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Resumen.- Las infecciones desarrolladas por enterobacterias productoras de β-lactamasas 
de espectro extendido (BLEE) se relacionan con altas tasas de mortalidad y morbilidad en 
ambientes hospitalarios, gracias a su capacidad de hidrolizar antibióticos β-lactámicos. El 
objetivo del presente estudio fue caracterizar los genes que confieren resistencia a β-lactámicos 
en enterobacterias obtenidas de un hospital de tercer nivel de la ciudad de Quito.  Se colectaron 
153 enterobacterias y se identificó la especie mediante pruebas bioquímicas establecidas. El 
estudio seleccionó los aislados que presentaron producción de enzimas BLEE analizado por 
el método de sinergia de doble disco y el sistema automatizado VITEK 2 proporcionado en 
el hospital. De los 22 aislados seleccionados, 19 fueron identificados como Escherichia coli y 3 
como Klebsiella oxytoca. La identificación de genes de resistencia empleó reacción en cadena 
de la polimerasa y usó cebadores específicos de cada gen codificante de BLEE (blaCTX-M, blaTEM, 
blaSHV) y de enzimas carbapenemasas (blaKPC, blaIMP, blaVIM, blaNDM). La identificación de la variante 
alélica reportó que 11/22 aislados presentaron el gen blaCTX-M-15 y 4/22 el gen blaTEM-1. Ninguno 
aislado presentó genes de resistencia a carbapenémicos.  La tipificación molecular se realizó con 
electroforesis en Gel de Campo Pulsado y mostró ausencia de diseminación clonal.

Palabras clave: β-lactamasas de espectro extendido (BLEE), enterobacterias, genes de resistencia, 
resistencia bacteriana, variante alélica. 

Abstract.- Infections developed by extended spectrum β-lactamase-producing 
Enterobacteriaceae (ESBL) are associated with high mortality and morbidity rates in hospital 
settings due to their ability to hydrolyze β-lactam antibiotics. The objective of this study was to 
characterize the genes that confer resistance to β-lactams in Enterobacteriaceae obtained from 
a tertiary hospital in the city of Quito. 153 members of the Enterobacteriaceae were collected 
and the species was identified with biochemical tests. The study selected the isolates that 
presented ESBL enzyme production analyzed by the double disk synergy method and the VITEK 
2 automated system provided by the hospital. Of the 22 selected isolates, 19 were identified 
as Escherichia coli and 3 as Klebsiella oxytoca. The identification of resistance genes used a 
polymerase chain reaction and used specific primers for each gene encoding ESBL (blaCTX-M, 
blaTEM, blaSHV) and carbapenemase enzymes (blaKPC, blaIMP, blaVIM, blaNDM). The identification of the 
allelic variant reported that 11/22 isolates presented the blaCTX-M-15 gene and 4/22 the blaTEM-1 

gene. None of the isolates presented genes for resistance to carbapenems. Molecular typing 
was performed with Pulsed Field Gel Electrophoresis and showed the absence of clonal spread.

Keywords: allelic variant, bacterial resistance, Enterobacteriaceae, extended spectrum 
betalactamases (ESBL), resistance genes.
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Introducción
La familia Enterobacteriaceae comprende más de 30 géneros y alrededor de 100 especies 
bacterianas. Los miembros de esta familia son bacterias Gram negativas, de forma bacilar y 
están presentes en el intestino de humanos y otros animales homeotermos formando parte 
de la microbiota natural (CDC 2013). Esta familia alberga géneros de importancia clínica como: 
Escherichia, Shigella, Klebsiella, Enterobacter, Proteus, Salmonella y Citrobacter.  Las especies 
patógenas producen infecciones oportunistas, en especial a pacientes hospitalizados  con 
sistemas inmunitarios comprometidos como pacientes con VIH, pacientes oncológicos, niños y 
ancianos (Adeolu et al. 2016).

En la actualidad, la eficacia de estos agentes se ha reducido por el desarrollo de diversos 
mecanismos de resistencia por parte de la bacteria.  Así tenemos: 1) producción de enzimas 
tipo β-lactamasas que inactivan los antibióticos por hidrólisis; 2) modificación del sitio blanco 
de acción, disminuyendo la afinidad de unión del antibiótico a la bacteria; 3) cierre de canales 
porinas, disminuyendo la permeabilidad de la célula bacteriana al antibiótico, y 4) bombas 
activas que extraen el antibiótico desde el interior de la célula al exterior (Zeng y Lin 2013, Cho 
et al. 2014, Shaikh et al. 2015). 

Las β-lactamasas son enzimas producidas por bacterias Gram positivas y Gram negativas.  En 
este grupo se encuentran las β-lactamasas de espectro extendido (BLEE), enzimas codificadas 
por genes cromosómicos y plasmidiales. Estas enzimas comprenden β-lactamasas tipo SHV, 
TEM, CTX-M, Amp-C y PER (D’Andrea et al. 2013, López et al. 2016). 

Entre las β-lactamasas de espectro extendido (BLEE), el tipo CTX-M es el grupo de mayor 
importancia clínica en la actualidad.  La mayoría de estudios que involucran bacterias productoras 
de BLEE lo reportan (Brolund y Sandegren 2016).  El grupo CTX-M fue descrito por primera vez a 
partir de un aislado de Escherichia coli en el año 1989 en Munich, Alemania. Debe su nombre a la 
capacidad de producir la enzima cefotaximasa, enzima que confiere resistencia a la cefotaxima 
(Cantón et al. 2012). Se originó a partir de genes cromosomales presentes en miembros del 
género Kluyvera. Este género de bacterias comprende varias especies ambientales y no suelen 
estar relacionadas a reportes clínicos (Rossolini et al. 2008, Bevan et al. 2017).  

La familia CTX-M se divide en 6 grupos: CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-9, CTX-M-8, CTX-M-25 y KLUC, 
con 210 variantes reportados actualmente (Ding et al. 2018). El grupo CTX-M-1 y el CTX-M-9 son 
los que tienen una mayor distribución a nivel mundial, siendo la variante CTX-M-15 (del grupo 
CTX-M-1), la de mayor prevalencia (Bevan et al. 2017, Ding et al. 2018, Rivoarilala et al. 2018).

Las enzimas BLEE del tipo TEM fueron identificadas por primera vez en una E. coli, en Atenas 
(Grecia) en 1965. Estas enzimas fueron ampliamente reportadas en casos de resistencia a 
β-lactámicos entre bacterias Gram negativas a finales de los años 90s. En la actualidad, se han 
reportado 180 variantes de esta enzima, siendo las variantes TEM-1 y TEM-2 las que tienen 
mayor distribución a nivel mundial. Estas enzimas, son responsables de resistencia a penicilina, 
ampicilina y cefalosporinas de primera generación (López et al. 2016).  

Un grupo importante de antibióticos β-lactámicos lo constituyen los carbapenémicos. Este tipo 
de antibióticos cuenta con un mayor espectro de actividad y con una mayor resistencia a las 
enzimas β-lactamasas. Por esta razón, son empleados como tratamientos alternativos eficaces 
en casos de infecciones producidas por bacterias multirresistentes. Su mecanismo de acción es 
similar al de β-lactámicos tradicionales, pero su efectividad y estabilidad son mucho mayores  
(Doi et al. 2017).  Esta propiedad lo confiere la presencia de un carbono en la posición C-1 y 
a la configuración trans del anillo β-lactámico en los carbonos C-5 y C-6, incrementando su 
estabilidad frente a enzimas β-lactamasas (Zeng y Lin 2013).

La resistencia mediada por enzimas se ha incrementado en los últimos años, convirtiéndose en 
uno de los problemas más graves que la salud pública mundial debe afrontar. En el informe de 
la Organización Mundial de la Salud del 28 de enero de 2018 se reconoce que esta problemática 
es una realidad en cualquier parte del mundo.  El problema se agrava al considerar que muchas 
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enterobacterias son resistentes a múltiples drogas (OMS 2018). El Ecuador no es ajeno a esta 
realidad y desde el año 2010 se ha reportado un incremento de la resistencia bacteriana (Zurita 
2013).  Datos del Instituto Nacional de Estadísticas y Censos (INEC) muestran que, en el año 
2014, 30 269 personas fueron diagnosticadas con enfermedades relacionadas con infecciones 
bacterianas (INEC 2017). 

Materiales y Métodos
Población de estudio.- Los aislados bacterianos fueron obtenidos de un centro hospitalario 
de tercer nivel de la ciudad de Quito, entre los meses de octubre del 2016 a mayo del 2017. 
El hospital proporcionó únicamente aislados clínicos de la familia Enterobacteriaceae. El total 
de aislados colectados fue de 153, de los cuales 22 fueron seleccionados por la producción 
enzimática de β-lactamasas de espectro extendido (BLEE), previamente identificado por la 
casa de salud.  Los aislados obtenidos fueron llevados al Laboratorio de Microbiología de la 
Pontificia Universidad Católica del Ecuador (PUCE), a través del uso de medios de transporte 
Stuart y medidas de bioseguridad adecuadas.  En el laboratorio, los aislados bacterianos fueron 
procesadas, incorporados y codificados a la Colección Bacteriana – Quito Católica (CB-QCA).

Identificación fenotípica.- La identificación de cada aislado proporcionado por el centro 
hospitalario se realizó a través de una batería de pruebas bioquímicas establecidas que 
comprenden el uso de varios medios diferenciales.  Los medios de cultivo utilizados en este 
estudio fueron manufacturados por la empresa BD DifcoTM y fueron: agar Citrato de Simmons, 
agar Triple Azúcar y Hierro (TSI), agar Motilidad-Indol-Lisina (MIL), agar Motilidad-Indol-Ornitina 
(MIO), caldo Rojo de Metilo y Vogues Proskauer (RM/VP), agar fenilalanina y agar urea (BD 
Diagnostics 2009). 

Obtención de perfiles fenotípicos de resistencia.- El centro hospitalario proporcionó, junto a 
los aislados bacterianos, los perfiles de resistencia obtenidos a través del sistema automatizado 
VITEK 2™. Las tarjetas empleadas en la determinación de la concentración inhibitoria mínima 
(CIM) fueron AST-N272 (bioMérieux, Inc.).  En el laboratorio de Microbiología PUCE se realizaron 
análisis de sensibilidad a antimicrobianos empleando el método de difusión en disco Kirby-
Bauer (Bauer et al. 1966, CLSI 2018).  Los discos de antibióticos utilizados en la determinación 
de la sensibilidad antibiótica fueron: Ampicilina (10 µg), Ampicilina/Sulbactam (10 µg/10 µg), 
Piperacilina/tazobactam (100 µg/10 µg), Cefazolina (30 µg), Cefoxitina (30 µg), Ceftriaxona (30 
µg), Cefepima (30 µg), Gentamicina (10 µg), Tobramicina (10 µg), Amikacina (30 µg), Ácido 
nalidíxico (30 µg), Norfloxacina (10 µg), Ciprofloxacina (5 µg), Levofloxacina (5 µg), Trimetoprima/
sulfametoxazol (25 µg) y Aztreonam (30 µg).  La interpretación de los halos de inhibición 
obtenidos siguió los lineamientos establecidos por el Instituto de Estándares Clínicos y de 
Laboratorio, CLSI (2018).  

Identificación fenotípica de β-lactamasas de espectro extendido (BLEE). - Para la identificación 
fenotípica de los aislados productores de BLEE se empleó el Método de sinergia de doble disco. 
En una placa de MHA se inoculó una suspensión bacteriana al 0,5 de la escala de McFarland.  
El ensayo empleó discos de Cefotaxima (5 µg), Cefotaxima/Ácido Clavulánico (30 µg/10 µg), 
Ceftazidima (30 µg) y Ceftazidima/Ácido Clavulánico (30 µg/10 µg) que fueron colocados de 
manera equidistante. Después de incubar a 37 °C por 18 horas, se midió el diámetro de los 
halos de inhibición obtenidos.   Para la interpretación de resultados, si el halo de inhibición del 
antibiótico más el inhibidor es 5 mm mayor al del antibióticos sin inhibidor se reporta como una 
prueba positiva a la producción de BLEE (CLSI 2018). 

Identificación fenotípica de carbapenemasas. - La identificación fenotípica de carbapenemasas 
usó el Triton Hodge Test (THT) que empleó TritonX-100.  Para ello, se eliminó la humedad de la 
superficie de una placa de agar Mueller Hinton (MHA) estéril y se agregó 50 µL de TritonX-100 
en la superficie de la placa de MHA.  El TritonX-100 fue distribuido con un cotonete estéril sobre 
toda la superficie de la placa hasta su completa absorción.  Posterior a este procedimiento, se 
preparó una suspensión de 0,5 en la escala de McFarland, en caldo Mueller Hinton, de la cepa 
ATCC 25922 de Escherichia coli. A continuación, la suspensión fue sembrada en la placa de MHA 
previamente impregnada de TritonX-100.  Una vez inoculada la placa, se colocó un disco de 
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meropenem (10 µg) en el centro de ésta. Con ayuda de un cotonete estéril, se inoculó en línea 
recta el microorganismo problema, el cual partió del extremo del disco al borde de la placa. Este 
proceso se repitió en 2 ocasiones, una con la cepa control positiva (K. pneumoniae ATCC BAA 
1705) y otra con la cepa control negativa (K. pneumoniae ATCC BAA 1706). Finalmente, las placas 
fueron incubadas a 35 °C por 16 - 18 horas. Para la interpretación de los resultados, se observó la 
interacción entre el organismo analizado y la cepa ATCC 25922 de E. coli. Un resultado positivo 
demuestra un sobrecrecimiento de la cepa indicadora hacia el disco del carbapenem empleado 
en la intersección de la estría con la zona de inhibición. Un resultado negativo se interpretó 
cuando la zona de inhibición permanece inalterada en su intersección con la estría que formó el 
aislado problema (Pasteran et al. 2016).

Extracción de ADN.- Para la extracción del ADN bacteriano se inocularon los aislados en Caldo 
Tripticasa de Soya (TSB) e incubaron a 37 °C por 18 horas. A partir de esta suspensión se extrajo 
el ADN bacteriano de los aislados positivos a las pruebas fenotípicas de BLEE. Se empleó el 
kit comercial de extracción de ADN total Wizard® Genomic DNA Purification Kit, de la marca 
Promega®. Se utilizó la guía emitida por el fabricante para la extracción de ADN de bacterias 
Gram negativas (Promega 2010).

Detección molecular de la presencia de genes de resistencia.- La detección de genes se realizó 
mediante reacción en cadena de la polimerasa (PCR). Los genes amplificados relacionados 
con la producción de BLEE fueron: blaTEM, blaCTX-M y blaSHV. Para identificar la presencia de genes 
relacionados a la producción de carbapenemasas se analizaron: blaIMP, blaVIM, blaKPC y blaNDM. 

Las reacciones de amplificación emplearon un volumen final de 25 µL que contenían:12,5 μL de 
GoTaq® Green Master Mix (Promega™); 9,5 μL de agua libre de nucleasas, 1 μL de cada cebador 
(10 μM) y 1 μL de ADN (10 ng/μL). Las condiciones, productos y cebadores empleados en las 
reacciones de amplificación se detallan en la Tabla 1. 

La PCR se realizó en el termociclador de gradiente MultiGene™ (modelo TC9600-G-) de la empresa 
LabNet Internacional.  Los productos de amplificación fueron analizados por electroforesis 
convencional a 100 V por 1 hora, en geles de agarosa al 1 %. El buffer utilizado para los geles y 
la corrida electroforética fue TBE 0,5X (44,5mM Tris Base, 44,5 mM ácido bórico, 12,5mM EDTA). 

Nombre del 
Gen

Nombre del 
cebador

Secuencia Temperatura 
de 

anillamiento

Amplicón 
(pb)

Referencias

bla CTX-M CTX-M F ATAAAACCGGCAGCGGTG 59 ºC 483 pb Fatemeh et al. 2016
CTX-M R GAATTTTGACGATCGGGG

bla TEM TEM F ATGAGTATTCAACATTTCCG 50 ºC 858 pb Ranjbar et al. 2018
TEM R CCAATGCTTAATCAGTGAGG

bla SHV SHV F TTTATCGGCCYTCACTCAAGG 55 ºC 862 pb Kang et al. 2019
SHV R GCTGCGGGCCGGATAACG

bla NDM NDM F CACCTCATGTTTGAATTCGCC 52 ºC 984 pb Dortet et al. 2012
NDM R CTCTGTCACATCGAAATCGC

bla VIM VIM F ATGGTGTTTGGTCGCATATC 52 ºC 500 pb Poirel et al. 2000
VIM R TGGGCCATTCAGCCAGATC

bla IMP IMP F GAAGGGCGTTTATGTTCATACTT 52 ºC 587 pb Elena et al. 2018
IMP R GTTTTGCCTTACCATATTTGGA

bla KPC KPC F CGGAACCATTCGCTAAACTC 55 ºC 738 pb Iñiguez et al. 2010
KPC R GGCCTCGCTGTRCTTGTCAT

Tabla 1.  Cebadores utilizados en la detección de genes codificantes de Betalactamasas de Espectro Extendido (BLEE) en 
Enterobacterias.

pb = pares de bases
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Como marcador de peso molecular se utilizó TrackIt™ 100 pb ADN Ladder (Invitrogen). La 
tinción de los geles de electroforesis obtenidos empleó SYBR® Gold 10.000X (Invitrogen). Para 
la visualización del gel se usó el sistema de captura de imagen Molecular Imager ® Gel Doc TM 
XR+ (BIO-RAD).

Secuenciamiento de los productos de amplificación.- Los productos de amplificación que 
presentaron el peso molecular correspondiente al amplicón obtenido a partir del organismo 
control fueron enviados a la empresa MACROGEN Inc., Corea del Sur, para su purificación y 
secuenciamiento. Las secuencias resultantes fueron importadas al programa bioinformático 
Geneious Prime versión 2019.2.1 y comparadas con las secuencias obtenidas de la base de datos 
del National Center for Biotechnology Information (NCBI), para cada gen. 

Tipificación Molecular.- La tipificación de los aislados bacterianos positivos a la producción 
de BLEE se realizó mediante Electroforesis en Gel de Campo Pulsado (PFGE) siguiendo los 
procedimientos estandarizados por los Centros para el Control y Prevención de Enfermedades 
(CDC) para los laboratorios de la Red Internacional PulseNet (https://www.cdc.gov/pulsenet/pdf/
ecoli-shigella-salmonella-pfge-protocol-508c. pdf ). El protocolo empleado fue el recomendado 
para la subtificación de E. coli 0157:H7, E. coli Non-0157, Salmonella, Shigella sonnei y Shigella 
flexneri.  El PFGE se realizó con el sistema CHEF DR-III (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA).  La 
cepa Salmonella enterica serotipo Braenderup (H9812) fue utilizada como estándar de tamaño 
molecular para la comparación y normalización de los fragmentos obtenidos por la digestión 
del cromosoma bacteriano con la enzima de restricción Xba I.  Los patrones de restricción fueron 
analizados por el software BioNumerics Seven (Applied Math, Sint-Maten-Latem, Belgium) 
empleando el coeficiente de similitud de DICE y el algoritmo UPGMA con 1,5 % de tolerancia 
y 1,5 % de optimización.  Para la generación del dendrograma se aplicó un coeficiente de 
similaridad mayor al 90 %.

Resultados
Población de estudio.- De los 153 aislados bacterianos obtenidos, únicamente se seleccionaron 
los que presentaron el fenotipo BLEE. Con el Método de sinergia de doble disco, 14 aislados 
arrojaron resultados positivos y por el método automatizado VITEK 2™, 21 fueron positivos. Se 
comparó los aislados positivos por cada método, y se seleccionó los que fueron positivos para al 
menos uno de ellos. Así, se obtuvieron 22/153 aislados con el fenotipo de interés.

De los 22 aislados positivos fenotípicamente a la producción de BLEE, el 86,4 % (19/22) de los 
aislados fueron identificados como Escherichia coli, mientras que el 13,4 % (3/22) restante fueron 
individuos de la especie Klebsiella oxytoca (Tabla 2). 

El origen de los aislados mostró que el 54,55 % (12/22) de los aislados fueron obtenidos a partir 
de muestras de orina; 18,18 % (4/22) procedieron de heridas quirúrgicas; 9,09 % (2/22) fueron 
obtenidos de punta de catéteres; 4,55 % (1/22) se obtuvo a partir de líquido peritoneal; 4,55% 
(1/22) de secreción de herida quirúrgica; 4,55 % (1/22) de sangre y 4,55 % (1/22) de secreción de 
muñón de histerectomía (Tabla 2). 

Obtención de perfiles fenotípicos de resistencia.- Los valores obtenidos en las pruebas de 
difusión en disco complementó a los resultados reportados por el sistema automatizado 
VITEK 2™ proporcionado por el centro hospitalario. Las pruebas obtenidas por el Método de 
difusión determinaron que el 100 % (22/22) de los aislados fueron resistentes a ampicilina; 
63,64 % (14/22) fueron  resistentes a ampicilina/sulbactam; 13,64 % (3/22) fueron resistentes 
a piperacilina/tazobactam; 90,91 % (20/22) a cefazolina; 9,09 % (2/22) a cefoxitina; 81,82 % 
(18/22) a ceftriaxona; 36,36 % (8/22) a cefepima; 13,64 % (3/22) a gentamicina; 9,09 % (2/22) 
a tobramicina; 4,55 % (1/22) a amikacina; 72,73 % (16/22) a ácido nalidíxico; 68,18 % (15/22) a 
norfloxacina; 68,18 % (15/22) a ciprofloxacina; 63,64 % (14/22) a levofloxacina; 54,55 % (12/22) a 
trimetoprima/sulfametoxazol y 59,09 % (13/22) a aztreonam (Tabla 2). 

Los resultados de los antibióticos analizados por el método automatizado VITEK 2™ fueron: 100 
% (2/2) fueron resistentes a ampicilina; 72,73 % (16/22) a ampicilina/sulbactam; 20 % (4/20) 
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a piperacilina/tazobactam; 50 % (1/2) a cefalotina; 50 % (1/2) a cefuroxima; 9,09 % (1/11) a 
cefoxitina; 90 % (18/20) a ceftazidima; 90,48 % (19/21) a ceftriaxona; 90,48 % (19/21) a cefepima; 
4,55 % (1/22) a amikacina; 13,64 % (3/22) a gentamicina; 72,73 % (16/22) a ciprofloxacina; 50 % 
(1/2) a norfloxacina y 50 % (1/2) a trimetoprima/sulfametoxazol.  Para fosfomicina, nitrofurantoina, 
tigeciclina y cefotaxima no se reportaron aislados resistentes a ninguno de estos antibióticos.

Identificación fenotípica de β-lactamasas de espectro extendido (BLEE).- En la prueba de 
sinergia de doble disco se encontró que para cefotaxima/ácido clavulánico vs cefotaxima 14/22 
aislados dieron positivo a la producción de BLEE, mientras que en ceftazidima/ácido clavulánico 
vs. ceftazidima, 11/22 aislados dieron un resultado positivo (CLSI 2018).

El análisis por el sistema automatizado VITEK 2™ determinó que 21 aislados presentaron 
el fenotipo BLEE, siendo el aislado CB-QCA 4562, el único identificado como negativo a la 
producción de BLEE por parte del centro hospitalario, pero con un resultado positivo por el 
método de sinergia de doble disco.

En relación a la detección fenotípica de la producción de carbapenemasas por el método THM, 
ningún aislado fue positivo a la producción de estas enzimas.  En los análisis realizados por 
VITEK 2™, no se detectó ningún aislado resistente a los 4 carbapenémicos probados (doripenem, 
ertapenem, imipenem y meropenem).
 
Detección molecular de la presencia de genes de resistencia.-  La visualización de los productos 
de PCR demostró la presencia/ausencia de genes productores de BLEE y carbapenemasas. Se 
comparó las bandas obtenidas en los geles de electroforesis convencional con el marcador de 
peso molecular, buscando aquellas que coincidían con tamaño reportado para el amplicón del 
control positivo (Tabla 2).

De los 22 aislados analizados el 50 % (11/22) presentó el gen blaCTX-M y 18,18 % (4/22) el gen 
blaTEM. Ningún aislado presentó el gen blaSHV (Figura 1 y Figura 2). 

Ninguno de los 22 aislados estudiados dio positivo a la presencia de los 4 genes analizados para 
la producción de carbapenemasas: blaIMP, blaVIM, blaKPC y blaNDM. 

 

Figura 1. A) Productos de amplificación obtenidos para el gen blaCTX-M.  M, marcador de peso molecular (100 pb).  (-), control 
negativo; (1), CB-QCA 4562; (2), CB-QCA 4609; (3), CB-QCA 4668.  B) Productos de amplificación obtenidos para el gen blaTEM. M, 
marcador de peso molecular (100 pb).  (-), control negativo; (1), CB-QCA 4562; (2), CB-QCA 4697; (3), CB-QCA 4699; (4), CB-QCA 
4991.



70

REMCB 42 (1): 63-77, 2021

 

Fi
gu

ra
 2

. D
en

dr
og

ra
m

a 
qu

e 
de

m
ue

st
ra

 la
s 

re
la

ci
on

es
 e

xi
st

en
te

s 
en

tr
e 

lo
s 

di
fe

re
nt

es
 p

ul
so

tip
os

 o
bt

en
id

os
 a

 p
ar

tir
 d

e 
la

 E
le

ct
ro

fo
re

sis
 e

n 
G

el
 d

e 
Ca

m
po

 P
ul

sa
do

 (P
FG

E)
 d

e 
E.

 c
ol

i.  
El

 d
en

dr
og

ra
m

a 
m

ue
st

ra
 u

na
 re

la
ci

ón
 c

lo
na

l d
el

 1
00

 %
 e

nt
re

 lo
s 

pu
lso

tip
os

 C
B-

Q
CA

 4
66

8 
co

n 
CB

-Q
CA

 4
68

8 
y 

lo
s 

pu
lso

tip
os

 C
B-

Q
CA

 4
99

0 
co

n 
CB

-Q
CA

 4
99

1.
  E

l d
en

dr
og

ra
m

a 
fu

e 
ge

ne
ra

do
 m

ed
ia

nt
e 

el
 m

ét
od

o 
U

PG
M

A 
co

n 
1,

5 
%

 d
e 

to
le

ra
nc

ia
 y

 1
,5

 %
 d

e 
op

tim
iz

ac
ió

n.
 E

nt
re

 lo
s d

at
os

 p
re

se
nt

es
 e

n 
el

 d
en

dr
og

ra
m

a 
se

 in
cl

uy
e 

el
 c

ód
ig

o 
PU

CE
, l

a 
es

pe
ci

e,
 e

l 
or

ig
en

 d
e 

lo
s a

isl
ad

os
, l

a 
pr

es
en

ci
a/

au
se

nc
ia

 d
e 

ge
ne

s c
od

ifi
ca

nt
es

 d
e 

BL
EE

 y
 e

l r
es

ul
ta

do
 fe

no
típ

ic
o 

a 
la

 d
et

ec
ci

ón
 d

e 
BL

EE
. 



71

Genes de resistencia a β-lactámicos 
Coral et al.

Identificación de variantes alélicas.- La identificación se realizó comparando las secuencias 
de los aislados analizados con las secuencias depositadas en el NCBI de las diversas variantes 
alélicas.   Se amplificaron 2 de los 7 genes analizados: blaCTX-M y blaTEM.  De los 22 aislados, 13 
aislados presentaron al menos uno de estos genes.  El gen blaTEM se observó en 4 aislados y 
pertenecían a la variante blaTEM-1 (número de accesión NG_050145.1).  11 aislados fueron 
portadores del gen blaCTX-M y todos fueron identificados con la variante alélica blaCTX-M-15 (Número 
de accesión NG_048935.1).

Tipificación molecular.- El PFGE realizado a los 22 aislamientos de Escherichia coli productoras de 
BLEE empleó un punto de corte de similitud > 90 %.  El análisis de PFGE mostró heterogeneidad 
genética entre los aislados revelando 17 pulsotipos distintivos (Figura 2).   Se formaron 2 clusters 
distintivos (grupo 1 y grupo 2) con 3 y 2 aislados respectivamente y mostraron un coeficiente de 
similitud del 97 % y 100 % cada uno.  Los aislados del grupo 1 mostraron relación con la expresión 
de genes blaCTX-M y los aislados del grupo 2 se relacionaron con la ausencia de estos genes.  Los 
17 pulsotipos restantes, que corresponden al 77,3 % de los aislados, mostraron coeficientes de 
similitud del 80 al 90 % (Figura 2). 
 
Discusión
Las bacterias productoras de β-lactamasas de espectro extendido (BLEE) son una verdadera 
amenaza para la sociedad, convirtiéndose en un problema mayor para los sistemas de salud a 
nivel mundial. El presente estudio demostró que Escherichia coli fue la especie predominante en 
la población estudiada, con el 86,36 % (19/22) de aislados identificados. Este resultado coincide 
con otros reportes de  nuestro país observados en trabajos de Calva et al. (2016), Supliguicha 
et al. (2017) y Pachay (2018). La predominancia de E. coli productoras de BLEE entre los aislados 
de origen clínico, no sólo se observa en el país, sino en varias partes del continente americano, 
como es el caso del estudio de Blanco et al. (2016) y Villegas et al. (2016) quienes reportan 
porcentajes similares de aislados de E. coli de origen clínico para Colombia, y los trabajos de 
Morones et al. (2016) para México. 

Junto a Escherichia, el género bacteriano mayormente descrito en otros estudios de bacterias 
productoras de BLEE es el género Klebsiella, que ha llegado a establecerse como cepas endémicas 
en varios de países de América (Guzmán et al. 2014). Este estudio reportó la presencia del 13,64 
% (3/22) de aislados relacionados con la especie Klebsiella oxytoca. Si bien, Klebsiella pneumoniae 
suele ser el mayor representante del género Klebsiella, estudios realizados en el país y el 
continente demuestran que K. oxytoca está presente en un porcentaje similar a K. pneumoniae, 
alineándose con los resultados obtenidos en esta investigación (Calva et al. 2016, Guillén et al. 
2016, Morones et al. 2016, Supliguicha et al. 2017).

La mayoría de los aislados fueron obtenidos a partir de muestras de orina con el 54,55 % (12/22) y 
heridas quirúrgicas con el 18,18 % (4/22). Todos los aislados fueron identificadas como Escherichia 
coli. La predominancia de E. coli entre los aislados procedentes de muestras de orina se debe a 
que E. coli es una bacteria comensal del sistema digestivo de todos los animales homeotermos. 
La cercanía anatómica entre el ano e inicio de la uretra, sobretodo en la anatomía femenina, 
aumenta la posibilidad de infecciones del tracto urinario (ITU) relacionados con la presencia de 
esta bacteria (Villar et al. 2014, Flores et al. 2015, Mathers et al. 2015).  El segundo origen más 
común reportado fue de punta de catéter con el 9,09 % (2/22). Los 2 aislados fueron identificados 
como K. oxytoca. Los distintos orígenes de cada aislado se relacionan a infecciones bacterianas 
asociadas a la atención en salud. Estudios como el de Rivera et al. (2015) muestran la capacidad 
de estas dos especies, en especial de K. oxytoca, de sobrevivir en superficies inanimadas dentro 
del ambiente hospitalario. Esto explicaría el origen de su constante presencia (López, 2014, 
Rivera et al. 2015). 

Al analizar los perfiles de resistencia obtenidos con el método de difusión en disco, las resistencias 
predominantes fueron a ampicilina, cefazolina y ceftriaxona.  Para el método automatizado 
VITEK 2™ los perfiles de resistencia predominantes fueron a ampicilina/sulbactam, ceftazidima, 
ceftriaxona y cefepima. Si bien, los antibióticos para los que existen un mayor porcentaje de 
resistencia, difieren entre un método y otro, a excepción de ceftriaxona, se observa que la 
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resistencia a cefalosporinas está bien marcada. Se presenta resistencia tanto a cefalosporinas 
de tercera generación (ceftazidima y ceftriaxona), y cuarta generación (cefepima). Esto supone 
un grave problema en el tratamiento de infecciones relacionadas a bacterias con este tipo 
de resistencias. Las cefalosporinas son usadas como un tratamiento efectivo y de amplio 
espectro para tratar infecciones relacionadas con bacterias Gram positivas y Gram negativas. 
Además, se usan como terapia alternativa para pacientes alérgicos a las penicilinas (Macy y 
Contreras 2015, Oliveira et al. 2015). Su inactivación se traduce en incrementos en el uso de 
antibióticos reservados para casos de resistencia, como los carbapenémicos. Este problema 
aumenta el riesgo de generar resistencias a estas alternativas terapéuticas (Oliveira et al. 2015). 
Al comparar los perfiles de resistencia obtenidos con estudios similares a nivel nacional, vemos 
que la resistencia a ampicilina, ampicilina/sulbactam y trimetoprima/sulfametoxazol se han 
incrementado en gran medida en los últimos años. Estos resultados coinciden con estudios 
reportados en Latinoamérica por Villar et al. 2014 y Calva et al. 2016. 

La producción de carbapenemasas evaluada por el Triton Hodge Test (THT) indicó que el 100 % 
de los aislados analizados no presentaron producción de estas enzimas. Los resultados obtenidos 
por el método automatizado VITEK 2™, mostró el mismo resultado. En el estudio planteado por 
Codjoe y Donkor (2017) la falta de evidencia fenotípica no significa que los aislados no sean 
portadores de genes relacionados a dichas resistencias. Por tanto, se analizó la presencia de 
genes relacionados a estas resistencias para descartar la presencia de posibles portadores.

Desde el surgimiento de las primeras bacterias productoras de BLEE, las enzimas mayormente 
reportadas fueron los tipos TEM y SHV. En la actualidad las enzimas predominantes corresponden 
al tipo CTX-M (Blanco et al. 2016). Cada una de las variantes de CTX-M está relacionado con un 
mayor o menor índice de resistencia a ciertos   tipos   de antibióticos      β-lactámicos.  Por este 
motivo, el análisis molecular de genes de resistencia es siempre necesario y complementario a 
los análisis fenotípicos. En el caso de esta investigación se encontró que el 50 % (11/22) de los 
aislados presentaron el gen blaCTX-M, en específico la variante blaCTX-M-15.

La variante blaCTX-M-15 se caracteriza por ser prevalente a escala mundial, siendo reportada en 
América del Norte y Sur, África, Asia y Europa. Solo en China la variante predominante es la 
blaCTX-M-14 (Chen et al. 2014, Seiffert et al. 2014, Sidjabat y Paterson 2015, Fatemeh et al. 2016). 
La presencia de blaCTX-M-15 está en relación con los resultados documentados por Calva et al. 
(2016) para Ecuador y por Colquechagua et al. (2015) y Blanco et al. (2016) para Colombia y 
Perú respectivamente. Cantón et al. (2012) explican que la rápida propagación de este tipo de 
enzima BLEE se debe a la facilidad con la que puede ser transmitida al asociarse a plataformas 
genéticas móviles como plásmidos y transposones, lo que explicaría la predominancia de esta 
enzima en particular. Cantón et al. (2012) también reporta la relación de la variante blaCTX-M-15 con 
el plásmido FII, llamado “plásmido de resistencia epidémica”, caracterizado por su capacidad y 
facilidad de adquirir genes de resistencia (Cantón et al. 2012).   

Los aislados que presentaron el gen blaCTX-M-15 mostraron altos porcentajes de resistencia a 
penicilinas, cefalosporinas (primera, segunda y tercera generación) y quinolonas.  La resistencia 
a otro tipo de antibiótico, como las quinolonas, se relaciona con lo descrito por Flores-Mireles 
et al. (2015). Este estudio mostró que los genes de resistencia a quinolonas, como el gen qnrB 
son heredados junto a genes de resistencia a β-lactámicos como blaCTX-M-15 (Flores-Mireles et al. 
2015). Esta relación también se observa en el estudio realizado por Azargun et al. (2018) donde 
se observa una gran prevalencia de resistencia a quinolonas en aislados portadores del gen 
blaCTX-M-15.

Los 4 aislados de E. coli productores de la enzima TEM presentaron la variante alélica blaTEM-1. 

La producción de la enzima TEM está relacionada con resistencia a ampicilina, penicilina y 
cefalosporinas. Otros estudios realizados en Ecuador demuestran que la variante blaTEM-1 es la 
predominante en el país (Calva et al. 2016). De igual manera, el estudio de Díaz (2017), reportó 
que las variantes alélicas presentes fueron blaTEM-1 y blaTEM-214, siendo blaTEM-1 la predominante, 
resultados similares a los reportados en el presente estudio.  La variante alélica obtenida blaTEM-1 
no es considerada como una Betalactamasa de Espectro Extendido debido a su limitada 
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capacidad de hidrolizar penicilinas.  Esto hace que sea catalogada como una enzima tipo 
Betalactamasa de Espectro Ampliado (Smet et al. 2010).

En la identificación fenotípica de BLEE, 9/22 aislados presentaron un perfil de resistencia 
concordante con el fenotipo, pero no presentaron ninguno de los genes codificantes de BLEE 
analizados. Como Rivera et al. (2015) plantea, es posible que los aislados sean portadores de otro 
tipo de genes relacionados con la producción de BLEE como blaPER, blaVEB, blaGES, blaBES, blaTLA, y 
blaOXA (Aggeliki et al. 2014, Bajpai et al. 2017). Otra opción sugiere que los aislados que presentan 
el fenotipo BLEE son portadores del gen cromosómico inducible AmpC (Rivera et al. 2015). 
La presencia de este gen está relacionada con la resistencia a penicilinas, cefalosporinas, 
cafamicinas y aztreonam. Este gen está presente en el cromosoma de algunas bacterias y 
también puede ser adquirido a través de elementos genéticos móviles como plásmidos (Sidjabat 
y Paterson 2015, Alonso et al. 2016).

En la tipificación molecular obtenida por Electroforesis en Gel de Campo Pulsado con un criterio 
de similitud del 90 % se observó que no existe diseminación clonal entre los aislados analizados.   
Además, se pudo determinar la presencia de tres perfiles de restricción con porcentajes de 
similitud de 88 al 90 % y dos grupos clonales con similitud del 100 %.  Esto se traduce en la 
ausencia de brotes o la diseminación de un pulsotipo dominante en la población de estudio.    
El análisis además demostró cuatro patrones con un perfil único de restricción. Un resultado 
de homogeneidad se reporta comúnmente entre aislados productores de betalactamasas 
tipo CTX-M, relacionándose con la presencia del gen en específico blaCTX-M-15.  Sin embargo, la 
diversidad de los pulsotipos observados demuestra la diversidad de aislados de E. coli obtenidos 
(Izydorczyk et al. 2020).

Conclusiones
-Los aislados bacterianos de origen hospitalario obtenidos mostraron capacidad de producir 
β-lactamasas de espectro extendido y no carbapenemasas.

-La especie predominante en el estudio fue E. coli seguida de K. oxytoca.   Este resultado concuerda 
con los urocultivos que fueron el origen de las muestras más común entre los aislados analizados.

-Los métodos de identificación de sensibilidad antibiótica obtenida por difusión en disco y VITEK 
2™ mostraron ser precisos y efectivos. 
-Los análisis moleculares caracterizaron el tipo de resistencia que se manifiesta relacionando la 
presencia de los genes blaCTX-M-15 y blaTEM-1 con la sensibilidad antibiótica obtenida.

-Los aislados positivos a la detección fenotípica de BLEE, pero no reportaron genes característicos 
asociados a la producción de estas enzimas estarían expresando otro tipo de genes o mecanismo 
de resistencia.

-La presencia de genes blaCTX-M-15 y blaTEM-1 en los aislados estudiados, variantes alélicas 
predominante a nivel mundial, denota su eficacia en la transmisión y permanencia en la 
población bacteriana estudiada.  

-La Electroforesis en Gel de Campo Pulsado mostró la ausencia de diseminación clonal entre los 
aislados analizados.
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