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RESUMEN

El aumento de Escherichia coli extraintestinal (EXPEC) productoras de betalactamasas de espectro extendido
(BLEE) han generado la necesidad de utilizar antibi6ticos de amplio espectro para su tratamiento. En Perd, la
presencia de bacterias portadoras de BLEE son una problematica de salud publica, lo que se ha visto reflejado en
numerosas publicaciones realizadas principalmente en Lima; pero poco se conoce sobre EXPEC-BLEE en Cusco.
Por ello, el objetivo del estudio fue la caracterizacion de BLEE en aislados ExXPEC-BLEE y sus grupos filogenéticos
en hospitales de Cusco. Setenta aislados ExXPEC-BLEE fueron analizados para la identificacién de genes blatem,
blactx-m, blasny y para grupos filogenéticos (A-D), utilizando la reaccidn en cadena de la polimerasa. Los resultados
indicaron mayores proporciones en la co-expresion entre blatem y blactx-m (34%) y en el grupo filogenético B2
(51%) reconocidos como clones altamente virulentos. Adicionalmente se pudo identificar una correlacion entre
genes BLEE vy los diferentes grupos filogenéticos (p-valor = 0.0099). Estos resultados permite ampliar el
conocimiento sobre la epidemiologia de EXPEC-BLEE en Cusco.

Palabras clave: BLEE, E.coli, EXPEC.

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF EXTENDED SPECTRUM BETA-LACTAMASES (ESBL) IN
EXTRAINTESTINAL E. coli STRAINS (ExPEC) ISOLATED FROM HOSPITALS IN THE CITY OF CUSCO-
PERU

ABSTRACT

The increase of extraintestinal Escherichia coli (EXPEC) producing extended-spectrum beta-lactamases (ESBL)
has generated the need to use broad-spectrum antibiotics for their treatment. In Peru, the presence of bacteria
carrying ESBL is a public health problem and studies have been carried out especially in Lima and little is known
about EXPEC-ESBL in Cusco. Therefore, the aim of the study was the characterization of ESBL in EXPEC-ESBL
isolates and their phylogenetic groups in hospitals in Cusco. Seventy ExXPEC-ESBL isolates were analyzed for the
identification of blatem, blactx-m, blasuv genes and for phylogenetic groups (A-D), using the polymerase chain
reaction. The results indicated higher proportions of co-expression between blarem and blacrx-m (34%) and in
phylogenetic group B2 (51%) recognized as highly virulent clones. Additionally, a correlation between BLEE genes
and the different phylogenetic groups was identified (p-value = 0.0099). These results allow us to broaden our
knowledge of the epidemiology of EXPEC-BLEE in Cusco.
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1. INTRODUCCION

Escherichia coli (E.coli) es una bacteria Gram negativa que forma parte del orden Enterobacterales y habitan
normalmente en el tracto intestinal de seres humanos y animales; aunque su funcionamiento principal en el cuerpo
es mantener el sistema digestivo sano y ayudar a digerir los alimentos, ciertas cepas pueden tener efectos
negativos para la salud humana debido a la gran variedad de factores de virulencia (FV) responsables de la
colonizaciéon, adherencia, invasién y evasién de los mecanismos de defensa que les confieren una mayor
capacidad para causar enfermedades infecciosas, dentro y fuera del intestino del huésped [1]. Las cepas de E.coli
son genéticamente heterogéneas y las diferencias entre las comensales y patégenas se fundamentan en sus
factores de virulencia por ello se clasifican como E.coli patogénica intestinal (IPEC) y E.coli patogena
extraintestinal (EXPEC); otra subclasificacion esta basada en sus antecedentes filogenéticos que las diferencia en
cuatro grupos principales: A, B1, B2, D; los dos primeros se consideran de bajo poder virulento, mientras que las
patégenas pertenecen principalmente a los grupos filogenéticos B2 y D [2], dentro de los cuales se encuentran los
aislados ExPEC [3], siendo uno de los principales agentes causales de las Infecciones Asociadas a la Atencién
en Salud (IAAS) a nivel mundial, por su impacto significativo en la morbimortalidad de la poblacion, especialmente,
en grupos vulnerables y con sistemas inmunolégicos comprometidos [4].

El desafio clinico se agrava debido a que estas bacterias EXPEC pueden presentar un fenotipo multirresistente
(MDR), asociado a la presencia de enzimas denominadas betalactamasas, dentro de las cuales, las
betalactamasas de espectro extendido (BLEE) son las mas prevalentes [5,6]. La caracteristica principal de estas
enzimas es que son capaces de hidrolizar las cefalosporinas de primera, segunda y tercera generacién o de amplio
espectro (cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima) y a los monobactamicos (aztreonam); adicionalmente, por ser
codificadas especialmente en plasmidos, vienen acompafadas de otros genes de resistencia, que generan fallas
terapéuticas e infecciones del tracto urinario o bacteriemias, en donde el tratamiento es empirico [7,8].

Las BLEE son enzimas codificadas por genes de naturaleza diversa y pueden agruparse en varias familias con
caracteristicas Unicas; entre ellas, se encuentran las de tipo SHV, por sus iniciales de “sulphydryl variable”, aislada
por primera vez en Europa a partir de una cepa de Klebsiella ozaenae, con la capacidad de hidrolizar ceftazidima
y cefotaxima [9]; las tipo TEM, que hace referencia a “Temoniera”, nombre de la paciente en cuyo hemocultivo se
aislo por primera vez una cepa E.coli capaz de hidrolizar aztreonam de manera mas eficiente que la ceftazidima
y cefotaxima; y, CTX-M, cefotaximasas aisladas por primera vez en Munich, Alemania, son de naturaleza
plasmidica y confieren resistencia a cefotaxima y cefuroxima [10]. Tanto SHV y TEM estan relacionadas con
variantes que difieren s6lo en unas pocas sustituciones de aminoacidos, mientras que CTX-M es mucho mas
diverso genéticamente y se ha diseminado rapidamente por todo el mundo [11,12].

Desde inicios de los afios 2000, se han documentado los primeros reportes de produccién de BLEE,
particularmente, en Europa; sin embargo, para el 2021 los reportes indican una propagacion global, en especial
del tipo CTX-M [13], debido a la presencia de clones exitosos o clones de alto riesgo. Por ejemplo, en paises como
EEUU, Arabia Saudi, India y Nepal, determinaron que el posible factor de prevalencia de los fenotipos BLEE de
E.coli, es la diseminacion global del clon ST131 que con frecuencia transporta blacrx-v-15 [14][15][16][17]; en Sur
América, el primer reporte de ExPEC productora de BLEE fue realizado en Colombia en el 2011, donde
encontraron la presencia de blacrx-w-15 €n el grupo filogenético B2 [18]; en el 2017, en Venezuela, se evidencio la
presencia de EXPEC-BLEE con resistencia a cefalosporinas conjunta a quilinolas y aminoglucésidos, en aislados
clasificados en grupos filogenéticos A y B1, como los més frecuentes, seguidos por D y B2, encontrando en cada
uno los genes blacrx-m, con mayor predominio en blacrx-m-g [19].

Asi también, en Perq, los aislados portadores de BLEE han sido identificados como una probleméatica de gran
importancia en salud publica, debido a que se han encontrado diseminados por el pais, principalmente en ciudades
como Lima, Loreto, Puno, San Martin, Madre de Dios, entre otras regiones; siendo mas predominante el gen
blarem , seguido por blactx-m y blasky [20][21]. Sin embargo, en la regién de Cusco pocos reportes se han
encontrado con la caracterizacion de los tipos de BLEE en aislados ExPEC, ni con relacion a los grupos
filogenéticos, a pesar de los reportes que reflejan alta tasa de resistencia [22]. Por consiguiente, con la finalidad
de ampliar el conocimiento epidemiolégico de la regién, el objetivo de este proyecto fue caracterizar los tipos de
BLEE y sus grupos filogenéticos, a partir de cepas de EXPEC resistentes a cefalosporinas de tercera generacion,



aisladas de centros hospitalarios en la ciudad de Cusco — Perd, mediante métodos moleculares como la reaccién
en cadena de la polimerasa.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Tipo de estudio

Se realizé un estudio observacional descriptivo, con muestreo no probabilistico por conveniencia. Los criterios de
inclusion de los aislados fueron EXPEC portadoras de BLEE y los criterios de exclusion, fueron aislados no
clasificados como EXPEC [23]. Las muestras fueron identificadas con cédigo propio, con el cual se presentaran
todos los analisis del estudio.

2.2. Aislados bacterianos y cepas control

Los aislados bacterianos fueron seleccionados del banco de cepas de la Universidad Santiago de Cali (70
aislados), provenientes de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco, obtenidos a partir de muestras
de orina, con 65 aislados; sangre, con 4 aislados; y, piel y tejidos blandos, con 1 aislado. Se utilizaron como cepas
control para la deteccion de los tipos de BLEE: E.coli TEM-9 (TEM), E.coli 1040 (CTX-M) y Klebsiella pneumoniae
(Kp) 700603 (SHV); y, para los grupos filogenéticos: E.coli 5642 para los tres genes, chuA yjaA y tspE4.C2.

Los aislados fueron recuperados inicialmente en caldo LB y reaislados en medio MacConkey, para asegurar su
pureza. A partir de cultivos puros se prepararon inéculos, tomando 3 a 4 colonias en 500 uL de agua ultrapura
estéril, y las muestras fueron almacenadas en refrigeracion hasta su procesamiento.

2.3. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para la deteccion de los tipos de BLEE

Los cebadores empleados para las reacciones de PCR convencional fueron: blashy F- 5-
CAGGATCTGGTGGACTACTC-3, R- 5-CGCTGTTATCGCTCATGG-3’; blatewm F- 5'-
CTTCCTGTTTTTGCTCACCCA-3, R- 5-TACGATACGGGAGGGCTTAC-3 y blacTx-m F- 5-
ATGGTTAAAAATCACTGC-3’, R- 5’-TCCGCTATTACAAACCG-3', para amplificar fragmentos de 103 pb [24], 717
pb [25] y 883 pb [17] respectivamente. La amplificacién del Acido Desoxirribonucleico (ADN), se llevo a cabo de
acuerdo a los protocolos reportados previamente como se describe a continuacion [24] [25].

Genes blarem: La mezcla de la reacciéon contenia: 1 pL de la muestra y 24 uL de la mezcla maestra compuesta
por Buffer de la enzima al 1X, MgCI2 al 1.5 mM, dNTPs (New England BioLabs, N0447S, USA) al 0.2 mM, Taq
polimerasa (GoTaq® G2 Flexi DNA Polymerase - Promega Corporation, Madison, USA) al 0,5 U/uL y de cada
cebador 0.2 mM; esto se llevé a cabo empleando un termociclador SelectCyclerTM (Thermal Cycler, Estados
Unidos) bajo las siguientes condiciones: lisis celular a 94°C por 5 minutos; desnaturalizacion a 94 °C por 1 minuto,
hibridacién 52 por 1 minuto, elongacion a 72 °C por 1 minuto, por 35 ciclos, seguidas de un ciclo de elongacion
final de 10 minutos a 72 °C y un tiempo infinito a 10°C. Finalmente, las muestras fueron sometidas a electroforesis
en geles de agarosa al 1,2% (HyAgarose™, ACTGene, Inc.) y tefiidas con SYBR™ Safe DNA Gel Stain (Thermo
Fisher Scientific, Massachusetts, USA); se utiliz6 como marcador de peso molecular el GeneRuler 1 kb DNA
Ladder (New England BioLabs, N3232S, USA) de un tamafio de rango de 500 pb a 10.000 pb.

Genes blasny : La mezcla de la reaccion contenia: 1 pL de la muestra y 24 pL de la mezcla maestra compuesta
por Buffer de la enzima al 1X, MgCI2 al 1 mM, dNTPs al 0.2 mM, Taq polimerasa al 1 U/uL y de cada cebador 0.2
mM; esto se llevé a cabo empleando un termociclador SelectCyclerTM (Thermal Cycler, Estados Unidos) bajo las
siguientes condiciones: lisis celular a 95°C por 5 minutos; desnaturalizacion a 95 °C por 45 segundos, hibridacién
58 por 45 segundos, elongacion a 72 °C por 1:30 minuto, por 35 ciclos; un ciclo de elongacion final de 10 minutos
a 72 °Cy untiempo infinito a 10°C; finalmente, las muestras fueron sometidas a electroforesis en geles de agarosa
al 1,2% y tefiidas con SYBR™ Safe DNA Gel Stain; se utiliz6 como marcador de peso molecular el GeneRuler 1
kb DNA Ladder de un tamafio de rango de 50 pb a 1000 pb.



Genes blacrx-w: La mezcla de la reaccidon contenia: 1 pL de la muestra y 24 pL de la mezcla maestra compuesta
por Buffer de la enzima al 1X, MgCI2 al 2.5 mM, dNTPs al 0.2 mM, Taq polimerasa al 0,5 U/uL y de cada cebador
0.2 mM; esto se llevo a cabo empleando un termociclador TC1000-G (Thermal Cycler, Estados Unidos) bajo las
siguientes condiciones: lisis celular a 95°C por 5 minutos; desnaturalizacion a 95 °C por 1 minuto, hibridacion 50
por 1 minuto, elongacion a 72 °C por 1 minuto, por 35 ciclos; un ciclo de elongacion final de 10 minutos a 72 °C y
un tiempo infinito a 10°C. Finalmente, las muestras fueron sometidas a electroforesis en geles de agarosa al 1,2%
y teflidas con SYBR™ Safe DNA Gel Stain; se utilizé6 como marcador de peso molecular el GeneRuler 1 kb DNA
Ladder de un tamafio de rango de 500 pb a 10.000 pb.

2.4. Deteccién de los grupos filogenéticos por PCR Multiplex

Las cepas fueron clasificadas dentro de los grupos filogenéticos (A2, B1-1, B2-2, D1 y D2) de acuerdo con la
presencia de los genes chuA, yjaA y tspE4.C2, utilizando una PCR multiple con los cebadores: chuA F- 5'-
GACGAACCAACGGTCAGGAT-3, R- 5-TGCCGCCAGTACCAAAGACA-3; yjaA F- 5-TGAAGTGTC
AGGAGACGCTG-3, R- 5-ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC-3' y tspE4.C2 F- 5-AGTAATGTCGGGGCATTCAG-
3, R- 5- TCGCGCCAACAAAGTATTACG-3’, para amplificar fragmentos de 279 pb, 211 pb y 151 pb. La
amplificacién del ADN se llevé a cabo de acuerdo a los protocolos reportados previamente como se describe a
continuacion [2].

La mezcla de la reaccion contenia: 1 puL de la muestra y 24 uL de la mezcla maestra compuesta por Buffer de la
enzima al 1X, MgCI2 al 2 mM, dNTPs al 0.6 mM, Taq polimerasa al 1 U/uL y de cada cebador 0.2 mM; esto se
llevd a cabo empleando un termociclador TC1000-G (Thermal Cycler, Estados Unidos) bajo las siguientes
condiciones: lisis celular a 95°C por 7 minutos; desnaturalizacién a 95 °C por 1 minuto, hibridacién 59 por 1 minuto,
elongacion a 72 °C por 30 segundos, por 30 ciclos; un ciclo de elongacion final de 10 minutos a 72 °C y un tiempo
infinito a 10°C. Finalmente, las muestras fueron sometidas a electroforesis en geles de agarosa al 2% y tefiidas
con SYBR™ Safe DNA Gel Stain; se utilizé como marcador de peso molecular el GeneRuler 1 kb DNA Ladder de
un tamafio de rango de 500 pb a 10.000 pb.

2.5. Andlisis de resultados

Para el andlisis descriptivo, se determinaron proporciones para variables cualitativas y se elaboraron graficos de
barras y circulares con porcentajes, para facilitar la interpretacion de la informacién obtenida. Ademas, se utilizé
el software estadistico Rstudio [26], para simulaciones de Monte Carlo, aproximando el p-valor de la prueba exacta
de Fisher, usando un nivel de significacion (a) del 0,05; esto, con el fin de establecer si existe una relacion entre
las enzimas BLEE y los grupos filogenéticos de los 70 aislados estudiado.

3. RESULTADOS
3.1. Deteccién de los tipos de BLEE por PCR
Los resultados obtenidos por la PCR mostraron que en el 73% (51/70) de los aislados se encontraron BLEE de

tipo TEM y CTX-M. De acuerdo a la Figura 1, se analizaron fragmentos de 103, 717 y 883 pares de bases,
correspondientes a los genes blasny, blatemy blactx.m, respectivamente.
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Fig.l. Visualizacion de las bandas correspondientes a los genes BLEE seleccionados.

De los 70 aislados, la mayor proporcion se encontrd en aislados co-expresando TEM y CTX-M, en un 34% (24/70);
los aislados con enzimas tipo CTX-M, con el 29% (20/70); TEM, con 10% (7/70) y una ausencia de la enzima SHV,
con 0% (0/70). Por otra parte, se observé que el 27% (19/70) de los aislados no expresaron ninguna de las
enzimas tamizadas (ver Figura 2).

% Proporcién de enzimas BLEE

= CTX-M
= TEM
SHY
" Co-expresion (TEM y CTX-M)
= Ausencia de las fres enzimas

Fig.2. Proporcién de las enzimas BLEE determinados en 70 aislados estudiados.

3.2. Deteccion de los grupos filogenéticos por PCR Multiplex

Se analizaron fragmentos de 151, 211y 279 pares de bases, correspondientes a los genes tspE4.C2, yjaA 'y chuA,
respectivamente (ver Figura 3).
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Fig.3. Visualizacion de las bandas correspondientes a las cepas control seleccionadas.

Al realizar el analisis de los resultados, se obtuvieron diferentes grupos filogenéticos que fueron agrupados por
similaridad, encontrando 5 diferentes grupos (A2, B1-1, B2-2, D1, D2). Por lo tanto, de los 70 aislados estudiados
se evidencia de manera general que: el grupo filogenético con mayor proporcién es el B2-2, con el 51% (36/70);
seguido por A2, con el 24% (17/70); B1-1, con el 11% (8/70); B2-2, con el 9% (6/70); vy, el grupo filogenético que
presentd menor proporcién fue D2, con 4% (3/70) (ver Figura 4).

% Proporcion de grupos filogenéticos

4%
9% 24% A

B1-1

1% 0.2
51% o1
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Fig.4. Proporcion de los grupos filogenéticos determinados en 70 aislados estudiados.

Posteriormente, en cuanto a la relacién de los aislados portadores de enzimas BLEE con los grupos filogenéticos
de los 70 aislados estudiados, se implementé como analisis estadistico una simulacion de la prueba exacta de
Fisher, que permiti6 establecer evidencia suficiente para determinar que existe una relacién entre los aislados
portadores de algun tipo de enzimas y los grupos filogenéticos encontrados (p-valor = 0.0099). Asi, se obtuvo que
el 40% (8/20) de los aislados portadores de la enzima BLEE tipo CTX-M, presentaron en mayor proporcion el
grupo filogenético B2-2 y en menor proporcion, en los grupos filogenéticos D1 y D2, con 5% cada uno (1/20);
ademas, se obtuvo que el 57% (4/7) de los aislados portadores de la enzima BLEE tipo TEM, presentaron en
mayor proporcion el grupo filogenético A2 y una ausencia de los grupos filogenéticos B1-1 y D2, con el 0% para



cada uno (0/7). Por otra parte, se obtuvo que el 58% (14/24) de la co-expresion entre las enzimas portadoras de
TEM y CTX-M, presentaron en mayor proporcién el grupo filogenético B2-2 y una ausencia del grupo filogenético
D2 con el 0% (0/24). Finalmente, el 63% (12/19) de los aislados que tuvieron ausencia de las tres enzimas BLEE
presentaron en mayor proporcion el grupo filogenético B2-2 y una ausencia del grupo filogenético B1-1, con el 0%
(0/19) (ver Figura 5).

% Proporcién de enzimas BLEE con relacion al grupo filogenético

5%
2% 14% 8%

11%

A0% 29%
58%

53% B2-2

- B

CTX-M TEM Co-expresion (TEM v Ausencia de las tres

CTX-M) enzimas
Fig.5. Proporcién de enzimas BLEE con relacion al grupo filogenético determinados en 70 aislados estudiados

4. DISCUSION (O ANALISIS DE RESULTADOS)

E.coli es un miembro importante de la microbiota intestinal de animales y humanos, pero adquiere con facilidad
elementos genéticos maviles foraneos que contienen distintos genes capaces de codificar factores de virulencia
y resistencia, desempefiando un papel importante en su patogénesis [27, 28]. La diferencia entre los aislados
patégenos y comensales, se fundamentan ademdas de sus factores de virulencia, en sus antecedentes
filogenéticos [2]. Las cepas pertenecientes a los grupos A 'y B1 se consideran de bajo poder virulento; y, las cepas
de E.coli que pertenecen a los grupos B2 y D, han sido asociadas a la mayoria de las infecciones por ExPEC.
Ademas, se consideran de alto poder virulento, ya que poseen diversos factores de virulencia como sideréforos,
adhesinas, exotoxinas, etc. que les permiten sobrevivir fuera del intestino; en la actualidad, se sabe que diferentes
patotipos de E.coli intestinal y extraintestinal, comparten factores de virulencia; por lo tanto, existe la posibilidad
de que las cepas pertenecientes a los grupos A y B1 también sean consideradas como ExXPEC [29].

Los resultados de esta investigacion muestran que, de los 70 aislados EXPEC portadoras de BLEE, el 64%
pertenecen a los grupos filogenéticos B2 y D; sin embargo, también se encontraron aislados pertenecientes a los
grupos A y B1 que, como se menciond anteriormente, son considerados principalmente como comensales y
menos virulentos, lo cual indica que este grupo de aislados comensales comparten factores de virulencia con
EXPEC, evidenciando que este tipo de mezclas son cada vez mas comunes, lo que dificulta, aln mas, la
separacion de cepas comensales de las patogénicas [19].

Estos resultados son similares con los reportes obtenidos en diversos paises, donde el grupo filogenético B2 es
el que mayor proporcion presenta en EXPEC portadoras de BLEE en infecciones asociadas a la atencion en salud;
como es en el caso de Cooke y col, en el afio 2010, donde en aislamientos EXPEC pertenecientes al St.James's
Hospital (SJH), Irlanda, encontraron una mayor proporcién en el grupo filogenético B2 (60%) [30]. Otro ejemplo
corresponde al estudio reportado por Santos y col, en el afio 2013 en S&o Paulo, Brasil, donde la mayor proporcién



se observo en grupo filogenético B2 del 35% (26/74) [31]. Sin embargo, en la actualidad no hay estudios en Peru,
en el que se haya reportado la caracterizacion de los grupos filogenéticos en las cepas EXPEC.

En cuanto a la presencia de aislados portadores de BLEE, estas pueden agruparse en varias familias, tales como
las enzimas BLEE presentadas en este estudio que fueron de tipo TEM, SHV y CTX-M [32]. Pese a ello, a medida
gue las betalactamasas de tipo CTX-M se convirtieron en las BLEE mas prevalentes, las enzimas de tipo TEM y
SHV, se volvieron menos frecuentes [33,34]. Es importante recalcar que Perl es un pais con una alta prevalencia
de BLEE vy, por ello, multiples estudios han sido realizados para identificar su epidemiologia.

Asi, la presente investigacion muestra que, de las 3 enzimas, CTX-M y TEM tuvieron una proporcion alta; sin
embargo, la co-expresion de enzimas entre TEM y CTX-M presentaron la mayor proporcion; otro dato importante
es que no se encontraron enzimas tipo SHV. No obstante, Marcos y col, en el afio 2021, en un estudio realizado
a partir de 70 aislados de E.coli en pacientes con infeccion del tracto urinario (ITU) provenientes de hospitales
publicos en ocho diferentes regiones de Per(, mostraron resultados distintos, al encontrar que el gen blarem fue el
gue mayor proporcion obtuvo con un 31%, seguido por blactx.m con 19% y blaswy con 3%, y una ausencia de la
co-expresion entre genes blatem y blactx-m [21]. Sin embargo, Galvan y col, en 2016, publicaron un estudio con
pacientes de la comunidad de la ciudad de Lima, en el que obtuvieron como resultado que el 55% de los aislados
eran portadores del gen blacrx.m, 13% al gen blarem, 6% al gen blasuy y el 24% restante, presentaron una co-
expresion de los genes blactx-m Y blarem [20]. De manera similar, se observé cierta relacion con los resultados
presentados en este estudio al encontrar una mayor proporcién de la co-expresion entre los genes blactx-m Yy
blatem con 34% (24/70), que los hace més resistentes a los antibiéticos [20], ademas de una proporcion alta en
los genes BLEE de tipo blacrx-m con 29% (20/70) y de blatem con 10% (7/70); en cuanto a los genes blasny, Loyola
y col, en el afio 2021 en la regidn de Cusco, también presentaron ausencia del gen blasny con el 0% en 58 aislados,
esto puede estar relacionado con la epidemiologia de esta region, posiblemente asociada a una diseminacion
clonal de estos aislados. Es importante recalcar que, en este estudio de Loyola y col, se encontraron aislados
portadores de CTX-M del grupo 9, los cuales no fueron tamizados en este estudio y que pueden estar relacionados
con los aislados que presentaron resultados negativos para las tres enzimas [22].

Adicional, haciendo uso de herramientas estadisticas como software Rstudio, se pudo evidenciar que si existe
una relacion entre las enzimas BLEE con los grupos filogenéticos estudiados (p-valor = 0.0099) [26]. Los aislados
portadores de CTX-M, solo o co-expresando con esta enzima, presentaron en mayor proporcion el grupo
filogenético B2-2, lo cual es coherente con la premisa que pertenecen a clones con mayor virulencia; mientras que
aislados portadores de la enzima BLEE tipo TEM, presentaron en mayor proporcién el grupo filogenético A2, que
no corresponde a la premisa de menor virulencia. Sin embargo, comparando los aislados portadores de CTX-M
versus los portadores de TEM, CTX-M ha demostrado ser mucho mas virulenta a nivel global [32].

Finalmente, cabe destacar que son pocos los estudios realizados en la ciudad de Cusco, Per(, acerca de aislados
EXPEC portadoras de BLEE; por esta razén, con esta investigacion se lograra ampliar el conocimiento sobre este
tipo de aislados y confirmar la presencia de grupos filogenéticos considerados altamente virulentos. Esta
informacion es importante ya que impacta directamente la epidemiologia y contribuye en la toma de decisiones
sobre los antibidticos de eleccion en los tratamientos.

5. CONCLUSIONES

e Losresultados demuestran que los aislados EXPEC portadores de BLEE analizados presentan una mayor
proporcién de enzimas tipo CTX-M, que pueden estar solas o co-expresadas con enzimas tipo TEM, lo
cual impacta las decisiones terapéuticas.

e El 27% de los aislados restantes no presentaron resultados positivos para ninguna de las BLEE
analizadas; sin embargo, se requieren estudios adicionales de otros grupos de CTX-M.

o De los aislados estudiados, el grupo filogenético que presenté mayor proporcién fue B2-2 con el 51%;
dato que coincide con la epidemiologia registrada a nivel mundial.

e Los resultados obtenidos mediante herramientas estadisticas demuestran que, existe relacion entre las
enzimas BLEE y los grupos filogenéticos estudiados (p-valor = 0.0099).

e Se requieren estudios adicionales para finalizar la caracterizacion de estos aislados.



5.1. FUTUROS ESTUDIOS

1. Estudios de clonalidad.
2. Caracterizacion de los plasmidos asociados a la diseminacién de las BLEE.
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