cuidados en pediatría.
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CONCLUSIONES

1. Se evidenció la alta prevalencia de BlEE CTX-M en cepas de

ExPEC aisladas de hemocultivos, corroborando el predominio de

esta enzima en aislados de E. eoli. Además, se comprobó

genéticamente la presencia de genes blaCTX-M-1, blaCTX-M-2, blaCTX-M-8

y blaCTX-M-9, que en algunos casos se asoció a genes blaTEM. Este

es el primer reporte que señala la circulación de cepas ExPEC

productoras de CTX-M provenientes de pacientes con septicemia

nosocomial del Hospital Central Universitario 11 Dr. José María

Vargas" de San Cristóbal Estado Táchira.

2. las cepas de ExPEC expresaron fenotípicamente diversos

patrones de resistencia. Destacando la asociación de genes bla

con resistencia a los aminoglucósidos.

3. la tipificación por Rep-PCR reveló la circulación de dos cluster

principales con una gran diversidad genética entre las cepas

productoras de BlEE, no encontrándose evidencia de

diseminación clona!.

4. Este es el primer estudio de caracterización molecular de cepas

ExPEC basado en los genes de virulencia en pacientes con
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septicemia nosocomial en Venezuela. Donde los genes fimH, fyuA,

KpsMTII y PAI fueron los más frecuentes.

5. las septicemia por E. coli con BlEE CTX-M, constituye una

entidad clínica grave que supone un reto terapéutico, debido a la

multirresistencia observada por este patógeno bacteriano, por el

uso inadecuado e indiscriminado de los antimicrobianos lo que

favorece el desarrollo de resistencia por otros mecanismos.
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RECOMENDACIONES

1. La prevalencia de BLEE en ExPEC, sugiere el establecimiento de

estrategias epidemiológicas destinadas a contribuir con el uso

adecuado de los J3-lactámicos de amplio espectro e implementar

medidas de higiene para el control de las infecciones y la

prevención de la diseminación de microorganismos productores de

BLEE.

2. Realizar una vigilancia estricta desde el laboratorio, mediante la

implementación de manera rutinaria de la lectura interpretada del

antibiograma, a fin de posibilitar un abordaje terapéutico adecuado.

3. Continuar con los estudios de caracterización genética en las

cepas ExPEC productoras de BLEE, con el fin de conocer la

diversidad de genes bla, especialmente los relacionados a la BLEE

CTX-M y sus subgrupos.

4. Complementar el estudio de caracterización genética de los genes

de virulencia en las cepas ExPEC productoras de BLEE.

5. Mantener bajo vigilancia epidemiológica las cepas ExPEC aisladas

en el Hospital Central Universitario "Dr. José María Vargas" de San

Cristóbal Estado Táchira.
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