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Abreviaturas: 
 

ABC ATP binding cassette 

AMM  Alta Más a Molecular 

AUC ROC Area bajo la Curva ROC 

BLEA  β-lactamasa de Espectro Ampliado 

BLEE  β-lactamasa de Espectro Extendido 

BMM  Baja Más a Molecular  

CEACAMs  Moléculas de antígeno carcinoembrionario relacionado a adhesión celular 

CIM Concentrción Inhibitoria Mínima 

CLSI Clinical and Laboratory Standards Institute 

CNF-1  Factor necrosante de toxicidad tipo 1      

DAF  Decay Accelerating Factor  

Dam  deoxi-adenosin metiltransferasa    

EUCAST European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing     

ExPEC E. coli patógenas extra intestinales       

GCA               Grupo Clonal A 

GF  Grupos Filogenéticos 

GRTFQ Genes de Resistencia Transferibles a Fluoro Quinolonas 

GTPasa guanosina trifosfatasa           

IS  Secuencia de Inserción  

ITU  Infección del Tracto Urinario 

MATE  Multidrug And Toxic-compound Extrusion  

MFS Major Facilitator Superfamily 

MLST  Multi Locus Sequence Typing (Tipificación de Secuencias Multi Locus) 

MPS Muerte Post Segregasional  

MR  Manosa Resistente 

MRD  Multi Resistentes a Drogas 

MS  Manosa Sensible 

NAcGlc  N-acetil glucosamina 

NAcMur N-acetilmurámico  

NADPH          Nicotinamida Adenin di nucleótido fosfato forma reducida       

PBP   Penicillin Binding Proteins (Proteinas de unión a la Penicilina)  

PCR  Polymerase Chain Reaction (Reacción en cadena de la polimerasa) 

PFGE  Pulse Field Gel Electrophoresis (Electroforesis de Campo Pulsado) 

RDRQ  Región Determinante de Resistencia a Quinolonas 

RND Resistance Nodulation Division 

PRD  Pan Resistencia a Drogas  

SMR Small Multidrug Resistance 

SST1  Sistema de secreción tipo 1      

SST4 Sistema de Secreción tipo 4 

STA Sistemás  Toxina Antitoxina 

TV+  Tamizaje de Virulencia positivas 

TV-  Tamizaje de Virulencia negativo 

UCI Unidad de Cuidados Intensivos      

XRD  Extrema Resistencia a Drogas  
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E. coli es uno de los microorganismos más  importante en salud humana, pudiendo formar 

parte de la microbiota intestinal, o causar infecciones intestinales y extraintestinales. 

Dentro de las últimás  se encuentran infecciones del tracto urinario, sepsis, bacteriemias, 

meningitis, infecciones de sitio quirúrgico entre otras. La capacidad de causar estas 

infecciones se relaciona a la presencia de diversos factores de virulencia como ser: 1- 

estructuras de adherencia que favorecen la unión a distintos epitelios, 2- moléculas que 

dañan al huésped, favoreciendo la invasión, multiplicación y diseminación de los 

microorganismos  y 3- factores que favorecen la supervivencia del microorganismo frente 

a la respuesta inmune,  la actividad bactericida del suero y las condiciones restrictivas de 

nutrientes esenciales como el hierro. 

La determinación de grupos filogenéticos (GF), ha sido propuesta como una primera 

aproximación para diferenciar patógenos de comensales. En este sentido se describen 

cuatro GF denominados A, B1, B2 y D. Las E. coli patógenas extra intestinales (ExPEC) 

pertenecen mayoritariamente a los GF B2 y D, mientras que las que forman parte de la 

microbiota intestinal al GF A y B1. 

Una segunda aproximación se basa en la determinación de presencia/ausencia de genes 

de virulencia. Con este criterio, son ExPEC aquellas cepas que presenten dos o más de 

los seis genes de virulencia papA y papC, sfa/foc, afa/dra, iutA, kpsM II. Le denominamos 

a estas cepas TV+ (Tamizaje de Virulencia positivas).    

 

Por otro lado, en la última década se ha observado en los patógenos urinarios un paulatino 

aumento de la resistencia a antibióticos. Se ha propuesto que estos pueden deberse 

fundamentalmente a dos aspectos: 1-La presión de selección que ejerce el uso 

indiscriminado de determinado grupo de antibióticos 2- La diseminación de una clona 

particularmente resistente. Poder discernir cuál de estos dos componentes es el 

preponderante en una región toma importancia en la medida que puede modificar 

conductas profilácticas y terapéuticas. 

Dentro de los antibióticos más  utilizados para el tratamiento de las infecciones por 

ExPEC se encuentran fluoroquinolonas y oximinocefalosporinas.  En particular el 

aumento de la resistencia a fluoroquinolonas es un problema de alta relevancia debido, 

por un lado, a que es una de las drogas de primera línea en estas infecciones y, por otro, 

a la reciente aparición de mecanismos de resistencia transferibles a estos antibióticos.   

 

La resistencia a oximinocefalosporinas, mediada por la producción de -lactamasas de 

Espectro Extendido (BLEE) es el principal mecanismo de resistencia transferible a 

oximinocefalosporinas; mientras que la modificación enzimática mediada por la enzima 

acetilante de aminoglucósidos y fluoroquinolonas, Aac (6’) Ib-cr y el enmás caramiento 

del sitio blanco mediado por las proteínas Qnr lo son para las fluoroquinolonas. 

 

Por otra parte, se ha observado que la presencia de resistencia a quinolonas se asocia a 

aislamientos que presentan una menor cantidad de atributos de virulencia. Este fenómeno 

se ha intentado explicar o bien por cierta incompatibilidad entre la resistencia a estos 

antibióticos y la presencia de determinados factores de virulencia, o bien por la 

pertenencia de las cepas resistentes a clones diferentes de las sensibles. Sin embargo, esto 

podría no ser una generalidad, en tanto clones emergentes como E. coli ST131, y el 

denominado Grupo Clonal A (GCA) ampliamente diseminados a nivel mundial son 

ejemplos de coexistencia de multirresistencia y atributos de virulencia. 

 

Considerarndo estos antecedentes, en este trabajo nos propusimos por un lado determinar 

si las cepas circulantes en Uruguay tienen o no una distribución clonal y por otro, verificar 
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o rechazar la hipótesis de que los aislamientos de ExPEC portadores de BLEE y/o 

resistentes a fluoroquinolonas, presentan menor cantidad de factores de virulencia que su 

contraparte sensible.   

 

Se estudiaron 55 aislamientos de E. coli productores y 109 no productores de BLEE 

provenientes de muestras clínicas obtenidas de pacientes atendidos en dos centros de 

Montevideo y uno del Departamento de Colonia. La detección de genes de resistencia 

transferibles a quinolonas y BLEE, de los grupos de incompatibilidad plasmídica y 

sistemás  de toxina-antitoxina o de adicción, así como la determinación de GF y búsqueda 

de genes de virulencia se realizó por PCR. La clonalidad de los aislamientos portadores 

de BLEE se realizó mediante PFGE y MLST. La identificación del grupo clonal A se 

realizó mediante SNP para el gen fumC, para aquellos aislamientos que siendo del grupo 

filogenético D se les realizó MLST. Por otro lado, se analizó la movilidad de los genes 

de resistencia mediante ensayos de conjugación y secuenciación de un plásmido portador 

de CTX-M-14. 

  

Los resultados encontrados muestran que dentro de las cepas productoras de BLEE, 37 

presentaban blaCTX-M-15 (67,3%), 8 blaCTX-M-2 (14,6%), 5 blaCTX-M-14 (9,1%), 3 blaCTX-M-2 

y blaCTX-M-14 juntas, una blaCTX-M-9, y una blaCTX-M-8. En relación a la clonalidad de estos 

aislamientos, si bien se detectaron 15 pulsotipos, dos de ellos (denominados A y B) 

concentraron el 92% (34/37) de los productores de CTX-M-15. Estos pulsotipos 

pertencían a los ST ST131 y ST405, y portaban aac (6’) Ib-cr. Los aislamientos 

portadores de blaCTX-M-2, blaCTX-M-14, blaCTX-M-9 o blaCTX-M-8 no estaban relacionados 

genéticamente. 

 

Los ensayos de conjugación se realizaron sobre 25 aislamientos, y se obtuvieron 

trasnconjugantes de CTX-M-14 (8/8), dos de CTX-M-15 (2/7), uno de CTX-M-2 (1/8) y 

los codificantes de CTX-M-9 y CTX-M-8. Las 8 CTX-M-14 se encontraban en plásmidos 

conjugativos, en general IncI1 y asociados al sistema de adicción pndAC. El plásmido 

pEc07 presentó un tamaño de 106.854 pb donde se incluía una región de transferencia de 

55467pb y una región de resistencia de 13281 pb, constituída por: tres copias de IS26, y 

una de cada una de ISEcp1, IS10 e IS903) y los genes de resistencia a: macrólidos 

(ermBC) y -lactámicos blaTEM-1 y blaCTX-M-14. 

 

En relación a la presencia de factores de virulencia, de los 164 aislamientos estudiados, 

103 fueron TV+, encontrándose una fuerte asociación entre pertenecer a los GFs B2 y D 

y ser TV+ (p<0,001; RR: 15,0 IC95% 6,4-35,3). Sin embargo, los aislamientos TV- se 

asociaron con resistencia a ciprofloxacina (p<0,001; OR=3,7, IC95% 1,89-7,13), ácido 

nalidíxico, gentamicina y trimetoprim sulfametoxazole. 

 

Finalmente se intentó buscar la potencial asociación de resistencia y presencia de genes 

de virulencia. Los resultados obtenidos muestran que la presencia de los genes papA, 

papC, papEF, papGII-III, papGII, sfa/foc, fyuA, y K1, se asoció a sensibilidad a 

fluoroquinolonas y oximinocefalosporinas. El AUC ROC utilizando el modelo con los 

genes asociados a sensibilidad fue de 0.930, la sensibilidad del 78.9% y la especificidad 

del 90.6% cuándo se considera tener 3 o más  genes de virulencia (GV). La resistencia a 

ciprofloxacina en esta población fue de 5,1% mientras que en aquellos con menos de 3 

GV fue de 65.9%.  
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Conclusiones: la diseminación exitosa de E. coli productor de CTX-M-15 estaría asociada 

a la diseminación de clones de alto riesgo como ST131 y ST405, en menor medida a la 

transferencia horizontal, mientras que las CTX-M del grupo 4 se relacionarían a la 

diseminación plasmídica y la presencia de sistemás  de adicción.  

Los aislamientos sensibles a ciprofloxacina son significativamente más virulentos que 

aquellos resistentes, incluso entre aquellos que pertenecen a los mismos secuenciotipos.  

La alta diseminación clonal dentro de las cepas resistentes permite pensar en la utilización 

de vacunas que pudieran disminuir la incidencia de estos clones predominantes en 

determinadas poblaciones susceptibles a dichas infecciones.  
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2_ Introducción: 
 
2.I_ Escherichia coli 

El Género Escherichia pertenece a la Familia Enterobacteriaceae y está compuesto por 

8 especies: E. faecalis, E. blattae, E. senegalensis, E. hermannii, E. fergusonii, E. albertii, 

E. vulneris y E. coli.  

Si bien las especies E. hermannii, E. fergusonnii, E. albertii, y E. vulneris han sido 

relacionadas a patología infecciosa en humanos,1-4 es E. coli uno de los microorganismos 

más  importante en salud humana, ya que puede ser encontrado tanto como uno de los 

principales integrantes de la microbiota aerobia anaerobia facultativa del tracto digestivo 

en humanos, como causante de infecciones intestinales y extraintestinales.  

Dentro de las infecciones extraintestinales las más  frecuentes son las infecciones del 

tracto urinario (ITU), pero también pueden dar lugar a cuadros de sepsis, bacteriemias, 

meningitis, infecciones de sitio quirúrgico entre otras.  

La capacidad de causar infecciones extra intestinales se relaciona de un modo estrecho a 

la presencia de diversos  agrupamientos de factores de virulencia que incluye: 1- 

estructuras de adherencia que favorecen la unión a distintos epitelios (urotelio, epitelio 

vaginal etc.), 2- moléculas que producen daño en el huésped, favoreciendo la invasión, 

multiplicación y diseminación de los microorganismos  y 3- moléculas que permiten la 

supervivencia del microorganismo frente a la respuesta inmune,  la actividad bactericida 

del suero y a condiciones restrictivas del hierro   5, 6, 7 

 

2.II_ E. coli: Factores de Virulencia: 

2.II.A_Factores relacionados a adhesión: 

La adherencia es el primer paso para la colonización y posterior infección. 

Las adhesinas pueden clasificarse de acuerdo a su estructura en filamentosas (fimbrias) o 

no filamentosas.   

 

Una segunda clasificación puede realizarse en función de su capacidad de reconocer 

manosidos como receptores. Aquellas fimbrias cuya capacidad de adherencia o de 

hemaglutinación puede ser inhibida por el agregado de manosa o proteínas ricas en dicho 
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azúcar (como proteina de Tamm-Horsfall), se les denomina manosa sensibles (MS). Es 

el caso por ejemplo de las fimbrias tipo 1. Aquellas fimbrias que mantienen su capacidad 

de adhesión o hemaglutinación en presencia de manosa se le denomina manosa resistentes 

(MR) 8 

 

Dentro de las adhesinas más  frecuentemente asociadas a ExPEC se encuentran:  

a) Fimbria P 

b) Fimbria Afa/Dr 

c) Fimbria S 

d) Fimbria F1C 

e) Fimbria tipo 1 

 

2.II.A.a_ Fimbrias Manosa Resistentes: 

2.II.A.a.i_ fimbrias P:  

Las fimbrias P están codificadas por los clusters de genes pap (Pili asociado a 

pielonefritis), promoviendo la unión de las bacterias portadoras a los receptores de 

glucoesfingolípidos que contienen el motivo Gal(1–4)Gal. Estos globósidos se 

encuentran presentes fundamentalmente en las células uroepiteliales y los eritrocitos 

humanos pertenecientes al grupo sanguineo P9   

Éstos receptores presentan especificidad de huésped y son importantes en el tropismo de 

los microorganismos por ciertos huéspedes y tejidos. Las fimbrias P actúan en distintas 

fases de la infección, permitiendo una mayor permanencia en el tracto digestivo, y una 

más eficaz diseminación al tracto urinario.  

 

El clúster pertenece al conjunto de adhesinas que se ensamblan bajo el sistema 

chaperona/usher y se encuentra compuesto por 11 o 12 genes. Seis estructurales, tres 

relacionados al sistema de transporte y ensamblaje y dos o tres reguladores (ver figura 1).  

Los genes relacionados al trasnporte y ensamblaje son papC (que codifica para PapC), 

una proteína de membrana externa (que cumple funciones de usher o “acomodador”) 

responsable de la traslocación de las sub unidaes de la fimbria a través de la membrana 

externa, mientras que papD y papJ (codificantes de PapD y PapJ) dos proteínas con 

función de chaperona, que facilita el plegamiento de las subunidades del pili durante el 

transporte. 
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Básicamente, desde el punto de vista estructural, la fimbria esta compuesta por una fibra 

relativamente rígida y sin funciones de adherencia constituida por aproximadamente 1000 

copias de PapA y una unidad mínima con actividad de adherencia compuesta por el 

complejo K,E,F-G. 

 

 

 

 

Figura 1. Esquema de las distintas estructuras involucradas en la interacción de la fimbria P y los distintos 

globósidos que contienen el receptor Gal(1–4)Gal (a) estructura de un cluster de los genes pap (ver más  

explicación en el texto); (b) modelo de la organización del pili P, mostrando la ubicación de las diferentes 

sub unidades proteicas; (c) modelo de bolas y varillas de la estructura del receptor glicoesfingolípidico que 

contiene al disacárido Gal(1–4)Galdonde se señala  el comienzo de los globósidos GbO3, GbO4 y GbO5 

(ver más  explicación en el texto); (d) estructura química de los globósidos donde se encuentra subrayada 

la posición del disacárido Gal(1–4)Gal  figura compuesta y adaptada a partir de las propuestas por Busch 

& Waksman y Stromberg y cols. 10,11 
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Dentro de este complejo, K, E y F conforman una fibrilla delgada y flexible y PapG 

contiene el sitio de unión al disacárido Gal-Gal. Pap G muestran variaciones antigénicas, 

originando 3 variantes moleculares que se denominan alelos I, II y III. Si bien en los tres 

casos el receptor sigue siendo el disacarido de galactosa, lo que cambia es la afinidad por 

un receptor u otro dependiendo de la posición del motivo Gal(1–4)Galdentro del 

glicoesfingolípido. 

 

Así PapGII (que es el alelo más frecuente hallado en aislamientos humanos) se une al 

globósido GbO4 presente en el urotelio renal, PapGIII se une al antígeno de Forssman o 

GbO5 mientras que PapGI es excepcional encontrarlo en humanos (ver figura 1).11, 12  

La fimbria P presenta variación de fase mediada por metilación de dos sitios blanco de la 

deoxi-adenosin metiltransferasa (Dam) y la acción de la proteina reguladora sensible a 

Leucina (Lrp) a nivel de la región reguladora (ver figura 1).  

 

Recientemente se ha reportado un sistema de co regulación entre las distintas adhesinas 

y los flagelos bacterianos mediados por la proteina PapX13, 14. El gen papX sería el 

duodécimo gen de uno de los operones pap y regularía en menos no sola la expresión de 

otras adhesinas como la fimbria tipo 1 sino también la movilidad bacteriana por inhibición 

de la síntesis del flagelo. Genes codificantes de proteínas homólogas a PapX se 

encuentran en varios operones relacionados a fimbrias, como ser las fimbrias Sfa/F1C14. 

 

2.II.A.a.ii_Fimbrias afa/Dr: 

Las fimbrias AFA/Dr constituyen uma amplia família de adhesinas que se unen a 

receptores humanos y/o animales.15 

Al igual que la fimbria P, es exportada por el sistema Chaperon Usher, sin embargo, el 

operón se encuentra constituído básicamente por 5 genes denominados de la A a la E (ver 

figura 2). La estructura de la fimbria está compuesta fundamentalmente por sub unidades 

repetidas de AfaE/DraE y una copia terminal de AfaD/DraD (ver figura 2). 

 

Si bien el nombre Afa deriva de AFimbrial adhesin, se sabe que hay variantes que 

presentan delgadas estructuras fimbriales16, 17.   

Estas adhesinas se unen a varios receptores como ser el Factor acelerador de degradación 

(Decay Accelerating Factor-DAF), el colágeno tipo IV y a moléculas de antígeno 

carcinoembrionario relacionado a adhesión celular (CEACAMs).15 
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La presencia de las fimbrias Afa/Dr se han asociado a casos de infecciones urinarias  

recurrentes15 lo cual podría estar relacionado a la capacidad de estas de actuar también 

como invasinas promoviendo la internalización en células eucariotas a través de su unión 

a DAF y CEACAMs y las integrinas      

 

Figura 2: Estructura de la familia de adhesinas Afa/Dr y sus receptores. a) Esquema de operones de 

diferentes adhesinas Afa y Dr. Sobre las cajas que representan los genes se señala la función de la proteína 

codificada. b) Foto de microscopía electrónica de una fimbrilla Afa/Dr  y su representación esquemática, 

en amarillo AfaC, en rojo AfaEy en azul AfaD. c) esquema de los diferentes receptores de las adhesinas 

Afa/Dr.  Tomada y adaptada de Anderson KL y colaboradores y Servin 19 15 

 

2.II.A.a.iii_Fimbrias S/F1C 

Las fimbrias S y F1C constituyen un sistema de adhesinas estrechamente relacionados 

codificadas por los genes sfa y foc. 20  

(a) 

(b) (c) 

Regulador 

Transcripcional 

Chaperona 

Periplásmica 

Proteína de  

anclaje Invasina Adhesina 
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Si bien presentan una alta similitud en la estructura de los operones así como en la 

identidad de los genes que codifican sus proteínas, presentan diferencias tanto en los 

receptores reconocidos como en las propiedades conferidas por dichas fimbrias20, 21.  

Así la fimbria S interactúa con receptores que presentan la molécula sialyl-(2-3)--

lactosa, es capaz de aglutinar eritrocitos,  y su presencia se asocia a aislamientos obtenidos  

no solo de infecciones del tracto urinario, sino también de sepsis y meningitis en el recién 

nacido8. 

Por su parte, la fimbria F1C no aglutina eritrocitos, se une a receptores que contiene -

GalNac-1,4--Gal están relacionadas con la formación de biofilm y aislamientos 

causantes de infección del tracto urinario22, 23. 

 

La expresión de las fimbrias S y F1C están doblemente reguladas, por un lado mediante 

variación de fase y por otro por la acción de los productos de genes reguladores 

(sfaX/focX) ubicados en el mismo operón. Estos genes corresponden a reguladores 

trasncripcionales de tipo LysR con función similar a la mencionada para papX14 .  

 

2.II.A.b_ Fimbrias manosa sensibles: 

2.II.A.b.i_Fimbrias tipo 1: 

El prototipo son las fimbrias tipo 1, (codificadas por los genes fim) las cuales se unen a 

epítopes de manosa de glicoproteínas secretadas, como IgA secretora y moco urinario, 

proteína de Tamm-Horsfall, uroplaquina de la vejiga y a la fibronectina 24. Casi todas las 

cepas de E. coli que causan cistitis expresan la fimbria tipo 1, no así las que producen 

pielonefritis. La regulación de la expresión de estos genes durante la infección se 

encuentra bajo control de un promotor capaz de realizar variación de fase (modelo tipo 

on/off) dependiente de la acción de las recombinasas FimB y FimE25. Este hecho podría 

ser un atributo de virulencia en sí mismo, ya que se ha demostrado que mutantes que 

expresan en forma permanente estas fimbrias son menos aptas para producir infección, 

que las cepas salvajes que pueden transitoriamente no expresarla 24. Estas fimbrias se 

unen a la uroplaquina de las células superficiales del urotelio conduciendo a su 

exfoliación, favoreciendo así la invasión de capas celulares más profundas 24. 

La producción de las fimbrias tipo 1 también ha sido relacionada a la invasión de células 

uroteliales por un mecanismo que involucra el reordenamiento de los filamentos de actina 

del citoesqueleto26 
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La capacidad de las proteínas Pap, de producir una gran respuesta inflamatoria en 

conjunto con la presencia de adhesinas relacionadas a invasión celular como fimbria tipo 

1, S o Dr han sido asociada a cepas de E. coli con mayor riesgo de producir bacteriemias 

a punto de partida urinario27 . 

 

2.II.B_ Moléculas que producen daño en el huésped  


ahemolisina:  

Se trata de una toxina de la familia de proteínas RTX (por repeats in toxin). La familia 

RTX está constituida por un conjunto de proteínas que son secretadas por sistema de 

secreción tipo 1 (SST1) y que deben su nombre a la presencia de repeticiones de 

secuencias ricas en glicina y aspartato en el extremo carboxi terminal de la proteína. Estas 

repeticiones a su vez, les confiere a estas toxinas múltiples sitios de unión al ión Ca++28. 

El determinante genético de HlyA es el operón hlyCABD (fig. 3) donde hlyA codifica para 

la hemolisina propiamente dicha, la cual se sintetiza como pro toxina inactiva, hlyC 

codifica para una enzima con actividad acetil transferasa que activa a nivel 

postraduccional la proteína HlyA por el agregado de dos residuos de ácidos grasos y hlyB 

y hlyD codifican para parte del SST1. HlyB es un transportador de tipo casete de unión 

al ATP (ABC por ATP binding cassette) y HlyD es una proteína de fusión de membranas 

que comunica HlyB con TolC una porina de membrana externa ampliamente distribuida 

en E. coli y cuyo gen no está relacionado al operón hlyCABD29. 

Alternativamente, HlyA puede exportarse asociada a vesículas de membrana externa, 

habiéndose propuesto que este mecanismo sería más  eficiente en relación a la actividad 

lítica de la toxina30 

Una vez sintetizada, activada y exportada, HlyA adquiere su plegamiento final por un 

proceso que involucra la unión al ión Ca++ presente a altas concentraciones a nivel 

extracelular y la interacción con los residuos de ácidos grasos de la propia toxina29, 31. 

Si bien se la considera típicamente como una hemolisina, el poder citolítico de la toxina 

se extiende además de a eritrocitos, a fibroblastos embrionarios y adultos, granulocitos, 

linfocitos y macrófagos e incluso liposomás  libres de proteínas29. 

 

El mecanismo de acción de HlyA involucra al menos tres etapas, la unión reversible de 

la proteína a la membrana mediada por el dominio de unión a glicoforina, la inserción de 

la toxina en la membrana lipídica a través del dominio de inserción y finalmente la 



Tesis de Doctorado 

PEDECIBA opción Microbiología 

  Introducción

   

 
- 19 - 

oligomerización  de las unidades y la conformación de los poros, para lo cual juega un 

papel fundamental los residuos de ácidos grasos29 (ver figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Representación del operón hlyCABD + cnf1 y sus mecanismos reguladores (a), de la estructura 

monomérica de HlyA (b) y del polímero ensamblado interactuando con la membrana celular del huésped y 

todo el sistema de trasnporte (c) ver explicación en el texto correspondiente a HlyA y CNF-1. Tomado y 

modificado de Bakás L y cols. Lemonnier M y cols.  29,32 y http://www.biochemistry1.hhu.de/unsere-

forschung/ag-schmitt/type-1-secretion-system.html 

 

La  cantidad de unidades de -hemolisina que participa en la oligomerización es 

dependiente de la dosis y determina el tamaño de los poros que se forman.29 

 

2.II.B.b_Factor necrosante de toxicidad tipo 1 (CNF-1):  

CNF-1 forma parte de las toxinas de tipo A/B y se encuentra codificado en la Isla de 

Patogenicidad II (PAI-II) de cepas de UPEC corriente abajo del operón hlyCABD (ver 

figura 3)32 33. 

La expresión de CNF-1 se encuentra acoplada a la de todo el operón hlyCABD, proceso 

que se regula a nivel de una región denominada ops (operon polarity supresor) por la 

acción de la proteína RfaH (ver figura 3)32, 33. La interacción RfaH/ops evitaría la 

(a) 

(b) 

(c) 
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formación de un terminador ubicado entre los genes hlyA y hlyB (ver figura 3) lo que 

generaría una molécula de RNAm que incluiría todo hlyCABD, cnf1 y la región 

intergénica entre ambos33. 

Una vez expresada, CNF-1 sería exportada asociada a la liberación de vesículas de 

membrana externa al igual que HlyA34. 

CNF-1 consiste en una toxina monomérica con tres dominios. El extremo aminoterminal 

es el responsable de la unión al receptor celular, el cual puede ser o bien una proteína 

precursora del receptor de laminina o el propio receptor maduro de laminina. El extremo 

carboxiterminal posee la actividad GTPasa responsable de la acción de CNF-1 (ver más 

abajo), a la vez que presentaría un segundo sitio de unión a receptores, que se ha sugerido 

podría unirse a proteoglicanos de heparán sulfato35. El tercer dominio se encuentra entre 

los dos anteriores y contiene dos hélices hidrofóbicas que participarían en la liberación 

de la toxina en las etapas iniciales de la formación de la vesícula endosomal en un proceso 

mediado por la exposición a pH ácido36, 37.  

  

El efecto de la acción de  CNF-1 es la activación transitoria de las Rho GTPasas:  RhoA, 

Rac1 and Cdc42, las cuales son responsables de la reorganización de los microfilamentos 

de actina y los microtúbulos del citoesqueleto en los procesos de  adhesión, diferenciación 

y polarización durante la migración32. 

La activación de las Rho GTPasas se da por acción directa de CNF-1 que produce la 

deamidasión de la glutamina 63 en ácido glutámico (para el caso de RhoA) o de la 

glutamina 61 para Rac1 y Cdc42.  En esta instancia se produce re arreglo de los filamentos 

de actina que pueden observarse como fibras de stress, ondulaciones de la membrana o 

lamelipodios y filopodios,  dependiendo que se activen RhoA, Rac1 o Cdc42 

respectivamente, como se ve en la figura 432. 

   

La permanencia en el tiempo de CNF1 en el citosol promueve la poliubiquitinación de 

las Rho GTPasas y con ello, la degradación de las mismás  por parte del proteosoma. 

La depleción de estas proteínas genera destrucción de las uniones intercelulares y 

migración celular38. 

La suma de estos efectos promueve la invasión de la célula huésped por parte de los 

microorganismos portadores  de CNF-136. 
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Este efecto se ha visto directamente en células de vejiga 36, 38 pero también en células 

endoteliales de la microcirculación de la barrera hematoencefálica, lo que apoyaría la 

hipótesis de que CNF-1 es importante en la producción de meningitis39.     

2.II.C_Factores que favorecen la sobrevida del microorganismo 

durante la infección: 

2.II.C.a_Sistemas de adquisición de hierro: 

El hierro es un nutriente esencial para la vida de los seres vivos, participando en múltiples 

procesos metabólicos. Así forma parte de los grupos prostéticos de proteínas, interviene 

en el transporte de oxígeno, en la replicación del ADN y como par redox Fe2+/Fe3+ en 

diversas reacciones que incluye la fosforilación oxidativa de la cadena respiratoria y 

reacciones de protección contra especies reactivas de oxígeno40, 41. 

La forma soluble es Fe2+, sin embargo, es altamente tóxica para las células ya que genera 

la producción de radicales libres de oxígeno. Por este motivo, en los seres vivos, la 

principal forma es como ion férrico (Fe3+) y se encuentra en su mayoría unido a proteínas 

ya sea las hemoprotinas como la hemoglobina o proteínas de almacenaje ya sea 

intracelular (ferritina) o a nivel plasmático (transferrina) 41. 

Por este motivo, la supervivencia de las bacterias patógenas cuando están produciendo 

una infección, depende en buena forma de la capacidad que presenten para secuestrar Fe+2 

existente, de un modo más eficiente que el propio huésped.    

La captación de hierro puede realizarse por contacto directo o indirecto con la fuente del 

ión41.   En el primer caso, se trata de receptores de membrana que son capaces de 

directamente internalizar moléculas portadoras de hierro como el grupo hemo y los 

Figura 4: Reorganización de los filamentos de actina inducidos por CNF1 en diferentes líneas celulares, 

se observan fibras de stress en células Vero, ondulaciones de membrana en células Hep-2 y filopodios 

en HEK 293. Figura tomada de Lemonnier M y cols 32.  
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receptores shuA y chuA42. En el segundo caso, se liberan pequeñas moléculas que 

presentan alta afinidad por el hierro denominadas sideróforos, a los cuáles es transferido 

el hierro, para luego ser captado por el microorganismo productor. Estos sideróforos 

presentan mayor afinidad que las proteínas almacenadoras de hierro del huésped, lo cual 

permite la transferencia del hierro hacia ellos. 

Cada sideróforo unido a hierro (ferri-sideróforo) se une a un receptor específico de 

membrana externa (ver figura 5).  

 

La captación del sideróforo o internalización se realiza en dos pasos: 

En una primera instancia el acceso al espacio periplásmico por acoplamiento del complejo 

ferri-sideróforo-receptor a un sistema TonB, ExbD, ExbB que acopla la energía 

protónmotiz de la membrana interna al proceso activo del ingreso del hierro. 

El segundo involucra la transferencia del ferri-sideróforo desde el receptor a un sistema 

de transporte de membrana interna dependiente de ATP.  

 

La última etapa es la liberación del hierro.  A excepción de la separación de la ferri-

enterobactina que se realiza mediante degradación enzimática, la liberación de hierro se 

realiza por reducción del hierro unido a sideróforo de su forma férrica a ferrosa, la que se 

libera automáticamente. 

    

Se describen cinco clases de sideróforos: catecolatos, fenolatos, hidroxamatos, hidroxi-

carboxilatos y mixtos 40. 

En general los genes para la síntesis, exportación, re captación y liberación del hierro del 

sideróforo a nivel citoplasmático se encuentran agrupados en clusters, como se muestra 

en la figura 540.  

Los catecolatos están representados por enterobactina y salmoquelina. El primero, es un 

sideróforo que se encuentra ampliamente distribuido en cepas patógenas y no patógenas 

de E. coli, así como en otras enterobacterias. Sin embargo, éste no sería un factor de 

virulencia particularmente útil ya que se ha demostrado que la lipocalina 2, un marcador 

de respuesta del sistema inmune innato, ejerce un fuerte efecto bacteriostático por unión 

y secuestro de enterobactina en aquellas cepas que solo pueden captar hierro por este 

sistema43, 44 .  
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Figura 5: Modelo de los diferentes sistemás  de sideróforos: Panel (a) Las proteínas involucradas en la 

síntesis de los cuatro tipos de sideróforos se muestran en rectángulos amarillos. Las proteínas 

intramembranales responsables de la exportación se muestran en azul oscuro; los receptores de membrana 

externa en verde, asociados a los complejos TonB/ExbD requeridos para la transducción de energía y 

correspondiente internalización de los sideróforos al espacio periplásmico. Los transportadores ABC (ATP 

binding cassette) se ven en la membrana interna y las esterasas responsables de la degradación de los 

catecolatos para la liberación del hierro se representan a nivel citoplasmático (ver más explicación en el 

texto). Panel (b): se muestran los clusters de genes codificantes de los productos requeridos para la 

biosíntesis (en negro), exportación (azul) recepción (amarillo), importación (marrón) y degradación (gris) 

de los sideróforos. Tomado y modificado de Garénaux A y cols. 40 

 

Salmoquelina es la variante glicosilada de enterobactina y como tal no se une a la 

lipocalina 2. La glucosiltrasnferasa que media esta reacción está codificada por el gen 

iroB, mientras que los genes iroC, iroD, iroE e iroN codifican para un transportador de 

tipo ABC necesario para el transporte de salmoquelina, una esterasa citoplasmática, una 

hidrolasa periplásmica y el receptor de membrana externa del sideróforo (ver figura 5)40. 

 

(a) 

(b) 
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Los productos de iroB, iroC, iroD e iroN serían los más  importantes en la virulencia 

conferida por salmoquelina 45. La proteína IroN estaría relacionada también a invasión 

celular 46. 

 

Yesiniobactina es un sideróforo del grupo de los fenolatos cuyo receptor es FyuA. Los 

determinantes genéticos y el modelo de síntesis exportación y re captación pueden verse 

en la figura 540.  

Finalmente aerobactina es un sideróforo mixto citrato-hidroxamato cuyo receptor de 

membrana es IutA. 

Adicionalmente, a su función como captadores de hierro, los sideróforos han sido 

relacionados a virulencia por presentar actividad antioxidante y unirse a metales pesados 

como el mercurio, impidiendo su efecto tóxico 47-50 

 

2.II.C.b_Cápsula: 

La cápsula forma parte de los exopolisacáridos bacterianos conjuntamente con el antígeno 

O del LPS y el ácido colánico entre otros, compartiendo en algunos casos la misma ruta 

biosintética51, 52. 

 

De  acuerdo a la clasificación de Whitfield y Roberts se reconocen cuatro tipos capsulares 

en E. coli, en base a sus determinantes genéticos y su mecanismo de síntesis51. 

Los tipos I y IV estarían relacionados a la vía biosintética del antígeno O del LPS y el 

ácido colánico y producen una cápsula delgada y con poca densidad de carga negativa51, 

52. 

Los grupos II y III son los que más se asocian a patología en animales, siendo los tipos 

capsulares K1 y K5 dentro del grupo II, los más ampliamente asociados a infecciones en 

humanos53, 54. 

La organización genética de ambos tipos capsulares es muy similar, encontrándose los 

genes de la síntesis y el transporte de la cápsula agrupados en un cluster kps que 

clásicamente se divide en tres regiones como se ve en la figura 6. 

La región 1 y 3 son relativamente constantes para todos los serotipos del grupo II y 

corresponde a los genes de transferencia desde el citoplasma al exterior celular. Por su 

parte la región 2 es de tamaño variable y es específica de serotipo. 
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Figura 6: Organización genética (a) y modelo de la maquinaria de exportación (b) de la síntesis de cápsula 

de grupo II: Mientras que las regiones 1 y 3 son conservadas en todas las cápsulas del grupo II, la región 2 

es única para cada serotipo. Los seis genes de la región 1 se organizan en una única unidad trasncripcional 

y las proteínas codificadas se encargan de: KpsE y D translocación del polímero desde el periplasma a 

través de la membrana externa. KpsF, U, C y S son enzimas  q participan en la síntesis del polímero del 

ácido 2 ceto 3 desoxioctanoico (KDO).  KpsT y M conforman el sistema de exportación del polímero desde 

el citoplasma al espacio periplásmico. Tomada y adaptada de Whitfield & Roberts y Willis & Whitfield 51, 

55. 

 

En esta región se encuentran los genes que codifican para aquellas enzimas que realizan 

los enlaces glucosídicos, así como las enzimas  que sintetizan aquellos azúcares que no 

son producidos por el microorganismo en otras vías metabólicas 51, 52 

Esta región, a diferencia de la 1 y la 3 del cluster, posee un contenido A+T mayor que el 

del resto del cromosoma de E.coli, lo cuál soporta la hipótesis de que esta zona podría 

adquirirse por recombinación homóloga52 
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Caracterización de ExPEC: 

Como ya se mencionó antes, la presencia de un conjunto variable de estos atributos de 

virulencia ha llevado a diferenciar las clonas de ExPEC de aquellas comensales del tracto 

gastrointestinal. Una primera aproximación para diferenciar patógenos de comensales es 

la determinación de GF. En 1990 Herzer et al 56 describe en base a multilocus enzimático 

el agrupamiento de 72 cepas de E. coli en cuatro GF denominados A, B1, B2 y D. Las 

cepas patógenas extra intestinales de E. coli pertenecen filogenéticamente al grupo B2 (y 

en menos medida al grupo D) 6, 57, 58 mientras que las cepas de E. coli que forman parte 

de la microbiota intestinal pertenecen al grupo filogenético A y B1. En el año 2000 

Clermont y cols. describen una multiplex PCR con buena correlación con el multilocus 

enzimático59. Por otro lado, en el año 2003 Johnnson y cols. establecen un escore para 

definir ExPEC en base a la detección de dos o más  de los seis genes de virulencia papA 

y papC, sfa/foc, afa/dra, iutA, kpsM II 57.  La presencia de estos genes se relaciona a su 

vez con la pertenencia de dichas cepas a los grupos filogenéticos B2 y D (relacionado a 

ExPEC) y menos  frecuentemente a los grupos A y B1.59 

 

Para el tratamiento de las infecciones causadas por E. coli, puede recurrirse a una amplia 

gama de antibióticos activos sobre este microorganismo, siendo las quinolonas y los 

betalactámicos los más frecuentemente utilizados inclusive en nuestro país 60-62. 

 

A continuación, se describirán brevemente estos grupos de antibióticos, así como sus 

principales mecanismos de resistencia. 
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2.III.Antibióticos -lactámicos 

El primer antibiótico de esta clase, la penicilina, fue descubierto en 1928 por Alexander 

Fleming mientras estudiaba cultivos del género Staphylococcus  y era producida por una 

especie no caracterizada hasta el momento de Penicillium63. 

Si bien se realizaron algunos ensayos preliminares 64  no fue hasta el año 1940 que se 

consigue purificar la penicilina, lo que permitió realizar los primeros trabajos en ratón  y 

en humanos con el antibiótico purificado 65, 66. 

Desde ese momento, la familia de antibióticos -lactámicos como producto natural, semi 

sintético o en asociación a inhibidores no ha parado de crecer 67, 68. 

 

2.III.A_Estructura química: 

De acuerdo a su estructura química, pueden describirse cuatro clases de -lactámicos: 

penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos y carbapenemes (ver figura 7). La 

generación de un número creciente de sub clases, dentro de las dos primeras, hace que 

sean los grupos más  grandes dentro de la familia. 

 

Las penicilinas tienen como núcleo base al ácido 6-aminopenicilánico o grupo penam, el 

cual está compuesto por la fusión del anillo -lactámico (común a toda la familia) y un 

anillo tiazolidínico (ver figura 7). Las sustituciones en la cadena lateral del C6 permite 

modificar el espectro de acción y las propiedades farmacocinéticas y farmacodinámicas 

de estos compuestos69. 

 

El núcleo base de las cefalosporinas es el ácido 7-cefalosporánico o grupo cefem, el cual 

queda constituido por la fusión del anillo -lactámico a un anillo dihidrotiacínico. Se 

generan así compuestos de 8 miembros pudiéndose introducir cadenas laterales en las 

posiciones 3 y 7 (ver figura 7). Estas cambian las características de las moléculas en lo 

que tienen que ver con sus propiedades farmacocinéticas, farmacodinámicas 

(fundamentalmente en C3), espectro de acción y estabilidad ante determinadas enzimas  

inactivantes de -lactámicos denominadas -lactamasas (principalmente relacionado a 

C7)70. 
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Los carbapenemes fusionan el anillo -lactámico a un anillo pirrolidínico, que se 

diferencia del anillo tiazolidinico de las penicilinas fundamentalmente en tres 

características: se trata de un anillo insaturado que permite el agregado de cadenas 

laterales en C1 y C2; presenta un grupo metileno en lugar del grupo sulfuro en la posición 

1 y contiene un doble enlace entre los carbonos 2 y 3 (ver figura 7). Se trata de los -

lactámicos más estables ante la presencia de -lactamasas y con mayor espectro 

antimicrobiano dentro de la familia 71. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Estructura química de los diferentes antibióticos -lactámicos tomada y modificada de Suárez & 

Guidol 62.   

 

Finalmente, los monobactámicos consisten solamente en el anillo -lactámico, y tienen 

como característica distintiva su alta estabilidad frente a las metalo -lactamasas, un 

grupo particular de carbapenemás as (ver más adelante). El aztreonam es el único 

antibiótico disponible.71 

 

 

 

CARBAPENÉMICOS 
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2.III.B_Sitio blanco “El Peptidoglicano”: 

 

Los -lactámicos ejercen su efecto por inhibición de la síntesis del peptidoglicano o 

mureína, actuando sobre las etapas finales de la misma. 

Para comprender mejor esta acción se repasará brevemente el mecanismo de síntesis del 

peptidoglicano, el cuál es el componente fundamental de la pared celular tanto funcional 

como estructuralmente. 

 

Dicha síntesis comprende tres etapas: 

Una etapa citoplasmática, que comprende la síntesis de la molécula precursora y unidad 

estructural de la mureína compuesta por N-acetil glucosamina1-N-acetilmurámico 

pentapéptido (NAcGlc-NAcMur-penta). 

Una etapa transmembrana, la cual culmina con la translocación de NacGlc-NacMur-penta 

desde el citoplasma hacia el espacio extracelular. 

Una etapa extracelular, donde se produce el ensamblaje y maduración del peptidoglicano. 

 

2.III.B.a_Etapa citoplasmática:  

El primer paso consiste en la síntesis de UDP-NAcMur a partir de UDP-NAcGlc, la 

cual ocurre por formación de un enol piruvato éster (a partir de fosfoenolpiruvato) y 

su reducción a lactil éter mediada por NADPH. Estas reacciones son llevadas a cabo 

por los productos de los genes de MurA y MurB.72 

El siguiente paso es el agregado del componente peptídico de la mureína al grupo D-

lactoyl del UDP-NAcMur para formar el UDP-NAcMur pentapéptido (UDP-

NAcMur-penta). 

En una primera etapa se agregan los tres primeros aminoácidos, para generar la forma 

UDP-NAcMur tripéptido (UDP-NAcMur tri). Este paso puede ocurrir por dos vías: 

A. por el agregado sucesivo de L-alanina, ácid D-glutámico y un diaminoácido 

relativamente variable que en general para Gram negativos es el ácido meso-

diaminopimelico (meso-A2pm). B. por el agregado del tripéptido preformado, surgido 

en el proceso de reciclaje del péptidoglicano. En el primer caso el proceso está 

mediado por la acción sucesiva de las ligasas MurC, MurD y MurE, mientras que en 

el segundo se lleva a cabo por acción de la ligasa Mpl. 
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Sobre el UDP-NAcMur tri se agrega el di péptido D-alanil-D-alanina por acción de 

la ligasa MurF lo que da lugar al UDP-NAcMur-penta soluble  72.   

 

2.III.B.b_Etapa transmembrana: 

Esta etapa comienza con la transferencia del UDP-NAcMur-penta soluble, al lípido 

aceptor fosforilado undecaprenil fosfato por parte de la transferasa MraY73.  Se forma 

así el denominado lípido I o undecaprenil-pirofosforil-UDP-NAcMur-penta. 

Finalmente, MurG le transfiere al lípido I una molécula de NAcGlc para formar el 

lípido II.  

Si bien se desconoce exactamente el mecanismo de pasaje desde un lado de la 

membrana al otro, los últimos trabajos disponibles señalan a FtsW (una proteína 

transmembrana conservada en todas las bacterias que tienen peptidoglicano) como 

responsable de este paso74 

 

2.III.B.c Etapa extracelular: 

Es la etapa en que la mureína adquiere funcionalidad. El peptidoglicano a la vez que 

confiere protección osmótica debido a la alta osmolaridad intracelular también 

determina la forma de cada microorganismo. Como este proceso, además, debe 

acoplarse al crecimiento y división bacteriana, resulta necesario entender a la mureína 

como una macromolécula en permanente remodelación.  

A los efectos de ponerle inicio a un proceso continuo, diremos que las primeras 

reacciones que deben ocurrir entonces son la formación de cadenas glicosídicas y el 

entrecruzamiento de las mismás . La enlongación de las cadenas glicosídicas se 

producen por la realización de enlaces 1-4 entre moléculas de NAcGlc-NAcMur-

penta mediante reacciones de trasnglicosilación asociados a membrana. El 

entrecruzamiento por su parte, involucra el componente peptídico del peptidoglicano 

e involucra reacciones de transpeptidación75.   A las enzimas  que actúan sobre esta 

etapa de síntesis y presentan actividad transglicosilasa y/o transpeptidasa se les 

denomina genéricamente peptidoglican sintetasas. Dado que la actividad de 

transpeptidación es inhibida por -lactámicos, estas enzimas  reciben clásicamente el 

nombre de PBP (por penicillin binding proteins)76, 77.  

Las PBP pueden dividirse en aquellas de alta más a molecular (AMM) y baja más a 

molecular (BMM)75. Las AMM son bifuncionales con un dominio conservado 
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transpeptidasa y un segundo dominio, ya sea con actividad transglicosilasa (AAM sub 

clase A) u otra actividad relacionada al mantenimiento y reciclaje del peptidoglicano 

(AAM sub clase B)  75.   

Figura 8: Esquema de la síntesis del peptidoglicano en bacilos gramnegativos, en sus etapas 

citoplasmática, intra membranal y periplásmica. Tomado de Typas y cols 77. 

 

Por su parte las BMM son monofuncionales y solo presentan actividad sobre el 

componente peptídico de la mureína. Estas reacciones en general implican el 

reconocimiento del di péptido D-alanil-D-alanina con la consiguiente ruptura del 

enlace peptídico y liberación de la última molécula de D-alanina. La transpeptidación 

acopla a la energía liberada por la ruptura del enlace peptídico, la formación de un 

nuevo enlace entre la D-alanina de la posición cuatro con el aminoácido presente en 

la posición tres de una cadena próxima. Las PBP de BMM pueden tener además 

función de carboxi peptidasa o endo peptidasa. En el primer caso se produce la 

eliminación de la última D-alanina en péptidos no entrecruzados de modo de impedir 

el entrecruzamiento de esa cadena. Las reacciones de endo peptidasas generan la 

ruptura del enlace peptídico existente entre dos cadenas glucosídicas. Estas reacciones 

estarían asociadas a la degradación del peptidoglicano en los procesos de 
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remodelación y reciclaje75, 77, 78.  En la figura 8 se presenta un esquema de las tres 

etapas de síntesis del peptidoglicano. 

 

2.III.C _Mecanismo de Acción 

Teniendo en cuenta lo expresado anteriormente, el mecanismo de acción de los 

lactámicos, implica la inhibición de los dominios transpeptidasa y carboxi peptidasa 

de las PBP. Esto lleva la detención del proceso de síntesis de peptidoglicano, pero no al 

proceso de degradación. El balance es la pérdida de continuidad de la malla de mureína 

con el consiguiente estallido osmótico del microorganismo. Como se muestra en la figura 

9 la acción de estos antibióticos se debe a la similitud estereoquímica entre la D-alanil-

D-alanina con las moléculas de antibióticos. 

 

Como se mencionó anteriormente, penicilinas y cefalosporinas son las clases de 

antibióticos con más derivados en cuanto a espectro de acción, a continuación, se 

describirán brevemente estos grupos. 

 

 

 

Figura 9: Modelo estructural donde se muestran las similitudes conformacionales del dímero D-ala-D-

ala y penicilina. Tomada de http://proteopedia.org   

 

 

http://proteopedia.org/
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2.III.D_ Penicilinas: 

Las penicilinas pueden sub clasificarse en cinco grupos en base a caracterisiticas 

estructurales que modifican su espectro de acción: 1) penicilinas naturales: penicilina G 

y penicilina V; 2) penicilinas resistentes a penicilinasas: meticilina, nafcilina, y 

penicilinas isoxazolil; 3) aminopenicilinas: ampicilina y amoxicilina; 4) 

carboxipenicilinas: carbenicilina y ticarcilina; 5) acil ureidopenicilinas: azlocilina, 

mezlocilina, y piperacilina69.  

 

Las penicilinas naturales y las resistentes a penicilinasas presentan un reducido perfil de 

actividad, limitado fundamentalmente a Gram positivos. Para el caso de las amino, 

carboxi y ureidopenicilinas, el espectro de acción se va ampliando hacia los gram 

negativos, llegando a cubrir incluso Pseudomonas spp. en el caso de las carboxi y 

ureidopenicilinas.69 

 

2.III.E _Cefalosporinas: 

Las cefalosporinas son productos derivados de la fermentación del hongo 

Cephalosporium acremonium (también llamado Acremonium chrysogenum) y se 

clasifican por generaciones según características generales de su actividad antibacteriana. 

Las de primera generación, como la cefalotina y la cefazolina, presentan buena actividad 

contra bacterias Gram positivas y una actividad similar a la ampicilina contra bacterias 

Gram negativas. A partir de las cefalosporinas de segunda generación (cefuroxime), el 

agregado en la cadena lateral del C7 de un grupo oximino (ver figura 10) les confiere 

estabilidad a ciertas -lactamasas encontradas en bacterias Gram negativas como TEM-1 

y SHV-1 (ver más adelante). Presentan una actividad aumentada contra bacilos Gram 

negativos y mantienen un variado grado de actividad sobre cocos Gram positivos. Las 

cefalosporinas de tercera generación como ceftriaxona cefotaxime y ceftazidime, tienen 

como sustituyente un grupo oximino, lo que les da el nombre de oximinocefalosporinas 

y presentan un marcado aumento de la potencia frente a bacilos Gram negativos. Se 

encuentran dos subgrupos entre estos agentes, aquellos con potente actividad contra P. 

aeruginosa (ceftazidime y cefoperazona) y aquellos que no presentan dicha actividad 

(cefotaxime, ceftriaxona). Las cefalosporinas de cuarta generación, como cefepime y 

cefpirome, presentan el espectro de actividad más amplio, ya que son 

oximinocefalosporinas resistentes a las -lactamasas de clase C. Estas drogas, tienen 
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actividad contra la mayoría de los bacilos Gram negativos inclusive P. aeruginosa y 

mantienen su actividad contra cocos Gram positivos70.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: se muestra el grupo oximino presente en las oximinocefalosporinas que confiere protección al 

anillo lactámico de la acción de ciertas lactamasas de clase A. Tomado de http://www.más 

tgrp.com/%5CIdentification%20strips%20discs%20and%20rings%5CReferences%5CLivermore%20post

er%20v2.0.pdf. 

 

Recientemente se han desarrollado una nueva clase de oximinocefalosporinas, 

particularmente diseñadas para tener actividad sobre Staphylococcus spp. resistentes a 

meticilina y Streptococcus pneumoniae con diverso grado de resistencia a otros 

lactamicos como el ceftobiprole y la ceftarolina, que no presenta ventajas sobre las 

cefalosporinas de tercera y cuarta generación en relación a enterobacterias y presentan 

menor actividad sobre bacilos gram negativos no fermentadores68, 79.  

 

2.III.F _inhibidores de -lactamasas 

Los inhibidores de -lactamasas originalmente comprendían moléculas derivadas de 

lactámicos, como ácido clavulánico y derivados sulfonados del ácido penicilánico (ver 

figura 7)69. Estos compuestos que presentan una débil actividad antibacteriana, son 

potentes inhibidores de -lactamasas fundamentalmente de clase A, y en menor medida 

de clase D (ver más adelante), restableciendo en buena parte la actividad antibacteriana 

del -lactámico al cuál se lo asocie. Los inhibidores de -lactamasas actúan 

principalmente como “sustratos suicidas” a través de la formación de un complejo acil 

enzima irreversible con la -lactamasa, llevando a la pérdida de la actividad enzimática. 

Pertenecen a esta clase de inhibidores ácido clavulánico, sulbactam y tazobactam69 

 

El grupo oximino protegiendo 

el anillo  lactámico 
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En los últimos años se han desarrollado nuevas moléculas inhibidoras, no derivadas de -

lactámicos, como el avibactam, con capacidad para inhibir -lactamasas de clase A, C y 

D, existiendo ya algunas combinaciones con aztreonam, ceftazidime y ceftaroline67, 68. 

 

2.III.G _Mecanismos de resistencia adquirida a -lactámicos: 

La utilización desmedida de estos antibióticos tiene como resultado la aparición de 

microorganismos con múltiples mecanismos de resistencia, no solamente a nivel 

hospitalario, sino también a nivel comunitario. 

 

Estos clásicamente pueden dividirse en tres tipos: 

2.III.G.a_Alteración del Sitio Blanco de acción 

2.III.G.b_Trastornos de Permeabilidad y eflujo activo 

2.III.G.c _Hidrólisis enzimática mediada por ß-lactamasas. 

 

2.III.G.a_Alteración del sitio blanco de acción:  

Se reconocen fundamentalmente dos alternativas:  

2.III.G.a.i_La producción de PBPs adicionales de baja afinidad por el antibiótico. En este 

caso, enzimas inexistentes en las cepas sensibles son expresadas en las cepas resistentes. 

Estas nuevas PBP son funcionalmente activas y reemplaza la acción de las PBP 

originales, como ocurre con Staphylococcus aureus meticilino resistente80 . 

2.III.G.a.ii_ La producción de modificaciones en las PBP originales que generan la 

formación de una enzima con baja afinidad por los ß-lactámicos. En este caso se pueden 

describir dos posibilidades, i. la producción de eventos de recombinación interespecie, en 

los que se reemplazaron partes del gen normal que codifica la PBP, por fracciones de 

genes homólogos de especies altamente relacionadas como sucede con Streptococcus 

pneumoniae 81 . ii. la ocurrencia de mutaciones puntuales en los genes que codifican para 

las PBP, que también generan disminución de la afinidad de dichas enzimas. Este tipo de 

resistencia puede observarse en especies como Neisseria gonorrhoeae 82, Haemophilus 

influenzae 83,  Pseudomonas aeruginosa 84 y recientemente se ha asociado a resistencia a 

meticilina y cefalosporinas de quinta generación 85 86. 
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2.III.G.b_Impermeabilidad y eflujo:  

Dentro de estos mecanismos, el más importante y estudiado en bacilos Gram negativos, 

es debido a la aparición de mutantes deficientes en una o más porinas de la membrana 

externa 84, 87, 88. 

Como ejemplo se encuentra la resistencia a Imipenem en cepas de Pseudomonas 

aeruginosa 84 donde la deficiencia en una porina denominada D2, por donde ingresa el 

antibiótico, juega un rol preponderante. 

En enterobacterias incluyendo E. coli se ha reportado resistencia a carbapenemes mediado 

por la interacción de alteraciones de porinas y presencia de ß-lactamasas de espectro 

extendido, que solo hidrolizan carbapenemes de forma marginal por si mismás  87, 88 .  

La resistencia por eflujo es un mecanismo inespecífico, que afecta a diferentes grupos de 

antibióticos como los ß-lactámicos, quinolonas, tetraciclinas y cloranfenicol entre otros 

84, 89. 

 

2.III.G.c_Producción de ß-lactamasas: 

 Es el mecanismo más importante y frecuente de los observados y consiste en la hidrólisis 

enzimática de: penicilinas, cefalosporinas, pudiendo alcanzar a los carbapenemes. 

 

2.III.G.c.i_Clasificación: 

Basándose en datos de la secuencia parcial del DNA de las ß-lactamasas, Ambler and 

Scott (Ambler RP and Scott GK 1980) propusieron una clasificación estructural, 

definiendo  4 clases: A, B, C y D90. 

Las pertenecientes a las clases A, C y D son serin-enzimas  (peniciloil-serin-transferasas) 

91, 92(Medeiros A 1997), caracterizadas por la presencia obligada de una serina en el sitio 

activo, que media la reacción de hidrólisis. 

 

Por su parte las enzimas  de clase B tienen una o dos moléculas de zinc asociados al sitio 

activo, por lo que se las considera metalo-ß-lactamasas. Estas enzimas  actúan a través de 

un mecanismo diferente, ya que no se forman uniones covalentes entre la enzima y el 

antibiótico, sino que son las moléculas de Zinc las que atacan directamente a los grupos 

carbonilio y amida de todos los -lactámicos en general, salvo los monobactámicos93.  
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En las cuatro clases de enzimas, se encuentran variantes capaces de hidrolizar 

oximinocefalsoporinas, mientras que solo las de clase B (todas) y algunas pocas variantes 

de las de clase  A y D alcanzan a hidrolizar carbapenemes94, 95. 

 

Las ß-lactamasas de mayor relevancia sobre la salud humana son las de clase A. Esto es 

debido al aumento de su perfil de sustratos que llegan a hidrolizar oximinocefalosporinas 

y carbapenemes y a su gran diseminación mundial entre diferentes géneros bacterianos. 

Dentro de las carbapenemás as de clase A se destacan KPC-2 y sus derivados y en menor 

medidas algunas variantes de GES, como ser GES-2, GES-4, GES-5 95. 

Las enzimas de clase A, capaces de inactivar oximinocefalosporinas, y a su vez inhibibles 

por moléculas de tipo ácido clavulánico, reciben el nombre de ß-lactamasas de espectro 

extendido (BLEE).  

 

En el año 1989, Karen Bush establece una clasificación funcional de las β-lactamasas, la 

cual es actualizada en 1995 por Bush, Jacoby y Medeiros y vuelta a revisar en el año 2010 

por Bush y Jacoby94, 96, 97. En estas se incluyen aspectos como los pesos moleculares, 

puntos isoeléctricos, perfiles de sustrato y capacidad de ser inhibidas por sustancias como 

el ácido clavulánico y tazobactam o EDTA. 

Esta clasificación, que presenta una gran utilidad para presumir la presencia de enzimas 

en el laboratorio clínico, tiene buena correlación con la clasificación de Ambler, como 

puede verse en la Tabla 1. 
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Tabla 1: Principales propiedades de los distintos grupos de β-lactamasas. Se muestra la correlación entre la 

clasificación de Ambler de 1980 y la Bush y Jacoby de 201090, 94.  Tomada y modificada de Bush y Jacoby 

2010. CLA: ácido clavulánico, TZB: tazobactam. 

 

2.III.G.c.ii_Modificaciones del perfil de sustrato: 

Desde el punto de vista evolutivo, se reconocen 2 alternativas para que una ß-lactamasa 

de clase A tenga capacidad hidrolítica para ser una BLEE de significado clínico:  la 

ocurrencia de mutaciones puntuales en el gen codificante de una -lactamasa de espectro 

ampliado (BLEA) y modificaciones o reordenamiento del entorno genético del gen. 

 

En el primer caso, se produce la expansión del perfil de sustrato debido a mutaciones 

puntuales del gen codificante, a partir de enzimas con capacidad de hidrólisis reducida a 

penicilinas y cefalosporinas de primera generación. 

CLA o TZB EDTA

2a Penicilinas + -
Hidrolizan mejor bencilpenicilinas 

que cefalosporinas 
PC1

2b

Penicilinas y 

cefalosporinas de primera 

generación 

+ -
Perfil de hidrólisis similar para 

bencilpenicilinas y C1aG
TEM-1, TEM-2, SHV-1

2be
Oxiiminocefalosporinas, 

monobactámicos
+ -

Hidrolisis aumentada para 

oxiiminocefalosporinas y 

monobactámicos

BLEE de la familia CTX-

M, PER-1/2, derivadas 

de TEM1/2 o  SHV-1, 

2br Penicilinas - - Resistencia a CLA/TZB/SLB
TEM-30 a 40, 44-45; 

SHV-10, 26, 49

2ber
Oxiiminocefalosporinas, 

monobactámicos
- -

Hidrolisis aumentada para 

oxiiminocefalosporinas con 

resistencia a CLA/TZB/SLB

TEM-50, 68, 89, 109, 

121, 125, 151-52, 154, 

158 

2c Carbenicilina + -
Hidrolisis aumentada para 

carbenicilina
PSE-1, CARB-3

2ce Carbenicilina, cefepime + -
Hidrolisis aumentada para 

carbenicilina, cefepime, cefpirome
RTG-4

2e Oxiiminocefalosporinas + -
Hidrolisis de cefalosporinas, 

inhibibles por CLA pero no por TZB 
CepA

2f Carbapenemes Variable -
Hidrólisis de carbapenemes y 

oxiiminocefalosporinas
KPC-2, IMI-1, SME-1

B (B1) 3a Carbapenemes - +

Amplio espectro de hidrólisis 

incluyendo carbapenemes pero no 

aztreonam

VIM-2, IMP-1, SPM-1, 

NDM-1 

B (B3) L1, CAU-1, GOB-1 FEZ-1 

B (B2) 3b Carbapenemes - +
Hidrólisis preferencial de 

carbapenemes
CphA, Sfh-1

1 Cefalosporinas - -

mejor hidrólisis de cefalosporinas 

que penicilinas, hidrolisis de 

cefamicinas

AmpC de E. coli, P99, 

ACT-1, CMY-2, FOX-1, 

MIR-1

1e
Cefalosporinas - -

Hidrólisis aumentada a CAZ y a veces 

otras oxiiminocefalosporinas GC-1, CMY37

2d Cloxacilina variable -
Hidrolisis aumentada para 

cloxacilina u oxacilina
OXA-1-10

2de Oxiiminocefalosporinas variable -
Hidrolisis de cloxacilina, oxacilina y 

oxiiminocefalosporinas
OXA-11, 14-19

2df Carbepenemes variable -
Hidrolisis de cloxacilina, oxacilina y 

carbapenemes

OXA-23-27, 33, 40, 48, 

49, 51, 54, 55, 58,  

D

A

C

Clase

molecular

según

Ambler

Clasificación

de Bush/Jacoby

(2010)

Principales sustratos

Inhibibles por 

Característica enzimática Enzimas reresentativas
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El grupo prototipo de estas BLEE son las derivadas de TEM-1 y 2. Estas enzimas 

constituyen uno de los grupos más extenso de ß-lactamasas, incluyendo al día de hoy más 

de 220 variantes (K. Bush, T. Palzkill y G.A. Jacoby, 

http://www.lahey.org/studies/webt.htm).  

En general estas se originan por 1 a 4 modificaciones aminoacídicas de TEM-1 o TEM-2 

que son responsables por la actividad de las ßLEE derivadas de TEM, siendo las más  

frecuentes: Glu-104, Arg-164, Ala-237, Gly-238 and Glu-240 91 98 Fig 11.   

Otro grupo importante de ß-lactamasas que evoluciona de esta manera son las derivadas 

de SHV, de las cuales se describen más de 190 variantes (Jacoby, G.A and K.Bush 

http://www.lahey.org/studies/webt.htm). 

 

Figura 11 Modelo tridimensional de TEM-1  

donde se señalan los principales aminoácidos 

involucrados en la modificación del perfil de 

substrato de dicha enzima. En azul se resaltan las 

principales posiciones que se modifican en las 

BLEE (según Majiduddin & Palzkill 98) 

 

 

 

 

 

 

Alternativamente, las modificaciones pueden ocurrir no en el gen codificante, sino en el 

entorno genético. En este caso se trata de modificaciones que aumentan la expresión del 

gen y no las capacidades de la enzima codificada (que constituye una BLEE aunque no 

sea detectable). 

Las ß-lactamsas más  importantes en salud, afectadas por estas modificaciones son las 

pertenecientes al grupo de las CTX-M.  Así los precursores prácticamente inalterados de 

estas se han encontrado en el cromosoma de especies de Kluyvera spp. las cuales las 

expresan a bajo nivel. 99, 100. 

Existen además grupos de ß-lactamasas que no se conocen sus ancestros o su evolución 

como ocurre con PER-1 y PER-2101. 

Las BLEE pertenecientes a la familia de CTX-M son las más diseminadas a nivel 

mundial, considerándoselas como pandémicas102, 103. 
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Como ya se mencionó estas enzimas tienen su origen en el cromosoma de especies de 

Kluyvera spp y al día de hoy se reconocen 168 variantes (http://www.lahey.org/studies/ 

consultado el 9/3/2016)104, 105. En base a su identidad de secuencias se reconocen 5 grupos 

denominados del 1 al 5 o en base al primer integrante detectado de cada uno de ellos (ver 

figura 12).  

 

Así el grupo 1 está constituído por las BLEE relacionadas a CTX-M-1 e incluye a una de 

las enzimas  más  diseminadas en el mundo como es CTX-M-15; en el grupo 2 se 

encuentran las enzimas  relacionadas a CTX-M-2 que es una de las más  frecuentes en el 

Cono Sur104, el grupo de 8 es uno de los más  pequeños y tiene a su representante 

característico en CTX-M-8, el grupo 9 es uno de los más  grandes e incluye además de 

CTX-M-9, a CTX-M-14 y CTX-M-19 y finalmente el grupo 25 incluye a CTX-M-25 y 

algunas pocas derivadas 104, 105.  

 

 

Figura 12: Diagrama de árbol filogenético mostrando las relaciones entre los distintos grupos de las familias 

de BLEE CTX-M y sus principales integrantes. Tomado de D’Andrea y cols. 105 

 

2.III.G.c.iii_ Movilización de BLEE de tipo CTX-M: 

Como ya se mencionó, la ubicación de los genes blaCTX-M en el ADN “cromosómico” de 

especies de Kluyvera spp. han llevado a que se proponga a este género bacteriano como 

origen evolutivo de estas BLEE 99, 100. 

La captura, incremento de los niveles de expresión y movilización de dichos genes por 

parte de un número relativamente discreto de transposones simples denominados 

Secuencias de Inserción (IS) ha sido fundamental para la diseminación de este tipo de 
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enzimas 106. Dentro de las principales IS relacionadas a movilización de estos genes se 

encuentran ISEcp1 e IS26106, 107, habiéndose demostrado que la presencia de ESEcp1 

corriente arriba es suficiente para la movilización de genes de resistencia108, 109.   

Alternativamente, un grupo no menor de CTX-M fueron movilizados por una estructura 

llamada inicialmente ORF513 y asimilada recientemente a una secuencia de inserción 

inusual denominada  ISCR1110. La frecuente asociación de ISCR1 a integrones de clase 1 

, dieron origen a los integrones de clase 1 complejos,  que constituyeron el entorno 

genético de BLEEs de tipo CTX-M-2 y CTX-M-14 entre otras 106.   

Finalmente, la incorporación de estas estructuras en plásmidos conjugativos de amplio 

rango de huésped es el paso final para la diseminación de estos genes de resistencia entre 

especies e incluso familias bacterianas diferentes. Los plásmidos de los grupos de 

incompatibilidad IncFII,  IncA/C,  IncL/M,  IncN  e  IncI1 son reconocidos como 

plásmidos epidémicos de resistencia debido a su globalizada asociación con genes de 

distintas -lactamasas de amplio espectro111.  

 

2.IV: Quinolonas: 

Las quinolonas constituyen una extensa familia de antibióticos de origen completamente 

sintético, cuyo primer integrante, el ácido nalidixico, fue desarrollado en 1962 a partir de 

la cloroquina112. En el año 1963 se publican los primeros resultados de ensayos clínicos 

en humanos con infecciones urinarias113 iniciándose su comercialización en 1967112 .     

Si bien el origen sintético hacía suponer que la ocurrencia de resistencia sería esporádica, 

ya los primeros estudios mostraban valores cercanos al 13% en E.coli 113.  

 

2. IV: a_Estructura Química: 

La estructura básica de las quinolonas es un doble anillo que presenta típicamente un 

nitrógeno en posición 1, un grupo carboxilo en posición 3 y un grupo carbonilo en 

posición 4 (ver figura 13)114.   
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 Figura 13: Esquema 

general de las 

fluoroquinolonas. Se 

muestra el núcleo 

común incluyendo el 

nitógeno en posición 1, 

el grupo carboxilo en 

posición 3 el carbonilo 

en 4 y un átomo de 

fluor (F) en posición 6 

(ver texto). 

 

 

 

 

 

 

El agregado de flúor en el carbono 6 dio origen a las fluoroquinolonas, lo que disminuye 

la probabilidad de aparición de mutantes resistentes y aumenta la actividad sobre bacilos 

Gram negativos  y Gram positivos112, 114. 

 

La introducción de distintos sustituyentes en las posiciones 1, 7 y 8 modifica el espectro 

de actividad y las propiedades farmacocinéticas y farmacodinámicas de las nuevas 

quinolonas. Algunos de los sustituyentes utilizados y las propiedades que confieren se 

muestran en la Figura 13. 

 

2.IV.b_ Sitio Blanco las Topoisomerasas: 

 Las quinolonas actúan inhibiendo la acción de las ADN girasas y las topoisomerasas tipo 

IV bacterianas.  A los efectos de comprender mejor el mecanismo de acción y alguno de 

los mecanismos de resistencia a quinolonas se describirá brevemente el funcionamiento 

de dichas enzimas . 

 

Las ADN topoisomerasas catalizan cambios en la topología del ADN que permiten la 

transición entre formás  relajadas y súper enrolladas de ADN. Si bien la presencia de estas 

enzimas  es universal en los seres vivos, las diferencias estructurales entre procariotas y 

eucariotas, permite que las quinolonas actúen selectivamente sobre las primeras115. Las 
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ADN topoisomerasas se dividen en tipo I y II dependiendo que cliven una o las dos hebras 

del ADN respectivamente.  

Durante la relajación de las hebras de ADN, las topoisomerasas utilizan la energía 

liberada durante la propia reacción, mientras que la introducción de un súper 

enrollamiento negativo requiere de la hidrólisis de ATP para llevarlo a cabo115. Las únicas 

topoisomerasas capaces de llevar a cabo esta tarea son las tipo II115. 

En procariotas pueden reconocerse dos tipos de topoisomerasas tipo II que reciben los 

nombres de girasa y topoisomerasa IV115, 116. En ambos casos están formadas por 

tetrámeros compuestos por dos subunidades codificadas (para los casos de 

enterobacterias) por los genes gyrA y gyrB o parC y parD respectivamente. 

Mientras que las girasas controlan los súper enrollamientos del ADN y reducen la tensión 

topológica generada por la translocación de los complejos de replicación y transcripción 

a lo largo del ADN, las topoisomerasas IV liberan hebras de ADN concatenadas luego de 

la replicación115, 116.  

 

Se describirá a continuación el modelo propuesto para el funcionamiento de la DNA 

girasa de E.coli (o modelo de las dos puertas de Roca y Wang) 117  

 

Se reconocen tres interfaces en la ADN girasa que pueden encontrarse en conformación 

abierta o cerrada siendo estas: a) el dominio N terminal de GyrB o puerta N, b) la interfase 

GyrA-GyrB-ADN o puerta ADN y el extremo C terminal de GyrA o puerta de salida. La 

explicación del funcionamiento de la girasa se realiza en la Figura 14.  
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Figura 14. Esquema del mecanismo de superenrollamiento de la ADN girasa, sacado y modificado de 

Costenaro y col. 118. Paso 1: Se muestran las sub unidades de la girasa tal cual se presentan en solución. 

Las dos sub unidades de GyrA se encuentran como dímeros, mientras que las subunidades de GyrB se ven 

como monómeros. Se representa un fragmento de ADN donde se señalan el segmento G (a ser clivado) 

para introducir el super enrollamiento positivo por pasaje del segmento T Paso 2: Atrapamiento del ADN 

alrededor de la enzima, presentando el segmento T sobre el segmento G con un entrecruzamiento positivo. 

Paso 3: Una vez formados los dímeros de GyrB se produce la unión del antibiótico y el atrapamiento del 

segmento T, mientras que el segmento G es transitoriamente clivado. Paso 4: La hidrólisis de una molécula 

de ATP permite la rotación de GyrB, lo que produce el pasaje del segmento T a través del segmento G 

clivado. Paso 5: La religación del segmento G introduce dos nuevos super enrollamientos negativos en el 

DNA. La reacción culmina con la hidrólisis de una nueva molécula de ATP que permite la liberación del 

segmento T  lo cuál libera a la enzima. El asterisco señala el sitio de clivado del ADN y el círculo el bolsillo 

de unión a ATP. 

 

2.IV.c_Mecanismo de Acción 

Las quinolonas, que no pueden unirse ni al ADN ni a las girasas por separado, actúan 

formando un complejo ternario ADN-girasa-quinolona una vez que el ADN ya ha sido 

clivado, pero antes de su religación. La interacción con el ADN sería por intercalamiento, 

de modo que los anillos aromáticos de las quinolonas se unen al sitio donde el ADN será 

cortado. De este modo producen el desalineamiento de ambos extremos del ADN 

impidiendo la religación115.  
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Por otro lado, interactúa con discretas regiones de ambas sub unidades de las girasas 

(aproximadamente 40 aminoácidos) de modo de impedir la liberación de las mismás  del 

ADN. El resultado final es la estabilización y la acumulación de los complejos 

ternarios119, 120. La detención del funcionamiento de la horquilla de replicación y el 

clivado del ADN sin posterior religado, llevan a las quinolonas a alcanzar su efecto 

bactericida sobre los microorganismos sensibles115.  

 

2.IV.D_Mecanismos de resistencia a quinolonas: 

Los primeros mecanismos de resistencia en ser descritos para las quinolonas fueron: 

alteraciones en los sitios blanco y disminución de la acumulación de las mismás  en el 

interior bacteriano debido a impermeabilidad de la membrana y/o a sobre expresión de 

bombas de eflujo121. En ambos casos los mecanismos de resistencia estaban codificados 

a nivel del cromosoma bacteriano y no eran transferibles horizontalmente.   

 

2.IV.D.a_Alteraciones del sitio blanco:  

Si bien como ya se mencionó, las quinolonas interactúan tanto con las topoisomerasas 

como con el ADN, la resistencia a quinolonas habitualmente se produce debido a la 

ocurrencia de mutaciones en los genes que codifican para las distintas topoisomerasas, 

particularmente en una pequeña zona de dichos genes denominada RDRQ (Región 

Determinante de Resistencia a Quinolonas) en inglés QRDR. Para el caso de GyrA la 

RDRQ involucra cambios aminoacídicos entre las posiciones 51 a 106, mientras que las 

mutaciones en parC involucran las posiciones 23 a 176. Si bien las RDRQ involucran 

alrededor de 50 y 150 nucleótidos respectivamente, la mayoría de las mutaciones descritas 

se dan en las posiciones 83 y 87 en GyrA y 80 y 84 en ParC122. Para el caso de las 

quinolonas no fluoradas como el ácido nalidíxico, alcanza una mutación para conferir alta 

resistencia, sin embargo para las fluoroquinolonas se requiere la acumulación de dos 

mutaciones en gyrA y al menos una más  en parC121.  

 

2.IV.D.b_Disminución en la captación de quinolonas:   

La disminución en el pasaje de las quinolonas al interior de la bacteria está usualmente 

asociada a dos factores, el aumento de la impermeabilidad a estos antibióticos y/o la sobre 

expresión de bombas de eflujo, naturalmente presentes en los microorganismos. 
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2.IV.D.b.i_ Alteraciones en la permeabilidad:  

Se asocian fundamentalmente a la disminución en la expresión de porinas, 

fundamentalmente OmpF en E. coli y proteínas homólogas en otras enterobacterias como 

K. pneumoniae 123 

 

2.IV.D.b.ii_Bombas de eflujo: 

Las bacterias tienen un amplio número de bombas de eflujo, fundamentalmente asociadas 

a la membrana interna, lo cual les permite eliminar diversas sustancias tóxicas fuera del 

citoplasma. Se reconocen 5 familias de bombas de eflujo, que se denominan en inglés 

MATE (Multidrug And Toxic-compound Extrusion), MFS (Major Facilitator 

Superfamily), SMR (Small Multidrug Resistance), RND (Resistance Nodulation 

Division) y ABC (ATP binding cassette) (ver figura 15). 

Si bien AcrAB-TolC es la bomba de eflujo que más contribuye a la resistencia a 

quinolonas en E. coli; las 5 familias han sido asociadas en mayor o menor medida a 

resistencia a dichos antibióticos, ya sea en expresión en estado basal o en condiciones de 

hiper-expresión por alteración de mecanismos regulatorios 124 125. A excepción de la 

familia SMR donde solo se ha identificado una sola bomba perteneciente a este grupo que 

expulse quinolonas (Mmr en Mycobacterium smegmatis), las otras cuatro familias han 

sido encontradas en diversos microorganismos incluyendo la familia Enterobacteriaceae 

125.  

En la Figura 15 se muestra un esquema de las 5 familias de bombas (modificado y 

adaptado de Piddock 2006 y Li et al 2015 124, 126, incluyendo en cada caso un ejemplo de 

bombas involucradas en resistencia a quinolonas. 

 

   .  
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Fig. 15: Esquema de las 5 familias de bombas de eflujo. MATE (Multidrug And Toxic-compound 

Extrusion), MFS (Major Facilitator Superfamily), SMR (Small Multidrug Resistance), RND (Resistance 

Nodulation Division) y ABC (ATP binding cassette). El flujo de las moléculas se representa con las flechas 

negras, los antibióticos se representan como “píldoras rojas”. Los ejemplos puestos en cada grupo han sido 

reportados como responsables de poder exportar quinolonas. Por una descripción más  detallada de los 

compuestos excluidos por cada tipo de bomba ver Poole K 2005125 

 

2.IV.D.c_Mecanismos transferibles de resistencia a quinolonas: 

Luego de la introducción de las fluoroquinolonas en el arsenal de antimicrobianos en el 

año 1980, no fue hasta 1998 que se describió el primer caso de resistencia transferible a 

quinolonas127. Se le llamó a este gen qnr por quinolone-resistance, y fue el primero de 

una larga serie de alelos y variantes que al día de hoy involucra más de 100 alelos que se 

distribuyen en 7 variantes distintas de qnr http://www.lahey.org/qnrStudies/.  

Se reconocen tres mecasnimos diferentes de resistencia trasnferible a quinolonas:  

a) Resistencia por protección o enmás caramiento del sitio blanco. 

b) Resistencia por inactivación enzimática. 

c) Bombas de eflujo 

a) Resistencia por enmascaramiento del sitio blanco: 

Como ya se comentó este fue el primer mecanismo descrito, corresponde a una proteína 

codificada por el gen qnr presente en plásmidos conjugativos y, dentro de estos, asociado 

a integrones de clase 1 128. Su presencia es capaz de cuadruplicar los niveles de 

concentración inhibitoria mínima (CIM) de una cepa sensible 129.  

http://www.lahey.org/qnrStudies/
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El producto del gen qnr es una proteína (Qnr) de 218 aminoácidos perteneciente a una 

familia de proteínas de pentapéptidos repetidos. Esta proteína se une específicamente a la 

ADNgirasa y la topoisomerasa IV y se postula que de esta manera evita la formación del 

complejo ADN-Girasa requerido para que las quinolonas ejerzan su efecto130, 131. Si bien 

la protección conferida por esta proteína es de bajo nivel, la importancia clínica de este 

mecanismo se explica por su capacidad de complementar la resistencia cromosómica a 

quinolonas, conferida por mutaciones en las topoisomerasas, disminución en la expresión 

de porinas, y sobreexpresión de diversas bombas de eflujo mediado por mutaciones en 

genes reguladores 132  . Adicionalmente, facilitaría la selección de mutaciones 

cromosómicas a concentraciones de quinolonas, que de otro modo resultarían letales en 

ausencia de dicho gen.  

El gen antes descrito fue denominado qnrA ya que más tarde se identificaron, en especies 

de enterobacterias, otros miembros de la familia de pentapéptidos repetidos codificados 

en plásmidos como QnrB 133, QnrC 134,QnrD135 y QnrS136.  

En 2008 se descibe un nuevo gen perteneciente a la familia qnr asociado a superintegrones 

de Vibrio cholerae denominado qnrVC137. A diferencia de los demás grupos de genes qnr  

los derivados de qnrVC tienen dos características particulares: por un lado presentan una 

estructura de gen cassette con un sitio attC para reconocimiento de intI1 137 y por otro, 

pese a tener dicha estructura, presentan su propio promotor {da Fonseca, 2012 #1527}. 

Como ya se comentó, al momento se describen más  de 100 alelos distribuyéndose en 7 

variantes de qnrA, 88 de qnrB, 1 qnrC, 2 qnrD, 9 qnrS y 7 qnrVC  

http://www.lahey.org/qnrStudies/.  

 

b_ Resistencia por inactivación enzimática: 

Un segundo mecanismo de resistencia transferible a quinolonas es el conferido por el gen 

aac(6’)-Ib-cr, el cual resulta de dos mutaciones (codones 102 y 179) en el gen aac(6’)-

Ib. Este último, codifica para una aminoglucósido acetiltransferasa que brinda resistencia 

a kanamicina, amikacina, tobramicina y fluoroquinolonas139. La modificación enzimática 

de las fluorquinolonas ocurre por la acetilación del nitrógeno en el anillo piperazilínico. 

Ciprofloxacina y norfloxacina son los únicos compuestos que poseen un grupo 

piperazilinico no sustituido, siendo las únicas fluoroquinolonas modificadas por esta 

nueva enzima. En base a lo antedicho puede darse la selección de resistencia a dos clases 

distintas de drogas llevado a cabo por una misma enzima139.  

http://www.lahey.org/qnrStudies/


Tesis de Doctorado 

PEDECIBA opción Microbiología 

  Introducción

   

 
- 49 - 

Los niveles de resistencia conferidos por este mecanismo son similares a los descritos 

para qnr alcanzando a cuadruplicar los niveles de resistencia a ciprofloxacina en relación 

a la misma cepa antes de incorporar el gen aac(6)'-Ib cr.  Al igual que lo descrito para los 

genes qnr la presencia de estos genes si bien confiere bajos niveles de resistencia favorece 

la selección de mutantes resistentes por modificaciones en diversos genes que confieren 

niveles más  altos de resistencia.  

La acumulación de estos mecanismos transferibles en un mismo microorganismo 

comienza a hacerse más  frecuente, fundamentalmente en K. pneumoniae productor de 

CTX-M-15140, 141. La presencia de qnr y aac(6)'-Ib cr en un mismo plásmido, son capaces 

de conferir valores de resistencia absoluta a ciprofloxacina, elevando los valores de CIM 

de ciprofloxacina a 1 mg/L.   

 

c_ Bombas de eflujo: 

Estrictamente hablando, la primera bomba de eflujo transferible capaz de conferir 

sensibilidad disminuida a quinolonas fue oqxAB, la cual fue descrita en 2003 en E. coli 

resistente a olaquindox142. Sin embargo no se le asignó actividad sobre fluoroquinolonas 

hasta 2007143.  OqxAB es una bomba perteneciente a la familia RND, que utiliza TolC 

como componente de membrana externa. Sin embargo confiere resistencia de un modo 

dependiente de sus niveles de expresión144   

  

En el año 2007 se describen en Japón y Francia la segunda bomba de eflujo transferible 

que causa disminución de la sensibilidad a las fluorqoquinolonas. El gen codificante 

recibe el nombre de qepA145, 146 y se designa a la proteína codificada QepA. Por similitud 

de secuencias y funcionalidad esta proteína pertenece al grupo de las bombas MSF  

presentando una alta especificidad de sustrato por norfloxacina, ciprofloxacina y 

enrofloxacina. La presencia de QepA puede producir aumentos de hasta 40 veces los 

niveles de resistencia a estos antibióticos146 dependiendo de los niveles de expresión. 
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2.IV.D.d Evidencia del impacto de la resistencia de bajo nivel a 

fluoroquinolonas: 

En modelos de infección urinaria en ratón, cuando se produce la infección con E. coli que 

presentan CIM de ciprofloxacina tan bajas como 0.19 mg/L, mediadas por la presencia 

de genes qnr, se producen fallos terapéuticos al ser tratados con ciprofloxacina a dosis 

equivalentes a las suministradas en humanos147. Por otro lado, utilizando el mismo 

modelo, CIM de ciprofloxacina tan bajas como 0.06 mg/L se asociaron a fallos 

terapéuticos cuando estaba presente la enzima Aac(6’)Ib-cr148. En este caso, los autores 

evidencian un clearence de ciprofloxacina aumentado a nivel renal, lo cual es atribuido a 

la acción de la Aac(6’)Ib-cr, sin observar disminución detectable de la concentración 

plasmática de ciprofloxacina.  Teniendo en cuenta esta evidencia, no solamente sería 

necesario poder determinar los valores de CIM a fluoroquinolonas, sino también poder 

hacer una aproximación al mecanismo de resistencia involucrado. 

 

2.V_Multi-resistencia, Resistencia extrema y  

Pan resistencia a drogas: 
 

El problema de la resistencia a antimicrobianos se agrava por la acumulación de genes 

que codifican para diferentes mecanismos de resistencia a múltiples drogas. Estos a su 

vez son recolectados y re agrupados por elementos genéticos móviles e integrones en uno 

o múltiples plásmidos de resistencia149, 150. 

Esta situación evolutiva en el tiempo, genera un problema de nomenclatura, en el cual el 

término multi resistencia, resistencia extrema o extensa, son utilizados arbitrariamente 

para definir cosas diferentes 151, 152. 

En el año 2011 se publica un consenso de un comité de expertos de diferentes países e 

instituciones del mundo, para unificar criterios a cerca de las definiciones de 

microorganismos multi resistentes a drogas (MRD), extrema resistencia a drogas (XRD) 

y pan resistencia a drogas (PRD)153. 

  

En este sentido se define una enterobacteria como MRD cunado un microorganismo 

presenta sensibilidad disminuída o resistencia al menos a un agente de tres o más 

categorías pre establecidas153. 



Tesis de Doctorado 

PEDECIBA opción Microbiología 

  Introducción

   

 
- 51 - 

Se define XRD como aquel microrganismo que presenta sensibilidad disminuída o 

resistencia a un agente perteneciente a todas las categorías menos dos.  

Finalmente, PRD es aquel microorganismo resistente a todos los antibióticos 

categorizados. 

Dentro de estas categorías se encuentran: aminoglucósidos, aminopenicilinas, 

aminopenicilinas más inhibidores de lactamasas, penicilinas anti Pseudomonas spp. 

más inhibidores de lactamasas, cefamicinas, cefalosporinas de primera y segunda 

generación, monobactames, oximinocefalosporinas, cefalosporinas anti Staphylococcus 

spp meticilino resistentes, carbapenemes, fluoroquinolonas, inhibidores de la síntesis de 

folatos, glicilciclinas, fenicoles, ácido fosfónico, polimixinas y tetraciclinas 153 

 

2.VI_Movilización de genes de resistencia 

Los plásmidos son moléculas de ADN extracromosómica, que se replican 

independientemente de éste y que en general codifican para proteínas que no siendo 

escenciales en condiciones favorables, pueden otorgar una ventaja selectiva bajo 

situaciones extremás 154.  A menudo codifican para genes de virulencia, genes vinculados 

a interacciones ecológicas o metabólicas, y lo más preocupante en el ámbito de la  salud 

humana por sus implicancias, para genes de resistencia a antibióticos155. 

Cada plásmido presenta un número variable pero estable de copias que puede ir desde 

una o dos por célula para plásmidos grandes conjugativos hasta más de 200 para pequeños 

plásmidos no auto movilizables como los ColE1154. 

El éxito desde el punto de vista evolutivo (considerado como la capacidad de persistir 

independientemente de la presencia de un factor de selección) depende de un conjunto de 

factores que incluyen la capacidad de diseminación vertical y horizontal de la molécula y 

del costo biológico que pueda imponerle alguna de las proteínas codificadas.  

 

2.VI.A_Diseminación vertical: 

Está dada por el proceso denominado partición o segregación plasmídica y hace 

referencia a los mecanismos puestos en juego para asegurar que cada célula descendiente 

tenga al menos una copia del plásmido en cuestión154 

En los plásmidos de bajo número de copias, este proceso se lleva a cabo por un sistema 

de tres componentes, A: una pequeña secuencia palindrómica denominada centrómero 
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(parS), la proteína ParA (una ATPasa que aporta energía al sistema por hidrólisis del 

ATP) y una proteína de unión al ADN (ParB) que actúa como un adaptador entre parS y 

ParA154.  

Para los plásmidos de alto número de copias, la segregación se realizaría de forma 

aleatoria no siendo necesario una maquinaria específica para esto154. 

La coexistencia de dos plásmidos en una misma célula que compartan el mismo sistema 

de partición, genera interferencia en la herencia de los plásmidos en la descendencia, lo 

cuál se denomina incompatibilidad plasmídica156. 

Se dice entonces que dos plásmidos pertenecen al mismo grupo de incompatibilidad 

cuando su coexistencia interfiere con su segregación. 

En el año 2005, Carattoli y colaboradores diseñan un protocolo para identificar 18 grupos 

de incompatibilidad mediante PCR en base a la amplificación selectiva de genes 

relacionados a la replicación y segregación plasmídica157. 

Un mecanismo adicional de asegurar la segregación plasmídica es el llamado muerte post-

segregacional  mediado por sistemás  de toxina antitoxina (o de adicción)154 

 

2.VI.A.a_Sistemás  toxina-antitoxina (STA) o de adicción: 

Los plásmidos de virulencia y plásmidos portadores de genes de resistencia a los 

antibióticos entre otros, emplean sistemás  de toxina-antitoxina para asegurar su 

persistencia durante el proceso de replicación. El sistema toxina-antitoxina (STA) esta 

compuesto por una toxina que sintetizada al mismo tiempo que la antitoxina, presenta 

mayor estabilidad que esta última158. El resultado final es la eliminación de las células 

libres de plásmidos que surgen como resultado de defectos en la replicación o en los 

mecanismos de segregación, contribuyendo a la diseminación inter o intraespecie de 

dichos plásmidos 159. La pérdida de los STA inducen la muerte post-segregacional (MPS), 

volviendo de este modo a una línea celular determinada “adicta” a los STA 160. 

 

En función del efecto inhibitorio ejercido por la antitoxina los STA pueden clasificarse 

en 5 tipos: 

Las de tipo I poseen un ARN antisentido que se aparea con el ARNm de la toxina; 

Las de tipo II tienen una antitoxina proteica, que al adherirse directamente a la 

toxina neutraliza su efecto 161; 
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Las de tipo III poseen un ARN antitoxina (que no es antisentido) el cual interactúa 

directamente con la proteína tóxica 162; 

Las de tipo IV poseen una toxina y una antitoxina proteica, ésta última interfiere 

en la unión de la toxina con su sitio blanco163;  

Las de tipo V tienen una antitoxina proteica, la cual corta el ARNm de la toxina 

164.  

Los STA de tipo I y II son responsables del fenómeno de MPS o adicción 165.  

En la mayoría de los STA de tipo II la toxina bloquea la traducción, otras afectan la 

replicación de ADN bloqueando la actividad de las girasas. Por otra parte, la mayoría de 

las toxinas de STA de tipo I y V actúan a nivel de la membrana interna; inhiben la síntesis 

de ATP mediante reducción de la fuerza motriz protónica, afectando en última instancia 

la síntesis proteica166 

 

Otra forma de muerte post-segregacional esta dada por los sistemás  restricción-

modificación (RM) compuestos por una enzima de restricción capaz de clivar ADN y una 

metilasa que genera metilaciones en los sitios de corte de la enzima. De este modo la 

enzima de restricción solo cortará ADN no metilado. 

Este sistema es similar a los STA tipo IV, donde la antitoxina actuaría protegiendo al sitio 

blanco166 

 

2.VI.B_Diseminación Horizontal: 

 La diseminación horizontal de genes conlleva profundas implicancias evolutivas como 

la recombinación homóloga entre cepas o especies cercanamente relacionadas; la 

integración de nueva información genética, permitiendo una adaptación rápida a nuevos 

ambientes o a condiciones ambientales desfavorables y la participación en el 

establecimiento de procesos de cooperación microbiana 167. A grandes rasgos, la 

transferencia horizontal de genes se da a través de tres grandes mecanismos, 

transformación, transducción y conjugación; cuantitativamente ésta última es la más 

importante 168. 

Se conocen dos modos de conjugación que difieren tanto en el tipo de ADN translocado 

(ADN monocatenario -ADNmc ó ADN bicatenario -ADNbc), como en la complejidad 

del sistema de transporte 169.      
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Los plásmidos conjugativos consisten de un esqueleto compuesto por cuatro grandes 

módulos dedicados a la estabilidad, replicación, propagación y adaptación; además 

pueden incluir un bloque de elementos accesorios que codifican para características que 

redundan en un beneficio para la célula hospedera. En función del número de genes 

requeridos para la maquinaria conjugativa y la estabilización, estos plásmidos suelen 

presentar un gran tamaño (≥ 34Kb) 170.  

Los sistemas involucrados en la conjugación de ADNmc incluyen dos grandes complejos 

proteicos: relaxosomas  y sistemas  de secreción de tipo IV (SST4). El pasaje de 

elementos genéticos móviles a través de las membranas de las células donante y receptora 

se realiza con el SST4. En proteobacterias, los SST4 son complejos de proteinas que 

involucran una ATPasa, proteínas encargadas del apareamiento (mating-pair formation - 

MPF) que forman el canal de transporte, y un pilus que se une a la célula receptora171. El 

relajasoma está compuesto por una relajasa (MOB) más proteínas auxiliares; la relaxasa 

produce un corte en el ADNbc y se une al ADNmc en el origen de transferencia. Además 

del relaxosoma, otro componente esencial en la maquinaria de conjugación es la proteína 

de acoplamiento de tipo 4 (PAT4). El PAT4 se une al complejo ADN-relaxasa y la acopla 

al SST4, usando ATP para translocar el complejo a través de la membrana interna 172. 

Por su parte, son los SST4 los que se encargan de formar el Pili F cuyo ensamblaje y 

funcionamiento depende de la expresión de los genes tra173. Dentro de estos TraA es la 

pilina y TraV una proteína de membrana externa que formaría un complejo 

TraV/TraK/TraB transmembrana174. Mutantes en cualquiera de estas proteínas generan 

ausencia de formación de Pili y actividad de donante de ADN indetectable. 

 

2.VI.C_Costo biológico: 

Si bien la presencia de mecanismos de resistencia puede suponer una ventaja selectiva en 

ambientes con antibióticos, algunos de ellos pueden imponer un costo biológico en 

ausencia del antimicrobiano en cuestión175. 

Dentro de las -lactamasas, las de clase B, C y D han sido claramente vinculadas a un 

costo biológico importante176-178. En el caso de las de clase C y D vinculado a actividad 

DD-endopeptidasa que interfiere en la síntesis de peptidoglicano177. Por su parte las de 

clase B o metalo -lactamasas interferirían con las reservas o la disponibilidad de Zn2+  

puesto que requieren este metal en el sitio activo178. Nuestro grupo de trabajo ha descrito  

que en Salmonella Typhimurium, la presencia de plásmidos portando la metalo -
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lactamasa VIM-2 es inestable y tienden a ser perdidos por el microorganismo con el 

transcurso de las generaciones178  

 
2.VII_BLEE y resistencia transferible a quinolonas en 

Uruguay 
Los primeros reportes de BLEE descritas en nuestro país se remontan a principio de los 

90 y hacen referencia a derivadas de SHV en aislamientos hospitalarios179.  A partir del 

año 1991 se aislan cepas de EPEC provenientes de niños con diarrea con resistencia a 

oximinocefalosporinas180. Estas cepas presentaban PER-2, y algunos de los aislamientos 

tenían origen comunitario181.  A mediados de los 90, se obtuvieron aislamientos de 

Klebsiella pneumoniae portadores de CTX-M-2, la cual estaba codificada en un integrón 

complejo de clase 1, que también codificaba para resistencia a kanamicina, tobramicina 

y amikacina182.  Las primeras evidencias de cambio en la epidemiología de las BLEE en 

nuestro país surgen a partir del año 2006 cuando se obtienen aislamientos de 

enterobacterias portadoras de CTX-M-15 y CTX-M-9 a partir de colonización rectal en 

pacientes internados en una UCI183, 184. En este trabajo se describen también la detección 

de los primeros genes de resistencia transferibles a quinolonas, correspondientes a la 

enzima Aac(6´)Ib-cr y variantes de QnrB y QnrA183, 184.  La asociación de resistencia 

transferible a quinolonas y BLEE se observa también en pacientes pediátricos para el año 

2009 donde se detectan BLEE de tipo CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9, CTX-M-15, 

SHV-2 y SHV-5 185. 

 

2.VIII_E. coli virulencia y resistencia a antibióticos: 
 

En la última década se ha observado en los patógenos urinarios un paulatino aumento de 

la resistencia a antibióticos 186, 187.  

Se ha propuesto que estos aumentos determinados en un momento dado, para un lugar 

específico pueden deberse fundamentalmente a dos aspectos: 1-La presión de selección y 

eventualmente co-selección que ejerce el uso indiscriminado de determinado grupo de 

antibióticos 2- La diseminación de una clona particularmente resistente 186.  Poder 

discernir cuál de estos dos componentes es el preponderante en una región toma 

importancia en la medida que puede modificar conductas profilácticas y terapéuticas. 

De particular importancia es el aumento de la resistencia a fluoroquinolonas debido, por 

un lado, a que es una de los grupos de drogas de primera línea en estas infecciones y, por 
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otro, a la reciente aparición de mecanismos de resistencia transferibles a estos 

antibióticos.  

Por otro lado, el incremento de la resistencia a antibióticos (fundamentalmente a 

quinolonas) se ha asociado a menor cantidad de atributos de virulencia. 188, 189 Este 

fenómeno se ha intentado explicar o bien por la pérdida de los mismos durante el proceso 

de mutación que genera la resistencia190 o bien por la pertenencia de las cepas resistentes 

a clones diferentes de las sensibles . 191, 192 

En ese sentido el surgimiento de clones exitosos como E. coli ST131,  y el GCA 

mundialmente diseminados podría ser un ejemplo claro de coexistencia de 

multirresistencia y atributos de virulencia.193-196  

La co-resistencia a oximinocefalosporinas (fundamentalmente mediada por BLEEs) y 

fluoroquinolonas en E.coli es un hecho creciente a nivel mundial y particularmente en 

Latino America 197. Sin embargo, la información disponible en cuanto a la diseminación 

de clones y la presencia de atributos de virulencia en el continente es escasa. 198, 199 

 

En Uruguay, hasta el momento no hay información que relacione atributos de virulencia 

en E. coli con la presencia de BLEE o resistencia a fluoroquinolonas ni tampoco que 

determine los clones circulantes a nivel molecular. 
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3.I_Hipótesis: 

Los aislamientos de Escherichia coli Patógena Extra Intestinal (ExPEC) portadores de 

BLEE y/o resistentes a fluoroquinolonas tienen una distribución clonal y presentan menor 

cantidad de factores de virulencia que aquellos no productores de BLEE y/o sensibles a 

fluoroquinolonas. 

 

3.II_Objetivos generales: 

Relacionar la presencia de resistencia a antibióticos, en particular a 

oximinocefalosporinas y/o fluoroquinolonas con la detección de genes de virulencia de 

ExPEC. 

 

Establecer si los aislamientos productores de BLEE y resistentes a fluoroquinolonas 

presentan relación clonal entre ellos. 

 

3.III_Objetivos Específicos 

3.III.A_Caracterizar los mecanismos de resistencia transferibles a quinolonas y 

oximinocefalosporinas en los aislamientos de ExPEC. 

 

3.III:B_Determinar si los genes codificantes de BLEE son movilizables por 

conjugación y caracterizar dichos plásmidos de acuerdo a grupos de           

incompatibilidad y presencia de sistemás  de adicción. 

 

3.III.C_Determinar la clonalidad de los aislamientos portadores de BLEE 

 

      3.III.D_Clasificar a los ExPEC de acuerdo al grupo filogenético al que pertenecen y   

determinar los genes de virulencia presentes en dichos microorganismos. 

       

      3.III.E_Comparar la presencia de genes de virulencia entre las cepas sensibles y  

      resistentes a quinolonas y oximinocefalosporinas. 

 

      3.III.F_Determinar los principales secuenciotipos de los aislamientos resistentes a  los     

      antibióticos y verificar si los mismos se encuentran entre los aislamientos sensibles.
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4.I_Cepas bacterianas: 

 

Controles: para la determinación de sensibilidad a antibióticos se utilizaron como 

referencia con las cepas ATCC 25922 y 35218 de acuerdo a las recomendaciones del 

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). 

Para la detección de genes de resistencia se utilizaron las siguientes cepas ya 

caracterizadas en nuestro laboratorio: 

Salmonella enterica serovar Derby T12 blaTEM-144+ 200. 

Klebsiella pneumoniae 836 blaSHV-2+; E.coli 463 blaCTX-M-2 +;  Enterobacter cloacae 532 

blaCTX-M-9/qnrA1+; Klebsiella pneumoniae 737 blaCTX-M-8/qnrB +; E.coli 311 blaCTX-M-

15/aac(6’)Ib-cr + 185. 

Para la estimación del tamaño de los fragmentos y control de electroforesis en gel de 

campo pulsado, se utilizó la cepa Salmonella enterica serovar Braenderup H9812. 

 

4.II_Cepas en estudio:  
 

Se estudiaron 55 aislamientos de E. coli productoras de BLEE obtenidas entre el 1 de 

marzo de 2010 y 28 de febrero de 2011 de tres centros hospitalarios, dos de Montevideo 

(Hospital de Clínicas y Hospital Maciel) y uno de Colonia (CAMEC). 

Treinta y seis eran de aislamientos significativos de urocultivos, 7 de hemocultivos, 5 de 

lesiones de piel, 3 de muestras respiratorias, dos de abscesos y dos de líquidos 

peritoneales.  

Se incluyeron también 109 aislamientos de E. coli no productoras de BLEE de los mismos 

hospitals durante el mismo período de recolección provenientes de las siguientes 

muestras: 85 de orina, 8 de herida quirúrgica, 6 de hemocultivos, 2 de secreciones 

respiratorias, 3 de absceso, 3 de líquido peritoneal y 2 de lesiones de piel. 

 

4.III_Identificación bacteriana, estudios de sensibilidad a antibióticos y 

detección fenotípica de BLEE. 

La identificación bacteriana, sensibilidad a antibióticos y detección de BLEE se 

realizaron utilizando el sistema automatizado VITEK® 2 Compact system (bioMérieux, 

Marcy l’Étoile, France).  

Brevemente, el sistema VITEK® 2 utiliza 2 tarjetas de 64 pocillos para la identificación 

bacteriana y la determinación de sensibilidad a antibióticos. La tarjeta de identificación 
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utiliza reacciones colorimétricas que son leídas por un espectrofotómetro cada 15 minutos 

a diferentes longitudes de onda de luz visible para revelar los resultados de 48 pruebas 

bioquímicas201.  Para las pruebas de sensibilidad a antibióticos, se estima el crecimiento 

por turbidez ante la presencia de los antibióticos como sustancias inhibidoras, comparadas 

contra pocillos control. Para cada antibiótico se incluyen entre 1 y 5 concentraciones de 

antibióticos, realizándose extrapolación en base a estimación de turbidez para los valores 

externos a los intervalos. 

La detección de BLEE se realizó por comparación de crecimiento entre pocillos con 

cefotaxime, ceftazidime o cefepime solos o combinados con ácido clavulánico202. 

La interpretación de los resultados se realizó de acuerdo a las recomendaciones de CLSI 

203.  

Los valores de concentración inhibitoria mínima de ceftazidime, cefotaxime y cefepime 

para los aislamientos portadores de BLEE y de ciprofloxacina para todos los aislamientos 

estudiados, fueron confirmados por E-test (bioMérieux, Marcy l’Étoile, France), de 

acuerdo a las instrucciones del fabricante.  

 

4.IV_Extracción de ADN: 

 
La extracción de ADN se realizó por choque térmico. Brevemente se suspendieron tres 

colonias de cada microorganismo a estudiar en 200 l de TE buffer (10 mM Tris-HCl, 

pH 7.5 1 mM EDTA) las cuales se homogeneizaron mediante agitador. Se calentaron 

durante 10 minutos en baño a 100°C pasándose luego a baño de hielo por 5 minutos. Los 

restos celulares fueron decantados por centrifugación a 13000rpm durante 10 minutos en 

una microcentrífuga Hereaus Biofuge Pico. El sobrenadante fue retirado y colocado en 

nuevo tubo de centrífuga de 1,5 ml y congelado a -20°C hasta su utilización. 

 

4.V_Detección de BLEE y mecanismos transferibles de resistencia a 

quinolonas: 
 

En todos los aislamientos que presentaban test de BLEE positivos o la CIM a ceftriaxona 

y/o ceftazidime mayores a 1g/ml se realizó búsqueda de genes codificantes de BLEE 

por PCR para los genes blaCTX-M, blaTEM, blaPER-2 y blaSHV utilizando oligonucleótidos 

específicos de acuerdo a tabla 2. 

Las reacciones de PCR se realizaron de acuerdo a lo previamente descrito 181 ajustando 

la temperatura de hibridización (annealing) de acuerdo a lo mostrado en la Tabla 2. 
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Brevemente, la mezcla de reacción se preparó para 25 l de volumen final, conteniendo 

2,5 l de ADN molde, 1,25 unidades de Taq DNA polimerasa, 0,2 mM de 

desoxinucleótidos trifosfato, 10 mM Tris HCl (pH 8.4), 1.5 mM MgCl2, 50mM 

KCl y 0.5 mM de oligonucleótidos. El protocolo de reacción consistió en un paso de 

desnaturalización de 5 minutos a 95°C, seguido de 30 ciclos de: 95°C por 1 min, 55°C 

por 1 min y 72°C por 1 min, con una extensión final a 72°C por 20 min. 

Se detectaron mediante PCR los siguientes genes de resistencia transferible a quinolonas: 

qnrA, qnrB, qnrC, qnrD, qnrS y QepA para aquellos aislamientos que presentaban un 

valor de CIM a ácido nalidíxico > 2 g/ml. La detección de qnrA, qnrB y qnrS se realizó 

mediante multiplex PCR de acuerdo a lo publicado previamente por Robicsek y cols204 

realizándose PCR individual para el resto de los genes. Para aquellas cepas que 

presentaron un valor de CIM a amikacina >2 g/ml se le buscó la presencia del gen aac 

(6′)Ib, y la variante cr por perfil de restricción del producto de amplificación con la enzima 

BstF5I 205. La confirmación de la presencia de la variante cr se realizó mediante 

secuenciación del producto de amplificación.  

 

4.VI_Ensayos de conjugación plasmídica: 
 

Los ensayos de conjugación se realizaron de acuerdo a Shin y cols. 206 utilizando como 

cepa receptora E. coli J53-2 (resistente a rifampicina). Brevemente se sembraron 2 o 3 

colonias de las cepas donantes y receptora en 15 ml de caldo LB en tubos de centrifuga 

de 50 ml, los cuales se incubaron durante 3 horas a 37 °C con agitación a 200 rpm de 

manera de obtener un crecimiento en fase exponencial. Posteriormente se mezclaron 2,2 

ml de la receptora con 0,2 ml de la donante y se dejó incubando durante toda la noche a 

37°C.  Los trasnconjugantes fueron seleccionados en placas de Mc Conkey lactosa 

suplementadas con 150 mg/l de rifampicina y 1mg/l de ceftriaxona.  
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Tabla 2. Primers utilizados para la detección de mecanismos de resistencia a antibióticos 

Gen Nombre Secuencia de Primers (5´-3’) 
Tamaño del 
amplicón (pb) 

Temperatura 
amplificación 

Ref. 

-lactamasas 

blaTEM 
TemF ATGAGTATTCAACATTTCCG 

858 53 200 
TemR CCAATGCTTAATCAGTGAGG 

blaSHV   
SHVF GGGTTATTCTTATTTGTCGC 

927 52 187 
SHVR TTAGCGTTGCCAGTGCTC 

blaCTXM  
PANCTX-M-F TTTGCGATGTGCAGTACCAGTAA 

543 62 207 
PANCTX-M-R CGATATCGTTGGTGGTGCCATA 

blaCTX-M-1 
CTX-M-1F CCCATGGTTAAAAAATCACTG 

830 54,3 208, 209 
CTX-M-1R ACGGCTTTCTGCCTTAGGTT 

blaCTX-M-2 
CTX-M-2F TTAATGATGACTCAGAGCATT 

875 52 187 
CTX-M-2R GATACCTCGCTCCATTTATTG 

blaCTX-M-8 
CTX-M-G3F ACCTGATTAACTACAATCCCAT 

514 55,4 194 
CTX-M-G3R ACTTTCTGCCTTCTGCTCTGGC 

blaCTX-M-9 
CTX-M-G4F GCTGGAGAAAAGCAGCGGAG 

473 57,5 194 
CTX-M-G4R GTAAGCTGACGCAACGTCTG 

blaCTX-M-8 
CTX-M-8F TGAATACTTCAGCCACACG 

922 50 210 
CTX-M-8R TAGAATTAATAACCGTCGGT 

blaCTX-M-
9/14 

CTX-M-9/14F ATGGTGACAAAGAGAGTGC 
841 55,4 184 

CTX-M-9/14R TTACAGCCCTTCGGCGATG  

blaPER-2  
PER-2 F TGTGTTTTCACCGCTTCTGCTCTG 

900 52 187 
PER-2 R CAGCTCAAACTGATAAGCCGCTTG 

Resistencia transferible a quinolonas  

qnrA  
QNRAF ATTTCTCACGCCAGGATTTG 

516 54 211 
QNRAR GATCGGCAAAGGTTAGGTCA 

qnrB  
QNRBF GATCGTGAAAGCCAGAAAGG 

469 56 198 
QNRBR ACGACGCCTGGTAGTTGTCC 

qnrC 
QNRCF GGGTTGTACATTTATTGAATCG 

307 50 198 
QNRCR CACCTACCCATTTATTTTCA 

qnrD 
QNRDF CGAGATCAATTTACGGGGAATA 

580 51 198 
QNRDR AACAAGCTGAAGCGCCTG 

qnrS  
QNRSF ACGACATTCGTCAACTGCAA 

417 54 198 
QNRSR TAAATTGGCACCCTGTAGGC 

qepA 
QEPAF AACTGCTTGAGCCCGTAGAT 

595 56 198 
QEPAR GTCTACGCCATGGACCTCAC 

Aac(6’)Ib 
AACF TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA 

482 55 198 
AACR CTCGAATGCCTGGCGTGTTT 
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4.VII_Determinación de Grupo de incompatibilidad plasmídica y de 

sistemás  de adicción asociados a plásmidos conjugativos: 

Los grupos de incompatibilidad plasmídica y los sistemás  de adicción o mantenimiento 

relacionados a los mismos se realizaron por multiplex PCRs de acuerdo a Carattoli y cols. 

y Mnif y cols. respectivamente utilizando como molde ADN total de los transconjugantes 

obtenidos 212 157. Los primers utilizados se muestran en las tablas 3 y 4. 

 

Tabla 3. Primers utilizado para la determinación de los grupos de incompatibilidad plasmídica de acuerdo 

a Carattoli y cols. 157 

 

 

Sitio de 

amplificación 

Grupo de 

Incompatibilidad 
Nombre  Secuencia  

Amplicon 

size (bp) 

T de 

amplificación 

 parA-parB  
Inc HI1 HI1 FW  5 '-GGAGCGATGGATTACTTCAGTAC-3' 

471 

60 

 HI1 RV  5'-TGCCGTTTCACCTCGTGAGTA-3' 

 iterons  
Inc HI2 HI2 FW  5'-TTTCTCCTGAGTCACCTGTTAACAC-3' 

644 
 HI2 RV  5'-GGCTCACTACCGTTGTCATCCT-3' 

RNAI  
Inc I1-Ig I1 FW  5'-CGAAAGCCGGACGGCAGAA-3'  

139 
 I1 RV  5'-TCGTCGTTCCGCCAAGTTCGT-3' 

ori   
Inc X X FW  5'-AACCTTAGAGGCTATTTAAGTTGCTGAT-3'  

376 
 X RV  5'-TGAGAGTCAATTTTTATCTCATGTTTTAGC-3' 

repA,B,C   
Inc L/M L/M FW  5'-GGATGAAAACTATCAGCATCTGAAG-3'  

785 
 L/M RV 5'-CTGCAGGGGCGATTCTTTAGG-3' 

 repA 
Inc N N FW  5'-GTCTAACGAGCTTACCGAAG-3' 

559 
 N RV 5'-GTTTCAACTCTGCCAAGTTC-3' 

iterons  
Inc FIA FIA FW  5'-CCATGCTGGTTCTAGAGAAGGTG-3'  

462 
 FIA RV  5'-GTATATCCTTACTGGCTTCCGCAG-3' 

 repA  
Inc FIB FIB FW  5'-GGAGTTCTGACACACGATTTTCTG-3' 

702 
 FIB RV  5'-CTCCCGTCGCTTCAGGGCATT-3' 

repA  
Inc W W FW  5'-CCTAAGAACAACAAAGCCCCCG-3'  

242 
 W RV  5'-GGTGCGCGGCATAGAACCGT-3' 

repA  
Inc Y Y FW  5'-AATTCAAACAACACTGTGCAGCCTG-3'  

765 
 Y RV  5'-GCGAGAATGGACGATTACAAAACTTT-3' 

iterons   
IncP P FW 5'-CTATGGCCCTGCAAACGCGCCAGAAA-3'  

534 
 P RV  5'-TCACGCGCCAGGGCGCAGCC-3' 

repA2  
IncFIC FIC FW  5'-GTGAACTGGCAGATGAGGAAGG-3'  

262 
 FIC RV 5'-TTCTCCTCGTCGCCAAACTAGAT-3' 

repA  
Inc A/C A/C FW 5'-GAGAACCAAAGACAAAGACCTGGA-3'  

465 
 A/C RV  5'-ACGACAAACCTGAATTGCCTCCTT-3' 

repA   
IncT T FW  5'-TTGGCCTGTTTGTGCCTAAACCAT-3'  

750 
 T RV  5'-CGTTGATTACACTTAGCTTTGGAC-3' 

repA  
IncFIIA FIIS FW  5'-CTGTCGTAAGCTGATGGC-3'  

270 
 FIIS RV  5'-CTCTGCCACAAACTTCAGC-3' 

 RNAI  
Inc K/B K/B FW  5'-GCGGTCCGGAAAGCCAGAAAAC-3' 

160 
 K RV  5'-TCTTTCACGAGCCCGCCAAA-3' 

 RNAI  Inc B/O B/O RV  5'-TCTGCGTTCCGCCAAGTTCGA-3' 159 

 RNAI/repA  
Inc F FrepB FW 5'-TGATCGTTTAAGGAATTTTG-3' 

270 52 
 FrepB RV 5'-GAAGATCAGTCACACCATCC-3' 
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Tabla 4.  Lista de primers utilizados para la detección de sistemás  de edicción de acuerdo a Mnif y 

cols.212 

Gen Nombre  Sequencia (5΄→3΄ ) 
Tamaño de 
amplicón 

T de 
amplificación 

pemK 
PemK-up AACGAGAATGGCTGGATGC 

232 54 
PemK-low CCAACGACACCGCAAAGC 

ccdA ccdB 
CcdA-up AGGAAGGGATGGCTGAGGT 

230 54 
CcdB-low GGTAAAGTTCACGGGAGAC 

relE 
RelE-up AAAAACCCGATGGCGACAG 

370 57 
RelE-low TGATAGACCAGGCGAAAAC 

parD parE 
ParD-up ACGGACCAGCAGCACCAG 

534 58 
ParE-low AGCCCTTGAGCCTGTCGG 

vagC vagD 
VagC-up GGGACCTGGATTTTGATGG 

210 53 
VagD-low GAGCAGATGTTGGTGTCG 

hok sok 
Hok-up AGATAGCCCCGTAGTAAGTT 

203 54 
Sok-low GATTTTCGTGTCAGATAAGTG 

pndC pndA 
PndC-up TCAATCAACCAGGGCTCT 

140 52 
PndA-low CCTCACCATCCAGACAAAA 

srnB srnC 
SrnB-up ACTGATTGTAGCCTCTTCTTT 

171 54 
SrnC-low CACCACTGTATTTCCCCTGT 

 

4.VIII_Secuenciación de un plásmido portador de CTX-M-14: 

La extracción plasmídica para la secuenciación se realizó a partir de un transconjugante 

TcE7 obtenido como fue mencionado anteriormente, utilizando el Kit QIAGEN(R) Large-

Construct Kit, siguiendo las instrucciones del fabricante. 

El ADN plasmídico obtenido fue secuenciado en el laboratorio Genia utilizando un 

secuenciador más ivo Ion Torrent Systems. 

Brevemente, el plásmido fue fragmentado por digestión enzimática, optimizando el 

tiempo de digestión para obtener una media de fragmentos en el entorno de 200 pb. Los 

fragmentos generados se verificaron mediante chip en un aparato 2100 Bioanalyzer 

system (Agilent). 

 

Luego se procedió a realizar la biblioteca del ADN fragmentado.  Posteriormente se 

seleccionaron los fragmentos de la biblioteca adecuados para una secuenciación de 200 

pb. Se cuantificó la biblioteca y se verificó el tamaño de los fragmentos seleccionados 

utilizando el mismo equipo 2100 Bioanalyzer system.  

Más tarde se generó el templado mediante la amplificación de la biblioteca en el Ion One 

Touch (Life Technologies). Se realizó el enriquecimiento de las mismás  en el Ion One 
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Touch ES. En este punto se evaluó la calidad del templado y del enriquecimiento 

mediante espectrofluorometría en un fluorómetro Qubit 3.0 (Life Technologies). 

Por último, se cargó un chip 314 (Life Technologies) y se programó el Ion PGM para 

realizar 520 flows, lo recomendado para hacer una lectura de 200 pb. 

De acuerdo a lo solicitado se analizaron los datos como si fuera secuenciación de novo 

sin referencia en el servidor Torrent que dispone de la versión Torrent Suite 3.2.1. 

Además, se utilizó el plug in Assembler 3.1.0 para el ensamblaje de los reads. 

Los contigs fueron analizados y re ensamblados usando el programa Vector NTI Advance 

(TM) 11.0 (C) 2008 (Invitrogen Corporation). La anotación y esquema del mismo se 

realizó en el mismo programa.  

 

4.IX_Determinación de grupo filogenético y detección de factores de 

virulencia: 

 La determinación del GF se determinó por multiplex PCR de acuerdo a lo descrito por 

Clermont y col. 59 (ver tabla 5) adoptando la división en sub grupos propuesta por Branger 

y cols. 213 

Brevemente, se busca la presencia de tres fragmentos de ADN de 279, 211 y 152 pb 

correspondientes a los genes chuA, yjaA y TSPE4.C2 respectivamente.   

De acuerdo a Clermont y col. el GF A queda definido por la ausencia de chuA y 

TspE4.C2; el GF B1 queda definido por la ausencia de chuA e yjaA y la presencia de  

Tspe4.C2; la presencia de chuA e yjaA definen al grupo B2 y la ausencia de yjaA en 

presencia de  chuA define al grupo D. (ver figura 16) 

 

Teniendo en cuanta que para los grupos A, B2 y D se pueden obtener 2 posibles perfiles, 

se definieron los siguientes subgrupos:  

A0: ninguna de las tres bandas presentes; A1: solo positivo yjaA 

D1: Solo chuA positivo; D2: chuA y Tspe.4C2 positivos  

B22: ;  chuA y yjaA positivos; B23: chuA, yjaA y Tspe.4C2 positivos 
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Figura 16: se muestran 

las posibles variantes de 

la multiplex PCR para 

determinación de GF y 

la subclasificación de 

Branger y col.  Se 

muestra los perfiles de 

bandas posibles. 

 

 

 

 

 

 

 

La detección de los genes de virulencia se realizó en dos etapas: 

En una primera instancia se realizó un tamizaje de virulencia (TV) de acuerdo a lo 

recomendado por Johnson y cols57. Se consideró que las cepas eran TV+ si presentaban 

dos o más genes de virulencia, considerando papA y papC como representantes de una 

sola estructura (ver tabla 5). 

Para esto se realizaron dos multiplex PCR que incluían los genes afa, sfa/foc, kpsMII 

(tamizaje A) y los genes papA, papC e iutA (tamizaje B) en una mezcla de reacción que 

contenía 2 l de ADN molde, 1,25 unidades de Taq DNA polimerasa, 0,2  mM de 

desoxinucleótidos trifosfato, 10 mM Tris HCl (pH 8.8) incluyendo 50 mM de KCl, 4 mM 

de MgCl2, y 0.6 mM de cada uno de los 6 oligonucleótidos en un volumen final de 25l 

. 

A aquellas cepas TV+ se les realizó la búsqueda de 19 genes de virulencia adicionales 

(ver tabla de primers y resultados) mediante PCR modificando lo descrito por Johnson et 

al 6 (ver Tabla 5). 

 
Tabla 5. Primers utilizados para determinación de grupo filogenético y detección de genes asociados a 

virulencia 

Gen 
 

Nombre 
Secuencia  (5’-3’)  Tamaño de 

amplicón (pb) 

Tiempo  

amplificación 

 Grupo filogenético 

ChuA 
chuA1 GACGAACCAACGGTCAGGAT  

279 

55 

chuA2 TGCCGCCAGTACCAAAGACA  

YjaA 
YjaA1 TGAAGTGTCAGGAGACGCTG  

211 
YjaA2 ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC  

TspE4C2 
TspE4C2.1 GAGTAATGTCGGGGCATTCA  

152 
TspE4C2.2 CGCGCCAACAAAGTATTACG  

 Factores de virulencia de tamizaje 

chuA 
yjaA 
Tspe.4C2 
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papAH 
PapAf ATGGCAGTGGTGTCTTTTGGTG  

720 

63 

PapAr CGTCCCACCATACGTGCTCTTC  

papC 
PapCf GTGGCAGTATGAGTAATGACCGTTA  

200 
PapCr ATATCCTTTCTGCAGGATGCAATA  

sfa/focDE 

Sfa1 CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC  
410 

Sfa2 CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA  

iutA 
Aerf GGCTGGACATCATGGGAACTGG   

300 
Aer r CGTCGGGAACGGGTAGAATCG   

kpsMTII 
kpsII f GCGCATTTGCTGATACTGTTG   

272 
kpsIIr CATCCAGACGATAAGCATGAGCA   

afa/draBC 
Afaf GGCAGAGGGCCGGCAACAGGC  

559 
Afar CCCGTAACGCGCCAGCATCTC  

 Factores de virulencia 

papEF 
papEF f GCAACAGCAACGCTGGTTGCATCAT  

336 

63 

papEFr AGAGAGAGCCACTCTTATACGGACA  

papG pGf CTGTAATTACGGAAGTGATTTCTG  
1070 

        II.III pGr ACTATCCGGCTCCGGATAAACCAT  

        I pG1r TCCAGAAATAGCTCATGTAACCCG  1190 

Alelo I 
alleleIf TCGTGCTCAGGTCCGGAATTT  

461 
alleleIr TGGCATCCCCCAACATTATCG  

Alelo II 
alleleIIf GGGATGAGCGGGCCTTTGAT  

190 
alleleIIr CGGGCCCCCAAGTAACTCG  

Alelo III 
alleleIIIf GGCCTGCAATGGATTTACCTGG  

258 
alleleIIIr CCACCAAATGACCATGCCAGAC  

sfaS 
Sfaf GTGGATACGACGATTACTGTG  

240 
sfar CCGCCAGCATTCCCTGTATTC  

focG 
focGf CAGCACAGGCAGTGGATACGA  

360 
focGr GAATGTCGCCTGCCCATTGCT  

bmaE    
bmaE-f ATGGCGCTAACTTGCCATGCTG  

507 
bmaE-r AGGGGGACATATAGCCCCCTTC    

gafD 
gafD-f  TGTTGGACCGTCTCAGGGCTC  

952 
gafD-r CTCCCGGAACTCGCTGTTACT   

nfaE 
nfaEf GCTTACTGATTCTGGGATGGA   

559 
nfaEr CGGTGGCCGAGTCATATGCCA   

fimH 
fimH F TGCAGAACGGATAAGCCGTGG   

508 
fimH R GCAGTCACCTGCCCTCCGGTA   

hlyA 
hlyAF AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT   

1177 
hlyAR ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA   

cnf1 
cnf1 F AAGATGGAGTTTCCTATGCAGGAG   

498 
cnf1 R CATTCAGAGTCCTGCCCTCATTATT  

fyuA 
fyuAF TGATTAACCCCGCGACGGGAA   

880 
fyuAR CGCAGTAGGCACGATGTTGTA   

kpsMTIII 
KpsIII f  TCCTCTTGCTACTATTCCCCCT   

392 
KpsIII r AGGCGTATCCATCCCTCCTAAC   

kpsMT K1 K1-fc  TAGCAAACGTTCTATTGGTGC  153 

kpsMT K5  K5-fc  CAGTATCAGCAATCGTTCTGTA   159 

Rfc 
rfc-F ATCCATCAGGAGGGGACTGGA   

788 
rfc-R AACCATACCAACCAATGCGAG   

ibeA 
ibeA F AGGCAGGTGTGCGCCGCGTAC   

170 
ibeA R TGGTGCTCCGGCAAACCATGC   

cvaC 
ColV-Cf  CACACACAAACGGGAGCTGTT   

680 
ColV-Cr CTTCCCGCAGCATAGTTCCAT   

traT 
traT-F GGTGTGGTGCGATGAGCACAG   

290 
traT-R CACGGTTCAGCCATCCCTGAG   

PAI 
RPAI-F GGACATCCTGTTACAGCGCGCA   

930 
RPAI-R TCGCCACCAATCACAGCCGAAC   
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Brevemente, se  realizaron multiplex PCR para los genes PAI, fimH, papEF, ibeA 

(multiplex 1) fyuA, papGIII, K1, hlyA (multiplex 2) ; focG, traT, papGII  multiplex 3) 

en una mezcla de reacción que contenía  2 l de ADN molde, 2,5 unidades de Taq DNA 

polimerasa, 0,8  mM de desoxinucleótidos trifosfato, 10 mM Tris HCl (pH 8.8) 

incluyendo 50mM de KCl, 4 mM de MgCl2, y 0.6 mM de cada uno de los 8 

oligonucleótidos en un volumen final de 25l . 

 

4.X_Tipificación por análisis de Secuencias Multi Locus (MLST) 

 

Se realizó MLST de acuerdo a lo descrito, mediante la amplificación y secuenciación de 

regiones internas de siete genes de mantenimiento (housekeeping) de acuerdo al 

protocolo y primers especificados en la página web de MLST para E. coli: 

http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Ecoli, antes (http://mlst.ucc.ie/mlst/dbs/Ecoli)   

Los genes analizados fueron  

adk (adenilato kinasa) 

fumC (fumarato hidratasa) 

gyrB (DNA girasa) 

icd (isocitrato/isopropilmalato deshidrogenasa) 

mdh (malate deshidrogenasa)  

purA (adenilosuccinato deshidrogenasa)  

recA (motivo de unión a ATP/GTP de RecA)  

 

La reacción de PCR contuvo 2,5 ml de ADN total, 20 pmol de cada primer, 200 mmol de 

dNPTs, 10 ul de buffer 10x y 5 unidades de Taq polimerasa en 100 ml de agua. 

Las condiciones de las PCR fueron: 2 min a 95°, 30 ciclos de 1 min a 95°, 1 min a la 

temperatura de hibridización, 2 min a 72° seguido de 5 min at 72°.  

 

4.XI_Tipificación mediante Electroforesis en Gel de Agarosa de Campo 

Pulsado (PFGE). 

 

Para la realización de la Electroforesis en gel de campo pulsado se siguió el protocolo 

recomendado por PulseNet (http://www.cdc.gov/pulsenet/PDF/ecoli-shigella-

salmonella-pfge-protocol-508c.pdf). 

http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Ecoli
http://mlst.ucc.ie/mlst/dbs/Ecoli
http://www.cdc.gov/pulsenet/PDF/ecoli-shigella-salmonella-pfge-protocol-508c.pdf
http://www.cdc.gov/pulsenet/PDF/ecoli-shigella-salmonella-pfge-protocol-508c.pdf
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A partir de cultivos en placas de Agar Tripticasa Soja suplementadas con 5% de sangre 

ovina durante 18 horas a 37°C se prepararon suspensiones en BSC (buffer de suspensión 

celular 100 mM Tris:100 mM EDTA, pH 8.0) que fueron ajustadas a una turbidez de 7,4 

de Mac Farland en hielo. 

 

Los bloques se prepararon a partir de una mezcla de 400 l de suspensión bacteriana en 

BSC, 400 l de agarosa para PFGE (Agarose LF amresco) al 1% en TE y 20 l de una 

solución stock de proteinasa K a 20 mg/ml. 

 

Posteriormente se trataron con 5 ml de buffer de lisis celular (50 mM Tris:50 mM EDTA, 

pH 8.0 + 1% Sarcosyl) con el agregado de 25 l de solución stock de proteinasa K durante 

2 horas a 55°C con agitación. 

Los bloques fueron posteriormente lavados por cuatro veces, dos con agua mQ estéril 

durante 15 min a 55°C con agitación y dos con TE en las mismás  condiciones. 

Luego de lavados, una porción de aproximadamente 2mm3 de los mismos fueron 

digeridos con 50 U de XbaI por muestra previo lavado con buffer de restricción 1X a 

37°C durante 2 horas. 

Las muestras se corrieron en un gel de agarosa (para PFGE) al 1% en buffer Tris-Borato 

EDTA 0,5x en un aparato CHEF DRII system (BioRad) con las siguientes condiciones: 

tiempo inicial 2.2 s, tiempo final 54.2 s, voltage: 200 V, tiempo de corrida 20 horas. 

El gel se tiñó en una solución de bromuro de etidio de g/ml en agua mQ durante 30 

min, realizando un paso de lavado de una hora en agua mQ. 

Los geles se vieron en un trasniluminador UV y fueron fotografiados y guardados en 

formato digital.  

 

Los perfiles de bandas obtenidos fueron analizados utilizando BioNumerics 

fingerprinting software (Applied Maths, St-Martens-Latem, Belgium). Los dendrogramás  

fueron generados por unweighted pair-group method (UPGMA) utilizando medias 

aritméticas en base al coeficiente de similitud de Dice con un 2% de tolerancia en el 

posicionamiento de las bandas. Se consideró que las cepas pertenecían al mismo pulsotipo 

cuando presentaban una similitud igual o mayor al 85% 214 
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4.XII_Detección de Grupo Clonal A mediante Polimorfismo Simple de 

Nucleótidos (SNP) para el gen fumC:  

Se buscaron los SNP para el gen fumC de acuerdo a Johnson et al 215, utilizando los 

mismos primers recomendados para MLST, para aquellos aislamientos que siendo del 

grupo filogenético D se les realizó MLST. 

Brevemente se buscó la secuencia nucleotidica en las posiciones 270, 271 y 288 del gen 

fumC, buscando las sustituciones G270A, C271T y C288T. 

 

4.XIII_Análisis estadísticos 

Las variables numéricas y las comparaciones de medias fueron analizadas utilizando  

o test exacto de Fisher’s y test de Student respectivamente. Un valor de P <0.05 fue 

considerado estadísticamente significativo.  

El riesgo relativo (RR) y el 95% de intervalo de confianza (CI 95) fue calculado utilizando 

métodos estándares.  

 

La correlación entre la presencia de genes de virulencia y la resistencia a 

oximinocefalosporinas o fluoroquinolonas fue determinada para las cepas que fueron 

TV+. Para su comparación, se hicieron dos análisis, por un lado, para los 103 aislamientos 

TV+ y un segundo, donde solo se tuvieron en cuenta aquellos aislamientos que 

presentaban perfiles diferentes ya sea en su grupo filogenético, su perfil de genes de 

virulencia o su perfil de sensibilidad a antibióticos. 

 

Finalmente, para diferenciar entre poblaciones bacterianas con alta o baja probabilidad 

de presentar resistencia a flurquinolonas u oximinocefalosporinas, se realizaron curvas 

ROC utilizando varios modelos de perfiles de virulencia, utilizando como variables de 

estado la resistencia a ciprofloxacina y la resistencia a oximinocefalosporinas y 

comparando las mismás  mediante el análisis de área bajo la curva. 

Todos los análisis estadísticos se realizaron utilizando el software SPSS 17.0 (IBM SPSS 

Inc., Chicago, IL, USA).
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5.I_Determinación de fenotipos de resistencia: 

La emergencia de la resistencia a antimicrobianos es un hecho alarmante a nivel 

mundial216 que no es ajeno a ExPEC217 218. 

En nuestro país los datos disponibles dan cuenta de un aumento de la resistencia a 

fluoroquinolonas en las E.coli causantes de infecciones urinarias comunitarias en adultos 

entre los años 1998 y 2008, pasando de 2 al 15% en 10 años  219, 220 

Incluso en población pediátrica donde el uso de fluoroquinolonas es restringido, se 

observó un 2% de resistencia a ciprofloxacina en E. coli productor de infecciones 

urinarias comunitarias en el año 2010 221.  

Por su parte en Uruguay no hay estudios específicos sobre ExPEC productores de BLEE 

ni de los perfiles de resistencia que se asocian a estas enzimas . 

 

En este trabajo se estudiaron 164 cepas de ExPEC que se repartieron en 29 perfiles de 

resistencia a antimicrobianos diferentes (ver Tabla 6). Para la realización de los perfiles 

de susceptibilidad se consideraron 8 antimicrobianos: ampicilina, cefalotina, 

oximinocefalosporinas (ceftriaxona o ceftazidime), gentamicina, amikacina, ácido 

nalidíxico, ciprofloxacina y trimetoprim-sulfametoxazole. Dentro de estos, 10 

concentraron el 80% de los aislamientos (131 aislamientos), incluyendo 31 que fueron 

sensibles a todos los antimicrobianos probados. Todos los aislamientos estudiados fueron 

sensibles a los carbapenemes. 

Para calificar a estos aislamientos como MRD se modificó levemente el criterio 

previamente descrito por Magiorakos et al. 153 Para las cepas productoras de BLEE, dado 

que confieren resistencia a aminopenicilinas, cefalosporinas de primera y segunda 

generación y oximinocefalosporinas (lo cuál confiere un perfil de MDR per se de acuerdo 

a la definición tomada como referencia), se consideran MDR cuando además presentan 

resistencia a algún integrante de otras dos familias de antibióticos distintas de - 

lactámicos. 

De los 28 perfiles, 12 presentaron multirresistencia, concentrando el 40,2 % de los 

aislamientos (66/164), mientras que siete incluían resistencia a oximinocefalosporinas y 

fluoroquinolonas (Tabla 6).  
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Como se observa en la Tabla 7, tanto la presencia de BLEE como la resistencia a 

fluoroquinolonas, están significativamente asociados con resistencia a todos los otros 

antimicrobianos analizados. 

Previamente, en nuestro país, se había demostrado una asociación entre la resistencia a 

fluoroquinolonas y cefalosporinas de tercera generación en aislamientos de E. coli 

aisladas de urocultivos de origen comunitario 222. Por otro lado, hemos descrito que los 

aislamientos de enterobacterias portadoras de BLEE aisladas de muestras clínicas de 

niños hospitalizados se asocian a resistencia a gentamicina OR 84.5 (IC 95% 10.6-69.6) 

amikacina, OR 2.1 (IC 95% 1.25-3.68) trimetoprim sulfametoxazole OR 12 (IC 95% 

2.66-54.2) y ciprofloxacina OR 1.5 (IC 95% 1.05-2.15)223. 

Tabla 6. Distribución de los 164 aislamientos de ExPEC según antibiotipo 

A: ampicilina; K: cefalotina; O: oximinocefalosporinas; Ak: amikacina; G: gentamicina; N: ácido nalidíxico; C: 

ciprofloxacina; S: Sulfametoxazol-Trimetoprim. PT: pulsotipo; ST: secuenciotipo. 

 (*) Se señalan los 10 perfiles que concentran el 80% de los aislamientos. En rojo los perfiles que incluyen aislamientos con 

BLEE. En verde los perfiles que contienen aislamientos resistentes a fluoroquinolonas. 

En super índice se señalan el número de aislamientos pertenecientes a esa combinación. 

En sub índice se indica el número de aislamientos estudiados 

Perfil Antibiotipo N PT/ST/  BLEE(n) N ST

1 AKOAkGNCS* 6 16 AKNCS* 8

2 AKOAkGNC 1 17 AKNC 3

3 AKOAkNCS* 12 18 AKN 3

4 AKOGNCS* 12 19 AKS* 10 69,73,393

5 AKOGNC 2 20 AK* 19 12,405

6 AKOGS 1 21 AGNS 1

7 AKONCS* 15 22 ANCS 4

8 AKONC 2 23 ANC 2

9 AKONS 1 24 ANS 1

10 AKON 1 25 AS* 11 69

11 AKOG 1 C/38/CTX-M-2,CTX-M-14(1) 26 A* 7

12 AKO 1 27 N 4 95

13 AKAkNCS 1 28 S 1

14 AKGN 1 29 * 31

15 AKGS 2

E/ND/CTX-M-15
(1)

, A/131/CTX-M-15
(1)

, 

                          Perfil        Antibiotipo

B/405/CTX-M-15
(4)

, A/131/CTX-M-15
(1)

, NT/393/CTX-M-2 
(1)

I/393/CTX-M-2

A/131/CTX-M-15
(11)

, D/ND/CTX-M-15
(1)

B/405/CTX-M-15
(6)

, A/131/CTX-M-15
(1), 

K /ND/CTX-M-2
(1)

, 

LL/ND/CTX-M-2,CTX-M-14
(1)

, NT/ND/CTX-M-2
(1)

, 

N/ND/CTX-M-14
(1)

, D/ND/CTX-M-14
(1)

ND/131/-
(2)

O/69/CTX-M-9
(1)

B/405/CTX-M-15
(3)

, A/131/CTX-M-15
(6)

,NT/ND/CTX-M-2
(2)

, 

C/ND/CTX-M-15
(1)

, I/ND/CTX-M-2
(1)

, G/ND/CTX-M-14
(1)

, 

H/ND/CTX-M-14
(1)

F/1158/CTX-M-2
(1)

, F/3627/CTX-M-2
(1)

J/ND/CTX-M-14
(1)

M/3555/CTX-M-8
(1)

L/ND/CTX-M-2,CTX-M-14
(1)
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  n BLEE+ BLEE- P RR (95%IC) CIP-R CIP-S p  RR (95%IC) 

SXT-R 86 47 39 0.000 10.6 (4.5-24.6) 59 27 0.000 13.31  (6.1-29-1) 

A-R 126         68 58 0.000 21.1  (4.9-91.5) 

K-R 102         64 38 0.000 15.7 (6.2-40.0) 

O-R 55         51 4 0.000 60.4 (19.5-187.3) 

Ak-R 20 19 1 0.000 57.0 (7.4-441.0) 20 0 0.000 1.4 (1.2-1.6) 

G-R 27 23 4 0.000 18.9 (6.1-58.6) 22 5 0.000 8.2 (2.9-22.9) 

N-R 81 53 28 0.000 76.7 (17.5-335.4)         

C-R 70 51 19 0.000 60.4 (19.5-187.3         

 

A los efectos de verificar si las asociaciones detectadas para ciprofloxacina se mantenían 

para aquellos aislamientos BLEE negativos, se analizaron los mismos excluyendo los 55 

portadores de BLEE.  

En este caso, la resistencia a ciprofloxacina se asoció con resistencia a ampicilina p = 

0,016 OR: 6,0 (IC95% 1,23-26,03), cefalotina p = 0,014 OR 3,6 (IC95% 1,24-10,27) y 

trimetoprim-sulfametoxazole p < 0,001 OR 7,28 (IC95% 2,37- 22,32) pero no con 

resistencia a gentamicina y amikacina (datos no mostrados). 

 

Si bien la asociación entre consumo previo de ciprofloxacina o cefalosporinas de tercera 

generación se ha asociado a infecciones por microorganismos resistentes a 

fluoroquinolonas y oximinocefalosporinas respectivamente 222, 223, también estas 

asociaciones entre múltiples resistencias establecidas en este trabajo, podrían ser 

explicadas por fenómenos de-coselección, de modo que prácticamente cualquier 

antibiótico utilizado favorecería la selección de microorganismos resistentes a 

ciprofloxacina y/o productores de BLEE. 

En este sentido Vien Le y colaboradores, demostraron que el consumo de antibióticos 

para el tratamiento de infecciones del tracto respiratorio, distintos de fluoroquinolonas, 

se asoció al aumento de resistencia a fluoroquinolonas en el tracto digestivo224. 

Recientemente hemos demostrado para una UCI, que la colonización del tracto digestivo 

y/o respiratorio por Acinetobacter baumannii está asociada al consumo de 

Tabla 7: Asociaciones estadísticamente significativas entre los aislamientos de E. coli portadores de BLEE 

o resistencia a fluoroquinolonas y resistencia a otros antibióticos   

R: resistente, S: sensible, SXT: sulfametoxazole-trimetoprim, A: ampicilina, K: cefalotina, O: 

oximinocefalosporinas, Ak: amikacina, G: gentamicina, N: ácido nalidíxico, C: ciprofloxacina 
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oximinocefalosporinas y que la ocurrencia de neumonía asociada a la ventilación 

mecánica por dicho microorganismo se asocia a su vez a dicha colonización previa 225.  

Esta colonización, también se cumple para infecciones por enterobacterias184.  

Recientemente, Seija y colaboradores, pudieron relacionar el consumo previo de 

ciprofloxacina con el desarrollo de ITU por E. coli resistente a fluoroquinolonas, pero no 

con el uso de otros antibióticos 222, sin embargo en ese trabajo no se analizaron las 

colonizaciones digestivas, que podrían ser el paso previo determinante para la posterior 

infección. 

 

5.II_Cepas productoras de BLEE y sensibilidad a oximinocefalosporinas: 
 

En el año 2010, tanto las normativas del CLSI, como las del European Committee on 

Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST); modificaron en mayor o menor medida 

sus criterios de interpretación de los resultados de sensibilidad a oximinoefalosporinas en 

presencia de BLEE 226, 227 (ver tabla 8).  

Tabla 8. Cambios, diferencias y similitudes de los criterios de interpretación de la susceptibilidad 

bacteriana a las cefalosporinas de tercera y cuarta generación. 

 

*Cambios introducidos recién a partir de 2014 

Se señalan en negrita las modificaciones introducidas en el año 2010 con respecto al 2009. 

En rojo se resaltan las principales diferencias entre CLSI y EUCAST en las nuevas normás .  

 

La introducción de estos cambios cuantitativos en la determinación de la suceptibilidad y 

resistencia introdujeron también cambios cualitativos en la interpretación de los 

resultados. Hasta ese momento la detección de BLEE mediante métodos de tamizaje 

(utilizando discos de cefalosporinas de tercera generación con y sin el agregado de ácido 

S≥ RI R≤ S≤ RI R≥ S≥ RI R≤ S≤ RI R≥

Ceftazidime 30 18 15-17 14 8 16 32 21 18-20 17 4 8 16

Cefotaxime 30 23 15-22 14 8 16-32 64 26 23-25 22 1 2 4

Cetriaxona 30 21 14-20 13 8 16-32 64 23 20-22 19 1 2 4

Cefepime 30 18 15-17 14 8 16 32 25* 19-24* 18* 2* 4-8* 16*

S≥ RI R< S≤ RI R> S≥ RI R< S≤ RI R>

Ceftazidime 10 20 15 1 8 22 19 1 4

Cefotaxime 5 21 18 1 2 20 17 1 2

Cetriaxona 30 23 20 1 2 23 20 1 2

Cefepime 30 24 18 1 8 24 21 1 4

EU
C

A
ST

Carga 

discoAntibióticos

C
LS

I

año 2009 año 2010/14

halos (mm) MIC (mg/dl) halos (mm) MIC (mg/dl)
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clavulánico) implicaba un informe de resistencia a todas las cefalosporinas independiente 

del resultado obtenido, tanto para medidas de halos como para la determinación de CIM. 

A partir de los nuevos valores de puntos de corte, la interpretación de los resultados es 

independiente para cada cefalosporina, que debe informarse de acuerdo al resultado 

obtenido para cada una. 

Los aislamientos estudiados en este trabajo mostraron una CIM50 (Concentración de 

antibiótico que inhibe el 50% de los aislamientos) y una CIM90 (Concentración de 

antibiótico que inhibe el crecimiento del 90% de los aislamientos) heterogénea entre las 

diferentes cefalosporinas de tercera y cuarta generación. Así la CIM50 y CIM90 para 

ceftriaxona fue de 64 y 256 mg/dl y para ceftazidime y cefepime 2 y 32 mg/dl 

respectivamente.  

De acuerdo a las nuevas pautas, tanto CLSI como EUCAST, entre el 49 y 66% de los 

aislamientos, podrían haber sido considerados como sensibles a alguna cefalosporina de 

tercera o cuarta generación. En la figura 17 se muestran la interpretación de los resultados 

de sensibilidad de acuerdo a las distintas pautas mencionadas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 17 Porcentajes de sensibilidad a diferentes oximinocefalosporinas de acuerdo a las pautas EUCAST y 

CLSI utilizando los criterios cuantitativos y cualitativos correspondientes a cada una. 

 

 

 

 

Resultados de sensibilidad a diferentes oximinocefalosporinas en aislamientos 

BLEE+ de acuerdo a pautas CLSI/EUCAST 
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Estas nuevas pautas permitirían rescatar las cefalosporinas de tercera y cuarta generación 

como opciones de tratamiento, evitando el uso de carbapenemes.  

Sin embargo, la aceptación de estas normás  es al menos controvertida. Un grupo de 

autores sostienen que existe literatura que muestra fallos terapéuticos en casos de 

infecciones por BLEE con valores dentro de la categoría “sensible” 228.  

 

Livermore y colaboradores fundamentan buena parte de su argumentación en los 

resultados obtenidos por Paterson y colaboradores en un trabajo del año 2001, sobre 

infecciones severas producidas por microorganismos productores de BLEE229. 

Sin embargo, en trabajos que buscan factores de riesgo asociados a mortalidad en las 

infecciones producidas por microorganismos productores de BLEE o carbapenemás as, 

suele aparecer como riesgo independiente asociado a mortalidad, la gravedad de la 

infección230, 231. Por lo tanto, el fallo terapéutico en estos pacientes, podría asociarse más  

a la gravedad de la infección, que a la producción de BLEE propiamente dicha. 

El informar de acuerdo al test de sensibilidad (incluyendo los valores de CIM en caso de 

tenerlos) pero destacando la presencia de BLEE en esos aislamientos, así como la 

participación de los infectólogos tanto en los diseños de guías terapéuticas como en los 

tratamientos de los pacientes con infecciones por aislamientos multi resistentes,  podría 

ser una combinación de medidas que permitiera optimizar el uso de antimicrobianos en 

pacientes con infecciones por microorganismos productores de BLEE. 

 

5.III_Determinación de BLEE y RTFQ en ExPEC: 

Como fue señalado previamente, se ha identificado un cambio en la epidemiología de las 

BLEE en nuestro país a partir del año 2006, que implica la emergencia de BLEE del tipo 

CTX-M-15 y CTX-M-14 entre otras184, 185, 223. Sin embargo, hasta el momento, ningún 

trabajo se ha centrado en E. coli, por lo que la información disponible es circunstancial. 

En lo referente a aislamientos clínicos, se ha descrito la presencia de CTX-M-2, SHV-5 

y CTX-M-15 en aislamientos pediátricos 185, 223. 

En este trabajo, la distribución de BLEE fue la siguiente: 37 aislamientos presentaron 

CTX-M-15, 8 CTX-M-2, 5 CTX-M-14, tres presentarons dos BLEE: CTX-M-2 y CTX-

M-14, un aislamiento CTX-M-9 y uno CTX-M-8.  

Estos 55 aislamientos se distribuyeron en 12 perfiles de resistencia independientemente 

del tipo de BLEE, como puede verse en la Tabla 6. 
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Estas BLEE se asociaron a genes de resistencia transferible a quinolonas de la siguiente 

manera: aac(6’)Ib-cr fue detectado en 33 cepas, (en 31 portadoras de blaCTX-M-15 y dos 

blaCTX-M-14), por su parte qnrA y qnrB fueron detectados en un solo aislamiento cada uno, 

asociados a blaCTX-M-9 y blaCTX-M-8 respectivamente. 

 

5.IV_Tipificación Molecular y Caracterización Clonal: 

Para poder determinar si estos aislamientos estaban relacionados genéticamente, se les 

realizó tipificación mediante Electroforésis en Gel de Campo Pulsado, la cual pudo 

realizarse en 51/55 aislamientos. Las 4 cepas restantes (tres productoras de CTX-M-2 y 

una de CTX-M-15) no fueron tipificables por éste método.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19: Pulsotipos de los aislamientos pertenecientes a los pulsotipos B, C, D y E portadoras de CTX-M-15 

Pulsotipo B: E23, E25, E29, E35, HP08, HP04, HP09, HP02, HP10, HP17, E34, E41.Pulsotipo C: 

E13, Pulsotipo D: E49, Pulsotipo E: E46. Sbrup: Salmonella Braenderup. Los valores de los pesos 

moleculares de los fragmentos producto de la digestión de la S. Braenderup se ven en la Fig. 18  

 
Figura 18: Pulsotipos de los aislamientos pertenecientes al clon A portadoras de CTX-M-15 
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Las cepas productoras de CTX-M-15 se agruparon en 5 pulsotipos denominados de la A 

a la E; dos pulsotipos mayores (A y B) dieron cuenta de 20 y 13 cepas respectivamente, 

mientras que un solo aislamiento se encontró en los pulsotipos C, D y E (ver figuras 18,19 

y 22). 

 

Las cepas productoras de CTX-M-2, CTX-M-14, CTX-M-9 y CTX-M-8 no estaban 

relacionadas entre si, perteneciendo a distintos pulsotipos (ver figuras 20, 21 y 22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se seleccionaron 13 aislamientos representativos de los pulsotipos más  importantes para 

determinar su secuenciotipo ST. 

 

El pulsotipo A perteneció al ST131 mientras que el pulsotipo B perteneció al ST405. 

Las cepas pertenecientes al ST131 fueron detectadas en los tres hospitales a partir de 

diferentes muestras como ser sangre, orina, infección de sitio quirúrgico y líquido 

peritoneal.  

 

 C66   HP15  C54  Sbrup  E44     E55      E5       E69    Sbrup    E38 HP01  HP06 Sbrup   E21      E07      E47       HP21  Sbrup     E59 
 

Figura 21: Electroforesis de Campo Pulsado 

de aislamientos portadores CTX-M-8, 9 y 14 

Figura 20: Electroforesis de Campo Pulsado 

de aislamientos portadores de CTX-M 2.  

E69, C54 y C66 presentaron CTX-M-2 y CTX-M-14 HP01, HP06, E21, E07, E47: CTX-M-14; HP21: 

CTX-M-9; E59: CTX-M-8 

Los valores de los pesos moleculares de los fragmentos producto de la digestión de la S. Braenderup se ven en la 

Fig. 18. 
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Fig 22 Patrones de campo pulsado y principales características de los aislamientos productores de BLEE. 
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Por otro lado, las cepas pertenecientes al ST405 se detectaron solo en los dos hospitales 

de Montevideo, de muestras similares a las anteriores, donde se incluyen lavado 

broncoalveolar, abscesos y líquido pleural.   

En un trabajo que desarrollamos simultáneamente, pudimos determinar que el ST405 es 

uno de los clones de E. coli que más frecuentemente se encuentra colonizando el tracto 

digestivo de los pacientes internados en UCI del Hospital de Clínicas.  Precisamente en 

el caso del paciente portador del aislamiento E29 causante de una ITU, se encontraba 

internado en dicha UCI y la cepa causante de la infección colonizó su tracto 

gastrointestinal una vez que ingresó a la unidad y previo a causar la infección. 

Curiosamente, pese a que 10 aislamientos pertenecientes al ST131 provenían de dicho 

hospital, no detectamos este clon como colonizante, ni como causante de infección en la 

UCI 140. Este hecho podría sugerir vías diferentes de diseminación.   

 

Por otra parte, las cepas portadoras de CTX-M-2 pertenecieron a diferentes 

secuenciotipos: ST393 (dos cepas), ST38, ST1158 y ST3627, mientras que las cepas 

portadoras de CTX-M-9 y CTX-M-8 (un aislamiento de cada una) pertenecieron a los 

secuenciotipos ST69 y ST3555 respectivamente.   

En la figura 22 se presenta un dendrograma de los aislamientos analizados mediante 

PFGE, incluyendo secuenciotipos de aislamientos seleccionados, las BLEE presentes y 

los GRTFQ. 

 

5.V_Detección del grupo clonal A: 

Dentro de los clones descritos como epidémicos y asociados a resistencia a antibióticos 

se encuentra el grupo clonal A (GCA), el cual está integrado por E. coli pertenecientes 

al GF D  196, 232.  En el año 2004, Johnson y colaboradores describen un método para su 

rápida detección, basado en SNPs del gen fumC 215. Si bien es conocido que el GCA 

pertenece al ST69, nos interesó saber la correlación existente entre este método y la 

determinación del secuenciotipo entre los clones detectados en este trabajo, a los efectos 

de poder realizar un tamizaje más  rápido.      

Dentro de los aislamientos productores de BLEE, 21 pertenecieron al GF D; 13 de ellos 

correspondieron al pulsotipo B ST405. De los restantes ocho, se le realizó estudio de 

MLST y SNPs para fumC a siete, los cuales se distribuyeron como se muestra en la tabla 



Tesis de Doctorado 

PEDECIBA opción Microbiología 

Resultados y Discusión 

 
- 83 - 

9. Un solo aislamiento (HP21) correspondiente a ST69 y portador de blaCTX-M-9/qnrA, 

perteneció al GCA. 

 

 

Tabla 9. Correlación entre MLST y fumC SNPs para deteectar la presencia del grupo clonal A GCA en 

los aislamientos de E.coli portadores de BLEE pertenecientes al grupo filogenético D. 

MLST No. de aislamientos 
fumC SNPs para los residuos nucleotídicos 

270 271 288 

ST 38 1 A T C 

ST 69 1 A T T 

ST 393 2 G C C 

ST 405 13 G C C 

ST 1158 1 A T C 

ST3555 1 G C C 

ST3627 1 A T C 

En negrita se muestra el único ST compatible con el GCA de acuerdo al perfil de SNPs.  

 

 

En las cepas estudiadas, se confirma el cambio epidemiológico de las BLEE antes 

mencionado, con CTX-M-15 como la enzima más  frecuente en E. coli (67,3%), 

relegándose a un segundo lugar casi compartido a CTX-M-2 (25,5%) con CTX-M-14 

(20%). 

Conjuntamente con este cambio se produce la emergencia de los genes de RTFQ, 

fundamentalmente, aac(6’)Ib-cr asociado a blaCTX-M-15. 

El predominio de CTX-M-15 parecería estar relacionado con la asociación de ésta BLEE 

a clones exitosos circulantes como ST131 y ST405 e incluso a la capacidad de esta de ser 

co seleccionada con otros antibióticos 199, 233. En este sentido, dependiendo de los niveles 

de expresión, CTX-M-15 se asocia a valores más  altos de CIM de ceftazidime, 

comparado con otras enzimas  de tipo CTX-M (como ser CTX-M-2 y CTX-M-14) 233 234. 

Adicionalmente, la asociaciación de BLEE con RTFQ agrega a las fluoroquinolonas 

como un importante factor de co-selección. En este trabajo, se detectó la presencia de 

RTFQ en 37/55 cepas portadoras de BLEE (63,6%) fundamentalmente aac(6’)Ib-cr 

(n=35).  

Recientemente, Bartoloni y colaboradores reportaron cambios en la epidemiología de las 

BLEE a lo largo de los últimos 20 años en aislamientos de E. coli obtenidos de flora fecal 

de niños sanos de Bolivia235.  Los autores reportan a partir del año 2005, un incremento 

en la prevalencia de cepas productoras de BLEE junto a una sustitución de CTX-M-2 por 

CTX-M de los grupos 1 (fundamentalmente CTX-M-15) y 9 (fundamentalmente CTX-
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M-14) 235. En Uruguay el primer reporte de blaCTX-M-15 junto a aac(6’)Ib-cr corresponde 

a dos casos de colonización rectal de pacientes internados en una UCI durante 2006 183 

 

Coincidentemente, Wirtz y colaboradores reportan un incremento en la prescripción de 

fluoroquinolonas (fundamentalmente ciprofloxacina y norfloxacina) en 8 países de 

Latinoamérica, entre 1997 y 2007 donde se incluye a Uruguay 236. La administración de 

estas fluoroquinolonas en el tratamiento de infecciones adquiridas en la comunidad 

extendería la presión de selección fuera del ambiente hospitalario, promoviendo la 

diseminación de las cepas portadoras de ambos genes. 

 

Con respecto a la epidemiología de las enterobacterias portadoras de BLEE, Fernando 

Baquero y colaboradores en el año 2002 proponen el término alodémico, (del griego allos 

= otros, diferentes y demos =  pueblo), para diferenciarlo de los términos “epidemico” 

(epi=sobre, y demos) y endémico (endo = dentro de y demos). 

Epidémico se refiere a la acumulación de casos en un período relativamente corto de 

tiempo en una región determinada, que es causado por un agente en común (en el caso de 

las infecciones bacterianas, por un clon), que en genral se disemina a partir de una fuente 

común o de persona a persona. 

Por su parte “endémico” hace referencia a una frecuencia de casos por unidad de tiempo 

menor, pero mantenida, que si bien presentan un menor grado de clonalidad, aún se asume 

una causa común. 

Finalmente alodémico hace referencia a una diseminación  con alta acumulación de casos 

en un período relativamente corto en una determinada región (en ese sentido similar a lo 

epidémico), pero a diferencia de este, causado por diferentes clones, no pudiendo 

asignársele una fuente común237. La importancia de definir la situación de este modo, 

tiene que ver con el conjunto de medidas de control que es necesario implementar para 

disminuir la diseminación de la resistencia. Así en una situación epidémica se debe 

intervenir puntualmente sobre la fuente o reservorio de microorganismos y sus modos de 

transmisión, mientras que en una situación alodémica, las medidas deberán ser más 

generales, como diminuir el uso y optimizar la selección del tipo de antibiótico a 

prescribir237. 

En nuestro trabajo se describe un comportamiento mixto de tipo alo-epidémico, donde la 

diseminación de CTX-M-15 se produce en base a la dispersión de dos clones exitosos, 
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como ST131 y ST405, mientras que la propagación de CTX-M-2 y CTX-M-14 tiene un 

claro comportamiento alodémico.      

 

5.VI_Transferencia plasmídica, Grupos de Incompatibilidad y Sistemás  de 

Adicción: 

Se seleccionaron 25 aislamientos, representantes de todos los pulsotipos detectados, para 

realizar experimentos de conjugación en fase líquida como fue previamente descrito. 

A los plásmidos que pudieron ser conjugados, se les determinó el grupo de 

incompatibilidad y los sistemas  de adicción.  

En la tabla 10 se presentan los principales resultados obtenidos. 

Se estudiaron ocho cepas productoras de CTX-M-2, siete productoras de CTX-M-15, 

cinco productoras de CTX-M-14, tres productoras de CTX-M-2 y CTX-M-14, la cepa 

productora de CTX-M-8 y la productora de CTX-M-9. 

Se lograron trasnconjugantes con los plásmidos codificantes de CTX-M-14 (5/5), dos de 

CTX-M-15 (2/7), uno de CTX-M-2 (1/8) y los codificantes de CTX-M-9 y CTX-M-8. En 

los microorganismos que portaban CTX-M-2 y CTX-M-14, se obtuvieron 

trasnconjugantes solo con el plásmido codificante de CTX-M-14. 

De este modo, las 8 blaCTX-M-14 se encontraban en plásmidos conjugativos. Estos 

plásmidos fueron en general del grupo de incompatibilidad IncI1 y se asociaron al sistema 

de adicción pndAC. Este escenario es claramente diferente de blaCTX-M-15 que presenta 

una mayor diseminación debido a la dispersión de clones exitosos. 

  

Los plásmidos IncI1, IncFII, IncA/C e IncL/M, son considerados plásmidos epidémicos, 

debido a su asociación a genes de resistencia, fundamentalmente a -lactamasas de 

amplio espectro, como ser BLEE y cefalosporinasas plasmídicas de clase C149.  

 

En este trabajo, CTX-M-14 y CTX-M-8 se asociaron a plásmidos conjugativos de tipo 

IncI1. La presencia de BLEE asociadas a este tipo de plásmidos también la hemos 

encontrado en Salmonella Enteritidis portando CTX-M-14, en S. Typhimurium portando 

CTX-M-14, SHV-2 y CMY-2 y en E. coli productora de CTX-M-19238-241.  
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Aislamiento BLEE Pulstipo ST CTX CAZ CIP AK Inc Sistemás  de adicción 

E5 CTX-M-2 F ST3627 64 2 12 4     

E7 CTX-M-14 N   8 1.5 ≥32 16     

TcE7 CTX-M-14 - - 8 1.5 0.03 0.38 I1 pndAC 

E13 CTX-M-15 C   64 16 ≥32 4     

TcE13 CTX-M-15 - - 24 8 .06 1 F -FIA-FIB VagCD/ pemKI/ccdAB/srnBC 

E20 CTX-M-15 A ST131 16 16 ≥32 8     

TcE20 CTX-M-15 - - 16 8 0.12 2 F-FIA-FIB vagCD/ pemKI/ccdAB/srnBC 

E21 CTX-M-14 J   >256 0.5 1 3     

TcE21 CTX-M-14 - - 16 2 0.015 0.5 I1 pndAC 

E32 CTX-M-2 NT ST393 128 4 ≥32 ≥32     

E35 CTX-M-15 B ST405 >256 24 ≥32 6     

E38 CTX-M-2 I ST393 >256 4 ≥32 24     

E44 CTX-M-2 K   48 3 ≥32 1,5     

TcE44 CTX-M-2 - - 32 3 0.015 0.125 F-FIB, A/C hok-sok 

E46 CTX-M-15 E   64 16 ≥32 8     

E47 CTX-M-14 G   2 0.125 8 3     

TcE47 CTX-M-14 - - 6 1 0.015 0.25 K, B/O   

E49 CTX-M-15 D   64 64 ≥32 16     

E53 CTX-M-15 NT   8 8 ≥32 32     

C54 CTX-M-2/14 L   >256 2 0.03 3     

TcC54 CTX-M-14 - - 32 6 0.015 0.35 I1 pndAC 

C55 CTX-M-2 F ST1158 64 2 4 3     

E59 CTX-M-8 M ST3555 8 0.5 1 6     

TcE59 CTX-M-8 - - 2 0.75 0.015 0.125 I1 pndAC 

C66 CTX-M-2/14 LL   64 16 8 2     

TcE66 CTX-M-14 - - 12 1.5 0.015 0.25 F I1 pndAC/- hok-sok 

E69 CTX-M-2/14 C ST38 32 2 0.03 4     

TcE69 CTX-M-14 - - 16 1.5 0.015 0.38 F I1 pndAC hok-sok 

HP1 CTX-M-14 H Nd 8 1 ≥32 1     

TcHP1 CTX-M-14     8 2 0.015 0.25 I1 pndAC 

HP03 CTX-M-2 NT Nd 32 2 8 2     

HP06 CTX-M-14 D Nd 16 1.5 8 2    

TcHP06 CTX-M-14 - - 8 1.5 0.008 0.125  I1 pndAC 

HP13 CTX-M-15 A ST131 2 2 ≥32 16     

HP14 CTX-M-2 NT Nd 64 2 12 4     

HP15 CTX-M-2 I Nd 32 2 ≥32 4     

HP21 CTX-M-9 O ST69 16 3 0.12 8     

TcHP21 CTX-M-9 - - 4 1 0.03 0.25 HI1-HI2 - 

 

 

Tabla 10: Principales características de las cepas seleccionadas para conjugación y trasnconjugantes 

correspondientes 
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En el año 2010 Mnif y colaboradores, reportan por primera vez la asociación entre una  

colección de E. coli portando BLEEs y la presencia de STA212. Se trataba de aislamientos 

obtenidos en Francia entre los años 1997 y 2002. Cuando analizaron la asociación entre 

las distintas BLEE y los STA, los autores reportan que CTX-M-15 es la BLEE asociada 

a mayor promedio de STA (2.13) seguido de SHV-2 con 1.17 de promedio. El promedio 

de STA para CTX-M-14 fue de 0.36 y sobre 4 transconjugantes de CTX-M-2 detectaron 

un solo STA, correspondiente a pndAC. 

 

Cuando analizaron la asociación entre grupos de incompatibilidad plasmídicos y los STA, 

la mayor cantidad se detectan en los plásmidos IncF con un promedio global de 2.37 STA 

por trasnconjugante con un rango que osciló entre 4 para los IncF portadores de CTX-M-

15 y 0.62 para los codificantes de CTX-M-14212 

Por otro lado, de 16 plásmidos IncI estudiados, 15 se asociaron a pndAC mientras que los 

plásmidos portadores de CTX-M-15 se asociaron a pemKI, hok-sok, vagCD y ccdAB. Un 

plásmido IncF portador de CTX-M-15 también presentó snrBC. 

 

En el año 2013, Mnif y colaboradores publican la asociación entre BLEE, grupo de 

incompatibilidad plasmídica y STA en una colección de E.coli aisladas en Tunez entre 

1989 y 2009242. Nuevamente la mayoría de las CTX-M-15 estuvieron codificadas en 

plásmidos IncF, mientras que las CTX-M-14 mayoritariamente en plásmidos de grupo de 

incompatibilidad no tipificable de acuerdo al sistema descrito por Carattoli y 

colaboradores en el 2005157. 

Nuevamente CTX-M-15 fue la BLEE asociada a mayor promedio de STA (1.62 por 

trasnconjugante) relacionándose fundamentalmente a pemKI, hok-sok, ccdAB y vagCD, 

mientras que CTX-M-14 se asoció a pemKI y en menor medida a pndAC. 

Cuando se analizaron los STA en función del grupo de incompatibilidad, IncF se asoció 

a pemKI, hok-sok, ccdAB y vagCD mientras que IncI a pndAC. 

 

En el año 2012 Doumith y colaboradores reportan los resultados de un trabajo con 

similares características que los anteriores, para aislamientos de E. coli productores de 

BLEE en Reino Unido entre el 2008 y 2009243. En este caso los autores encontraron STA 

solo asociados a plásmidos IncF, los cuales fueron pemKI, hok-sok, ccdAB, 
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vagCD y snrBC. Por otro lado solo se encontraron dos plásmidos IncI1, ambos asociados 

a CTX-M-14, pero sin STA. 

 

En nuestro trabajo, analizando representantes de los distintos pulsotipos, solo 

encontramos dos aislamientos de E. coli (pertenecientes a los pulsotipos A y C) que 

presentaban blaCTX-M-15 asociadas a plásmidos conjugativos. En ambos casos fueron IncF 

y se asociaron a los STA pemKI, ccdAB, vagCD y srnBC. Si bien se encuentran algunas 

diferencias a lo previamente descrito, como la ausencia de hok-sok, se mantiene el hecho 

de que los plásmidos IncF se asociaron a la mayor cantidad de STA.  

Por otro lado, blaCTX-M-14 se asoció mayoritariamente a IncI1 portador de pndAC, a 

diferencia de lo previamente publicado y comentado arriba (ver tabla 10). En nuestro caso 

el promedio de STA para los transconjugantes de blaCTX-M-14 es 9/8= 1.125, lo cual 

representa prácticamente el doble de lo previamente publicado para esta BLEE. Esta alta 

asociación a STA podría explicar en parte, el aumento de la presencia de CTX-M-14 a lo 

largo del tiempo en nuestro país. Anteriormente, discutíamos la importancia de la 

diseminación de clones exitosos en el caso de CTX-M-15, no obstante, los plásmidos 

conjugativos que estudiamos, portadores de esta BLEE, también presentaron mayor 

cantidad de sistemás  de adicción.  Por lo tanto, ya sea por la asociación a otras 

resistencias, o a clones exitosos o a la asociación a STA en los plásmidos codificantes, 

CTX-M-15 presenta ventajas como para poder seleccionarse tanto a nivel nosocomial 

como comunitario. 

Esta presión de selección ejercida por los STA es intrínseca bacteriana, no relacionada al 

consumo de antibióticos ni a otro comportamiento humano, por lo que una vez que el gen 

codificante de las BLEE se integra a un plásmido de estas características asegura su 

permanencia en el linaje bacteriano al que llega. 
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5.VII_Secuenciación del plásmido pEc07 codificante de CTX-M-14 

 

Como se comentó más  arriba, la diseminación de BLEE en E. coli ocurriría de forma 

mixta, por un lado la diseminación de CTX-M-15, con un componente 

predominantemente clonal a expensas de los secuenciotipos ST 131 y 405 y la 

diseminación de CTX-M-14 fundamentalmente, con un carácter alodémico mediado por 

plásmidos de grupo de incompatibilidad IncI1. Si bien CTX-M-2 también tiene un 

comportamiento alodémico, fue posible obtener transconjugantes a partir de una sola cepa 

(E44). Esto podría explicarse porque la conjugación en medio líquido sea poco eficiente 

para los plásmidos que portan esta enzima, o porque se ha producido la integración del 

gen al cromosoma bacteriano, o por la existencia de interferencias plásmido-cromosoma 

como se discutirá más  adelante. En cualquier caso, en distintos países de Sudamérica 

donde CTX-M-2 era la enzima más  prevalente, se ha reportado en mayor o menor medida 

un cambio epidemiológico a favor de CTX-M-14 y 15 a expensas de CTX-M-2 235 199. 

En base a estos resultados fue seleccionado un aislamiento de E. coli portador de CTX-

M-14 (E07) en un plásmido conjugativo (pEc07), el cuál fue enviado a secuenciar.  

El plásmido pEc07 presentó un tamaño de 106.854 pb. La región de transferencia  estuvo 

constituída por 55467 pb que comprendían los cuatro componentes del aparato 

conjugativo descrito por Smillie y cols 167 dado por el origen de transferencia u oriT, una 

proteína con actividad de relaxasa que forma parte del relaxosoma, en este caso NikB, 

una proteína de acople entre el sistema  de secreción tipo IV y el relaxosoma dada por 

NikA y el propio sistema de secreción tipo IV. En el caso de los plásmidos IncI el sistema 

de trasnferencia involucra la formación de dos pili, uno similar al clásico pili F codificado 

por los genes tra de estructura rígida, retráctil y hueca a través del cual se produce el 

pasaje de ADN de una célula a la otra 244; y un segundo pili emparentado con el sistema 

de secreción tipo II, flexible que funciona reconociendo y uniéndose a la célula receptora 

en procesos conjugativos en fase líquida que se encuentran codificados por los genes pil 

245 (ver figura 23).  

 

Una vez movilizado, el destino de un plásmido luego de ingresado en una célula huésped, 

dependerá, por un lado, de la facilidad con que sea reconocido como ADN extraño por 

los sistemás  de enzimas  de restricción de la célula receptora o, como ya fue dicho 
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previamente de la presencia de STA que restringen la diseminación de progenie libre de 

plásmidos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para plásmidos de diferentes grupos de incompatibilidad (incU, IncP), se describen 

regiones de estabilidad, que presentan un conjunto de genes relacionados a posibilitar el 

mantenimiento de dicho plásmido en la célula huésped 246. 

 

 Dicha región en pEc07 se encuentra interrumpida por la región de resistencia (ver más  

adelante), sin embargo pueden reconocerse genes codificantes de las proteínas KorC y 

Fig. 23 Mapa genético circular del plásmido pEc07. Se señalan en rojo, verde y 

naranja las regiones de resistencia, transferencia y replicación respectivamente. 
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KorC1 las cuales son proteínas reguladoras de la estabilidad, replicación y conjugación 

plasmídica247; genes codificantes de ParA y ParB responsables de la segregación248 y 

genes codificantes de StbA y StbB involucradas en la regulación de la conjugación249. 

En esta región se encuentran también un sistema de inhibición y sustitución de funciones 

del sistema SOS. Así se encuentran los genes para PsiA y PsiB que inhiben los sistemás  

SOS de reparación250, mientras que ImpABC constituiría un sistema de reparación 

alternativo para el daño causado sobre el ADN por la exposición a rayos UV251.  La 

presencia de PsiAB inhibiría la respuesta SOS, que se activaría en las etapas tempranas 

de la conjugación debido a la presencia de la copia monocatenaria del plásmido recién 

adquirido.  

 

5.VII.A_Región de Resistencia (ver figura 24): 

La región de resistencia presenta una extensión de 13281 pb y está constituída por: A) 

seis secuencias de inserción (tres copias de IS26, y una de ISEcp1, IS10 e IS903) y una 

versión truncada del trasnposón Tn3 y B) tres genes de resistencia; ermBC responsable 

de resistencia a macrólidos, lincomicinas y streptograminas B (perfil MLSb), blaTEM-1 

responsable de resistencia a aminopenicilinas y cefalosporinas de primera generación y 

blaCTX-M-14 que le agrega a la anterior, resistencia a cefalosporinas de segunda generación 

como cefuroxime y  de tercera como ceftriaxona y ceftazidime. 

Esta región de resistencia flanqueada por dos copias de IS26, podría funcionar como un 

transposón compuesto, movilizando todo el bloque en un solo paso, desde una molécula 

de ADN a otra ya sea plasmídica o cromosómica. 

Los primeros genes de resistencia lo constituyen ermBC los cuales están flanqueados por 

2 copias de IS26 orientadas en sentido opuesto.  Mientras que corriente arriba IS26 se 

encuentra tan próximo que su invertido repetido izquierdo (IR-L-IS26) constituye la 

región -35 de uno de los tres promotores descritos por Brisson-Noël et al 252; corriente 

abajo, la segunda copia de IS26 se encuentra separada por una región no codificante de 

1239 pares de bases (ver fig 24).  

 

Las enterobacterias son relativamente resistentes a los macrólidos, fundamentalmente 

debido a la baja permeabilidad de la membrana externa, no obstante, la presencia de 

ermBC en E. coli fue descrita en 1988 fundamentalmente como un hecho anecdótico de 

transferencia de resistencia desde cocos Gram positivos a bacilos Gram negativos252. 
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Fig. 24 Representación esquemática a escala de la región de resistencia. Se muestran en amarillo las 

secuencias de inserción, en azul las regiones invertidas repetidas de cada una de ellas, en rojo los genes de 

resistencia a antibióticos y en verde la presencia de dos pseudogenes truncados por IS26 e ISEcp1.  

 

A diferencia de lo que ocurre en Gram positivos, que la resistencia es originalmente 

inducible, en Gram negativos la resistencia conferida por ermBC es constitutiva252. 

Sin embargo a partir de la segunda mitad de los 90, comienzan a haber estudios que avalan 

el uso de azitromicina para el tratamiento de las shigellosis253 así como los primeros 

reportes de Salmonella spp, y E.coli entero toxigénica (STEC) resistentes a este 

antimicrobiano254.   

Si bien el tratamiento antimicrobiano de las diarreas producidas por Salmonella enterica 

en general no está recomendado, es importante en aquellos casos ocurridos en pacientes 

inmunocomprometidos, con factores de riesgo de bacteriemia, diarrea grave o signos de 

infección sistémica255. 

Para estos pacientes, el tratamiento de elección incluye una fluoroquinolona,  

azitromicina o cefalosporinas de tercera generación, dependiendo del cuadro clínico255. 

Recientemente hemos detectado la presencia de blaCTX-M-14, ermBC y qnrB2 en un 

aislamiento de Salmonella enterica serovar Enteritidis, pero alojados en diferentes 

plásmidos (datos no publicados). La presencia de estos genes, confieren resistencia a los 

tres grupos de antibióticos de elección antes mencionados. 

En el plásmido pEc07 hemos detectado dos de estos genes, que como ya se ha dicho 

forman parte de un transposón compuesto. Si bien azitromicina no es utilizada para el 

tratamiento de E. coli, estos microorganismos actuarían como reservorio de dichos genes 

que podrían pasar mediante conjugación tanto a Salmonella spp, como a Shigella spp.  
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Como ya se mencionó previamente, la región promotora de la expresión de ermBC se 

encontraba 100% conservada con respecto a lo descrito (ver fig 25) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 25: Alineamiento de la región de pEc07 correspondiente a la región promotora de ermBC con la región 

de pIP1527 descrita por Brisson Noël y col. 252 Se muestra el invertido repetido izquierdo de IS26 (resaltado 

en amarillo) formando parte del promotor 1 (P1) marcado en fuente roja. El promotor 2 (P2) se señala en 

subrayado y el promotor 3 (P3) en fuente azul. Se señalan también la región de Shane-Delgarno (SD) y el 

codón de iniciación del gen ermC.   

 

Para verificar que la presencia de pEc07 confiere resistencia a azitromicina, se realizó 

antibiograma con un disco de azitromicina de 15 g tanto al aislamiento de E. coli E07, 

como al trasnconjugante obtenido en E. coli J53RDR TcpEc07, así como a la cepa salvaje 

E.coli J53RDR. Los resultados se muestran en la figura 26. TcpEc07 mantuvo el mismo 

perfil de resistencia que E7, tanto a azitromicina como a cefalosporinas de tercera 

generación.   

 

Fig. 26. Antibiograma realizado a la cepa de E.coli J53 (A), E7 (B) y  E.coli J53 pEc07+ (C). Se observa 

la co resistencia a cefotaxime (CTX) y azitromicina (AZM) así como la sinergia entre amoxicilina 

clavulánico (AMC) tanto con CTX como con ceftazidime (CAZ). 

 

 

A                                                B                                                     C 
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El siguiente componente de esa región lo constituye blaTEM-1 el cual se encuentra incluído 

en una copia trunca de un transposón compuesto de tipo Tn2. De esta estructura solo 

quedan 398pb del gen tnpR codificante de la transposasa, la región que incluye el 

promotor de la -lactamasa (-35TTCAAA y -10GACAAT), blaTEM-1 y el invertido repetido 

izquierdo de Tn2 (ver fig 24). Estos 1588 pb son con excepción del nucleótido que 

diferencia blaTEM-1 de blaTEM-144 idénticos con lo previamente reportado para TEM-144 y 

su entorno genético 200 (No de acceso: HG428760). 

Sin embargo, en el plásmido pST12 portador de blaTEM-144, Tn2 se encontraba completo 

e interrumpiendo el gen de la proteína Rom, cuyos fragmentos podían encontrarse a 

ambos lados del transposón200.  Este hecho estaría hablando de un evento único de 

transposición. En el caso de pEc07, blaTEM-1 habría pasado por múltiples pasos de 

transposición, que implicarían en algún momento la movilización de un Tn2 completo, y 

luego la llegada de las copias de IS26. Recientemente, Harmer y colaboradores, han 

propuesto modelos para la inserción y desinserción de genes mediados por IS26256, 257. En 

estos modelos, la desinserción podría realizarse por la acción de una sola copia de Tnp26, 

que podría arrastrar un fragmento de ADN adyacente de la IS dando lugar a una unidad 

de transposición (UT). Esta UT podría luego re-insertarse ya sea por mecanismos 

dependientes de RecA o mediado por Tnp26 (figura 27).   

 La integración de la UT se produciría con una probabilidad 60 veces mayor si se realiza 

en una zona de ADN que ya contiene una IS26 que si no la tiene 257. Este fenómeno está 

en línea con el concepto de “capitalismo genético” propuesto por Baquero F en el año 

2004 258 cuándo sostenía que era más probable que ocurriera la incorporación de nuevos 

genes de resistencia en microorganismos que ya presentaban alguna resistencia a 

antibióticos. 

Dado que el Tn2 se encuentra interrumpido y por lo tanto disfuncional, la movilización 

de blaTEM-1 podría haberse llevado a cabo por alguna de las copias de IS26, incluyendo 

una copia truncada del gen aer, codificante de una proteína relacionada a un receptor 

vinculado a quimiotaxis (ver figura 24).  
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Fig. 27. Vías propuestas para la 

movilización de Unidades de 

Trasnposición (UT) y la formación de 

trasnposones compuestos mediados por 

la tranposasa Tnp26. IS26 y un 

fragmento de ADN adyacente pueden 

escindirse y circularizarse formando las 

TU. La re inserción de las TU puede 

producirse por recombinación 

homóloga mediada por RecA o por 

transposición replicativa mediada por 

Tnp26 (A), o por trasnposición 

conservativa mediada por IS26 de 

forma independiente de RecA (B). 

Tomada y modificada de  Harmer y Hall 

2015 256. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Entre el final trunco del gen para esta proteina y la última copia de IS26 se encuentran 

4971 pb correspondientes a la BLEE CTX-M-14 y su sistema de movilización. 

Este incluye a ISEcp1 que, en este caso, contiene una copia de IS10 insertada entre el gen 

codificante de la transposasa, tnpA y el invertido repetido derecho de la misma (IR-R-

ISEcp1) pero sin interrumpir ninguna de las dos estructuras; el gen codificante de la 

BLEE blaCTX-M-14 e IS903 (ver figura 24). 

En los primeros reportes de entornos genéticos de diferentes BLEE de la familia de CTX-

M, muchas de ellas se encontraban asociadas corriente arriba a ISEcp1107, 259 (ver figura 

28 a) 
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De acuerdo a trabajos realizados por Poirel L y colaboradores, la presencia de ISEcp1 

sería responsable de la movilización y expresión de los distintos genes de BLEE, no 

jugando ningún papel la presencia de IS903 109, 260. 

La expresión de las BLEEs ubicadas corriente abajo de las ISEcp1 estaría en buena parte 

mediada por la acción de una secuencia capaz de actuar como promotor, que se  ubica 

cercano al invertido repetido derecho (IR-R) de dicha IS (-35TTGAAA; -10TACAAT)109.  

Como se ve en la figura 28, diferentes secuencias de inserción han sido detectadas 

interrumpiendo en deferentes grados a ISEcp1, sin embargo, en todos los casos, la región 

correspondiente al IR-R se mantiene intacta, manteniendo incambiada la región 

promotora antes descrita. 

 

La interrupción de ISEcp1 evita la movilización de la BLEE entre diferentes moléculas 

de ADN260, por lo que en los casos de entornos como se observan en la figura 28 c,d y e, 

dicha  movilización, de ocurrir, debería estar mediada por las IS sustitutas. 

Sin embargo, en los casos como los detectados en este trabajo o como se observa en la 

figura 28b donde se encuentran dos secuencias de inserción intactas (ISEcp1 e IS10), es 

necesario realizar más estudios para determinar cómo influye este arreglo en las 

capacidades de movilización de estos transposones.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 28: Diferentes entornos encontrados asociados a las BLEE de la familia de CTX-M del grupo 4.  Las 

puntas de las flechas indican el sentido de la transposasa de las diferentes ISs. IRL: Invertido repetido 

izquierdo; IRR: invertido repetido derecho. Tomada de García et al238 

a 

b 

d 

e 

c 
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5.VIII_Detección de Factores de Virulencia y relación con la resistencia a 

antibióticos 

 

De los 164 aislamientos estudiados, 121 pertenecían a los GF B2 y D (68 al B2, 41,5% y 

53 al D, 32,3%), y 43 a los GF B1 y A (23 al GF B1(14%) y 20 al A 12,2%. 

Por otro lado 103 aislamientos fueron TV +, encontrándose una fuerte asociación entre 

pertenecer a los GFs B2 y D y ser TV+ (p<0,001; RR: 15,0 IC95% 6,4-35,3). 

 

Si bien esto es lo esperable, dado que las ExPEC pertenecen mayoritariamente a los GF 

B2 y D6, 56-58, la relación entre ser TV+ o pertenecer a los GFs B2 y D y la presencia de 

resistencia a diversos antibióticos tuvieron un comportamiento completamente diferente. 

Así los aislamientos TV- se asociaron con resistencia a ácido nalidíxico, ciprofloxacina, 

gentamicina y trimetoprim sulfametoxazole, mientras que la única relación encontrada 

entre la pertenencia a los GFs y la resistencia a antibióticos fue entre la pertenencia a los 

GFs B2 y D con la resistencia a amikacina (p=0,016; OR=8,9 IC 95% 1,20-68,33) ver 

tabla 11. 

 

Tabla 11: Relación entre la resistencia a antimicrobianos y la pertenencia a los grupos 

filogenéticos B2/D o ser positivo para el TV. 

 

 TV +[%]  

(n=103) 

TV – [%] 

(n=61) 

  B2/D 

(n=121) 

A/B1 

(n=43) 
 

Resistance to   
P OR 95%CI   P OR 95%CI 

Cefotaxime   29 [28,2] 26 [42,6] 0,062 1,9 0,98-3,69 39 [32,2] 16 [26,2] 0,853 1,1 0,55-2,32 

Amikacin 16 [15,5]     5 [20,3] 0,23 2,1 0,71-5,94 20 [16,5] 1 [0,02] 0,016 8,9 1,20-68,33 

Gentamicin 11 [10,7] 16 [26,2] 0,015 3,0 1,28-6,70 21 [17,4] 6 [0,05] 0,639 0,72 0,84-1,91 

Nalidixic acid 43 [41,7] 38 [62,3] 0,015 2,3 1,20-4,40 57 [47,1] 24 [19,8] 0,601 1,24    0,63-2,48 

Ciprofloxacin 32 [31,1] 38 [62,3] <0,001 3,7 1,89-7,13 48 [39,7] 22 [51,2] 0,378 1,42 0,71-2,82 

SXT 46 [44,7] 40 [65,6] 0,015 2,32 1,20-4,47 58 [47,9] 28 [65,1] 0,162 1,70 0,85-3,44 

SXT: trimetoprim-sulfametoxazole   

 

El número de genes de virulencia entre los aislamientos TV+ varió entre 3 y 16, y el 

promedio de genes de virulencia entre los aislamientos resistentes a cefotaxime, 

amikacina, ácido nalidíxico y ciprofloxacina fueron menores que sus contrapartes 

sensibles, como se ve en la tabla 12. 
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CTX: Cefotaxime; AK: Amikacina; GN: Gentamicina; NAL: Ác. Nalidixico; CIP: Ciprofloxacina.  

R promedio: promedio de genes de virulencia en aislamientos resistentes, S promedio: promedio de genes 

de virulencia en aislamientos  

 

Con respecto a la detección de genes de virulencia dentro de los aislamientos TV+, los 

más frecuentemente detectados fueron fimH en 101 (98,1%), seguido de kpsMII  96 

(93,2%), fyuA 91 (88,4%), iutA 84 (81,6%), traT 75 (72,8%) y papEF 57 (55,3%).  La 

distribución de todos los genes de virulencia detectados puede verse en la figura 29. Las 

principales características de los 164 aislamientos estudiados se ven en las figuras 30 a 

32. 

 

 Fig. 29: Distribución de los factores de virulencia totales y discriminados de 

acuerdo a la sensibilidad o resistencia a ciprofloxacina 
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Fig.  30: Principales 

características de los 

aislamientos 

pertenecientes al GF B2. 

En negro se representan 

los resultados positivos, 

en gris los negativos y en 

blanco no determinados. 

Se muestran los 6 genes 

del tamizaje de virulencia 

(TV) y aquellos genes que 

se encontró al menos un 

resultado positivo. 

P.R.A: Perfil de 

resistencia a antibióticos, 

de acuerdo a tabla 5. 
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Fig. 31: Principales características 

de los aislamientos pertenecientes 

al GF D. En negro se representan 

los resultados positivos, en gris 

los negativos y en blanco no 

determinados. 

Se muestran los 6 genes del 

tamizaje de virulencia (TV) y 

aquellos genes que se encontró al 

menos un resultado positivo.  

P.R.A: Perfil de resistencia a 

antibióticos, de acuerdo a tabla 5. 

  



Tesis de Doctorado 

PEDECIBA opción Microbiología 

Resultados y Discusión 

 - 101 - 

Fig. 32: Principales características de 

los aislamientos pertenecientes al GF 

A y B1. En negro se representan los 

resultados positivos, en gris los 

negativos y en blanco no 

determinados. 

Se muestran los 6 genes del tamizaje 

de virulencia (TV) y aquellos genes 

que se encontró al menos un resultado 

positivo. 

 P.R.A: Perfil de resistencia a 

antibióticos, de acuerdo a tabla 5. 
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Cuando se analiza la presencia de genes de virulencia en relación a la resistencia a 

fluoroquinolonas o cefalosporinas de tercera generación, se encuentra tres grupos de 

genes: los que se encuentran indistintamente en las dos poblaciones como fimH y  

KpsMII, los que se asocian a la población de sensibles como los genes que componen el 

Pili P, sfa/foc o cnf y algunos genes que se asociaron a las poblaciones resistentes, como 

ser afa/dra o iutA (ver figura 28 y tabla 12) 

La asociación encontrada entre los genes de virulencia y la sensibilidad a antibióticos, 

podría estar relacionada a la circulación mayoritaria de clones exitosos como por ejemplo 

los aislamientos pertenecientes al secuenciotipo ST131. En este trabajo no se realizó 

PFGE para los aislamientos no productores de BLEE, por lo que no sabemos el impacto 

que puedan tener los clones que no presenten resistencia a oximinocefalosporinas.  

 

Para disminuir el efecto de este posible sesgo, se compararon todos los perfiles de 

virulencia y de resistencia a antibióticos, dejando para su estudio, solo aquellos 

aislamientos que presentaran al menos un gen de virulencia o una resistencia a 
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antibióticos diferente entre sí. En este caso se analizaron 87 aislamientos, de los cuales 

20 eran resistentes a ciprofloxacina y 16 presentaban BLEE. 

Los análisis de las nuevas asociaciones se muestran en la tabla 14.  

 

En este nuevo escenario, fueron ocho los genes asociados a las cepas no portadoras de 

BLEE, cinco de los cuales pertenecían a la estructura del Pili P, además del operón de las 

adhesinas sfa/foc, el sideróforo fyuA y la presencia de cápsula de tipo K1. Por otra parte, 

estos genes más  cnf-1 codificante del factor necrozante de citotoxicidad, se asociaron a 

sensibilidad a ciprofloxacina.   

 

5.IX_Probabilidad de sensibilidad a fluoroquinolonas y 

oximinocefalosporinas en función del perfil de genes de virulencia o 

virulotipo: 

 

Con estas asociaciones entre la presencia de genes de virulencia y la sensibilidad a 

fluoroquinolonas y oximinocefalosporinas, se intentó crear un score de virulencia que 

pudiera discriminar poblaciones con alta probabilidad de presentar resistencia a estos 

antibióticos de aquellas con alta posibilidad de presentar sensibilidad.   
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Para ello se construyeron curvas ROC como se mencionó en la sección de Materiales y 

Métodos, comparando luego sus áreas bajo la curva (AUC). 

Para esto se utilizaron tres modelos para cada variable de estado: a) de acuerdo al número 

total de genes de virulencia detectados (GVT).  Dado que, en el análisis realizado para 

los 103 aislamientos, se encontró que la presencia de dos genes (iutA y afa/dra) se 

asociaban con los aislamientos resistentes, se utilizó un modelo b) que incluía la presencia 

de todos los genes detectados con excepción de iutA y afa/dra GVT-2. Finalmente se 

utilizó un modelo c) que tenía en cuenta solo aquellas variables asociadas con la 

sensibilidad a cada uno de estos antibióticos denominada (GVR). 

 

En la población estudiada, los aislamientos resistentes a ciprofloxacina fueron 32/103 

(31.1%), mientras que 29/103 fueron resistentes a oximinocefalopsorinas (28.2%). 

 

El AUC ROC utilizando el modelo GVT para predecir la sensibilidad a ciprofloxacina 

fue de 0.895, presentando una sensibilidad del 78.9% y una especificidad del 87.5% 

cuando se consideró la presencia de 8 genes de virulencia o más (ver figura 33). Bajo 

estos parámetros, dentro de los aislamientos con 8 o más  genes de virulencia, la 

resistencia a ciprofloxacina fue del 6.7% (4/60) mientras que dentro de los que 

presentaron 7 GV o menos, la resistencia fue del 65.1% (28/43). Los valores predictivos 

positivos (VPP) y negativos (VPN) de los tres modelos para ciprofloxacina pueden verse 

en la tabla 15. El VPP representa el porcentaje de cepas sensibles entre los que presentan 

8 o más  genes de virulencia, mientras que el VPN representa el porcentaje de resistentes 

entre los que presentan menos de 8 genes.  
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Figura 33: Características de las curvas ROC de los tres modelos de acuerdo al contenido de genes de 

virulencia para la sensibilidad a ciprofloxacina. 

 

Se muestran las coordenadas de las mismás  y el área bajo la curva con sus desvíos estándares. Las 

flechas rojas indican los puntos de corte establecidos para cada modelo, expresándose en las columnas 

siguientes la Sensibilidad y 1- Especificidad para cada punto de corte.  

 

Cuando se utiliza el modelo GVT-2, el área bajo la curva fue de 0.919, con una 

sensibilidad del 81,7% y una especificidad del 93,8% para predecir la sensibilidad a 

ciprofloxacina cuando se considera la presencia de 7 factores de viruencia o más . De este 

modo, las cepas que portaban 7 o más  genes, fueron fundamentalmente sensibles a 

ciprofloxacina 58/60 representando la resistencia un 3.3%. Contrariamente las cepas que 

portaban hasta 6 genes de virulencia mostraron una resistencia a ciprofloxacina del 69.8 

% (30/43). Los principales datos de la curva ROC se ven en la figura 33 y los VPP y VPN 

se ven en la tabla 15. 

Finalmente, el AUC ROC utilizando el modelo GVR fue de 0.930, la sensibilidad fue del 

78.9% y la especificidad del 90.6% cuándo se considera tener 3 o más  GV. La resistencia 

a ciprofloxacina en esta población fue de 5,1% mientras que en aquellos con menos de 3 

GV fue de 65.9%.  
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Los resultados del análisis de las curvas ROC y los valores de VPP y VPN se ven en la 

figura 33 y en la tabla 15.  

 

Tabla 15 Valores predictivos positivos y negativos (VPP y VPN) de la detección de sensibilidad/ 

resistencia a ciprofloxacina y cefotaxime utilizando los 3 modelos de GV. 

 

 

 

GVT: Genes de Virulencia Totales, GVT-2: Genes de Virulencia Totales con excepción de iutA y afa/dra, 

GVRS: Genes de Virulencia Relacionados a Sensibilidad. S: sensible, R: resistente, VPP: Valor 

Predictivo Positivo, VPN: Valor Predictivo Negativo.  

 

Cuando se analizaron los modelos de GV en relación a la sensibilidad/resistencia a 

ceftriaxona, los resultados son similares, aunque levemente menores que para 

ciprofloxacina, con excepción del VPN para GVRS que es 75.8%, lo cual corresponde al 

porcentaje de resistentes en aquellos que presentan menos de dos genes de los asociados 

con sensibilidad a CTX. Los valores obtenidos para CTX se observan en la tabla 15 y la 

figura 34. 

De todos modos, es posible utilizando por ejemplo el modelo GVT-2 para cefotaxime y 

ciprofloxacina, separar una población donde la resistencia a cefalosporinas de tercera 

generación y fluoroquinolonas sea tan baja como el 5 y el 3,3% respectivamente. Dado 

que estos valores tienen que ver con el VPP, y este constituye un parámetro variable de 

los test diagnósticos (dependientes de las prevalencias) sería necesario probar estas 

estrategias para diferentes poblaciones donde las resistencias sean variables.  

La utilización de una estrategia diagnóstica que implique la amplificación de 23 genes 

como es el modelo GVT-2, no aparece como muy implementable. Sin embargo, la 

amplificación de 8 o 9 genes como los modelos GVRS que podrían implementarse como 

GVT S R Total GVT S R Total

GV + (>7) 56 4 60 VPP= 93.3% GV + (>7) 55 5 60 VPP= 91.7%

GV - (≤7) 15 28 43 VPN= 65.1% GV - (≤7) 19 24 43 VPN= 55.8%

Totales 71 32 103 Totales 74 29 103

GVT-2 S R GVT-2 S R

GV + (>6) 58 2 60 VPP=96.7% GV + (>6) 57 3 60 VPP=95.0%

GV - (≤6) 13 30 43 VPN=69.8% GV - (≤6) 17 26 43 VPN=60.5%

Totales 71 32 103 Totales 74 29 103

GVRS S R GVRS S R

GV + (>2) 56 3 59 VPP=94.9% GV + (>2) 66 4 70 VPP=94.3%

GV - (≤2) 15 29 44 VPN=65.9% GV - (≤2) 8 25 33 VPN=75.8%

Totales 71 32 103 Totales 74 29 103

Ciprofloxacina Cefotaxime
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dos multiplex en real time PCR, podría ser una buena aproximación a un diagnóstico 

presuntivo de sensibilidad a dos familias de antibióticos ampliamente utilizados en la 

práctica clínica. 

 

Figura 34: Características de las curvas ROC de los tres modelos de acuerdo al contenido de genes de 

virulencia para la sensibilidad a cefotaxime. 

 

Las flechas rojas indican los puntos de corte establecidos para cada modelo, expresándose en las 

columnas siguientes la Sensibilidad y 1- Especificidad para cada punto de corte.  
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5.X_Secuenciotipos (ST) en aislamientos con alto contenido de GV no 

relacionados a resistencia a fluoroquinolonas y cefalosporinas de tercera 

generación. 

 

Hasta el momento encontramos asociaciones significativas entre el promedio y la 

presencia de algunos GV y la sensibilidad tanto a fluoroquinolonas como a 

oximinocefalosporinas. Adicionalmente, la presencia de determinada cantidad de genes, 

permite establecer una población bacteriana que presenta una proporción baja de 

resistencia a estos antibióticos.  Sin embargo, surge el interrogante de si esta diferencia 

de poblaciones obedece a la existencia de diferentes clones, o si los mismos clones se 

presentan con diferente capital de GV en las cepas resistentes.  

 

Dada la alta proporción de aislamientos pertenecientes a los GF B2/3 y D/1 y D/2 que 

presentaban BLEE y resistencia a ciprofloxacina se tomaron cinco aislamientos del GF 

B2/3 y tres del D (dos D/1 y uno D/2) con alto contenido de GV y sin resistencia a 

oximinocefalosporinas ni fluoroquinolonas, para determinar su ST y compararlos con los 

resistentes. Dentro de los 5 aislamientos B2/3 se tomaron dos provenientes de heridas, 

incluyendo uno de herida quirúrgica, (aquellos con mayor cantidad de genes de viruencia) 

y tres de urocultivo; también ubicados dentro de los que tenían mayor capital de GV (ver 

fig. 30). Los resultados de los ST pueden verse en la figura 30. 

Los dos aislamientos con mayor número de GV (16) uno proveniente de urocultivo y otro 

de herida quirúrgica pertenecieron a los ST12 y 73, mientras que el segundo aislamiento 

de herida, perteneció al ST95. Ninguno de estos tres ST fueron detectados en los 

aislamientos resistentes. Sin embargo, los dos aislamientos provenientes de urocultivo, 

que presentaban 14 GV pertenecieron al ST131 (ver figura 30). Este capital de GV 

representa el doble de los que presentan las cepas ST131 portadoras de BLEE y 

resistencia a fluoroquinolonas (entre 6 y 8 GV).  

 

Por otro lado, los aislamientos pertenecientes a los GF D, que no presentaban resistencia, 

pertenecieron a los ST69 y 405, (ver figura 31). El aislamiento perteneciente al ST405 

presentaba 8 GV, mientras que los ST405 portadores de BLEE y resistencia a 

fluoroquinolonas, no pasaron el tamizaje de virulencia. Por su parte los aislamientos 

pertenecientes al ST69, tanto el aislamiento portador de BLEE, como los dos no 
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portadores, fueron sensibles a ciprofloxacina. En estos casos, los no portadores de BLEE 

presentaron 12 GV contra 10 del productor de CTX-M-9.  

 

En este trabajo pudimos discriminar dos poblaciones de ExPEC con probabilidades 

claramente diferentes de presentar resistencia a fluoroquinolonas u 

oximinocephalosporinas de acuerdo a su capital genético en GV, ya sea en base a la 

detección de un amplio número de genes de virulencia, como a la presencia de un sub 

grupo de genes.  

En ambos casos se pudieron diferenciar incluso cepas que pertenecieron al mismo 

secuenciotipo pero que presentaban virulotipos diferentes y también sensibilidad 

diferente a ciprofloxacina y oxyiminocefalosporinas.   

Actualmente se reconocen algunos clones pandémicos dentro de las ExPEC, 

destacándose los ST131, ST393, ST69, ST95, ST73 261, 262.  Estos clones son responsables 

de un grupo importante de infecciones del tracto urinario y del torrente sanguíneo, 

independientemente de su asociación o no a resistencia a antimicrobianos 261, 262. Algunos 

de estos clones como el ST131 y el ST69 juntos con otros como el ST405 son 

reconocidos, además, por su asociación a clones pandémicos multirresistentes. 

En nuestro trabajo, entre los aislamientos que no presentaban resistencia a antibióticos, 

se analizaron solamente ocho a nivel de ST, perteneciendo siete de ellos a los clones 

pandémicos ST73, ST95, ST69, ST131 y ST405.    

Por otro lado, cuando se analizaron los aislamientos portadores de BLEE nos 

encontramos con dos escenarios diferentes: por un lado, los aislamientos portadores de 

CTX-M-15 que se concentraron fundamentalmente en los clones ST131 y ST405; por 

otro, los otros grupos de CTX-M. En este último caso, detectamos una distribución 

alodémica, que incluye algunos clones internacionales como ST69 y ST393 y otros ST 

que probablemente corresponda a aislamientos locales o regionales. Históricamente, 

ST393, es uno de los clones más  antiguamente reportados, asociados a ExPEC262. 

Coincidentemente con eso, nosotros encontramos ST393 portando CTX-M-2, que como 

ya fue dicho es una de las primeras BLEE reportadas en la región263.   

En este sentido, el cambio epidemiológico que se observa a nivel regional del tipo de 

BLEE, podría estar relacionado a un cambio general, de clones circulantes, 

independientemente de la presencia de resistencia199, 235. 

Sin embargo, en este trabajo se encontró un capital de GV diferentes entre los 

microorganismos sensibles y los resistentes, incluso dentro de los mismos clones. 
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Durante mucho tiempo, se manejaron dos hipótesis en relación al origen de los 

aislamientos resistentes de UPEC-ExPEC: por un lado que las variantes resistentes a 

ciprofloxacina perdían GV en la medida que adquirían la resistencia 188-190 y por otro que 

la resistencia a fluoroquinolonas, era un fenómeno independiente de la virulencia, y que 

eventualmente estos aislamientos no eran realmente UPEC o ExPEC, sino que 

pertenecían a variantes no patógenas192, 264. 

 

Curiosamente, la presencia de algunos GV parecen ser un verdadero impedimento para 

que un clon que adquiere resistencia, pueda consolidarse y diseminarse.  

En este sentido, la presencia de algunos factores de virulencia, como la cápsula de tipo 

K1, ha sido asociada a la ausencia de algunos marcadores de resistencia, como ser la 

presencia de integrones de clase 1265. Coincidentemente, la cápsula K1 es uno de los 

factores de virulencia que nosotros encontramos, junto con el pili P, sfa/foc y fyuA 

asociado a sensibilidad tanto a fluoroquinolonas como a oximinocefalosporinas. 

 

Es posible plantear algunas hipótesis para explicar estos fenómenos. 

Muchos mecanismos de resistencia a antibióticos, han sido relacionados a un mayor costo 

biológico o a la denominada pérdida de fitness en diferentes poblaciones bacterianas 175. 

Diard et al. recientemente ha demostrado que la presencia de islas de patogenicidad, 

disminuye el fitness de las ExPEC, cuando están creciendo en orina266.  Por otro lado, 

otros autores, han descrito la ocurrencia de un alto número de bacterias hiper mutantes 

entre la poblaciones bacterianas productoras de BLEE267 y que el fenotipo hiper mutante 

le confiere un beneficio a las ExPEC, mientras están creciendo en orina pero no en caldo 

Luria Bertani (LB) y mientras están produciendo infección del tracto urinario268.  

Paralelamente, Denamur et al. propusieron que son los microorganismos con frecuencias 

intermedias de mutación (más  que los con muy alta o baja frecuencia de mutación) los 

que favorecen el desarrollo y la selección de microorganismos multiresistentes.269. 

Finalmente, Maharjan et al han sugerido que la proporción de mutadores/no mutadores 

dentro de una población bacteriana presentan un comportamiento dinámico; variando  

hacia una u otra sub población de acuerdo a ventajas competitivas encontradas en 

diferentes condiciones de crecimiento 270 

Teniendo todo esto en mente, podría hipotetizarse que en una población que crece en 

orina, la coexistencia de islas de patogenicidad y resistencia a fluoroquinolonas podría 

generar un impacto sobre el fitness bacteriano, lo cual a su vez favorecería el predominio 
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de una población hiper mutante. La pérdida de islas de patogenicidad   aliviarían ese stress 

sobre el fitness, estabilizando la población hacia formás  menos mutadoras.  

 

Esta relación inversa entre resistencia y virulencia podría explicarse aún más, a partir de 

los resultados aportados por el grupo de Burrus y colaboradores. Recientemente estos 

investigadores han demostrado un mecanismo regulatorio común entre el aparato 

conjugativo de los plásmidos IncA/C y la escisión y movilización de algunas islas 

genómicas en Salmonella sp.  y Vibrio sp.271 272.  De acuerdo a esto, AcaCD sería un 

potente activador de algunos genes tra de la maquinaria conjugativa de los plásmidos 

IncA/C, como ser traF, traL y traI 272. Adicionalmente AcaCD tendría sitios de unión en 

regiones del cromosoma bacteriano, relacionado a islas de patogenicidad, habiendo 

encontrado estos sitios también en el genoma de E. coli272. 

 

Los plásmidos IncA/C se encuentran dentro de los plásmidos denominados epidémicos, 

relacionados a resistencia, 149 la llegada de estos plásmidos a la vez que aporta genes de 

resistencia a antibióticos, aumentaría entonces la probabilidad de escisión de las islas de 

patogenicidad. 
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De acuerdo a nuestros resultados, CTX-M-15 es la BLEE preponderante en aislamientos 

clínicos de E. coli obtenido de distintas muestras y en diferentes hospitales, mientras  

CTX-M-14 sería otra BLEE emergente, que se diseminaría a través de plásmidos 

conjugativos, incluso entre cepas que ya presentan BLEE como se puede ver en los 

aislamientos portadores de CTX-M-2. Por su parte CTX-M-2, si bien permanece en un 

segundo lugar, se encuentra bastante distanciada de CTX-M-15 y casi compartiendo el 

lugar con CTX-M-14. Este cambio epidemiológico, se habría producido progresivmente 

en los últimos 10 años.  

 

En cuanto a la diseminación de los aislamientos productores de BLEE encontramos un 

comportamiento mixto, clonal en lo concerniente a CTX-M-15, donde dos clones 

explican la diseminación del 90% (33/37) de los aislamientos productores de esta enzima 

y el 60% (33/55) del total de las BLEE.  Por otro lado, la diseminación de CTX-M-2 y 

CTX-M-14 tiene un comportamiento alodémico. En el caso de CTX-M-14 se observa su 

inclusión en plásmidos de tipo IncI, conjugativos, acompañados de sistemás  de toxina 

anti toxinas, que podrían jugar un papel importante en el mantenimiento de dichos 

plásmidos una vez que cesa la presión de selección ejercida por los antibióticos.  

 

Dentro de los mecanismos de resistencia transferibles a quinolonas, la enzima acetilante 

de aminoglucósidos Aac(6’)Ib-cr fue claramente el mecanismo de resistencia más  

frecuente, y se encontró asociado a CTX-M-15. Los genes qnrB y qnrA se encontraron 

en un solo aislamiento cada uno, asociados a CTX-M-8 y CTX-M-9 respectivamente.  

 

De los 164 aislamientos de E. coli estudiados provenientes de infecciones extra 

intestinales, 121 pertenecieron a los GF B2 y D, pero solo 103 se definieron como ExPEC 

de acuerdo al TV. Cuando se categorizaron los aislamientos como ExPEC de acuerdo al 

TV y no por su GF, se encontraron asociaciones significativas entre la presencia de los 

genes papA, papC, papEF, papGII-III, papGII, sfa/foc, fyuA, y K1 y la sensibilidad a 

fluoroquinolonas y oximinocefalosporinas. 

También se observó asociación entre la presencia de iutA y la resistencia a estos 

antibióticos, pero el balance general es que los aislamientos sensibles presentan un capital 

menor de los GV buscados en este trabajo.  
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Esta relación es lo suficientemente significativa como para poder diseñar un score 

diagnóstico en base a genes de virulencia, que puede separar dos poblaciones que tienen 

probabilidades de resistencia a fluoroquinolonas y oximinocefalosporinas completamente 

diferentes. 

 

Esta diferencia de GV se observa incluso en aquellos aislamientos que pertenecieron al 

mismo ST, como puede verse en los ST131 y ST405 donde el capital de GV es mayor en 

los aislamientos sensibles que en aquellos resistentes. 

 

La mayoría de los secuenciotipos detectados, tanto en la población de microorganismos 

resistentes como sensibles, pertenecieron a ST pandémicos como ST73, ST95, ST69, 

ST131 y ST405. 

 

En suma, consideramos que este trabajo aporta una primera visión de las caracterisiticas 

de los clones de ExPEC circulantes en nuestro país, portadores de resistencia tanto a 

oximinocefloporinas como a fluoroquinolonas. Si bien nuestros reultados provienen de 

solo tres hospitales, es posible pensar que este comportamiento se repita a nivel nacional.  

Las asociaciónes detectadas entre determinados genes de virulencia y la sensibilidad a 

fluoroquinolonas y/u oximinocefalosporinas, permitirían desarrollar métodos de estudio 

rápidos (por ejemplo, en base a detección de genes de virulencia mediante PCR en tiempo 

real), que permitan predecir la probabilidad de que estos microorganismos sean sensibles 

o resistentes a estos antibióticos. 

 

Por lo comentado anteriormente, entre las perspectivas claras de este trabajo surgen:  

A. estudiar la clonalidad de los aislamientos de E. coli productores de BLEE y 

resistencia a fluoroquinolonas a nivel nacional, para verificar si presentan el 

mismo comportamiento epidemiológico que el encontrado en este trabajo. 

B.     Ampliar el estudio de factores de virulencia en ExPEC para corroborar que el 

score de genes de virulencia, puede utilizarse para predecir sensibilidad a 

oximinocefalosporinas y fluoroquinolonas.  

C. En caso de verificarse la clonalidad de los ExPEC portadores de BLEE, considerar 

la producción de inmunizantes, que eventualmente pudieran utilizarse como 

vacunas en poblaciones susceptibles a presentar infecciones por estos 

microorganismos.  
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