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RESUMEN

Introduccion: Escherichia coli uropatégena (UPEC) es el principal agente etioldgico implicado en
infecciones del tracto urinario tanto en el ambito comunitario como hospitalario. Su capacidad para
adquirir y diseminar genes de resistencia antimicrobiana ha favorecido el incremento de cepas de tipo
multirresistentes. Su circulacion fuera del entorno hospitalario representa un desafio creciente para el

tratamiento empirico y seguridad del paciente.

Materiales y métodos: Se realizd un estudio de tipo observacional, descriptivo y transversal, se
recolectaron 200 cepas de Escherichia coli uropatéogena almacenadas de laboratorios clinicos
privados de tipo LAC-2 de las ciudades de Quito e Ibarra durante el periodo 2023-2024. El perfil de
susceptibilidad se determind por el método de difusion en disco: Kirby-Bauer, siguiendo criterios del
CLSI M100:2025. La caracterizacion genotipica se efectu6 por extraccion de ADN y PCR
convencional para la deteccion de genes de resistencia a betalactdmicos, fluoroquinolonas,

fosfonicos, nitrofuranos y carbapenémicos.

Resultados: El andlisis genotipico evidencié una alta prevalencia de genes de P-lactamasas,
principalmente blaTEM, lo que explica la resistencia a penicilinas y combinaciones con inhibidores.
Los genes asociados a resistencia a fluoroquinolonas y fosfomicina se detectaron en menor
proporcion. Se analizé la presencia de los genes de carbapenemasas, se mostraron fenotipicamente
sensibles pero con resistencias para IMP y OXA, con estos resultados se evidenci6 la circulacion
silenciosa de ciertos mecanismos de resistencia. La deteccion de genes en cepas fenotipicamente

sensibles sugiere una expresion variable y la participacion de mecanismos adicionales.

Conclusiones y recomendaciones: Se logr6 caracterizar molecularmente los genes de resistencia, se
observd una elevada frecuencia de genes de B-lactamasas, lo que evidencia un riesgo de resistencias
clinicas elevadas en pacientes ambulatorios. Se recomienda la utilidad del analisis genotipico en la
vigilancia comunitaria, promover el uso racional de los antibidticos cumpliendo el esquema

establecido por el profesional y continuar con estudios que ayuden a la caracterizacion molecular.

Palabras clave: Escherichia coli uropatogena, resistencia antimicrobiana, perfil de susceptibilidad,

PCR, genotipificacion, antibiograma.
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ABSTRACT

Introduction: Uropathogenic Escherichia coli (UPEC) is the main etiological agent involved in
urinary tract infections in both community and hospital settings. Its ability to acquire and disseminate
antimicrobial resistance genes has contributed to the increase of multidrug-resistant strains. Its
circulation outside the hospital environment represents a growing challenge for empirical treatment

and patient safety.

Materials and methods: An observational, descriptive, and cross-sectional study was conducted in
which 200 stored uropathogenic Escherichia coli strains were collected from private LAC-2 clinical
laboratories in the cities of Quito and Ibarra during the 2023-2024 period. Antimicrobial
susceptibility was determined using the disk diffusion method (Kirby—Bauer), following CLSI
M100:2025 criteria. Genotypic characterization was performed through DNA extraction and
conventional PCR to detect resistance genes to beta-lactams, fluoroquinolones, phosphonates,

nitrofurans, and carbapenems.

Results: Genotypic analysis revealed a high prevalence of B-lactamase genes, mainly blaTEM,
which explains resistance to penicillins and B-lactam/B-lactamase inhibitor combinations. Genes
associated with resistance to fluoroquinolones and fosfomycin were detected at lower frequencies.
The presence of carbapenemase genes was analyzed, showing phenotypically susceptible isolates but
with resistance genes such as IMP and OXA, evidencing the silent circulation of certain resistance
mechanisms. The detection of resistance genes in phenotypically susceptible strains suggests variable

gene expression and the involvement of additional mechanisms.

Conclusions and recommendations: Molecular characterization of resistance genes was
successfully achieved, revealing a high frequency of B-lactamase genes, which indicates a potential
risk of elevated clinical resistance in ambulatory patients. The use of genotypic analysis is
recommended for community-level surveillance, along with promoting rational antibiotic use in
accordance with professional treatment guidelines and continuing studies that contribute to molecular

characterization.

Keywords: uropathogenic Escherichia coli , antimicrobial resistance, susceptibility profile, PCR,

genotyping, antibiogram.
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CAPITULO I
1.1. Introduccion

Escherichia coli uropatogena (UPEC) es una bacteria Gram negativa perteneciente a la familia de
las enterobacterias, corresponde a una variante que se asocia a infecciones de tracto urinario. Dicha
bacteria ha adquirido una serie de factores de virulencia que le permiten evadir los mecanismos de
inmunidad del huésped, ademas es capaz de crear biopeliculas que facilitan el intercambio entre los

factores de virulencia y los genes de resistencia entre las bacterias (Kot, 2019).

En el estudio realizado se caracteriz6 los genes de resistencia en cepas obtenidas de Laboratorios
Clinicos privados de tipo LAC-2 el cual presenta caracteristicas del laboratorio tipo (LAC-1)
sumando 4reas como: inmunoquimica, inmunologia y microbiologia de mediana complejidad
(Ministerio de Salud Publica del Ecuador, 2022), tanto en la ciudad de Quito como en la ciudad de
Ibarra, es asi que se determino la frecuencia de estos genes para asi poder comprender su prevalencia,
mas alld del ambito hospitalario. Es asi como se investigd la presencia de los genes resistentes a
farmacos: betalactamicos, fluoroquinolonas, fosfoénicos y nitrofuranos; en cepas aisladas de
Escherichia coli uropatogénicas mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

convencional (Whelan et al., 2023).

En Ecuador los genes mas implicados en la resistencia a los betalactamicos son: TEM y CTX-M que
codifican para enzimas B-lactamasas y son capaces de inactivar antibidticos como penicilinas y
cefalosporinas que poseen anillos beta-lactdmicos en su estructura (Carcausto-Huamani &
Rodriguez-Hurtado, 2022). Es asi como el gen TEM es capaz de hidrolizar a penicilinas, de modo
que cuando la cepa contiene dicho gen descompone las moléculas del antibidtico antes de que tenga
un efecto bactericida. En cambio, el gen CTX-M hidroliza a las cefalosporinas (Ortega Ortega, 2017).

Asimismo, se indagé la resistencia a la fosfomicina, misma que pertenece a la familia de los



antibioticos fosfonicos y presenta una alta efectividad contra microorganismos multirresistentes. Su
accion se basa en inhibir la enzima UDP-N-acetilglucosamina 3-O-enolpiruvil transferasa (MurA),
lo que bloquea la sintesis de la pared celular bacteriana. Ademas, reduce la adherencia bacteriana al
uroepitelio, lo que la hace especialmente eficaz en el tratamiento de infecciones urinarias no
complicadas. Sin embargo, en casos de resistencia contra la fosfomicina esta estard mediada por el
gen FosA, el cual va a inactivar el antibidtico complicando el tratamiento (Galindo-Méndez et al.,

2022).

Adicionalmente, se estudio el antibidtico de la nitrofurantoina, perteneciente a la familia de los
nitrofuranos que actia bloqueando la sintesis proteica en el ribosoma bacteriano, de modo que
inactiva la produccion de enzimas y proteinas esenciales para la supervivencia de reproduccion de la
bacteria. En casos de resistencia los genes presentes asociados son nfsA y nfsB que van a codificar
enzimas que metabolizan el antibidtico y disminuyen su efectividad (Kot, 2019). Finalmente, las
fluoroquinolonas inhiben el ADN girasa y la topoisomerasa IV, bloqueando la replicacion y
transcripcion del ADN bacteriano, lo que resulta en la muerte de la célula bacteriana, los genes
implicados en el desarrollo de resistencia a ciprofloxacina son: qnrA, qnrB, qnrC en ciprofloxacina

(Kot, 2019).

El presente documento se encuentra organizado en cinco capitulos. En el capitulo I se describe el
origen de Escherichia coli uropatdgena, su implicacion en las infecciones del tracto urinario y la
importancia de estudiar la frecuencia de genes de resistencia antimicrobiana en el &mbito comunitario,
asi como la justificacion, objetivos y alcances del estudio. El capitulo II presenta el marco tedrico,
que incluye informacion epidemioldgica a nivel mundial, regional y nacional, ademas de los métodos
diagnosticos, el uso racional de antibidticos y los principales mecanismos de resistencia bacteriana

asociados al fracaso terapéutico. En el capitulo III se desarrolla la metodologia empleada, detallando



el disefio del estudio, los criterios de inclusion y exclusion, asi como las fases necesarias para su
ejecucion. A continuacion, en el capitulo IV se expone los resultados obtenidos, considerando el perfil
de susceptibilidad antimicrobiana y la frecuencia de los genes de resistencia identificados, se realiza
un andlisis considerando el panorama y la bibliografia hasta el momento y se discuten los datos
obtenidos. Finalmente, en el capitulo V se integran las conclusiones y recomendaciones derivadas del
estudio, orientadas a fortalecer futuras investigaciones y la vigilancia de la resistencia antimicrobiana

en la comunidad.

1.2. Justificacion

Dentro del tema investigado se ha visto que las resistencias antibioticas han incrementado en los
ultimos afios alrededor del mundo, lo cual se relaciona con las inadecuadas terapias prescritas sin
antes realizar las pruebas de susceptibilidad, haciendo que el médico opte por antibidticos de amplio
espectro. Por tal motivo, se decidid estudiar a los genes resistencia en Escherichia coli uropatogena
en Laboratorios Clinicos privados tipo LAC-2, ya que se ha visto que el tratamiento antibidtico para
las infecciones del tracto urinario esta fallando, debido a que no se sigue un esquema adecuado (Kot,
2019). Ademas, se ha observado que las resistencias en su mayoria estan relacionadas con casos

hospitalarios, por lo que surge la necesidad de exponer los datos que se reflejaron en la comunidad.

Siendo asi un estudio que se llevo a cabo por su viabilidad al obtener contactado con el “Laboratorio
Clinico Ibarra’’ de la ciudad de Ibarra y con el Laboratorio Clinico “Diserlab” de la ciudad de Quito,
los cuales facilitaron las cepas de Escherichia coli uropatdgena de pacientes ambulatorios necesarios
para el estudio. Se consider6 a estos dos laboratorios de caracter privado, ya que en ellos se ha
observado una alta frecuencia en la recepcion de muestras destinadas a cultivos. Los costos de

reactivos y equipos fueron funcionales para los investigadores. Asi a continuacion se proporcionan



datos actualizados para el area de salud, considerando que no existen estudios recientes destinados a

este tipo de poblacion.

1.3. Planteamiento del problema

En la actualidad, se ha observado un incremento de las infecciones del tracto urinario (ITU) a nivel
mundial, mismas que empiezan con una contaminacion periuretral que de no ser tratadas a tiempo,
pueden colonizar el tracto urinario hasta convertirse en bacteriemias que comprometen la vida del
paciente. En casos graves, las ITU pueden ser mortales debido a su rapida evolucion (Kot, 2019). Las
ITU se caracterizan por la presencia de bacterias en el sistema genitourinario, siendo el
microorganismo predominante Escherichia coli uropatdégena (UPEC) (Mancuso et al., 2023). Esta
variante estd asociada especificamente con infecciones del tracto urinario, siendo responsable del 75
% de las ITU no complicadas y del 65 % de las ITU complicadas (Carcausto-Huamani & Rodriguez-
Hurtado, 2022). Ademas, Escherichia coli es la causa del 80% de las infecciones comunitarias y del
30 % al 50 % de las infecciones nosocomiales (Kot, 2019). Para contrarrestar este tipo de infecciones
se emplean antibioticos, que pueden clasificarse en bacteriostaticos o bactericidas (Pascual, Parra, &
Concha, 2022). No obstante, el empleo incorrecto por terapias empiricas ha fomentado la aparicion
de resistencia extrinseca, lo cual se ha observado a nivel hospitalario (Bunduki et al., 2021). Sin
embargo, el reporte de genes de resistencia a nivel comunitario no ofrece un panorama ni

actualizaciones claras.

Ademas, las bacterias pueden intercambiar genes de resistencia mediante transferencia horizontal de
genes, un proceso que incluye tres vias principales: conjugacion, transformacion y transduccion.
Dichos mecanismos facilitan la diseminacion de la resistencia, complicando las infecciones y su
tratamiento (Camacho Silvas, 2023). Es por ello que nos hemos planteado la siguiente pregunta:;Cual

es la prevalencia de los genes de resistencia encontradas en cepas de Escherichia coli uropatogena
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obtenidas de Laboratorios Clinicos privados tipo LAC-2 de dos ciudades del Ecuador en el periodo

2023 —2024?

1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo general

Caracterizar molecularmente genes de resistencia de Escherichia coli uropatdogena en cepas
almacenadas de Laboratorios Clinicos privados tipo LAC-2 en dos ciudades del Ecuador en el periodo

2023-2024.

1.4.2. Objetivo especifico

e Determinar fenotipicamente las cepas de Escherichia coli aisladas de muestras uropatogenas
en conjunto con su perfil de susceptibilidad a diferentes antimicrobianos.

e Identificar la presencia de los genes resistentes a firmacos: betalactdmicos, fluoroquinolonas,
fosfonicos y nitrofuranos a en cepas aisladas de Escherichia coli mediante la técnica de
reaccion en cadena de polimerasa convencional.

e Correlacionar el perfil de susceptibilidad y la presencia de los genes de resistencia en cepas

de Escherichia coli uropatdégena de laboratorios tipo LAC-2 en Quito e Ibarra.

1.4.3. Limitaciones del estudio

El alcance de la investigacion se limitd a la determinacion del perfil de resistencia en cepas
bacterianas, previamente aisladas e identificadas fenotipica y genotipicamente como Escherichia coli
uropatdgena. Los resultados obtenidos corresponden a las muestras analizadas bajo los protocolos y
condiciones establecidos en el estudio; por tanto, no deben considerarse representativos de otras
poblaciones. Sin embargo, la informacion presentada en este estudio constituye un aporte relevante

para futuras investigaciones.



CAPITULO II
2.1. Antecedentes

De acuerdo con informacion global sobre resistencias antimicrobianas, Escherichia coli se reconoce
como el principal patdogeno causante de infecciones del tracto urinario (ITU). En 2019 se estimaron
404 millones de casos de ITU en todo el mundo, lo que representa un aumento frente a los 274
millones reportados en 2017 y se calcula que mas del 50% de las mujeres tendra al menos un episodio
en su vida. Este incremento coincide con el uso elevado de antimicrobianos y la diseminacion de
cepas resistentes. En respuesta, la Organizacion Mundial de la Salud implement6 el Proyecto
Tricycle, una estrategia de vigilancia integrada bajo el enfoque One Health, que utiliza a Escherichia
coli productora de betalactamasas de espectro extendido (BLEE) como bacteria indicadora en
humanos, animales y el ambiente. Los resultados iniciales han evidenciado resistencias a
cefalosporinas de tercera generacion superiores al 40% en varias regiones de Africa y Asia,
confirmando que la diseminacion de Escherichia coli uropatdogena multirresistente no es un
fenomeno limitado al &mbito hospitalario, sino una amenaza comunitaria y global, con transmision
intersectorial que refuerza la urgencia de una vigilancia comparativa e intervenciones conjuntas

(World Health Organization, 2022).

A su vez, a nivel regional un estudio realizado en seis paises de Latinoamérica (México, Argentina,
Colombia, Peru, Brasil y Paraguay) donde se analizaron 143 aislados y se logr6 identificar que el
32,2% presentaba el gen bla CTX-M-15 (Caballero et al., 2025). Ademas, un estudio realizado en
Perti encontré que el gen qnrB estaba presente en el 47,74% en las cepas de Escherichia coli

uropatogena, mientras que el gen qnrA en el 2,58 % (Whelan et al., 2023).



Finalmente, en el Ecuador en un estudio realizado en Quito en 2017 con pacientes ambulatorios, se
encontraron los siguientes genes: CTX-M en un 97 %, TEM en un 28,89 %, SHV en un 2,22 % y no
se detectd la presencia de OXA (Ortega Ortega, 2017). Mas adelante en el 2019 se realiz6 un estudio
en muestras del Hospital Carlos Andrade Marin, con los siguientes genes prevalentes TEM-10
(26,3%), CTX-M (30,9%) y SHV-5 (33,6%) (Beltran, 2019). Para la fosfomicina, se ha demostrado
resistencia del 10,9% (38/350) y como productores del gen fosA3 se encontraron 14 cepas y 9 cepas
de fosAl. Ademads, de una fuerte asociacion entre genes fos y bla CTX-M (Galindo-Méndez et al.,
2022). En el caso de la familia de los nitrofuranos los estudios realizados en Ecuador en el afio 2017
indican que existia una resistencia del 7,5% a este farmaco, mientras que en el caso de la

ciprofloxacina su resistencia era del 32,5% (Guaman, 2017).

2.2. Marco Teorico

El género de Eschericia coli fue aislado e identificado por primera vez en 1884 por Theodore
Escherich, el cual encontr6 esta bacteria en heces de recién nacidos y en nifios. Escherich decidid
llamarla “Bacterium coli commune”. Sin embargo, en 1919 Castellani y Chalmers en honor a
Escherich decidieron cambiar el nombre a “Escherichia coli ”. Desde 1950, se han registrado nuevas

cepas patdgenas de esta bacteria, las cuales causan diversas patologias graves (Ezziyyani et al., 2024).

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo, el cual va a estar presente en la flora intestinal normal.
Sin embargo, se ha visto que puede llegar a causar enfermedades tanto intestinales como
extraintestinales en el ser humano. Al ser comun en el tracto gastrointestinal carece de virulencia en
esta zona, pero se ha visto que cuando se encuentra fuera del tracto intestinal puede causar diferentes
patologias entre ellas se encuentran las infecciones de tracto urinario, bacteriemia, neumonia, entre

otras (Mueller & Tainter, 2023).



La enfermedad intestinal va a estar causada por uno de los cinco subtipos que existen que son: E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enteropatégena (EPEC), E. coli
productora de toxina Shiga o enterohemorragica (STEC/EHEC) y E coli enteroagregativa (EAEC).
Mientras que, la enfermedad extraintestinal se debe al desplazamiento de esta bacteria a otras partes
del cuerpo, siendo el tracto urinario el mas comun, en donde las bacterias van a ascender por la uretra,
causando infecciones urinarias mayormente en las mujeres debido a la proximidad de la uretra

(Mueller & Tainter, 2023).

Se ha visto que las infecciones del tracto urinario (ITU) son comunes a nivel ambulatorio, con una
incidencia de alrededor del 50 al 60% en mujeres adultas, siendo la Escherichia coli uropatogena
(UPEC) el agente patdgeno mas comun en este tipo de infecciones, tanto en ITU complicadas y no
complicadas. Ademas, se ha visto que estas cepas presentan una gran variedad en cuanto al contenido

genético, islas de patogenicidad, factores de virulencia y de islas genomicas (Lin et al., 2021).

2.2.1. Caracteristicas fenotipicas y genotipicas

Escherichia coli pertenece a la familia de las Enterobacteria, la cual se caracteriza por ser un bacilo
Gram negativo, que mide alrededor de 2 a 3 um de largo y 5 um de ancho. Es anaerobio facultativo,
no formador de esporas. Crece a temperaturas entre los 7° C y los 50°C, siendo los 37°C su
temperatura Optima para su crecimiento. Puede sobrevivir a ambientes tanto 4dcidos y con una baja

reactividad de agua (Ezziyyani et al., 2024).

2.2.2. Pruebas diagnosticas de laboratorio
a. Cultivo
Las cepas de Escherichia coli uropatdogena tienen un crecimiento 6ptimo a 37°C durante 24 a 48

horas. Para su crecimiento se usan medios selectivos y especificos, siendo un medio clasico el agar



MacConkey ya que contiene lactosa en donde se va a poder ver las colonias de un color rosado o
también se puede usar el medio EMB en donde sus colonias se caracterizan por tener un brillo

metalico verde (Dannessa, 2022).

b. Medios de cultivo
Dentro de los medios de cultivo se destacan dos que son de ayuda para la identificacion de
Escherichia coli , ya que aporta con caracteristicas especificas de la bacteria. Uno de ellos es el agar
MacConkey, el cual es un medio de cultivo selectivo y diferencial, ya que al tener sales biliares y
cristal violeta va a provocar que se inhiba el crecimiento de las bacterias Gram positivas. Por otro
lado, posee lactosa como tnico carbohidrato, por lo que sirve para el aislamiento y diferenciacion de
los fermentadores de lactosa los cuales se reflejard en el agar de un color rosado o rojo, de los no

fermentadores de lactosa, los cuales producen colonias incoloras.

También se encuentra el agar EMB el cual también es utilizado para el aislamiento y la diferenciacion
de las bacterias fermentadoras de lactosa de las que no fermentan. Tiene componentes como la eosina
y el azul de metileno los cuales inhiben el crecimiento de las bacterias grampositivas. En el caso de
Escherichia coli se va a poder ver la presencia de colonias oscuras de un color azul negruzco y con

un brillo metalico de color verde (Dannessa, 2022).

c. Pruebas bioquimicas

Dentro de las pruebas bioquimicas que se usan para poder identificar a Escherichia coli se encuentra
la del TSI la cual tiene un fondo y bisel 4cido dando un color amarillo en todo el tubo indicando que
se trata de Escherichia coli , también otras pruebas que nos indican que se trata de esta bacteria es la
oxidasa la cual va a ser negativa, la prueba del indol positiva, al igual que la prueba de la lisina

(Dannessa, 2022).



2.2.3. Antibioticos

a. Betalactamicos

Familia de antibidticos usada para tratamiento de infecciones bacterianas, caracterizados por
presentar un anillo B-lactdmico en su estructura al cual se atribuye su actividad, su mecanismo de
accion funciona al inhibir a las proteinas de unidn a la penicilina (PBP), involucrados en la sintesis
de la pared bacteriana, por ende, se interrumpe el proceso de transpeptidacion terminal lo que provoca
la pérdida de viabilidad y lisis, desencadenando procesos autoliticos en la célula bacteriana (Pandey

& Cascella, 2023).

b. Nitrofuranos

Los nitrofuranos corresponden a una familia de fArmacos de tipo bacteriostaticos y en altas dosis
llegan a ser de tipo bactericidas, el farmaco usado para las infecciones del tracto urinario es la
Nitrofurantoina, su mecanismo de accion depende de la reduccidon enzimatica dada dentro de la célula
y en infecciones del tracto urinario dadas por Escherichia coli las enzimas nitroreductasas de tipo I:
NsfA y NsfB se encargan de catalizar la reduccion de la fraccion Nitro generando intermediarios
altamente reactivos, estos actiian como electrofilos atacando estructuras celulares (Le & Rakonjac,

2021).

c. Fluoroquinolonas

Familia de farmacos derivados de quinolonas, presentan actividad bactericida al inhibir la actividad
de Topoisomerasa IV, Topoisomerasa II, ADN girasa, esta tltima encargada del superenrollamiento,
necesario para la replicacion y transcripcion. De modo que se interrumpe la replicacion, lo que genera

roturas en la doble cadena de ADN de la célula bacteriana (Yan & Bryant, 2023).
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d. Fosfonicos

La familia de fosfonicos son antibidticos derivados del acido fosfonico, caracterizados por la
presencia de grupo fosfonato en su estructura. Siendo asi, su mayor representante la fosfomicina, un
antibidtico de amplio espectro usado en infecciones del tracto urinario. Misma que actua al inhibir la
enzima murA que cataliza la sintesis del peptidoglicano incorporando fosfoenolpiruvato (PEP) al
UDP-N-acetilglucosamina, por ende la sintesis de precursores de la pared celular se interrumpe, de

modo que se debilita provocando lisis osmotica y muerte bacteriana (Plata, 2017).

2.2.4. Métodos de susceptibilidad antimicrobiana

Dentro de los métodos de susceptibilidad antimicrobiana se encuentra la prueba de difusion de disco,
el cual se basa en colocar diferentes discos que contienen el antibiotico en un agar que previamente

fue inoculado con una suspension bacteriana (Gajic et al., 2022).

El antibidtico que se coloco se va a ir difundiendo hacia afuera a través del agar lo que va a producir
un gradiente de concentracion. Al cabo de 24 horas a una temperatura de incubacion de 37°C se va a
poder ver las zonas de inhibicion. Los didmetros de cada disco se los puede medir con el uso de una
regla o con un sistema automatizado. Los resultados obtenidos se los debe interpretar con el punto

de corte establecido por el estandar usado, como puede ser el CLSI (Gajic et al., 2022).

Una de las técnicas de difusion de disco mas usadas es la de Kirby Bauer, la cual es la recomendada
por la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS). En esta técnica se usa una suspension de 0,5
McFarland las cuales van a ser inoculadas en el agar Miiller Hinton, en donde se van a colocar los
discos, la placa se incuba de 35°C a 37°C durante 24 horas, La zona de inhibicién se la va a medir

con un calibrado deslizante o una regla (Salam et al., 2023).

11



2.2.5. Genotipificacion

La genotipificacion es la determinacion de la composicion genética especifica mediante el analisis
del ADN y por el cual se identifican las variaciones genéticas como mutaciones puntuales,
polimorfismos o alelos especificos. Lo que permite realizar estudios de herencia, evaluar respuesta a
farmacos y caracterizacion de microorganismos. En sus inicios el genotipo se inferia mediante
fenotipos observables, con los guisantes de Mendel, méas adelante en el siglo XX se integro la
tipificacion de tejidos con los antigenos HLA. En 1986 Kary Mullis desarrolld un método que
sustituia el método de Sanger y los polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP),
que aunque eran técnicas acertadas, exigian cantidades elevadas de ADN, asi como costos y el tiempo
no eran funcionales, es asi que se introduce la Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR) (Kockum,

Huang, & Stridh, 2023).

Dicha técnica que permite la amplificacion de &cidos nucleicos usando una polimerasa termoestable
aislada de Thermus aquaticus, empieza con extraccion del acido nucleico, existen diferentes técnicas
para ello, posteriormente se dan tres fases. Primero, la desnaturalizacion, en esta etapa el ADN se
calienta a 95°C con el objetivo de romper los enlaces de hidrogeno, transformando las hebras
bicatenarias en monocatenarias. Posterior, en la hibridacion la temperatura baja a 55°C - 72°C, la
temperatura adecuada depende de los cebadores a eleccion. Lo cual permite que los primers o
cebadores se unan a las secuencias complementarias emparejando su extremo 3’ con la cadena molde.
Lo que dara inicio a la sintesis. Finalmente, en la fase de extension la temperatura aumenta de 75°C
- 80°C, para la polimerasa termoestable misma que genera hebras complementarias, copias generadas
por un termociclador que ayuda en la regulacion de temperatura. Finalmente, el producto se analiza

por electroforesis en gel de agarosa (Khehra, Padda, & Zubair, 2025).
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2.2.6. Mecanismos de Resistencia

Escherichia coli uropatdogena (UPEC) combina multiples mecanismos para resistir a los antibidticos,
lo que le permite causar infecciones urinarias recurrentes y complicadas. Uno de ellos es la
modificacion del blanco, en la que la bacteria altera la estructura o el sitio de union del farmaco. Por
ejemplo, las fluoroquinolonas presentan mutaciones en los genes gyrA y parC, que modifican la ADN
girasa y la topoisomerasa IV, mientras que la resistencia a la fosfomicina se relaciona con alteraciones
en la enzima MurA, impidiendo que el antibidtico inhiba la sintesis de la pared (Mattioni, Hrabak &

Bitar, 2023).

Otro mecanismo es la inactivacion enzimatica de antibioticos. En los B-lactamicos, las B-lactamasas,
como CTX-M, TEM y SHV, hidrolizan el anillo B-lactimico provocando pérdida de eficacia de
penicilinas y cefalosporinas. UPEC también puede desarrollar reduccion de permeabilidad, mediante
mutaciones en genes que codifican porinas (OmpF, OmpC), disminuyendo la entrada de antibidticos
y bombas de eflujo sistemas multirresistentes que expulsan activamente los farmacos, afectando

multiples clases de antibidticos (Nasrollahian, Graham & Halaji, 2024).

Ademas, las UPEC forman biofilms, comunidades bacterianas protegidas en una matriz de
polisacéridos, proteinas y ADN extracelular. Se adhieren a las células epiteliales de la vejiga mediante
fimbriae tipo 1 y P-fimbriae, lo que les permite resistir la accion del sistema inmune y la penetracion

de antibidticos, favoreciendo infecciones persistentes y recurrentes (Mahale, 2025).

Finalmente, la transferencia horizontal de genes acelera la adquisicion de resistencia. Los plasmidos,
moléculas de ADN extracromosodmico, pueden portar multiples genes como CTX-M, TEM, SHV o
qnr. Los transposones son secuencias moviles que saltan entre cromosomas o plasmidos, acumulando
genes de resistencia, mientras que los integrones capturan y expresan genes en cassettes genéticos.

Estos mecanismos permiten que UPEC adquiera y disemine resistencia a multiples antibidticos de
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manera rapida y eficiente, complicando el tratamiento de las infecciones urinarias (Nasrollahian,

Graham & Halaji, 2024).

2.2.7. Genes de resistencia
La patogenicidad de Escherichia coli uropatogena se ve asociada con ciertos genes de virulencia, en
donde se ha visto que hay un incremento en la diseminacion de genes de resistencia a antibioticos

(Jahandeh et al., 2015).

Entre ellos se encuentran los betalactamicos, un grupo de antibioticos muy amplio ya que incluyen a
penicilinas y cefalosporinas. La resistencia a las B- lactamasas se da principalmente por la produccion
de la enzima de B-lactamasa, la cual escinde el anillo betalactamico provocando que estos no sean
eficaces. Los genes de B- lactamasa mas importantes son los CTX-M, TEM y SHV, los cuales son
los responsables de la produccion de betalactamasas de espectro extendido (BLEE). Los genes TEM
provocan la hidrdlisis de las penicilinas y cefalosporinas de primera generacion, en cambio, los genes

CTX-M se encargan de hidrolizar a la cefotaxima (Whelan et al., 2023).

Otro antibiotico usado para tratar las infecciones urinarias es la nitrofurantoina, sin embargo, se ha
visto que pueden tener resistencia a este farmaco debido a una mutacion de delecion e inserciones en
los genes nfsA y nfsB y también puede ser mediada por plasmidos. La resistencia a un alto nivel de
este antibiotico es provocada por la inactivacion del nsfA en conjunto con el gen oxqA (Whelan et

al., 2023).

Igualmente, importante, se encuentra la fosfomicina que al igual que la nitrofurantoina su frecuencia
de resistencia todavia sigue siendo baja. La fosfomicina actia como un inhibidor de la UDP-N-

acetilglucosamina-enolpiruviltransferasa (MurA) el cual ayuda con la sintesis del peptidoglucano en

Escherichia coli (Whelan et al., 2023).

14



Existen una serie de mataloenzimas que han sido codificadas por plasmidos, se trata de los genes fos,
los cuales permite que exista una resistencia a la fosfomicina ya que modifican al antibidtico a una
forma inactiva y el que se ha encontrada mas cominmente asociado con Escherichia coli es el gen

fosA3 (Whelan et al., 2023).

Las fluoroquinolonas como la ciprofloxacina también se usan para tratar infecciones urinarias
teniendo una alta eficacia tanto como bacterias Gram positivas como para Gram negativas. Estos
antibioticos van a prevenir la sintesis del ADN bacteriano ya que se encarga de inhibir la ADN girasa,
la cual esta compuesta por dos subunidades que son la GryA y la GryB y a la topoisomerasa IV que

esta compuesta por dos subunidades parC y dos subunidades parE (Whelan et al., 2023).

Puede haber resistencia a este farmaco cuando hay una mutacién cromosomica en la subunidad GryA
o también su resistencia depende de la capacidad que tiene la bacteria para poder disminuir la
acumulacion del farmaco por eflujo en donde se ha visto genes especificos de la bomba de eflujo
como lo son el gepA y el ogxAB y también estan los genes de resistencia a las quinolonas mediados

por plasmidos como son el gen qnrA, qnrB, qnrC, qnrS, entre otros (Whelan et al., 2023).

Tabla 1
Genes de resistencia asociados a Eschericia coli uropatogena

Medicamento Gen de resistencia
Betalactamico CTX-M, TEM
Nitrofuranos nfsA, nfsB
Fluoroquinolonas qnrA, qnrB
Fosfomicina fosA3

Nota. Fuente: Autoria propia
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2.3. Marco conceptual

e Agar: Polisacarido gelificante derivado de algas rojas, usado como agente solidificante en
medios de cultivos microbiologicos, usado como soporte fisico para el crecimiento de
bacterias y hongos (Lagier et al, 2015).

e Antibiograma: Se trata de una prueba microbiologica la cual va a ayudar a determinar la
sensibilidad o resistencia del microorganismo frente a un farmaco (Universidad de Navarra,
2025).

e Antibidtico: Se conoce como antibiodtico a aquella sustancia que se usa para poder inhibir el
crecimiento y desarrollo de los microorganismos o a su vez pueden llegar a causar su muerte
(Vinmec, 2025).

e Cebador: Fragmento corto de ADN el cual se va a estar uniendo al ADN de la muestra,
generando asi millones de copias (National Human Genome Research Institute, 2025).

e Cepa: subconjunto de una especie bacteriana, que ha sido aislada y controlada bajo
condiciones controladas para aplicaciones clinicas (Lagier et al, 2015).

e Gen: Unidad de informacién hereditaria que ocupa una posicion definida (locus) en un
cromosoma, se forma por una secuencia especifica de acido desoxirribonucleico (Bohorquez,
2024).

e Kirby Bauer: Técnica de laboratorio usada para evaluar susceptibilidad de bacterias a
antibioticos, la difusion radial crea un gradiente de concentracion cuyo radio esta relacionado
con la susceptibilidad, también conocida como prueba de difusion en disco (Schiller et al.,

2022).
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e PCR: M¢étodo de laboratorio el cual permite amplificar el ADN de una muestra, obteniendo
asi varias copias de este, permitiendo que se lo pueda detectar (Instituto Nacional del Céncer,
2025).

e Uropatogena: término usado para designar a bacterias que son capaces de colonizar y

provocar infecciones en el tracto urinario (Flores-Mireles et al., 2015).
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CAPITULO III

3.1. Marco Metodologico

3.1.1 Tipo de estudio

El proyecto de investigacion fue de tipo observacional lo que implica que no hubo intervencion de
las investigadoras sobre las variables. Descriptivo transversal, ya que se analizd la frecuencia de los
genes de resistencia en las diferentes cepas y se identifico cudl es el mas predominante; y transversal
debido a que se trabaj6 en un periodo de tiempo y espacio delimitados, lo que permitio6 recopilar datos
de los genes de resistencia en cepas de Escherichia coli uropatdgena en el periodo del 2023-2024.
3.1.2 Tipo de muestreo

El estudio se realizd en la ciudad de Quito, en el laboratorio de investigacion de la carrera de
Laboratorio Clinico de la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador. Para esta investigacion se
empled un muestreo no probabilistico por conveniencia, de forma no aleatoria, siguiendo criterios de

accesibilidad, disponibilidad y conveniencia de las investigadoras.

3.1.3 Tamaiio de la muestra
El tamafio de la muestra conformo un total de 200 cepas de género de Escherichia coli uropatogena,
distribuidas equitativamente en 100 cepas de cada laboratorio de la ciudad de Quito e Ibarra

respectivamente.

3.1.4 Criterios de inclusion
Los criterios de inclusion acoplaron: cepas que sean identificadas como Escherichia coli
uropatdgenas, que sean viables, recolectadas dentro del periodo establecido 2023-2024 y con

procedencia clara.
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3.1.5 Criterios de exclusion

Los criterios de exclusion se enfocaron en rechazar aquellas cepas que se encontraban contaminadas,
es decir han sido alteradas por la presencia de microorganismos no deseados como otros tipos de
bacterias, hongos o levaduras. Por otro lado, se rechazaron aquellas muestras que no fueron
recolectadas dentro del periodo establecido, es decir 2023 — 2024 y que fueran de otros laboratorios

diferentes a los mencionados en el estudio.

3.2 Fases Metodologicas

Este estudio se estructurd en cinco fases. La fase 1 incluyo6 la realizacion de las gestiones y solicitudes
necesarias para el inicio del proyecto. A continuacion, en la fase 2 se llevo a cabo el proceso de
obtencion de las cepas provenientes de dos laboratorios clinicos privados. La fase 3 comprendio la
etapa experimental, que incluy6 el aislamiento bacteriano, la identificacién de las cepas y la
determinacion de su perfil de susceptibilidad antimicrobiana. En la fase 4 se realizd el analisis
genotipico de las muestras viables mediante técnicas de PCR, con el fin de detectar la presencia o
ausencia de los genes de interés. Finalmente, la fase 5 consistio en la correlacion de los resultados,
mediante el andlisis comparativo entre los perfiles de susceptibilidad y los genes de resistencia

identificados en cada cepa.

Fase 1: Solicitud, permisos y aprobaciones.

El tema de investigacion fue presentado a los dos laboratorios clinicos seleccionados, a los cuales se
les remiti6 una carta de interés en la que se detallaron los aspectos relacionados con la
confidencialidad de la informacion y la delimitacidon de responsabilidades una vez retiradas las cepas
del laboratorio, tanto en la ciudad de Ibarra como en la ciudad de Quito. Tras la socializacioén del
proyecto y su aceptacion por parte de las instituciones participantes, el tema fue sometido a

consideracion de la unidad de titulacion de la carrera. Posteriormente, con la aprobacion
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correspondiente, se gestiono la solicitud ante el Comité de Etica en Investigacion en Seres Humanos

(CEISH). Una vez obtenidas las autorizaciones requeridas, se dio inicio a la ejecucion del proyecto.

Fase 2: Obtencion de cepas.

Se prepararon 200 medios de cultivo Skim Milk, de los cuales se distribuyeron 100 a cada laboratorio,
con el objetivo de conservar las cepas durante el periodo 2023-2024. Las cepas recolectadas
provinieron de pacientes ambulatorios, por lo que cada persona encargada del laboratorio fue la
responsable de inocular las cepas del medio de cultivo al medio Skim-Milk bajo completa
confidencialidad, cumpliendo los criterios de inclusion y exclusion, mencionados anteriormente y
para mayor orden fueron enumeradas a conveniencia de los investigadores. Finalmente, se
recolectaron 100 cepas de Escherichia coli uropatogena de cada Laboratorio privado tipo Lac-2
obteniendo un total de 200 cepas, cabe mencionar que dichos medios ya inoculados permanecieron
en almacenamiento a -20°C hasta que las investigadoras transportaron los medios al laboratorio de la
PUCE bajo el sistema de envasado triple, lo que aseguro6 la cadena de frio y la integridad de cada

cepa.
Fase 3: Aislamiento bacteriano e identificacion.

Los viales fueron sembrados en agar MacConkey con el objetivo de confirmar la identificacion de las
cepas como Escherichia coli uropatdgena. Posteriormente, se determiné el perfil fenotipico de
susceptibilidad antimicrobiana mediante el método de Kirby Bauer. Para ello, se prepard una
suspension bacteriana ajustada al estandar 0,5 de McFarland a partir de las cepas con crecimiento, y
se colocaron los discos de CTX, ATM, FEP, CAZ, AMC, F, CIP y FOT sobre agar Mueller—Hinton.
Tras la incubacion a 37 °C durante 24 horas, los halos de inhibicion fueron medidos e interpretados
segun los puntos de corte establecidos por el CLSI, lo que permitio la clasificacion de los aislamientos

como BLEE, BLEA u otros perfiles de resistencia.

20



Fase 4: Genotipificacion.

Se logré la identificacion de los genes de resistencia a los antibioticos mediante PCR de punto final,
en donde se realizd: extraccion del material genético, amplificacion y la electroforesis en geles de

agarosa, se detallan los pasos a continuacion:

a. Extraccion de ADN

Para la obtencion del ADN se us6 el método de extraccion por ebullicion, fundamentado en una lisis
térmica donde el calor rompe la pared y membrana liberando el contenido intracelular, incluido el
ADN. Para lo cual, se cual se colocd 1 mL de la suspension de McFarland al 0,5 en tubos eppendorf
de 1,5 mL, posteriormente se centrifugd durante 10 minutos a 13.300 r.p.m, luego se desecho el
sobrenadante y se agreg6 200 uLL de TE para disolver el pellet. Finalmente se coloco en el termobloque
a 94°C durante 10 minutos y se extrajo 100 uL del sobrenadante con el DNA para almacenarlo y

proceder con la amplificacion.

b. Amplificacion

Para la amplificacion se preparé una master mix, ver Anexo 1. En donde se coloc6 GoTaq Green
Master Mix, agua molecular y los primers forward y reverse los cuales se especifican en la Tabla 2.
Se coloco 10,5 mL de la master mix y luego 2ulL del ADN de las cepas. Luego se programo el
termociclador conforme el protocolo de cada gen, ver Anexo 2. Finalmente, se realizo una corrida del
gel de agarosa al 2% a 90 voltios durante 40 minutos con TAE al 1% para luego poder ver los genes

identificados en el equipo Biorad ChemiDoc MP Imaging System.
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Tabla 2
Secuencia de los primers utilizados

Primer Secuencia Pb
TEM F catttccgtgtcgeccttatte 800
R cgttcatccatagttgectgac
CTX-M F ttaggaartgtgccgetgya 688
R cgatatcgttggtggtrccat
QnrA F agaggatttctcacgccagg 580
R tgccaggceacagatcttgac
QnrB F ggmathgaaattcgccactg 264

R tttgcygyycgcecagtcgaa

FOS F cctggcattttatcagcagt 224
R cggttatctttccatacctcag
OXA F gcgtggttaaggatgaacac 438
R catcaagttcaacccaaccg
F ggaatagagtggcttaaytc 232
IMP R tcggtttaayaaaacaaccacc
F cgtctagttctgetetettg 798
KPC R cttgtcatccttgttaggcg
F gatggtgtttggtcgcata 390
VIM R cgaatgcgcagcaccag

Nota. Fuente: Autoria propia

Fase 5: Correlacion de datos

Finalmente, con base en los datos obtenidos durante las fases fenotipica y molecular del estudio, se
realiz6 un analisis de correlacion entre el perfil de susceptibilidad antimicrobiana y los resultados de
la genotipificacion. Este andlisis permitié evaluar la concordancia entre la expresion fenotipica de

resistencia observada en las pruebas de susceptibilidad y la presencia de genes de resistencia
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detectados mediante técnicas moleculares, aportando una vision integral del comportamiento

antimicrobiano de cada cepa analizada.

CAPITULO IV

4.1. RESULTADOS

El estudio se desarroll6 a partir de un total de 65 cepas de Escherichia coli uropatdégena de origen
comunitario, seleccionadas de una coleccion inicial de 200 aislados, de los cuales 100
correspondieron a la ciudad de Ibarra 'y 100 a la ciudad de Quito. Posterior a la aplicacion de criterios
de inclusion se analizaron 29 cepas procedentes de Ibarra, es decir se analizo el 44,6% y 36 cepas de
la ciudad de Quito, es decir 55,4%. Con base en dichas muestras se hizo un andlisis fenotipico y
genotipico, se explord la correspondencia entre los perfiles de antibiograma y la deteccion molecular
de genes como TEM, CTX-M, qnrA, qnrB, OXA, VIM, KPC y IMP. Los hallazgos reflejan la
complejidad de la resistencia bacteriana en contextos clinicos comunes y evidencian la necesidad de

vigilancia continua, asi como de criterios racionales en la seleccion terapéutica.

4.1.2. Perfil de susceptibilidad

Para la determinacion del perfil de susceptibilidad se analizaron antibidticos pertenecientes a la
familia de betalactimicos, determinando: penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos y
monobactamicos. El analisis de sensibilidad se realiz6 de acuerdo con las normas establecidas del
CLSI M100 2025 véase la Tabla 3, describiendo como sensible, intermedio o resistente acorde a las

tablas actualizadas.
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Tabla 3
Puntos de corte normativa CLSI M100

Antibioticos testeados S | R

CTX >26 23-25 <22
ATM >21 18-20 <17
FEP <25 - <18
CAZ >21 18-20 <17
AMC > 18 14-17 <13
F >17 15-16 <14
CIP >26 22-25 <21
FOT > 16 13-15 <12
IMP >25 21-24 <20
EDTA >22 19-21 <18

Nota: CTX: cefotaxima; ATM: aztreonam; FEP: cefepime; CAZ: ceftazidima; AMC:
amoxicilina/Acido clavulanico; F: nitrofurantoina; CIP: ciprofloxacina; FOT: fosfomicina; IMP:
imipenem; EDTA: ertapenem. La susceptibilidad antimicrobiana de los aislamientos fue interpretada

como sensible (S), intermedia (I) o resistente (R) segun los criterios establecidos por el Clinical and

Laboratory Standards Institute (CLSI, 2025).
4.1.3. Resultados perfil de susceptibilidad

El perfil de susceptibilidad antimicrobiana de las 65 cepas analizadas fue determinado mediante la
interpretacion de los diametros de inhibicion, de acuerdo con los puntos de corte establecidos por el
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Esta evaluacion permitié clasificar cada
aislamiento segun su respuesta frente a los antibidticos ensayados, diferenciandolos en categorias de

sensible, intermedio o resistente. Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 4 a continuacion.
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Tabla 4
Frecuencia cefotaxima

Frecuencia Porcentaje Porcentaje valido Porcentaje acumulado
Sensible 44 67,7 67,7 67,7
Intermedio 7 10,8 10,8 78,5
Resistente 14 21,5 21,5 100
Total 65 100 100

Fuente: autoria propia

La distribucion de sensibilidad a cefotaxima en 65 aislados fue: 67,7% sensibles, 10,8% intermedios
y 21,5% resistentes. Esto significa que aproximadamente un tercio (32,3%) de las cepas no son

plenamente susceptibles a este antibidtico de tercera generacion.

Desde la perspectiva clinica, la resistencia/no-susceptibilidad es significativa: sugiere una prevalencia
notable de mecanismos como BLEE o AmpC, que confieren resistencia a cefotaxima y antibioticos
relacionados (Miranda Garcia, 2013). En contextos comunitarios de paises desarrollados, la
proporcion de Escherichia coli productoras de BLEE suele ser menor 5-10%, pero en entornos
hospitalarios o ciertas regiones puede acercarse o superar el 20-30%. En cuanto a los hallazgos de la
investigacion 21,5% R se alinean con ese rango superior, indicando posiblemente un componente

nosocomial o de cepas de alto riesgo en la muestra (Miranda Garcia, 2013).

La cefotaxima es hidrolizada eficientemente por enzimas BLEE y por B-lactamasas AmpC. La
presencia de un 10,8% de aislamientos "intermedios" sugiere que algunos tienen puntos de corte
elevados, pero no completamente resistentes, lo cual es frecuente con AmpC de baja expresion o con
ciertas BLEE que confieren niveles moderados de resistencia (Miranda Garcia, 2013). De cualquier
modo, es estandar considerar clinicamente a las cepas intermedias como no susceptibles (resistentes),
especialmente en infecciones graves, ya que el efecto terapéutico es incierto (Miranda Garcia, 2013).

Por ello, en la practica cerca de un tercio de los uropatdogenos estudiados no responderian
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adecuadamente a cefotaxima, lo cual tiene importantes implicancias terapéuticas. En cuanto a
tratamiento, estos datos desaconsejan el uso empirico de cefalosporinas de tercera generacion en
ausencia de un antibiograma, dado el riesgo de falla en ~1 de cada 3 pacientes. Si se confirma la
presencia de BLEE/AmpC, la terapia indicada podria inclinarse hacia carbapenémicos u otros agentes

segun sensibilidad.

En relacion con el analisis del aztreonam se puede observar en la tabla 5 de resultados que el 86,2%
de los aislados fueron sensibles a aztreonam; 3,1% intermedios y 10,8% resistentes. Esto implica que
alrededor de un 13,9% de cepas presentan al menos disminucion de sensibilidad (categoria intermedia

o resistente) al monobactamico a eleccion para el estudio.

Tabla §
Frecuencia Aztreonam
Frecuencia Porcentaje Porcentaje valido Porcentaje acumulado
Sensible 56 86,2 86,2 86,2
Intermedio 2 3,1 3,1 89,2
Resistente 7 10,8 10,8 100
Total 65 100 100

Fuente: autoria propia

El Aztreonam es activo principalmente frente a bacilos gramnegativos y es estable frente a -
lactamasas AmpC, aunque las BLEE si pueden inactivarlo. De hecho, en cepas productoras de BLEE
tipo CTX-M o TEM extendido, se observan resistencias cruzadas a aztreonam. El porcentaje
relativamente bajo de resistencia (10,8%) en nuestra muestra podria indicar que la proporcion de
verdaderas BLEE de amplio espectro es limitada o que predominan mecanismos AmpC (confieren
un perfil de resistencia diferente, afectando mas cefalosporinas que monobactadmicos) (Wise et al.,
2023). Microbiologicamente, cabe destacar que ninguna cepa TEM mostrd categoria intermedia a

aztreonam, lo cual es coherente: la TEM tradicional no hidroliza eficazmente al aztreonam. Por tanto,
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la resistencia observada a aztreonam probablemente corresponda a cepas con BLEE de espectro
extendido (p. ej. algunas TEM/SHV mutantes o presumiblemente AmpC plasmidicas) (Galindo-
Meéndez et al., 2022). Desde el punto de vista clinico, més de 85% de eficacia in vitro es considerada
aceptable; sugiere que el aztreonam mantiene una actividad relevante en infecciones por Escherichia
coli en nuestro medio, particularmente cuando los pacientes son alérgicos a penicilinas o
carbapenémicos (Pai et al., 1999). Sin embargo, es importante sefialar que su eficacia debe ser
interpretada con cautela, dado que la actividad del aztreonam estd condicionada por el tipo de B-
lactamasa presente en el aislado, en cepas productoras particularmente CTX-M o variantes extendidas
de TEM el aztreonam llega a ser hidrolizado, limitando su actividad clinica como monoterapia y
explica los casos de resistencia observados (Galindo-Méndez et al., 2022). En este estudio, la
resistencia relativamente baja al aztreonam ~11%, junto con la ausencia de genes CTX-M y la baja
frecuencia de BLEE verdaderas, sugiere que la presion selectiva ejercida por estas enzimas es limitada
en la poblacion analizada. Sin embargo, la presencia de aislamientos resistentes confirma que el uso
empirico del aztreonam conlleva un riesgo no despreciable de fracaso terapéutico, especialmente en
infecciones graves o complicadas. Por lo tanto, el aztreonam deberia considerarse una opcién
terapéutica dirigida, reservada para aislamientos con susceptibilidad confirmada por antibiograma y

en escenarios clinicos bien seleccionados, mas que como un antibidtico de uso empirico generalizado.

En cuanto al antibidtico cefepime se puede observar en la Tabla 6 las frecuencias encontradas, mismas
que muestran una alta actividad in vitro, con un 87,7% de aislados sensibles y un 12,3% resistentes,
sin registro de categoria intermedia, lo que lo posiciona como la cefalosporina con mejor perfil de

sensibilidad entre las evaluadas.
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Tabla 6
Frecuencia Cefepime

Frecuencia Porcentaje Porcentaje valido Porcentaje acumulado
Sensible 57 87,7 87,7 87,7
Resistente 8 12,3 12,3 100
Total 65 100 100

Fuente: autoria propia

Este comportamiento sugiere que varios de los mecanismos de resistencia presentes, como BLEE o
AmpC de baja expresion, no logran inactivar de forma eficiente a cefepime, fairmaco caracterizado
por su mayor estabilidad frente a B-lactamasas y su adecuada penetracion bacteriana (Pai et al., 1999).
Desde el punto de vista clinico, estos hallazgos indican que cefepime podria constituir una opcidon
terapéutica valida en infecciones por Escherichia coli multirresistentes cuando se dispone de un
antibiograma que confirme susceptibilidad, especialmente como alternativa para reducir el uso de
carbapenémicos (Pai et al., 1999). No obstante, la presencia de un porcentaje no despreciable de
resistencia obliga a evitar su empleo empirico en infecciones graves y a reservarlo para casos

seleccionados, garantizando un uso racional que permita preservar su eficacia en el tiempo.

A continuacion, en la tabla 7 se detallan los resultados de la ceftazidima y muestran que solo el 47,7%
de los aislados fueron sensibles, mientras que el 40,0% presento sensibilidad intermedia y el 12,3%
resistencia, lo que implica que mas de la mitad de las cepas (52,3%) no son plenamente susceptibles

a este antibiotico.
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Tabla 7
Frecuencia Ceftazidima

Frecuencia Porcentaje Porcentaje valido Porcentaje acumulado
Sensible 31 47,7 47,7 47,7
Intermedio 26 40 40 87,7
Resistente 8 12,3 12,3 100
Total 65 100 100

Fuente: autoria propia

Este perfil resulta preocupante debido al uso frecuente de ceftazidima en infecciones por bacilos
gramnegativos (Pérez et al., 2011). El elevado porcentaje de aislados intermedios sugiere la presencia
de mecanismos de resistencia incipientes, debido a que su zona de diametro fue cercana al punto de
corte (Pérez et al., 2011). Desde el punto de vista microbiologico, este patrén es compatible con la
accion de B-lactamasas tipo AmpC o con determinadas BLEE cuya actividad afecta de forma variable
a ceftazidima, generando fenotipos de susceptibilidad reducida (Drieux et al., 2008). Desde la
perspectiva clinica, estos hallazgos limitan de manera significativa el uso empirico de ceftazidima en
infecciones graves por Escherichia coli , ya que una proporcion considerable de aislamientos podria
no responder al tratamiento (Pérez et al., 2011). La ausencia de genes CTX-M en el analisis molecular
refuerza la hipotesis de que otros mecanismos, como AmpC u otras B-lactamasas no CTX-M, estén
contribuyendo a este patron de no susceptibilidad (Pérez et al., 2011). En la practica clinica, los
aislados clasificados como intermedios deben considerarse funcionalmente resistentes en la mayoria
de los escenarios, lo que reduce aun mas la utilidad del farmaco, esto debido a que estas cepas
potencialmente poseen plasmidos adquiridos los cuales provocan el desarrollo de mecanismos de
resistencia, dichos plasmidos no solo van a propagar resistencia a las cefalosporinas, sino que también

lo harén frente a otros antibioticos (Chowdhury et al., 2024).
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Por otro lado, se observa en la tabla 8 los resultados de amoxicilina/acido clavulanico mismos que
evidencian resistencias, ya que solo el 27,7% de los aislados fueron sensibles, el 1,5% intermedio y

el 70,8% resistentes.

Tabla 8
Frecuencia Amoxicilina/Acido clavulénico
Frecuencia Porcentaje Porcentaje valido Porcentaje acumulado
Sensible 18 27,7 27,7 27,7
Intermedio 1 1,5 1,5 29,2
Resistente 46 70,8 70,8 100
Total 65 100 100

Fuente: autoria propia

Este perfil revela que la mayoria de las cepas de Escherichia coli analizadas no responden
adecuadamente a la combinacion B-lactamico—inhibidor, lo que limita de forma significativa su
utilidad terapéutica (Di Conza et al., 2014). Desde el punto de vista microbioldgico, este patron indica
una amplia circulacion de f-lactamasas que no son inhibidas eficazmente por el clavulanico, entre
ellas B-lactamasas tipo TEM hiperproducidas o variantes inhibidor-resistentes, asi como posibles
enzimas AmpC (D1 Conza et al., 2014). La deteccion del gen blaTEM en una proporcion considerable
de aislados respalda esta interpretacion y sugiere la coexistencia de multiples mecanismos de

resistencia.

En términos clinicos, una resistencia del 71%, la baja proporcion de aislados sensibles y la escasa
presencia de aislados intermedios descarta a la amoxicilina/acido clavulanico como opcidén empirica
confiable en infecciones urinarias por Escherichia coli en esta poblacion, especialmente en cuadros
complicado, ya que se refleja un patron claramente dicotomico, en el que el inhibidor resulta

plenamente eficaz o ineficaz frente a las P-lactamasas presentes. En conjunto, estos hallazgos

30



justifican una restriccion del uso de AMC vy refuerzan la necesidad de orientar su prescripcion

exclusivamente por antibiograma para evitar tratamientos inefectivos (Betran et al., 2020).

En cuanto a la nitrofurantoina los resultados observados en la Tabla 9 muestran una actividad
antimicrobiana muy elevada, con un 96,9% de aislados sensibles, 1,5% intermedios y apenas 1,5%
resistentes, lo que confirma que casi la totalidad de las cepas de Escherichia coli analizadas conservan

susceptibilidad a este antibiotico.

Tabla 9
Frecuencia de Nitrofurantoina
Frecuencia Porcentaje Porcentaje valido Porcentaje acumulado
Sensible 63 96,9 96,9 96,9
Intermedio 1 1,5 1,5 98.5
Resistente 1 1,5 1,5 100
Total 65 100 100

Fuente: autoria propia

Dicho comportamiento observado es consistente con la evidencia cientifica disponible, que reporta
datos de sensibilidad superiores al 95% en Escherichia coli uropatégena, incluso en cepas
multirresistentes (Turifio-Luque y de la Rosa Fraile, 2006). La eficacia sostenida de la nitrofurantoina
se explica por su mecanismo de accion multiple, que reduce la probabilidad de seleccion de resistencia
y supone un alto costo biologico para la bacteria cuando esta se desarrolla. Desde el punto de vista
clinico, estos hallazgos consolidan a la nitrofurantoina como tratamiento de primera linea para las
infecciones urinarias bajas no complicadas, con una elevada probabilidad de éxito terapéutico
(Turifio-Luque y de la Rosa Fraile, 2006). La minima proporcion de aislados intermedios o resistentes
indica una circulacion muy limitada de mecanismos de resistencia, lo que refleja un perfil
epidemioldgico favorable en la poblacion estudiada (Turifio-Luque y de la Rosa Fraile, 2006). Este
comportamiento contrasta con la pérdida de eficacia observada en otros antibidticos evaluados, lo
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que resalta el valor de la nitrofurantoina como una opcion terapéutica conservada en el tiempo. No
obstante, su uso debe mantenerse racional y acorde a las indicaciones clinicas, considerando sus
limitaciones farmacocinéticas, como su baja penetracion tisular y la restriccion a infecciones del
tracto urinario inferior, mejorando su efectividad a largo plazo, evitando la emergencia de resistencia

secundaria asociada a su uso inadecuado o extendido (Gupta et al., 2011).

En cuanto al estudio de la ciprofloxacina se evidencia en la tabla 10 que el 60,0% de los aislados
fueron sensibles, el 6,2% presentaron sensibilidad intermedia y el 33,8% resultaron resistentes, lo que

indica una proporcion elevada de no susceptibilidad cercana al 40%.

Tabla 10
Frecuencia ciprofloxacina
Frecuencia Porcentaje Porcentaje valido Porcentaje acumulado
Sensible 39 60 60 60
Intermedio 4 6,2 6,2 66,2
Resistente 22 33,8 33,8 100
Total 65 100 100

Fuente: autoria propia

Se detalla una pérdida progresiva de eficacia de las fluoroquinolonas frente a Escherichia coli
uropatogena, donde los datos de sensibilidad suelen oscilar entre el 60% y el 70% (Aguinaga et al.,
2018). La resistencia observada se explica principalmente por mutaciones cromosomicas
acumulativas en los genes gyrA y parC, asi como por la presencia de mecanismos plasmidicos de
bajo nivel, como genes qnr, detectados en algunos aislados del estudio, que facilitan la seleccion de
resistencia de alto nivel (Aguinaga et al., 2018). Desde el punto de vista clinico, estos resultados
advierten un riesgo significativo de fracaso terapéutico cuando la ciprofloxacina se utiliza de forma

empirica en infecciones urinarias, especialmente en cuadros complicados (Villalobos et al., 2024).
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El escenario descrito ha motivado que multiples guias actuales como la Sociedad de Enfermedades
Infecciosas de América (IDSA) desaconsejen el uso empirico de fluoroquinolonas como tratamiento
inicial sin confirmacion microbioldgica en infecciones urinarias no complicadas, siempre respaldadas
por la realizacion del antibiograma. Asi como la guia de la Asociacion Europea de urologia, que
promueve una prescripcion mas restrictiva, se enfatiza que su uso inadecuado incrementa la presion
selectiva y favorece la diseminacion de cepas resistentes (Gupta et al., 2011). A pesar de ello, la
persistencia de un 60% de cepas sensibles indica que la ciprofloxacina aun puede ser efectiva en
pacientes cuidadosamente seleccionados y con antibiograma favorable (Aguinaga et al., 2018). De
este modo, el perfil observado confirma una resistencia clinicamente relevante, alineada con las
tendencias actuales y subraya la necesidad de un uso racional de las fluoroquinolonas para preservar

su utilidad terapéutica. (Alvarez-Hernandez, 2015).

Continuando con el analisis, en la tabla 11 se presentan los resultados de la frecuencia de la
fosfomicina y se evidencia que el 87,7% de los aislados de Escherichia coli fueron sensibles, el 1,5%
mostrod sensibilidad intermedia y el 10,8% result6 resistente, lo que indica que cerca de nueve de cada

diez cepas conservan susceptibilidad a este antibidtico.

Tabla 11
Frecuencia Fosfomicina
Frecuencia Porcentaje Porcentaje valido Porcentaje acumulado
Sensible 57 87,7 87,7 87,7
Intermedio 1 1,5 1,5 89,2
Resistente 7 10,8 10,8 100
Total 65 100 100

Fuente: autoria propia

Este patron confirma la elevada eficacia de la fosfomicina frente a Escherichia coli uropatogena,
incluso en contextos donde circulan cepas multirresistentes, situacion ampliamente documentada en
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estudios que reportan una sensibilidad superior al 90% (Turifio-Luque y de la Rosa Fraile, 2006). La
presencia de un porcentaje reducido de resistencia sugiere la circulacion de mecanismos especificos,
asociados tanto a mutaciones cromosdmicas que afectan los sistemas de transporte del firmaco como
a determinantes plasmidicos, especialmente genes fos, detectados en una minoria de los aislados
analizados (Turifo-Luque y de la Rosa Fraile, 2006). Desde la perspectiva clinica, estos resultados
respaldan el uso de la fosfomicina como tratamiento de primera linea en la cistitis aguda no
complicada, en concordancia con las recomendaciones de guias internacionales como la sociedad de
enfermedades infecciosas de América (IDSA) y la guia de la Asociacion Europea de urologia
(Galindo-Méndez et al., 2022). No obstante, la identificacion de un 10,8% de cepas resistentes
advierte sobre la necesidad de realizar estudios microbioldgicos en infecciones complicadas o
recurrentes, ya que la resistencia, aunque limitada, puede comprometer la respuesta terapéutica
(Galindo-Méndez et al., 2022). En conjunto, la fosfomicina mantiene una alta efectividad frente a
Escherichia coli urinaria, aunque su uso racional y la vigilancia continua resultan fundamentales para

preservar su utilidad terapéutica.

Siguiendo con los carbapenémicos analizados, imipenem y ertapenem, se observa en la tabla 12 que
63 de los 65 aislados (96,9%) fueron categorizados como sensibles a imipenem y los 2 restantes
(3,1%) mostraron sensibilidad intermedia; no se registraron cepas clasificadas como resistentes
plenas. Por otro lado, en la tabla 13 en todos los 65 aislamientos (100%) se observé susceptibilidad

categorizada como sensible a ertapenem, sin ningin caso intermedio ni resistente.
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Tabla 12
Frecuencia Imipenem

Frecuencia Porcentaje Porcentaje valido Porcentaje acumulado
Sensible 63 96,9 96,9 96,9
Intermedio 2 3,1 3,1 100
Total 65 100 100

Fuente: autoria propia

Este perfil indica que la gran mayoria de las bacterias estudiadas conservan susceptibilidad a este
carbapenémico de amplio espectro. El hecho de no observar resistencia franca sugiere una baja
prevalencia de mecanismos de resistencia efectivos contra imipenem en nuestro conjunto de
aislamientos, lo cual concuerda con la baja frecuencia de genes de carbapenemasa detectados
especialmente la ausencia de KPC y VIM, y solo niveles modestos de OXA e IMP. La presencia de
unicamente un 3,1% de aislamientos con respuesta intermedia podria atribuirse a posibles
mecanismos de resistencia de menor impacto, o a enzimas carbapenemasa de baja expresion que

generan solo una disminucion parcial en la sensibilidad (Logan & Weinstein, 2017).

A nivel global, Escherichia coli y otras enterobacterias aun presentan en su mayoria susceptibilidad
a carbapenémicos; en Europa, por ejemplo, la resistencia a imipenem en Escherichia coli se considera
rara, menos del 10% de cepas, segun datos de vigilancia 2020 (European Centre for Disease
Prevention and Control, 2020). Sin embargo, en entornos con amplia diseminacién de
carbapenemasas, la susceptibilidad cae drasticamente. Es asi que, los hallazgos obtenidos que
muestran una sensibilidad de ~97% a imipenem, subrayan un escenario microbioldgico favorable.
En las cepas comunitarias las resistencias al imipenem es muy baja, debido a que existe una limitada
exposicion del antibidtico hacia el patdgeno ya que no es considerado como un tratamiento empirico

de primera linea. Sin embargo, debe mantenerse la vigilancia ante las tendencias internacionales que
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muestran un aumento paulatino de la resistencia a carbapenémicos en Enterobacterales (Lawal et al.,

2025).
Tabla 13
Frecuencia Ertapenem
Frecuencia Porcentaje Porcentaje valido Porcentaje acumulado
NEG 65 100 100 100
Total 65 100 100

Fuente: autoria propia

Este resultado indica que ninguna de las cepas analizadas present6 resistencia fenotipica a ertapenem,
lo cual refuerza la nocién de una ausencia de carbapenemasas de alto impacto en estas bacterias (en
concordancia con la no deteccion de KPC/VIM vy la baja prevalencia de OXA/IMP). Es bien sabido
que ertapenem suele ser el carbapenémico mas sensible a la accion de las carbapenemasas (Singh-
Moodley y Perovic, 2016). Por ello, la conservacion del 100% de sensibilidad sugiere que incluso los
aislamientos portadores de genes OXA o IMP en nuestra muestra no estaban expresando dichos genes
a niveles suficientes para conferir resistencia, o bien corresponden a variantes con escasa actividad
hidrolitica sobre ertapenem. En suma, el panorama observado es muy positivo: ertapenem se mantiene
plenamente activo contra los aislados evaluados, lo que tiene implicaciones favorables para las

opciones terapéuticas locales.

La completa susceptibilidad al ertapenem en nuestra serie es similar a la reportada en entornos libres
de cepas con carbapenemasas. Por ejemplo, en el estudio peruano mencionado (UCI de altura), tanto
K. pneumoniae como Escherichia coli resultaron uniformemente sensibles a ertapenem (Tinoco-
Solorzano et al., 2021), reflejando la ausencia local de resistencia adquirida a este antibidtico. En
cambio, en poblaciones bacterianas donde circulan carbapenemasas, la sensibilidad a ertapenem suele

comprometerse severamente: se ha documentado que mas del 98% de los aislados productores de
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carbapenemasas son no susceptibles a ertapenem (Singh-Moodley y Perovic, 2016). La marcada
disparidad entre esos escenarios y nuestros hallazgos recalca la importancia de la vigilancia local.
Nuestros datos sugieren que, por ahora, ertapenem continua siendo una opcion terapéutica confiable
en la poblacion estudiada, a diferencia de regiones con alta resistencia donde este antibidtico ha
perdido utilidad. No obstante, dado el potencial de introduccion de carbapenemasas no detectadas, es
fundamental mantener programas de monitoreo y control para reaccionar tempranamente ante

cualquier cambio en este patrén de susceptibilidad.

4.1.4. Identificacion molecular de genes de resistencia y frecuencias

A continuacidn, se detallan los datos obtenidos en cuanto a la frecuencia de los genes de resistencia,
Este analisis permite describir la distribucion de los principales determinantes genéticos asociados a
los mecanismos de resistencia frente a diferentes familias de antibioticos, proporcionando una vision
integral del perfil molecular de los aislados estudiados. La evaluacion de la frecuencia de estos genes
resulta fundamental para interpretar los patrones de susceptibilidad observados en el antibiograma,

asi como para comprender la dindmica de la resistencia en el contexto comunitario.

La tabla de frecuencia del gen TEM revela que 26 aislados es decir 40,0% fueron positivos para este

gen, en tanto 60,0% es decir 39 aislados no lo presentan.

Tabla 14
Frecuencia del gen TEM
Frecuencia Porcentaje Porcentaje valido Porcentaje acumulado
Presencia 26 40 40 40
ausencia 39 60 60 100
Total 65 100 100

Fuente: autoria propia
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Esto significa que aproximadamente 4 de cada 10 aislados llevan una B-lactamasa de la familia TEM
(Pai et al., 1999). Las B-lactamasas TEM (particularmente TEM-1) son enzimas ampliamente
distribuidas en enterobacterias; de hecho, estudios epidemioldgicos reportan prevalencias similares
en Escherichia coli ambientales y clinicas (por ejemplo, ~37-40% de aislamientos con blaTEM
positivo). Microbioldgicamente, TEM-1 confiere resistencia eficaz a penicilinas como la ampicilina
y reduce la sensibilidad a las aminopenicilinas combinadas con inhibidor (amoxicilina/acido
clavuldnico). No obstante, por si sola no hidroliza significativamente cefalosporinas de espectro
extendido ni monobactamicos. La alta frecuencia de blaTEM hallada sugiere que una porcioén
sustancial de nuestros aislados posee al menos un mecanismo plasmidico para la evasion de -
lactamicos basicos. Esto se traduce en que antibidticos comunes como la ampicilina o amoxicilina
(sin inhibidor) serian ineficaces en 40% de los casos, alineandose con las elevadas resistencias a
ampicilina observadas tipicamente en Escherichia coli uropatégena 70-90% (Di Conza, 2014).
Ademas, la presencia de TEM en casi la mitad de las cepas podria contribuir a la alta resistencia a
amoxicilina/clavulanico, ya sea por producciéon masiva de TEM-1 por variantes TEM inhibitor-
resistentes (IRT) que disminuyen la eficacia del clavulanato (Di Conza, 2014). Desde el punto de
vista terapéutico, estos datos indican que las penicilinas simples no son adecuadas de forma empirica
en infecciones por Escherichia coli en nuestro medio y que incluso las combinaciones con inhibidores
deben usarse con precaucion cuando la prevalencia de TEM es alta. La identificacion de blaTEM
también puede servir como marcador epidemioldgico de resistencia plasmidica; con frecuencia,
blaTEM coexiste con otros genes de resistencia en plasmidos multirresistentes, lo que alerta sobre la
posible presencia simultdnea de mecanismos para cefalosporinas extendidas o sulfamidas en dichas

cepas.
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Seglin la tabla 15 se resumen los resultados de frecuencia al gen CTX-M, ninguno de los aislados (0

de 65) resultd positivo para CTX-M.

Tabla 15
Frecuencia de CTX-M
Frecuencia Porcentaje Porcentaje valido Porcentaje acumulado
Ausencia 65 100 100 100
Total 65 100 100

Fuente: autoria propia

Este hallazgo es llamativo, dado que las B-lactamasas CTX-M constituyen actualmente el tipo de
BLEE (B-lactamasa de espectro extendido) mas difundido globalmente en Escherichia coli

uropatdgena. Su elevada prevalencia se atribuye a la localizacion de dichos genes en plasmidos
moviles, facilitando la transferencia horizontal, la baja frecuencia sugiere la circulacion de
mecanismos alternos. Estudios en diversos paises han documentado que la mayoria de las cepas de
Escherichia coli productoras de BLEE albergan genes CTX-M (por ejemplo, CTX-M-15 u otros
subtipos) (Canton, Gonzales & Galéan, 2012). De hecho, en Espafia la prevalencia de Escherichia
coli con BLEE (predominantemente CTX-M) en la comunidad estd entre 5-10%, y en hospitales
puede rondar 30% (Galindo-Méndez et al., 2022). Por tanto, la ausencia de CTX-M en nuestra serie
sugiere que los mecanismos de resistencia a cefalosporinas de tercera generacion presentes en las
cepas no son del tipo CTX-M, sino probablemente AmpC plasmidicas o cromosémicas, 0 quiza
BLEE de la familia TEM o SHV (Galindo-Méndez et al., 2022). Microbiologicamente, esto podria
indicar una epidemiologia local particular: es posible que las cepas analizadas sean resistentes a
cefotaxima/ceftazidima (21.5% y 12.3% respectivamente, ver mas adelante) produzcan enzimas
AmpC (p. ej. CMY-2) o BLEE no CTX-M. Clinicamente, la ausencia de CTX-M podria relacionarse

con patrones de resistencia ligeramente distintos a los esperados; por ejemplo, algunas AmpC
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hidrolizan con mayor facilidad ceftazidima que cefotaxima o permiten que el cefepime aun sea activo,
lo cual concuerda con nuestros datos (cefepime conserva alta sensibilidad, ~88%) (Galindo-Méndez
et al., 2022). No obstante, desde el punto de vista terapéutico, la implicancia sigue siendo que una
proporcion importante de aislados (aunque sin CTX-M) no son susceptibles a cefalosporinas de
espectro extendido; por lo tanto, en infecciones serias habria que recurrir a carbapenémicos u otras
opciones avanzadas si se detecta resistencia fenotipica, independientemente del tipo de enzima
causante. En resumen, aunque sorprendente, el resultado sugiere que no se hallaron BLEE tipo CTX-
M en esta cohorte, pero esto no elimina la amenaza de resistencia a cefalosporinas, la cual esta

presente por otros mecanismos y requiere igual consideracion clinica.

Por otro lado, en la Tabla 16 se observa que tnicamente 5 de los 65 aislados analizados 7,7% portan
este gen, mientras que la gran mayoria, correspondiente a 60 aislados 92,3%, no lo presentan. Este
resultado evidencia una baja frecuencia del gen en la poblacion estudiada, lo que sugiere una
circulacion limitada de este determinante de resistencia en las cepas analizadas y refuerza la hipotesis
de un perfil genético particular en el contexto local evaluado.

Tabla 16
Frecuencia del gen gnrB

Frecuencia Porcentaje Porcentaje valido Porcentaje acumulado
Presencia 5 7,7 7,7 7,7
ausencia 60 92,3 92,3 100
Total 65 100 100

Fuente: autoria propia

El gen qnrB es un determinante plasmidico de resistencia a quinolonas; confiere proteccion de las
topoisomerasas frente a las fluoroquinolonas, produciendo un aumento leve en la zona de didmetro

del antibiograma de acuerdo con el método de kirby bauer usado para el proyecto. (Alvarez-
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Hernéndez et al., 2015). Dicha resistencia de bajo nivel mediada por gnr puede no ser suficiente por
si sola para superar las concentraciones terapéuticas, pero facilita la seleccion de mutaciones
cromosdmicas adicionales (en girasa ADN o topoisomerasa [V) que conllevan resistencia clinica de
alto nivel (Alvarez-Hernandez et al., 2015). La baja prevalencia de qnrB en los aislados sean mayor
al 10% sugiere que la resistencia a fluoroquinolonas en esta muestra depende principalmente de otros
mecanismos, mas que de factores plasmidicos. Este hallazgo concuerda con reportes donde qnrB
suele encontrarse en una fraccion relativamente pequeia de Escherichia coli comunitarias; por
ejemplo, estudios hospitalarios han detectado qnrB en ~30—45% de cepas Escheria coli resistentes a
quinolonas (Alvarez-Hernandez et al., 2015)., mientras que qnrA (otra variante de qnr) es mucho mas
rara o ausente. En términos clinicos, la presencia de qnrB en ~8% de los aislados indica un riesgo
discreto pero real de diseminacion plasmidica de resistencia a quinolonas. Desde la perspectiva
terapéutica, este resultado refuerza la importancia de usar fluoroquinolonas con prudencia; aun
cuando el porcentaje de resistencia mediada por qnrB es bajo, su presencia indica la posibilidad de

transferencia horizontal de resistencia en la comunidad.

Enlatabla 17, se evidencia que ninguno (0) de los 65 aislados analizados present6 el gen qnrA lo que

representa una ausencia total del 100%.

Tabla 17
Frecuencia del gen gnr4

Frecuencia Porcentaje Porcentaje valido Porcentaje acumulado
Ausencia 65 100 100 100
Total 65 100 100

Fuente: autoria propia
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Este resultado sugiere que, en las muestras analizadas, no circulan plasmidos portadores de qnrA o
su prevalencia es extremadamente baja. Esto era esperable desde el punto de vista epidemiologico,
ya que qnrA ha sido reportado con mucha menor frecuencia que qnrB o qnrS en Escherichia coli .
Por ejemplo, estudios latinoamericanos y europeos encuentran frecuentemente qnrB y qnrS en cepas
resistentes, pero qnrA suele estar ausente o presente s6lo esporadicamente (Talavera-Gonzalez et al.,
2021). El gen qnrA funciona de manera analoga a qnrB, protegiendo las topoisomerasas y confiriendo
baja resistencia a quinolonas (Alvarez-Hernandez et al., 2015). La ausencia de qnrA implica que no
contribuye en absoluto a la resistencia a fluoroquinolonas en esta cohorte; por ende, cualquier
resistencia observada a ciprofloxacina proviene de otros qnr o de mutaciones cromosdmicas. Sin
embargo, confirma que no todos los posibles genes plasmidicos estan diseminados en nuestro entorno,
lo cual es ligeramente tranquilizador (Alvarez-Hernandez et al., 2015). Aun asi, la vigilancia debe
continuar, ya que la introduccion de cepas con qnrA podria ocurrir en el futuro; se ha descrito que,
aunque raro, qnrA puede emerger en ciertas especies y facilitar la aparicion de alta resistencia a
quinolonas cuando coexiste con mutaciones cromosomicas. La tabla 18 indica la frecuencia del gen
FOS, en la cual muestra que solo 3 de los 65 aislados 4,6% presentan este gen de resistencia, mientras

que 62 aislados 95,4% no lo poseen.
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Tabla 18

Frecuencia del gen FOS
Frecuencia Porcentaje Porcentaje valido Porcentaje acumulado
Presencia 3 4,6 4,6 4,6
Ausencia 62 95,4 95,4 100
Total 65 100 100

Fuente: autoria propia

Estos hallazgos indican una baja prevalencia de dicha resistencia en la muestra estudiada. Desde el
punto de vista genotipico, el gen FOS (posiblemente correspondiente a una fosfotransferasa
plasmidica como fosA) confiere resistencia a la fosfomicina, un antibidtico utilizado comunmente en
infecciones urinarias (Galindo-Méndez et al., 2022). El hallazgo de ~4—5% de portadores concuerda
con estudios recientes en uropatégenos, que reportan alrededor de 10% de cepas de Escherichia coli
resistentes a fosfomicina, de las cuales la mayoria portaban genes fos plasmidicos (Galindo-Méndez
et al., 2022). Clinicamente, la baja frecuencia observada es alentadora, ya que sugiere que la gran
mayoria de los aislados siguen siendo susceptibles a la fosfomicina. Sin embargo, la presencia,
aunque sea minima de genes FOS es relevante. Terapéuticamente, en los pocos casos donde el gen
esta presente, este antibiotico podria fracasar; por ende, en tales cepas seria necesario recurrir a

tratamientos alternativos (Galindo-Méndez et al., 2022).

A continuacion, en la Tabla 19 se presenta la frecuencia de deteccion del gen de carbapenemasa tipo
OXA. En nuestro estudio, este gen se detectd en 9 de 65 aislados, lo que representa el 13,8% de la

muestra.
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Tabla 19
Frecuencia gen OXA

Frecuencia Porcentaje Porcentaje valido Porcentaje acumulado
NEG 56 86,2 86,2 86,2
POS 9 13,8 13,8 100
Total 65 100 100

Fuente: autoria propia

El hallazgo sugiere una presencia moderada de carbapenemasas tipo OXA en la poblacion bacteriana
analizada. La mayoria de las cepas 86,2% resultaron negativas para blaOXA, indicando que la
diseminacion de este determinante de resistencia se limita a un subgrupo de aislados. Dado que las
oxacilinasas (OXA) son enzimas [-lactamasas capaces de hidrolizar carbapenémicos, la deteccion
del 13,8% implica un potencial riesgo clinico, aunque la ausencia en la mayoria sugiere que OXA no
predomina en nuestro entorno inmediato. Al comparar con la literatura, la prevalencia observada de
genes OXA en nuestro estudio es relativamente baja en el contexto global, aunque similar a algunos
informes puntuales. Por ejemplo, en Corea del Sur las carbapenemasas OXA-48-like representaron
alrededor del 9% de las Enterobacteriaceae productoras de carbapenemasas (Song et al., 2020), un
valor cercano a nuestro 13,8%. Sin embargo, en otras regiones se han descrito proporciones mucho
mayores: datos de la red de vigilancia Red LabRA en Espafia (afio 2022) muestran que la familia
blaOXA-48-like fue la mas prevalente, presente en ~69% de las K. pneumoniae productoras de
carbapenemasas. Estas diferencias reflejan variaciones epidemioldgicas marcadas, donde en ciertos
paises las OXA dominan el perfil de resistencia, mientras que en nuestro medio su difusion parece

mas limitada.
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Tabla 20

Frecuencia de IMP
Frecuencia Porcentaje Porcentaje valido Porcentaje acumulado
NEG 58 89,2 89,2 89,2
POS 7 10,8 10,8 100
Total 65 100 100

Fuente: autoria propia

La Tabla 20 muestra la frecuencia del gen blaIMP (metalo-B-lactamasa tipo IMP). Los resultados
indican que 7 de los 65 aislados (10,8%) fueron positivos para este gen, mientras el 89,2% restante

no lo portaba.

Esta prevalencia relativamente baja sugiere que las carbapenemasas tipo IMP no estdn ampliamente
difundidas en nuestra cohorte, aunque una minoria significativa de bacterias si alberga este
determinante. Las enzimas IMP, identificadas originalmente en Pseudomonas aeruginosa 'y luego en
Enterobacterales, confieren resistencia a carbapenémicos al hidrolizarlos eficientemente. Por tanto,
la deteccion de ~11% de aislados con blaIMP sefiala la posible circulacion de cepas con metalo-f3-
lactamasas en el medio estudiado, pese a que la mayoria de las bacterias no presentaron dicho
mecanismo. Esto es congruente con la observacion de que, a falta de otros factores, nuestras cepas
portadoras de IMP permanecieron mayormente susceptibles a los carbapenémicos lo que podria
indicar niveles de expresion bajos o variantes de IMP con menor impacto fenotipico. La proporcion
observada de blaIMP en nuestro estudio concuerda en términos generales con tendencias reportadas
en la regioén, aunque muestra variaciones al contrastar con estudios especificos. Por ejemplo, una
vigilancia multicéntrica en Latinoamérica encontré que IMP representd6 un mecanismo minoritario
dentro de los carbapenemasas en Enterobacterales, muy por debajo de la incidencia de KPC o NDM.

En linea con ello, algunos trabajos locales han reportado prevalencias modestas: en una serie de
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hospitales de Pakistan, por ejemplo, blaIMP se detectd en =25,8% de aislados de Escherichia coli
resistentes a carbapenémicos (Shafiq et al., 2024), evidenciando que en ciertos contextos la frecuencia
de IMP puede ser mayor que la nuestra. En contraste, también se describen escenarios con ausencia
virtual de IMP; un estudio marroqui en un hospital terciario no encontrd ninguna cepa con IMP entre

sus Enterobacteriaceae resistentes (Shafiq et al., 2024).

La Tabla 21 corresponde al gen blaKPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemasa). En la serie

analizada no se detectaron aislados positivos para blaKPC; los 65 casos (100%) resultaron negativos.
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Tabla 21

Frecuencia KPC
Frecuencia Porcentaje Porcentaje valido Porcentaje acumulado
NEG 65 100 100 100
Total 65 100 100

Fuente: auditoria propia

Este hallazgo indica la ausencia de carbapenemasas de tipo KPC detectables en los aislados de
Escherichia coli uropatégena analizados, un resultado notable dado que KPC es una de las
carbapenemasas mas difundidas globalmente. El hallazgo es concordante con la literatura, donde se
describe a las carbapenemasas tipo KPC asociadas a Klebsiella pneumoniae, siendo su deteccion de
Escherichia coli menos frecuente, la cual suele relacionarse con la combinacion de produccion de
BLEE o AmpC en conjunto a alteraciones en porinas. Desde un punto de vista clinico, la ausencia de
KPC es alentadora, ya que esta enzima suele asociarse a brotes de Enterobacterales multirresistentes
de dificil tratamiento; su no deteccidon sugiere que, al menos durante el periodo estudiado, no hubo
diseminacion de clones KPC en nuestras instituciones. Por ende, KPC no constituye un mecanismo
relevante de resistencia en las cepas de Escherichia coli uropatdgena del entorno estudiado (Logan,

2017).

A continuacion, en la Tabla 22 se resume la presencia del gen blaVIM (metalo-B-lactamasa tipo
VIM). En nuestra cohorte, ninguno de los 65 aislados present6 este gen; es decir, se obtuvo 0% de

positividad para blaVIM.
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Tabla 22
Frecuencia del gen VIM

Frecuencia Porcentaje Porcentaje valido Porcentaje acumulado
NEG 65 100 100 100
Total 65 100 100

Fuente: auditoria propia

La ausencia indica que las carbapenemasas tipo VIM no estan circulando de forma detectable en las
cepas analizadas. Dado que VIM es una metalo-f-lactamasa reportada en diversos patdégenos
Gramnegativos con capacidad de hidrolizar carbapenémicos, su no deteccion sugiere que, al menos
hasta el momento del estudio, ese mecanismo especifico de resistencia no ha emergido
significativamente en nuestro entorno. La falta de blaVIM es congruente con la alta sensibilidad
fenotipica observada a los carbapenémicos en nuestros aislados, ya que VIM suele conferir altos
niveles de resistencia. En conjunto, la ausencia de VIM en nuestra muestra refleja un panorama
favorable, donde no se evidencian estas MBL tipo Verona entre las bacterias estudiadas. La carencia
de genes VIM en nuestra serie coincide con lo descrito en ciertas investigaciones internacionales. Por
ejemplo, un estudio en Marruecos no detecté genes VIM en sus aislamientos de Enterobacteriaceae
con resistencia a carbapenémicos (Shafiq et al., 2024) un hallazgo similar a nuestro 0%. De forma
analoga, Belouad et al. también reportaron la no deteccion de blaVIM en Enterobacterias resistentes
en ese pais, subrayando que este gen puede estar ausente o muy poco difundido en algunas regiones
(Song et al., 2020). Por otro lado, existen contextos donde VIM si juega un papel: por ejemplo, en
Espafia se han encontrado proporciones considerables, con ~36% de Enterobacter cloacae
productores de carbapenemasa portando blaVIM segun un informe reciente (Rivero Garcia, 2024).
Asimismo, a nivel de P. aeruginosa, estudios latinoamericanos indican que VIM es una de las metalo-

B-lactamasas prevalentes en cepas resistentes a carbapenémicos.
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CAPITULO V
5.1. Conclusiones

En sintesis, el andlisis de resultados fenotipicos y genotipicos obtenidos en el presente estudio
permiten una mejor comprension del comportamiento de la resistencia antimicrobiana en Escherichia
coli uropatdgena de origen comunitario. Su conjunta evaluacion aporta evidencia solida sobre la
complejidad de los mecanismos involucrados y su impacto en la practica clinica, especialmente en el

manejo empirico de infecciones.

Se evidencid la presencia de genes de resistencia antimicrobiana en cepas de Escherichia coli
uropatogena aisladas de pacientes ambulatorios, lo que confirma que la resistencia bacteriana no se
limita al entorno hospitalario. Los genes asociados a resistencia a betalactamicos, fluoroquinolonas,
fosfomicina y nitrofurantoina fueron detectados mediante PCR, demostrando la utilidad de la
genotipificacion como complemento del antibiograma convencional. Ademas, la correlacion parcial
entre resistencia fenotipica y genotipica sugiere la coexistencia de multiples mecanismos de
resistencia, incluyendo la expresion variable de genes y otros procesos como bombas de eflujo o

alteraciones en la permeabilidad bacteriana.

Los resultados obtenidos reflejan un riesgo potencial de falla terapéutica en infecciones urinarias
tratadas de forma empirica, especialmente cuando no se dispone de pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana. El estudio aporta informacion actualizada y relevante en el contexto comunitario
ecuatoriano, constituyéndose en una base para futuras investigaciones epidemiologicas y
moleculares.

5.2. Recomendaciones

A partir de los resultados obtenidos, se recomienda la implementacion rutinaria de pruebas de

susceptibilidad antimicrobiana en el manejo de infecciones del tracto urinario, con el fin de optimizar
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la seleccion terapéutica y disminuir el uso innecesario de antibioticos de amplio espectro. Dicha
practica permitira reducir el riesgo de fracaso terapéutico. De igual forma, es necesario fortalecer la
vigilancia microbioldgica en laboratorios clinicos privados, incorporando técnicas moleculares que
permitan la deteccion temprana de genes de resistencia antimicrobiana. Ademads, se recomienda
promover el uso racional de antimicrobianos en el dmbito ambulatorio mediante programas de
educacion continua dirigidos a profesionales de la salud, enfocadas en la concientizacién del uso

indiscriminado de antibioticos.

Para investigaciones futuras, se sugiere ampliar el nimero de cepas analizadas, otras regiones del pais
y el analisis de genes adicionales, con el fin de obtener un panorama mads representativo de la
resistencia antimicrobiana a nivel nacional. Estudios de mayor alcance permitirian la comparacion de
patrones en distintos contextos geograficos. Para finalizar, se recomienda fomentar la integracion de
los resultados microbioldgicos y moleculares en la toma de decisiones clinicas, contribuyendo asi a

la reduccion de la diseminacion de cepas resistentes en la comunidad.
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5.4. ANEXOS

Anexo 1.

Protocolo de preparacion de la Master Mix para los genes TEM, CTX-M, QnrA, QnrB, FosA,

OXA, IMP, KPCy VIM

1 reaccion 14 reacciones
Taq 6,25 87,5ulL
Primer Forward 0,5 7 ul
Primer Reverse 0,5 7ulL
H20 3,25 45,5ul
DNA 2ulL

VF 147 uL

Anexo 2. Protocolo del termociclador para los genes TEM, CTX-M, qnrA, qnrB, FosA, OXA,

IMP, KPCY VIM
Gen TEM
Fase Temperatura Tiempo Ciclos
Denaturacion inicial 94° C 7 min 1 ciclo
Denaturacion 94° C 30 segundos
Hibridacion 56° C 30 segundos 35 ciclos
Elongacion 72° C 2 minutos
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Elongacion final 72° C 7 minutos 1 ciclo
Fuente: Autoria propia
Gen CTX-M
Fase Temperatura Tiempo Ciclos
Denaturacion inicial 94° C 10 min 1 ciclo
Denaturacion 94° C 40 segundos
Hibridacion 60° C 40 segundos 30 ciclos
Elongacion 72°C 1 minutos
Elongacion final 72° C 7 minutos 1 ciclo
Fuente: Autoria propia
Gen qnrA
Fase Temperatura Tiempo Ciclos
Denaturacion inicial 95°C 10 minutos 1 ciclo
Denaturacion 95°C 1 minuto
Hibridacion 54°C 1 minuto 30 ciclos
Elongacion 72° C 1 minuto
Elongacion final 72°C 10 minutos 1 ciclo
Fuente: Autoria propia
Gen gqnrB
Fase Temperatura Tiempo Ciclos
Denaturacion inicial 95°C 5 minutos 1 ciclo
Denaturacion 94° C 45 segundos 30 ciclos
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Hibridacion 54°C 45 segundos
Elongacion 72°C 45 segundos
Elongacion final 72° C 10 minutos 1 ciclo
Fuente: Autoria propia
Gen FOS
Fase Temperatura Tiempo Ciclos
Denaturacion inicial 94° C 7 min 1 ciclo
Denaturacion 94° C 30 segundos
Hibridacion 57° C 30 segundos 35 ciclos
Elongacion 72°C 2 minutos
Elongacion final 72°C 10 minutos 1 ciclo
Fuente: Autoria propia
Gen OXA, IMP, KPC y VIM
Fase Temperatura Tiempo Ciclos
Denaturacion inicial 94° C 10 min 1 ciclo
Denaturacion 94° C 30 segundos
Hibridacion 52,8°C 40 segundos 35 ciclos
Elongacion 72° C 50 segundos
Elongacion final 72°C 5 minutos 1 ciclo

Fuente: Autoria propia
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