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Caracterizacion de los plasmidos de
cepas de Escherichia coli aislados de coprocultivos de
nifnos sanos

Characterization of plasmids of Escherichia coli strains isolated from stool culture
of healthy children

Andreina Fernandes', Sandra Fernandez?, Guillermina Alonso3*

RESUMEN

La microbiota intestinal representa una reserva potencial de
organismos resistentesalosantimicrobianos, yelsitiodonde
los genes de resistencia pueden ser transferidos desde la
microbiota comensal a los microorganismos virulentos. En
este trabajo se caracterizaron los perfiles fenotipicos de
resistencia a diversos agentes antimicrobianos, en aislados
de Escherichia coli, obtenidos de nifios sanos, menores
de 5 afios de edad, y la capacidad de transmisibilidad de
esos determinantes de resistencia, mediante ensayos de
conjugacion. Los aislados de E. coli se obtuvieron partir de
coprocultivos de nifios sanos mediante el uso de placas
de Mc Conkey suplementadas con ampicilina y se les
determiné el perfil de resistencia a diversos antibioticos,
para luego realizar ensayos de conjugacion. A partir de 90
coprocultivos, fueron aisladas 33 cepas de E. coli resistentes
a algun antibidtico, presentandose un 66,6% del total de las
cepas resistentes en al menos dos antibioticos. Luego de
los ensayos de conjugacién, se encontrd que un 47,4% de
las cepas presenta plasmidos conjugativos, transfiriendo
marcadores de resistencia. Los patrones generados por
enzimas de restriccion fueron distintos entre ellos. Estos
resultados nos permiten sugerir que estos elementos
extracromosomales sean los responsables de la rapida
diseminacion de la resistencia a los antimicrobianos en la
poblacién bacteriana de nifios sanos.

Palabras clave: E. coli, resistencia, antibiéticos, plasmidos,
conjugacion bacteriana.

ABSTRACT

Gastrointestinal microbiota represents the potential reserve
of antimicrobial-resistant organisms, and the site where re-
sistance genes can be transferred from the commensally
microbiota to virulent microorganisms. In this work we char-
acterized the phenotypic resistance profiles to various anti-
microbial agents in strains of Escherichia coli isolated from
healthy children, less than 5 years of age, and the ability of
these determinants of resistance to be mobilized by conju-
gation. The isolation of E. coli strains from stool culture from
healthy children was made through the use of Mc Conkey me-
dia supplemented with ampicillin. The profile of resistance to
various antibiotics was determined and then conjugation was
carried out. From 90-stool culture 33 strains of E. coli resistant
to some antibiotic were isolated, 63.6% of bacteria were resis-
tant to -at least- two antibiotic. It have be demonstrated that
47.4% of the isolates harbored conjugative plasmids, which
can mobilize markers of resistance. Restriction profiles anal-
ysis showed that all patterns were different. These results al-
low us to suggest that these extracromosomals elements are
responsible for the rapid spread of resistance to antimicrobi-
als in the bacterial population of healthy children.

Key words: E. coli, resistance, antibiotics, plasmids, bacterial
conjugation
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INTRODUCCION

a microbiota intestinal coloniza el intestino des-

de el nacimiento y permanece alli durante toda
la vida del individuo. Las principales funciones de
los microorganismos presentes incluyen diversas
actividades metabdlicas, como la produccion de
acidos grasos de cadena corta y la absorcién de
nutrientes, ademas de participar en el estableci-
miento de la estructura y funcion del sistema in-
munitario, y protegen al huésped frente a la inva-
sién de microorganismos patégenos'. A pesar que
antes se pensaba que la microbiota intestinal es-
taba conformada por 500 a 1.000 especies de mi-
croorganismos, un estudio reciente ha estimado
que la microflora del intestino humano esta com-
puesta por mas de 35.000 especies bacterianas.

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo, anae-
robio facultativo, fermentador de lactosa y glu-
cosa, que habita el tracto intestinal humano y es
frecuentemente aislado en laboratorios clinicos.
Puede causar una gran variedad de infecciones,
incluyendo las del tracto urinario, bacteriemias,
meningitis en recién nacidos y diarreas?. Es una de
las primeras especies bacterianas que colonizan
el intestino del recién nacido y se ha determinado
que algunas cepas de E. coli persisten en la micro-
biota intestinal de un individuo durante meses o
afos, siendo identificadas como cepas residentes,
mientras que otras desaparecen en pocas sema-
nas, identificadas como cepas transitorias®.

La composicidon y caracteristicas de la microbiota
intestinal se pueden ver afectada por el consumo
de antibiéticos, dependiendo del tipo y de los di-
ferentes espectros de accion de cada uno de los
agentes®. Al incrementar la frecuencia en el uso de
los antibidticos, también aumenta la velocidad de
desarrollo y seleccion de organismos resistentes a
los mismos, reduciendo la efectividad de los anti-
bidticos®. La microbiota intestinal representa una
gran reserva potencial de organismos resistentes
a los antimicrobianos, pero también puede ser la
poblacién desde la cual los genes de resistencia
pueden ser transferidos a los microorganismos
patogenos, por lo que es necesario determinar la
frecuencia de aparicion de cepas resistentes en in-
dividuos sanos que no estan siendo sometidos a
tratamientos con antimicrobianos’.

La emergencia y diseminacién de la resistencia
bacteriana es considerada un problema de salud
publica complejo, y en el cual los elementos gené-
ticos como plasmidos, transposones e integrones
juegan un papel importante®. La resistencia suele
asociarse con mayor frecuencia a la expresion de
genes presentes en plasmidos, los cuales son ele-
mentos claves en la transmision horizontal de la
informacion genética, debido a que son capaces
de propagar la resistencia a los antibidticos entre
los miembros de una misma o diferente especie®.

Los plasmidos son moléculas de DNA circulares,
gue se encuentran separadas del cromosoma de
la célula, y que pueden ser portadoras de una
amplia variedad de determinantes genéticos que
favorecen la sobrevivencia en un ambiente ad-
verso, o le proporciona una ventaja competitiva
frente a otros microorganismos de la misma o
diferente especie’®. Muchas bacterias adquieren
la resistencia a los antibiéticos gracias a la adqui-
sicion de plasmidos que codifican proteinas me-
diadoras de resistencia, y permiten la disemina-
cion de estos genes entre diversas poblaciones
bacterianas''.

La conjugacion es uno de los mecanismos princi-
pales responsable de la transferencia horizontal
de genes. Este proceso ademas de proveer venta-
jas competitivas a la bacteria, también ocasiona
serias implicaciones en la Salud Publica, ya que
promueve el mantenimientoy la dispersion de ge-
nes que codifican resistencia a los diversos agen-
tes antimicrobianos'?. Estos sistemas plasmidicos
también pueden ser los responsables principales
de la aparicion y dispersion de bacterias resisten-
tes a multiples antibidticos. Su caracterizacion y
estudio representan un topico fundamental para
el control del problema creciente de la multire-
sistencia, y ha sido objeto de diversos estudios'™
13, Sin ninguna duda, la dispersion de genes de
resistencia mediada por plasmidos entre bacte-
rias de diferentes géneros es uno de los ejemplos
mas impresionantes de la plasticidad bacteriana
en respuesta a diferentes presiones selectivas’.

En este estudio nos planteamos caracterizar los
perfiles fenotipicos de resistencia a los diversos
agentes antimicrobianos en aislados de E. coli,
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obtenidos a partir de nifios sanos menores de
5 afios de edad, asi como también caracterizar
la capacidad de trasmisibilidad de esos determi-
nantes de resistencia.

Los resultados demuestran la presencia de bac-
terias con genes, cuyos productos capacitan a la
célula a resistir el efecto de diversos antibioticos.
Estos genes estan en moléculas transmisibles,
representando una via de diseminaciéon de éstas
caracteristicas.

MATERIALES Y METODOS
Tipo de estudio
Prospectivo, descriptivo, observacional, transversal.

Poblacion de estudio

Para el desarrollo de este estudio, se selecciona-
rony analizaron 90 coprocultivos correspondien-
tes a las muestras de heces, procedentes de ni-
flos menores de 5 afios, que asistieron a consulta
control de nifios sanos, en un Centro de Salud
Privado, el Centro Médico Docente La Trinidad
(CMDLT), de Caracas, Venezuela, entre los meses
de abril y agosto de 2006.

Muestra de estudio

53 cepas de E. coli aisladas de coprocultivos co-
rrespondientes a las muestras de heces, proce-
dentes de nifios menores de 5 afios, que asis-
tieron a consulta control de nifios sanos, en el
CMDLT. Las muestras se obtuvieron por la cola-
boracion del personal de la Seccion de Microbio-
logia y Biologia Molecular del CMDLT.

Medios de cultivo

Para el crecimiento bacteriano se emplearon
los medios Luria-Bertani (LB) y Mc Conkey (McK)
(OXOID, England), suplementado con ampicilina
(AMP) (1 mg.ml-1), en base a las concentraciones
inhibitorias minimas (CIM) para E. coli, segun el
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).
Para la identificacion microbiolégica se utilizaron
los medios Agar Hierro de Kligler (KIA) (BBLTM,
USA), Agar citrato de Simmons (BBLTM, USA),
Medio movilidad-indol-ornitina (MIO) (DIFCOTM,
USA), Agar lisina hierro (LIA) (BBLTM, USA) y Cal-
do urea (DIFCOTM, USA). Para la realizacién del
antibiograma se emple6 el medio Mueller-Hin-
ton (OXOID, England).

Perfiles de resistencia

Para la determinacion de los diferentes fenotipos
de resistencia, se realizé un antibiograma segun
lo establecido por la Prueba de Susceptibilidad
de Bauery col.”s, utilizando los siguientes antibio-
ticos (OXOID, England): ampicilina (AMP) 10 pg;
trimetoprim / sulfametoxazol (SXT) 1,25/23,75 pg;
acido nalidixico (NAL) 30 pg; amikacina (AMK) 30
pg; tobramicina (TOB) 10 pg; cefamandole (MA)
30 pg; cefuroxima (CXM) 30 pg; cefotaxima (CTX)
30 pg; ceftazidima (CAZ) 30 pg; amoxicilina/aci-
do clavulanico (AMC) 20/10 pg. las cepas fueron
clasificadas como resistentes segun los criterios
interpretativos recomendados por el Instituto de
Estandares Clinicos y de Laboratorio’®.

Conjugaciones

El ensayo de conjugacion bacteriana, se realizo
en medio liquido, utilizando como donantes a
los aislados de E. coli recolectadas en el CMDLT.
Como cepa receptora se utilizo la E. coli }62-2, del
Centro Venezolano de Colecciones de Microor-
ganismos (CVCM, Cat. No.131)17, de genotipo F-,
his, lac, pro, trp, RIFR. Ambas cepas se cultivaron
en értulas de vidrio con cado LB, a pH 7,2,37°Cy
durante 4 horas en agitacion. Se tomaron 0,4 ml
de la cepa receptora y 0,1 ml de cepa donante y
se colocaron en un Eppendorf con 0,5 ml de cal-
do LB para hacer la mezcla de conjugacién. Para
seleccionar las transconjugantes, se sembraron
en placas de agar LB, suplementado con ampicili-
na (150 pg/mL) y rifampicina (80 pg/mL).

Para determinar la frecuencia de conjugacion, se
calculé el titulo de la cepa donante y el titulo de
las transconjugantes, utilizando la siguiente fér-
mula: Titulo (células / ml) = (nimero de colonias
x factor de dilucién)/Volumen de siembra; para
luego, calcular la frecuencia de transferencia:
Frecuencia de transferencia = (titulo de transcon-
jugantes)/titulo de donantes.

Con el fin de verificar si junto con el marcador
de seleccion de la transferencia se transfirieron
otros marcadores, se les prob6 a las transconju-
gantes la resistencia a los antibioticos a los cua-
les la donante era resistente, utilizando placas de
agar LB con los antibiéticos correspondientes.

Extraccion de plasmidos
El DNA plasmidico fue extraido por el método mo-
dificado de lisis alcalina y almacenado a - 20°C "9,
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Digestion con enzimas de restriccién

El DNA plasmidico aislado de las cepas transcon-
jugantes se digiri6 con dos enzimas, para deter-
minar el mejor patrén (EcoRlI (Invitrogen)y BamHI
(Invitrogen). Luego de establecidas las condicio-
nes adecuadas de buffer, temperatura y tiempo
de reaccion, se realizaron digestiones siguiendo
los protocolos estandares'. Para ello, se afiadie-
ron las unidades de enzima necesarias (una uni-
dad enzimatica de restriccién es definida como
la cantidad de enzima necesaria para digerir 1ug
de DNA, a la temperatura 6ptima de las enzimas,
durante una hora). Esta mezcla se incubé toda la
noche a 37 °C. Para detener la reaccion, se inac-
tivaron ambas enzimas a una temperatura de 65
°C, durante 10 minutos.

Electroforesis en geles de agarosa.

Los productos de amplificacién de la PCR fueron
visualizados mediante electroforesis en gel de
agarosa al 0,9% con buffer TBE 1X y tefiidos con
una solucién 0,5 pg/ml de bromuro de etidio du-
rante 20 minutos. El registro fotografico se reali-
z6 en el equipo Gel Doc (Biorad) con el programa
Multi - Analyst.

Analisis estadisticos

Se realizaron analisis descriptivos, utilizando
medidas de tendencia central y de dispersién
(media, desviacion tipica) en el caso de variables
continuas y analisis de frecuencia y tablas de
contingencia en el caso de las variables discretas.
Los analisis estadisticos se realizaron con el pro-
grama Microsoft Excel.

RESULTADOS

Poblacidn de estudio

Se analizaron muestras provenientes de heces de
90 nifios, menores de 5 afios de edad, que asis-
tieron a consulta control en el CMDLT. La pobla-
cion infantil que asistié a control no presentaba
ningun sintoma de la presencia de una infeccion.
Se seleccionaron las muestras de la poblacion con
edades comprendidas entre los 0 a 5 afios, sin dis-
criminacion de sexo. Estos datos son mostrados
en la tabla 1. El rango predominante de edad de
los nifios estuvo entre 12 y 24 meses de edad, con
un promedio de 19,5 meses. Al realizar la discrimi-
nacion entre sexos, encontramos que, del total de
los coprocultivos, un 56,7% provenia de pacientes
de sexo masculino, mientras que el 43,3% restan-
te provenia de pacientes de sexo femenino.

Edad SEXO
(MESES)
F2 MP
3 1 1
4 1 2
5 1 1
6 0 0
7 3 0
8 1 4
9 3 1
10 1 5
11 1 3
12 12 13
24 6 13
36 6 3
48 0 3
60 3 2
TOTAL 39 51

a: femenino; b: masculino

TABLA 1. DATOS DE LOS PACIENTES A PARTIR DE LOS CUA-
LES SE OBTUVIERON LOS AISLAMIENTOS DE CEPAS DE E. coli,
REALIZADOS A PARTIR DE COPROCULTIVOS DE MUESTRAS DE
NINOS MENORES DE 5 ANOS.

De los 90 coprocultivos iniciales analizados, fue-
ron aisladas 87 cepas presuntivas de E. coli en las
placas de Mc Conkey suplementadas con ampici-
lina (96,7%). Las 3 muestras restantes no presen-
taron crecimiento en este medio de seleccién.

Identificacion bioquimica

De las 87 cepas presuntivas, fueron identificadas
33 como E. coli en base a sus funciones metabo-
licas, utilizando pruebas bioquimicas, selecciona-
das segun las caracteristicas del microorganismo
de estudio, representando el 37,9% (33/87). Para
ello, se dispuso de una variedad de pruebas di-
ferenciales y de numerosos esquemas para la
identificacion final del microorganismo. En este
trabajo se utilizaron las de uso rutinario en el
CMDLT.

Perfiles de resistencia

De los 33 aislados de E. coli, se obtuvieron distin-
tos perfiles de resistencia a los antibidticos que
permitié agruparlas por fenotipos enumerados
del I al IV (Tabla 2). Las cepas que presentaron
sensibilidad a los antimicrobianos ensayados, o
presentaron niveles de resistencia catalogados
como intermedia para un solo compuesto no
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fueron considerados candidatos para las prue-
bas de conjugacion. El fenotipo Il (AMPr, SXTr) fue
encontrado en 21 cepas (63,6%), siendo este el
mas frecuente en la poblacién estudiada. Se aislo

FENOTIPO PERFIL DE RESISTENCIA NUMERO
DE AISLADOS
I AMPe 7
Il AMP, SXT® 21
1] AMP, SXT, NAL¢, TOB¢ 4
v AMP, SXT, MAe, CXMf, AMC8 1

TABLA 2.- FENOTIPOS DE RESISTENCIA ANTIMICROBIANA DE
LAS CEPAS DE E. coli, AISLADAS DE LOS COPROCULTIVOS DE

MUESTRAS DE NINOS MENORES DE 5 ANOS.

una cepa con resistencia a AMP, SXT, MA, CXM
y AMC, siendo portadora de una betalactamasa,
proveniente de un paciente de 2 afios. Al calcular
la frecuencia de resistencia para cada antibiotico,
encontramos que SXT estuvo presente en 78,8%
de los aislados (26/33), seguido de NAy TOB con
12,12% (4/33) cada uno, y MA, CXM y AMC con
3,03% (1/33) cada uno, considerando que todas
las cepas son resistentes a AMP.

Conjugaciones

Los resultados de las conjugaciones demostra-
ron que un 54,5% (18/33) de los aislados presen-
taban plasmidos movilizables, los cuales fueron
transferidos bajo las condiciones ensayadas
de conjugacién, observandose la frecuencia de
transferencia con los valores mas elevados en
10-2 transconjugantes/célula donante, el cual es

considerado relativamente alto y representa un
peligro potencial para la diseminacién de estos
determinantes de resistencia.

Ademas de corroborar la transferencia del mar-
cador de resistencia seleccionado, se realizaron
pruebas de cotransferencia de otros marcado-
res de resistencia a las células transconjugantes,
obteniéndose que cinco de las dieciocho cepas
recibieron otro determinante de resistencia a an-
tibidticos, representando un 27,8% del total. El
marcador de resistencia cotransferido con el de
ampicilina fue SXT, lo que se corresponde con las
resistencias reportadas previamente en las mues-
tras del CMDLT (Tabla 2). Ningun marcador que
confiera resistencia a quinolonas, cefalosporinas
o inhibidor de betalactamasas fue cotransferido.

Analisis de los plasmidos

Los resultados demostraron que un 76,3% de
las cepas presentaron moléculas plasmidicas.
El 20,7% presentaron, al menos, un plasmido de
elevado peso molecular y el 79,31% mas de una
molécula plasmidica, llegando a identificarse has-
ta siete plasmidos en una sola cepa. En las cepas
transconjugantes se observ6 que aunque no to-
dos los plasmidos fueron cotransferidos durante
los ensayos de conjugacion, todas las donantes
transfirieron, al menos, un plasmido de alto peso
molecular a la cepa receptora (Figura 1).

Dado que la poblacién estudiada se domicilia en
zonas cercanas y pueden asistir al mismo cen-
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Figura 1. Registro fotografico de la corrida electroforética de los aislamientos plasmidicos de las cepas de Escheri-
chia coli y de las transconjugantes obtenidas. PM: marcador de peso molecular; D: donante; T: transconjugante; 1:
3117; 2: 3153; 3: 3156; 4: 3231; 5: 3427; 6: 3507; 7: 3898; 8: 3983; 9: 4154; 10: 4170; 11: 4196; 12: 4243; 13: 4398; 14: 4420; 15:

4788; 16: 4877; 17: 4878; 18: 5121.
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Figura 2.- Registro fotografico de la corrida electroforética de
las digestiones plasmidicas de las transconjugantes, con Eco-
RIl. PM: marcador de peso molecular; 1: 3153; 2: 3156; 3: 3231; 4:
3427; 5: 3507; 6: 3898; 7: 3983; 8: 4154; 9: 4196; 10: 4243; 11: 4420;
12: 5121.

tro educativo, decidimos analizar los plasmidos
aislados de las cepas transconjugantes y deter-
minar si se trataba de la misma molécula o de
plasmidos distintos, relacionados o no. Para esto
se analiz¢ el patron de bandas obtenido luego de
la digestion con la enzima de restriccion BamHl
(resultados no mostrados) y EcoRI (Figura 2). El
analisis de los resultados revel6 la presencia de
patrones unicos, todos diferentes entre si.

DISCUSION

Durante el embarazo, los bebés presentan un in-
testino estéril. Luego del nacimiento, comienza la
colonizacién bacteriana del tracto gastrointestinal
contribuyendo con el mantenimiento de la barre-
ra mucosa del intestino, facilitando la asimilaciéon
de carbohidratos y modulando el sistema inmune
de la mucosa intestinal’®. Estudios recientes han
demostrado que tratamientos con antibidticos pa-
renterales a corto plazo en recién nacidos causan
alteraciones significativas en la composicion de la
microbiota intestinal, incluyendo alteraciones en
los patrones de colonizacién esperados por Bifi-
dobacterias. La colonizacién del intestino en las
primeras etapas de la vida tiene un papel funda-
mental en el desarrollo del sistema inmune y el
uso de antibioticos puede incrementar el riesgo
de atopia y asma alérgica, debido a la reduccién
del efecto protector de la exposicion bacteriana®.
Un estudio multicéntrico encontr6 asociacion en-
tre el uso de antibidticos durante el primer afio
de viday los sintomas de asma, rinoconjuntivitis y
eczema en nifios entre 6 y 7 aflos?'.

En nuestro estudio se identifico cerca del 40% de
las cepas aisladas de los coprocultivos de nifios
sanos como E. coli, corroborando que esta bacte-
ria forma parte de la microbiota habitual del sis-
tema gastrointestinal de los humanos, incluyen-
do a nifios de cortas edades, recordando que se
utilizé un medio suplementado con AMP para el
aislamiento primario. La microbiota intestinal no
patégena de individuos de la poblacién en gene-
ral puede representar una enorme reserva de ge-
nes de resistencia, los cuales son potencialmente
transferibles a microorganismos virulentos.

Las pruebas de susceptibilidad demostraron que
las cepas de E. coli presentan un alto porcentaje
de resistencia a ampicilina al SXT, ademas de la re-
sistencia a AMP (Tabla 2). Este fenotipo fue identi-
ficado principalmente en aislados de nifios entre
cinco y ocho meses de edad, y llama la atencién
gue nifios de tan corta edad ya presentan bac-
terias de su microbiota habitual con resistencia
a dos antibidticos de familias distintas. No hubo
una diferencia significativa entre los porcentajes
de resistencia y el sexo de los nifios.

Se ha reportado que tanto en pacientes hospi-
talizados como en individuos sanos, en diversas
areas de paises en vias de desarrollo y desarro-
llados, estan presentes con una alta frecuencia,
bacterias Gram negativas aisladas de la microbio-
ta fecal con resistencia a uno o mas antibioticos’.
Bartoloni y colaboradores reportaron en una po-
blacién infantil de Bolivia que 97% de las cepas de
E. coli aisladas de muestras de heces son resisten-
tes a alguno de los doce antibiéticos ensayados
por los autores??. Literak y colaboradores com-
paran la presencia de cepas de E. coli aisladas de
hisopados anales en nifios de 6 semanas y nifios
entre 6y 17 afios, reportando resistencia hasta en
36% y 24%, respectivamente, siendo la resistencia
a AMP la mas frecuente?. Stoesser y colaborado-
res reportan 23% de Enterobacterias productoras
de betalactamasas de espectro extendido (BLEE)
aisladas de muestras fecales de nifios menores
de 6 anos, de las cuales, 78% fueron identificadas
como E. coli**. Todos estos reportes estan en con-
cordancia con los resultados presentados en este
trabajo.

La conjugacion es considerada como el mecanis-
mo de transferencia de material genético mas so-
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fisticado y complejo, y con un mayor espectro de
accion sobre el flujo de genes entre las bacterias,
siendo una de las principales causas de la evolu-
ciony diversidad genética que existe entre los mi-
croorganismos bacterianos'.

Debido al uso y abuso de los antibiéticos como
agentes profilacticos y terapéuticos, los hospita-
les funcionan como agentes selectores y reser-
vorios de organismos resistentes, promoviendo
la transmision cruzada de cepas resistentes por
la eliminacion de la microbiota habitual debido al
uso de los antimicrobianos, aumentando la sus-
ceptibilidad de los pacientes a ser colonizados por
organismos resistentes®. Sin embargo, también
se ha determinado que la microbiota de pacientes
sanos, no hospitalizados, puede ser reservorio y
fuente de diseminacion de estas caracteristicas.

Generalmente los genes que codifican las enzimas
que confieren resistencia a los antimicrobianos
estan codificados en plasmidos, los cuales tienen
la potencialidad de provocar una transmisién ho-
rizontal de la resistencia, creando problemas epi-
demioldgicos importantes?. Vinué y colaborado-
res reportan altos porcentajes de multiresistencia
en cepas de E. coli aisladas en Espafia a partir de
personas sanas? y Mshana y colaboradores re-
portaron la asociacién de la resistencia a CTX con
un plasmido conjugativo de 145,5 Kb, detectado
en el 65% de cepas de E. coli aisladas de distintas
localizaciones anatomicas?®. Pallecchi y colabora-
dores caracterizaron dos plasmidos que portan
un determinante de resistencia para quinolonas,
en cepas de E. coli, aisladas de nifios sanos de
areas urbanas de Peru y Bolivia®. Literak®y Sto-
esser?* reportan la presencia de plasmidos conju-
gativos en cepas de E. coli aislados de nifios sanos,
indicando la presencia de genes blaTEM, blaSXH
y blaCTX-M1 asociada a la resistencia a AMP. En
Venezuela, se ha determinado en aislados noso-
comiales, la presencia de plasmidos auto-trans-
misibles y co-transferibles, de distintos tamafios,
que exhibian complejos patrones de resistencia a
antibioticos, expresando simultdneamente hasta
diez determinantes de resistencia’ 263

Usualmente, los pldsmidos aislados de bacterias
presentes en pacientes hospitalizados en centros
de salud comparten similaridades, revelando altos
niveles de relaciones genéticas, y que permiten

agruparlos en base a los perfiles de restriccion,
sugiriendo la movilizacion de estas moléculas en-
tre los géneros bacterianos. Segun los resultados
de nuestro trabajo, los plasmidos presentes en
los aislados obtenidos a partir de pacientes sa-
nos ambulatorios, no presentan relaciones entre
ellos. Esto nos permite sugerir que el papel de es-
tos plasmidos en la movilizacidén de los diferentes
marcadores se restringe a la microbiota bacteria-
na del individuo portador.

Nuestros resultados en conjunto, indican que en
las muestras analizadas provenientes de nifios
sanos menores de cinco afios, existe un alto por-
centaje de cepas de E. coli con resistencia a SXT.
Ademas, estas cepas presentan plasmidos conju-
gativos que portan varios marcadores de resisten-
cia a los antibidticos de uso comun. Este trabajo
representa el primer estudio en nuestro pais ba-
sado en la caracterizacién de los plasmidos con-
jugativos aislados de muestras de la comunidad
provenientes de nifios sanos y, por lo tanto, no se
pueden realizar aproximaciones de mejora 0 no
en relacion al problema mundial de la resistencia
a los antimicrobianos. Por lo tanto recomenda-
mos continuar con los analisis de este tipo para
establecer puntos de comparacion.
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