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RESUMEN

Escherichia coli es un patdogeno oportunista y una de las principales causas de
infecciones del tracto urinario adquiridas en la comunidad (CA-UTI). E. coli puede
albergar multiples determinantes genéticos de resistencia, como las B-lactamasas
de espectro extendido (BLEE) y los genes de resistencia a quinolonas mediada por
plasmidos (PMQR), lo que complica el tratamiento empirico de las infecciones del
tracto urinario (ITU) con B-lactdmicos y quinolonas. El objetivo de este estudio fue
caracterizar los genes BLEE y PMQR entre los aislamientos de E. coli de CA-UTI
en Mexicali, México. Los aislamientos se recolectaron de enero a diciembre de 2023.
La identificacion se realizé por MALDI-TOF vy la determinacion de la produccion de
BLEE y la susceptibilidad a los antimicrobianos por Vitek 2. La deteccién de BLEE
y PMQR, vy la filotipificacién se realizaron por PCR. La diversidad genética se
determind por reaccion en cadena de la polimerasa de consenso intergénico
repetitivo para enterobacterias (ERIC-PCR). Se recolectaron ochenta y nueve
aislamientos de E. coli de CA-UTI. Todos exhibieron resistencia a ciprofloxacino,
ceftriaxona y cefotaxima; mientras que fueron susceptibles a carbapenémicos vy
ceftazidima/avibactam. Todos los aislamientos dieron positivo para un gen BLEE o
mas, siendo blactx-m (98.9%) el mas prevalente. Cinco aislamientos dieron negativo
para genes PMQR; los restantes mostraron aac(6’)-Ib presente en el 85.3%. Se
observo coexistencia entre genes BLEE y PMQR en el 95.5%. El grupo filogenético
mas prevalente fue el grupo B2 (74.2%). Este estudio proporciona datos regionales
valiosos, destacando un problema de salud publica debido a la alta prevalencia de
genes BLEE y PMQR en E. coli responsable de CA-UTI, que estan vinculados a la
resistencia a multiples farmacos. Se encontré diversidad genética, lo que sugiere
multiples fuentes de cepas resistentes en la comunidad. Estos hallazgos resaltan la
necesidad de revisar las guias terapéuticas locales, fortalecer la vigilancia
microbiolégica y promover el uso racional de antimicrobianos para limitar la

propagacion de cepas de E. coli resistente, a nivel local y mundial.
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ABSTRACT

Escherichia coli is an opportunistic pathogen and the leading cause of community-
acquired urinary tract infections (CA-UTIs). This species can harbor multiple
antimicrobial resistance determinants, including Extended-Spectrum B-lactamases
(ESBLs) and Plasmid-Mediated Quinolone Resistance (PMQR) genes, which
complicate empirical treatment with B-lactams and quinolones. This study aimed to
characterize ESBL and PMQR genes among E. coli isolates from CA-UTIs in
Mexicali, Mexico. Isolates were collected from January to December 2023.
Identification was performed using MALDI-TOF, ESBL detection and antimicrobial
susceptibility testing with Vitek 2, and PCR was used for the detection of ESBL,
PMQR genes and phylotyping. Genetic diversity was assessed by Enterobacterial
Repetitive Intergenic Consensus PCR (ERIC-PCR). A total of 89 E. coliisolates were
recovered from CA-UTlIs. All showed resistance to ciprofloxacin, ceftriaxone and
cefotaxime,  while  remaining  susceptible to  carbapenenems  and
ceftazidime/avibactam. All isolates harbored at least one ESBL gene, with blactx-m
being the most prevalente (98.9%). Five isolates were negative for PMQR genes,
among the remaining isolates, aac(6’)lb was detected in 85.3%. Coexistence of
ESBL and PMQR was observed in 95.5% of isolates. The most prevalent
phylogenetic group was B2 (74.2%). This study provides valuable regional data and
highlights a significant public health concern due to the high prevalence of ESBL and
PMQR genes in E. coli causing CA-UTls, which are associated with multidrug
resistance. The observed genetic diversity suggests multiple sources of resistant
strains circulating in the community. These findings underscore the need for
continued surveillance and control efforts to limit the spread of resistant E. coli, both

locally and globally
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1. INTRODUCCION

La resistencia antimicrobiana (RAM) es un fendmeno complejo que representa una
amenaza global significativa para la salud publica (Gharavi et al., 2021). Su
evolucion ocurre de manera acelerada (Miranda-Romero et al., 2017) y constituye
un mecanismo de autodefensa mediante el cual las bacterias evaden la accion de
los antimicrobianos utilizados para combatirlas (Moglad, 2020). Si bien la resistencia
bacteriana antecede histéricamente al uso clinico de antibiéticos (Miranda-Romero
et al.,, 2017), debido a que la resistencia puede constituir una caracteristica
intrinseca de la bacteria, también puede adquirirse durante el proceso infeccioso
(Giono-Cerezo et al., 2020).

El uso inadecuado y no regulado de antibiéticos ha intensificado este fendmeno
(Dioli et al., 2023; Duran-Bedolla et al., 2024; Gharavi et al., 2021), ya que la presion
selectiva favorece la emergencia y propagacion de organismos resistentes
(Miranda-Romero et al., 2017). Por ello, organismos como la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS), la Unién Europea (EU) y los Centros para el Control y la
Prevencion de Enfermedades (CDC) han catalogado la RAM como un desafio
prioritario (Peirano & Pitout, 2019). Actualmente, se estima que la RAM es
responsable de alrededor de 50,000 muertes anuales solo en Europa y Estados
Unidos, y la OMS proyecta que podria causar hasta 10 millones de muertas al afno
para 2050 (O’Neill, 2014).

Las implicaciones clinicas de la RAM son diversas y de alto impacto. Entre ellas
destacan la disminucion de la probabilidad de éxito terapéutico (Miranda-Romero et
al., 2017), el incremento en las tasas de fracaso del tratamiento , y la reduccién de
las alternativas antimicrobianas para infecciones graves (Barrios et al., 2017). La
administracién tardia o inadecuada de un antibidtico apropiado incrementa la
morbilidad y mortalidad (Barrios et al., 2017; Miranda-Romero et al., 2017; Peirano
& Pitout, 2019), mientras que el uso de un antimicrobiano inadecuado no solo carece
de beneficio clinico, sino que puede conducir a un peor pronostico (Saga &
Yamaguchi, 2009).



Dado su caracter evolutivo, su rapida diseminacién y su impacto sistémico, la RAM
es considerada un problema prioritario de salud publica (Castro-Alarcon et al., 2014).
Ademas, amenaza la eficacia de diversas intervenciones médicas que depende del
uso de antibidticos profilacticos, como la quimioterapia, las cirugias extensas, entre

otros procedimientos (O’Neill, 2014).



2. MARCO TEORICO

2.1 Enterobacterias y Escherichia coli en la RAM

La familia Enterobacteriaceae comprende un amplio grupo de bacterias
gramnegativas fermentadoras, de gran relevancia clinica. Se caracterizan por ser
oxidasa negativas, catalasa positivas, reductoras de nitratos y, con frecuencia,
productoras de gas (Saba Villarroel, 2013). Dentro de esta familia, E. coli destaca
como patodgeno anaerobio facultativo con notable importancia clinica, debido a su
elevada plasticidad gendmica (Macesic et al.,, 2025). Sus caracteristicas
morfoldgicas y bioquimicas incluyen su movilidad debido a la presencia de flagelos
peritricos; posee fimbrias, es productora de indol, descaboxila a lisina, fermenta

manitol y lactosa, y produce gas (Romero-Cabello et al., 2024a).

Aunque forma parte de la microbiota intestinal humana y animal (Cortés-Cortés et
al., 2017), constituye uno de los agentes etiologicos mas relevantes de infecciones
extraintestinales, y es el principal agente causal de las ITU en todo el mundo (Duran-
Bedolla et al., 2024).

Asimismo, E. coli representa una causa frecuente de infecciones bacterianas tanto
asociadas a la atencién de la salud (Infecciones Asociadas a la atencion de la salud,
IAAS), como de origen comunitario (Coque et al., 2008; Nufiez-Samudio et al., 2021).
Debido a su capacidad de adquirir, mantener y diseminar diversos mecanismos de
resistencia, la OMS ha clasificado a las Enterobacteriaceae productoras de [-
lactacmasas de espectro extendido (BLEE), entre ellas E. coli, como un grupo critico
de patogenos resistentes (Larramendy et al., 2020). A nivel mundial, E. coli ocupa
el tercer lugar entre los patégenos prioritarios resistentes (Denamur et al., 2021) y
es la bacteria responsable del mayor numero de muertes atribuibles a la RAM
(Murray et al., 2022). Esta problematica es especialmente relevante en paises como
México, donde las tasas de multidrogorresistencia (MDR) son particularmente
elevadas (Ballesteros-Monrreal et al., 2023).



2.2 Antibiéticos y sus mecanismos de accion

Los antibidticos constituyen un tipo especifico de agentes antimicrobiano (Mejia-
Argueta et al., 2022), que fueron desarrollados para interferir con funciones
celulares esenciales de las bacterias (Macesic et al., 2025). Desde su introduccion
a mediados del siglo XX, posterior al descubrimiento de la penicilina por Alexander
Fleming en 1928, han sido fundamentales en el tratamiento de enfermedades
infecciosas (Gharavi et al., 2021; O’Neill, 2014; Saga & Yamaguchi, 2009)

Los antibidticos actuan mediante diversos mecanismos, como la inhibicion de la
sintesis de la pared celular, la sintesis de proteinas, la replicacién del ADN, o la
sintesis de folatos (Macesic et al., 2025). En la figura 1 se presentan las diferentes

clases de antibioticos y sus mecanismos de accion.

Mecanismos de accion de los antibioticos
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Figura 1. Mecanismos de accion de los antibiéticos. Modificado de Fernandez, 2015



2.3 B-lactamicos

Son los agentes antimicrobianos mas prescritos (Marin & Gudiol, 2003) Los
antibiéticos B-lactamicos son un factor clave en el tratamiento de infecciones
bacterianas a nivel mundial y representan casi el 65% del consumo total de
antibioticos (Gharavi et al., 2021). Esta clase incluye: Penicilinas, cefalosporinas,
carbapenémicos, monobactamicos, cefamicinas e inhibidores de B-lactamasas
(Tabla 1) (Gharavi et al., 2021; Silago et al., 2021). Su caracteristica distintiva es la
presencia del anillo B-lactamico en su estructura molecular (Lewis & Bush, 2015),

como se muestra en la Figura 2.
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Figura 2. Estructura quimica de los antibidticos B-lactamicos. A) Penicilinas, B)
Monobactamicos, C) Cefalosporinas, y D) Carbapenémicos. Modificado de (Lewis & Bush,
2015).



El mecanismo de accion de estos antibidticos se centra en la inhibicién de la etapa
final de la sintesis de la pared celular bacteriana, un proceso vital cuya interrupcion
conduce a la muerte del microorganismo (Macesic et al., 2025). Esta ultima fase
implica dos procesos esenciales: la formacion de tetrapéptidos a partir de
pentapéptidos y el entrecruzamiento de estos para construir la red de
peptidoglucano. Este entrecruzamiento es catalizado por las Proteinas Fijadoras de
Penicilinas (PBP), enzimas localizadas en la membrana plasmatica, que pueden

funcionar como carboxipeptidasas o transpeptidasas (Bush & Bradford, 2020).

El efecto de los B-lactdmicos se debe a la similitud estructural del anillo B-lactamico
con la region terminal del pentapéptido, Gracias a esta semejanza, estos antibidticos
actuan como sefiuelos y se unen de forma covalente a las PBP. Al hacerlo, inhiben
la formaciéon de puentes peptidicos, es decir, el entre cruzamiento del
peptidoglucano (Bush & Bradford, 2020). Como consecuencia, la pared celular se
debilita, la bacteria se vuelve mas susceptible a los cambios en la presién osmoética,
y se produce una desregulacion autolitica que finalmente provoca la lisis bacteriana
(Saba Villarroel, 2013).

Tabla 1. Clasificacion de los B-lactamicos

Clase Antibiéticos representativos
Penicilinas Penicilina G
Cefalosporinas 1° generacion: cefazolina

2° generacion: cefuroxima
3° generacion: cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima

4° generacion: cefepima

Monobactamicos Aztreonam

Carbapenémicos Ertapenem, imipenem, meropenem, doripenem

*Informacién adaptada de Romero-Cabello et al., 2024.



2.4 Quinolonas

Las quinolonas, incluidas las fluoroquinolonas, constituyen una clase de
antimicrobianos que, junto con los B-lactamicos, representan una de las principales
opciones terapéuticas para el tratamiento de infecciones causadas por
enterobacterias (Coque et al., 2008). Su origen es sintético y su desarrollo se inicid
con el descubrimiento accidental del acido nalidixico durante la sintesis de
cloroquina (un compuesto antimalarico) a finales de la década de 1960 (Silva-
Sanchez et al., 2013). Aunque este primer agente presentd un rapido desarrollo de
resistencia y su utilidad clinica se limitdé al tratamiento de ITU, marcé el punto de
partida para el posterior desarrollo de quinolonas mejoradas (Tabla 2) (Hooper &
Jacoby, 2015).

La estructura quimica basica de estos antibiéticos esta formada por dos anillos. Uno
de ellos presenta un nitrégeno en la posicion 1, un grupo carbonilo en la posicion 4
y un grupo carboxilo en la posicién 3 (Saba Villarroel, 2013) (Figura 3A). Las
fluoroquinolonas constituyen una subcategoria dentro de las quinolonas. Su
desarrollo se basoé en la incorporaciéon de un atomo de fluor en la posicion 6 y, con
frecuencia, la presencia de un anillo de piperazina en la posicion 7 (Figura 3B). Esta
fluoracién incrementd notablemente su potencia y amplio el espectro de actividad
frente a bacterias gramnegativas, como es el caso de ciprofloxacina, introducida en
1987 (Hooper & Jacoby, 2015).



Figura 3. Estructura quimica de las quinolonas. A) Acido nalidixico; B)

Ciprofloxacina. En rojo se muestran las posiciones de los sustituyentes de cada una

Tabla 2. Generaciones de quinolonas

Generacion Compuestos representativos

Primera (no fluoradas) | Acido nalidixico, Acido pipemidico, Acido oxolinico

Segunda (fluoradas) Norfloxacina, Ciprofloxacina, Enoxacina, Ofloxacina
Tercera (fluoradas) Levofloxacina, Lomefloxacina
Cuarta (fluoradas) Gatifloxacina, Moxifloxacina

*Informacién adaptada de Saba Villarroel, 2013.

Las fluoroquinolonas son antibiéticos de amplio espectro (Ramirez-Castillo et al.,
2018) y son muy importantes en el tratamiento de diversas infecciones,

particularmente las ITU (Silva-Sanchez et al., 2013).

El mecanismo de accion de las quinolonas se basa la inhibicion de la sintesis de
ADN mediante la inactivacion de las topoisomerasas Il y IV del ADN (Barrios-Villa
et al., 2023). Sus principales blancos son la ADN girasa (codificada por genes gyrA
y gyrBy la topoisomerasa tipo |V (codificada por parCy parE) (Silva-Sanchez et al.,
2013).



Las topoisomerasas catalizan la ruptura de una de las hebras de la doble cadena
de ADN, permiten el paso de otra hebra a través de la ruptura y posteriormente
resellan la molécula. Las quinolonas actuan bloqueando el resellado de esta ruptura.
Al unirse al complejo de ADN-enzima, inducen un cambio conformacional que
estabiliza un intermediario covalente y genera una barrera para el avance de la
horquilla de replicacion. Este proceso inhibe la replicacion y el crecimiento
bacteriano, y explica la actividad bactericida caracteristica de estas moléculas
(Hooper & Jacoby, 2015)

2.5 La OMS y la clasificacion AWaRe de antibiéticos

Con el fin de promover el uso racional de los antimicrobianos y preservar la eficacia
de aquellos considerados como de ultimo recurso, la OMS desarroll6 la clasificacion
AWaRe (Access, Watch, Reserve), la cual se utiliza como una herramienta guia

para la prescripcion adecuada (World Health Organization, 2025)

Los antibidticos del grupo "Access" (Acceso) incluyen agentes recomendados como
primera o segunda eleccion para el tratamiento empirico de infecciones comunes.
Se caracterizan por su un espectro de actividad estrecho, bajo costo, perfiles de
seguridad favorables y menor potencial para generar resistencia. Entre estos
farmacos se encuentran amoxicilina, penicilina, y cefalosporinas de primera

generacion (World Health Organization, 2025).

Por su parte, los antibiéticos del grupo "Watch" (Vigilancia) poseen un espectro mas
amplio y un mayor riesgo de seleccion de resistencia. Se reservan para situaciones
especificas, como infecciones graves o cuando existe sospecha de resistencia a los
farmacos del grupo "Access", entre los agentes mas representativos se encuentran
las cefalosporinas de tercera y cuarta generacidon, fluoroquinolonas vy

carbapenémicos (World Health Organization, 2025).

Finalmente, el grupo "Reserve" (Reserva) comprende antibiéticos de ultimo recurso
empleados exclusivamente en infecciones producidas por organismos MDR.
Ejemplos relevantes son colistina, tigeciclina y algunas combinaciones novedosas

de B-lactamicos con inhibidores de B-lactamasas) (World Health Organization, 2025).



2.6 Guias de practica clinica (GPC)

Las guias de practica clinica (GPC) son documentos fundamentales en el ambito
sanitario, elaborados por organizaciones meédicas y de salud reconocidas
internacionalmente. Su propdsito es establecer estandares para la atencion
sanitaria y orientar la toma de decisiones clinicas con base en la mejor evidencia
cientifica disponible (CENETEC, 2024; Tunkel et al., 2004).

Diversas organizaciones de prestigio desarrollan y publican GPC que sirven como
referencia global, y cuyas metodologias y recomendaciones suelen emplearse en la
formulacion de guias nacionales. Entre las GPC internacionales mas influyentes, se
encuentran las elaboradas por la Sociedad Americana de Enfermedades
Infecciosas (Infectious Diseases Society of America, IDSA). En el contexto nacional,
las GPC del Sistema Nacional de Salud se elaboran con la participacién de diversas
instituciones publicas (CENETEC, 2024).

En el caso del tratamiento empirico de ITU, tanto las guias internacionales como las
nacionales recomiendan el uso de B-lactamicos (CENETEC, 2021a; Trautner et al.,
2025). Asimismo, sugieren el uso de quinolonas en situaciones donde se sospeche

la presencia de microorganismos productores de BLEE (Tamma et al., 2024).
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2.7 Redes de vigilancia de la RAM

Ante el incremento del desafio que representa la RAM, se han implementado
diversas iniciativas de vigilancia global destinadas a monitorear y contener su
expansion, asi como a respaldar la formulacién de politicas de administracién de
antimicrobianos basadas en evidencia. El enfoque de “una sola salud” promovido
por OMS fomenta la colaboracion interdisciplinaria y la coordinacion en los ambitos
local, nacional e internacional. En el marco de su Plan de Accién Mundial, la OMS
introdujo en 2015 el Sistema Mundial de Vigilancia de la Resistencia y el uso de
Antimicrobianos (Global Antimicrobial Resistance and Use Surveillance System,
GLASS). En concordancia con este esfuerzo, México presentd en 2018 la
“Estrategia Nacional contra la Resistencia Antimicrobiana”(Garza-Gonzalez et al.,
2020).

En la actualidad, México cuenta con dos redes nacionales orientadas a la vigilancia
de la RAM: la Red Tematica de Investigacion y Vigilancia de la Farmacorresistencia
(INVIFAR) (Garza-Gonza lez et al., 2019), y el Plan Universitario de Control de la
Resistencia Antimicrobiana (PUCRA) en 2017 (Miranda-Novales et al., 2022). No
obstante, pese a estos avances, el pais aun no dispone de una red oficial de
vigilancia de la RAM y tampoco participa formalmente en el programa GLASS de la
OMS (Torumkuney et al., 2022).
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2.8 Mecanismos de resistencia bacteriana

La resistencia bacteriana es un mecanismo de autodefensa que ha existido incluso
antes del uso de antibidticos (Miranda-Romero et al., 2017). Sin embargo, debido al
uso continuo de estos farmacos, la aparicion de cepas resistentes es inevitable, ya
que la presion antibiética favorece la seleccion de bacterias capaces de sobrevivir,
como parte de un proceso evolutivo adaptativo (Casafi-Lopez, 2021). En este
sentido, la resistencia a los antibidticos representa la respuesta bacteriana por
asegurar su supervivencia frente a un agente quimioterapéutico (Kotra & Mobashery,
1998)

Las bacterias desarrollan resistencia a los antibidticos a través de diversos
mecanismos, que pueden ser intrinsecos o adquiridos. Los mecanismos intrinsecos
derivan de caracteristicas estructurales o funcionales propias de la especie
bacteriana, mientras que los adquiridos incluyen mutaciones en genes
cromosdémicos o la incorporacion de material genético mediante transferencia
horizontal (Barrios-Villa et al., 2023; Blair et al., 2014).

2.8.1 Inactivacion o modificacion del antibidtico por enzimas.

Uno de los principales mecanismos de resistencia, especialmente en bacterias
gramnegativas, es la produccion de enzimas cataliticas, como las B-lactamasas que
hidrolizan el anillo B-lactamico e impiden la union del antibiético a las PBP (Bush &
Bradford, 2020; Kotra & Mobashery, 1998; Marin & Gudiol, 2003; Peirano & Pitout,
2019). Asimismo, las enzimas modificadoras de aminoglucésidos (Aminoglycoside
Modifying Enzyme, AME) catalizan modificaciones en grupos amino o hidroxilo
especificos, reduciendo la capacidad del antibiético para unirse a su sitio blanco en

el ribosoma (Barrios-Villa et al., 2023; Macesic et al., 2025)
2.8.2 Modificacion del objetivo

Este mecanismo implica la alteracion estructural o proteccion del blanco molecular
al que se dirige el antibiético (Barrios-Villa et al., 2023; Blair et al., 2014). En el caso
de los B-lactamicos, las modificaciones en las PBP disminuyen la afinidad del

farmaco por dichas enzimas, afectando principalmente a cocos grampositivos (Kotra
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& Mobashery, 1998; Marin & Gudiol, 2003). Otro ejemplo son las 16S ARNr
metiltransferesasas, que metilan al sitio de unién ribosomal, impidiendo que los
aminoglucdsidos se unan al ribosoma (Macesic et al., 2025). También se incluye la
resistencia mediada por la modificacion del lipido A del lipopolisacarido en bacilos
gramnegativos, la cual altera la carga de su superficie y reduce la afinidad de las

polimixinas.
2.8.3 Alteraciones de la permeabilidad

Las bacterias pueden disminuir la entrada del antibiotico, evitando que alcance
concentraciones intracelulares efectivas (Blair et al., 2014). En bacilos
gramnegativos, esto ocurre mediante la disminucion o pérdida de porinas, lo que
limita la permeacion de moléculas hidrofilicas como B-lactdmicos y quinolonas
(Casan-Lopez, 2021; Marin & Gudiol, 2003); o mediante alteraciones en porinas
como OmpF y OmpC en E. coli, que reducen la entrada del farmaco a la bacteria, o
por el aumento de la expresion de bombas de eflujo (Blair et al., 2014; Delcour,
2009). En ambos casos la concentracion citoplasmatica del farmaco se disminuye
(Hooper & Jacoby, 2015).

2.8.4 Expresion de bombas de expulsion.

Las bombas de eflujo exportan activamente los antibidticos fuera de la célula,
disminuyendo su concentracion citoplasmatica y confiriendo resistencia a multiples
farmacos (Barrios-Villa et al., 2023; Blair et al., 2014; Hawkey, 2008; Wilke et al.,
2005). Estos sistemas son frecuentes en bacilos gramnegativos y actuan como
canales especializados que expulsan antimicrobianos al exterior de la célula (Marin
& Gudiol, 2003).

2.8.5 Adquisicion de elementos genéticos moviles (Mobile Genetic Elements, MGE).

La resistencia adquirida se propaga eficazmente mediante MGE, los cuales facilitan
la transferencia horizontal. Entre ellos se incluyen plasmidos, que portan genes de
resistencia y pueden transferirse entre bacterias de diferentes especies o géneros
(Carattoli, 2013); en transposones que son secuencias capaces de movilizarse

dentro del genoma, lo que puede causar recombinacion, deleciones o inserciones,
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y aumenta la diversidad genética (Casafn-Lopez, 2021); e integrones que son
elementos genéticos que tienen la capacidad de capturar e integrar genes de

resistencia organizados en forma de “cassettes” (Casafi-Lopez, 2021).
2.9 PMQR

Los PMQR (del inglés, Plasmid Mediated Quinolone Resistance) constituyen un
conjunto de determinantes genéticos de resistencia adquirida localizados en
plasmidos (Saba Villarroel, 2013), lo que los hace transferibles entre bacterias
(Silva-Sanchez et al.,, 2011). Los plasmidos son moléculas de ADN circular
extracromosomico con capacidad de replicacion autonoma, y con frecuencia portan
genes de resistencia adicionales, como aquellos que codifican para BLEE (Carattoli,
2013; Chong et al., 2018).

Por si mismos, los PMQR confieren unicamente resistencia de bajo nivel a las
fluoroquinolonas, sin alcanzar los puntos de corte clinicos de no susceptibilidad
(Hooper & Jacoby, 2015). No obstante, su importancia radica en que facilitan la
selecciéon de mecanismos cromosomicos adicionales de resistencia (Carattoli, 2013;
Hooper & Jacoby, 2015). Los mecanismos mediante los cuales interfieren con la
acciéon de las quinolonas incluyen proteccion del blanco farmacoldgico, la

sobreexpresion de bombas de eflujo, y la modificacién enzimatica.

Las Proteinas Qnr, cuyas alelos incluyen QnrA, QnrB, QnrC, QnrD, QnrS, asi como
varios alelos (Barrios-Villa et al., 2023), pertenecen a la familia de proteinas
compuestas por repeticiones de pentapéptidos. Su funcion principal es proteger a
la ADN girasa y topoisomerasa |V de la inhibicion mediada por quinolonas. (Carattoli,
2013; Hooper & Jacoby, 2015; Jia et al., 2021). La evolucion de los genes gnr se
caracteriza por una elevada frecuencia de recombinacion entre alelos (Rodriguez-
Beltran et al., 2021).

La enzima AAC(6’)-lb-cr es una variante de una enzima modificadora de
aminoglucdsidos (una aminoglucosido aceltiltransferasa) con actividad bifuncional.
Ademas de conservar su capacidad original de modificar aminoglucésidos como

amikacina, kanamicina y tobramicina, esta variante puede acetilar fluoroquinolonas
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que contienen un nitréogeno amino en el anillo piperazilinico, como norfloxacina y
ciprofloxacina, confiriendo resistencia a estos compuestos. La sigla “cr’ hace

referencia a “ciprofloxacin resistant” (Hooper & Jacoby, 2015).

Aunque hay bombas de eflujo que confieren resistencia antimicrobiana, algunas
pueden ser intrinsecas(Hooper & Jacoby, 2015). Sin embargo, las mediadas por
plasmido asociadas a resistencia a quinolonas pertenecen principalmente a dos
tipos de genes: qepA y el operon ogxAB. Las bombas de gepA pertenecen a la
familia MFS (Major facilitator Superfamily) que reduce la susceptibilidad a
fluoroquinolonas hidrofilicas, especialmente a ciprofloxacina y norfloxacina. Las
bombas tipo OgxAB pertenecen a la familia RND (Resistance-Nodulation-Division),
con una amplia especificidad de sustrato, que incluyen diversas quinolonas, entre
ellas ciprofloxacina, norfloxacina y acido nalidixico (Hooper & Jacoby, 2015; Saba
Villarroel, 2013).

2.10 B-lactamasas y su clasificacion

Las B-lactamasas son enzimas que inactivan a los antibiéticos B-lactamicos
mediante la unién covalente a su anillo B-lactamico y la posterior hidrélisis de esta
estructura. La clasificacion de estas enzimas es fundamental para comprender los

mecanismos de resistencia a los p-lactamicos (Brolund & Sandegren, 2015).

Existen dos sistemas de clasificacidon principales, que emplean criterios distintos: la
clasificacion molecular de Ambler (Clases A, B, C y D) se basa en la estructura
protéica (Ambler, 1980; Hall & Barlow, 2005), y la clasificacion funcional de Bush-
Jacoby-Medeiros, basada en el perfil de actividad enzimatica y la susceptibilidad a
inhibidores (Brolund & Sandegren, 2015; Bush & Bradford, 2020; Bush & Jacoby,
2010; Noster et al., 2021).

2.10.1 Clasificacion molecular de Ambler

Las clases A, C y D corresponden a serino-B-lactamasas, que emplean un residuo
de serina en su sitio activo para formar un intermediario acil-serina (Wilke et al.,
2005). La clase B, en cambio, incluye metalo-B-lactamasas que requieren iones de
zinc para su actividad hidrolitica (Bush & Bradford, 2020; Hawkey, 2008; Martinez-
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Martinez & Gonzalez-Lopez, 2014; Wilke et al., 2005) y que pueden hidrolizar a la
mayoria de los B-lactamicos, excepto los monobactamicos (Bush & Bradford, 2020;

Martinez-Martinez & Gonzalez-Lépez, 2014).

La clase A es el grupo mas numeroso (Hawkey, 2008), e incluye penicilinasas, BLEE
tipo TEM, SHV, CTX-M, asi como carbapenemasas tipo KPC (Bush & Jacoby, 2010).
La clase B, comprende metalo-B-lactamasas, principalmente carbapenemasas
como NDM, VIM e IMP (Bush & Bradford, 2020). La clase C se constituye
principalmente de cefalosporinasas cromosdémicas tipo AmpC (Jacoby, 2009),
ademas de variantes plasmidicas como CMY, MIR, DHA y FOX, entre otras
(Hawkey, 2008; Roschanski et al., 2014). Por ultimo, las p-lactamasas de la clase D
se caracterizan por su actividad oxacilinasa, incluyen enzimas de amplio espectroy
carbapenemasas como las tipo OXA y sus multiples variantes, siendo una de las
clases mas diversas (Bush, 2018; Bush & Bradford, 2020; Hawkey, 2008)

2.10.2 Clasificacion funcional de Bush-Jacoby-Medeiros

Esta clasificacion agrupa las B-lactamasas segun sus perfiles de sustrato e
inhibicién (Peirano & Pitout, 2019). La version actualizada en 2010 organiza estas
enzimas en tres grupos principales (1, 2 y 3), con subdivisiones que, en general,
correlacionan bien con la clasificacién molecular de Ambler (Bush, 2018; Bush &
Bradford, 2020)

Grupo 1: Cefalosporinasas (correspondientes a la clase C de Ambler). Confieren
resistencia a las cefalosporinas, monobactamicos y cefamicinas. Generalmente no
son inhibidas por los inhibidores clasicos (acido clavulanico, sulbactam,
tazobactam), aunque si pueden inhibirse eficazmente por nuevos inhibidores como
avibactam y relebactam (Bush & Bradford, 2020; Jacoby, 2009).

Grupo 2: Penicilinasas, Cefalosporinasas y BLEE (principalmente clases Ay D de
Ambler). Es el grupo mas diverso. La mayoria son inhibidas por inhibidores de (3-
lactamasas (Bush & Jacoby, 2010). El grupo 2a y 2b corresponde a penicilinasas
de espectro estrecho que hidrolizan penicilinas y algunas cefalosporinas de primera
generacion (Bush & Bradford, 2020). El subgrupo 2be son las BLEE, capaces de
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hidrolizar penicilinas, cefalosporinas de 3° y 4° generacién y monobactamicos, no
hidrolizan cefamicinas y son inhibidas por acido clavulanico y tazobactam (Bush &
Jacoby, 2010). El subgrupo 2br corresponde a B-lactamasas de amplio espectro que
han adquirido resistencia a los inhibidores tradicionales (Bush & Jacoby, 2010). El
subgrupo 2de son enzimas con actividad frente a oximinocefalosporinas. El
subgrupo 2df tiene enzimas con actividad carbapenemasa. Y finalmente, el
subgrupo 2f, se conforma de carbapenemasas de serina, que también hidrolizan

oximinocefalosporinas y cefamicinas (Bush & Jacoby, 2010).

Grupo 3: Metalo-B-lactamasas (correspondientes a la clase B de Ambler).
Requieren zinc para su actividad. Hidrolizan penicilinas, cefalosporinas y
carbapenémicos, pero presentan escasa o nula actividad frente a monobactamicos.
No son inhibidas por los inhibidores tradicionales, sino por quelantes como EDTA
(Bush & Jacoby, 2010).
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Figura 4. Mecanismos de resistencia: BLEE y PMQR.
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2.11 BLEE: TEM, SHV Y CTX-M

Las BLEE son un grupo heterogéneo de enzimas que confieren resistencia a gran
parte de los B-lactamicos, entre ellos penicilinas, cefalosporinas de tercera y cuarta
generacion, asi como a monobactamicos (Macesic et al., 2025). Por lo tanto, la
produccion de BLEE limita las opciones terapéuticas. Entre las BLEE mas comunes
y distribuidas ampliamente se encuentran el tipo Temoniera (TEM), Sulfhidril
Variable (SHV) y Cefotaximasa Tipo M (CTX-M).

TEM (codificado por blatem) es una de las familias de B-lactamasas mas antiguas e
importantes, y constituye un hito en la historia de la resistencia a los antibioticos -
lactamicos. Evolucionaron a partir de las variantes de espectro reducido TEM-1 y
TEM-2 (Hassuna et al., 2020). Pertenecen a la clase A de Ambler (Noster et al.,
2021) y al grupo funcional 2 de la clasificacion de Bush-Jacoby-Medeiros. Hasta la
fecha se han descrito mas de 160 variantes moleculares, reflejo de su continua
evolucion por mutacion (Hawkey, 2008). Se distribuyen ampliamente en bacterias
gramnegativas, especialmente en la familia Enterobacteriaceae, y suelen estar
albergados en plasmidos y transposones (Casaf-Lopez, 2021; Saba Villarroel,
2013). Frecuentemente coexisten con otros genes de resistencia en clones de alto
riesgo (Mathers et al., 2015).

La familia SHV pertenece a la clase A de Ambler, y al grupo funcional 2 de la
clasificacion de Bush-Jacoby-Medeiros (Noster et al., 2021). Se encuentran
tipicamente en plasmidos conjugativos y ampliamente diseminados en bacterias
gramnegativas en conjunto con otros determinantes genéticos de resistencia para
otras clases de antibidticos (Silva-Sanchez, Garza-Ramos, et al., 2011). El continuo
proceso evolutivo ha dado lugar a numerosas variantes; se han descrito alrededor
de 193 alelos de blasnv, aunque no todas confieren el fenotipo BLEE (Bush &
Bradford, 2020). SHV fue una de las primeras enzimas en conferir resistencia
plasmidica a cefalosporinas de tercera generacion, marcando el inicio del problema
de las BLEE (Paterson & Bonomo, 2005). La variante ancestral SHV-1 se codifica

naturalmente en el cromosoma de Klebsiella pneumoniae (Bush & Bradford, 2020).
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La familia CTX-M (Cefotaximasas tipo M) constituye actualmente el grupo de BLEE
con mas prevalencia y epidemiolégicamente mas relevante a nivel mundial (Bush &
Bradford, 2020). También pertenece a la clase A de Ambler. Se diferencian
fenotipicamente de TEM y SHV por su mayor afinidad por cefotaxima sobre
ceftazidima (Bush & Bradford, 2020), y su origen evolutivo es completamente
distinto (Chong et al., 2018). Los CTX-M se clasifican en cinco grupos principales
segun sus secuencias de aminoacidos: CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 y
CTX-M-25/26 (Hassuna et al., 2020). Se han identificado mas de 165 variantes a
nivel mundial (Pavez et al., 2019). Estan frecuentemente asociadas con otros genes
de resistencia (Casan-Lopez, 2021), y con clones pandémicos, especificamente E.
coli ST131 (Peirano & Pitout, 2019).

2.12 Métodos de tipificacion genémica y relacién clonal

Los métodos de tipificacion gendmica constituyen herramientas fundamentales en
microbiologia clinica y epidemiologia, ya que permiten comparar el material genético
de distintos aislamientos bacterianos para determinar su relacion evolutiva, su

estructura poblacional y su diseminacion.

2.12.1 Electroforesis en gel de campo pulsado (Pulse Field Gel Electrophoresis,
PFGE)

La PFGE es la técnica de referencia establecer para analizar la relacion clonal entre
microorganismos (Casafi-Lopez, 2021). En esta metodologia, el ADN gendémico se
digiere con enzimas de restriccion y los fragmentos generados se separan mediante
PFGE, obteniendo un patrén caracteristico o “huella dactilar’ (fingerprinting). Los
patrones de bandas se comparan mediante el coeficiente de similitud de Dice, y los
dendrogramas se construyen con métodos como UPGMA (Método de
Agrupamiento de Pares no Ponderados con Media Aritmética, Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic Mean) el cual evalua la distancia genética entre
aislamientos (Kumar et al., 2018; Sepp et al., 2019). Se utilizan herramientas
bioinformaticas para visualizar estos resultados (Cortés-Cortés et al., 2017;
Gallegos-Miranda et al., 2021; Garza-Gonzalez et al., 2011; Miranda-Romero et al.,
2017; Silva-Sanchez et al., 2013; Silva-Sanchez, Garza-Ramos, et al., 2011). PFGE
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se utiliza para determinar si los aislados corresponden a la propagacion de uno o
varios clones dentro de una institucion o comunidad (Lewis et al., 2007; Mathers et
al., 2015), y es ideal para estudios epidemioldgicos de brotes, debido a su capacidad
para detectar cambios genéticos rapidos (Enright & Spratt, 1999). Es probablemente
el método mas empleado para organismos productores de BLEE (Paterson &
Bonomo, 2005), aunque su realizacion sea laboriosa y requiera numerosos pasos
(Casan-Lopez, 2021).

2.12.2 Tipificacion de Secuencia de Multiples Loci (Multilocus Sequence Typing,
MLST)

El MLST es la técnica de referencia para identificar y describir clones circulantes
(Casan-Lopez, 2021) y se utiliza ampliamente en la epidemiologia global y de largo
plazo. Permite rastrear la diseminacién de aislamientos clinicos relevantes mediante
bases de datos accesibles en linea (Enright & Spratt, 1999). Este método es
altamente reproducible (Mathers et al., 2015) y determina el secuenciotipo
(Sequence type, ST) y el complejo clonal de los aislamientos (Cortés-Cortés et al.,
2017), lo que facilita la identificacion de clones pandémicos (Neffe et al., 2022; Quan
et al., 2017; Sepp et al., 2019). Implica amplificar y secuenciar fragmentos de siete
u ocho genes de mantenimiento (housekeeping genes) (Nunez-Samudio et al.,
2021). A cada variante de secuencia se le asigna un numero de alelo, y la
combinacion de numeros alélicos define de forma inequivoca el ST (Enright & Spratt,
1999). Su poder discriminatorio es alto y mantiene estabilidad temporal, ya que los
genes de mantenimiento evolucionan relativamente lento (Enright & Spratt, 1999).
Para la asignacion de perfiles alélicos se utilizan bases de datos, como los

esquemas Achtman o Pasteur (Sepp et al., 2019).
2.12.3 Tipificacion Filogenética

Este método clasifica aislamientos de E. coli en sus principales linajes filogenéticos
(A, B1, B2, C, D, E, F) (Gonzalez-Villalobos et al., 2022) mediante PCR multiple
(Miranda-Romero et al., 2017). Utiliza una combinacion de marcadores genéticos

(arpA, chuA, yjaA y el fragmento cromosdmico TspE4.C2) siguiendo el protocolo
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descrito por Clermont et al., (2013). Mas del 95% de los aislamientos pueden

asignarse correctamente con este método (Clermont et al., 2013).
2.12.4 ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus-PCR)

ERIC.PCR es un método de tipificacion molecular empleado para evaluar la
clonalidad entre aislamientos de enterobacterias. Utiliza cebadores dirigidos a
secuencias repetitivas intergénicas de consenso de enterobacterias (ERIC),
ampliamente conservadas (Saba Villarroel, 2013). La PCR amplifica las regiones
entre repeticiones, generando patrones de bandas especificos por cepa y especie
(Movahedi et al., 2021). Los patrones se comparan utilizando el coeficiente de
similitud de Dice y se agrupan mediante el método UPGMA (Hagel et al., 2019;
Kubone et al., 2020; Pavez et al., 2019). Este método ha demostrado tener un poder

de discriminacién adecuado para tipificacion de E. coli (Hagel et al., 2019).

2.12.5 Secuenciacion de genoma completo (Whole Genome Sequencing, WGS;

Next Generation Sequencing, NGS)

La secuenciacion de genoma completo proporciona la resolucién mas alta y la
informacion mas completa acerca de una cepa bacteriana (Noster et al., 2021).
Permite describir sus caracteristicas moleculares, relaciones filogenéticas y la
estructura genodmica de la poblacion (Neffe et al., 2022). El avance de estas
tecnologias ha generado grandes volumenes de datos gendmicos (Philippon et al.,
2019). WGS facilita la localizacién precisa de genes de resistencia, virulencia y otros
determinantes, ya que permite vincular multiples caracteristicas dentro del mismo
fragmento de ADN (Carattoli et al., 2014).
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3. ANTECEDENTES
Las BLEE han sido reportadas en diversas ocasiones, desde su primera descripcion
en 1983 (Neffe et al., 2022),

3.1 Las B-lactamasas de Espectro Extendido (BLEE) alrededor del mundo

En 2007, Lewis y colaboradores reportaron la aparicion de las BLEE tipo CTX-M
como las enzimas predominantes en el Sistema de Salud Universitario en San
Antonio, Texas, Estados unidos. E. coli fue el productor de BLEE mas frecuente
2004 y 2006. En total, identificaron 34 aislados de E. coli productores de CTX-M de
un conjunto de 94 aislados BLEE estudiados. Observaron un incremento drastico
en la prevalencia de enzimas CTX-M, que pasé del 60% en 2003, al 89% en 2005.
La variante mas comun fue CTX-M-15, y la mayoria de los aislados provinieron de
ITU (23 de 34). (Lewis et al., 2007)

Denisuik y colaboradores (2019) reportaron resultados del sistema de vigilancia
CANWARD, con datos obtenidos entre 2007 y 2016 de hospitales canadienses. De
los 8387 aislamientos clinicos de E. coli, el 6.4% fue productor de BLEE. La
proporcion anual de E. coli productora de BLEE aumenté significativamente del
3.4% en 2007 al 11.1% en 2016 (P <0.0001). Las BLEE tipo CTX-M fueron la familia
dominante (92.9%), siendo CTX-M-15 la variante predominante (64.2% de los
aislados de E. coli BLEE). Mas del 95% de los E. coli productores de BLEE fueron

sensibles a amikacina, ertapenem y meropenem. (Denisuik et al., 2019)

Sepp y colaboradores (2019) recolectaron 10780 aislados clinicos de E. coli cepas
durante cinco meses de 2012, provenientes de 21 hospitales en Estonia, Letonia,
Lituania, Noruega y San Petersburgo (Rusia). El 3.9% de los aislamientos fueron
productores de algun tipo de B-lactamasa. CTX-M-15 fue la variante predominante
(68.7% de los genes blactx-m), seguido por CTX-M-14. EI ST dominante fue ST131
(40%), presente en todos los paises estudiados. El gen blactx-m-15 se encontrd con
mayor frecuencia en Letonia (82.5%). Ademas, el 80% de los genes CTX-M fueron

mediados por plasmidos. (Sepp et al., 2019).
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Pavez y colaboradores recolectaron 137 aislados productores de BLEE, de los
cuales 18 correspondieron a E. coli, recolectados de unidades de cuidados
intensivos del Hospital Hernan Henriquez Aravena, en Temuco, Chile. Los
aislamientos de E. coli BLEE presentaron perfiles MDR. Los genes prevalentes
fueron del grupo CTX-M-1 (83%) y tipo TEM (67%). Los aislados mostraron alta
susceptibilidad a meropenem (100%), imipenem (94%) y ertapenem (94%). Ademas,
se observd una elevada coexistencia de multiples BLEE. El estudio destacé el
cambio en la variante prevalente de CTX-M, que antes correspondia a CTX-M-2
(Pavez et al., 2019).

Moglad y colaboradores recolectaron 69 aislamientos de E. coli entre febrero y julio
de 2018 en Hospitales docentes en Jartum, Sudan. La prevalencia de E. coli
productora de BLEE fue del 34.8%. Los aislados mostraron resistencia a ceftazidima
(39.1%) y cefotaxima/cefuroxima (37.7%). Todos los aislados fueron sensibles a
nitrofurantoina y tigeciclina (0% de resistencia). Los aislamientos de E. coli MDR
alcanzaron el 49.3%. (Moglad, 2020).

Gharavi y colaboradores (2021) recolectaron 1016 cepas de E. coli entre 2018 y
2019 en Alborz Iran. EI 72.16% de los aislamientos provenia de infecciones urinarias.
Del total, el 35.7% fueron productores de BLEE. E. coli mostré mayor sensibilidad a
imipenem (99.2%), amikacina (97.9%), meropenem (97.2%) y nitrofurantoina
(92.8%). La presencia de BLEE tuvo un impacto significativo en la resistencia a otros
antibiéticos (Gharauvi et al., 2021).

En 2021, Bezabih y colaboradores publicaron un metaanalisis global que incluyo
estudios desde enero 2000 a febrero de 2020 en las seis regiones de la OMS. El
objetivo fue analizar |la prevalencia de E. coli productora de BLEE en tracto digestivo
en personas sanas de la comunidad. Se incluyeron 62 articulos, que incluyeron
29872 individuos. La prevalencia global acumulada entre los afios 2003 y 2018 fue
del 16.5%. Se observo una tendencia ascendente marcada: del 2.6% (2003 a 2005)
al 21.1% (2015, 2018), lo que representd un aumento promedio anual de 1.2%, y un
aumento de ocho veces durante 2 décadas, El estudio resaltd la creciente

diseminacion de E. coli BLEE fuera de entornos hospitalarios (Bezabih et al., 2021).
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Para comparar la prevalencia entre entornos comunitarios y hospitalarios, Bezabih
y colaboradores realizaron otro metaanalisis global con articulos publicados de
enero 2000 a abril de 2021. Se incluyeron 133 estudios, con un total de 73318
participantes: 30633 individuos sanos y 42685 pacientes hospitalizados. La
prevalencia global acumulada (2000-2021) fue del 21.1% en entornos de atencion
médica y del 17.6% en la comunidad. La tasa de portacion comunitaria aumento
diez veces (del 2.6% en 2001-2005 al 26.4% en 2016—-2020), mientras que en
instituciones de salud aumentd 3 veces (del 7% al 25.7%). El aumento anual fue
mayor en la comunidad (1.5%) que en el ambito hospitalario (1.3%). Concluyeron
que la prevalencia de E. coli productora de BLEE en tracto digestivo de las personas
esta aumentando a nivel mundial en ambos entornos, pero con mayor rapidez en la
comunidad. (Bezabih et al., 2022).

La distribucion mundial de E. coli productora de BLEE, se encuentra en la Tabla 3.
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Tabla 3: Distribucion mundial de E. coli BLEE

Periodo de Estudio Pais/Region Entorno % BLEE en E. coli Referencia
(Aho de Publicacion)
2000-2006 (2007) EE. UU. (Texas) Intrahospitalarioy El estudio se enfoco en 34 (Lewis et al.,
Ambulatorio aislados de E. coli que ya 2007)
eran productores de CTX-M.
2001-2005 (2022) Global Comunidad (Portacién 2.6% (Prevalencia global (Bezabih et
(Meta-analisis) intestinal) agrupada). al., 2022)
2001-2005 (2022) Global Atencion Médica (Portacién  7.0% (Prevalencia global (Bezabih et
(Meta-analisis)  intestinal) agrupada). al., 2022)
2006 (2008) Europa (31 Intrahospitalario Rango: <1% a 41% (Coque et
paises) al., 2008)
2006-2010 (2022) Global Comunidad (Portacion 12.4% (Prevalencia global (Bezabih et
(Meta-analisis) intestinal) agrupada). al., 2022)
2006-2010 (2022) Global Atencion Médica (Portacion  17.4% (Prevalencia global (Bezabih et
Meta-analisis) intestinal) agrupada). al., 2022)
2007-2016 (2019) Canada Intrahospitalario 6.4% (Media general) (Denisuik et
(Hospitales) al., 2019)
2010-2014 (2016) Canada Mixto (ITU) 12.6% (Prevalencia fenotipica  (Lob et al.,
(SMART) en 2013-2014). 2016)
2011-2015 (2022) Global Comunidad (Portacion 16.8% (Prevalencia global (Bezabih et
(Meta-analisis) intestinal) agrupada). al., 2022)
2011-2015 (2022) Global Atencion Médica (Portacién  25.2% (Prevalencia global (Bezabih et
(Meta-analisis)  intestinal) agrupada). al., 2022)
2012 (2019) Norte y Este de  Mixto (Clinico) 4.7% (Prevalencia fenotipica)  (Sepp et al.,
Europa 2019)
2014-2015 (2019) Chile (Sur) Intrahospitalario (UCI) Todos los aislados estudiados  (Pavez et
fueron BLEE. al., 2019)
2013-2014 (2017) China Comunitario 56.7% (Quan et al.,
2017)
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Tabla 3: Distribucion mundial de E. coli BLEE (continuacion)

Periodo de Estudio Entorno

(Ano de Publicacién)

Pais/Region

% BLEE en E. coli

Referencia

2016-2018 (2020) Egipto (Minia) Comunidad (ITU de inicio

67% (Prevalencia entre

(Hassuna et

comunitario) aislados de E. colide ITU de al., 2020)
inicio comunitario).
2016-2020 (2022) Global Comunidad (Portacion 26.4% (Prevalencia global (Bezabih et
(Meta-analisis) intestinal) agrupada). al., 2022)
2016-2020 (2022) Global Atencion Médica (Portacion  25.7% (Prevalencia global (Bezabih et
(Meta-analisis) intestinal) agrupada). al., 2022)
2018 (2020) Sudan (Jartum) Intrahospitalario 34.8% (Moglad,
2020)
2018-2019 (2021) Panama Mixto (Clinico) 43% (Nufez-
(Central) Samudio et
al., 2021)
2016-2017 (Pub. 2020) China Comunidad (CA-ITU) 37.7% (Jiaetal.,
2021)
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3.2 B-lactamasas en México a través del tiempo

Los estudios de prevalencia de 3-lactamasas realizados en México, a la fecha, han
sido limitados a poblaciones especificas y reducidas, es decir, se han recabado y
analizado datos principalmente de infecciones de vias urinarias, asi como de

pacientes hospitalizados.

Los primeros acercamientos en México para la deteccion de BLEE fueron realizados
por Silva y colaboradores. Su estudio llevado a cabo entre 1991 a 1992 en cuatro
hospitales de la Ciudad de México, incluyé 43 aislamientos, de los cuales siete
correspondieron a E. coli. Determinaron todas las cepas fueron resistentes al menos
a una cefalosporina de tercera generacion. Las BLEE mas frecuentes fueron
variantes del tipo de SHV (41% de los aislamientos de enterobacterias), por lo que
concluyeron que las enzimas tipo TEM y SHV eran responsables de la resistencia

a cefalosporinas de tercera generacion en la mayoria de los casos.

En el afio 2000, se reportd por primera vez la aparicion de una nueva B-lactamasa
mediada por plasmido, correspondiente al grupo A de Ambler, denominada TLA-1.
Esta enzima mostré capacidad de hidrolizar cefaloridina, cefotaxima, cefalotina,
bencilpenicilina y ceftazidima, y fue inhibida por sulbactam, tazobactam y acido
clavulanico. TLA-1 se detectd en una cepa de E. coli aislada de una muestra de

orina de un paciente hospitalizado en Ciudad de México (Silva et al., 2000).

En 2011, Silva-Sanchez y colaboradores publicaron un estudio multicéntrico con
aislamientos recolectados entre 1999 y 2005 en ocho hospitales ubicados en los
estados de Sonora, Durango, San Luis Potosi, Jalisco, Guerrero, Campeche y
Estados de México y Ciudad de México. Se obtuvieron 134 aislamientos clinicos de
enterobacterias productoras de BLEE, de los cuales 20 correspondieron a E. coli
(15%). Las BLEE mas frecuentes fueron las tipo SHV (84%), seguidas de TLA-1
(11%) y CTX-M-15 (5%). Ademas, observaron resistencia ciprofloxacina en el 63%
de los aislamientos de E. coli y demostraron que 81% de éstos podia conjugarse,
transfiriendo resistencia a cefotaxima junto con resistencia a aminoglucdsidos,
cloranfenicol y tetraciclina. El analisis clonal no mostré agrupaciones claras por

hospital. (Silva-Sanchez, Garza-Ramos, et al., 2011)
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Ese mismo afo, Garza-Gonzalez y colaboradores reportaron datos sobre la
prevalencia y distribucion de BLEE en el hospital de tercer nivel “Dr. José Eleuterio
Gonzalez” de Monterrey, México. Entre enero de 2006 y enero de 2009, se
recolectaron 342 aislamientos de enterobacterias, incluyendo 80 de E. coli.
Mediante PCR y secuenciacion identificaron BLEE de los tipos SHV, TEM, CTX-M
y TLA-1, y evaluaron la diversidad clonal de los aislamientos. El 30% de los
aislamientos de E. coli fueron productores de BLEE, siendo SHV-5, SHV-12 y CTX-
M15 las mas predominantes. Sin embargo, no detectaron aislamientos con TLA-1.
Respecto a la relacion clonal, mas del 70% no pudo asignarse a un grupo en

especifico, evidenciando alta heterogeneidad (Garza-Gonzalez et al., 2011).

En 2013, Morfin Otero y colaboradores analizaron aislamientos de E. coli y K.
pneumoniae obtenidos entre octubre de 2010 y marzo de 2011 en el Hospital Civil
de Guadalajara “Fray Antonio Alcalde”, que brinda atenciéon de tercer nivel.
Encontraron que el 16.3% de los aislamientos de E. coli fueron productores de BLEE,
principalmente CTX-M-15 (85%) y SHV-5 (17%). No se detect6 blaTLA-1. El analisis
plasmidico mostré que la mayoria de los aislamientos albergaba entre uno y cinco
plasmidos (Morfin-Otero et al., 2013).

En el 2014, Castro Alarcén y colaboradores publicaron los resultados de
aislamientos de E. coli recuperados de pacientes con infecciones de tracto urinario
adquiridas en la comunidad (CA-UTI), atendidos en hospital ISSSTE de
Chilpancingo, Guerrero, entre septiembre de 2010 y agosto de 2011. Encontraron
que el 83% de las cepas de E. coli producian B-lactamasas y que el 21% producian
BLEE. El gen mas frecuente fue blatenm (94.4%), seguido de blactx-m (50%) y blasnv
(5.5%). (Castro-Alarcén et al., 2014)

Por otra parte, Barrios y colaboradores (2017) evaluaron 1084 aislamientos de
enterobacterias recolectados entre 2005 y 2012 en 14 hospitales de ocho estados
y cinco regiones de México. El 62.9% correspondi6 a E. coli. Los genes tipo CTX-M
fueron los mas frecuentes (73%), particularmente CTX-M-15 (53%), seguido de los
SHV (42.8%). En cuanto a los grupos filogenéticos, los mas comunes fueron A
(56.7%), y D (28%). Este estudio destacé un cambio epidemiolégico relevante: E.
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coli se convirtié en la enterobacteria productora de BLEE mas frecuente en México,

desplazando a K. pneumoniae (Barrios et al., 2017).

En 2014, Salame-Khouri y colaboradores identificaron 98 casos de bacteriemia por
E. coli en dos hospitales de tercer nivel de la Ciudad de México, tanto asociadas al
cuidado de la salud como de origen comunitario. De estos casos, 43 aislamientos
fueron productores de BLEE: 31 de inicio comunitario y 12 de origen intrahospitalario.
(Salame-Khouri et al., 2018)

Entre enero de 2015 a julio de 2016, Jaimes-Vélez y colaboradores estudiaron 103
aislamientos de E. coli provenientes de pacientes diabéticos con infecciones de vias
urinarias adquiridas en la comunidad, atendidos en el “Nuevo Sanatorio Durango”
en la Ciudad de México. De estos, 54 fueron productores de BLEE y 49 no
productores de BLEE. (Jaimes-Vélez et al., 2017).

Asimismo, Robles-Torres y colaboradores analizaron 353 urocultivos positivos
recolectados entre marzo y octubre de 2017, en un hospital de tercer nivel en
Monterrey, México, donde E. coli fue el agente causal mas comun (57.2%), y un

21.5% de las cepas fueron productoras de BLEE (Robles-Torres et al., 2020).

De los estudios mas recientes, se encuentra el de Galindo-Méndez y colaboradores
(2022) donde analizaron 350 aislamientos de E. coli uropatogenos (UPEC)
productores de BLEE, provenientes de 18 diferentes laboratorios a lo largo de
México, pertenecientes a la red INVIFAR. Encontraron 38 aislamientos resistentes
a fosfomicina, de las cuales 36 fueron productoras de BLEE, portando un gen blacrx-
m. E1'94.7% (36/38) de estos aislados resistentes pertenecian al clon O25b-ST131.
Mediante ensayos de conjugacion, determinaron que los 38 aislados resistentes
fueron capaces de transferir horizontalmente el rasgo de resistencia a fosfomicina.
Este fue el primer informe de la presencia de genes de resistencia a fosfomicina
mediada por plasmidos (fosA) en aislados clinicos de E. coli en humanos en México
(Galindo-Méndez et al., 2022).
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3.3 Coexistencia de BLEE y PMQR: panorama mundial

Se ha observado una fuerte asociacion entre la resistencia a quinolonas y la
produccion de BLEE (Paterson & Bonomo, 2005). La coexistencia de genes BLEE
y PMQR constituye una tendencia epidemioldgica preocupante para la salud publica
debido a su papel en la rapida diseminacion de enterobacterias MDR (Miranda-
Romero et al., 2017; Ramirez-Castillo et al., 2018; Salame-Khouri et al., 2018). Entre
los vinculos genéticos mas relevantes destaca la frecuente asociacion del gen
aac(6’).Ib-cr con blactx-m-15, reportada en diversos estudios (Chong et al., 2018;
Coque et al., 2008). Asimismo, dicha combinacién se ha relacionado con clones
pandémicos como E. coli ST131, en conjunto con otros genes de resistencia (Chong
et al., 2018).

En Europa, se ha observado un aumento de enterobacterias productoras de BLEE
que también albergan nuevos mecanismos de resistencia a fluoroquinolonas
(Coque et al., 2008).

En Asia, particularmente en China, la alta prevalencia de BLEE (especificamente
del tipo CTX-M) en E. coli se ha asociado con la diseminacion de plasmidos

portadores del gen blacrx-m junto con el operon ogxAB (Quan et al., 2017).

En africa, estudios en Tanzania han identificado multiples secuenciotipos de E. coli
productores de BLEE que portan genes de resistencia a quinolonas vy
aminoglucosidos. Estos hallazgos incluyen aislados provenientes de animales

domésticos de granja, lo que sugiere el intercambio de MGE.

En Latinoamérica, se ha documentado un aumento en la resistencia a
cefalosporinas de tercera generacion (Salame-Khouri et al., 2018), asi como
presencia de multiples determinantes PMQR en aislados de E. coli provenientes de

diversas fuentes, como se muestra en la tabla 4.

30



Tabla 4. Distribucion de PMQR en aislamientos de E. coli recuperados en Latinoamérica de diversas fuentes.

2012 (3) en México

2011-2012 (29) en Brasil

2005 (5) en Peru

(3)* en Bolivia

2011 (1) y 1996— 2011 (1) en México
2009 (1) en Brasil

PMQR reportado Aio (n) y pais del reporte Origen (n)

qnrB 2009 (18) y 2010 (4) en Ecuador; Pollo (18)
2009-2012 (9) y (4)* en México Humanos (42)
2010-2011 (1) en Uruguay Bovinos (9)
2008-2009 (5), 2010-2011 (8), y 2014 (4) en Brasil Ovinos (1)
2011 (9) y 2012—-2013 (1) en Bolivia Agua (3)
2007-2008 (3) en Jamaica
(7)* en Peru

qnrA1 2004 (1), 2005-2009 (1), and 2006—2007 (1) en México Humanos (3)

qnrA 2012 (2) en México Tortugas (2)
2014 (1) en Brasil Ovinos (55)
2012-2013 (1) en Uruguay Humanos (1)
(5)* en México Agua (5)
2007-2008 (54) in Jamaica

qnrB1 2012-2013 (4) en Bolivia Humanos (11)
2005-2008 (1) en Argentina
2010-2012 (1) en Uruguay
1996-2011 (4) y 2006—2007 (1) en México

qnrB19 2007 (2) y 2005-2008 (13) en Argentina Humanos (27)

Tortugas (3)
Aves de corral
(29)

Perros (1)
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Tabla 4. Distribucion de PMQR en aislamientos de E. coli recuperados en Latinoamérica de diversas fuentes.

(continuacion)

PMQR reportado

Aio (n) y pais del reporte

Origen (n)

qnrB2

2010-2012 (1) en Uruguay

2004 (1) en México

2000-2005 (3) y 2010 (1) en Brasil
2010 (2) en Argentina

Humanos (8)

qnrB5 2011-2012 (4) en Brasil Aves de corral (4)

qnrB10 2010 (1) en Argentina Humanos (1)

qnrB6 2010 (1) en Argentina Humanos (2)
1999-2011 (1) en México

qnrS 2009-2012 (7) y (7)* en México Bovinos (7)
2007-2008 (24) en Jamaica Agua (7)
2014 (1) y 2010-2011 (1) en Brasil Humanos (25)

Pollo (1)

qnrS1 2007 (1) en Argentina Humanos (12)
2011-2012 (2), 2009 (3) y 2010 (1) en Brasil Aves de corral (2)
2005 (4) en Peru
2006— 2007 (1) y 20052009 (2) en México

qnrD 2014 (1) en Brasil Ovinos (1)
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Tabla 4. Distribucion de PMQR en aislamientos de E. coli recuperados en Latinoamérica de diversas fuentes.

(continuacion)

PMQR reportado

Aio (n) y pais del reporte

Origen (n)

aac(6’)-1b-cr

2012 (1), 2004 (1), 2005—-2009 (54), 2011 (2) y (38)* en México

2004-2009 (78) en Chile
(70)* en Peru y Bolivia

Humanos (405)
Ambiental (3)
Tortugas (1)
Aves de corral (1)
Agua (5)

Equinos (1)
Perros (2)
ogxA 2007 (1) en Argentina Humanos (2)
2012-2013 (1) en Brasil Agua (1)
2012-2013 (1) en Bolivia,
ogxB 2007 (1) en Argentina Humanos (2)
2012 (1) en México Tortugas (1)
2012-2013 (1) en Brasil Agua (1)
2012-2013 (1) in Bolivia
qepA1 2012-2013 (6) en Bolivia Humanos (13)
2006-2007 (4) y 1996—-2011 (2) en México
2010 (1) en Argentina
gepA 2011 (4) en Bolivia Humanos (4)

*ARo no especificado Modificado de Vieira et al., 2020.

33



3.4 Las BLEE y PMQR en México.

Rocha-Gracia y colaboradores reportaron por primera vez en 2009 la coexistencia
de genes BLEE y PMQR en una cepa MDR de E. coli aislada de una muestra fecal
de un paciente ambulatorio en Puebla. El aislamiento albergaba genes qepAT,
blactx-m-15 Y blatem-1o y NO se detectaron los genes aac(6’)-Ib-cr, blaoxa, blasnv, gnrA,
gnrB ni gnrS. Ademas se identificaron mutaciones en gyrA y parC, asi como la

presencia de un integrén clase 1, y un integron clase 2 (Rocha-Gracia et al., 2010).

En 2011, Silva-Sanchez y colaboradores estudiaron aislamientos de E. coli
productores de BLEE, en los cuales determinaron la prevalencia de genes PMQR y
mutaciones en las regiones determinante de la resistencia a las quinolonas
quinolone-resistance determining region, QRDR) de los genes gyrA y parC.
Encontraron que la prevalencia de genes qnr fue del 21.6% (49/226), de aac(6’)-1b-
cr del 49.5% (112/226) y de qepA1 del 1.7% (4/226). En E. coli, la prevalencia de
gnr fue del 1.4% (2/136), mientras que gepA17 solo se encontrd en aislados de E.
coli. Entre los genes qnr, qnrB fue el prevalente (71.4% de los gnr-positivos). Las
BLEE predominantes en aislados positivos a qnr, fueron las tipo SHV (81.6%)
seguidas de CTX-M-15 (44.9%) y TLA-1 (8.1%). Se observaron mutaciones en gyrA
en el 69% y en parC en el 80% de los aislados gnr-positivos. Asimismo, demostraron
la cotransmision de blactx-m-15 con qepA1, aac(6’)-Ib-cr ylo qnrA1, asi como de

alelos tipo blasnv con genes qnrB5 y qnrB6 (Silva-Sanchez, Barrios, et al., 2011).

Nuevamente en el 2013, Silva-Sanchez y colaboradores reportaron los resultados
de aislamientos obtenidos entre e 1996 y 2011 de pacientes pediatricos atendidos
en cinco hospitales de cuatro regiones de México. Se incluyeron 112 aislamientos
de enterobacterias productoras de BLEE, de los cuales 44 correspondieron a E. coli.
La prevalencia de genes PMQR fue de 32.1% (36/112). Los determinantes qnr se
detectaron en el 15.1% (17/112), principalmente gnrB (93.3%) y en menor medida,
qnrA1 (6.4%). La prevalencia de aac(6')-Ib-cr fue del 15.1% y de qepA del 1.7%. En
E. coli, los determinantes gnr tuvieron una prevalencia del 13.6% (6/44), aac(6')-1b-
cr no fue detectado y gepA se encontrd en el 4.5%. La BLEE mas frecuente entre

los aislados qnr- y qepA-positivos, fue CTX-M-15 (70.5%). Se identificaron
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mutaciones en gyrAen el 41.1% y en parC en el 35.2% de los aislados gnr-positivos.
En conjunto, se observé que la prevalencia de genes PMQR en aislados pediatricos

fue menor que la reportada en adultos en México (Silva-Sanchez et al., 2013).

Miranda-Romero y colaboradores (2017) recolectaron 37 aislamientos de E. coli
productores de BLEE de dos hospitales, y de la comunidad en Ciudad Obregon,
Sonora, obtenidos entre 2011 y 2014. Encontraron que la BLEE predominante fue
blactx-m-15 (97%), seguida de blasnv-12 (13.5%) y blara-1 (5.5%). En cuanto a los
genes PMQR, aac(6°)-Ib-cr se detectd en el 97% de los aislados, mientras que qnrB
solo en uno y gepA no fue detectado. El grupo filogenético B2, fue el mas frecuente
(32%). El 56% de los ensayos de conjugacién fueron exitosos, con cotransferencia
de aac(6°)Ib-cr (Miranda-Romero et al., 2017).

Ramirez-Castillo y colaboradores analizaron 110 aislados de E. coli causantes de
infecciones de tracto urinario, de origen comunitario (79 aislados) y asociadas a la
atencion de la salud (31 aislados) entre junio y noviembre de 2012, en el Hospital
Centenario Miguel Hidalgo en Aguascalientes. Determinaron la presencia de genes
BLEE, PMQR, grupos filogenéticos, entre otras variables. Los genes PMQR
detectados incluyeron qnrA (22%), qnrB (20.9%) y aac(6’)-Ib-cr (6.4%), mientras que
gepA no fue detectado. Ademas, se observaron mutaciones dobles en gyrA y en
parC en el 92% de las cepas evaluadas. Las BLEE detectadas fueron blacrx-m
(12.7%, incluyendo CTX-M-15, CTX-M-12, CTX-M-3, CTX-M-14), blarem (18.2%),
blapse (2.7%) y blaoxa (9.1%) (Ramirez-Castillo et al., 2018).

Gallegos-Miranda y colaboradores recolectaron 1785 aislados clinicos de
enterobacterias recolectados entre febrero y agosto de 2016 en cuatro instituciones
de salud de Hermosillo, Sonora. Encontraron que la prevalencia de E. coli
productora de BLEE fue del 11.9%. Se observo alta resistencia a ciprofloxacina
(88%), trimetoprima/sulfametoxazol (72%) y aminoglucdsidos (59%), mientras que
se mantuvo susceptibilidad a meropenem, amikacina y tigeciclina. En E. coli, el
grupo mayoritario de BLEE correspondié a CTX-M-1 (86.3%). El gen PMQR mas
frecuente fue aac(6’)-Ib-cr (62%), seguido de qnrB (31.1%) y qnrS (13.3%). La

tipificacion clonal por PFGE, revelé numerosos clones no relacionados. En general,
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el filogrupo mas frecuente fue D (46%), aunque el filogrupo también predominé en
aislamientos de E. coli de instituciones de salud (50%) (Gallegos-Miranda et al.,
2021).

Entre enero y diciembre de 2018, Duran-Bedolla y colaboradores analizaron 103
aislamientos unicos de E. coli, provenientes de un total de 1002 cepas recolectadas
en la Unidad Médica Familiar #33 y Hospital General Regional IMSS #270 en
Tamaulipas. Determinaron una prevalencia de BLEE de 10%. Las fuentes primarias
fueron infecciones del tracto urinario (71%) y secreciones vaginales (22%). Los
aislados mostraron un perfil multirresistente. La presencia de genes aac(6’)-Ib 'y qnr
se asocio con resistencia del 100% a ciprofloxacina en los aislamientos productores
de BLEE. El filogrupo B2 fue el mas frecuente (42%), y el 23% de estos correspondid
al clon pandémico O25b-ST131. Los genotipos de BLEE prevalentes fueron CTX-M
y SHV, frecuentemente en combinacion con genes PMQR como aac(6°)lb-cry qnr
(Duran-Bedolla et al., 2024).

B BLEE
B BLEEy PMQR

CTX-MYy acc(6’)-Ib-cr
(Gallegos-Miranda, et al., 2021;

Miranda-Romero, et al.; 20}7) 4

CTX-M (Garza-Gonzalez, et al., 2017)

CTX-My acc(6’)-1b-cr
, (Duradn-Bedolla, et al., 2024)

CTX-M (Cortés-Cortés, et al., 2017)
W 1 Coexistencia gepA1 Y CTX-M /
4 " (Rocha-Gracia, et al., 2010) ;
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Figura 5. Distribucion de las BLEE y PMQR en México. Adaptado de la informacion
de Cortés-Cortés et al., 2017; Duran-Bedolla et al., 2024; Gallegos-Miranda et al.,
2021; Garza-Gonzalez et al., 2021; Miranda-Romero et al., 2017; Rocha-Gracia et
al., 2010; Silva-Sanchez, Garza-Ramos, et al., 2011.
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3.5 Resistencia antimicrobiana en Mexicali y BLEE.

Los estudios sobre la resistencia antimicrobiana en Mexicali han sido limitados. El
primero en determinar la prevalencia de E. coli productora de BLEE en la localidad
fue por Martinez-Miranda y colaboradores (2018). En este estudio se analizaron 500
urocultivos, de los cuales 404 (80.5%) presentaron E. coli como agente etioldgico
principal. Los aislamientos uropatdgenos analizados fueron obtenidos de CA-UTI en
diversas instituciones de salud. Un total de 83 cepas de E. coli expresaron BLEE,
lo que represento el 88.7% de las cepas BLEE. Ademas, se observd un incremento
en la resistencia a quinolonas y trimetoprima/sulfametoxazol en las cepas
productoras de BLEE, alcanzando valores del 87% y 64%, respectivamente
(Martinez Miranda et al., 2018).

Mas recientemente, un estudio retrospectivo entre enero 2019 y diciembre 2021,
analizo el perfil de resistencia de enterobacterias, incluyendo 2234 aislamientos de
E. coli. De estos, 840 aislamientos de E. coli (37.6%) fueron identificados como
productores de BLEE. Entre los aislados productores de BLEE, la resistencia a
ciprofloxacina alcanz6 el 90.4%, lo que indica un nivel significativo de corresistencia.
La resistencia general de E. coli a ciprofloxacina fue del 55.5%. En los casos de ITU,
E. coli mostro resistencia a ciprofloxacina de 55.5% y a ceftriaxona de 38.9%. Sin
embargo, fosfomicina mantuvo una alta actividad in vitro contra E. coli con una tasa
de resistencia de solo 3.9%. Los aislamientos de E. coli, mostraron una tasa de
resistencia del 6.5% a nitrofurantoina, la cual es otra opcién de tratamiento para
cistitis. También se identificdé un aislado de E. coli resistente a carbapenémicos
procedente de un caso de ITU en 2021. Los aislados productores de BLEE fueron
mas frecuentes en E. coli asociada a infecciones del tracto respiratorio inferior
(65.8%) y de tejidos blandos (55.3%) (Marquez-Salazar et al., 2025).
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La RAM ha aumentado de manera significativamente en las ultimas décadas
(Garza-Gonzalez et al., 2021), particularmente en bacterias gramnegativas como E.
coli, uno de los principales agentes etiolégicos de infecciones adquiridas tanto en la
comunidad y asociadas a la atencion de la salud (Coque et al., 2008; Nufiez-
Samudio et al., 2021) (Bezabih et al., 2022). Este incremento representa un desafio
prioritario para la salud publica mundial debido a la reduccion de opciones
terapéuticas efectivas y al aumento de las tasas de mortalidad y morbilidad
asociadas (Barrios et al., 2017; Miranda-Romero et al., 2017; Peirano & Pitout,
2019).

En este contexto, se ha documentado un incremento de cepas MDR, especialmente
aquellas que presen resistencia a B-lactamicos y quinolonas (Miranda-Romero et
al., 2017; Ramirez-Castillo et al., 2018; Salame-Khouri et al., 2018), dos clases de
antibiéticos ampliamente utilizadas en el tratamiento empirico de infecciones
comunes como las de ITU. En México, y en particular en la regién noroeste, diversos
estudios han reportado altas tasas de E. coli productoras de BLEE y con
mecanismos de resistencia a fluoroquinolonas (Gallegos-Miranda et al., 2021;
Miranda-Romero et al., 2017), lo que limita de manera significativa las alternativas

terapéuticas disponibles para el manejo clinico.

A pesar de esta tendencia, en la comunidad fronteriza de Mexicali, Baja California,
la informacion existente sobre los mecanismos de resistencia de E. coli se limita a
estudios fenotipicos (Marquez-Salazar et al., 2025; Martinez Miranda et al., 2018).
No se dispone de una caracterizacion molecular que permita identificar los genes
de resistencia, su posible origen y la presencia de MGE relacionados a la
multirresistencia. Esta falta evidencia molecular dificulta comprender la dinamica
local de emergencia y diseminacién de dichos mecanismos y limita la capacidad

para generar estrategias de vigilancia y contencion basadas en evidencia.

Las condiciones particulares de Mexicali, como su ubicacion en frontera México-
Estados Unidos, el alto flujo migratorio, la convivencia diaria de practicas de

atencion médica entre dos paises y las diferencias en la regulacion y acceso a
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antibidticos, configuran un ambiente epidemiolégico complejo que podria favorecer
la emergencia y dispersion local de mecanismos de resistencia no detectados
previamente. La ausencia de estudios moleculares y de una vigilancia robusta de la
RAM, propicia la circulacion silenciosa de cepas MDR, lo puede comprometer la
efectividad de tratamientos empiricos y prolongar estancias hospitalarias asi como

aumentar complicaciones graves en pacientes (O’Neill, 2014).

A pesar de que la resistencia a B-lactamicos y quinolonas en E. coli representa un
problema creciente y clinicamente relevante, actualmente no se cuenta con estudios
con que evaluen el perfil molecular de farmacorresistencia en aislamientos clinicos
provenientes de la comunidad de Mexicali. Por lo tanto, la falta de informacién limita
la toma de decisiones clinicas, el disefio de politicas de control y la implementacion

de estrategias de vigilancia epidemioldgica en la region fronteriza.
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5. JUSTIFICACION

El estudio de los mecanismos moleculares de E. coli MDR es fundamental para
comprender la complejidad de la resistencia antimicrobiana en contextos regionales
especificos. En Mexicali, Baja California, la situacion adquiere particular relevancia
debido a su ubicacion fronteriza, que facilita la interaccion constante entre
poblaciones, practicas clinicas y entornos epidemioldgicos de México y Estados
Unidos. Este intercambio fronterizo puede acelerar la introduccion, adaptacion y

diseminacion de genes de resistencia como BLEE y PMQR.

La resistencia a B-lactamicos y quinolonas es de especial interés porque ambas
familias son agentes de amplio espectro y son utilizadas para el tratamiento
empirico de infecciones adquiridas en la comunidad, La presencia de mecanismos
de resistencia no detectados incrementa el riesgo de fracaso terapéutico, reduce las
opciones de tratamiento y favorece la propagacion de cepas MDR en la poblacién
(Barrios et al., 2017; Miranda-Romero et al., 2017; Peirano & Pitout, 2019)

Actualmente, Mexicali carece de estudios que caractericen de manera integral la
base genética de la resistencia en E. coli comunitaria. Esto representa una limitacion
para la vigilancia epidemioldgica, y el disefio de esquemas terapéuticos empiricos
adecuados. Contar con evidencia local es esencial para identificar patrones de

transmision.

Este trabajo atiende una problematica prioritaria en salud publica y aporta evidencia
para la contencién de la RAM en un punto estratégico como lo es la frontera norte

de México.
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6. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

6.1 Hipotesis
Las cepas de E. coliMDR aisladas de muestras clinicas en la comunidad de Mexicali,

albergan genes para BLEE y PMQR

6.2 Objetivo General

Determinar el perfil molecular de farmacorresistencia a B-lactamicos y quinolonas
de aislamientos clinicos de E. coli MDR de la comunidad fronteriza de Mexicali, Baja

California.

6.3 Objetivos Especificos

6.3.1 Identificar fenotipica y molecularmente aislados clinicos de E. coli
productores de BLEE obtenidos de ITU en la comunidad de Mexicali,
Baja California de enero a diciembre de 2023.

6.3.2 Determinar el perfil de resistencia a B-lactamicos y quinolonas de los
aislados clinicos de estudio mediante el método de microdiluciones.

6.3.3 Determinar el perfil de resistencia molecular a 3-lactamicos (blarewm,
blasHv y blactx-m) y quinolonas (qepA, ogxA, ogxB, qnrB, aac(6')-1b) de
los aislados clinicos.

6.3.4 Determinar el grupo filogenético de los aislados clinicos mediante PCR
punto final.

6.3.5 Determinar la relacién clonal de los aislados clinicos de E. coli obtenidos
en este estudio mediante ERIC-PCR.

6.3.6 Generar un cepario de todos aislamientos obtenidos.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Diseno del estudio

El presente es un estudio prospectivo de cohorte. Se recolectaron aislados clinicos

de CA-UTI durante 12 meses, cubriendo el periodo de enero a diciembre de 2023.

7.2 Descripcion de la poblacion.

Se realiz6é en la ciudad de Mexicali. La ciudad es la capital del estado de Baja
California, México, localizado en 32°37'40.1" N 115°27'16.1" O (Coordenadas
Geogréficas de Mexicali - Latitud y Longitud, 2020), en la frontera colindante con el
estado de California, Estados Unidos. El clima es muy seco y cuenta con 1,049,792
habitantes (Gobierno de México, 2020)

La recoleccion de los aislados clinicos se realizé en colaboracion con un laboratorio
clinico privado de Mexicali, el cual recibe y procesa muestras de pacientes
ambulatorios y hospitalizados. En conjunto con los aislados clinicos, se obtuvieron
los datos de identificacion de la especie de microorganismo, asi como la

determinacion del fenotipo BLEE vy el perfil de antibiograma.

7.3.1 Criterios de inclusion

Aislamientos unicos de E. coli proveniente de urocultivos positivos (con indculo
mayor a 100,000 UFC) de pacientes con infecciones adquiridas en la comunidad
con fenotipo BLEE y que muestren resistencia a ciprofloxacina.

7.3.2 Criterios de exclusion

Aislamientos de cepas de E. coli BLEE aisladas de muestras biologicas de
infecciones comunitarias en las cuales sea aislado mas de un microorganismo o
que no muestren resistencia a Ciprofloxacino. Aislados clinicos de pacientes con
infecciones asociadas a la atencién de la salud (IAAS). Aislados clinicos de orina
con inéculo menor a 100,000 UFC, asi como aislamientos provenientes de otras

fuentes bioldgicas, no bioldgicas o ambientales, y analisis duplicados.
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7.4 Transporte de las muestras

Los medios de cultivo donde fueron aisladas las cepas confirmadas con los criterios
de inclusion antes mencionados fueron transportados al Laboratorio de
Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Medicina, una vez por semana,

conservando la cadena de frio.
7.5 Preparacion y almacenamiento de los aislamientos

Se colectd una colonia aislada del medio de cultivo y se inoculé en agar Soya
Tripticaseina (AST). Posteriormente, el cultivo fue incubado durante 24 horas a 35°C
hasta alcanzar la fase estacionaria de crecimiento en cultivo puro. Se realizé una
suspensién en Caldo Soya Tripticaseina (CST) adicionado con 15% de glicerol, y
posteriormente incubado durante 24 h, a 35°C para aumentar el inéculo (Jorgensen
& Pfaller, 2015).

El almacenamiento del aislamiento cultivado previamente en CST, se realiz6 en dos
alicuotas de 1.5 mL en crio-viales de 2 mL. Las suspensiones fueron congeladas a
-70° C durante 1 hora previo a pasar a ser resguardadas. Las alicuotas se
almacenaron en nitrégeno liquido y en congelacion a -70° C hasta su posterior
analisis.

7.6 Confirmacion fenotipica de E. coli.

Las cepas fueron descongeladas e inoculadas mediante estria multiple de forma
simultanea en AST y Agar MacConkey para verificar su pureza. Posteriormente
fueron incubadas a 37°C durante 24 horas. Se seleccionaron las colonias mas
aisladas para realizar frotis y tincibn Gram, e identificar su morfologia y las
caracteristicas de su pared celular. E. coli se observa como bacilos tefiidos de rojo

(es decir, gramnegativos). (Jorgensen & Pfaller, 2015),
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A partir de las colonias aisladas, se realizé una bateria de pruebas bioquimicas,
para corroborar la identidad del aislamiento, como se muestra en la Tabla 5. La
inoculacion e interpretacion de las pruebas bioquimicas, se encuentra en el Anexo
A.

Tabla 5. Bateria de pruebas bioquimicas realizadas para identificar aislamientos de

E. coli.

Prueba Caracteristica que evalua Resultado

Bioquimica esperado
SIM Motilidad +
Produccion de indol +

Produccién de sulfuro de hidrogeno -

LIA Descarboxilacion de Lisina +

Desaminacion de Lisina -

TSI Fermentacion de Glucosa +
Fermentacion de Lactosa +
Produccion de gas +
Malonato Uso de malonato como -
Citrato de Uso de citrato como Fuente de carbono -
Simmons

+: Positivo; -: Negativo; SIM: Sulphur — Indol — Motility (Azufre, Indol, Motilidad); LIA:
Lisine — Iron — Agar (Agar Lisina Hierro); TSI: Triple Sugar Agar (Agar triple azucar).
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7.7 Extraccion de ADN de cultivos puros de aislamientos bacterianos.

Las colonias que presentaron las caracteristicas bioquimicas esperadas, fueron
inoculadas en CST para realizar un cultivo durante toda la noche (over night, 12-18

horas).

El procedimiento de Extraccion de ADN se encuentra detallado en el Anexo B. Se
utilizo el kit “Plasmid DNA extraction” (GeneNano, Rochester, New York, US) con
un protocolo modificado para la obtencién tanto de ADN cromosomal como
plasmidico. La pureza y concentracion del ADN extraido fue determinada mediante
NanoDrop-1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham
Massachusetts, US). Todas las extracciones mostraron una relacion A260/280
(relaciéon ADN/proteinas) superior a 1.8; las extracciones fueron diluidas en agua
destilada estéril libre de ADNasas hasta ajustar su concentracién en un rango de
100 — 200 ng/pL. El material genético extraido se almacend en congelacion (-20°C)

hasta su posterior analisis.

7.8 Identificacion molecular de E. coli: Deteccién del gen ybbW por PCR punto

final.

Para confirmar la identidad molecular de los aislamientos, se amplific6 mediante
PCR multiplex al gen ybbW que codifica para un receptor de alantoina que es
altamente especifico para E. coli, a su vez que se amplifica el gen glgX que codifica
para la sintesis de glucégeno (Dauvillée et al., 2005) y se encuentra mayormente
en Leclercia adecarboxylata quien tiene un perfil bioquimico muy similar a E. coli.

Las condiciones son descritas son en la Tabla 6.
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Tabla 6. Secuencia de iniciadores y tamario de productos de PCR utilizados en este

estudio para la confirmacién molecular de E. coli

Temperatura Tamaiio

de del

Target Secuencia del iniciador (5’ to 3’) ) . Referencia
alineacion fragmento
(°C) (bp)
Forward TGATTGGCAAAATCTGGCCG (Walker et
ybbW 667
Reverse ATACTGGCAATCAGTACGCC 60 al., 2017)
Forward GCACGGTGTATGTGTATTCCAG
glgX 327

Reverse TCCTCACTGAAGAACGACCAG

La mezcla de reaccion se realizé con un volumen final de 10 uL con las siguientes
caracteristicas: 5.0 uL de Master Mix (contiene dNTPs, MgClz y Taq Polimerasa),
0.5 uL de cada oligonucleétido (ybbw-F, ybbw-R, glgX-F, glgx-R), 2.0 uL de agua
destilada estéril libre de ADNasas y 1.0 uL del extracto de ADN.

7.9 Amplificacidon de secuencias de genes de BLEE tipo TEM, CTX-My SHV y
PMQR (qepA, qnrB, ogxA, oqgxB 'y aac(6’)-Ib) por PCR punto final

La mezcla de reaccion se realizé con un volumen final de 10 uL con las siguientes
caracteristicas: 5.0 yL de Master Mix (contiene dNTPs, MgCl2 y Taq Polimerasa),
0.5 uL del par de oligonucledtidos correspondiente (en reacciones individuales:
TEM-F, TEM-R, SHV-F, SHV-R, gepA-F, qepA-R, gnrB-F, gnrB-R, ogxA-F, ogxA-R,
ogxB-F, ogx-R), 3.0 uL de agua destilada estéril libre de ADNasas y 1.0 pL del
extracto de ADN. Para reacciones multiplex, se realizaron con los mismos
volumenes de los componentes con excepcidn del agua, utilizando 2.0 yL para las
reacciones de CTX-M 1y 8 + CTX-M 9; CTX-M2 + CTX-M151. Los oligonucleétidos
y condiciones de PCR son mostrados en la Tabla 7.
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Tabla 7. Secuencia de iniciadores y tamario de los productos de PCR utilizados en este estudio para genes BLEE y

PMQR.
. . . Temperatura Tamano del
. Secuencia del iniciador de .
Gen Primer ID , , . . fragmento Referencia
(5’ to 3’) alineacion (bp)
¢C) P
Forward CAACATTTTCGTGTCGCCC (Arlet &
TEM 55 844 .
Reverse = GCTTAATCAGTGAGGCACC Philippon, 1991)
Forward TATTATCTCCCTGTTAGCCA . :
SHV 58 783 (Garza-Gonzalez
Reverse = CGCTCTGCTTTGTTATTC et al., 2021)
CTX-M 1y 8 Forward TGTGCAGYACCAGTAARGYKATG 55 583 (Garza-Gonzélez
grupo Reverse TARRTSACCAGAAYVAGCGGC et al., 2021)
CTX-M13U GGTTAAAAAATCACTGCGYC (Brifias et al
CTX-M 1 grupo 50 843 "
CTX-M13D TTGGTGACGATTTTAGCCGC 20095)
Forward ATGGTGACAAAGAGAGTGCAA - :
CTX-M 9 grupo 55 747 (Garza-Gonzalez
Reverse AATATCATTGGTGGTGCCGTAG et al., 2021)
Forward CGATGTGCAGTACCAGTAAGG - :
CTX-M 2 grupo 55 540 (Garza-Gonzalez
Reverse = CGATATCGTTGGTGGTGC et al., 2021)
Forward GCGGCCATGATAGGTACG . :
CTX-M 151 55 786 (Garza-Gonzalez
Reverse =~ AAAGTAAGTCACAATAACCAGCG et al., 2021)
Forward GCAGGTCCAGCAGCGGGTAG .
gepA 60 617 (Qin et al., 2017)
Reverse CCACTGCTTGAGCCCGTAG
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Tabla 7. Secuencia de iniciadores y tamario de los productos de PCR utilizados en este estudio para genes
BLEE y PMQR

Temperatura

Secuencia del iniciador de Tamano del
Gen Primer ID ) , . . fragmento Referencia
(5’ to 3’) alineacién (bp)
(°C) P
Forward GAT CGT GAA AGC CAG AAA GG
qnrB 53 594 (Qin et al., 2017)
Reverse ACG ATG CCT GGT AGT TGT CC
Forward CTC GGC GCG ATGATG CT -
0gxA 45 392 (EI-Badawy et al.,
Reverse CCACTC TTC ACG GGA GAC GA 2017)
Forward TTC TCC CCC GGC GGG AAG TAC (El-Badawy et al.,
ogxB 64 594
Reverse ~ CTC GGC CAT TTT GGC GCG TA 2017)
Forward TTG CGATGC TCT ATG AGT GGC TA -
aac(6’)-Ib 54 482 (EI-Badawy et al.,

Reverse CTC GAATGC CTGGCGTGTTT 2017)
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Posterior a la amplificacion, se realiz electroforesis en gel de agarosa 1.5% de los
productos de PCR y se reveld el gel con solucién de bromuro de etidio por 15
minutos. Se visualizé bajo luz ultravioleta y se toma una imagen con el
fotodocumentador para la busqueda de los fragmentos de tamafo especifico de

cada gen para confirmar su ausencia o presencia en cada una de las cepas.

7.10 Determinacion de grupo filogenético mediante PCR cuadruplex de punto

final.

Se determiné el grupo filogenético de acuerdo al método previamente descrito por
Clermont y colaboradores (2013), basado en la deteccion de los genes arpA, chuA,

yjaA, y el fragmento cromosodmico TspE4.C2. los cuales se enlistan en la Tabla 8.

Tabla 8. Secuencia de los iniciadores y tamafio de los productos de PCR
utilizados para determinacién de filogrupo por PCR cuadruplex. Tomado de
Clermont, 2013.

Temperatura Tamano

Secuencia del inicador de del
Gen Primer ID
(5’ to 3’) alineacién fragmento
(°C) (bp)
chuA.1b ATGGTACCGGACGAACCAAC
chuA 288
chuA.2 TGCCGCCAGTACCAAAGACA
A yjaA.1b CAAACGTGAAGTGTCAGGAG 211
a
Y yjaA.2b AATGCGTTCCTCAACCTGTG £9.0
TspE4.C2.1b CACTATTCGTAAGGTCATCC '
TspE4.C2 152
TspE4.C2.2b AGTTTATCGCTGCGGGTCGC
AceK.f AACGCTATTCGCCAGCTTGC
arpA 400
ArpA1.r TCTCCCCATACCGTACGCTA
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Los productos de PCR fueron separados por electroforesis en geles de agarosa al
1.5% y revelados durante 15 minutos en solucién de bromuro de etidio. Los patrones

de banda se compararon con la Figura 6, para determinar el grupo filogenético.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 M
= -
- - = <500 bp
arpA—3 - - - Y - - -
chuAd - D e o D - B ED S = e -
yjaA - =] =21 e L=l o D o -
TspE4.C2 == =3 - = aw -
P - < 100 bp
A Bl C E D F B2

E. coli sensu stricto E. clades

E. fergusonii I
E. albertii I

Figura 6. PCR cuadruplex de acuerdo al nuevo método de filotipificacion de
Clermont. M= Marcador de peso molecular; 1y 2 = Grupo A; 3 = Grupo B1; 4 =
Grupo C; 5,6y 7 = Grupo E; 8y 9 = Grupo D; 10 = Grupo F; 11, 12y 13 = Grupo
B2. Tomado de Clermont, 2013.

Como el patron de bandas para el grupo A y grupo C es similar, se realizé una
segunda PCR en la cual se determina el grupo C especificamente. En caso de no
observar amplificacién, el aislado corresponde al grupo A. Las condiciones de PCR

se enlistan en la Tabla 9.

Tabla 9. Secuencia de los iniciadores y tamafio de los productos de PCR

utilizados para determinacion de filogrupo C por PCR. Tomado de Clermont, 2013.

Temperatura Tamano

Secuencia del iniciador de del
Gen Primer ID
(5’ to 3’) alineacién fragmento
(°C) (bp)

trpAgpC.1  AGTTTTATGCCCAGTGCGAG
trpAgpC.2 TCTGCGCCGGTCACGCCC

59.0 219
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7.11 Determinacion de diversidad clonal, mediante ERIC-PCR

Se realizd reaccion en cadena de la polimerasa para regiones repetitivas de
consenso intergénicas en enterobacterias (Enterobacterial Repetitive Intergenic
Consensus Polymerase Chain Reaction) en los aislamientos para determinar la
diversidad genética. El volumen final de reaccion se establecido en 10 uL, con
volumenes de reactivos igual que los antes mencionados para reacciones
individuales. Las condiciones especificas de reaccion se mencionan en la Tabla 10.

Se incluyé como referencia a la cepa E. coli ATCC 25922.

Tabla 10. Secuencia de los iniciadores ERIC-PCR. Tomado de Versalovic, 1991.

Temperatura
Secuencia del inicador de
Primer ID
(5’ to 3’) alineacién
(°C)
ERIC 1 ATGTAAGCTGGGGATTCAC 50

ERIC 2 AAGTAAGTGACTGGG GTGG

Posteriormente se realiz6 electroforesis en agarosa 2% para la visualizar las bandas.
El patron de bandas se comparoé a través de software GelJ (Heras et al., 2015) para
generar un archivo Newick y producir una representacion grafica utilizando iTOL
(Letunic & Bork, 2021).

7.12 Registro de datos

Los datos de los aislamientos se registraron en una bitacora de “Cepario” y se les
asign6 un numero de identificacion consecutivo por orden de llegada. Algunas de

las variables recopiladas asociadas a cada aislamiento son:

e Tipo de muestra: Orina, Bronquial, Sangre, Herida, Liquido corporal, etc

e Origen de la muestra: nosocomial o0 comunitario.

e Microorganismo aislado: género y especie

e Perfil de antimicrobiograma: registro de Concentracion minima inhibitoria
(CMI) y su interpretacion (Resistente, Intermedio, Sensible o No analizado)
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Ademas, se registraron los datos asociados a la muestra como fecha de recoleccion,

asi como edad y género del paciente de donde proviene el microorganismo aislado.

Se disefid una base de datos en una hoja de calculo en Excel para la captura y

manejo de la informacion, donde se introdujeron los datos codificados como se

indica a continuacién (Figura 7)

75
76
77
78
80
81
82
83

O

13/02/2023
13/02/2023
13/02/2023
13/02/2023
13/02/2023
20/02/2023
20/02/2023
20/02/2023
20/02/2023

Tipo de muestra: Orina = 1, Herida = 2, Sangre = 3, Bronquial = 4,

Liquido corporal = 5
Origen de la muestra: comunitario = 1, nosocomial= 2
Microorganismo aislado: género y especie

Perfil de antimicrobiograma: No analizado = 0, Sensible

Intermedio = 2, Resistente =3

Género del paciente: Femenino = 1, Masculino = 2

BRONQUIAL
UROCULTIVO
UROCULTIVO
UROCULTIVO

HERIDA
UROCULTIVO
UROCULTIVO

BRONQUIAL

UROCULTIVO

Pseudomonas aeruginosa
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae
Escherichia coli
Escherichia coli

Pseudomonas aeruginosa

Escherichia coli

10/02/2023
10/02/2023
11/02/2023
9/02/2023
9/02/2023
13/02/2023
15/02/2023
14/02/2023
16/02/2023

39
74
82
75
46
79
85
40
67

Figura 7. Formato de almacenamiento de datos del Cepatrio.

7.13 Analisis estadistico.

S L NN S = NN

AM

1,

. AM Ampicilina
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RESULTADO
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La prevalencia de los genes BLEE y en PMQR en cepas de E. coli productoras

de B-lactamasas de espectro extendido se determind a partir del cociente de numero

de casos positivos a cada gen de resistencia, entre el numero de muestras

analizadas utilizando el programa Statistix 9. Los analisis inferenciales fueron

realizados con el software Prism - Graphpad aplicando la prueba de Chi-cuadrado

(x?) de Pearson, con un valor de significancia del 0.05.
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8. RESULTADOS
Se recolectaron 89 aislados de E. coli CA-UTI. La distribucién de los aislamientos
por grupo de edad y género se muestra en la Tabla 11. Los aislamientos provinieron
mayormente de pacientes femeninas (66.3%) y solo el 33.7% de pacientes
masculinos. En ambos casos, los mayores aislamientos se encontraron en el grupo

de 55 a 64 anos y el 65.2% de las muestras fue de pacientes de 55 afnos o mas.

Tabla 11. Distribucion de aislamientos de E. coli CA-UTI por sexo y grupo etario.

Edad Femenino Masculino

<4 3 0
5-14 0 0
15-24 0 0
25-34 3 1
35-44 9 0
45 - 54 9 6
55 -64 11 9
65 - 74 9 6
75 - 84 8 6
85 - 94 5 2
> 95 2 0

La edad esta expresada en afos. n=89
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Tabla 12. Perfil de resistencia antimicrobiano de los aislamientos clinicos de E.

coli recuperados de pacientes de la comunidad.

Clase Antimicrobiano
S I R
Aminoglucésido Amikacina 86/89 1/89 2/89
96.6% 1.1% 2.2%
Gentamicina 37/88 0/88 51/88
42.0% 0.0% 57.9%
B-lactamico e inhibidor Ceftazidima / Avibactam 79/79 0/79 0/79
de B-lactamasas 100% 0.0% 0.0%
Ampicilina / Sulbactam 0/89 0/89 89/89
0.0% 0.0% 100%
Carbapenémicos Doripenem 3/3 0/3 0/3
100% 0.0% 0.0%
Ertapenem 88/88 0/88 0/88
100% 0.0% 0.0%
Imipenem 5/5 0/5 0/5
100% 0.0% 0.0%
Meropenem 89/89 0/89 0/89
100% 0.0% 0.0%
Cefalosporinas Cefepima 1/89 0/89 88/89
1.12% 0.0% 98.8%
Cefotaxima 0/83 0/83 83/83
0.0% 0.0% 100%
Ceftazidima 0/87 0/87 87/87
0.0% 0.0% 100%
Ceftriaxona 0/89 0/89 89/89
0.0% 0.0% 100%
Cefuroxima 1/89 0/89 88/89
1.12% 0.0% 98.8%
Cefalotina 0/46 0/46 46/46
0.0% 0.0% 100%
Nitrofuranos Nitrofurantoina 81/89 7/89 1/89
91.0% 7.8% 1.1%
Penicilinas Ampicilina 0/33 0/33 33/33
0.0% 0.0% 100%
Derivados del acido Fosfomicina 83/88 1/88 4/88
fosférico 94.3% 1.1% 4.5%
Quinolonas Ciprofloxacina 0/89 0/89 89/89
0.0% 0.0% 100%
Levofloxacina 0/88 0/88 88/88
0.0% 0.0% 100%
Sulfonamidas Trimetoprima/ Sulfametoxazol 35/89 0/89 54/89
39.3% 0.0% 60.6%

S = Susceptible; | = Intermedio; R = Resistente.
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8.1 Perfil de Resistencia Antimicrobiana

Todos los aislados mostraron resistencia a ampicilina, ceftazidima, cefalotina,
ciprofloxacina, ceftriaxona, cefotaxima, levofloxacina y ampicilina/sulbactam. En
contraste, todos los aislados fueron susceptibles a los carbapenémicos evaluados
(doripenem, ertapenem, imipenem y meropenem) y a ceftazidima/avibactam. La

Tabla 12 muestra el perfil de resistencia detallado de los aislamientos analizados.

Los datos se muestran como el numero de incidencias entre el total de aislados
analizados para cada agente antimicrobiano; en la segunda fila, se encuentra el

porcentaje correspondiente.

Se identificaron 29 perfiles de resistencia antimicrobiana distintos (Tabla 13). Estos
perfiles comparten resistencia a las penicilinas combinadas con un inhibidor de B-

lactamasas, cefalosporinas y quinolonas.
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Tabla 13. Frecuencia de los resistotipos encontrados en los aislados de E. coli CA-UTI. n=89

Resistotipo

No. de aislamientos

CAZ, CEF, CIP, CRO, CTX, CXM, FEP, LEV, SAM, SXT

10

AM, CAZ, CIP, CRO, CTX, CXM, FEP, GM, LEV, SAM, SXT

CAZ, CEF, CIP, CRO, CTX, CXM, FEP, GM, LEV, SAM

CAZ, CEF, CIP, CRO, CTX, CXM, FEP, GM, LEV, SAM, SXT

CAZ, CEF, CIP, CRO, CTX, CXM, FEP, LEV, SAM

AM, CAZ, CIP, CRO, CTX, CXM, FEP, GM, LEV, SAM

CAZ, CIP, CRO, CTX, CXM, FEP, LEV, SAM, SXT

CAZ, CIP, CRO, CTX, CXM, FEP, GM, LEV, SAM

AM, CAZ, CEF, CIP, CRO, CTX, CXM, FEP, GM, LEV, SAM, SXT

AM, CAZ, CEF, CIP, CRO, CTX, CXM, FEP, LEV, SAM, SXT

AM, CAZ, CIP, CRO, CTX, CXM, FEP, LEV, SAM, SXT

CAZ, CIP, CRO, CXM, FEP, GM, LEV, SAM, SXT, TZP

AM, CAZ, CIP, CRO, CTX, CXM, FEP, LEV, SAM

CIP, CRO, CTX, CXM, FEP, LEV, SAM, SXT

AM, AN, CAZ. CIP, CRO, CTX, CXM, FEP, GM, LEV, SAM

AM, CAZ, CEF, CIP, CRO, CTX, CXM, FEP, FOS, GM, LEV, SAM

AM, CAZ, CEF, CIP, CRO, CTX, CXM, FEP, GM, LEV, SAM

AM, CAZ, CEF, CIP, CRO, CTX, CXM, FEP, LEV, SAM

2l a2l NN W W W W A~ OO OO N| 0 00 ©
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Tabla 13. Frecuencia de los resistotipos encontrados en los aislados de E. coli CA-UTI. n=89 (continuacién)

Resistotipo

No, de aislamientos

AM, CAZ, CIP, CRO, CTX, CXM, FEP, FOS, GM, LEV, SAM, SXT

AM, CAZ, CIP, CRO, CTX, CXM, LEV, SAM, SXT

AM, CAZ, CIP, CRO, FEP, GM, LEV, SAM

AN, CAZ, CEF, CIP, CRO, CTX, CXM, FEP, FOS, GM, LEV, SAM, SXT

CAZ, CEF, CIP, CRO, CTX, CXM, FEP, FT, LEV, SAM, SXT

CAZ, CEF, CIP, CRO, CTX, CXM, FEP, SAM

CAZ, CEF, CIP, CRO, CXM, FEP, GM, LEV, SAM

CAZ, CIP, CRO, CTX, CXM, FEP, FOS, GM, LEV, SAM, SXT

CAZ, CIP, CRO, CTX, CXM, FEP, GM, LEV, SAM, SXT

CAZ, CIP, CRO, CTX, CXM, FEP, LEV, SAM

CAZ, CIP, CRO, CXM, FEP, GM, LEV, SAM, SXT

R N [, N I N . N I Y [ N . N . N B N [ N N N

AM: ampicilina; AN: amikacina; CAZ: ceftazidima; CEF: cefalotina; CIP: ciprofloxacina; CRO; ceftriaxona; CTX:

cefotaxima; CXM; cefuroxima; FEP: cefepime; FOS: fosfomicina; FT: nitrofurantoina; GM: gentamicina; LEV:

levofloxacina; SAM: ampicilina/sulbactam; SXT: trimetoprima/sulfametoxazol; TZP: piperacilina/tazobactam.
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8.2 Genes BLEE y PMQR

Todos los aislados dieron positivo para al menos uno de los tres tipos de BLEE
analizados. El gen mas frecuentemente detectado fue blactx.m, donde el 99%
(88/89) de aislados resultaron positivos; seguido por blatem (76.4%) y, finalmente
blastv (13.4%).
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Figura 8. Frecuencia de las determinantes genéticas de resistencia entre las cepas
aisladas. Genes BLEE (blarem, blasnv, blactx-u) y genes PMQR (0ogxA, ogxB, qnrB,
qgepA, aac(6)-1b) n = 89.
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Entre los grupos de CTX-M, el grupo 2 fue el de mayor frecuencia (97.8%), seguido
por el grupo 1 (76.4%), el grupo 8 y el grupo 9 (ambos con 18.9%). Se observo la
coexistencia de genes BLEE con y grupos CTX-M en varias cepas. La coexistencia

de grupos CTX-M se observo en 86 de los aislados, como se muestra en la tabla 14.

En cuanto a los genes PMQR, la distribucién fue la siguiente: aac(6’)-1b (83.0%),
0gxA (40.6%), gnrB (29.2%), qepA (16.0) y ogxB (1.9%). Cabe destacar que cinco
aislados resultaron negativos para los genes PMQR. Ademas se observd la

coexistencia de genes PMQR en el 50% de los aislados positivos.

Tabla 14. Distribucién y coexistencia de grupos de CTX-M entre los aislamientos.
n=88.

Grupo de CTX-M No. de

Grupo-1  Grupo-2 Grupo-8 Grupo-9 aislados

+ + - - 66

- + + -

- + + + 15

+ + - + 2

- + - - 1

- - . + 1

+ : Positivo, - : Negativo

También se registré la coexistencia de genes BLEE y PMQR, lo que dio lugar a 30
combinaciones genotipos (Tabla 15) y 41 genotipos especificos (Tabla 16). No se
encontré diferencia significativa (p = 0.05) en la prevalencia de estos genes entre

los aislados segun el sexo de los pacientes.
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Tabla 15. Coexistencia de genes BLEE y PMQR en aislamientos de E. coli CA-
UTI. n= 88.

No.de Genes PMQR Genes BLEE No. de

genes aislados
acc(6')-lb-cr qnrB  0gxAB qepA TEM SHV CTX-M

2 genes + - - - - - + 8
- - - - + - + 3
- - + - - - + 1
- + - - - - + 1
3 genes + - - - + - + 25
+ - + - - - + 2
+ + - - - - + 2
- + - + - - + 1
+ - - - - + + 1
- - + - + - + 2
4 genes + - + - + - + 7
+ + - - + - + 3
- - + + + - + 2
+ - - - + + + 4
+ - + + - - + 2
+ + + - - - + 1
+ + - + - + 1
+ + + - - - + 1
+ + - + - - + 1
- - + + + - + 1
- + + - + - + 1
+ - - + + - + 1
+ + - - + + 1
5 genes + + + - + - + 4
+ - + + + - + 4
+ - + - + + + 1
+ - + - + + + 1
+ + - - + + + 1
6 genes + + + - + + + 4
+ + + + + - + 1

+ : Positivo, - : Negativo



Tabla 16. Distribucion de los genotipos encontrados en los aislamientos de E. coli

CA-UTI. n=89
No. de
Genotipo aislamientos
TEM, aac(6')-Ib, CTXM1, CTXM2 22

aac(6')-Ib, CTXM1, CTXM2

TEM, ogxA, aac(6')-Ib, CTXM1, CTXM2

TEM, ogxA, qepA, aac(6')-Ib, CTXM1, CTXM2

TEM, CTXM1, CTXM2

TEM, ogxA, qnrB, aac(6')-Ib, CTXM1, CTXM2

TEM, qnrB, aac(6')-Ib, CTXM1, CTXM2

TEM, SHV, ogxA, qnrB, aac(6')-Ib, CTXM1, CTXM2

aac(6)-Ib, CTXM8, CTXM9, CTXM2

0qxA, aac(6')-Ib, CTXM1, CTXM2

TEM, aac(6')-lb, CTXM8, CTXM9, CTXM2

TEM, ogxA, aac(6')-Ilb, CTXM8, CTXM9, CTXM2

TEM, 0gxA, gepA, CTXM8, CTXM9, CTXM2

TEM, SHV, aac(6')-lb, CTXM1, CTXM2

TEM, SHV, aac(6')-Ib, CTXM8, CTXM9, CTXM2

0gxA, CTXM1, CTXM2

0gxA, gepA, aac(6')-Ib, CTXM1, CTXM2

0gxA, qepA, aac(6')-Ib, CTXM9

0qxA, qnrB, aac(6')-Ib, CTXM1, CTXM2

0gxA, qnrB, qepA, aac(6')-Ib, CTXM1, CTXM2

qnrB, aac(6')-Ib, CTXM1, CTXM2

qnrB, aac(6')-Ib, CTXM8, CTXM2

qnrB, CTXM8, CTXM9,CTXM2

qnrB, qepA, aac(6')-Ib, CTXM1, CTXM2

qgnrB, gepA, CTXM8, CTXM9, CTXM2

SHV, aac(6)-Ib, CTXM1, CTXM2
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Tabla 16. Distribucion de los genotipos encontrados en los aislamientos de E. coli

CA-UTI. n= 89 (continuacioén)

Genotipo

No. de

aislamientos

TEM

1

TEM, aac(6')-lb, CTXM8, CTXM2

TEM, CTXM8, CTXM9, CTXM2

TEM, ogxA, CTXM1, CTXM2

TEM, ogxA, CTXM8, CTXM9, CTXM2

TEM, ogxA, ogxB, qnrB, qepA, aac(6’)-lb, CTXM1, CTXM2

TEM, ogxA, gepA, CTXM1, CTXM2

TEM, ogxA, qnrB, aac(6')-Ib, CTXM?2

TEM, ogxA, qnrB, CTXM1, CTXM?2

TEM, qepA, aac(6')-Ib, CTXM1, CTXM2

TEM, qnrB, aac(6')-Ib, CTXM8, CTXM?2

TEM, SHV, oqxA, aac(6')-Ib, CTXM1, CTXM9, CTXM2

TEM, SHV, ogxA, qnrB, aac(6)-Ib, CTXM1, CTXM9, CTXM2

TEM, SHV, ogxA, qnrB, aac(6)-Ib, CTXM8, CTXM9, CTXM2

TEM, SHV, qnrB, aac(6')-Ib, CTXM1, CTXM2
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8.3 Filotipificacion y diversidad genética

La filotipificacion reveld que el 68.9% de los aislados pertenecen al grupo B2, el
16.9% al grupo A, el 5.6% al grupo F y el 3.7& al grupo B1 (66, 15, 5 y 2 aislados
respectivamente). Solo uno (1.1%) de los aislados fue identificado como miembro

del grupo E y no se registraron casos del grupo C.

80+
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Figura 9. Distribucién de grupos filogenéticos los aislamientos clinicos de E. coli
CA-UTI. n= 89

El andlisis por ERIC-PCR revel6 dos clados separados en su origen (Figura 10).
clado mas prominente se subdividié en dos subclados principales, que contenian
88 de los 89 aislados. La cepa control ATCC 25922 se encontrd dentro de estos
subclados principales. Se observo diversidad genética entre los aislados a pesar

de su origen compartido, filogrupo o genotipo.
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Figura 10. Dendrograma de los aislamientos de E. coli, de acuerdo a resultados de
ERIC-PCR. El analisis filogenético se realizd con el coeficiente DICE y el método
UPGMA La identificacién del aislamiento se encuentra sefalado al final de cada
rama, seguido del tipo de muestra, perfil genético de resistencia (BLEE, blartewm,
blasnv, blactx-v; y PMQR, 0gxA, 0gxB, qnrB, qepA, aac(6’)-Ib); y grupo filogenético.
Los cuadros rellenos de color sdlido indican que la cepa alberga al gen indicado,
mientras que los cuadros sin relleno indican que la cepa dio negativo para la

determinante genética indicada.
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9. DISCUSION

Las tasas crecientes de RAM entre Enterobacteriaceae, particularmente E. coli, han
aumentado en la ultima década (Garza-Gonzalez et al., 2021) y la pandemia de
COVID-19 pudo haber acelerado este proceso (Lopez-Jacome et al., 2022). Esto
representa un desafio significativo para la salud publica y la practica clinica. Los
aislados de este estudio mostraron alta resistencia a antibidéticos comunmente
prescritos, incluidos, ampicilina, ceftazidima, ceftriaxona y ciprofloxacina, con tasas
mas altas en comparacion con los informes locales previos a la pandemia (Martinez
Miranda et al., 2018). Estos hallazgos resaltan la necesidad de considerar nuevas
opciones terapéuticas para estos microorganismos y resaltan la importancia de la
administracidon responsable de antimicrobianos para reducir la propagacion de la

resistencia.

La presencia de cepas de E. coli productoras de BLEE, complica el tratamiento ya
que los B-lactamicos y las quinolonas son clave en la terapia empirica para las CA-
UTI, segun las guias de la IDSA (Tamma et al.,, 2024) y las guias Mexicanas
(CENETEC, 2021b, 2024; Secretaria de Salud, 2014). Los hallazgos del presente
estudio indican que las cepas analizadas contienen determinantes genéticos de
resistencia tanto para los B-lactamicos como para las quinolonas, limitando las
opciones de tratamiento. Especificamente, se encontré que CTX-M es el tipo de B-
lactamasa mas frecuente, lo que concuerda con las tendencias globales, donde
variantes de CTX-M pueden eclipsar a otras B-lactamasas como TEM y SHV. De
forma interesante, aunque la variante ampliamente distribuida CTX-M15 estaba
ausente en los aislamientos, CTX-M2 fue la mas frecuentemente detectada, lo que
se alinea con otros estudios de la region noroeste de México (Ballesteros-Monrreal
et al., 2024; Méndez-Moreno et al., 2022) y contrasta con informes previos de otras
areas de México (Cortés-Cortés et al., 2017). Es importante destacar que el 96.6%
(86/89) de las cepas contenian genes de tipo CTX-M de dos o mas grupos diferentes,
un fendmeno con pocos informes previos (Garza-Gonzalez et al., 2021; Méndez-
Moreno et al., 2022). La presencia de genes CTX-M (98.9%) probablemente explica

la resistencia observada a las cefalosporinas, dado que estas B-lactamasas pueden
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hidrolizar cefotaxima, ceftriaxona y ceftazidima (Bush & Bradford, 2020). Aunque la
coexistencia de CTX-M con otros genes BLEE en una cepa es un fenémeno

frecuente (Garza-Gonzalez et al., 2021), sigue siendo un evento notable.

La prevalencia de cepas productoras de BLEE puede variar entre los entornos
comunitarios y los de atencidon médica. Los estudios muestras que las tasas de
BLEE tienden a ser mas altas en los entornos de atencion médica (Bezabih et al.,
2022). En México, varios estudios se han centrado en los entornos de atencion
médica en diferentes regiones (Gallegos-Miranda et al., 2021; Miranda-Romero et
al., 2017; Silva-Sanchez et al., 2013; Silva-Sanchez, Garza-Ramos, et al., 2011). En
contraste, existen menos informes que aborden tanto los entornos comunitarios
como los de atencion médica (Garza-Gonzalez et al., 2021; Miranda-Romero et al.,
2017), asi como son aun menos los estudios enfocados en entornos comunitarios
(Méndez-Moreno et al., 2022). Se necesita mas investigacion para comparar las
tasas de prevalencia entre los entornos de atencidon meédica y comunitarios en la
region de Baja California, con el fin de entender mejor las dinamicas de la resistencia

antimicrobiana en ambos contextos y mejorar el manejo de infecciones.

En cuanto a los genes PMQR, los genes 0gxAB (una bomba de eflujo para
diferentes farmacos), gepA (bomba de eflujo) qnrB (que codifica una proteina que
protege la topoisomerasa Il), y aac(6’)-Ib (acetiltransferasa codificada) (Rodriguez-
Martinez et al., 2011) pueden conferir baja resistencia a las quinolonas cuando estan
presentes en una cepa. EI PMQR prevalente en este estudio, fue aac(6’)-Ib, lo cual
es consistente con informes previos (Reyna-Flores et al., 2013; Silva-Sanchez et al.,
2013), y estuvo presente en mas del 90% de los aislados provenientes de
instituciones de atencion médica (Gallegos-Miranda et al., 2021) asi como en
entornos comunitarios (Miranda-Romero et al., 2017). Los aislados analizados en
este estudio provienen de un entorno comunitario, un area donde la resistencia

podria estar subestimada.

El gen aac(6’)-Ib esta asociado con resistencia a las quinolonas y puede aumentar
la CMI para ciprofloxacina (Rodriguez-Martinez et al., 2011). Interesantemente,

aunque este gen codifica para una AME, observamos un patron de susceptibilidad
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diferente para amikacina y gentamicina, ambas pertenecientes a la clase de los
aminoglucosidos. Amikacina mostréo mayor susceptibilidad que gentamicina, lo que
puede deberse a que la gentamicina es mas facilmente modificada por la enzima

acetiltransferasa debido a diferencias estructurales.

Los genes PMQR también pueden coexistir en los aislados como se ha informado
previamente en México (Gallegos-Miranda et al., 2021; Miranda-Romero et al.,
2017; Reyna-Flores et al.,, 2013; Silva-Sanchez, Barrios, et al., 2011). La
coexistencia de genes PMQR podria potenciar la resistencia a las quinolonas al

albergar diferentes mecanismos de resistencia contra estos antimicrobianos.

Cabe destacar que cinco cepas resultaron negativas para todos los genes PMQR
analizados en este estudio. Aunque empleamos cebadores especificos para la
variante qnrB (Qin et al., 2017) identificada como el alelo prevalente en
investigaciones previas, también se han reportado otros alelos de qnr en México
(Silva-Sanchez et al., 2013). Ademas, la resistencia de dichos aislamientos podria
ser mediada por mecanismos no cubiertos en este estudio, como mutaciones en la
region determinante de resistencia a quinolonas de los genes de la topoisomerasa
tipo Il (Silva-Sanchez et al., 2013) u otros determinantes genéticos no evaluados
aqui. Se requiere de un analisis adicional, incluyendo la secuenciacion de los genes
gyrAy parC, para dilucidar el mecanismo especifico de resistencia a quinolonas en
estas cepas. Dado que los genes PMQR se encuentran comunmente en aislados
clinicos junto con estas mutaciones (Silva-Sanchez et al., 2013), se requieren mas

investigaciones para poder confirmar esta asociacién en los aislados estudiados.

La coexistencia de genes BLEE y PMQR en E. coli ha sido reportada previamente
(Miranda-Romero et al., 2017; Whelan et al., 2023). En este estudio, el 82.07% de
las cepas portaban aac(6’)-lb y blactxm, una combinacién frecuentemente
encontrada en plasmidos (Whelan et al., 2023), y en cepas que colonizan individuos
sanos (Cortés-Cortés et al., 2017). Esto sugiere la posibilidad de transferencia
horizontal de genes hacia cepas comensales, lo que podria dar lugar a cepas MDR
de dificil tratamiento empirico, disminuyendo las opciones terapéuticas para

infecciones causadas por este patdgeno.
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La prevalencia de los grupos filogenéticos puede variar significativamente segun la
regién. En este estudio, la mayoria de los aislados (74.2%) pertenecieron al grupo
B2, que se ha asociado con infecciones extraintestinales y resistencia
antimicrobiana a B-lactamicos y quinolonas (Denamur et al., 2021; Halaji et al.,
2022). Este hallazgo es consistente con los informes de México, donde el grupo B2
es predominante entre los aislados de ITU (Ballesteros-Monrreal et al., 2023;
Cortés-Cortés et al., 2017; Méndez-Moreno et al., 2022). El grupo B2 se ha asociado
con aislamientos altamente virulentos, debido a la presencia de multiples factores
de virulencia (Chong et al., 2018). Ademas se ha encontrado predominantemente
en cepas de origen intrahospitalario (Dioli et al., 2023). Los aislamientos del
presente estudio, fueron colectados de la comunidad, donde la presencia y
diseminacion de cepas virulentas representa un problema de salud publica, ya que
se ha asociado al clon pandémico ST131 que posee CTX-M y otras determinantes
genéticas de resistencia (Coque et al., 2008; Hassuna et al., 2020). En contraste, el
grupo A generalmente se asocia con cepas comensales intestinales (Méndez-
Moreno et al., 2022). Los resultados de este estudio muestran que el grupo A fue el
segundo grupo filogenético mas frecuente (15/89), consistente con informes previos
en México, donde también se recuperd con frecuencia de pacientes con ITU
(Ballesteros-Monrreal et al., 2023), y de cepas de E. coli intestinales de personas
sanas del norte de México (Méndez-Moreno et al., 2022). La presencia de cepas

intestinales en las ITU podria sugerir el riesgo de infeccion por cepas comensales.

El analisis de las cepas de este estudio revel6 que el 66.3% (59/89) de los aislados
provino de pacientes femeninas, lo que refleja la mayor prevalencia de las ITU entre
mujeres debido a factores anatdmicos y fisioldgicos (Ballesteros-Monrreal et al.,
2023). Ademas, el 65.1% de los aislados provino de pacientes mayores de 55 afios,
lo que sugiere que la edad avanzada podria ser un factor de riesgo potencial para
CA-UTI, independientemente del sexo. También se observdé un notable grado de
resistencia antimicrobiana entre los aislados urinarios. Especificamente, se
encontro resistencia a trimetoprima/sulfametoxazol en el 60.7% de los aislados, a
pesar de su uso comun en el tratamiento de las ITU (Tamma et al., 2024). En

contraste, las tasas relativamente bajas de resistencia observadas para fosfomicina
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y nitrofurantoina (4.54% y 1.12%, respectivamente) sugieren que estos agentes
podrian ser alternativas viables para tratar ITU, aunque su uso esta limitado para
ITU no complicadas. Dado que los agentes de primera linea recomendados por las
GPC (CENETEC, 2024; Secretaria de Salud, 2014) pueden ya no ser efectivos en
la mayoria de los casos, deben considerarse opciones terapéuticas alternativas

para las ITU complicadas.

Se identificaron varios perfiles de resistencia antimicrobiana entre los aislados. La
resistencia compartida a las penicilinas combinadas con inhibidores de B-lactamasa,
cefalosporinas y quinolonas, sugiere la presencia de multiples mecanismos de
resistencia en diversas clases antimicrobianas. Todas las cepas fueron susceptibles
a los carbapenémicos evaluados (doripenem, ertapenem, imipenem y meropenem)
y a ceftazidima/avibactam. Estos antimicrobianos podrian considerarse como
alternativas para las ITU complicadas dado que las tasas de resistencia observadas
en este estudio fueron bajas. Sin embargo, su uso debe ser cercanamente

monitoreado para prevenir la aparicion de cepas resistentes a estos farmacos.

Para combatir eficazmente la RAM, es esencial una vigilancia continua de la
resistencia a los farmacos y los genotipos asociados (Garza-Gonzalez et al., 2021).
Se han empleado varias técnicas de tipificacion molecular, como MLST, PFGE y la
ribotipificacion en estudios de vigilancia epidemiolégica. En México, PFGE ha sido
el método predominante utilizado en informes previos (Cortés-Cortés et al., 2017,
Miranda-Romero et al., 2017; Reyna-Flores et al., 2013; Silva-Sanchez et al., 2013),
sin embargo, ERIC-PCR también ofrece una opcién mas rentable y con un fuerte
poder discriminatorio para evaluar la relacion clonal. ERIC-PCR también ha sido
utilizado en informes recientes en México (Ballesteros-Monrreal et al., 2024). Los
resultados de este estudio revelaron una distancia genética sustancial entre las
cepas, incluso dentro de muestras recolectadas en la misma comunidad. La
distancia evolutiva aumenté conforme las ramas divergian de su origen comun, lo
que sugiere que incluso las cepas que comparten un resistotipo pueden exhibir una
divergencia genética significativa. Este hallazgo podria resultar de la amplificacion

de fragmentos intergénicos por ERIC-PCR, en lugar de genes de resistencia que
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podrian haber sido adquiridos a través de MGE. La diversidad observada podria ser
atribuida a los diversos origenes de los pacientes. Mexicali es una ciudad ubicada
en la frontera México-Estados Unidos, que es una regiéon popular para el turismo
meédico, lo que atrae a una poblacion diversa de pacientes. Esta diversidad podria
contribuir a la variacidon en los aislados comunitarios y facilitar la propagacion de
cepas hacia otras regiones. Entender estas dinamicas podria ayudar en la
formulacion de politicas de salud publica destinadas al control de infecciones

resistentes a antimicrobianos.

Es necesario considerar algunas limitaciones de estudio al interpretar los resultados.
Los aislamientos se originaron en un unico laboratorio y la muestra pue pequefa
(n=89), lo que evidentemente limita la representatividad poblacional y, por lo tanto,

no permite extrapolar los resultados a toda la comunidad de Mexicali.

Asimismo, debido a que el muestreo empleado fue por conveniencia, se imposibilita
la realizacién de inferencias estadisticas acerca de la prevalencia real de PMQR y
BLEE en Mexicali. Ademas, el hecho de que no exista informacion clinica detallada
sobre los pacientes y que no se comparé con aislamientos de origen hospitalario,
limita la capacidad para identificar los factores de riesgo y comprender como se

transmite este patogeno.

Por lo tanto, aunque los hallazgos son muy importantes debido a que sefialan un
problema significativo de resistencia antimicrobiana en las muestras analizadas,
para respaldar modificaciones significativas en las GPC locales es necesario
realizar estudios multicéntricos, con muestras mas grandes y con bases

probabilisticas.
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10. CONCLUSIONES

Este estudio proporciona valiosa informacién regional sobre el desafio que
representa E. coli en las infecciones adquiridas en la comunidad, especialmente en
lo que respecta a la RAM. A nuestro conocimiento, este es el primer estudio que
caracteriza la resistencia genética de E. coli en el entorno comunitario de Mexicali.
La alta prevalencia de genes BLEE y PMQR, asociados con MDR, limita las
opciones terapéuticas disponibles, lo que complica el manejo efectivo de estas
infecciones. La diversidad de los aislamientos resistentes sugiere multiples fuentes
de estas cepas dentro de la comunidad, lo que resalta la necesidad de reforzar la

vigilancia de la RAM a nivel comunitario.

El hallazgo de estas altas tasas de resistencia, especialmente frente a antibidticos
de uso comun, resalta la urgencia de explorar clases antimicrobianas alternativas.
Ademas, se recomienda una reevaluacion de las estrategias de tratamiento
empirico para las CA-UTI, considerando la creciente prevalencia de cepas
resistentes. La identificacién y comprension de estos patrones locales de resistencia
no solo permitiria ajustar las opciones terapéuticas de manera mas efectiva, sino
que también contribuiria a mejorar estrategias de control y prevencion de

infecciones en la comunidad.

La existencia de cepas MDR en el entorno comunitario plantea retos adicionales
para la salud publica, ya que su propagacion puede ser rapida y dificil de contener.
Por lo tanto, la implementacién de programas de vigilancia antimicrobiana mas
robustos, junto con campanas de concientizacion sobre el uso adecuado de
antibioticos, se presenta como una necesidad para mitigar el impacto de la RAM en
la salud publica. Ademas, es necesario que futuros estudios sigan monitoreando de
manera continua las tendencias de resistencia, ya que estos datos son esenciales
para guiar las decisiones terapéuticas y politicas de salud publica a nivel regional y
global
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12. ANEXOS

Anexo A. Inoculacién e interpretacion de pruebas bioquimicas

Inoculacién
MATERIALES Y EQUIPO:

o Cajas Petri con: Agar e Marcadores permanentes
MacConkey, AST o Libro de registro

e Asas bacteriolégicas redondas e Tubos de ensayo con los
(para uso exclusivo del medios de cultivo
cepario) e Incubadora

o Asas bacteriolégicas en punta « Refrigerador

e Mechero de gas o lampara de
alcohol
PROCEDIMIENTO
A) MEDIOS SOLIDOS
1. Limpiar el area de trabajo y desinfectar con Fenol 5% en solucién acuosa
2. Rotular los tubos de cada prueba a ser realizada con los siguientes datos,
acorde con lo registrado en la bitacora del CEPARIO
a. ldentificacion

b. Fecha de resiembra

3. Encender el mechero y esterilizar el asa en la llama del mechero, enfriar en

el agar donde no haya crecimiento y tomar de una colonia aislada un poco

con la punta del asa.

4. Inocular introduciendo el asa dentro del agar, de forma vertical y con estria

en la superficie, como se muestra en la imagen y de acuerdo al siguiente

cuadro
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TSI LIA SIM Citrato de
Simmons

fondoy Fondoy Puncion Superficie

superficie superficie vertical

f { | ’fjJ

5. Flamear la boca del tubo de ensayo y cerrarlo
6. Esterilizar el asa en la llama del mechero.

7. Incubar a 37°C durante 24 horas e interpretar resultados.

B) MEDIOS LiQUIDOS
8. Limpiar el area de trabajo y desinfectar con Fenol 5% en solucién acuosa
9. Rotular los tubos de cada prueba a ser realizada con los siguientes datos,
acorde con lo registrado en la bitacora del CEPARIO
a. ldentificacion
b. Fecha de resiembra
10.Encender el mechero y esterilizar el asa en la llama del mechero, enfriar en
el agar donde no haya crecimiento y tomar de una colonia aislada un poco
con la punta del asa.
11. Abrir el tubo y flamear la boca del tubo.
12.Inclinar el tubo y colocar el inéculo sobre la pared interior del tubo, de forma
que al colocarlo verticalmente el medio de cultivo lo cubra. Observar la

imagen de referencia
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13.Flamear la boca del tubo de ensayo y cerrarlo
14.Esterilizar el asa en la llama del mechero.

15.Incubar a 37°C durante 24 horas e interpretar resultados.

Interpretacién

1.- Observar los cambios en el medio y registrar resultados segun la siguiente

tabla

2.- Para la produccion de INDOL seguir los siguientes pasos.

a. Fragmentar el medio de cultivo mediante agitacién o ligeros golpes en el
tubo con los dedos

b. Agregar 8 gotas de Xilol y dejar reposar.

c. Posteriormente agregar 2 gotas de reactivo de Erlich y observar. La
generacion de coloracion rosa-rojiza al agregar el reactivo al tubo indica

que la cepa es Indol Positiva.
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Tabla 17. Interpretacion de pruebas bioquimicas

Prueba Positiva Negativa

TSI A- Reaccion acida, color K- Reaccion alcalina, color rojo
amarillo

LIA Superficie alcalina / Superficie alcalina / profundidad
profundidad alcalina (pico y acida (pico violeta y fondo
fondo violeta). amarillo)

Citrato de Crecimiento en el medio y Sin crecimiento y con color

Simmons cambio a color azul verde.

Motilidad Turbidez alrededor de la estria Sin turbidez ni colonias fuera de
o colonias alejadas de la la estria
estria

Sulfuro Formacion de pigmentacion Sin pigmentacion negra
negra

Indol Coloracion rojiza al agregar el  Sin cambios de color

reactivo de Erlich

Malonato Coloracion Azul Sin cambio de color (Verde)

Sorbitol El medio se torna amairrillo El color del medio no cambia

(rosa, rojo)

Lactosa El medio se torna amairrillo El color del medio no cambia

(rosa, rojo)
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Anexo B. Extraccion de ADN plasmidico de E. Coli (Miniprep 100T) MODIFICADO

MATERIAL Y EQUIPO

Nanoparticulas magnéticas « Buffer de elucidn
Buffer de suspension o Gradilla magnética
Buffer de lisis e Termoblock

Buffer de Neutralizacion e Tubos eppendorf
Isopropanol e Centrifuga

Buffer de lavado e Hielo

PROCEDIMIENTO

1.

Colectar una colonia de la placa de medio de cultivo e inocular en un tubo
con 3mL de CST. Incubar a 37°C durante la noche (de 12 a 18 horas).

2. Homogenizar y transferir 1.5 mL del cultivo a un tubo eppendorf estéril.

3. Centrifugar a maxima velocidad (13,000 RPM) durante 5 min a temperatura

ambiente.

Descartar el sobrenadante en una solucién de cloro.

5. Agregar 100 pL de Buffer de suspension (P1, contiene RNAsa) al tubo y dar

8.
9.

pulsos de vortex para resuspender el pellet de células. Dejar reposar durante
5 min.

Agregar 100puL de buffer de lisis (P2). Mezclar con cuidado invirtiendo el tubo
10 veces. La solucion se volvera transparente y mas viscosa, indicando que
se llevo a cabo la lisis bacteriana.

Agregar 5 pL de nanoparticulas magnéticas al sobrenadante y mezclar
invirtiendo el tubo varias veces.

Agregar 300 uL de isopropanol frio y mezclar invirtiendo el tubo varias veces

Colocar el tubo en la gradilla magnética por 2 min y remover el sobrenadante.

10.Agregar 300 pL de buffer de lavado en al tubo. Mezclar por inversiones.

Colocar en la gradilla magnética durante 2 min y remover el sobrenadante.

Repetir el paso anterior, removiendo el sobrenadante por completo.

11.Colocar el tubo en el termobloque a 60°C 3 min y dejar evaporar el alcohol.

Mantener los tubos cerrados.

96



12.Agregar 50 pL de buffer de elucién al tubo y eluir durante 10 min a 60°C.
13. Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo y estéril de 0.2ml.
14. Cuantificar utilizando nanodrop vy registrar los resultados.

15. Almacenar la solucién de ADN a -20°C para usos futuros.
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Abstract: Community-acquired infections caused by Enterobacterales are a growing public
health concern, particularly in border regions where patient mobility may influence resis-
tance patterns. Antimicrobial resistance (AMR) surveillance is critical for establishing local
treatment guidelines. The aim of this study was to investigate AMR rates in clinical isolates
of Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, and Proteus mirabilis obtained from community-
acquired infections in Mexicali between 2019 and 2021. A retrospective study was con-
ducted, analyzing 2871 Enterobacterales isolates (E. coli, K. pneumoniae, P. mirabilis). Species
identification and antimicrobial susceptibility testing were performed using MALDI-TOF
and VITEK 2 systems, interpreted according to CLSI and EUCAST breakpoints. ESBL pro-
duction was detected in 37.6% of E. coli, 27.7% of K. pneumoniae, and none of the P. mirabilis
isolates. Among ESBL producers, ciprofloxacin resistance reached 90.4% in E. coli and
81.0% in K. pneumoniae, indicating a significant level of co-resistance. Carbapenem-resistant
K. pneumoniae (n = 13) and one E. coli isolate were also identified, all from community-
acquired infections. Resistance patterns varied by infection site, with UTIs accounting for
the majority of isolates. The high rates of ESBLs and co-resistance to ciprofloxacin among
Enterobacterales highlight the urgent need for targeted AMR surveillance and site-specific
empirical treatment strategies.

Keywords: Escherichia coli; Klebsiella pneumoniae; Proteus mirabilis; community-acquired
infection; AMR; ESBLs; co-resistance
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PALABRAS CLAVE Resumen Pseudomonas aeruginosa es un bacilo gram negativo capaz de desarrollarse en
Antimicrobianos; ambientes humedos y tejido animal. EL interés en esta bacteria surge de su capacidad para
resistencia; producir enfermedades oportunistas en pacientes con fibrosis quistica e infecciones asociadas
carbapenémicos; a la atencion de la salud (IAAS). EL objetivo de nuestro trabajo fue caracterizar el perfil de
multidrogorresistencia resistencia a antimicrobianos de un conjunto de cepas aisladas en nuestra comunidad (zona de

Mexicali, México) causantes de IAAS. Este fue un estudio descriptivo, prospectivo y transversal.
Las cepas se aislaron entre enero de 2019 y diciembre de 2021 en una unidad asistencial privada
dependiente de la Universidad Auténoma de Baja California (UABC). Se empled espectrometria
de masas por desorcion/ionizacion laser asistida por matriz (MALDI-TOF) para la identificacion.
La deteccion de resistencia a betalactamicos se efectud segln los criterios Clinical and Labora-
tory Standard Institutes (CLSI), documento M100-S27. Se obtuvieron 649 muestras en el periodo
mencionado, 335 de expectoracion, 119 de orina y 91 de herida como los sitios mayoritarios.
La proporcion de cepas resistentes a los carbapenémicos comprendié un 38,94% resistente a
meropenem y un 21,97% a imipenem. Para el caso de las cefalosporinas, se encontré un 21,05%
resistente a cefepima, un 22,9% a ceftazidima y un 24,78% a ceftolozano-tazobactam. La resis-
tencia a los antimicrobianos se ha vuelto méas prevalente a lo largo del tiempo en este agente
infeccioso, lo que puede atribuirse tanto a la presion selectiva como a la evolucion de los propios
microorganismos.

© 2024 Los Autores. Publicado por Elsevier Espafia, S.L.U. en nombre de Asociacion Argen-
tina de Microbiologia. Este es un articulo Open Access bajo la CC BY-NC-ND licencia (http://
creativecommons.org/licencias/by-nc-nd/4.0/).

* Autor para correspondencia.
Correo electronico: ney.hernandez@uabc.edu.mx (G.N. Hernandez-Acevedo).
https://doi.org/10.1016/j.ram.2024.10.002
0325-7541/© 2024 Los Autores. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L.U. en nombre de Asociacion Argentina de Microbiologia. Este es un articulo
Open Access bajo la CC BY-NC-ND licencia (http://creativecommons.org/licencias/by-nc-nd/4.0/).

100


https://doi.org/10.1016/j.ram.2024.10.002

Anexo F: Articulo de colaboraciéon "Genomic Profile of a Multidrug-Resistant
Klebsiella pneumoniae Strain Isolated from a Urine Specimen"
https://doi.org/10.1007/s00284-024-03802-w

Current Microbiology (2024) 81:276
https://doi.org/10.1007/500284-024-03802-w

SHORT COMMUNICATION f')

Check for
updates

Genomic Profile of a Multidrug-Resistant Klebsiella pneumoniae Strain
Isolated from a Urine Specimen

Jonathan Arauz-Cabrera’ - Dolores Marquez-Salazar' - Ricardo Delgadillo-Valles? - Liliana Caporal-Hernandez? -
Gerson N. Hernandez-Acevedo? - Edwin Barrios-Villa®

Received: 28 May 2024 / Accepted: 10 July 2024
©The Author(s), under exclusive licence to Springer Science+Business Media, LLC, part of Springer Nature 2024

Abstract

Kiebsiella pneumoniae is an opportunistic pathogen mostly found in health care-associated infections but can also be associ-
ated with community-acquired infections and is in critical need of new antimicrobial agents for strains resistant to carbap-
enems. The prevalence of carbapenemase-encoding genes varies among studies. Multidrug-resistant K. pneumoniae strains
can harbor several antimicrobial-resistant determinants and mobile genetic elements (MGEs), along with virulence genetic
determinants in community settings. We aim to determine the genetic profile of a multidrug-resistant K. prneumoniae strain
isolated from a patient with community-acquired UTI. We isolated a K. pneumoniae strain UABC-Str0120, from a urine
sample of community-acquired urinary tract infection. Antimicrobial susceptibility tests and Whole-genome sequencing
(WGS) were performed. The phylogenetic relationship was inferred by SNPs calling and filtering. UABC-Str0120 showed
resistance toward B-lactams, combinations with p-lactamase inhibitors, and carbapenems. WGS revealed the presence of
genes conferring resistance to aminoglycosides, f-lactams, carbapenems, quinolones, sulfonamides, phosphonates, pheni-
cols, and quaternary ammonium compounds, 77 subsystems of virulence genes were identified, and an uncommon sequence
type ST5889 was also determined. The sequenced strain harbors several MGEs. The UABC-Str0120 recovered from a urine
sample harbors several virulence and antimicrobial resistance determinants, which assembles an endangering combination
for an immunocompromised or a seemly healthy host, given its presence in a community setting.

Introduction
The draft genome of K. pneumoniae St-UABCKO0120 has Antimicrobial resistance (AMR) has become one of the
been deposited at DDBJ/ENA/GenBank under the accession most critical burden health issues in recent years, escalat-
JAYMCUO000000000. The version described in this paper is ing faster than the pa £ antibiotic devel t. reduc-
version JAYMCUOQ10000000 and the project accession number fng aster dAn e pdcé ot antt ,10 ¢ C_VE opment, reduc
PRINA 1064227, ing therapeutic alternatives and increasing treatment costs

[1]. Klebsiella pneumoniae is an opportunistic pathogen
4 Edwin Barrios-Villa gram-negative bacillus, is considered a commensal of the

edwin.barrios @unison.mx gut microbiota, and is responsible for urinary tract infec-

Facultad de Medicina Mexicali, Departamento de tions (UTI), respiratory tract, and bloodstream infections [2].

Farmacologia, Universidad Auténoma de Baja California, It is frequently associated with nosocomial infections and
Humberto Torres Sanginés SN, Centro Civico, Mexicali, community-acquired infections [3]. According to the World
Baja California, México CP. 21000 Health Organization, K. pneumoniae is a pathogen with a
2 Facultad de Medicina Mexicali, Departamento de critical need for new antimicrobial agents for strains produc-

Microbiologia y Parasitologia Clinica, Universidad
Auténoma de Baja California, Humberto Torres
Sanginés SN, Centro Civico, Mexicali, Baja California,

ing extended-spectrum p-lactamases (ESBL) and resistant
to carbapenems [4].

México CP. 21000 The prevalence of Carbapenem-Resistant Enterobac-
3 Laboratorio de Biologfa Molecular y Genémica, teriaceae (C.RE) and the carba}penemase—encodmg genes
Departamento de Ciencias, Quimico Bioldgicas y may vary widely among studies [5]. These genes, such
Agropecuarias, Universidad de Sonora, Universidad e as K. pneumoniae carbapenemases (blagpc), are mainly

Irigoyen S/N, Campus Caborca. Av., H. Caborca, Sonora,

0. located at Mobilizable Genetic Elements such as plasmids
Meéxico CP. 83621
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