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RESUMEN

Introduccidn: la Escherichia coli es una
de las causas comunes de infecciones del
tracto urinario. Objetivo: demostrar el
perfil de resistencia antimicrobiana
mediada por PMQR transferibles (gnrA,
qnrB, gnrC, qnrD, gnrS, qnrVC y aac(6’)-
Ib-cr) y la relacion genética mediante
analisis de campos pulsados (PFGE) en
aislamientos de  Escherichia  coli
uropatogénicarecuperados de pacientes
comunitarios y hospitalarios en Quito—
Ecuador. Método: se realizé un estudio
correlacionar, descriptivo-transversal
para demostrar el perfil de resistencia
antimicrobiana mediada por PMQR
transferibles (gnrA, gnrB, gnrC, qnrD,
gnrS, qnrVC y aac(6’)-lb-cr) y la relacién
genética mediante analisis de campos
pulsados en aislamientos de Escherichia
coli uropatogénica. El universo de la

Recibido: 29 de marzo de 2024
Aprobado: 18 de junio de 2024

investigacion estuvo constituido por 156
aislamientos no duplicados de
Escherichia coli recuperados de muestras
de orina de todo el afio 2011, que se
encontraban  conservados en el
laboratoriode bacteriologia del Instituto
Nacional de Salud Publica e Investigacién
Dr. Leopoldo Izquieta Pérez, en laciudad
de Quito; se identificé por técnicas
bioquimicas clasicas. Resultados: se
encontr6 50, 6 % resistentes a
ciprofloxacina, el analisis genético, 54, 4
% fueron positivos para el gen aac(6”)-lb-
cr, el alelo gqnrB19 estuvo presente en el
100 % de las cepas analizadas; mientras
los genes qgnrA, gnrC, gnrD y gnrS no
fueron detectados. La co-oexpresion de
los genes qnrB19 y aac(6’)-lb-cr ocurrié
en el 36, 7 % de los aislamientos con
altos niveles de resistencia.
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Conclusiones: la diseminacion de
determinantes de resistencia a
ciprofloxacino, se asociacon elaumento
de resistencia a Escherichia coli.

Palabras clave: qgnrB; aac(6’)-lb-cr;
ciprofloxacina; resistencia; Echericha coli;
Ecuador.

ABSTRACT

Introduction: Escherichia Coli is one of
the common causes of urinary tract
infections. Objective: demonstrate the
antimicrobialresistance profile mediated
by transferable PMQR (Qnra, QNRB,
QNRC, QNRD, QNRS, QNRVC and AAC (6
')-IB-CR) and the genetic relationship by
analysis of fungry fields in insulation of
spherichia coli oupatogenic Retrieved
from community and hospitable patients
in Quito -Ecuador. Method: a correlation,
descriptive-transverse study was
conducted to demonstrate  the
antimicrobialresistance profile mediated
by transferable PMQR (qnra, qnrb, gnrc,
gnrd, gnrs, gnrvc and aac (6 ')-lb-cr) and
the relationship Genetics by analysis of
clustered fields in isolates of Escherichia
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coli -opopathogenic. The research
universe was constituted by 156 not
duplicated insulation from Escherichia
coli recovered from urine samples from
2011, which were preserved in the
Bacteriology Laboratory of the National
Institute of Public Health and Research
Dr. Leopoldo Izquieta Pérez, in the city of
Quito; It was identified by classical
biochemical techniques. Results: 50, 6 %
resistant to ciprofloxacin was found,
genetic analysis, 54, 4 % were positive for
the AAC GEN (6°) -Ib-CR, the QNRB19
allele was present in 100 % of the
analyzed strains; While the gnra, gnrc,
gnrd and gnrs were not detected. The
co-oxpression ofthe QNRB19 and AAC (6
)-CR genes occurred in 36, 7 % of the
insulation with high levels of resistance.
Conclusions: The dissemination of
determinants of resistance to
ciprofloxacin, is associated with the
increase in resistance to Escherichia coli.
Key  words: gnrB; aac(6’)-lb-cr;
ciprofloxacin; resistant; Echericha coli,
Ecuador
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INTRODUCCION

Escherichia coli es una de las causas de infecciones del tracto urinario (ITU), representa el
85 % de las ITU adquiridas en la comunidad y el 50 % de ITU nosocomial. ) Como
tratamiento alternativo, las fluoroquinolonas (FQ) se convierte en los antimicrobianos mas
recetados a nivel mundial debido a su amplio espectro de actividad, muestra efecto

bactericida como resultado dela inhibiciénde las enzimas ADN girasa y topoisomerasa IV.
(2,3)
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La resistencia alas FQ en Enterobacterias se relaciona con mutaciones cromosdmicasen la
ADN girasa y/o la topoisomerasa IV; ) sin embargo, en 1998 se describi6 el primer
determinante de resistencia a quinolonas mediada por plasmidos (PMQR), detectado
inicialmente en una cepa clinica de Klebsiella pneumoniae, © y se llama genes Qnr,
descritos al momento 6 variantes, gnrA, gnrB, gnrC, gnrD, gnrSy gnrVC. ©

Otro mecanismo de PMQR se relaciona con el gen aac(6’)-Ib-cr, descrito en el afio 2006
gue codifica una nueva variante de enzima modificadora de aminoglucdsidos que confiere
resistencia mixta tanto para FQ como ciprofloxacina y norfloxacinay para aminoglucdsidos
como tobramicina, kanamicina y amikacina. ")

Este gen aac(6')-Ib-cr es una variante salvaje de las acetilasas del grupo AAC(6’)-1b, que
contiene una mutacion de dos sustituciones de aminoacidos Unicas, a saber, Trp102Arg y
Aspl79Tyr que le permite acetilar fluoroquinolonas y aminoglucésidos, dando esta
resistencia mixta. ®

Hasta el momento no se tiene informacidn sobre la presencia del mecanismo de
resistencia a quinolonas mediado por plasmidos (PMQR). Por lo tanto, el objetivo del
estudio fue demostrar el perfil de resistencia antimicrobiana mediada por PMQR
transferibles (qnrA, gnrB, gnrC, gnrD, gnrS, qnrVC y aac(6’)-lb-cr) y la relacién genética
mediante andlisis de campos pulsados (PFGE) en aislamientos de Escherichia coli
uropatogénica recuperados de pacientes comunitarios y hospitalarios en Quito—Ecuador.

METODO

Se realizd un estudio correlacionar, descriptivo-transversal para demostrar el perfil de
resistencia antimicrobiana mediada por PMQR transferibles (gnrA, gnrB, gnrC, qnrD, gnrsS,
gnrVCy aac(6’)-Ib-cr) y la relacién genética mediante analisis de campos pulsados (PFGE)
en aislamientos de Escherichia coli uropatogénica recuperados de pacientes comunitarios
y hospitalarios en Quito—Ecuador.

El universo de la investigacién estuvo constituido por 156 aislamientos no duplicados de
Escherichia coli recuperados de muestras de orina de todo el afno 2011, que se
encontraban conservados en el laboratorio de bacteriologia del Instituto Nacional de
Salud Publica e Investigacidn — INSPI, Dr. Leopoldo Izquieta Pérez, en la ciudad de Quito.
EstosaislamientosdeE. coli pertenecen a pacientes hospitalizados (n=36)y ambulatorios
(n=120), con diagndstico clinico ylaboratorio de infeccidon del tracto urinario y con contaje
de aerobios >105 UFC/mL, se identificd por técnicas bioquimicas clasicas. ©

Se usd el método de disco difusidn para evaluar la susceptibilidad a los antibidticos, de
acuerdo a Clinical and Laboratory Standards Institute Guidelines. El valor de la
Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) para ciprofloxacina se determiné por Etest. *%
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La investigacion molecular se determind por el agrupamiento filogenético de los
aislamientos que se determind por Amplificacién de Cadena de Polimerasa (PCR) multiplex
previamente descrito por Cameléna y colaboradores, *Y [a determinacidn de los genes
gnrA, gnrB, gnrC, qnrD, qnrS, gnrVC y aac(6’)-lb-cr se realizdé por PCR, segun lo descrito
por Esmaeel y colaboradores, % asi como Samery colaboradores. **

El secuenciamiento de DNA se realizé con Big Dye Terminator v.3.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems, Foster City, CA) y analizado mediante ABI Prism 3100 genetic
analyser (Applied Biosystems) de |la Plataforma de secuenciamiento de PDTIS-IOC DNA.

La Electroforesis en Gel de Campo Pulsado (PFGE) se realizé usando la enzima de
restriccién Xbal, de acuerdo a lo descrito por Im et all. ** Los patronesobtenidos fueron
analizados por Gel Comparll (Applied Maths, KortrijK, Belgium) al aplicar el coeficiente
de similaridad de Dice.

Finalmente se encontrd las correlaciones estadisticamente significativas entre los
aislamientos de pacientes comunitarios y de origen hospitalario, se aplicé la prueba de
Chi-cuadrado con la correccién de Yates.

RESULTADOS

En cuanto al perfil fenotipico de resistencia (Tabla 1), el 50, 6 % de Escherichia coli
uropatogénica presento resistencia fenotipica a ciprofloxacino, en el 75 % en pacientes
hospitalizados y 43, 3 % de pacientes ambulatorios, con significacién estadistica mayor
(p=0, 001672) en pacientes hospitalizados. Otros resultados de resistencia fenotipica fue a
ampicilina 87, 8 %. Todos los aislamientos de este estudio fueron susceptibles para
imipenem.

Por otro lado, el perfil genético de resistencia de los 79 aislamientos con perfil fenotipico
de resistencia a ciprofloxacino, se encontré que el 54, 4 % de los aislados portaban la
variante aac(6’)-lb-cr, confirmada por secuenciacién (numero de acceso de GenBank
EF542813-EU675686.2), con el 44, 2 % en pacientes hospitalizados y el 55, 8 % en
pacientes ambulatorios, con significancia estadistica mayor (p =0, 0002647) en pacientes
ambulatorios.

En relacién a la presencia de genes gnr, se identificd la variante gnrB en el 64, 5 %y
mediante secuenciaciéon gendmica se identificod el alelo qnrB19 (nimero de acceso de
GenBank JF923528 - HE613857) en todas las cepas con la variante gnrB; presentd una
distribucion en 41, 1 % de pacientes de origen hospitalario y 62, 5 % en pacientes
ambulatorios, con significancia estadistica mayor (p=0, 0005243) en pacientes
ambulatorios. No se encontraron genes que codificaran para qnrA, qnrC, gnrD, gnrVC.
Destacar la presencia de co-expresion de genes qnrB19y aac(6’)-lb-cren el 36, 7 % de los
aislamiento con altos niveles de resistencia a ciprofloxacina (MIC50>32).
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Table 1. Perfil de Resistencia fenotipica de los 156 aislamientos de Escherichia coli uropatogénica
con determinantes genéticos de Resistencia a Quinolonas Mediada por Plasmidos (PMQR) en
pacientes ambulatorios y hospitalarios.

Perfil Resistencia Fenotipica (n=156) Aislamientos resistentes CIP / PMQR (n=79)
aac-(6°)-Ib-cr (n=43) | | gnrB19(n=51) |
Hospitalarios | Ambulatorio Hospit | Amb
(n=3p6)(%) s(n=120)(%) Calue aIarti)a ulato | p value Hospit Ambulat p value
. alarios | oriost
s rios

FEP  |6(16,7) 6(5,0) 0,051 |6 5 0233 |4 4 0.547
CTX 13(31,1) 17(14,2) 0.007 |10 10 0.146 10 9 0.095
CAZ 9(25) 11(9,2) 0.027 | 8 8 0.231 7 7 0.288
ATM |10(27,8) 13(10,8) 0.024 |9 10 0.266 8 8 0.231
FOX [4(11,1) 8(6,7) 0.602 |3 3 0.687 3 5 0.853
AMC |20(55,6) 31(25,8) 0.001 |15 14 0.023 16 17 0.042
AM 34(94,4) 103(85,8) 0.274 |19 18 0.005 19 24 0.070
CF 25(69,4) 50(41,7) 0.006 |12 15 0.2567 |12 15 0.256
IMP 0 0 0 0 0 0 0 0 0
SXT 30(83,3) 91(75,8) 0.472 | 15 20 0.2260 |18 23 0.097
AK 4(11,1) 5(4,2) 0.246 |2 5 0928 |2 3 0.838
CN 12(33,3) 23(19,2) 0.119 |9 11 0.363 8 9 0.329
CiIP 27(75,0) 52(43,3) 0.001 |19 24 0.070 20 28 0.132
NA 28(77,8) 78(65,0) 0.216 |19 23 0.048 19 27 0.181

Leyenda: FEP, cefepime; CTX, cefotaxime; CAZ, ceftazidima;ATM, aztreonam; FOX, cefoxitina; AM, ampicilina;CF, cefalotina; IMP,
imipenem; AMC, amoxicilina/acido clavuldnico; SXT, trimetroprim/sulfametoxazol; CIP, ciprofloxacina; CN, gentamicina; AK, ami kacina.

En relacion con el analisis filogenético (Figura 1), encontramos que de los 79 aislamientos
con resistencia a ciprofloxacina, el 48, 1 % pertenece al grupo filogenético B2, 22, 8 %
pertenece grupo A, 15, 2 % grupo B1; y 13, 9 % grupo D. Al realizarunacorrelacién entre
los genes investigadosy encontrados qnrB19y aac(6”)-Ib-cr con los grupo filogenético de
Escherichia coli, se encontré que de los 29 aislamientos que coexpresan los dos genes, el
48, 2 % pertenecen al grupo filogenético B2, 31 % grupo A, 13, 7 % grupo B1y 10, 3 %
pertenece al grupo D, destacando que el grupo filogenético B2 se caracteriza por
presentar mayo perfil de resistencia.

En relacién a la caracterizacion molecular por Electroforesis en Gel de Campo Pulsado
(PFGE), observamos que los genes qnrB19 y aac(6’)-lb-cr detectados mostraron una
distribucidontanto en ambientes comunitarios como hospitalarios; ytambién patrones de
agrupamiento segun el origen de los aislamientos
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9379 A H1 asc(8Ib - - - - CTX-CIP =32

Figura 1. Dendograma, patrones generados por Electroforesis en Gel de Campo Pulsado (PFGE) de
E. coli uropatogénica.

DISCUSION

El uso indiscriminado de antibidticos para control de infecciones, asi como el uso en
veterinaria, **® son factores que favorecen el aparecimiento de resistencia a los
antibioticos. Actualmente, varios estudios en latino américay en nuestro pais, *”*® tanto
en el sector urbano y rural refieren perfiles de resistencia mixta para varios grupos de
antibidticos *¥'% que concuerda con lo encontrado en el presente estudio, referentea los
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porcentajes de resistencia a FQ, especialmente a ciprofloxacino en sector comunitario y
hospitalario. ?® Hay que resaltar que este estudio evidencié resistencia a varias familias
de antibidticos como B-lactdmicos, sulfas y aminoglucdsidos, lo que indica que estos
aislamientos llevan varios genes de resistencia plasmidial simultdneamente.

Las fluoroquinolonas son antibidticos sintéticosampliamente utilizados alrededor detodo
el mundo, en la practica clinica para tratamiento de varias infecciones, incluidaslas ITU en
seres humanos; ?Y esto lleva al aparecimiento de resistencia a este grupo antibidtico, el
mismo que se ha reporta en varios estudios en Latinoamérica. **?%) En relacién con los
mecanismos de resistencia a las FQ, esta principalmente las mutaciones en ciertas
regiones cromosomicas de las topoisomerasas (topoisomerasalVy ADN girasa). #4°

Desde 1988 se reporta en varias partes del mundo un nuevo elemento de resistenciaa FQ,
denominados Plasmidos Mediadores de Resistencia a Quinolonas (PMQR), © donde
encontramos el gen gnr, que sintetiza la proteina Qnrque actia uniéndoseyprotege a la
girasay a la topoisomerasa IV de la accidn de las quinolonas. (%!

El presente estudio demuestra la presencia de genes gqnr, que determina la variante
gnrB19 en aislamientos de Escherichia coli humanas de origen urinario, similar a lo
reportado por Valenzuelay colaboradores, *¥ quienes reportaron porcentajes menores a
nuestro estudio de genes tipo gnrB en aislamientos comunitario, en relacidn con los de
origen hospitalario.

Patrones generados por Electroforesis en Gel de Campo Pulsado (PFGE) de E. coli
uropatogénica, conteniendo mecanismo de resistencia mediada por plasmidos. IN,
numero de aislamiento; PG, Grupo Filogenético; OR, Origen; C, Comunitario; H1-H3-H6,
Hospitalario, FEP, cefepime; CTX, cefotaxime; CAZ, ceftazidima; ATM, aztreonam; FOX,
cefoxitina; AM, ampicilina; CF, cefalotina; IMP, imipenem; AMC, amoxicilina/acido
clavulanico; SXT, trimetroprim/sulfametoxazol; CIP, ciprofloxacina; CN, gentamicina; AK,
amikacina.

Hay que destacar que nuestro estudio identificd el alelo predominante (gnrB19) de la
variante gnrB, en todas las muestras identificadas con perfil de resistencia a
ciprofloxacina, igualmente no encontramos otras variantes de gqnrB. Estos hallazgos de
predominio del gen gnrB con respecto a las otras variantes de genes gnr en el Ecuador
estd dentro de lo esperado, ya que otros estudios a nivel latinoamericano como Peru y
Bolivia indican predominio de la variante del gen qnrB, tanto a nivel comunitario como
hospitalario; probablemente debido a que estos genes se encuentran en elementos
genéticos modviles que se transportan facilmente con otros genes de resistencia, lo que
favorece su diseminacidon a otros aislados bacterianos, otorgando amplios perfiles de
resistencia en seres humanos. (6242526
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Se ha descrito también la presencia de estos genes gnr en aves de granja. *”) Estudios
realizados por Carvajal y colaboradores, ?* reportan encontrar Unicamente el alelo
gnrB19 en cepas comensales de Escherichia coli aisladas de nifios sanos residentes en
diferentes dreas urbanas de Peru y Bolivia, similaralo encontrado en nuestro estudio, lo
que sugiere que este alelo qnrB19 podria ser prevalente en esta area del Pacifico de los
paises de Ecuador, Perd y Bolivia.

En Ecuador, existen pocos estudios enfocados en el estudio del gen aac(6’)-lb y su alelo
aac(6’)-lb-cr, porlo que el presente estudio es el primero en describir la presenciade este
gen, que otorga resistencia mixta para aminoglucésidosy fluoroquinolonas.

Desde su identificacion en 2006, varios paises a nivel mundial **?”) se reporta la presencia
del gen aac(6’)-Ib-cr con porcentajesinferioresalo reportado en nuestro estudio; Mexico
26) reporté una prevalencia del 54 % en cepas de K. pneumoniae y 74 % en cepas de
Escherichia coli de origen hospitalario productoras de Betalactamasas de Espectro
Extendido (BLEE); igualmente Cuba *® reporté cifras superiores a 60 % deEchericha coli
resistente a los antimicrobianos, valores muy superiores a lo reportado en este estudio;
Pert ?° reporté hallazgos de este gen en el 67 (48,5%) fueron positivos para proteinas gnr
por el método genotipico. De los cuales 38 (56,7%) presentaron determinantes qnrBy 48
(71,6%) determinantes gnrS. Ningun aislado presentd determinantes qnrA

En relacion con los grupos filogenéticos de Escherichia coli con perfil fenotipico de
resistencia multiple, encontramos que los genes gqnrB19 y aac(6’)-Ib-cr se encuentran
diseminadosen los cuatros grupos filogenéticos, principalmente en el grupo filogenético
B2, encontrandose distribuidotanto en el medio hospitalario como en el comunitario; lo
gue sugiere que las cepas comensales y patogénicas de Escherichia coli comparten los
Plasmidos Mediadores de Resistencia a Quinolonas (PMQR) conjuntamente con
determinantes genéticos de virulencia y resistencia, debido a que estos genes se
transportan facilmente en elementos genéticos méviles. %

CONCLUSIONES

La diseminacidon de determinantes de resistencia a quinolonas mediada por plasmidos,
como los genes gnry aac(6’)-Ib-cr, se ha asociado con el aumento mundial delastasas de
resistencia a fluoroquinolonasen aislados clinicos de Enterobacteriaceae, princip almente
en Escherichia coli. Se ha demostrado la presencia de estos genes de resistencia en los
ambientes hospitalarios y comunitarios, lo cual representa una amenaza debido a la
facilidad de diseminacidon entre enterobacterias, ya que al encontrarse en elementos
genéticos moviles pueden facilmente compartirse varios genes de resistenciay virulencia
entre bacterias comensalesy patdgenas.

Este estudio explica la causa genéticas de resistencia a fluoroquinolonas, especialmente a
ciprofloxacina, que es muy utilizadaen ambientes hospitalariosy comunitarios, porlo que
nos alerta a continuar con investigaciones que nos ayude a conocer mejor el perfil real de
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resistencia fenotipica y genotipica a farmacos antibidticos, entendiendo y conociendo
genes que causan mayor resistencia a antibidticos de amplio espectro, lo que nos ayuda
en la toma de decisiones de salud publica, principalmente en lo relacionado a
implementar esquemas de tratamientos antibidtico en procesos infecciosos, tanto a nivel
comunitario como hospitalario..
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