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RESUMEN
Objetivo. Establecer la relación clonal de cepas de E. coli productoras de betalactamasas de espectro 
extendido (BLEE) aisladas de pacientes con ITU de la comunidad (ITUc) y portadores asintomáticos, Hos-
pital Regional Lambayeque. Material y métodos. Se aislaron las cepas de E. coli productora de BLEE 
en orina y heces de pacientes con ITUc y de portadores de la ciudad de Chiclayo, respectivamente. La 
caracterización molecular se realizó dos variantes de la técnica rep-PCR, los datos fueron validados y se 
empleó el análisis molecular de varianza (AMOVA). Resultados. Se obtuvieron un 20,7 % (18/87) y un 
87,8 % (36/41) de cepas de los pacientes con ITUc y de portadores, respectivamente. De los 48 aisla-
mientos seleccionados, 23 derivaron de siete clones (bootstrap de 83 a 100 %, ID 0.95 and CCCr = 0.89) 
que incluyeron aislamientos de la misma o distinta familia y distrito. Según el AMOVA, se obtuvo mayor 
variabilidad genética en los grupos de familiares (p=0,001). Además, se determinó que seis familias tenían 
al menos dos miembros con la misma cepa. Conclusión. En el estudio se estableció la relación clonal de 
E. coli productora de BLEE aisladas de pacientes con ITUc y portadores asintomáticos, así como la dise-
minación clonal a nivel comunitario
Palabras clave: Escherichia coli, Betalactamasas, Resistencia betalactámica, infección del tracto urinario, Portador Sano 
(Fuente: DeCS-BIREME).
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INTRODUCCIÓN

REV EXP MED 2019; 5(3):126-36.

Las betalactamasas de espectro extendido (BLEE), son en-
zimas que confieren resistencia a la mayoría de β-lactámi-
cos, mas no a cefamicinas y carbapenemes; y son inactiva-
das por inhibidores de betalactamasas (1). Estas suelen estar 
genéticamente ligadas a mecanismos de resistencia frente a 
quinolonas, aminoglucósidos y otros; de modo que generan 
bacterias multirresistentes (2). Esto limita el arsenal terapéuti-
co e incrementa la morbimortalidad de los pacientes (3).  

En los últimos años se evidencia un notable aumento de las 
infecciones del tracto urinario de la comunidad (ITUc) causa-
das por Escherichia coli productora de BLEE y de portado-
res asintomáticos cuyas cepas están asociadas a clones de 
alto riesgo que tienen una gran capacidad de diseminación, 
supervivencia durante largos períodos de tiempo y un signi-
ficativo número de factores de virulencia y patrón de multi-
rresistencia, representando uno de los principales problemas 
de salud pública (4,5).  

En el Hospital Regional Lambayeque (HRL), según los re-
gistros del Laboratorio de Bacteriología (datos sin publicar), 
se ha observado en los años recientes, un considerable in-
cremento de ITUc producidas por cepas E. coli productoras 
de BLEE. Simultáneamente, en la ciudad de Chiclayo se 
reporta la presencia de un elevado número de portadores 
asintomáticos de este mismo tipo de bacterias (6). Según esto 
se plantea establecer la relación clonal de cepas de E. coli 
productoras de BLEE aisladas de pacientes con ITUc y de 
portadores asintomáticos del Hospital Regional Lambaye-
que, que constituye el primer reporte en la región y a nivel 
nacional, así como uno de los pocos en Latinoamérica. 

MATERIAL Y MÉTODOS

Tipo y diseño de investigación 

Estudio descriptivo transversal, de temporalidad prospec-
tiva.

Población y muestra 

La población estuvo constituida por las cepas de E. coli 
productoras de BLEE aisladas de los pacientes con ITUc 
y de portadores asintomáticos (pacientes y sus familia-
res) del Hospital Regional Lambayeque, de noviembre de 
2015 a noviembre de 2016. En la muestra  se incluyeron 
las cepas de E. coli productoras de BLEE aisladas de los 
pacientes con ITUc de consultorio externo, de ambos se-
xos, mayores de 18 años, con orden de urocultivo y que 
tuvieron reacción inflamatoria en orina con un crecimiento 
mayor a 100 000 UFC/ml en placa, sin registro de hospi-
talización y tratamiento antimicrobiano durante los últimos 
tres meses y  15 días, respectivamente (7), con residencia 
estable en la ciudad de Chiclayo y que no reporten via-
jes en los tres últimos meses fuera del departamento de 
Lambayeque. Por otro lado, se consideraron las cepas de 
E. coli productoras de BLEE de los portadores asintomá-
ticos, los cuales fueron los pacientes con ITUc y sus fa-
miliares mayores de 18 años, que residieron en la misma 
vivienda y compartieron los mismos ambientes.

Identificación de E. coli productora de BLEE

Las muestras de orina de los pacientes ambulatorios con 
diagnóstico de ITU procedentes de la ciudad de Chiclayo 

Santamaría-Veliz O et al.

Clonality of strains of Escherichia coli producing extended-spectrum 
β-lactamases isolated from patients with community urinary infection 
and asymptomatic carriers of a third level hospital in Chiclayo, Peru

ABSTRACT
Objetive: The aim of this study was to establish the clonal relationship among extended spectrum beta-lactamases (ESBL) 
producing Escherichia coli strains from a northwestern Peru city.  Material and Methods. ESBL producing E. coli strains were 
isolated from cUTI patients and carriers’ urine and fecal samples. Molecular characterization was carried out by two variants 
of the rep-PCR technique, the data was validated and the analysis of molecular variance (AMOVA) was employed. Results. 
20.7% (18/87) and 87.8% (36/41) of ESBL producing E. coli strains were obtained, respectively, from patients with cUTI and 
from carrier patients. Out of the 48 selected isolates, 23 derived from seven clones that included isolates that belonged to the 
same or different family and district. There was greater genetic variability within the family groups (p = 0.001). In addition, it 
was determined that six families had at least two members with the same strain. Conclusion. In this study, the clonal spread 
of ESBL-producing E. coli strains was established at at-home and community levels.
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se sembraron en medio de Mac Conkey suplementado con 
cefotaxima (4 ug/ml) (8). A las cepas obtenidas, se confirmó su 
producción de BLEE mediante el método de Jarlier (9). A los 
pacientes con cultivos positivos, se les aplicó un cuestiona-
rio, que permitió determinar si las cepas de E. coli productora 
de BLEE provenían de pacientes que cumplían con los cri-
terios establecidos para considerarlos en el estudio. Poste-
riormente, a estos pacientes y a sus familiares se les solicitó 
muestras de heces, las cuales se procesaron de la misma 
manera que las de orina. También, se les aplicó un cuestio-
nario. Se emplearon las cepas de E. coli ATCC 25922 y de 
Klebsiella pneumoniae productora de BLEE ATCC 700603 
como controles.

Tipificación molecular mediante ERIC-PCR y REP-PCR.

La relación clonal se obtuvo mediante el uso de primers ba-
sados en los elementos palindrómicos extragénicos repeti-
tivos (REP) (REP-PCR) y en las secuencias de consenso 
intergénicas repetitivas enterobacterianas (ERIC) (ERIC-
PCR). Empleando para el primero primers forward ERIC 
1 (5´- ATGTAAGCTCCTGGGGATTCA-3´) y reverse ERIC 
2 (5´- AAGTAAGTGACTGGGGTGAGAGCG-3´), mientras 
que, para el segundo, primers forward REP 1R-I (5´-IIICGI-
CGICATCIGGC-3´) y reverse REP2-I (5´-ICGICTTATCIG-
GCCTAC-3´). 

El mix PCR fue preparado con un volumen final de 12,5 μL, 
que incluyó 6,5 μL del mix Promega (2X), 1 μL de cada uno 
de los oligonucleótidos opuestos (10 μM), 0,75 μL de MgCl2 
(12,5 μM), 1 μL de la polimerasa Gentaq (5U / mL) y 2 μL de 
ADN. Las amplificaciones se llevaron a cabo en el termoci-
clador Eppendorf Mastercycler, las condiciones termodiná-
micas de ambos marcadores se constituyeron de una desna-
turalización previa a 94 °C por siete minutos, seguidos de 45 
ciclos de desnaturalización a 94° por un minuto, hibridación 
por 41,2 °C para ERIC y 40,3 °C para REP por un minuto y 
extensión a 72 °C por 5 minutos, además con una extensión 
final a 72° por cinco minutos. Para asegurar la reproducibili-
dad de ambas técnicas, los ensayos se realizaron de dos a 
tres veces para cada una. 

Las amplificaciones fueron visualizadas en geles de agarose 
al 2 %; se empleó el sistema de electroforesis Sub CELL 
de BIORAD. La tinción de los geles fue en solución de BrEt 
(0.5 mg/ml) por cinco minutos y fotodocumentadas mediante 
el escáner molecular PHAROS FX Plus, posteriormente se 
registró y guardó con el software Quantity One.
Consideraciones éticas. 

El estudio fue aprobado por el Comité de Ética del Hospital 

Regional Lambayeque, registrado con el código: 0214-
056-15. La participación en el estudio fue voluntaria y 
aceptada a través de la firma de un consentimiento infor-
mado por parte de los pacientes y sus familiares. 

Análisis de datos.  

Se realizó la prueba de Fisher exacta con el fin de buscar 
asociación entre ser portador asintomático de E. coli pro-
ductora de BLEE con las características de sexo, edad, 
procedencia, ocupación, antecedente de ITU, consumo 
de antibióticos en el último trimestre, familiar hospitali-
zado, hospitalización en el último trimestre, número de 
integrantes en casa, material de vivienda, hacinamiento 
y saneamiento. Se consideró como valor significativo de 
p < 0,05. Para los cálculos se usaron el programa esta-
dístico XLSTAT. 

El análisis de los patrones de bandas se hizo mediante 
el software GelCompar II v 6,6 (Applied Maths Company, 
Kortrijk, Belgium). Los patrones producidos por ERIC-
PCR y REP-PCR fueron comparados y fusionados en 
base al tamaño de los pares de base (pb) de cada banda 
obtenido por patrón del aislamiento. El cálculo de la simi-
litud entre los aislamientos se hizo mediante el coeficien-
te de Dice, que permitió obtener una matriz de similitud; 
luego mediante el agrupamiento de UPGMA (Unweigh-
ted Pair Group Method using Arithmetic Averages), que 
permitió obtener el dendrograma. Se consideraron las 
categorías genéticas sugeridas por Tenover et al (10). Se 
determinó el poder de discriminación (ID) (11), el coeficien-
te de correlación cofenética (CCCr) mediante la prueba 
aleatorizada no paramétrica de Mantel y el test de 1000 
bootstraps. Además, mediante el programa GenAlex ver-
sión 6,5, se realizó un análisis de coordenadas principa-
les (PCoA) y un análisis molecular de varianza (AMOVA).

RESULTADOS

Durante el estudio se obtuvieron 18 cepas de E. coli pro-
ductoras de BLEE aislados de 87 pacientes con ITUc, 
que representó el 20,7 % (IC 95 %: 12,20 a 29,20 %). 
Al mismo tiempo, de las 41 muestras de heces (12 co-
rrespondieron a los pacientes con ITUc y el resto a sus 
familiares), se aislaron 36 (87,80 %) cepas de interés (IC 
95 %: 77,80 a 97,80). La distribución (%) de las cepas 
según las variables consideradas en los cuestionarios se 
detalla en la tabla 1. Adicionalmente, no se encontró aso-
ciación estadística de las características consideradas 
con ser portador asintomático de cepas E. coli producto-
ra de BLEE (tabla 1). 

REV EXP MED 2019; 5(3): 126-36. Santamaría-Veliz O et al.
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Variables N (%) Portadores de E.coli productoras de BLEE (%) p-valor

Total:  (N= 41) 

Sexo

    Femenino 25 (61,0) 24 (96,0) 0,067

    Masculino 16 (39,0) 12 (75,0)

Edad (años)

   18  a 32 10 (24,4) 8 (80,0) 0,766

   33 a 64 27 (65,9) 24 (88,9)

    >65 4 (9,7) 4 (100,0)

Provincia

    Chiclayo 19 (46,3) 15 (79,0) 0,343

    José Leonardo Ortiz 16 (39,1) 15 (93,6)

    La Victoria 6 (14,6) 6 (100,0)

Ocupación

    Ama de casa 13 (31,7) 12 (92,3) 0,228

    Chofer-comerciante 9 (22,0) 6 (66,7)

    Ninguna 3 (7,3) 3 (100,0)

    Personal de salud-estudiante 10 (24,4) 10 (100,0)

    Otros 6 -14.6 5 (83,3)

Antecedente de ITU

    Sí 24 (58,5) 23 (95,8) 0,141

    No 17 (41,5) 13 (76,5)

Antibióticos durante el último 
trimestre

    Sí 14 (31,7) 14 (100,0) 0,645

    No 27 (56,1) 22 (81,5)

Hospitalización en el último 
trimestre

    Sí 0 (0,0) 0 (0,0) 1

    No 41 (100,0) 36 (100,0)

Miembro de la familia hospitalizado

    Sí 4 (9,8) 3 (75,0) 0,418

    No 37 (90,2) 33 (89,2)

Viajes

   Sí 7 (17,1) 7 (100,0) 0,567

   No 34 (82,9) 29 (85,3)

Números de miembros en la casa

    2 2 (4,9) 2 (100,0) 1

    ≥3 39 (95,1) 34 (87,2)

Material de vivienda

     Adobe 9 (21,9) 9 (100,0) 0,439

     Material noble 28 (68,3) 23 (82,1)

     Rustica 4 (9,8) 4 (100,0)

Hacinamiento

    1 15 (36,6) 14 (93,3) 0,636

    2 a 5 26 (63,4) 22 (84,6)

Saneamiento

    Desagüe 39 (95,1) 34 (87,2) 1

    Pozo ciego o letrina 2 (4,9) 2 (100,0)

Abastecimiento de agua (0,0)

     Potable 41 (100,0) 36 (100,0)  -

Tabla 1. Características de los pacientes y sus familiares portadores de E. coli productoras de BLEE, Hospital Regional Lambayeque, Chiclayo, Perú.

Santamaría-Veliz O et al.
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Casi la mitad de las 48 cepas se integraron en siete patrones 
clonales con similitudes genéticas del 87,7 al 93,8 % y agru-
paron cepas tanto indistinguibles como estrechamente rela-
cionadas; además sus valores   de Bootstrap fueron de 83 a 
100 %. El patrón clonal ER1 presentó 11 aislados, seis co-
rrespondieron a pacientes con ITUc y el resto a portadores, 
estos aislamientos pertenecieron a seis grupos familiares de 
tres distritos y la mayoría coincidieron con la misma fecha de 

aislamiento; los cinco patrones restantes se conforma-
ron de dos aislamientos. En los patrones clonales ER24, 
ER14 y ER5, integraron cepas de pacientes que coinci-
dieron con distrito de procedencia. Por otro lado, para 
los patrones clonales ER12, ER13 y ER23, sus aislados 
coincidieron con el grupo familiar, lugar de procedencia y 
fecha de aislamiento (Figura 1). 

Figura 1. Dendrograma según REP-PCR de las 48 cepas de E. coli productoras de BLEE aisladas de pacientes con ITUc y de portadores, utilizando el 

coeficiente de similitud de Dice y generado por UPGMA. Los números en los nodos del dendrograma muestran los porcentajes de bootstrap. El punto de 

corte considerado fue al 87,7 %. ID: Índice de discriminación, CCCr: Coeficiente de Mantel.

Santamaría-Veliz O et al.
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El PCoA mostró una distribución independiente al tipo de paciente, grupo familiar y lugar de procedencia (Figura 2) y se obser-
vó mayor variabilidad genética dentro de los grupos familiares (82,0 %), que entre los grupos y distritos (p= 0,001) (tabla 2).

REV EXP MED 2019; 5(3): 126-36.

Figura 2. Distribución mediante PCoA en base a la matriz original de ERIC y REP-PCR de las 48 cepas de E. coli productoras de BLEE 

aisladas de pacientes con ITUc y de portadores. .

Tabla 2. Análisis molecular de la varianza obtenida de las 48 cepas de E. coli productoras de BLEE aisladas de pacientes con ITUc y 

portadores fecales procedentes de la comunidad. Chiclayo, Perú.

Fuente de variación df Suma de cuadrados Variación estimada (%) Estadístico p-valor

Entre distritos 2 55,5 3 PhiRT 0,035 0,069

Entre grupos 9 176,8 14 PhiPR 0,149 0,001

Dentro de grupos 36 419,6 82 PhiPT 0,179 0,001

Total 47 651,9 100

 

PhiRT, PhiPR y PhiPT = Proporción de variación entre distritos, entre grupos y dentro de grupos, respectivamente.

Santamaría-Veliz O et al.
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Discusión

En el estudio se mostró una elevada frecuencia de cepas 
de E. coli productoras de BLEE en pacientes con ITUc y en 
portadores asintomáticos de la ciudad de Chiclayo. Esta alta 
frecuencia y diseminación exitosa, pudo deberse a la presen-
cia de siete clones durante el periodo de estudio, los cuales 
integraron cerca de la mitad de las 48 cepas analizadas. Es-
tos patrones clonales conglomeraron cepas de portadores 
asintomáticos y otros con cepas de pacientes con ITUc, que 
pertenecieron al mismo o diferente grupo familiar y distrito. 
Por tanto, reveló su capacidad de diseminación a nivel in-
tra-domicilario y comunitario.

Las cepas de E. coli productoras de BLEE afectan a perso-
nas de todo el mundo, pero no en la misma proporción (12). De 
este modo, la frecuencia en pacientes con ITUc y en portado-
res (87,8 %) es alarmante, en contraste a lo reportado en Tai-
wán (6,6 %), España (6,9 %) y  Japón (5 %) (13-15). Estas dife-
rencias tan notables, indican que en lo países como Perú, las 
tasas son altas debido a la venta no regulada de antibióticos 
incluso en la industria alimentaria, servicios no adecuados 
de agua y saneamiento. Además, actualmente no se cuenta 
con políticas de control como en Argentina, Estados Unidos y 
Chile, ni fondos para implementar estrategias de contención 
adecuadas (3,16-18).

La alta frecuencia de colonización intestinal en los portado-
res asintomáticos de E. coli productora de BLEE en com-
paración con los casos de ITUc, indica que  pueden actuar 
como uno de los principales reservorios de genes de resis-
tencia (19) que orienta a la necesidad de modificar la terapia 
empírica adecuada a la realidad de nuestro medio;  también 
los portadores asintomáticos pueden ser la principal “pobla-
ción de captación” para los hospitales circundantes que sir-
ven a esta, lo que podría constituir una fuente sustentable de 
infecciones nosocomiales.

Con respecto al análisis de asociación de ser portador asin-
tomático de E. coli productora de BLEE y las características 
consideradas en la tabla 1, no se halló relación significativa 
entre cada una de las variables consideradas, lo que sugiere 
una exposición generalizada en los portadores asintomáticos 
de cepas de E. coli productoras de BLEE (20), además, otros 
factores no considerados estén relacionados a este caso 
como alimentos, condiciones de higiene, entre otros.  

El análisis de clonalidad mediante ERIC-PCR y REP-
PCR mostró la presencia de siete clones (figura 1), cuyos 
valores de bootstrap indicaron que cada uno correspondía 
a pequeñas poblaciones de E. coli productoras de BLEE 
estables en el tiempo (figura 1). Asimismo, estos, incluyeron 
aislamientos solo de portadores fecales y otros sumados a 
pacientes con ITUc, lo que indicaría intercambio de estas 
cepas entre ambos tipos de pacientes.       

Las cepas del patrón clonal ER1 no tuvieron relación epi-
demiológica, lo que indicó la circulación y diseminación de 
este clon entre tres distritos de la ciudad de Chiclayo. Leal 
et. al., reportaron lo mismo en dos ciudades de Colombia (21). 
En los patrones clonales ER1, ER24, ER14 y ER5 (figura 
1), han coexistido cepas de pacientes de distintos grupos 
familiares, el cual también se ha reportado en la Guyana 
Francesa y en Madagascar (12,22). Esto sugiere que los clones 
obtenidos de pacientes de diferentes localizaciones pueden 
reflejar su diseminación a través del ambiente o una con-
taminación de los pacientes por la misma fuente a través 
de alimentos y la falta de higiene (22), esto coincide con las 
condiciones de salubridad, las cuales no son las más ade-
cuadas.

Por otro lado, en los patrones clonales restantes, los aisla-
dos coincidieron con el grupo familiar, lugar de procedencia 
y fecha de aislamiento y probablemente se traten de clones 
recién emergidos, sin embargo, estos posiblemente hayan 
estado colonizando a los pacientes. Esto demostró la trans-
misión intra-domiciliaria de cepas de E. coli productoras de 
BLEE y sugieren que la transmisión de persona a persona 
puede contribuir a su diseminación en la comunidad. 

La alta frecuencia de BLEE se debe a clones de alto ries-
go, como el ST 131, que se encuentra mundialmente dise-
minado (12) y se ha reportado durante los últimos años en 
Latinoamérica, el cual tiene mayor capacidad para coloni-
zar el intestino (4,23), creando una alta prevalencia en las po-
blaciones humanas. Esto fundamentaría un poco el hecho 
de haber encontrado altas tasas de cepas de E. coli pro-
ductoras de BLEE en pacientes con ITUc y en portadores 
asintomáticos. Además, tiene una rápida habilidad de pro-
pagación, virulencia molecular inferida y alta capacidad de 
adquirir repetidamente e independientemente diferentes 
genes de resistencia (4). Estas características, probable-
mente condicionarían su permanencia y diseminación en 
nuestra ciudad por largos períodos; y sumada a la presión 
selectiva ejercida por los antibióticos (4), seleccionen más 
a estos grupos y las poblaciones de E. coli productoras 
de BLEE sean más homogéneas y por ende disminuya su 
diversidad clonal (24).

Aunque se ha tratado de relacionar los patrones clonales 
encontrados con el ST131, y dado el impacto que tendría 
en salud pública, es necesario pruebas de diagnóstico ren-
tables que tengan la capacidad de identificarlo, así como 
también a otros tipos de clones. Pero debido a los altos 
costos, estos métodos son difíciles de implementar ruti-
nariamente en un laboratorio de diagnóstico, que podrían 
proporcionar una terapia antimicrobiana oportuna y apro-
piada que puede ayudar a mejorar los resultados clínicos.

Santamaría-Veliz O et al.
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La falta de clonalidad para el resto de aislamientos, señala 
que las cepas proceden de distintas fuentes como aguas re-
siduales, alimentos o la diseminación de estos mecanismos 
de resistencia esté vinculada con la transmisión vehiculiza-
da por plásmidos o genes que portan alelos bla CTX-M, bla 
TEM, bla SHV (25).

Por otro lado, el PCoA (figura 2) mostró una distribución in-
dependiente de las cepas de E. coli productoras de BLEE al 
tipo de paciente, grupo familiar y lugar de procedencia, indi-
cando que a nivel general no hay un electroferotipo caracte-
rístico. Asimismo, mediante el AMOVA (tabla 2) se ha obte-
nido una moderada diferenciación genética (PhiPT=0,18), a 
causa de la presencia de siete clones, los cuales redujeron 
la variación molecular entre los grupos (14 %, p=0,001) y 
entre distritos (3 %), pues integraron cepas que coincidieron 
o no con el grupo familiar y lugar de origen. Sin embargo, 
para este último caso, no fue lo suficientemente significativo 
(p=0.069) por la cantidad de muestra, que no permite extra-
polarlo a toda la ciudad de Chiclayo y que además estos no 
sean los únicos clones presentes.  Del mismo modo, dentro 
de los grupos hubo mayor variación (82 %, p=0,001), porque 
no todas las cepas de cada uno se integraron en un mismo 
clon y otras que se presentaron como perfiles únicos. 

Finalmente, el empleo de dos técnicas moleculares como 
ERIC-PCR y REP-PCR, constituyen una importante y ne-
cesaria herramienta para dilucidar la diseminación de cepas 
de E. coli productoras de BLEE en la comunidad. Estos, de-
berán considerarse en programas de vigilancia, junto con la 
detección de portadores.
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