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RESUMEN

Se caracteriz0 la resistencia antimicrobiana de 70 aislados de Escherichia coli obtenidos de pacientes con
infeccion del tracto urinario (ITU) provenientes de ocho hospitales ptiblicos en el Pert. Los perfiles de
resistencia fueron identificados mediante el uso del sistema automatizado MicroScan®. Se utiliz6 una
reaccion en cadena de la polimerasa convencional para la deteccién de los genes bla ., bla .. . blag,
y bla,,,.. E165,7% (46/70) de los aislados present6 un fenotipo multidrogorresistente y el 55,7% (39/70)
fue identificado como productores de betalactamasas de espectro extendido. Se detectaron altos nive-
les de resistencia para ampicilina (77,1%), ciprofloxacina (74,3%), trimetoprim/sulfametoxazol (62,9%),
cefepime (57,1%) y cefuroxima (57,1%). El gen bla,,, fue el més frecuente con un 31,4%, seguido por
bla ., , (18,6%) y bla ,, (2,9%). Los resultados evidencian altos niveles de resistencia a antimicrobianos
de importancia clinica en aislados de E. coli de pacientes con ITU en el Pert.

Palabras clave: Escherichia coli; Farmacorresistencia Bacteriana; Resistencia betalactdmica; Enfermedades
Urologicas; Peru (fuente: DeCS BIREME).

MICROBIOLOGICAL AND MOLECULAR
CHARACTERIZATION OF ANTIMICROBIAL
RESISTANCE IN UROPATHOGENIC Escherichia coli
FROM PERUVIAN PUBLIC HOSPITALS

ABSTRACT

We characterized the antimicrobial resistance of 70 Escherichia coli isolates obtained from patients with
a urinary tract infection (UTI) from 8 public hospitals in Peru. Resistance profiles were identified using
the automated MicroScan® system. A standard polymerase chain reaction was used for the detection of
the bla , , bla ., . bla,, and bla,  genes. The 65.7% (46/70) of the isolates presented a multidrug-re-
sistant phenotype and 55.7% (39/70) were extended-spectrum beta-lactamases producers. High levels of
resistance were detected for ampicillin (77,1%), ciprofloxacin (74,3%), trimethoprim/sulfamethoxazole
(62,9%), cefepime (57,1%), and cefuroxime (57,1%). The bla, gene was the most frequent (31,4%),
followed by bla., ,, (18,6%) and bla , (2,9%) genes. These results show high resistance levels to antimi-
crobials of clinical use in E. coli isolates from hospital UTI patients in Peru.

Keywords: Escherichia coli, Drug Resistance, beta-Lactam Resistance, Urologic Diseases, Peru (source: MeSH NLM).
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INTRODUCCION

Las infecciones del tracto urinario (ITU) tienen una alta in-
cidencia en todo el mundo, y ocasionan elevados costos de
tratamiento para los sistemas de salud V. Escherichia coli es
el agente etioldgico encontrado con mayor frecuencia en las
ITU vy el tratamiento se basa en antimicrobianos. Sin em-
bargo, la falta de regulaciéon de estos tratamientos favorecié
la aparicion de cepas multidrogorresistentes (MDR) en todo
el mundo @y la emergencia de cepas de E. coli producto-
ras de betalactamasas de espectro extendido (BLEE) con la
capacidad de hidrolizar penicilinas, cefalosporinas y mono-
bactams. Los genes que codifican la produccién de BLEE se
encuentran frecuentemente en plasmidos y usualmente van
acompanados de otros genes de resistencia a cefalosporinas,
sulfonamidas, fluoroquinolonas y aminoglucésidos . Exis-
ten diversos genes codificantes para BLEE, siendo mas fre-
cuentes los de las familias TEM, SHV y CTX-M . Mas de
400 tipos de estas enzimas han sido reportadas y las CTX-M
son las de mayor frecuencia en todo el mundo ©.

En el Pert, la deteccion de resistencia antimicrobiana en
bacterias causantes de ITU no estd incluida en el sistema de
vigilancia epidemioldgica y no se cuenta con datos actuali-
zados 7. Conocer los niveles de resistencia y genes asociados
a la produccién de BLEE en aislados de E. coli de ITU per-
mitira establecer terapias empiricas efectivas y programas de
control. Por ello, el objetivo del estudio fue caracterizar me-
diante pruebas fenotipicas y moleculares la resistencia anti-
microbiana y prevalencia de BLEE en aislados de E. coli de
pacientes con ITU provenientes de ocho hospitales publicos
de diferentes departamentos del Pert.

EL ESTUDIO

Se realizé un estudio descriptivo, basado en la obtencién de
aislados bacterianos de ocho hospitales publicos localizados
en los departamentos de Cusco, Huancavelica, La Libertad,
Loreto, Madre de Dios, Puno, San Martin y Tumbes. Se uti-
liz6 un total de 70 aislados de E. coli obtenidos de pacientes
ambulatorios con diagndstico clinico compatible con ITU
recolectados durante el 2018.

Los aislados fueron caracterizados en el Laboratorio de
Investigacion en Biologia Molecular de la Universidad Pe-
ruana Unioén. La confirmacién de especie y determinacién
de perfiles de resistencia se llevo a cabo mediante el uso del
sistema automatizado MicroScan® (AutoScan-4) y el uso de
paneles para gramnegativos (Dade MicroScan®) siguiendo in-
dicaciones del fabricante. Se incluyeron 15 antimicrobianos
correspondientes a diferentes familias: ampicilina (AMP),
ampicilina con sulbactam (AMP/SUL), amoxicilina con aci-
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Motivacion para realizar el estudio: Es importante actualizar
los datos sobre niveles y patrones de resistencia antimicrobiana
en Escherichia coli uropatogenas. Determinar cudles son los
patrones de resistencia permiten orientar una terapéutica
adecuada para este tipo de infecciones.

Principales hallazgos: Se detectaron altos niveles de
resistencia para ampicilina, ciprofloxacina, trimetoprim/
sulfametoxazol, cefepime y cefuroxima. El 55,7% de los
aislados fue identificado como productor de betalactamasas
de espectro extendido (BLEE) con la presencia de los genes
bla . bla_ -My bla

TEM® SHV

Implicancias: La alta frecuencia de cepas de E. coli
multidrogoresistentes productoras de BLEE es alarmante
y debe generar conciencia sobre el uso adecuado de
antimicrobianos en el tratamiento de infecciones del tracto
urinario.

do clavuldnico (AMC), piperacilina con tazobactam (PIP/
TZ), aztreonam (ATM), cefepime (FEP), cefuroxima (CFX),
ceftazidima (CAZ), cefotaxima (FOX), tobramicina (TOB),
gentamicina (GEN), ciprofloxacina (CIP), trimetoprim/
sulfametoxazol (SXT), colistina (COL) y tigeciclina (TIG).
Adicionalmente, se detectd la presencia de E. coli produc-
tores de betalactamasas de espectro extendido (BLEE). Los
resultados fueron interpretados segiin recomendaciones del
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, sus siglas
en inglés) ®.

La extraccién de ADN se realizé por medio del kit innu-
PREP siguiendo instrucciones del fabricante (Analytik Jena,
Alemania). Para la identificacion de genes, se utiliz6 una reac-
cion en cadena de la polimerasa (PCR) convencional diseniada
CTX-M (9)’ blaTEM (10)’ blaSHV an y blaPER (12)' Las
secuencias de cebadores utilizados son detalladas en la Tabla 1.

para cada gen bla

La multidrogorresistencia fue definida segtin la detec-
cion de un fenotipo resistente para al menos un antimicro-
biano en tres o mas clases. La proporcion de aislados resis-
tentes fue estratificada segiin sexo del paciente. El analisis
bivariado se desarrollé mediante el uso de la prueba exacta
de Fisher con un nivel de confianza del 95%. El manejo de
datos se realizd con el uso del paquete estadistico Stata 16
(StataCorp, College Station, Texas, EE. UU.).

El estudio fue evaluado y aprobado por el Comité de Eti-
ca dela Universidad Peruana Union (N2019-CEUPeU-0001)
y por la Direccién Universitaria de Investigacion, Ciencia y
Tecnologia de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.
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Tabla 1. Cebadores utilizados para la amplificacion de genes.

Genes Amplicon (pb) Cebador Secuencias Referencia
CTX/F TTTGCGATGTGCAGTACCAGTAA

bla., ., 544 9
CTX/R CGATATCGTTGGTGGTGCCAT
TEM/F TTGGGTGCACGAGTGGGTTA

bla,, 504 10
TEM/R TAATTGTTGCCGGGAAGCTA
SHV/F ATGCGTTATATTCGCCTGTG

blag,, 865 11
SHV/R GTTAGCGTTGCCAGTGCTCG
PER/F ATGAATGTCATCACAAAATG

bla,, 927 12
PER/R TCAATCCGGACTCACT

HALLAZGOS

Se obtuvieron 70 aislados de Escherichia coli provenientes de
pacientes ambulatorios con diagndstico compatible con una
infeccion del tracto urinario (UTI) provenientes de hospita-
les publicos en Huancavelica (n=15), Loreto (n=14), Tum-
bes (n=13), Madre de Dios (n=12), La Libertad (n=8), Puno
(n=4), Cusco (n=3) y San Martin (n=1). La media de edad
fue 38,8 afos y el 80% (n=56) fueron pacientes femeninos.
El 65,7% de los aislados (46/70) presenté un fenotipo mul-
tidrogorresistente (MDR), siendo mads frecuente en pacien-
tes de sexo masculino (78,6%, 11/14) en comparacion a los
femeninos (62,5%, 35/56). El 55,7% (39/70) de los aislados
fueron identificados como productores de betalactamasas
de espectro extendido (BLEE), con una mayor frecuencia en
pacientes de sexo masculino (64,3%, 9/14) en comparacion
con los femeninos (53,6%, 30/56). Sin embargo, estas dife-
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rencias no fueron estadisticamente significativas (p>0,05).
E1 92,3% (36/39) de los aislados identificados como produc-
tores de BLEE, presenté un fenotipo MDR incluyendo resis-
tencia a aminoglucdsidos, fluoroquinolonas, betalactdmicos
y sulfonamidas.

Se detectaron altos porcentajes de resistencia para am-
picilina (77,1%), ciprofloxacina (74,3%), trimetoprim/sulfa-
metoxazol (62,9%), cefepime (57,1%), cefuroxima (57,1%) y
ampicilina con sulbactam (40%). Los aislados de pacientes
de sexo masculino presentaron los niveles de resistencia mas
altos (Figura 1). Sin embargo, solo los aislados provenientes
de pacientes femeninos presentaron resistencia a ceftazidi-
ma (10,7%, n=6), aztreonam (3,6%, n=2), cefotaxima (3,6%,
n=2), tigeciclina (1,8%, n=1). Estas diferencias no fueron
estadisticamente significativas (p>0,05). No se detectaron
aislados resistentes a amikacina, ertapenem, imipenem y
meropenem.

I_II_II_I.—|

PIP/TZ CAZ ATM FOX TIG

|_ Masculino (n=14) [__] Femenino (n=56)

Figura 1. Perfiles de resistencia de Escherichia coli segin sexo del paciente.

AMP: ampicilina, CIP: ciprofloxacina, SXT: trimetoprim/sulfametoxazol, FEP: cefepime, CFX: cefuroxima, AMP/SUL: ampicilina con sulbactam, TOB: tobramicina,
GEN: gentamicina, AMC: amoxicilina con 4cido clavulanico, COL: colistina, PIP/TZ: piperacilina con tazobactam, CAZ: ceftazidima, ATM: aztreonam, FOX: cefotaxima,

TIG: tigeciclina.
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Tabla 2. Deteccién de genes relacionados a la produccion de betalactamasas de
espectro extendido (BLEE) en Escherichia coli uropatogenas.

Fenotipo n bla_.. ., blag, bla, ~ bla, .
BLEE 17 - - - -
(n=39) 10 - - + _

10 + - - -

1 - + - -

1 + + - -
BLEE 17 - - - -
negativo 12 - - + -
(n=31) 2 + - - -

+/-: presencia/ausencia del gen segun resultados de la reaccién en cadena de po-
limerasa.

La familia de genes bla., fue detectada por PCR en un
31,4% (22/70), seguido por bla ., (18,6%, n=13) y bla_,,
(2,9%, n=2), tanto en aislados productores y no productores
de BLEE. Del total de aislados BLEE, el 56,4% (22/39) fue
positivo para al menos uno de los genes evaluados. El gen
bla.,, , fue el mas comun (28,2%, 11/39), de los cuales solo
un aislado lo presenté en combinacién con el gen bla,,. El
25,6% (10/39) de los aislados productores de BLEE presen-
taron el gen bla, . No se evidencid la presencia conjunta de
los genes bla_, , v bla,, . Del total de aislados no produc-
tores de BLEE, el 54,8% (17/31) no present6 ninguno de los
genes evaluados. E138% (12/31) presenté el gen bla |
el 6,5% (n=2) el gen bla . . Del total de aislados producto-
res y no productores de BLEE, no se detectd la presencia del
(Tabla 2).

y solo

gen bla

PER

DISCUSION

Los aislados de E. coli de pacientes con ITU presentaron al-
tos niveles de resistencia a antimicrobianos de importancia
clinica. Mas del 50% de los aislados fue clasificado como
MDR vy productor de BLEE. Las resistencias mas frecuen-
tes fueron para ampicilina, ciprofloxacina y trimetoprim/
sulfametoxazol, antimicrobianos usados con frecuencia para
el tratamiento de ITU 9. Ademads, se encontraron aislados
resistentes a colistina, una droga de tltimo recurso utilizada
en ITU complicada causada por bacterias MDR . No se
detectaron aislados resistentes a imipenem, meropenem y
ertapenem. Sin embargo, la deteccion de aislados de E. coli
uropatégenos productores de BLEE representa un riesgo po-
tencial de desarrollo de resistencia, debido a su capacidad de
transportar genes de resistencia a otros antimicrobianos !°.

Los aislados de pacientes de sexo masculino exhibie-
ron mayores niveles de resistencia para ampicilina, cipro-
floxacina, trimetoprim/sulfametoxazol, cefepime, cefuroxi-
ma, ampicilina con sulbactam, tobramicina, gentamicina,
amoxicilina con acido clavuldnico, colistina y piperacilina
con tazobactam. Las diferencias encontradas segtin el sexo
de los pacientes no fueron significativas, por lo que no pode-

1221

mos evidenciar que ser un paciente de sexo masculino seria
un indicador para la seleccién empirica de antimicrobianos
para el tratamiento de ITUs. Sin embargo, nuestros resul-
tados muestran una alta prevalencia de E. coli resistente a
diversos antimicrobianos de uso frecuente en estas infeccio-
nes. Se debe considerar un mayor cuidado en la seleccién
de esquemas terapéuticos por parte de los médicos tratantes
para evitar asi una presion selectiva que conlleve a la emer-
gencia de cepas MDR.

La familia de genes bla., fue la mas frecuente, segui-
da por bla_
encontrados por otros autores, siendo el gen bla_ . el mas
frecuente en pacientes con ITU en el Pert “*'®. Un total
de 17 aislados productores de BLEE fueron negativos para
todos los genes evaluados. Inclusive, se detectd la presencia
de los genes blaCTX | (n=2) y bla.,, (n=12) en los aislados
identificados como no productores de BLEE. Las diferencias
observadas en la deteccién de aislados BLEE por métodos
fenotipicos y genotipicos reflejan la baja sensibilidad que
posee el método fenotipico y la posible influencia de facto-
res externos en la presentacion de resistencia. Posiblemente,
muchos aislados no produjeron BLEE a niveles detectables
por el método fenotipico, lo que podria explicar la presencia
de aislados BLEE negativos, pero con genes relacionados a
la produccion de esas enzimas. En contraste al método fe-
notipico, la deteccion de genes mediante la amplificacion de
PCR posee mejores niveles de especificidad y sensibilidad.
Sin embargo, estos valores estdn estrechamente correlacio-
nados a la calidad y disefio de cebadores. Inclusive, variantes
de genes bla_, o bla,,, no BLEE han sido descritas, por lo
que métodos de secuenciamiento resultan esenciales para su
identificacién y caracterizacién .

En conclusion, los resultados evidencian altos niveles de
resistencia en aislados de E. coli portadores de los genes
bl avIve blaC'l‘X—M Y blasrlv
rios con diagnostico de ITU en distintas regiones del Pert.
Los hospitales peruanos ptiblicos realizan el monitoreo de la
resistencia antimicrobiana utilizando principalmente méto-

y blag,. Estos resultados contrastan con los

recuperados de pacientes ambulato-

dos fenotipicos y en menor medida, métodos moleculares.
Sin embargo, estas metodologias pueden no reflejar de ma-
nera correcta el estado de la resistencia antimicrobiana en
este y otros tipos de infecciones. Por ello, resulta necesaria
la implementacion de métodos de tltima generacion para
la vigilancia gendmica de la resistencia antimicrobiana en
hospitales.

Los resultados presentados corresponden a una primera
fase del estudio. Utilizaremos métodos de secuenciamiento
del genoma completo y andlisis bioinformatico para el estu-
dio de la resistencia antimicrobiana en estos aislados bacte-
rianos. La informacién generada servird como herramienta
epidemioldgica para determinar la distribucién de los genes
de resistencia y también como una guia para evaluar la ten-
dencia y posibles cambios en los esquemas terapéuticos por
parte de los médicos tratantes.
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