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Resumen. En este estudio se determiné la prevalencia de B-lactamasas
de espectro extenso (BLEEs) en grupos filogenéticos de E. coli uropatégena
(ECUP) aislados en pacientes de la comunidad. Durante Enero 2009 a Julio
2010, se coleccionaron 21 cepas de ECUP, con susceptibilidad disminuida a
las cefalosporinas de amplio espectro, provenientes de pacientes que asistie-
ron al Laboratorio de Salud Pablica del estado Mérida, Venezuela con diagnos-
tico de infeccion del tracto urinario (ITU). La caracterizacion genotipica de-
terminé que todas las cepas ECUP albergaban genes blay .. En el 76,2% de
las cepas se observo la presencia de un tnico gen productor de BLEE, repre-
sentado por blagy.,., s, mientras que el 23,8% estuvo conformado por ECUP
con diversas combinaciones de genes bla (blagyyis + blargy, blagxygs +
blagyy, v blagy, + blagg,). El 61,9% de los aislados se ubicé en el filogrupo Ay
el resto de las cepas en el grupo B2 (38,1%). No se evidenci6 la diseminacion
de una clona de ECUP particular, solo 7 cepas demostraron pertenecer a un
grupo clonal con un indice de similitud de mas de 85%. De acuerdo a nuestro
conocimiento, esta es la primera descripcion de blagy s €n ECUP causantes
de ITU en pacientes de la comunidad, lo que evidencia que Venezuela también
forma parte de la llamada pandemia CTX-M-15. Los hallazgos obtenidos en
este estudio y las implicaciones clinicas y epidemioldgicas que de ello derivan,
conllevan a la necesidad de controlar y vigilar la diseminaciéon de ECUP pro-
ductora de CTX-M-15 no s6lo en el ambito regional sino también nacional.
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Prevalence of j-lactamase CTX-M-15 in phylogenetic groups
of uropathogenic Escherichia coli isolated from patients
in the community of Merida, Venezuela.
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Abstract. In this study we determined the prevalence of extended-spec-
trum PB-lactamases (ESBLs) in phylogenetic groups of uropathogenic E. coli
(UPEC) isolated from patients in the community. Twenty one UPEC strains
with reduced susceptibility to broad-spectrum cephalosporins were collected
between January 2009 and July 2010, from patients with urinary tract infec-
tion who attended the Public Health Laboratory in Mérida, Venezuela.
Genotypic characterization determined that all UPEC strains harbored blag; gy,
genes: 76.2% of the strains showed the presence of a single ESBL-producer
gene, represented by blagry s, whereas 23.8% of UPEC showed various combi-
nations of bla genes (blagryys + blagyy, blagxaas + blagy and blag,, +
blayyy,). In this study, 61.9% of the isolates were placed in phylogroup A and
the remaining strains were assigned to group B2 (38.1%). There was no evi-
dence of spread of a particular UPEC clone; only seven strains belonged to a
clonal group with an index of similarity greater than 85%. To our knowledge,
this is the first description of blagyy,s in UPEC from patients with commu-
nity-acquired urinary tract infections, which shows that Venezuela is also part
of the so-called CTX-M-15 pandemic. The findings in this study, as well as its
clinical and epidemiological implications, lead to the need for monitoring and
controlling the spread of CTX-M-15 producing UPECs, not only regionally, but

also nationwide.
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INTRODUCCION

Escherichia coli uropatégena (ECUP)
es el principal agente involucrado en las in-
fecciones del tracto urinario (ITU) adquiri-
das en la comunidad (1). Las cepas de E.
coli son genéticamente diversas y desde el
punto de vista filogenético, las pertenecien-
tes a los grupos A y B1 son consideradas de
bajo poder virulento, mientras que las cepas
de ECUP que derivan principalmente de los
filogrupos B2 y D albergan genes que codifi-
can factores extraintestinales de virulencia
(2). ECUP del grupo B2 producen el 69% de
las cistitis, el 67% de las pielonefritis y el

72% de las sepsis con punto de partida en el
tracto urinario (1, 2).

Tradicionalmente, los antibi6ticos
B-lactamicos han sido utilizados para el tra-
tamiento de las infecciones producidas por
ECUP. Sin embargo, en los dltimos afos la
efectividad de estos agentes antimicrobia-
nos ha estado amenazada por el incremento
de la prevalencia de E. coli productora de
B-lactamasa de espectro extenso (BLEE) (3,
4). Entre la variedad de BLEEs producida
por ECUP, la familia CTX-M es la mas fre-
cuente, sustituyendo en la actualidad las
clasicas B-lactamasas TEM y SHV (5).
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Hasta el momento, se conocen mas de
140 variantes de CTX-M, identificadas sobre
la base de la diversidad de su secuencia de
aminodcidos, las cuales han sido clasifica-
das en 6 grupos principales: CTX-M-1, -2,
-8, -9, -25 y -45 (www.lahey.org/studies/
webt.stm) (5, 6). Estas B-lactamasas hidro-
lizan principalmente a cefotaxima y la ma-
yoria son débilmente activas contra ceftazi-
dima. Sin embargo, algunas variantes del
grupo CTX-M-1, tales como: CTX-M-15,
CTX-M-16, CTX-M-27 y CTX-M-32, presen-
tan una fuerte actividad catalitica sobre cef-
tazidima, gracias a que en su secuencia se
encuentra una sustitucion de Asp240->Gly
(6).

En 1999 se report6 por primera vez
blacrxa1s €n una cepa de E. coli, desde en-
tonces, su alta diseminacion mundial se ha
relacionado con los clones internacionales
ST131 y ST405, asi como a los grupos filo-
genéticos virulentos B2 y D (7).

A pesar de que el afio 2000 marca la
apertura de la pandemia de E. coli produc-
tora de CTX-M-15 (1, 5), es en el ano 2004
cuando en Sur América, especificamente en
Bolivia y Perd, se reporta por primera vez
CTX-M-15 en cepas de E. coli provenientes
de heces de ninos sanos (8). Posteriormen-
te, en Colombia, Ruiz y col. (9) realizan la
primera descripcion de cepas de E. coli per-
tenecientes a los filogrupos A, B2 y D, pro-
ductoras de CTX-M-15 asociada a los clones
ST131 y ST405 en pacientes con cistitis y
piclonefritis adquiridas en la comunidad.
Recientemente, en Venezuela, Redondo y
col. (10) registran la presencia de E. coli y
de otros miembros de la familia Enterobac-
teriaceae productores de CTX- M-15 en va-
rios hospitales de Caracas. Asimismo, otras
variantes de CTX-M se han identificado en
varias regiones del pais, tal es el caso de
CTX-M-1 y CTX-M-2 en cepas de Klebsiella
pneumoniae en hospitales de Caracas, Su-
cre 'y Mérida (10-12) y de CTX-M-14 y
CTX-M-32 en Citrobacter freundii y E. coli,

respectivamente, en pacientes con ITU en
Mérida (13, 14).

De acuerdo a nuestro conocimiento, y
luego de una exhaustiva revision de la bi-
bliografia nacional, hasta el momento no se
conocen datos sobre la presencia de ECUP
productora de CTX-M-15 en pacientes no
hospitalizados en Venezuela. Por tal motivo,
en este estudio se determiné por primera
vez la prevalencia de BLEE de tipo
CTX-M-15 en grupos filogenéticos de ECUP
aislados en pacientes de la comunidad de
Mérida, Venezuela.

MATERIALES Y METODOS

Se estudié una coleccion de 21 cepas
de E. coli uropatégena con sensibilidad dis-
minuida a las cefalosporinas de amplio es-
pectro (crecimiento en agar MacConkey su-
plementado con 4 ug/mL de cefotaxima),
aisladas de muestras de orina provenientes
de pacientes que asistieron al Laboratorio
de Salud Puablica del estado Mérida, Vene-
zuela, con diagnéstico de infeccion urina-
ria, durante el periodo Enero 2009 a Julio
2010. Estas cepas fueron identificadas me-
diante el sistema de galerias API 20E (bio-
Mérieux) y la condicion uropatégena fue
confirmada por la deteccion del gen fimH
mediante PCR en un estudio anterior (15).
En la Tabla I se muestran las caracteristicas
clinicas y epidemiolégicas de los pacientes
en quienes se aislaron las cepas analizadas
en este estudio. En este estudio se conside-
r6 como ITU recurrente, la presentacion de
2 episodios de infeccién urinaria no compli-
cada en los daltimos 6 meses o 3 urocultivos
positivos reportados en el afio anterior.

La susceptibilidad antimicrobiana se
analiz6 determinando la concentracion in-
hibitoria minima (CIM) mediante el méto-
do de diluciéon en agar, de acuerdo a lo es-
tablecido por el Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2013) (16). Los
antibioticos probados fueron: cefoxitina
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TABLA I
DATOS CLINICO-EPIDEMIOLOGICOS DE LOS PACIENTES CON INFECCION URINARIA
POR Escherichia coli UROPATOGENA

Fecha de Cepa N° Edad Sexo Impresion diagndstica
aislamiento
14/02/2009 ECUPO1 14a F ITU recurrente
18/02/2009 ECUPO2 67a F ITU recurrente-Prolapso genital
18/03/2009 ECUPO3 18a F ITU-Embarazo
16/04/2009 ECUP0O4 67a F ITU recurrente
20/04/2009 ECUPO5 86a F ITU
04/05/2009 ECUPO6 68a F ITU recurrente-Diabetes mellitus
04/05/2009 ECUPO7 33a ITU recurrente-Litiasis Renal
03/05/2009 ECUPOS 47a F ITU
15/06/2009 ECUPO9 39a M ITU recurrente-Vejiga neurogénica
01/07/2009 ECUP10 24a F ITU recurrente
07/07/2009 ECUP11 28a F ITU recurrente
13/07/2009 ECUP12 T4a F ITU recurrente
15/07/2009 ECUP14 60a M ITU recurrente-Litiasis renal
13/10/2009 ECUP15 75a F ITU recurrente-Prolapso genital
02/12/2009 ECUP16 26a F IU recurrente-Prolapso genital
20/01/2010 ECUP17 44a F ITU recurrente-Litiasis renal
02/03/2010 ECUP18 8a F ITU recurrente-Atrofia renal izquierda
13/04/2010 ECUP19 48a F ITU
14/04/2010 ECUP20 70a F ITU recurrente-Diabetes mellitus
01/06/2010 ECUP21 75a F ITU recurrente-Prolapso genital
21/06/2010 ECUP22 75a F IU recurrente-Prolapso vesical

F: femenino; M: masculino; ITU: infeccion urinaria.

(Merck Sharp), cefotaxima (Genven), cefta-
zidima (Distriquimica S.A), piperacilina/ta-
zobactam (Wyeth), aztreonam (Bristol
Myers Squibb, SL), ertapenem (Merck
Sharp and Dohme), meropenem (Richet),
gentamicina (Quim-Farm C.A), tobramicina
(Eurofarm Limited), amikacina (SM Phar-
ma) y ciprofloxacina (PlusAndex). Todas las
cepas fueron evaluadas fenotipicamente
para determinar la presencia de BLEE me-
diante la prueba de sinergismo del doble
disco (SDD) de acuerdo a lo descrito por el

CLSI (16). Se utiliz6 como cepa control
para estos ensayos E. coli ATCC 25922 y
Klebsiella pneumoniae LMM-ULA29
(BLEE+).

La extraccion del ADN total se realizé
mezclando varias colonias provenientes de
cultivos frescos en 200 uL. de agua destilada
estéril. Estas suspensiones se congelaron a
—20°C durante 30 min y luego se sometie-
ron a ebulliciéon durante 15 min. Los resi-
duos celulares se separaron por centrifuga-
cién (13.000 g durante 5 min a temperatu-
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ra ambiente) y el ADN disuelto en el sobre-
nadante se recuperé en un tubo eppendorf
estéril, el cual se almacend a —20°C hasta el
momento de su uso.

La deteccion de genes codificantes
para TEM, SHV, CTX-M en las cepas estu-
diadas se realiz6 utilizando los iniciadores
sefialados en la Tabla II y se utilizaron las
condiciones de amplificacion previamente
descritos por Di Conza y col. (17), Eckert y
col. (18) y Ma y col. (19). Las amplificacio-
nes se llevaron a cabo en un volumen final
de 25 ul. y la mezcla estuvo compuesta por
2,5 wL del buffer de reaccion (10X),
1,25 pl de MgCl, (50 mM), 1,5 de dNTPs
(10 mM; Fudaim, Venezuela), 2,5 ul. de
cada iniciador (10 pmol/ul), 0,3 ul de la
Taq polimerasa (5 U/ul; Fundaim, Vene-
zuela), 12,45 ul. de agua bidestilada ultra-
pura y 2 uL. del ADN extraido. Las PCRs se
realizaron en un termociclador Perkin
Elmer (GeneAmp PCR System 2400). Los
productos obtenidos fueron separados en
geles de agarosa al 1%, tedidos con
50 ug/mL de bromuro de ctidio (Sigma) y

fotografiados con el UVP Biodoc-It System.
Como marcador de peso molecular se utili-
z6 una escalera de 100 pb (Bioneer). Los
amplicones obtenidos fueron purificados
utilizando el sistema AccuPrep PCR Purifi-
cation (Bioneer) y secuenciados por Macro-
gen Inc. (Seul, Corea) mediante electrofo-
resis capilar en un secuenciador modelo
ABI 3730XL  (Applied Biosystems, CA,
USA), utilizando los mismos iniciadores
usados en la PCR. Las secuencias nucleoti-
dicas resultantes fueron analizadas median-
te el uso del programa Basic Local Align-
ment Search Tool (BLAST) del National
Center for Biotechnology Information
(NCBI) y comparadas con las secuencias ge-
néticas incluidas en las base de datos
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov /Blast.cgi.

Las cepas de ECUP fueron clasificadas
dentro de los grupos filogenéticos (A, Bl,
B2 y D) de acuerdo a la presencia de los ge-
nes chuA, yjaA y el fragmento génico
TspE4.C2, mediante una PCR multiple utili-
zando los iniciadores y condiciones descri-
tos por Clermont y col. (20). La mezcla de

TABLA 11
INICIADORES UTILIZADOS EN ESTE ESTUDIO
Iniciador Secuencia (5°-3") Referencia
FwblaCTX-M ATG TGC AGY ACC AGT AAR GTK ATG GC 17
FrblaCTX-M CCG CTG CCG GTY TTA TCV CCB AC
FwblaCTX-M-1 ATG GTT AAA AAA TCA CTG C 17
FrblaCTX-M-1 GGT GAC GAT TTT AGC CGC
FwblaCTX-M-2 TTA ATG ATG ACT CAG AGC ATT C 18
FrblaCTX-M-2 GAT ACC TCG CTC CAT TTA TTG C
FwblaCTX-M-8 TGA ATA CTT CAG CCA CAC G 19
FrblaCTX-M-8 TAG AAT TAA TAA CCG TCG GT
FwblaCTX-M-9 AAC ACG GAT TGA CCG TCT TG 19
FrblaCTX-M-9 TTA CAG CCC TTC GGC GAT
FwblaCTX-M-25 CGC CGA TAA CAC GCA GAC 19
FrblaCTX-M-25 CGG CTC CGA CTG GGT GAA GTA
FwblaSHV GGG TTA TTC TTA TTT GTC GC 19
FrblaSHV TTA GCG TTG CCA GTG CTC
FwblaTEM ATA AAA TTC TTG AAG ACG AAA 19
FrblaTEM GAC AGT TAC CAA TGC TTA ATC A
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amplificacién se realizé en un volumen final
de 25 ul. y estuvo compuesta por: 2,5 ul
del buffer de reaccion (10X), 1,5 ul de
MgCl, (50 mM), 1,5 ul. de ANTPs (10 my;
Bioneer), 2,5 wulL de cada iniciador
(10 pmol/ul.), 0,3 ul. de la Tag polimerasa
(5 U/ul; Fundaim), 2,2 ul. de agua bidesti-
lada ultrapura y 2 ul. del ADN extraido. Los
resultados fueron interpretados con base en
el esquema de Clermont y col. (20) median-
te la ausencia (-) o presencia (+) de los ele-
mentos antes descritos: grupo A: chuA -y
TspE4.C2 -; B1: chuA - y TspE4.C2 +; B2:
chuA + y yjaA + y el filogrupo D: chuA + y
vjaA -. Para estos ensayos se utilizaron
como cepas control E. coli LMM36-ULA
(chuA + y yjaA +) v E. coli LMM32-ULA
(TspE4.C2 +).

La relaciéon clonal entre las cepas de
ECUP fue determinada por la amplifica-
cion de secuencias repetitivas por PCR
(Rep-PCR) a partir del ADN total utilizan-
do los iniciadores y condiciones descritos
por Lozano y col. (21). La mezcla de reac-
cién para la Rep-PCR se realiz6 en un volu-
men final de 25 uL y estuvo constituida
por 2,5 ul. de buffer (10X), 2,5 uL de
MgCl, (50 Mm), 3 L. de ANTPs (10 Mm), 3
ul de cada uno de los iniciadores (10
pmol/ul), 0,5 ul. de Taq polimerasa
(5U/uls; Fundaim), 5,50 ul. de agua bides-
tilada estéril y 5 uL. de ADN. Los productos
de amplificacion se separaron en un gel de
agarosa al 1,5% tefniido con bromuro de eti-
dio y fotografiados con el UVP Biodoc-It
System. Como marcador de peso molecular
se utilizé una escalera de 50 pb (Bioneer).
Los patrones obtenidos Rep-PCR fueron
analizados utilizando el Software Treecon
1.3b, el cual generd el dendograma o arbol
de similitud para establecer las relaciones
entre las cepas estudiadas. Los patrones
con coeficientes de similitud superior al
85% fueron considerados relacionados clo-
nalmente.

RESULTADOS

Veintitin cepas de ECUP, con suscepti-
bilidad disminuida a los antibiéticos B-lac-
tamicos de amplio espectro, fueron aisladas
de muestras de orina en pacientes cuya
edad promedio fue de 49,8 afios (rango de
8 a 86 aiios), el 90,5% correspondié al gé-
nero femenino y el 9,5% al masculino. El
80,95% tenia como diagndstico una infec-
cién urinaria (ITU) recurrente y el 57,14%
presentd otra patologia asociada (Tabla I).

Estas cepas mostraron perfiles de sus-
ceptibilidad compatibles con la producciéon
de BLEE (Tabla III). Todos los aislados fue-
ron resistentes a cefotaxima (CIM
>8 ug/ml), aztreonam (CIM 16-32 ug/mL)
y solo dos cepas presentaron sensibilidad a
ceftazidima (CIM 2 pg/mL). Once cepas
(11/21; 52,38%) fueron susceptibles a pipe-
racilina/tazobactam. Sin embargo, el 100%
de las cepas fueron inhibidas por merope-
nem, ertapenem y colistina con rangos en-
tre 0,03-0,25 pg/mL, 0,06-0,25 pg/mL y
1-2 pg/ml, respectivamente. La prueba
SDD fue coincidente con los resultados ob-
tenidos en la CIM.

Ademas de la resistencia a los B-lacta-
micos, se pudo observar que las cepas de
ECUP presentaron resistencia asociada a
otros antibi6ticos, los cuales en orden de
frecuencia fueron: tobramicina, ciprofloxa-
cina y gentamicina (100%, 95,23% vy
61,90%, respectivamente). De acuerdo a la
distribucion de estos marcadores de resis-
tencia, las cepas fueron agrupadas en 5 pa-
trones de resistencia (Tabla IV). El patrén
IV fue el mas frecuente (11/21; 52,38%),
conformado por cepas positivas a BLEE y
con resistencia asociada a la ciprofloxacina,
tobramicina y gentamicina.

Los ensayos de amplificacién por PCR
permitieron detectar en la mayoria de las
cepas (20/21) la presencia de la B-lactama-
sa CTX-M-1. El analisis de la secuencia del
producto amplificado revel6 la variante
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TABLA III
CONCENTRACION INHIBITORIA MINIMA (CIM) Y PORCENTAJE DE RESISTENCIA A LOS AGENTES
ANTIMICROBIANOS DE LAS CEPAS DE Escherichia coli UROPATOGENA

Antibiotico CIM (ug/mlL) N° de cepas % Resistencia
Rango CIM;, CIM,, S I R (N=21)
FOX 4-64 8 32 0 0 21 100
CTX 8->128 16 64 0 0 21 100
CAZ 2-64 32 32 2 0 19 90,47
AZT 16 - >32 32 32 0 0 21 100
TZpP 16 - >128 16 64 11 0 10 47,62
ERT 0,03-0,25 0,12 0,25 21 0 0
MER 0,03-0,125 0,06 0,06 21 0 0
CIp 0,25 ->8 2 4 1 0 20 95,23
CcLT* 1-2 1 1 21 0 0 0
AMK 2-2>64 16 16 17 3 4,76
GTM 2->16 4 16 8 0 13 61,90
TOB >16 16 16 0 0 21 100

FOX: cefoxitina; CTX: cefotaxima; CAZ: ceftazidima; AZT: aztreonam; TZP: piperacilina/tazobactam; ERT: ertape-
nem; MER: meropenem; CIP: ciprofloxacina; CLT: colistina; AMK: amikacina; GTM: gentamicina; TOB: tobramici-

na. S: sensible; I: intermedia; R: resistente.

*CIM: interpretacion de acuerdo con European Committee on

Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST). Version 3.0, (2013).

TABLA IV
DISTRIBUCION DE LOS PATRONES DE RESISTENCIA ASOCIADOS CON LA PRESENCIA DE BLEEs
EN CEPAS DE Escherichia coli UROPATOGENA

Patron de Resistencia

Marcadores de resistencia

N°: 21 (n°/%)

I BLEE +, TOB 1/4,76
I BLEE +, CIP, TOB 5/23,81
11 BLEE +, CIP, TOB, AMK! 2/9,52
v BLEE +, CIP, TOB, GTM 11/52,38
A BLEE +, CIP, TOB, AMK, GTM 2/9,52

blacrxais, con un grado de identidad del
99% correspondiente a la secuencia de refe-
rencia GenbanK No. AY044436. S6lo una
cepa (ECUP22) fue portadora de BLEE tipo
SHV.

En relacion a las diferentes combina-
ciones de BLEE, 5 cepas mostraron la aso-
ciacion de por lo menos 2 tipos de B-lacta-
masas: blacrxais + blagya, blacrxyas +

blag,y (2/21; 9,52%, respectivamente) y
blagy + blargy, (1/21; 4,76%), mientras
que en el resto de las cepas de ECUP el pa-
tron genotipico de BLEE estuvo representa-
do por un dnico gen blacxys (16/21;
76,19%). La relacion de esta caracteristica
y la distribucién segin los principales gru-
pos filogenéticos se muestran en la Tabla V.
El 61,9% (13/21) de los aislados se ubico
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principalmente en el filogrupo A, siendo
este el grupo mas frecuente. El resto de las
cepas estudiadas fueron asignadas al grupo
B2 (8/21; 38,1%). No hubo una distribu-
cion particular de las ECUP productoras de
BLEEs en los grupos A y B2. Sin embargo,
las dos tnicas cepas que presentaron la aso-
ciacion blagryxygs + blag,y, fueron ubicadas
en el filogrupo B2. En esta coleccion de

ECUP no se encontraron cepas pertenecien-
tes a los grupos B1 y D.

La tipificacion por Rep-PCR permiti6
evidenciar que las 21 cepas de ECUP se dis-
tribuyeron en 4 principales grupos: I, II, III
y IV (Fig. 1). Destaca en el grupo I la pre-
sencia de 4 subgrupos estrechamente rela-
cionados: el Ia conformado por 4 cepas de
una misma clona: ECUP21, ECUP22,

TABLA V
DISTRIBUCION DE LOS GENES blay, ;. DE ACUERDO A LOS GRUPOS FILOGENETICOS
DE LAS CEPAS DE Escherichia coli UROPATOGENA

Genes

Grupo filogenético de ECUP (N/%)

Total

blatgy g, A B1

- (N/%)

blacrx.ais 11/52,38
blagrxais + blagyy 0
1/4,76

1/4,76

blagryy.gs + blargy.

blagiy + blargy.

5/23,80
2/9,52
1/4,76

0

16/76,19
2/9,52
2/9,52
1/4,76

oo o o O

Total (N/%) 13/61,9

o 1o o o o (g

8/38,1 21/100

06 0.5 04

| | |

03

0.2 0.1

EcUP21
EcUP22 {},
EcUP18
EcUP19

‘ EcUP12}l
I | EcUP17

ECUP20 Ic
|EcUPO1 }1
'EcUP14

EcUP15

I EcUP16 Il
A
i EcUP11

: EcUP09 Illa

if
|

EcUPO5
| ECUPOS Ay
EcUPOS

EcUP02

IECUPOS }IVa
EcUP04

{EcUPO7 }Wb

Fig. 1.

'EcUP08

Dendograma que muestra la relacion clonal de las 21 cepas de Escherichia coli uropatdgena
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de similitud. Hacia la derecha de la linea punteada se encuentra un indice de similitud por

encima del 85%.
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ECUP18 y ECUP19 con un 100% de simili-
tud. El Ib, representado por ECUP12 y
ECUP17, con un indice de similitud de
aproximadamente 94%, mientras que el I¢,
representado por la cepa ECUP20, tuvo una
similitud de aproximadamente 88% con res-
pecto al resto de las cepas del mismo gru-
po. El grupo Id, con una relacion de simili-
tud menor al 80%, fue conformado por 2 ce-
pas (ECUPO1 y ECUP14). En el resto de los
grupos (II, IIT y IV), la distribucion de las
cepas fue variada, sin superar en la mayoria
de los casos un orden de similitud del 85%.
La distribucién clonal fue independiente de
las caracteristicas fenotipicas y genotipicas
de cada cepa (datos no mostrados).

DISCUSION

El estudio de la susceptibilidad a los
antibioticos B-lactamicos en las cepas de
ECUP revel6 un perfil fenotipico compati-
ble con la produccion de BLEE. Las cepas
productoras de BLEE son un grave proble-
ma terapéutico porque ademas de ser resis-
tentes a la gran mayoria de B-lactamicos,
presentan altas tasas de resistencia a otros
grupos de antibiéticos (22). Los resultados
de este trabajo avalan esta afirmacion. Las
cepas de ECUP, ademas de ser productoras
de BLEE, presentaron resistencia asociada
a otros antibiéticos como tobramicina
(100%), ciprofloxacina (93%) y gentamicina
(86,67%), y en menor frecuencia amikacina
(19%). Es posible que la distribucién de las
cepas estudiadas en 5 patrones de suscepti-
bilidad diferentes, se deba a la presencia de
determinantes de resistencia adicionales
que median la produccién de enzimas modi-
ficadoras de aminoglucésidos, bombas de
expulsion y alteraciones de la permeabili-
dad de la pared celular, entre otros meca-
nismos (5).

Tradicionalmente, la presencia de
BLEE se ha relacionado con cepas bacteria-
nas causantes de infecciones hospitalarias.

Sin embargo, en los tltimos anos se ha in-
crementado el aislamiento de cepas de E.
coli productoras de CTX-M-15, en infeccio-
nes de inicio comunitario, especialmente
las relacionadas con el tracto urinario (23).
En este estudio se confirmé la presencia de
genes blagryyqs en casi todas las cepas
ECUP, excepto en un aislado en el cual se
detect6 el gen blag;,. En la mayoria de las
cepas se observd la presencia de un tdnico
gen productor de BLEE, representado por
blagryais, Y un pequefio porcentaje estuvo
conformado por ECUP con diversas combi-
naciones de genes bla (blagry 15 + blaygy g,
blacryyast+ blasyy y blagy+Dblag,). Estas
asociaciones de BLEE han sido descritas
ampliamente en la literatura y obedecen
principalmente a la naturaleza transponible
y de recombinacion de los genes bla (5, 22,
24). De hecho, Brises y col. (2) y Millan y
col. (12), afirman que independientemente
de la diversidad genética de las cepas E.
coli, CTX-M se encuentra extensamente dis-
tribuida en todos los grupos filogéneticos
de este género bacteriano, gracias a una
plataforma genética eficiente que le permi-
te a esta enzima diseminarse y movilizarse
entre especies y géneros bacterianos dife-
rentes.

Por otra parte, numerosos estudios
han senalado que las cepas virulentas o pa-
togenas causantes de las ITU pertenecen a
los grupos filogenéticos B2 y D, mientras
que las cepas comensales se ubican en el
grupo Ay B1 (1, 2). Recientemente, Araque
y col. (14) describieron por primera vez en
América Latina una cepa de ECUP produc-
tora de CTX-M-32 perteneciente al grupo
B2. Sin embargo, en este estudio la preva-
lencia de ECUP productoras de CTX-M-15
se observo principalmente en los filogrupos
Ay B2 y en ningtin caso se aislaron cepas
de los grupos B1 y D. Estos resultados cons-
tituyen hallazgos interesantes, hasta ahora
no reportados en Venezuela, que pueden
ser atribuidos a una estructura clonal ca-
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racteristica de las cepas de ECUP, dadas
por complejas relaciones entre las propieda-
des de virulencia, bases filogenéticas y me-
canismos de resistencia antimicrobiana
(25, 26).

Es importante resaltar que la tipifica-
cion de las cepas por Rep-PCR permitié di-
ferenciar a las cepas de ECUP en 4 grupos
principales, donde solamente en los sub-
grupos Ia al Ic se observaron cepas con
una relacion clonal que super6 el 85%, in-
dependientemente de sus caracteristicas
fenotipicas y genéticas. En este contexto, y
considerando la particular distribucién de
las cepas estudiadas en dos de los principa-
les grupos filogenéticos (A y B2), es posi-
ble que el origen geografico de las cepas y
los mecanismos de trasmision, representen
elementos adicionales de importancia epi-
demiolégica, debido a que estos pueden es-
tar reflejando un patrén local de uso de los
antibiéticos en la prdctica clinica, en la
medicina veterinaria, asi como en produc-
tos de origen animal para el consumo hu-
mano. Desde el punto de vista téenico, es
probable que utilizando otras herramien-
tas moleculares con mayor poder discrimi-
natorio, tales como la electroforesis de
campo pulsante y aumentado el niimero de
cepas a estudiar, se pudiera dilucidar me-
jor la estructura y distribucién clonal de
las cepas de ECUP que circulan en la co-
munidad de Mérida, Venezuela. Por consi-
guiente, estos aspectos seran considerados
en estudios futuros.

En conclusion, los resultados obteni-
dos en este estudio permiten sefnalar que la
BLEE tipo CTX-M-15 es la enzima prevalen-
te en cepas de ECUP pertenecientes a los fi-
logrupos A y B2, productoras de ITU en pa-
cientes provenientes de la comunidad, lo
que evidencia que Venezuela también forma
parte de la llamada “pandemia CTX-M-15”
(1, 5, 27). En este contexto, podriamos asu-
mir que cepas de ECUP productoras de
CTX-M-15 asociada o no a otras BLEEs, asi

como a determinantes de resistencia dife-
rentes a los B-lactamicos, pueden estar pre-
sentes en la comunidad, de manera que la
poblacion sana estaria actuando como re-
servorio de esta BLEE, como producto del
uso y abuso de los antibidticos. Por tanto,
es necesario implementar programas de vi-
gilancia epidemioldgica que permitan racio-
nalizar el uso de los antimicrobianos de am-
plio espectro con base en la epidemiologia
local y en el mecanismo de resistencia pre-
sente, asi como aplicar técnicas de caracte-
rizaciéon molecular para la identificacion de
genes de resistencia y la tipificacion de mi-
croorganismos para reducir el surgimiento
y diseminacion de clonas resistentes.
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