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Escherichia coli, es una bacteria que se encuentra en el intestino de los seres
humanos y de otros animales de sangre caliente. La mayoria de sus cepas son
inofensivas y forman parte de la flora intestinal normal, desempenando un papel
importante en la digestion y en la sintesis de vitaminas. Sin embargo, algunas
cepas pueden ser patdgenas y causar enfermedades como infecciones del tracto
urinario, gastroenteritis, meningitis neonatal y septicemia. Este estudio evalué la
presencia de Plasmidos Mediadores de Resistencia a Quinolonas (PMQR) en 156
aislamientos clinicos de Escherichia coli uropatogénica resistente a ciprofloxacina
en Quito-Ecuador, durante 2011. Se encontré que el 50,6 % de los aislamientos eran
resistentes a ciprofloxacina, siendo mas prevalente en pacientes hospitalizados
(75 %) que en ambulatorios (43,3 %). El analisis genético revel6 que el 54,4 % de los
aislamientos resistentes portaban el gen aac(6°)-Ib-cr, y el 64,5 % el gen gnrB, con
el alelo qnrB19 presente en el 100 % de las cepas analizadas. No se detectaron los
genes gnrA, gnrC, gnrD y gnrS. Ademas, el 36,7 % de los aislamientos mostraron
co-oexpresion de los genes gqnrB19 y aac(6')-Ib-cr, asociada a altos niveles de
resistencia. La distribucién de los grupos filogenéticos fue 22,8 % en el grupo A,
15,5 % en el grupo B1, 48,1 % en el grupo B2y 13,9 % en el grupo D. Este estudio es
el primer reporte de la presencia de genes gnrB19 y aac(6')-Ib-cr en Ecuador,
resaltando la importancia de monitorear la resistencia a ciprofloxacina y los genes

PMQR en E. coli uropatogénica.

Palabras clave: gqnrB;aac(6')-Ib-cr; Escherichia coli; ciprofloxacina; uropatogénica

resistente.
ABSTRACT

Escherichia coli is a bacterium found in the intestine of humans and other warm-
blooded animals. Most of its strains are harmless and are part of the normal

intestinal flora, playing an important role in digestion and vitamin synthesis.
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However, some strains can be pathogenic and cause diseases such as urinary tract
infections, gastroenteritis, neonatal meningitis and septicemia.This study
evaluated the presence of Plasmid Mediators of Quinolone Resistance (PMQR) in
156 clinical isolates of ciprofloxacin-resistant uropathogenic Escherichia coli in
Quito-Ecuador, during 2011. It was found that 50.6 % of the isolates were resistant
to ciprofloxacin, being more prevalent in hospitalized patients (75 %) than in
outpatients (43.3 %). Genetic analysis revealed that 54.4 % of the resistant isolates
carried the aac(6')-lb-cr gene, and 64.5 % the qnrB gene, with the gqnrB19 allele
present in 100 % of the strains analyzed. The gnrA, qnrC, gnrD and gnrS genes were
not detected. In addition, 36.7 % of the isolates showed co-oexpression of qnrB19
and aac(6)-Ib-cr genes, associated with high levels of resistance. The distribution
of phylogenetic groups was 22.8 % in group A, 15.5 % in group B1, 48.1 % in group
B2 and 13.9 % in group D. This study is the first report of the presence of qnrB19
and aac(6')-lb-cr genes in Ecuador, highlighting the importance of monitoring

ciprofloxacin resistance and PMQR genes in uropathogenic E. coli.

Keywords: qnrB; aac(6)-Ib-cr; Escherichia coli; ciprofloxacin; uropathogenic

resistant.
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Introduccion

Este estudio se justifica porque el reporte de genes en E. coli uropatogénica
resistente a ciprofloxacina en Ecuador es relevante para la salud publica, la

investigacion cientifica y la toma de decisiones en salud.
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El estudio aborda el problema cientifico de la resistencia a los antimicrobianos en
Escherichia coli uropatogénica, especificamente la resistencia a la ciprofloxacina,

un antibiético comunmente utilizado para tratar infecciones del tracto urinario.

Escherichia coli es responsable del 85 % de las infecciones del tracto urinario (ITU)
adquiridas en la comunidad y del 50 % de las ITU nosocomiales.() Como alternativa
terapéutica, las fluoroquinolonas (FQ) se han convertido en los antimicrobianos
mas recetados a nivel mundial, debido a su amplio espectro de actividad y su
efecto bactericida, que resulta de la inhibicion de las enzimas ADN girasa y

topoisomerasa V.23

La resistencia a las FQ en Enterobacterias se asocia principalmente con
mutaciones cromosémicas en la ADN girasa o la topoisomerasa V. Sin embargo,
en 1998 se describe el primer determinante de resistencia a quinolonas mediada
por plasmidos (PMQR),® detectado inicialmente en una cepa clinica de Klebsiella
pneumoniae, denominado genes Qnr, con 6 variantes descritas hasta el momento:

qnrA, gnrB, gnrC, gnrD, gnrS y gnrVC.©®

Otro mecanismo de PMQR esta relacionado con el gen aac(6°)-Ib-cr, descrito en
2006, que codifica una nueva variante de enzima modificadora de aminoglucésidos
que confiere resistencia mixta tanto para FQ como ciprofloxacina y norfloxacina, y
para aminoglucésidos como tobramicina, kanamicina y amikacina.(”) Este gen es
una variante de las acetilasas del grupo AAC(6')-lb, con una mutacién de dos
sustituciones de aminoacidos unicas, Trp102Arg y Asp179Tyr, que le permite

acetilar fluoroquinolonas y aminoglucésidos, otorgando esta resistencia mixta.®

Hasta el momento, no se tiene informaciéon sobre la presencia de PMQR en
Escherichia coli uropatogénica en Ecuador. Por lo tanto, el objetivo del estudio es
investigar el perfil de resistencia antimicrobiana, identificar PMQR transferibles

(gnrA, gnrB, gnrC, qnrD, gnrS, gnrVC y aac(6')-Ib-cr), determinando la relacién
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genética mediante andlisis de campos pulsados (PFGE) en aislamientos de
Escherichia coli uropatogénica recuperados de pacientes comunitarios y

hospitalarios en Quito, Ecuador.

Métodos

¢ Aislamientos bacterianos

En este estudio, se analizaron 156 aislamientos unicos de Escherichia coli
obtenidos de muestras de orina durante el afio 2011. Estos aislamientos estaban
conservados en el laboratorio de bacteriologia del Instituto Nacional de Salud
Publica e Investigacion — INSPI, Dr. Leopoldo lzquieta Pérez, en Quito. Se
clasificaron en dos grupos: 36 provenientes de pacientes hospitalizados y 120 de
pacientes ambulatorios, todos con diagndstico clinico y de laboratorio de infeccién
del tracto urinario y un conteo de aerobios superior a 105 UFC/mL. Los
aislamientos de E. coli fueron identificados mediante técnicas bioquimicas
estandar.© Para evaluar la susceptibilidad a los antibidticos, se utilizé el método
de disco difusioén, siguiendo las pautas del Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2015). La Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) para

ciprofloxacina se determiné mediante Etest (AB Biodisk, Solna, Suecia).(?
¢ Investigacion molecular

La clasificacion filogenética de los aislamientos se determiné mediante la técnica
de Amplificaciéon de Cadena de Polimerasa (PCR) multiplex, segun lo descrito por
Clermont et al,, 2000.0Y La identificacion de los genes gnrA, qnrB, gnrC, gnrD, gnrS,
gnrVC y aac(6')-lb-cr se realiz6 mediante PCR, de acuerdo con los métodos

descritos por Cattoir et al, 2007 y Park et al., 2006, respectivamente.(1213)
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El secuenciamiento de ADN se llevo a cabo utilizando el kit Big Dye Terminator v.3.1
Cycle Sequencing (Applied Biosystems, Foster City, CA) y se analiz6 con el
secuenciador genético ABI Prism 3100 (Applied Biosystems) de la Plataforma de

secuenciamiento de PDTIS-IOC DNA.

La Electroforesis en Gel de Campo Pulsado (PFGE) se realiz6 utilizando la enzima
de restriccion Xbal, siguiendo el protocolo descrito por Ribot et al, 2006.04 Los
patrones de bandas obtenidos fueron analizados con el software GelCompar Il

(Applied Maths, Kortrijk, Bélgica), utilizando el coeficiente de similitud de Dice.
¢ Analisis estadistico

Para encontrar correlaciones estadisticamente significativas entre los
aislamientos de pacientes comunitarios y de origen hospitalario, se aplicé la

prueba de Chi-cuadrado con la correccion de Yates.

Resultados

o Perfil de fenotipico de resistencia

En este estudio se encontré que el 50,6 % (79/156) de Escherichia coli
uropatogénica presento resistencia fenotipica a ciprofloxacino, encontrando el 75
% (27/36) en pacientes hospitalizados y 43,3 % (52/120) de pacientes
ambulatorios, con significacion estadistica mayor (p=0,001672) en pacientes
hospitalizados. Otros resultados de resistencia fenotipica fue a ampicilina 87,8
%(137/156), trimetroprim-sulfametoxazol 77,6 %(121/156), cefalotina 48,8
%(75/156), amoxicilina/acido clavulanico 32,7 %(51/156), gentamicina 22,4
%(35/156), cefotaxime 19,23 %(30/156), ceftazidima 12,85(20/156), cefepime 7,6
%(12/156), cefoxitina 7,6 %(12/156) y amikacina 5,7 %(9/156). Todos los

aislamientos de este estudio fueron susceptibles para imipenem (Tabla 1).
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e Perfil genético de resistencia

Se realizo el andlisis genético de los 79 aislamientos con perfil fenotipico de
resistencia a ciprofloxacina, encontrando que el 54,4 % (43/79) de los aislados
portaban la variante aac(6’)-Ib-cr, confirmada por secuenciaciéon (nimero de
acceso de GenBank EF542813-EU675686.2), con el 44,2 %(19/43) en pacientes
hospitalizados y el 55,8 %(24/43) en pacientes ambulatorios, con significancia

estadistica mayor (p = 0,0002647) en pacientes ambulatorios.

En relacion a la presencia de genes gnr, se identificé la variante gnrB en el 64,5 %
(51/79) y mediante secuenciacion genémica se identificé el alelo gnrB19 (nimero
de acceso de GenBank JF923528 - HE613857) en todas las cepas con la variante
qnrB; presentando una distribucién en 41,1 %(21/51) de pacientes de origen
hospitalario y 62,5 %(30/51) en pacientes ambulatorios, con significancia
estadistica mayor (p=0,0005243) en pacientes ambulatorios. No se encontraron
genes que codificaran para qnrA, gnrC, gnrD, gnrVC. Destacar la presencia de co-
expresion de genes qnrB19 y aac(6')-lb-cr en el 36,7 %(29/79) de los aislamiento

con altos niveles de resistencia a ciprofloxacina (MIC50>32).

En la Tabla 1 se expone elperfil 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.
e Analisis filogenético

En relaciéon con el analisis filogenético, se encontré que de los 79 aislamientos con
resistencia a ciprofloxacina, el 48,1 % (38/79) pertenece al grupo filogenético B2,
22,8 % (18/79) pertenece grupo A, 15,2 % (12/79) grupo B1;y 13,9 %(11/79) grupo
D. Al realizar una correlacién entre los genes investigados y encontrados qnrB19 y

aac(6")-lb-cr con los grupo filogenético se Escherichia coli, se hallé que de los 29
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aislamientos que coexpresan los dos genes, el 48,2 %(14/29) pertenecen al grupo
filogenético B2, 31 %(9/29) grupo A, 13,7 %(4/29) grupo B1 y 10,3 %(3/29)
pertenece al grupo D, destacando que el grupo filogenético B2 se caracteriza por

presentar mayo perfil de resistencia.

En relacion a la caracterizaciéon molecular por Electroforesis en Gel de Campo
Pulsado (PFGE), observamos que los genes qnrB19 y aac(6’)-Ib-cr detectados
muestran una distribucion tanto en ambientes comunitarios como hospitalarios; y

tenemos también patrones de agrupamiento segun el origen de los aislamientos.

Tabla 1- Perfil de resistencia fenotipica de los 156 aislamientos de Escherichia coli

uropatogénica

Antimicrobiano Hospitalarios Ambulatorios p aac-(67)-lb-cr qnrB19
(n=36) (%) (n=120) (%) value (n=43) (n=51)
Hospitalarios Ambulatorios vaII)ue Hospitalarios Ambulatorios

FEP 6 (16,7) 6 (5,0) 0,051 6 5
CTX 13(31,1) 17(142) 0,007 10 10
CAZ 9 (25) 11(9,2) 0,027 8 8
ATM 10 (27,8) 13(10,8) 0,024 9 10
FOX 4(11,1) 8(6,7) 0,602 3 3
AMC 20 (55,6) 31(25,8) 0,001 15 14
AM 34 (94,4) 103 (85,8) 0,274 19 18
CF 25 (69,4) 50 (41,7) 0,006 12 15
IMP 0 0 0 0 0
SXT 30 (83,3) 91 (75,8) 0,472 15 20
AK 4(11,1) 5(4,2) 0,246 2 5
CN 12 (33,3) 23(19,2) 0,119 9 11
cIP 27 (75,0 52 (43,3) 0,001 19 24
NA 28 (77,8) 78 (65,0) 0,216 19 23

FEPR, cefepime; CTX, cefotaxime; CAZ, ceftazidima; ATM, aztreonam; FOX, cefoxitina; AM, ampiciling;

[CD) ev-ne |
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CF, cefalotina; IMP, imipenem; AMC, amoxicilina/acido clavulanico;

SXT, trimetroprim/sulfametoxazol; CIP, ciprofloxacina; CN, gentamicina; AK, amikacina.

Discusion

Los autores consideran que el primer reporte ecuatoriano de los genes gqnrB19 y

aac(6)-lb-cr en Escherichia coli uropatogénica resistente a ciprofloxacina se

justifica por varias razones:

Importancia en salud publica: la resistencia a ciprofloxacina en E. coli
uropatogénica es una preocupacion creciente para la salud publica, ya que
limita las opciones terapéuticas para el tratamiento de infecciones del
tracto urinario, que son comunes y pueden tener complicaciones graves.
Contribucioén al conocimiento cientifico: este reporte amplia el conocimiento
sobre la epidemiologia de la resistencia a antimicrobianos en Ecuador,
proporcionando informacion valiosa sobre la presencia y distribucion de
genes de resistencia especificos en la regidn.

Base para futuras investigaciones: la identificacion de estos genes en E. coli
uropatogénica puede servir como base para futuros estudios que exploren
la dinamica de transmision, los mecanismos de resistencia y el desarrollo
de estrategias de intervencién para controlar la propagacion de cepas
resistentes.

Guia para la toma de decisiones clinicas y politicas: los hallazgos pueden
informar a los profesionales de la salud y a los responsables de la
formulacion de politicas sobre la necesidad de monitorear la resistencia a
los antimicrobianos y ajustar las guias de tratamiento y prevencion de

infecciones en funcién de la resistencia local a los antimicrobianos.
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El uso indiscriminado de antibiéticos para el control de infecciones, tanto en
medicina humana como en veterinaria,('59 es un factor que favorece la aparicion
de resistencia a estos medicamentos. Estudios en América Latina vy
particularmente en Ecuador,('”) tanto en areas urbanas como rurales, reportan
perfiles de resistencia mixta para varios grupos de antibiéticos,('89 o que coincide
con los hallazgos de este estudio respecto a los porcentajes de resistencia a las
fluoroquinolonas (FQ), especialmente a la ciprofloxacina, en sectores comunitarios

y hospitalarios.@0)

Es importante destacar que este estudio evidencia resistencia a varias familias de
antibiéticos, como los B-lactamicos, sulfas y aminoglucésidos, indicando que
estos aislamientos portan simultaneamente varios genes de resistencia

plasmidial.

Las fluoroquinolonas son antibiéticos sintéticos que se utilizan ampliamente en
todo el mundo, tanto en la practica clinica para el tratamiento de diversas
infecciones, incluidas las infecciones del tracto urinario (ITU) en seres humanos,@"
como en medicina veterinaria.?? Esto lleva al surgimiento de resistencia a este
grupo de antibioticos, lo cual se reporta en varios estudios en América Latina.(2'23)
En cuanto alos mecanismos deresistencia a las FQ, estos se deben principalmente
a mutaciones en ciertas regiones cromosomicas de las topoisomerasas
(topoisomerasa IV y ADN girasa)®4® Desde 1988, se reportan en varias partes del
mundo los Plasmidos Mediadores de Resistencia a Quinolonas (PMQR),® entre los
que se encuentra el gen gnr, que codifica la proteina Qnr que se une y protege a la

girasay a la topoisomerasa IV de la accién de las quinolonas.

Este estudio demuestra la presencia de genes qnr, principalmente la variante
gnrB19, en aislamientos de Escherichia coli de origen urinario humano, similar a lo

reportado por Armas-Freire et al. en 2015, quienes encontraron porcentajes
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menores de genes tipo qnrB en aislamientos comunitarios en comparacion con los
de origen hospitalario.?® El presente estudio identifica el alelo predominante
(gnrB19) de la variante gnrB en todas las muestras con resistencia a ciprofloxacina,
sin hallar otras variantes de qnrB. La predominancia del gen qnrB respecto a otras
variantes de genes gnr en Ecuador concuerda con lo que se espera, ya que estudios
en otros paises latinoamericanos como Peru y Bolivia también indican una
predominancia de la variante del gen gnrB, tanto a nivel comunitario como

hospitalario.

Esto podria deberse a que estos genes se encuentran en elementos genéticos
moviles que facilitan su diseminaciéon junto con otros genes de resistencia,
otorgando perfiles amplios de resistencia en seres humanos.(©252627) | 3 presencia
de estos genes gnr también se describe en aves de granja.® Palecchi et al. en
20100 reportan la presencia exclusiva del alelo qnrB19 en cepas comensales de
Escherichia coli aisladas de nifios sanos en areas urbanas de Peru y Bolivia, similar
a los presentes hallazgos, sugiriendo que este alelo qnrB19 podria ser prevalente

en la region del Pacifico de los paises de Ecuador, Peru y Bolivia.

En Ecuador, hay escasos estudios centrados en el gen aac(6')-1b y su alelo aac(6')-
Ib-cr, por lo que este estudio es pionero en describir la presencia de este gen, que
confiere resistencia mixta a aminoglucésidos y fluoroquinolonas. Desde su
descubrimiento en 2006,('3 diversos paises como Tunez,?9 China,®9 Italia®V e Iran
(2 reportan la presencia del gen aac(6’)-Ib-cr, con porcentajes inferiores a los
encontrados en el presente estudio. En América Latina, Chile®® reporta 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); Bolivia®¥ reporta el hallazgo del 85,7 % del gen aac(6)-Ib-cr en muestras
ambulatorias, y Argentina reporta la presencia de este gen en el 55,5 % de las

muestras provenientes del Perd, Colombia y Argentina de origen comunitario. Es
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importante resaltar que los resultados de Chile y Bolivia son superiores a los de

nuestro estudio, mientras que Argentina® presenta un porcentaje similar.

Este estudio describe la co-expresion de los genes qnrB19 y aac(6°)-lb-cr en
aislamientos con amplios perfiles de resistencia a fluoroquinolonas vy
aminoglucésidos en muestras ambulatorias, similar a lo que se reporta en Ecuador,
(36) Brasil®738) y Argentina.(? En cuanto a los grupos filogenéticos de Escherichia
coli con perfil fenotipico de resistencia multiple, se encuenytra que los genes
qnrB19 y aac(6’)-lb-cr estan diseminados en los cuatro grupos filogenéticos,
principalmente en el grupo B2, tanto en el medio hospitalario como en el
comunitario. Esto sugiere que las cepas comensales y patogénicas de Escherichia
coli comparten los Plasmidos Mediadores de Resistencia a Quinolonas (PMQR)
junto con determinantes genéticos de virulencia y resistencia, debido a la facil

transmision de estos genes en elementos genéticos méviles.“0

Se recomienda que futuras investigaciones enfocadas en el perfil de resistencia
fenotipica de aislamientos de Escherichia coli uropatogénica consideren la
aplicacién de la neutrosofia para manejar la incertidumbre inherente a estos
estudios. La neutrosofia, como herramienta matematica y filoséfica, permite un
enfoque mas holistico al abordar los aspectos indeterminados y contradictorios de
la informacioén, lo que resulta especialmente util en la interpretacion de datos
complejos y variables. Su aplicacion en el ambito de la resistencia a los
antibiéticos podria proporcionar una comprension mas profunda y matizada de los
patrones de resistencia, facilitando asi el disefio de estrategias mas efectivas para
combatir las infecciones bacterianas. Esta metodologia ya demuestra su utilidad
en otros campos de investigacion, como se evidencia en estudios recientes,*!4243)
y su incorporacion en el estudio de la resistencia a los antibiéticos podria ser

igualmente provechosa.
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Conclusiones

La diseminacién de determinantes de resistencia a quinolonas mediada por
plasmidos, como los genes qnr y aac(6’)-Ib-cr, se ha asociado con el aumento
mundial de las tasas de resistencia a fluoroquinolonas en aislados clinicos de
Enterobacteriaceae, principalmente 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
diseminacion entre enterobacterias, ya que al encontrarse en elementos genéticos
moviles pueden facilmente compartirse varios genes de resistencia y virulencia

entre bacterias comensales y patdgenas.

Este estudio explica la causa genéticas de resistencia a fluoroquinolonas,
especialmente a ciprofloxacina, que es muy utilizada en ambientes hospitalarios y
comunitarios, por lo que nos alerta a continuar con investigaciones que nos ayude
a conocer mejor el perfil real de resistencia fenotipica y genotipica a farmacos
antibiéticos, entendiendo y conociendo genes que causan mayor resistencia a
antibiéticos 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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