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I. Introducción 

Los antibióticos son medicamentos utilizados para prevenir y tratar las infecciones 

bacterianas. La resistencia intrínseca es una propiedad natural de cada grupo, 

género y especie bacteriana; mientras, la resistencia adquirida a los antibióticos se 

produce cuando las bacterias obtienen mecanismos de resistencia. Las infecciones 

causadas por bacterias resistentes a los antibióticos provocan que se incrementen 

los costos médicos, que se prolonguen las estancias hospitalarias y que aumente la 

mortalidad. La resistencia bacteriana a los antibióticos es por este motivo, es un 

problema mundial de salud pública.  

Las infecciones del tracto urinario (ITUs) representan un problema de salud pública 

en México y son la tercera causa de morbilidad, principalmente, en la población 

infantil, en mujeres en edad reproductiva y en adultos mayores. Escherichia coli 

uropatógena (UPEC) es el principal agente causal del 80-90% de las ITUs 

adquiridas en la comunidad y del 50-60% en las de origen nosocomial. El 

mecanismo de patogenicidad de UPEC en el tracto urinario (TU), involucra factores 

de virulencia que le permiten resistir el flujo de la micción, diseminarse, colonizar y 

causar daño a los tejidos a través de los procesos de adherencia e invasión.  

La hidrólisis enzimática es el mecanismo de resistencia a los antibióticos β-

lactámicos, más frecuente utilizado por bacterias Gram negativas, que implica la 

inactivación de los β-lactámicos por acción de enzimas denominadas β-lactamasas. 

Las β-lactamasas de espectro extendido (BLEE) son enzimas capaces de conferir 

resistencia a las penicilinas, cefalosporinas de 1ª, 2ª, y3er generación y al aztreonam 

(pero no cefamicinas y carbapenémicos), además, son inhibidas por inhibidores de 

β-lactamasas como el ácido clavulánico. En la actualidad, las bacterias productoras 

de BLEE, principalmente E. coli , son causas comunes de infecciones comunitario 

y nosocomiales. 

El grupo filogenético, los factores de virulencia y la susceptibilidad a antibióticos en 

cepas de UPEC y de E. coli, varían entre poblaciones y regiones geográficas de 

México y el mundo. 
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Aproximadamente el 50% de las ITUs por UPEC en México, son 

multidrogorresistentes (MDRs), con perfiles de resistencia asociados a la 

producción de BLEE. 

En el Laboratorio de Investigación en Bacteriología Intestinal del Hospital Infantil de 

México Federico Gómez (HIMFG), se ha identificado una alta frecuencia de genes 

que codifican factores de virulencia, con un amplio perfil de resistencia asociada a 

la presencia de integrones clase 1 y 2, y un fenotipo productor de BLEE+, 

principalmente relacionados con los grupos filogenéticos B2 y D, en cepas clínicas 

de UPEC MDR y extremodrogorresistente (XDR).  

La virulencia y la capacidad de resistencia en cepas bacterianas, se debe a la 

adquisición de nuevos genes por transferencia horizontal de genes (THG), mediada 

por elementos genéticos móviles (EGM). Los EGM más importantes incluyen: 

secuencias de inserción (SI), casetes de genes, integrones y transposones; estos 

elementos juegan un papel crucial en el desarrollo y diseminación de la resistencia 

antimicrobiana entre microorganismos de importancia clínica. 

Recientemente, una clona de E. coli, O25b/ST131, productora de BLEE, 

multidrogorresistente y con alta virulencia, ha emergido a nivel mundial como una 

causa importante de ITUs adquiridas en la comunidad. 
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II. Objetivo general  

Caracterizar genotípicamente un conjunto de cepas clínicas de UPEC productoras 

de BLEE y determinar su diversidad genética. 

  

Objetivos particulares 

● Determinar el perfil fenotípico de resistencia a una colección de cepas 

clínicas de E. coli productoras de BLEE. 

● Determinar fenotípicamente la producción de 𝛃-lactamasas del tipo espectro-

extendido. 

● Determinar el grupo filogenético por PCR múltiple con los genes chuA, yjaA 

y tspE.C4, y el genotipo O25b por PCR dúplex.  

● Identificar la presencia de 17 genes de virulencia de UPEC por PCR múltiple. 

● Tipificar la multidrogorresistencia asociada a elementos móviles del tipo 

integrones clase 1 y 2. 

● Analizar la diversidad genética de las cepas clínicas mediante la técnica de 

ERIC-PCR. 

● Analizar y correlacionar los resultados. 
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III. Resumen 

Se caracterizo la susceptibilidad antibiótica por el método de Kirby-Bauer, también 

se determinó la expresión fenotípica de BLEE por las pruebas de sinergismo con 

doble disco, disco individual c/s ácido clavulánico y ensayo de Hodge (CLSI, 2020). 

Además, se tipificó la presencia de 17 genes virulencia, el grupo filogenético, 

genotipo O25b, la presencia de integrones clase 1 y 2, por PCR múltiple y se 

estudiola diversidad genética mediante ERIC-PCR, a un conjunto de cepas clínicas 

de UPEC y E. coli diversas, recuperadas de pacientes pediátricos con en el HIMFG. 

Se incluyeron 39 cepas clínicas de E. coli, la mayoría aislada del área de Nefrología 

(20%) y de ITUs (75%). El perfil de susceptibilidad antimicrobiana mostró resistencia 

a ampicilina, cefalotina y ciprofloxacina en 100%. Las cepas fueron sensibles en 

100% a amikacina e imipenem y 84.62% a nitrofurantoina; el 46.1% de las cepas, 

mostró un perfil general de MDR a 7 categorías de antibióticos. El filogrupo D2 de 

Clermont, fue el más prevalente en 40%, mientras, el 58% de las cepas se 

identificaron con el serogrupo O25b. Los genes con alta frecuencia fueron, fimH en 

90%, csgA, ecpA, motA y motB en 100%, intl1 en 97.44% y RV-intl1 en 41.1%. El 

análisis de los patrones por ERIC-PCR, confirmó una alta diversidad genética entre 

las cepas de E. coli y UPEC productoras de BLEE, con ≥ 80 % de similitud. 

Además, se demostró que existía una alta similitud entre las cepas 855U-051219, 

937U-051219, 833U1-051219 y 833U2-051219, estas cepas provenían de 

diferentes áreas del HIMFG, incluyendo: adolescentes, oncología y reumatología. 

Esto sugiere una probable diseminación de estas cepas. Sin embargo, 

considerando los criterios de Tenover et al.,1995, solo están estrechamente 

relacionadas, es decir, no son cepas clonales. Además, mostraron diferencia en su 

grupo filogenético, genes asociados a la variante de la variante II de papG, toxinas 

cnf1 y hlyA. Las cepas 833U1-051219 y 833U2-051219 provenían de un mismo 

paciente del área de reumatología, sin embargo, se relacionaron con filogrupos 

diferentes B22 y D2, con mismo perfil de resistencia, esto sugieren que, si bien son 

cepas diferentes, la cercanía entre ella, favoreció una posible transferencia 

horizontal de genes. Las cepas de E. coli y UPEC productoras de BLEE presentan 
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atributos patogénicos y de resistencia que les permiten infectar a los pacientes y 

persistir en el ambiente hospitalario. 
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IV. Antecedentes 

Los antibióticos son medicamentos utilizados para prevenir y tratar las infecciones 

bacterianas. La resistencia a los antibióticos se produce cuando las bacterias 

adquieren mecanismos de resistencia. Estas bacterias resistentes pueden causar 

infecciones en el ser humano y en los animales, y esas infecciones son más difíciles 

de tratar, comparado con las infecciones por bacterias sensibles. Además, la 

presencia de cepas resistentes a los antibióticos origina que se incrementen los 

costos médicos, que se prolonguen las estancias hospitalarias y que aumente la 

mortalidad; en este contexto, la resistencia bacteriana a los antimicrobianos es una 

amenaza mundial para la salud pública.  A través de los años han surgido 

microorganismos resistentes a múltiples fármacos no solo en el ambiente clínico, 

sino también en ambientes comunitarios. La resistencia a los antimicrobianos se 

debe al uso inadecuado de los medicamentos, por ejemplo, al tomar antibióticos 

para tratar infecciones víricas como el resfriado o la gripe, o al compartir el 

tratamiento utilizado con otros pacientes. Los medicamentos de mala calidad, las 

prescripciones erróneas y las deficiencias de la prevención y el control de las 

infecciones, son otros factores que facilitan la aparición y la propagación de la 

resistencia antibiótica (Organización Mundial de la Salud, 2018). 

 

1. Infecciones del tracto urinario 

Las infecciones del tracto urinario (ITUs) ocurren cuando el patógeno puede 

ingresar al sistema del tracto urinario y alcanzar más de 105 colonias/mL en la orina. 

Las ITUs son la segunda causa de enfermedades infecciosas en entornos 

comunitarios y hospitalarios, representan aproximadamente el 40% de todas las 

infecciones adquiridas en los hospitales (Asadi et al., 2019). 

 

Las ITUs son un problema de salud pública en México y son la tercera causa de 

morbilidad en la población infantil, mujeres en edad reproductiva y adultos mayores 

(Secretaria de Salud, 2019). La prevalencia e incidencia de ITUs en población 

infantil varía según la edad, la raza/grupo étnico, el sexo y el estado de circuncisión. 
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Sin embargo, aproximadamente 2% de los niños y del 7-8% en las niñas, han 

padecido una ITU, en los primeros 6-7 años de vida. Aproximadamente, hasta el 

30% de los niños, desarrollará una segunda infección urinaria durante la infancia. 

La mayor prevalencia de las ITUs en niños se observa principalmente en recién 

nacidos, bebés pequeños, niños no circuncidados menores de 1 año. Las 

poblaciones pediátricas con condiciones especiales de comorbilidades presentan 

un mayor riesgo de ITUs, incluyendo anomalías estructurales y funcionales del 

tracto urinario (Schmidt et al., 2015; Millner and Becknell, 2019). 

 

Las ITUs se han asociado a bacteriuria asintomática, cistitis aguda y clínica, 

pielonefritis e infección recurrente. El estudio de las ITUs las ha clasificado en dos 

categorías: ITUs inferiores (cistitis) e ITUs superiores (pielonefritis). También, las 

ITUs pueden clasificarse clínicamente en dos tipos: ITUs complicadas e ITUs no 

complicadas (Asadi et al., 2019). 

 

2. Escherichia coli uropatogénica 

Escherichia coli uropatógenica (UPEC) es el principal agente causal, en virtud de 

que provoca el 80-90% de las infecciones urinarias adquiridas en la comunidad. El 

mecanismo de patogenicidad de UPEC en el tracto urinario (TU), involucra factores 

de virulencia que le permiten resistir el flujo de la micción, diseminarse, colonizar y 

causar daño a los tejidos a través de los procesos de adherencia e invasión. El 

proceso de infección ascendente inicia con un foco primario en la uretra, pasando a 

la vejiga y pudiendo llegar a los riñones; además, UPEC es capaz de formar 

biopelículas que le ayudan a persistir y provocar infecciones persistentes (Miranda-

Estrada et al., 2017; Ochoa et al., 2016).   

 

La virulencia es el resultado de diversos eventos genéticos, relacionados con la 

adquisición de factores de virulencia, a través de islas de patogenicidad, plásmidos 

y fagos por medio de mecanismos de transferencia horizontal de genes (THG). 

Algunos factores de virulencia son componentes estructurales de superficie, como 

el lipopolisacárido (LPS), cápsula de polisacárido, flagelos, vesículas de membrana 
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externa, pili, fimbrias, adhesinas no fimbriales, proteínas de la membrana externa 

(OMP), así como toxinas secretadas, sistemas de secreción, sistemas de captación 

de hierro dependientes de TonB y sideróforos.  

 

La representación gráfica de la estructura, características y mecanismo de 

patogenicidad de UPEC en el epitelio urinario, se muestra en la figura 1. Además 

de UPEC, las ITUs pueden ser causadas por K. pneumoniae, P. mirabilis y P. 

aeruginosa, E. faecalis, E. cloacae, S. bovis y C. albicans (Luna-Pineda et al., 2018; 

Terlizzi et al., 2017). 

 

 

Figura 1. Estructura, características y mecanismo de patogenicidad de UPEC en el 

epitelio urinario. A) Escherichia coli adhesinas y estructura. Se observan diversos factores de virulencia 

de UPEC, incluyendo: estructuras de adhesión a las células del tracto urinario como la fimbria tipo 1, fimbria 

curli, fimbria P, estructuras de reconocimiento no fimbrial como el LPS (lipopolisacárido), estructuras 

involucradas en el metabolismo como los captadores de hierro, porinas (estructuras que permiten la expulsión 

de moléculas como los antibióticos); flagelo (estructuras de motilidad). Presencia de plásmidos, vesículas y la 

producción de toxinas como: la α-hemolisina (HlyA), factor citotóxico necrotizante tipo 1 (CNF1), toxina 

secretada autotransportadora (Sat) y la toxina de secreción A tipo 1 (TosA). B) Mecanismo de patogenicidad 

de UPEC en el epitelio de vejiga. Las células en sombrilla presentan en la superficie receptores de uroplaquina 

y la integrina α3β1 que reconocen a la fimbria tipo 1, la fimbria curli es reconocida por la fibronectina, laminina, 

y el complejo principal de histocompatibilidad tipo 1 de células presentadoras de antígenos. Las estructuras no 

fimbriales de UPEC como el LPS y glucano de superficie son reconocidos por receptores TLR-4. Mediante un 

rearreglo en los filamentos de actina, UPEC es internalizada en las células superficiales o de sombrilla por medio 

de un mecanismo tipo zipper, una vez dentro de la célula, puede formar comunidades bacterianas intracelulares 

(CBI), que por exfoliación pueden diseminarse a diversas partes del uroepitelio, o facilitar su salida al exterior 
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por un proceso llamado filamentación. En la filamentación se mantiene el crecimiento bacteriano en forma de 

filamentos, provocando que haya mayor superficie de contacto con las células en sombrilla y pueden iniciar un 

nuevo ciclo de infección. La exfoliación es provocada por señales externas de UPEC, relacionadas con la 

liberación de toxinas como las proteínas Sat, CNF y HlyA que provocan daño en la célula, llevando a la apoptosis 

y/o exfoliación excesiva. Finalmente, UPEC puede formar reservorios intracelulares quiescentes (RIQ), para 

lograr la infección de células del epitelio transicional, posterior al proceso de exfoliación; en esta fase también 

puede evadirse la respuesta inmune del hospedero, así como la acción de antimicrobianos, además, se 

relaciona con infecciones recurrentes y/o persistentes. Obtenido de Contreras-Alvarado et al., 2021. 

 

3. Grupos filogenéticos 

Los grupos filogenéticos o filogrupos, son grupos de organismos que pertenecen a 

una gran entidad filogenia dentro de una especie. Los grupos filogenéticos dentro 

de Escherichia coli son: A, B1, B2 y D (Clermont et al., 2000) y subgrupos 

filogenéticos: A0, A1, B1, B21, B22, D1 y D2. Además, por pruebas adicionales de 

biología molecular se han identificado los filogrupos; A, B1, B2, C, D, E, F y G 

(Denamur et al., 2021).  

 

Los estudios epidemiológicos basados en PCR son métodos sencillos y rápidos, 

que permiten determinar los filogrupos de E. coli. Los análisis filogenéticos han 

demostrado que las cepas de UPEC con un alto grado de patogenicidad están 

asociadas al filogrupo B2 y con menor prevalencia al filogrupo D. Además, las cepas 

comensales pertenecen a los filogrupos A y B1 (Clermont et al., 2000; Clermont et 

al., 2009). La clasificación de cepas de E. coli en subgrupos filogenéticos A0, A1, 

B21, B22, D1 y D2, se puede evidenciar con base en la presencia o ausencia de 

alguno de los tres genes chuA, yjaA y TspE4 (Clermont et al., 2000). 

El grupo filogenético, los factores de virulencia y la susceptibilidad a antibióticos 

de E. coli causante de ITU, varían significativamente entre poblaciones y regiones 

geográficas de México y el mundo. El grupo filogenético A, asociado a cepas 

comensales no patogénicas, puede ser multidrogorresistente (MDR) y tienen la 

capacidad de producir infecciones urinarias (Ochoa et al., 2016; Luna-Pineda et al., 

2018). La multidrogorresistencia está presente en cepas de todos los grupos 

filogenéticos, lo que complica y disminuye las opciones terapéuticas en pacientes 

con ITU de la comunidad (Miranda-Estrada et al., 2017).  
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En un estudio realizado en el Laboratorio de Investigación en Bacteriología Intestinal 

del Hospital Infantil de México Federico Gómez (HIMFG), encontraron una alta 

frecuencia de genes que codifican factores de virulencia, un amplio perfil de 

resistencias asociado a la presencia de integrones clase 1 y 2, y el fenotipo BLEE+, 

principalmente relacionados con los grupos filogenéticos B2 y D, en cepas clínicas 

de UPEC MDR y XDR (Ochoa et al., 2016).  

 

4. Genética bacteriana 

Las bacterias tienen una plasticidad genética que les permite responder a una 

amplia gama de amenazas ambientales, incluyendo la presencia de moléculas de 

antibióticos. Al compartir el mismo nicho ecológico con los organismos productores 

de antimicrobianos, las bacterias han desarrollado mecanismos para resistir el 

efecto de las moléculas antibióticas que les resultan dañinas y, en consecuencia, 

su resistencia intrínseca les permite prosperar aún en su presencia (Munita et al., 

2016). 

 

La virulencia y la capacidad de resistencia en cepas bacterianas, se debe a la 

adquisición de nuevos genes por THG, mediada por elementos genéticos móviles 

(EGM). Los EGM más importantes incluyen: secuencias de inserción (SI), casetes 

de genes, integrones y transposones; estos elementos juegan un papel crucial en 

el desarrollo y diseminación de la resistencia antimicrobiana entre microorganismos 

de importancia clínica (Peleg and Hooper, 2010; Munita et al., 2016). 

 

Las islas de patogenicidad (PAI, por sus siglas en inglés), son grandes elementos 

genéticos cromosómicos, implicados en la virulencia; están compuestos por un 

subconjunto de islas genómicas adquiridas mediante THG y frecuentemente 

asociadas a genes de ARN de transferencia (ARNt). Otro mecanismo involucrado 

en la evolución de la virulencia es la inactivación de genes cuya expresión es 

incompatible con la virulencia (genes antivirulencia). En este caso, un gen cuya 

expresión fue ventajosa en un entorno no patógeno es perjudicial en el entorno 
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patógeno, una compensación conocida como pleiotropía antagonista; este 

fenómeno ocurre especialmente en las vías metabólicas. Finalmente, la presencia 

de mutaciones puntuales que conducen a un cambio de función y fenotipo de 

resistencia (Denamur et al., 2021).  

 

4.1 Integrones 

Los integrones son los mecanismos más eficientes para acumular genes de 

resistencia a los antimicrobianos; son sistemas de recombinación de sitio 

específicos, capaces de reclutar marcos de lectura abiertos en forma de casetes de 

genes móviles. Su capacidad para capturar diversos casetes de genes significa que 

pueden conferir plasticidad genómica a su anfitrión y facilitar respuestas rápidas a 

diversas presiones de selección. Además, son un mecanismo eficiente y simple para 

la adición de nuevos genes en los cromosomas bacterianos, y presentan la 

maquinaria necesaria para asegurar su expresión. Los integrones representan una 

sólida estrategia de intercambio genético y uno de los principales impulsores de la 

evolución bacteriana (Munita et al., 2016; Ghaly et al., 2020). Un integrón está 

compuesto por un gen de integrasa (intI) en el extremo 5’ y un sitio de recombinación 

primaria proximal (attI). Las secuencias de aminoácidos de las integrasas IntI se 

han utilizado como base para clasificar a los integrones en 'clases'; las que llevan 

intI1 son definidas como 'clase 1', intI2 como 'clase 2', intI3 como 'clase 3', etc. (Deng 

et al., 2015). Se han identificado cinco clases (clase 1, 2, 3, 4 y 5) de integrones, y 

se ha documentado que las clases 1 a 3 desempeñan un papel en la diseminación 

de la resistencia a los antibióticos entre los géneros de la Familia 

Enterobacteriaceae (Chen et al., 2019).  

  

4.2 Secuencias de inserción (SI) 

Los elementos transponibles más simples son los elementos de secuencia de 

inserción (SI), con un tamaño de 600–700 bp. Generalmente codifican sólo 1-2 

genes necesarios para la transposición, e incluyen los sitios de acción cis sobre los 

que actúa la transposasa. Los sitios cis consisten en secuencias repetidas 
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terminales invertidas, de unas pocas docenas de pares de bases, también 

conocidas como secuencias palindrómicas (Thomas and Nielsen, 2005; Lee et al., 

2016). 

 

La presencia de varias SI estrechamente relacionados en un genoma bacteriano, 

permite la recombinación homóloga entre elementos no relacionados, siempre que 

cada uno de los elementos lleve una copia de la SI. Un ejemplo claro es el 

mecanismo por el cual el factor sexual F de E. coli se integra en el cromosoma por 

recombinación entre copias de SI2 o SI3, de modo que la unión entre F y el 

cromosoma, está definida por la presencia del elemento SI. La recombinación 

posterior entre otras copias de ese elemento puede dar lugar a lo que se denominan 

elementos F', que ahora contienen la mayor parte del plásmido, y una sección del 

cromosoma (Thomas and Nielsen, 2005). 

 

5. Resistencia bacteriana  

La resistencia bacteriana se clasifica de acuerdo con el número de categorías de 

antibióticos, al que es resistente una cepa bacteriana. Una cepa 

multidrogorresistente (MDR) se define como la no susceptible a al menos un agente, 

en tres o más categorías de antibióticos. Una cepa extremodrogorresistente (XDR) 

se define como la no susceptible a al menos un agente, en todas menos dos o 

menos categorías de antibióticos (es decir, los aislamientos bacterianos son 

susceptibles a solo una o dos categorías de antibióticos). Mientras, las cepas 

pandrogorresistentes (PDR) son aquellas no susceptibles a todos los agentes en 

todas las categorías de antibióticos (es decir, ningún agente probado es susceptible 

para ese microorganismo) (Magiorakos et al., 2012). 

 

6. Antibióticos β -lactámicos 

Los β-lactámicos son una amplia familia de antibióticos bactericidas y uno de los 

grupos más numerosos y de mayor utilización en la clínica. Los antibióticos que 

contienen el anillo β-lactámico pertenecen a cuatro clases químicas principales: 
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penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos y monobactámicos (Figura 2). También 

se utiliza la combinación de penicilinas con algún inhibidor de las β-lactamasas, por 

ejemplo, amoxicilina-ácido clavulánico y piperacilina-tazobactam (Bush and 

Bradford, 2020; Merino, 2018).  

 

Figura 2. Estructura general de los β-lactámicos más importantes en la medicina 

clínica. Las estructuras incluyen penicilina (1), cefalosporina (2), carbapenema (3) y monobactámico (4). 

Tomado de: Bush and Bradford, 2020. 

 

6.1 Mecanismo de acción de los antibióticos β-lactámicos 

Los antibióticos β-lactámicos inhiben la biosíntesis de la pared celular bacteriana, lo 

que conduce a la lisis y muerte celular. Se unen covalentemente al sitio activo de la 

proteína de unión a penicilina (PBP: Protein Binding Penicillin), una enzima esencial 

en la etapa final de la biosíntesis del peptidoglucano en la pared celular de las 

bacterias. Todos los antibióticos β-lactámicos comparten un núcleo común que 

contiene un anillo betalactámico de cuatro carbonos. Este anillo, tiene similitud 

estructural con el dipéptido terminal D-Ala-D-Ala (Figura 3), del peptidoglicano 

naciente en la célula bacteriana en división (Figura 4). Esta similitud estructural, 

facilita la unión una serina en el sitio activo que se encuentra en todas las PBP 

funcionales. Los antibióticos β-lactámicos (ej. la penicilina) actúan como un sustrato 

análogo y se unen al sitio activo de las transpeptidasas para inhibir la síntesis del 

peptidoglucano (Figura 4) (Zeng and Lin, 2013; Bush and Bradford, 2016). 
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Figura 3. Similitud estructural entre antibióticos β-lactámicos, como la penicilina y el 

residuo terminal D-Ala-D-Ala. Modificado de: Zeng and Lin, 2013. 

 

Figura 4. Síntesis de la pared celular y mecanismo de acción de los antibióticos β-

lactámicos. A) Síntesis de la pared celular (peptidoglucano). El peptidoglicano está compuesto por cadenas 

de glicanos compuestas por residuos de N-acetilglucosamina (NAG) y el ácido N-acetilmurámico (NAM); NAM 

está vinculado a tallos de pentapéptidos o tetrapéptidos. La composición de aminoácidos del pentapéptido 

muestra variaciones específicas de especie. En E. coli, el pentapéptido en peptidoglucano naciente consiste en 

l -Ala- d -iGlu-mDAP- d -Ala- d -Ala (mDAP: ácido meso- diaminopimélico). Los diferentes componentes del 

peptidoglucano se sintetizan en el citoplasma y son transportados a través de la membrana citoplásmica al 

espacio periplásmico, donde se van ensamblando. La formación de la pared celular inicia con la polimerización 

de residuos de NAG y NAM, por glicosiltransferasas y los enlaces entre las cadenas laterales del péptido con 

la expulsión de una D-Ala terminal de una de las cadenas laterales del péptido por transpeptidasas denominadas 

proteínas de unión a penicilina (PBP: Protein Binding Penicillin). (Suárez and Gudiol, 2009; Pazos and Peters, 

2019). B) Mecanismo de acción de los antibióticos β-lactámicos. Los antibióticos betalactámicos son agentes 

bactericidas que producen su efecto principalmente a través de 2 mecanismos: 1) Inhibición de la síntesis de la 

pared bacteriana. El antibiótico β-lactámico compite con el pentapéptido D-Ala, por la unión con las PBP. El 

antibiótico β-lactámico gana por afinidad y se une con la PBP, por lo tanto, no hay biosíntesis de la pared celular. 
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2) Inducción de la autólisis bacteriana. Los betalactámicos también actúan activando una autolisina bacteriana 

endógena que destruye el peptidoglucano (Suárez and Gudiol, 2009; Pazos and Peters, 2019). Realizado con 

BioRender.com para este trabajo. 

 

6.2 Mecanismos de resistencia a β-lactámicos 

Existen cuatro tipos de mecanismos generales de resistencia a los antibióticos: (1) 

Disminución de la entrada del antibiótico por modificación de la permeabilidad, (2) 

Aumento de la salida del antibiótico por bombas de expulsión o eflujo activos, (3) 

Alteración del sitio blanco de acción (PBP), (4) Hidrólisis enzimática por acción de 

β-lactamasas en el espacio periplásmico. En la figura 5. se puede observar un 

esquema de los mecanismos de resistencia a β-lactámicos en E. coli. Además, se 

indica, la importancia de la trasferencia de la resistencia por elementos móviles 

como los plásmidos. La hidrólisis enzimática es el mecanismo más común en 

bacterias Gram negativas clínicamente importantes, que implica la inactivación de 

los β-lactámicos como consecuencia de la acción de enzimas denominadas β-

lactamasas (Petchiappan and Chatterji, 2017). 
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Figura 5. Mecanismos de resistencia a los antibióticos en E. coli. (1) Disminución de la 

entrada del antibiótico por modificación de la permeabilidad, cambios en el diámetro y/o número de porinas, 

pueden bloquear el ingreso del antimicrobiano a la bacteria. (2) Aumento de la salida del antibiótico por bombas 

de expulsión o eflujo activos, transporta al antimicrobiano hacia el exterior de la célula sin modificaciones, pero 

sin acción antimicrobiana. (3) Alteración del sitio blanco de acción (PBP). La modificación de un aminoácido 

genera un blanco diferente y así disminuye la afinidad de unión por el antimicrobiano. (4) Hidrólisis enzimática 

por acción de β-lactamasas en el espacio periplásmico. Las enzimas destruyen los antimicrobianos por lo que 

pierden su acción, sin tener posibilidad de actuar sobre el microorganismo (Moreno et al., 2009).  

 

7. β-lactamasas 

Las β-lactamasas son enzimas que inactivan el anillo β-lactámico, uniéndose y 

rompiendo el enlace amida del anillo de azetidinona de cuatro carbonos, presente 

en cada β-lactámico (Figura 3). Posterior a la ruptura, una molécula de agua es 

adicionada al anillo abierto, para formar el ácido penicilóico que no tiene actividad 

antimicrobiana. El ácido penicilóico es una molécula idéntica al antibiótico original, 

pero microbiológicamente inactiva, que es incapaz de formar un complejo 
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enzimáticamente productivo con una PBP, resultando en la supervivencia continua 

de la célula bacteriana (Bush and Bradford, 2020). 

 

7.1 Nomenclatura 

Los genes que codifican las β-lactamasas generalmente se denominan bla, 

seguidos del nombre de la enzima específica (p. Ej., blaKPC) y se han encontrado en 

el cromosoma bacteriano o localizados en EGM como parte del genoma accesorio. 

Estos genes también se pueden encontrar formando parte de integrones, situación 

que facilita su diseminación. En cuanto a su expresión, la transcripción de estos 

genes puede ser constitutiva o puede requerir una señal externa para inducir su 

producción (Munita and Arias, 2016). 

 

7.2 Clasificación de las β-lactamasas 

Un intento por agrupar al gran número de enzimas β-lactamasas, ha mostrado dos 

esquemas principales de clasificación.  La clasificación de Ambler se basa en la 

identidad de la secuencia de aminoácidos y separa las β-lactamasas en 4 grupos 

(A, B, C y D). La clase A, C y D incluye enzimas que hidrolizan su sustrato por 

formación de un acil enzima a través de un sitio activo serina. Mientras, las β-

lactamasas de clase B son metaloenzimas que utilizan en su sitio activo, un ion de 

Zinc+2 para facilitar la hidrólisis de los β-lactámicos. Por otro lado, la clasificación de 

Bush-Jacoby divide las β-lactamasas en 4 grupos (cada una con varios subgrupos) 

según su función bioquímica, principalmente en función de la especificidad del 

sustrato (Bush and Jacoby, 2010; Munita and Arias, 2016) Un resumen de la 

clasificación más actual de las β-lactamasas y de las enzimas de mayor relevancia 

clínica, se presenta en la figura 6. 
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Figura 6. Relación entre la clasificación molecular y funcional de las β-lactamasas. 

AV, avibactam; CA, ácido clavulánico; Cb, carbapenémico; Cp, cefalosporina; E, cefalosporina de espectro 

expandido; M, monobactámico; P, penicilina. Modificado de: Bush, 2010. 

 

8. β-lactamasas de espectro extendido (BLEE) 

Las enterobacterias productoras de β-lactamasas de espectro extendido (BLEE) 

pueden incluir enzimas de clase A, C, D, o pueden clasificarse como grupos 1e, 

2be, 2de y 2e (Bush and Bradford, 2020). Las BLEE son enzimas capaces de 

conferir resistencia a las penicilinas, cefalosporinas de 1ª, 2ª, y3er generación y al 

aztreonam (pero no cefamicinas y carbapenémicos), además, son inhibidas por 

inhibidores de β-lactamasas como el ácido clavulánico. Las BLEE se originaron a 

partir de las β-lactamasas de amplio espectro del grupo 2e (TEM-1 y SHV-1) al 

grupo 2be que denota el espectro extendido y difieren de su progenitor por pocos 

cambios en su secuencia de aminoácido (Paterson and Bonomo, 2005). 

 

Las enterobacterias productoras de BLEE surgieron durante la década de 1990s y 

2000s como un importante problema de salud pública mundial. En la actualidad, las 
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bacterias productoras de BLEE, principalmente E. coli, son causas comunes de 

infecciones comunitario y nosocomiales (Peirano and Pitout, 2019). 

 

En los niños, ITUs se encuentran entre las infecciones más frecuentes causadas 

por bacterias productoras de BLEE y constituyen un grupo de alto riesgo. Los 

aislamientos de bacterias productoras de BLEE más comunes son: Escherichia coli 

(64.4%) y Klebsiella spp. (31.9%), mientras que los aislamientos restantes incluyen 

Morganella spp., Proteus spp., Serratia spp., Citrobacter spp. y Enterobacter spp. 

(Flokas et al, 2016). 

 

Actualmente el linaje clonal de E. coli extraintestinal (ExPEC), relacionado con 

UPEC del serogrupo O25, más prevalente aislado en condiciones patógenas, está 

relacionado con la secuencia tipo (ST) 131 (UPEC O25b/ST131). Esta clona de 

UPEC, se ha identificado como parte de la microbiota comensal de humanos, 

animales de compañía como perros y gatos, y alimentos. Además, se ha reportado 

la transmisión de una sola cepa ST131 entre humanos y mascotas dentro de los 

hogares (Johnson et al., 2016; Denamur et al., 2021). Las cepas de UPEC 

O25b/ST131, se han caracterizado por presentar resistencia a múltiples fármacos 

de administración humana y veterinaria como: quinolonas, fluoroquinolonas, 

cefalosporinas de tercera generación, carbapenémicos y colistina). Las cepas 

asociadas a ST131 tienen una buena aptitud para su supervivencia in vivo en la 

orina humana, en las ITUs pueden formar biopelículas, además, colonizan de 

manera eficiente el intestino de los mamíferos y persiste a largo plazo (Denamur et 

al., 2021). Recientemente, una clona de E. coli, O25b/ST131, productora de β-

lactamasas de espectro extendido, multidrogorresistente y con alta virulencia, ha 

emergido a nivel mundial como una causa importante de ITUs adquiridas en la 

comunidad (Miranda-Estrada et al., 2017). 
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9. Estudios de diversidad con ERIC-PCR en cepas de E. coli productoras 

de BLEE 

Los patrones fenotípicos de resistencia antimicrobiana, en cepas provenientes de 

niños con ITU, pueden ser similares o diferentes entre pacientes diferentes y en 

ocasiones pueden sugerir que varios aislamientos provienen de una misma cepa. 

La diversidad genética en cepas de UPEC ha mostrado ser elevado. Bajo esta 

premisa, es necesario realizar una caracterización molecular o genotipificación de 

las cepas, con herramientas poderosas que aborden la diversidad poblacional. La 

electroforesis en gel de campos pulsados (PFGE) ha sido el estándar de oro para 

la tipificación de la mayoría de los microorganismos de importancia clínica. Sin 

embargo, es una técnica muy costosa y requiere de tiempo para la obtención de 

resultados, en la actualidad existen otras técnicas moleculares más sencillas, 

rápidas y de menor costo, basadas en la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

que permiten analizar con precisión y reproducibilidad la relación clonal existente 

entre aislamientos bacterianos (Castro-Alarcón et al., 2009). 

 

El genoma de las enterobacterias contiene secuencias cortas, repetidas y 

esparcidas, llamadas ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus), 

estas secuencias son usadas en tipificación, análisis genético y en la identificación 

de brotes infecciosos bacterianos intrahospitalarios. Además, el uso del ERIC-PCR 

se ha aplicado en la detección del origen, las rutas y el alcance de la transmisión de 

infecciones; y el uso de esta información puede servir para el control de estos brotes 

(Bailón et al., 2013). La técnica de ERIC-PCR amplifica las regiones que separan 

las secuencias repetidas, por lo que el polimorfismo resulta de la variabilidad en la 

repetición de dichas secuencias y de la distancia entre copias contiguas causadas 

por inserciones o deleciones de ADN (Castro-Alarcón et al., 2009). La confiabilidad 

de los datos y la reproducibilidad de las observaciones son cruciales para un sólido 

estudio de patrón de clonalidad.  El poder de discriminación (definición: probabilidad 

promedio de que el marcador utilizado clasifique en 2 tipos distintos a 2 cepas no 

relacionadas escogidas al azar de la población de un determinado taxón) máximo 

es 1.0, mientras, el poder de discriminación es de 0.98 para la PFGE (Castro-



21 
 

Alarcón et al., 2009). Según estudios recientes en cepas clínicas de UPEC 

productoras de BLEE, el poder de discriminación de la técnica de ERIC-PCR fue de 

0.91, esto revela que está herramientas de tipificación es muy discriminativa, por lo 

tanto, permite reconocer a los aislamientos no relacionados como distintos. (López-

Ramírez et al., 2018). 
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V. Procedimiento experimental 

a) Cepas bacterianas  

Se incluyeron 39 cepas clínicas de E. coli extraintestinales (ExPEC) caracterizadas 

como productoras de β-lactamasas de espectro extendido (BLEE) y recuperadas de 

diferentes orígenes: 30 cepas aisladas de niños con ITU complicado (UPEC), tres 

cepas recuperadas de líquido peritoneal, una cepa proveniente de linfagioma, una 

cepa de broncoaspirado, una cepa proveniente de esputo y tres cepas obtenidas de 

fuentes diversas como puntas de catéter, heridas, sondas. Las cepas fueron 

recuperadas de niños hospitalizados en áreas del HIMFG como: Medicina interna, 

Nefrología, Ortopedia, Urgencia, Adolescentes, Gastroenterología, Unidad de 

cuidados Intensivos neonatales (UCIN), Cirugía, Oncología, Reumatología, 

Neumología y Unidad de Terapia Intensiva pediátrica (UTIP). Las muestras fueron 

obtenidas por distintas técnicas de acuerdo con el tipo de muestra. Las cepas fueron 

seleccionadas considerando un cultivo axénico, con una cuenta bacteriana de >100 

000 UFC/mL según el criterio de Kass-Sandford para urocultivos (Kass, 1956). La 

identificación de E. coli BLEE positiva se determinó por MALDI-TOF VITEK MS 

Microbial Identification System (bioMérieux, 376 Chemin de l'Orme, 69280 Marcy-

l'Étoile, France). El procesamiento de la muestra y la identificación se realizó en el 

Laboratorio Clínico Central del HIMFG como parte del trabajo de rutina de la 

detección de patógenos causantes de infección en los pacientes hospitalizados por 

lo que no se requirió el consentimiento informado de los padres o tutores legales de 

los niños. 

 

b) Resiembra, verificación y conservación a largo plazo (-70°C) de cepas 

clínicas de UPEC de pacientes hospitalizados 

El cultivo de la muestra de orina fue realizado en el área de Bacteriología, del 

Laboratorio Clínico Central, las placas de cultivo primario en medio cisteína-lactosa-

electrolito-deficiente (CLED), fueron recibidas en el Laboratorio de Investigación en 

Bacteriología Intestinal y se realizó una resiembra en agar MacConkey (MC; Difco-

Becton, Dichincson, NJ, USA), para verificar si el cultivo se encontraba puro, 
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observando la morfología colonial después de la incubación. El agar MacConkey es 

un medio selectivo para bacilos Gram negativos no exigentes, debido a la 

incorporación de sales biliares y cristal violeta. Además, contiene lactosa y rojo 

neutro, lo que permite diferenciar colonias fermentadoras de lactosa. La morfología 

colonial característica que mostraron las cepas fue: colonias de forma circular, 

planas o ligeramente convexa, con borde liso, opacas, color rosa intenso (lactosa 

positiva) y/o colonias de color transparentes (lactosa negativa), algunas 

presentaban una consistencia mucoide. 

 

Las cepas en cultivo puro se conservaron como un “pool” de células bacterianas, 

mientras, las cepas que presentaron más de una morfología colonial se conservaron 

por separado. La identificación de las cepas en congelación se realizó con la clave 

de la cepa agregando la letra “U” (urinario) y “D” (diversas) y el sufijo 1, 2, 3 

dependiendo de las morfologías coloniales congeladas (ej. 720U1 y 720U2). Las 

cepas puras se sembraron masivamente en agar tripticasa soya (TSA), en forma 

masiva para generar biomasa, de este medio se realizó la recolección de las cepas 

al medio de conservación. El medio de conservación se preparó utilizando caldo de 

cultivo Luria-Bertani (LB: Difco-Becton, Dichinson, NJ, USA) suplementado con 

suero fetal bovino al 1%. Las cepas se conservaron a largo plazo en 

ultracongelación a una temperatura de -70°C. 

 

c) Perfil de susceptibilidad/resistencia a antibióticos 

La determinación del perfil de resistencia se realizó con el método de Kirby-Bauer a 

10 categorías de antibióticos según los lineamientos de la CLSI, 2021. Los 

antibióticos utilizados fueron: Penicilinas (ampicilina, AM); β-lactámicos/inhibidor de 

β-lactamasas (amoxicilina-ácido clavulánico, AmC y piperacilina-tazobactam, TZP); 

Cefalosporinas de 2ª generación (cefalotina, CF) y de 3ª generación (cefotaxima, 

CTX); Fluoroquinolonas (ofloxacina, OFX y ciprofloxacina, CIP); Carbapenémicos 

(meropenem, MEM e imipenem, IPM); Aminoglucósidos (gentamicina, GM y 

amikacina AN); Inhibidores de folatos (trimetoprim-sulfametoxazol, SXT); 

Nitrofuranos (nitrofurantoína, F/M); Tetraciclinas (tetraciclina, TE); Monobactámicos 
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(aztreonam, AZT) (CLSI, 2021). La cepa de referencia de E. coli ATCC (American 

Type Culture Collection) 25922 fue utilizada como control, durante todo el ensayo 

de susceptibilidad. Los criterios utilizados para determinar el estatus de resistencia 

a los antibióticos, fue el propuesto por Magiorakos et al. (2012), el cual se describe 

a continuación: las cepas que mostraron resistencia a al menos un antibiótico en 3 

o más categorías de antibióticos fueron consideradas multidrogorresistentes (MDR), 

mientras, una cepa que presentó susceptibilidad a un antibiótico en una, máximo 

dos categorías de antibióticos se consideró extremodrogoresistentes (XDR) 

(Magiorakos et al., 2012). 

 

Las cepas de UPEC se recuperaron de ultracongelación a -70°C en agar 

MacConkey (MC; Difco-Becton, Dichincson, NJ, USA), a 37 °C / 24 h. 

Posteriormente se inoculó 5 mL de caldo Luria-Bertani (LB: Difco-Becton, Dichinson, 

NJ, USA) con una colonia aislada de gelosa MacConkey y se incubó a 37 °C en 

agitación contante a 200 rpm por ~ 2 h, hasta obtener la turbiedad equivalente al 

tubo 0.5 del nefelómetro de McFarland, conteniendo 1.5 x 108 UFC/mL. Se sembró 

de forma masiva en agar Muëller Hinton (MHA; Difco-Becton Dickinson, NJ, USA) 

con un hisopo impregnado, en 3 direcciones. Finalmente se colocaron los discos de 

antibióticos a un máximo de 6 sensi discos, para observar por completo el halo de 

inhibición de cada antibiótico.  

 

d) Detección fenotípica de β-lactamasas de espectro extendido (BLEE) 

Se confirmó la producción fenotípica de las BLEE en la colección de cepas de E. 

coli ExPEC, utilizando dos tipos de pruebas fenotípicas, el ensayo de sinergia con 

doble disco y el ensayo de Hodge (CLSI, 2019). El ensayo de sinergia de doble 

disco consiste en el efecto sinérgico entre el ácido clavulánico (inhibidor de BLEE) 

y los antibióticos β-lactámicos (cefotaxima y ceftazidima), cada cepa problema fue 

sembrada de forma masiva con un hisopo, a partir de una suspensión bacteriana al 

0.5 del nefelómetro de MacFarland, en una placa de gelosa MHA, posteriormente 

sobre esta se colocaron sensi discos de amoxicilina / ácido clavulánico (Amc 30 

μg/10μg; Becton Dickinson, BBLTM, USA), y a una distancia de 15 mm, a cada lado 
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del disco central de Amc, se colocaron discos de cefotaxima (CTX 30 μg; Becton 

Dickinson, BBLTM, USA) y ceftazidima (CAZ 30 μg; Becton Dickinson, BBLTM, 

USA). Las pruebas se incubaron a 37°C /18-24 h y se evaluó el resultado. Un 

resultado positivo fue la evidencia de la sinergia (aumento en el halo de inhibición) 

entre los halos formados por el disco de Amc (antibiótico combinado con inhibidor 

de β-lactamasas) y los discos de CTX y CAZ (cefalosporinas de 3ª generación). Una 

prueba negativa no mostro un efecto sinérgico entre los discos, observándose halos 

de inhibición completamente circulares para cada antibiótico.  

 

La prueba fenotípica confirmatoria de la producción de BLEE, fue el ensayo de 

Hodge, que muestra el efecto de crecimiento de una cepa de referencia (E. coli 

ATCC 25922) sensible, ante la inactivación del antibiótico por acción de la BLEE 

(CLSI, 2019). Este ensayo consistió en sembrar masivamente la cepa de E. coli 

ATCC 25922 en una placa de agar Mueller Hinton y en el centro de esta se colocó 

un disco de CTX 30 μg (Becton Dickinson, BBLTM, USA) o CAZ 30 μg (Becton 

Dickinson, BBLTM, USA), de manera perpendicular al disco se sembraron las cepas 

problema (4 por placa) estriando en línea recta, desde el borde del disco (sin tocarlo) 

hacia afuera (CLSI, 2016). Un resultado positivo fue el crecimiento abundante de la 

cepa de referencia (sensible a cefalosporinas) alrededor de la línea de crecimiento 

de la cepa problema, indicativo de la hidrolisis del antibiótico por acción de una 

BLEE. El resultado negativo fue falta de crecimiento abundante de la cepa de 

referencia de E. coli ATCC 25922, por acción del antibiótico ante la presencia de 

una BLEE negativas (CLSI, 2016). Las cepas de referencia de Klebsiella 

pneumoniae ATCC 700603 (BLEE positiva) y E. coli ATCC 25922 (BLEE negativa) 

fueron utilizadas como controles (CLSI, 2016).  

 

e) Extracción, purificación y cuantificación de DNA genómico por Kit 

comercial (Wizard® Genomic DNA Purification Kit Promega) 

La extracción de DNA genómico se realizó en 39 cepas de UPEC caracterizadas 

como BLEE positivas. El protocolo de extracción fue el sugerido por el fabricante. 

Previamente, las cepas (2-3 colonias) se inocularon en 35 mL de medio LB en tubos 
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tipo Falcón y se incubaron a 37°C / 24 h. Pasado este tiempo, los tubos se 

centrifugaron a 3500 rpm / 10 min. Se decantó el sobrenadante y el pellet se 

resuspendió con 1 mL de agua inyectable estéril. La suspensión resultante se pasó 

a un tubo tipo eppendorf, después se centrifugaron los tubos y se decantó el 

sobrenadante. Los botones bacterianos fueron resuspendidos con el sobrenadante 

restante, utilizando un vortex (Benchmark®, Taiwan) a velocidad mediana, y se 

procedió a la extracción de DNA genómico. Las instrucciones del Wizard® Genomic 

DNA Purification kit (Promega®), se siguieron como se indica a continuación: se 

agregaron 600 μL de “Nuclei Lysis Solution” a cada botón bacteriano, pipeteando 

gentilmente, posteriormente se incubó a 80°C / 5 min. Pasado este tiempo, se dejó 

enfriar a temperatura ambiente y se añadieron 3 μL de “RNAsa solution”, se mezcló 

por inversión y la mezcla se incubó a 37°C / 15-60 min. Finalizado el tiempo de 

incubación, la mezcla de extracción se dejó enfriar a temperatura ambiente y se 

añadieron 200 μL de “Protein Precipitation Solution”, y se incubó a -20°C / 5 min. 

Posteriormente, se realizaron tres lavados, con 500 μL de cloroformo / alcohol 

isoamílico (24:1), centrifugando en cada ocasión a 14000 rpm / 2 min, para 

recuperar la fase acuosa superior en un tubo eppendorf nuevo. Una vez recuperado 

el último lavado se añadieron 600 μL de isopropanol en frío y se dejó precipitar el 

DNA a -20°C / 24 h. Posteriormente, se centrifugó a 14000 rpm/ 10 min y se decantó 

el sobrenadante. Se realizaron tres lavados con 600 μL de etanol al 70 % y se 

centrifugó a la misma velocidad en cada ocasión. Finalmente, se retiró todo el 

sobrenadante y se dejaron secar los DNAs aproximadamente 1 hora a temperatura 

ambiente. 

 

El pellet de DNA se rehidrató con 100 μL de “Rehydration Solution” y se incubó a 

55°C/ 15 min en un baño metabólico, agitando varias veces hasta la completa 

disolución de la pastilla. Se cuantificó la concentración del DNA genómico extraído 

(µg / mL), en el espectrofotómetro NANODROP 2000c (Thermo Scientific™), y se 

verificó su integridad por corrimiento electroforético en gel de agarosa al 1% en una 

cámara de electroforesis (Biorad®) y se visualizó con un documentador 

(Biomedical®). Se ajustó la concentración de cada uno de los DNAs a 200 ng/μL, 
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para las reacciones de PCR de punto final y múltiple. El DNA genómico se mantuvo 

en congelación a -20°C hasta su uso. 

 

La identificación de los genes de interés que se mencionan a continuación se 

realizaron diferentes variantes de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) en 

un termociclador Veriti 96 well Thermal Cycler (Applied Biosystems®, Singapore), 

las secuencias de los primers forward y reverse utilizados, así como las condiciones 

de temperatura, tiempo y número de ciclos, programadas en el equipo, se 

encuentran descritas en la Tabla 1. para cada paso de la PCR, estandarizados 

previamente en el laboratorio y los volúmenes de cada uno de los reactivos 

utilizados en cada una de las PCR se encuentran en la tabla 2.  
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Tabla 1. Iniciadores y condiciones de amplificación para la determinación de ERIC-PCR, clona O25b, grupo y subgrupo 

filogenético, factores de virulencia asociados a la patogénesis e Integrones de cepas clínicas de E. coli productoras de 

BLEE. 

Gen Primers Secuencia del iniciador 5’ – 3’ 
Producto 

(pb) 
Condiciones de 

PCR 
Referencia 

ERIC-PCR 
ERIC-F 
ERIC-R 

ATCTAAGCTCCTGGGGATTCAC 
AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG 

Producto 
variable 

1 ciclo a 94°C/ 2 
min 

 30 ciclos a 94°C/ 1 
min 

 52°C/ 1 min 
72°C/ 4 min 
 72°C/ 5 min 
 4°C/ ꝏ min 

Ardakani and 
Ranjbar, 2016; 
Luna-Pineda et 

al., 2018 

chuA 
chuA-F 
chuA-R 

GACGAACCAACGGTCAGGAT 
TGCCGCCAGTACCAAAGACA 

279 
1 ciclo a 95°C/ 5 

min 
 25 ciclos a 95°C/1 

min 
 55°C/ 1 min 
 72°C/ 2 min 
 72°C/ 5 min 
 4°C/ ꝏ min 

Clermont et al., 
2000; Ochoa et 

al.2016 

yjaA 
yjaA-F 
yjaA-R 

TGAAGTGTCAGGAGACGCTG 
TGGAGAATGCGTTCCTCAAC 

211 

tspE4.C2 
TspE4.C2-F 
TspE4.C2-R 

GAGTAATGTCGGGGCATTCA 
CGCGCCAACAAAGTATTACG 

152 

hlyA 
hlyA-F 
hlyA-R 

CGTGGACACAGCTGCCAGCA 
TGCAGCGGTGGCGGCATCAT 

789 
1 ciclo a 95°C/ 5 

min 
 25 ciclos a 95°C/1 

min 
56°C/1 min 
 72°C/1 min 
72°C/5 min 
4°C/∞ min 

Tiba et al. 
2008; Ochoa et 

al.2016 

iutD 
iutD-F 
iutD-R 

TACCGGATTGTCATATGCAGACCGT 
AATATCTTCCTCCAGTCCGGAGAAG 

602 

fimH 
fimH-F 
fimH-R 

TGCAGAACGGATAAGCCGTGG 
GCAGTCACCTGCCCTCCGGTA 

508 

csgA 
csgA-F 
csgA-R 

GCCAGTATTTCGCAAGGTGC 
GGTGTACATATCCCCTTGCTGG 

750 
1 ciclo a 95°C/5 

min 
30 ciclos a 95°C/1 

min 
56°C/30 seg 
72°C/1 min 
72°C/5 min 
4°C/∞ min 

Tiba et al. 
2008; Luna et 

al. 2016; Ochoa 
et al.2016 

satA 
satA-F 
satA-R 

GTTGTCTCTGGCTGTTGC 
AATGATGTTCCTCCAGAGC 

501 

fyuA 
fyuA-F 
fyuA-R 

GCGCATTTGCTGATACTGTTG 
CATCAGACGATAAGCATGAGCA 

272 

motB 
motB-F 
motB-R 

GCGGATTTTTCACCGCACGC 
GGATCTGCTGGCTCTGC 

864 
1 ciclo a 95°C/2 

min 
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Gen Primers Secuencia del iniciador 5’ – 3’ 
Producto 

(pb) 
Condiciones de 

PCR 
Referencia 

tosA 
tosA-F 
tosA-R 

GCACAGCATAACGGGAAAAT 
CCAGCATGTTACCACGAATG 

589 
30 ciclos 94°C/30 

seg 
49°C/1 min 
72°C/3 min 
72°C/5 min 
4°C/∞ min 

Ochoa et 
al.2016; Luna 

et al. 2016 fliC 
fliC-F 
fliC-R 

CCAGTCTGCGCTGTCGAG 
CACGTTCACGCCGTTGAAC 

349 

papGI 
papGI-F 
papGI-R 

CAACCTGCTCTCAATCTTTACTG 
CATGGCTGGTTGTTCCTAAACAT 

692 
1 ciclo a 94°C/5 

min 
30 ciclos 94°C/1 

min 
53°C/1 min 
72°C/1 min 
72°C/5 min 
4°C/∞ min 

Tiba et al., 
2008 

papGII 
papGII-F 
papGII-R 

GGAATGTGGTGATTACTCAAAGG 
TCCAGAGACTGTTCAAGAAGGAC 

562 

papGIII 
papGIII-F 
papGIII-R 

CATGGCTGGTTGTTCCTAAACAT 
TCCAGAGACTGTGCAGAAGGAC 

421 

intI3 
Int3-F 
Int3-R 

GCCTCCGGCAGCGACTTTCAG 
ACGGATCTGCCAAACCTGACT 

979 
1 ciclo a 94 °C/5 

min 
30 ciclos a 94 °C/1 

min 
53 °C/1 min 
72 °C/1 min 
72 °C/5 min 
4 °C/∞ min 

Gundogdu et 

al., 2011 

intI2 
Int2-F 
Int2-R 

CACGGATATGCGACAAAAAGGT 
GATGACAACGAGTGACGAAATG 

788 

intI1 
Int1-F 
Int1-R 

CAGTGGACATAAGCCTGTTC 
CCCGAGGCATAGACTGTA 

160 

RV-int1 
Hep58-F 
Hep59-R 

GTAGGGCTTATTATGCACGC 
CGGGATCCCGGACGGCATGCA 

Producto 
variable 

1 ciclo a 94 °C/5 
min 

30 ciclos a 94 
°C/30 s 

55 °C/ 1 min s 
72 °C/4 min 

72 °C/10 min 
4 °C/∞ min 

Dillon et al., 

2005 
RV-int2 

Hep74-F 
Hep51-R 

CGGGATCCCGGACGGCATGCACGATTTGTA 
GATGCCATCGCAAGTACGAG 

Producto 
variable 

O25b 

papB-F 
papB-R 

TCCAGCAGGTGCTGGATCGT 
GCGAAATTTTTCGCCGTACTGT 

347 

 1 ciclo a 95°C/ 5 
min 

 35 ciclos a 95°C/ 1 
min 

 65°C/ 1 min 
72°C/ 1.30 min 
 72°C/ 5 min 
 4°C/ ꝏ min 

Clermont et al., 
2009 

trpA-F 
trpA-R 

GCTACGAATCTCTGTTTGCC 
GCAACGCGGCCTGGCGGAAG 

427 

bcsA 
bcsA-F 
bcsA-R 

GAAGAATTCCTGACGCTGGCTAA 
TGAAAGCTTGGAACGCACTCATC 

2,767 
1 ciclo a 94 °C/5 

min 
Saldaña et al., 
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Gen Primers Secuencia del iniciador 5’ – 3’ 
Producto 

(pb) 
Condiciones de 

PCR 
Referencia 

30 ciclos a 94 °C/1 
min 

56 °C/1 min 
72 °C/2 min 
72 °C/5 min 
4 °C/∞ min 

2009 

ecpA 
ecpA-F 
ecpA-R 

TGAAAAAAAAGGTTCTGGCAATAGC 

CGCTGATGAGGAGAAAGTGAA 
510 

1 ciclo a 94 °C/5 
min 

30 ciclos a 94 °C/1 
min 

56 °C/1 min 
72 °C/2 min 
72 °C/5 min 
4 °C/∞ min 

Saldaña et al., 

2014 

cnf1 
cnf1-F 
cnf1-R 

 GAACTTATTAAGGATAGT 
CATTATTTATAACGCTG 

 

1 ciclo a 94 °C/5 
min 

30 ciclos a 94 °C/1 
min 

39.5 °C/1 min 
72 °C/2 min 
72 °C/5 min 
4 °C/∞ min 

Tiba et al., 

2008 

motA 
motA-F 
motA-R 

GCGGATTTTTCACCGCACGC 
GGATCTGCTGGCTCTGC 

632 

1 ciclo 94 °C/5 min 
25 ciclos a 
94°C/1min 

62 °C/1 min 
72 °C/1 min 
72 °C/5 min 

Luna et 

al.,2018 

Genes asociados con fimbria (fimH, csgA, ecpA, papGI, papGII y papGIII), movilidad (motA, motB y fliC), captadores de hierro (iutD, fyuA y chuA), celulosa (bcsA), 

toxinas (cnf1, hlyA, tosA y satA), genes asociados a la resistencia (integrasa clase 1, 2, 3 y región variable de los integrones. 
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Tabla 2. Volúmenes utilizados en cada mezcla de PCR, para la determinación de 

ERIC-PCR, clona O25b/ST131, grupo y subgrupo filogenético, factores de virulencia 

asociados a la patogénesis e Integrones, de cepas clínicas de E. coli productoras 

de BLEE. 

Gen Master Mix® (µL) 
Iniciadores 
F/ R [1 µM] 

(µL) 

MgCl2 
[50mM] (µL) 

H2O libre de 
nucleasas 

(µL) 

DNA molde 
[200 ng/µL] 

(µL) 

Volumen 
final (µL) 

ERIC-
PCR 

6.25 0.5 / 0.5 0.7 3.55 1.0 12.5 

trpA 
papB 

6.25 o.8 / 0.8 2.975 0.675 1.0 12.5 

chuA 
yjaA 
tspE 

6.25 0.7 / 0.7 0.0 1.05 1.0 12.5 

hlyA 
iutD 
fimH 

6.25 0.7 / 0.7 0.0 1.05 1.0 12.5 

csgA 
satA 
fyuA 

7.5 0.7 / 0.7 0.8 1.5 1.0 15.0 

motB 
tosA 
fliC 

5.0 0.8 / 0.8 1.2 2.2 1.0 14.2 

papGI 
papGII 
papGIII 

6.25 0.7 / 0.7 0.0 1.05 1.0 12.5 

bcsA 

6.25 1.0 / 1.0 0.0 3.25 1.0 12.5 
ecpA 

cnf1 

motA 

intI1 
intI2 
intI3 6.25 0.7 / 0.7 0.0 1.05 1.0 12.5 

RV-intI1 

RV-intI2 

 

f) Identificación de grupos y subgrupos filogenéticos 

Se determinó el grupo filogenético de cada una de las cepas clínicas de UPEC 

mediante la presencia y ausencia de los genes chuA, yjaA y tspE4.C2, por PCR 

múltiple, utilizando primers específicos (Clermont et al. 2000; Ochoa et al., 2016), 

En la tabla podemos observar un esquema de identificación de los grupos 

filogenéticos mediante la presencia/ausencia de los genes chuA, yjaA y tspE4.C2.  

 

Tabla 3. Esquema de identificación del grupo filogenético. 

Grupo Subgrupo chuA yjaA tspE4 
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A 
A0 

 
Ausente 

Ausente 
Ausente 

 
A1 Presente 

B1 B1 Ausente Presente 

B2 
B21 

 
Presente 

Presente 

Ausente 

B22 Presente 

D 
D1 

Ausente 
Ausente 

D2 Presente 

 

La presencia de los genes en los recuadros de color azul y la ausencia en color blanco. El fenotipo para el 

subgrupo A0 es la ausencia de los 3 genes, el subgrupo A1 presenta solo el gen yjaA (+), el subgrupo B1 presenta 

solo el gen tspE4 (+), en el subgrupo B21 se encuentra ausente el gen tspE4 (-) y presentes los genes chuA (+) 

e yjaA (+), el subgrupo B22 presenta los tres genes chuA (+), yjaA (+) y tspE4 (+), el filogrupo D1 presenta el 

gen chuA (+) y la ausencia de yjaA (+) y tspE4 (-), finalmente el subgrupo D2 presenta el gen chuA (+) y tspE4 

(+) con la ausencia del gen yjaA (-) (Clermont et al., 2000). 

 

Las reacciones de amplificación se realizaron siguiendo las indicaciones sugeridas 

por el kit PCR Master Mix (Promega®), a un volumen final de 12.5 µL. Todas las 

reacciones de PCR se realizaron en un termociclador Veriti 96 well Thermal Cycler 

(Applied Biosystems®, Singapore). Los iniciadores, condiciones de amplificación y 

de reacción se muestran en las tablas 1 y 2. Los productos amplificados se 

separaron mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1.8 % usando un 

marcador de peso molecular de 100 pb, una vez cargadas las muestras en el gel en 

una cámara de electroforesis (Biorad®), este se corrió a 95 V por 45 min utilizando 

una fuente de poder (Biorad®). Posteriormente los geles fueron teñidos por 15 min 

en una solución de bromuro de etidio y digitalizados en un fotodocumentador 

(Biomedical®), para la identificación de bandas. 

 

g) Identificación de la clona O25b en cepas clínicas de E. coli y UPEC 

productoras de BLEE  

Se determinó la presencia de la clona O25/ST131 mediante la utilización del ensayo 

basado en PCR múltiple, para el gen papB (347 pb), específico para los aislados 

pertenecientes al grupo clonal O25b/ST131 y trpA (427 pb) que está presente en 

todas las cepas de E. coli y por lo tanto sirve como control de PCR (Clermont et al., 
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2009). Los iniciadores, condiciones de amplificación y de reacción se muestran en 

las tablas 1 y 2. Los productos amplificados se separaron electroforéticamente en 

un gel de agarosa al 1.8 % usando un marcador de peso molecular de 100 pb 

(Promega®), y se corrieron como previamente se indicó. Luego, los geles fueron 

teñidos por 15 min en una solución de bromuro de etidio, se digitalizaron y 

visualizaron para determinar las bandas.  

 

h) Identificación de genes de virulencia, genes de integrasa clase 1, 2 y 

3, así como la región variable en clase 1 y 2 en cepas de UPEC productoras 

de BLEE 

La identificación de genes asociados a factores de virulencia (fimH, csgA, ecpA, 

papG y sus variantes I, II y II, motA, motB, fliC, iutD, fyuA, chuA, bcsA, cnf1, hlyA, 

tosA y satA) en las cepas de UPEC productoras de BLEE (Ochoa et al., 2016; 

Xicohtencatl-Cortes et al., 2018), se llevó a cabo a través de PCR punto final y PCR 

múltiple, utilizando como controles E. coli CFT073 y E. coli clínica 94U-090113. 

Además, la identificación de los genes de integrasa clase 1 y 2, se realizó por PCR 

múltiple (intI1, intI2 e intl3); las cepas clínicas de UPEC 674U1-0612 (integrasa clase 

2) y 440U1 (integrasa clase 1) se utilizaron como controles positivos (Ochoa et al., 

2016). La región variable (entre attC y attD) de ambos integrones fue amplificada 

por PCR de punto final. En los ensayos de la región variable del integrón clase 1 

(RV-intl1) y 2 (RV-intl2) se utilizaron como controles positivos las cepas clínicas 

440U1 y 674U1-0612 respectivamente, previamente reportadas (Ochoa et al., 

2016). Los iniciadores, condiciones de amplificación y de reacción se muestran en 

las tablas 1 y 2. Los productos amplificados se separaron electroforéticamente como 

se indicó previamente utilizando un marcador de talla molecular de 100 pb para los 

genes fimH, csgA, ecpA, papG y sus variantes I, II y II, motA, motB, fliC, iutD, fyuA, 

chuA, cnf1, hlyA, tosA, satA, intl1, intl2 e intl3, y un marcador de talla molecular de 

1kb para los genes bcsA, RV-intl1 y RV-intl2.  
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i) Tipificación molecular de cepas de E. coli y UPEC productoras de 

BLEE por el método ERIC-PCR 

La tipificación molecular de los aislados de UPEC se realizó mediante la reacción 

de ERIC-PCR (Ardakani and Ranjbar, 2016), modificada en el Laboratorio de 

Investigación en Bacteriología Intestinal, HIMFG (Luna-Pineda et al., 2018). Los 

iniciadores, condiciones de amplificación y de reacción se muestran en las tablas 1 

y 3. Los productos amplificados se separaron electroforéticamente en un gel de 

agarosa al 1.5 % usando un marcador de talla molecular de 1 kb, una vez cargadas 

las muestras en el gel, este se corrió a 95 V por 90 min. Luego los geles fueron 

teñidos por 15 minutos en una solución de bromuro de etidio. La cuantificación de 

bandas se expresó en una matriz de datos de presencia (1) / ausencia (0) de la 

banda identificada. La matriz de datos generada en Excel se ingresó en el sitio: 

http://insilico.ehu.es/dice_upgma/, y se dibujaron los dendrogramas (Ardakani and 

Ranjbar, 2016) 

  

http://insilico.ehu.es/dice_upgma/
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VI. Resultados 

Origen de las cepas clínicas de E. coli productoras de BLEE 

Las 39 cepas clínicas de E. coli productoras de BLEE, incluidas en este estudio, 

fueron aisladas principalmente de orina 76.92% (30 / 39) de niños hospitalizados 

con ITU complicado, estas cepas fueron consideradas como UPEC. Además, se 

incluyeron: 3 cepas (7.69%) recuperadas de líquido peritoneal, una cepa (2.56%) 

proveniente de linfangioma, una cepa (2.56%) de broncoaspirado, una cepa (2.56%) 

proveniente de esputo y tres cepas (7.69%) obtenidas de fuentes diversas como 

puntas de catéter, heridas, sondas. Todas las cepas fueron recuperadas de niños 

hospitalizados en áreas del HIMFG. Las cepas fueron aisladas de diversos servicios 

de atención en el HIMFG, como se indica a continuación: Nefrología en 17.95% (7 

/ 39), Urgencias y Unidad de Cuidados Intensivos Neonatal (UCIN) con el 12.85% 

(5 / 39) respectivamente, Oncología en 10.26% (4 / 39),  Cirugía y Reumatología en 

7.69% (3 / 39) respectivamente, Medicina Interna y Gastroenterología con 5.13% (2 

/ 39) respectivamente, Ortopedia, servicio de Adolescentes, Neumología y Unidad 

de Terapia Intensiva Pediátrica (UTIP), con 2.56% (1 / 39) cada una y otras áreas 

10.26% (4 / 39). En la figura 7, se puede observar la distribución del tipo de muestra 

con relación al área del HIMFG donde fue aislada. 

 

Figura 7. Frecuencia y relación entre el área de aislamiento de las cepas y el tipo 

de muestra. UTIP: Unidad de Terapia Intensiva, UCIN: Unidad de Cuidados Intensivos, LP: líquido 

peritoneal, BAS: broncoaspirado. 
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Perfil de susceptibilidad de cepas de E. coli y UPEC productoras de BLEE 

El perfil de susceptibilidad a 17 antibióticos, incluidos en diez familias diferentes, 

que mostraron las cepas de UPEC y E. coli productoras de BLEE fue principalmente 

MDR en 74.36% (29 / 39) y XDR en 25.64% (10 / 39). Cepas clínicas de E. coli PDR 

no fueron identificadas. Teniendo un perfil general de MDR-7 

(multidrogorresistentes a 7 familias de antibióticos) en 46.15% (18 / 39). La 

distribución de la resistencia en base al número de categorías de antibióticos a las 

que fueron resistentes se presenta en la figura 8.  

 

Figura 8. Frecuencia de la multidrogorresistencia a 9 categorías de antibióticos. MDR-

5 (multidrogorresistencia a 5 categorías de antibióticos),  MDR-6 (multidrogorresistencia a 6 categorías de 

antibióticos),  MDR-7 (multidrogorresistencia a 7 categorías de antibióticos), XDR-8 (extremodrogorresitencia a 

8 categorías de antibióticos),  XDR-9 (extremodrogorresitencia a 9 categorías de antibióticos). 

 

El mayor porcentaje de resistencia a los antibióticos se menciona a continuación: 

penicilinas, AM en un 100% (39 / 39), cefalosporinas de 2a y 3a generación: CF, 

CTX, CRO, y CAZ en general mayor a 87%, monobactámicos como: ATM en un 

97.43% (38 / 39) y a fluoroquinolonas como: CIP y OFX mayor a 80%.  

Los antibióticos con mayor sensibilidad en las cepas de UPEC y E. coli productoras 

de BLEE, fueron: carbapenémicos como: IMP y MEM mayor a un 76%, 

aminoglucósidos: AN y GM mayor a un 50% y nitrofuranos: FM en un 84.62% (33 / 

39). En la tabla 4, podemos observar la frecuencia del perfil de resistencia a 10 
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categorías de antibióticos de las cepas clínicas utilizadas de acuerdo con los 

filogrupos previamente identificados.  

 

Tabla 4. Perfil de resistencia a 10 categorías de antibióticos, de acuerdo con los 

grupos filogenéticos de cepas clínicas de E. coli productoras de BLEE. 

 

  Frecuencia de los grupos filogenéticos   

Antibiótico A1 

% (n=4) 
B22 

% (n=9) 
D1 

% (n=10) 
D2 

% (n=16) 
Resistencia total 

Penicilinas 

AM 10 µg 100 (4) 100 (9) 100 (10) 100 (16) 100 (39) 

β-lactámico / combinación de agentes inhibidores 

AmC 20/10 µg 50 (2) 44.44 (4) 60 (6)* 18.75 (3)* 38.46 (15) 

TZP 100/10 µg 75 (3) 77.78 (7) 80 (8) 62.5 (10) 71.79 (28) 

Cefalosporinas 2a y 3a generación 

CF 30 µg 100 (4) 100 (9) 100 (10) 100 (16) 100 (39) 

CTX 30 µg 100 (4) 100 (9) 100 (10) 87.5 (14) 94.87 (37) 

CRO 30 µg 100 (4) 100 (9) 100 (10) 93.75 (15) 97.44 (38) 

CAZ 30 µg 100 (4) 100 (9) 90 (9) 75 (12) 87.18 (34) 

Monobactámicos 

ATM 30 µg 100 (4) 100 (9) 100 (10) 93.75 (15) 97.44 (38) 

Carbapenémicos 

IPM 10 µg 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 

MEM 10 µg 75 (3)*** 22.22 (2)* 10 (1)* 18.75 (3)* 23.08 (9) 

Aminoglucósidos 

GM 10 µg 50 (2) 66.67 (6)* 20 (2)* 50 (8) 46.15 (18) 

AN 10 µg 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 

Tetraciclinas 

Te 30 µg 100 (4) 66.67 (6) 90 (9) 68.75 (11) 76.92 (30) 
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  Frecuencia de los grupos filogenéticos   

Antibiótico A1 

% (n=4) 
B22 

% (n=9) 
D1 

% (n=10) 
D2 

% (n=16) 
Resistencia total 

Fluoroquinolonas 

OFX 5 µg 100 (4)* 100 (9)* 50 (5)*** 87.5 (14)* 82.05 (32) 

CIP 5 µg 100 (4) 100 (9) 100 (10) 100 (16) 100 (39) 

Inhibidores de Folatos 

SXT 1.25/23.7 µg 75 (3)* 11.11 (1)*** 100 (10)** 56.25 (9)** 58.97 (23) 

Nitrofuranos 

FM 300 µg 50 (2)** 0 (0)** 40 (4)** 0 (0)** 15.38 (6) 

 
AM 10 µg (ampicilina), Amc 20/10 µg (amoxicilina-clavulanato), TZP 100/10 µg (piperacilina-
tazobactam), CF 30 µg (cefalotina), CTX 30 µg (cefotaxima), CRO 30 µg (ceftriaxona), CAZ 30 µg 
(ceftazidima), ATM 30 µg (aztreonam), IPM 10 µg (imipenem), MEM 10 µg (meropenem), GM 10 µg 
(gentamicina), AN 10 µg (amikacina), Te 30 µg (tetraciclina), OFX 5 µg (ofloxacina), CIP 5 µg 
(ciprofloxacino), SXT 1.25/23.7 µg (trimetoprim-sulfametoxazol), FM 300 µg (nitrofurantoina). El 
número dentro del paréntesis corresponde al número de cepas que presentaron resistencia al 
antibiótico y el número que antecede al paréntesis es la frecuencia en % de la resistencia por grupo 
filogenético. *Estadísticamente significativo (p<0.05), Amc (p= 0.0401*) MEM (p=0.0355*) (p=0.097*) 
(p=0.0170*) GM (p=0.0480*), OFX (p= 0.0206*) (p=0.0036*) (p=0.0114*) STX (p=0.0116*) 
(p<0.0001*) (p=0.0102*) (p=0.0101*), FM (p=0.0114*) (p=0.0069*) (p=0.0084*) (p=0.0030*). 

 

Presencia de β-lactamasas de espectro extendido (BLEE) 

Las pruebas fenotípicas (figuras 9 y 10) para la detección y confirmación de la 

producción de β-lactamasas de espectro extendido (BLEE) de la colección de 

cepas, mostraron que el 100% (39 / 39) de las cepas eran productoras de BLEE.  

En las figuras 9 y 10 se observan las pruebas fenotípicas realizadas, el ensayo de 

sinergia entre dos discos y el ensayo de Hodge, respectivamente.  

 

Figura 9. Prueba fenotípica de BLEE por ensayo de sinergia entre dos discos. A) Cepa 

control negativo E. coli ATCC 25922, BLEE negativo. B) Cepa control K. pneumoniae ATCC 700603, BLEE 
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positiva. C) Cepa clínica E. coli 851D-220819, BLEE positiva. Antibióticos ceftazidima (CAZ 30 μg), amoxicilina 

/ ácido clavulánico (Amc 20 / 10 μg) y cefotaxima (CTX 30 μg). Una prueba positiva de la producción de BLEE 

se observa como un aumento en el halo de inhibición de la zona intermedia entre el disco de Amc con inhibidor 

de BLEE y los discos de CAZ y CTX. 

                      

 

Figura 10. Prueba confirmatoria fenotípica de BLEE por ensayo de Hodge. A) Prueba 

negativa, cepa control negativo E. coli ATCC25922. B) Prueba positiva, cepa control positivo K. pneumoniae 

ATCC 700603. Una prueba positiva de la producción de BLEE se observa crecimiento de la cepa de referencia 

K. pneumoniae ATCC 700603 resistente a CTX, alrededor del crecimiento de la cepa problema. La flecha indica 

el crecimiento de una prueba positiva a BLEE. 

 

Grupos y subgrupos filogenéticos de UPEC  

Previo a los ensayos de PCR, se verificó la integridad del DNA genómico por medio 

de electroforesis en un gel de agarosa 1 % (100 V / 30 min), teñido con bromuro de 

etidio (concentración final 0.05 μg/ μL). En la figura 11 se observa el 

electroferograma del gel de integridad. 

 

Figura 11. Electroferograma de DNA´s genómicos de cepas clínicas de UPEC. 

Corrimiento electroforético de cepas clínicas de UPEC en gel de agarosa al 1 % (100v/30min), teñido con 
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bromuro de etidio [0.05 μg / μL]. Carril 1, cepa 42U-051219. Carril 2, cepa 583U2-051219. Carril 3, cepa 915U1-

051218. Carril 4, cepa 852U-051219. Carril 5, cepa 855U-051219. Carril 6, cepa 937U-051219. Carril 7, cepa 

833U2-051219. Carril 8, cepa 530U-051219. Carril 9, cepa 833U1-051218. Carril 10, cepa 879U-051219.  

 

Las cepas de UPEC pertenecieron a los siguientes grupos filogenéticos: A1 en 

10.26% (4 / 39), B22 en 23.08 % (9 / 39), D1 en 25.64% (10 / 39) y D2 en 41.03% (16 

/ 39). El filogrupo con mayor frecuencia fue el D2 mientras que el filogrupo en menor 

frecuencia fue el A1. La figura 12 se muestra la electroforesis de algunos productos 

de PCR. 

 

 

Figura 12. Electroferograma de PCR múltiple para los genes chuA, yjaA y tspE4 

para la identificación de los grupos filogenéticos de cepas clínicas de E. coli y UPEC 

productoras de BLEE. Corrimiento electroforético en gel de agarosa 1.8% (90v / 45min), teñido con 

bromuro de etidio [0.05μg/ μL], se corrieron 5 µL de los productos de PCR. Carril 1, MTM: Marcador de talla 

molecular Ladder 100 pb (Promega®). Carril 2, C(-): Control negativo. Carril 3, C(+): Control positivo (CFT073) 

para los genes (chuA, yjaA y TspE4). Carril 4, cepa 895U-051219 Carril 5, cepa 583U2-051219 Carril 6, cepa 

855U-051219 Carril 7, cepa 937U-051219. Todas las cepas en el gel fueron positivas a chuA, yjaA y tspE4. 

 

De acuerdo con el tipo de muestra, de donde se obtuvieron las cepas, estas se 

categorizaron como UPEC y E. coli extraintestinales de origen diverso, y se realizó 

un análisis de relación entre los grupos filogenéticos y el tipo de cepa. Los 

resultados mostraron que el 100% de las cepas de filogrupo A y B22 fueron UPEC, 

en el grupo D1, el 60% eran UPEC y el 40% restante eran diversas, en el filogrupo 

D2 se encontraron 62.5% UPEC y 37.5% diversas. En la figura 13 de observa la 
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distribución por grupo filogenético de las cepas identificadas como UPEC y E. coli 

de origen diverso. 

 

 

Figura 13. Distribución de las cepas de UPEC y E. coli, en relación con los grupos 

filogenéticos. 

 

 

Presencia de la clona O25b/ST131 en cepas clínicas de E. coli y UPEC 

productoras de BLEE  

El gen trpA (427pb) que codifica para la enzima triptófano sintasa, se encontró 

presente en el 100% (39 / 39) de las cepas BLEE positivas (BLEE+), y el gen pabB 

(347pb) específico en la clona epidémica O25b/ST131 se encontró en el 53.85% 

(21 / 39) de las cepas de UPEC y E. coli BLEE+. La frecuencia de la clona 

O25b/ST131 en relación con los grupos filogenéticos, en la colección de cepas 

clínicas, fue de 23.08% (9 / 39) pertenecen al filogrupo B22, 25.64 % (10 /39) para 

el D2, y en el mismo porcentaje 2.56% (1 / 39) para el A1 y D1, respectivamente, esta 

distribución se muestra en la figura 14. La imagen del gel de electroforesis de 

algunos productos de la PCR doble para el gen pabB y trpA se muestra en la figura 

15. 
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Figura 14 Distribución de los grupos, subgrupos filogenéticos de cepas de UPEC, y 

la presencia de la clona O25b. Según el grupo filogenético, se observa con mayor frecuencia el 

filogrupo D2 (25.64 %), seguido del filogrupo B22 (23.08%), en la misma frecuencia el filogrupo D1 y A1 (2.56%).  

 

 

Figura 15. Electroferograma de PCR múltiple para los genes trpA y pabB (alelo 

específico O25b/ST131) de cepas clínicas de UPEC. Carril 1, MTM: Marcador de talla 

molecular Ladder 100 pb (Promega®). Corrimiento electroforético de 5 µL de producto de PCR, en gel de 

agarosa 1.8% (90v/45min), teñido con bromuro de etidio [0.05μg/ μL] .Carril 2, C(-): Control negativo. Carril 3, 

C(+): Control positivo (42U-0612) para los genes (trpA y pabB). Carril 4, cepa 915U1-051218 negativo pabB. 

Carril 5, cepa 852U-051219 negativo pabB. Carril 6, cepa 855U-051219 positivo pabB. Carril 7, cepa 937U-

051219 positivo pabB. Carril 8, cepa 833U2-051219 positivo pabB. Carril 9, cepa 530U-051219 positivo pabB.  
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Los resultados mostraron la presencia de la clona O25b/ST131 solo en el 46.15% 

(18 / 39) de las cepas de UPEC y en el 7.69% (3 / 39) de las cepas de E. coli. 

 

 Identificación de genes de virulencia en cepas de UPEC y E. coli productoras 

de BLEE por PCR múltiple 

Se tipificaron un total de 17 genes que codifican para factores de virulencia. Los 

genes asociados a la adherencia y colonización de UPEC se encontraron con la 

siguiente frecuencia: 89.74% (35 / 39) para la fimbria tipo 1 (fimH), 100% (39 / 39) 

para la fimbria curli (csgA), 100% (39 / 39) para el Pili común de E. coli (ecpA), la 

variante I y III del gen papG que codifica para la fimbria P se encontró ausente en 

todas las cepas, solo el 35.90% (14 / 39) de la variante II de papG fue identificada. 

Los genes asociados a la motilidad motA, motB, se encontraron en 100% (39 / 39) 

respectivamente y 38.46% (15 / 39) en el gen fliC. Los genes que codifican para 

sideróforos: iutD, fyuA y genes para proteínas captadoras de grupo Hemo: chuA se 

identificaron en 87.18% (34 / 39), 15.38% (6 / 39) y 89.74% (35 / 39), 

respectivamente. El gen bcsA que codifica para el glucano de superficie 17.95% (7 

/ 39). Los genes que codifican para las toxinas mostraron la siguiente frecuencia: el 

factor citotóxico necrotizante tipo 1 (cnf1) en 71.79% (28 / 39), α-Hemolisina (hlyA) 

17.95% (7 / 39), y la toxina secretada autotransportadora (satA) 51.28% (20 / 39). 

El gen de la proteína de secreción tipo 1, tosA que funciona como una adhesina no 

fimbrial, no fue identificado en las cepas clínicas de E. coli BLEE+ utilizadas en este 

trabajo. Los ejemplos de imágenes de los geles de electroforesis se presentan en 

las figuras 16 y 17. El mapa de calor con distribución de la presencia o ausencia de 

los genes de virulencia, genes asociados a la clona O25b y su relación con los 

grupos y subgrupos filogenéticos en cepas de UPEC, se muestran en la figura 18. 
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Figura 16. Electroferograma de PCR Múltiple para factores de virulencia de cepas 

clínicas de UPEC y E. coli Diversas. A) Electroferograma de PCR múltiple de los genes hlyA, 

iutD y fimH. Corrimiento electroforético en gel de agarosa 1.8% (90v/45min), teñido con bromuro de etidio 

[0.05μg/ μL]. Carril 1, MTM: Marcador de talla molecular Ladder 100 pb (Promega®). Carril 2, C(-): Control 

negativo. Carril 3, C(+): Control positivo (CFT073) para los genes hlyA, iutD y fimH. Carril 4, cepa 917U2-051220 

positivo iutD y fimH. 5, cepa 895U-051219 positivo iutD y fimH. Carril 6, cepa 800D-051219 positivo iutD y fimH. 

Carril 7, cepa 915U2-051219 positivo iutD y fimH. Carril 8, cepa 583U1-051218 positivo iutD y fimH. Carril 9, 

cepa 917U1-051219 positivo iutD y fimH. B) Electroferograma de PCR múltiple de los genes csgA, satA y 

fyuA en cepas clínicas. Corrimiento electroforético en gel de agarosa 1.8% (90v/45min), teñido con bromuro 

de etidio [0.05μg/ μL]. Carril 1, MTM: Marcador de talla molecular Ladder 100 pb (Promega®). Carril 2, C(-): 

Control negativo. Carril 3, C(+): Control positivo (94U-90113) para los genes (csgA, satA y fyuA). Carril 4, cepa 

583U1-051218 positivo csgA y satA. Carril 5, cepa 833U2-051219 positivo csgA, satA y fyuA. Carril 6, cepa 

positivo csgA, satA y fyuA. Carril 7, cepa 27U-051219 positivo csgA y satA. Carril 8, cepa 722U-051219 positivo 

csgA. Carril 9, cepa 755U-051219 positivo csgA, satA y fyuA. C) Electroferograma de PCR Múltiple de los 

genes motB, tosA y fliC en cepas clínicas. Carril 1, MTM: Marcador de talla molecular Ladder 100 pb 

(Promega®). Carril 2, C(-): Control negativo. Carril 3, C(+): Control positivo (CFT073) para los genes (motB, 

tosA y fliC). Carril 4, cepa 917U2-051220 positivo motB y fliC. Carril 5, cepa 895U-051219 positivo motB. Carril 

6, cepa 800D-051219 positivo motB. Carril 7, cepa 915U2-051219 positivo motB y fliC. Carril 8, cepa 583U1-

051218 positivo motB. Carril 9, cepa 917U1-051219 positivo motB y fliC. Corrimiento electroforético en gel de 

agarosa 1.8% (90v/45min), teñido con bromuro de etidio [0.05μg/ μL]. D) Electroferograma de PCR Múltiple 

de los genes de papG y sus variantes de I y II en cepas clínicas. Corrimiento electroforético en gel de 

agarosa 1.8% (90v/45min), teñido con bromuro de etidio [0.05μg/ μL]. Carril 1, MTM: Marcador de talla molecular 
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Ladder 100 pb (Promega®). Carril 2, C(-): Control negativo. Carril 3, C(+): Control positivo (43-lau) para los 

genes (papGII y papGIII). Carril 4, cepa 917U2-051220 negativo papGII y papGIII. Carril 5, cepa 895U-051219 

positivo papGII. Carril 6, cepa 800D-051219 positivo papGII.  

 

 

Figura 17. Electroferograma de PCR punto final para factores de virulencia de cepas 

clínicas de UPEC y E. coli Diversas. A) Electroferograma del gen cnf1 en cepas clínicas. Corrimiento 

electroforético en gel de agarosa 1.8% (90v/45min), teñido con bromuro de etidio [0.05μg/ μL].Carril 1, MTM: 

Marcador de talla molecular Ladder 100 pb (Promega). Carril 2, C (-): Control negativo. Carril 3, C(+): Control 

positivo (95 lau) para el gen cnf1. Carril 4, cepa 937U-051219 negativo cnf1. Carril 5, cepa 833U2-051219 

negativo cnf1. Carril 6, cepa 530U-051219 positivo cnf1. Carril 7, cepa 833U1-051218 positivo cnf1. Carril 8, 

cepa 879U-051219 positivo cnf1. Carril 9, cepa 925U-051219 positivo cnf1. B) Electroferograma de PCR punto 

final del gen ecpA en cepas clínicas de UPEC.Carril 1, MTM: Marcador de talla molecular Ladder 100 pb 

(Promega). Carril 2, C(-): Control negativo. Carril 3, C (+): Control positivo (CFT073) para el gen ecpA. Carril 4, 

cepa 917U2-051220 positivo ecpA. Carril 5, cepa 895U-051219 positivo ecpA. Carril 6, cepa 800D-051219 

positivo ecpA. Carril 7, cepa 915U2-051219 positivo ecpA. Carril 8, cepa 583U1-051218 positivo ecpA. Carril 9, 

cepa 917U1-051219 positivo ecpA. Corrimiento electroforético en gel de agarosa 1.8% (90v/45min), teñido con 

bromuro de etidio [0.05μg/ μL]. C) Electroferograma del gen bcsA. Corrimiento electroforético en gel de agarosa 

1.8% (90v/45min), teñido con bromuro de etidio [0.05μg/ μL]. Carril 1, MTM: Marcador de talla molecular Ladder 

1 Kb (Promega). Carril 2, C(-): Control negativo. Carril 3, C (+): Control positivo (CFT073) para el gen bcsA. 

Carril 4, cepa 937U-051219 negativo bcsA. Carril 5, cepa 833U2-051219 negativo bcsA. 
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Figura 18. Mapa de calor de genes asociados a la patogénesis de E. coli y su 

relación con los grupos y subgrupos filogenéticos de cepas de UPEC. En color azul se 

muestra la presencia del gen y en blanco la ausencia de éste. En el eje de las abscisas se encuentran los genes 

identificados a través de PCR. y el eje de las ordenadas las cepas que se utilizaron en este trabajo en orden a 

los grupos filogenéticos identificados previamente, y en base en esto las diferentes tonalidades del color azul, 

para diferenciar fácilmente cada filogrupo.  

 

El análisis de los genes asociados a la patogénesis de las cepas clínicas utilizadas 

en este trabajo con respecto a los grupos filogenéticos se muestra en la tabla 5. Los 

genes de virulencia que se encontraron en mayor frecuencia (> 80%) fueron trpA, 

fimH, csgA, ecpA, motA, motB, iutD y chuA. Los genes pabB, hlyA, iutD, satA, bcsA, 

fliC, papGII y cnf1 mostraron significancia estadística. Los genes identificados que 

mostraron importancia estadística con respecto a los grupos filogenéticos fueron: 

pabB se identificó principalmente en los filogrupos B22 en un 100% (9 / 9) y D2 en 
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un 62.5% (10 /16), el gen papGII solo se encontró en el filogrupo B22 en un 77.78% 

(7 / 9) y en el D2 en un 43.75% (7 / 16), fliC se encontró en una frecuencia baja 

38.46% (15 / 39) con significancia estadística para los filogrupos D1 en un 90% (9 / 

10) y en el D2 en un 25% (4 / 16).  

Los genes encontrados con mayor frecuencia fueron fimH, csgA y ecpA sin importar 

el grupo filogenético, los genes asociados a captadores de hierro (iutD, fyuA y 

chuA), el gen fyuA fue el que se encontró en menor frecuencia 15.38% (6 / 39) y de 

los genes asociados a toxinas (cnf1, hlyA, tosA y satA), los que se identificaron en 

mayor frecuencia fueron cnf1 en un 74.36% (29 / 39) y satA en un 51.28% (20 / 39), 

en comparación con hlyA en un 17.94% (7 / 39). 

 

Tabla 5. Frecuencia de los genes asociados a la patogénesis de UPEC en relación 

con los grupos filogenéticos. 

Frecuencia de los grupos filogenéticos 

Gen A1 

% (n=4) 
B22 

% (n=9) 
D1 

% (n=10) 
D2 

% (n=16) 
Total 

% (n=39) 

Genes asociados O25b 

trpA 100 (4) 100 (9) 100 (10) 100 (16) 100 (39) 

papB 25 (1)* 100 (9)*** 10 (1)** 62.5 (10)** 57.89 (22) 

Genes asociados a fimbrias y adhesinas 

fimH 50 (2)*** 100 (9)* 90 (9)* 93.75 (15)* 90 (36) 

csgA 100 (4) 100 (9) 100 (10) 100 (16) 100 (39) 

ecpA 100 (4) 100 (9) 100 (10) 100 (16) 100 (39) 

papGI 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0.00 (0) 

papGII 0 (0) 77.78 (7)* 0 (0) 43.75 (7)* 37.89 (14) 

papGIII 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0.00 (0) 

Genes asociados a flagelo 

motA 100 (4) 100 (9) 100 (10) 100 (16) 100 (39) 

motB 100 (4) 100 (9) 100 (10) 100 (16) 100 (39) 

fliC 50 (2) 0 (0) 90 (9)* 25 (4)* 38.46 (15) 
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Frecuencia de los grupos filogenéticos 

Gen A1 

% (n=4) 
B22 

% (n=9) 
D1 

% (n=10) 
D2 

% (n=16) 
Total 

% (n=39) 

Captadores de hierro 

iutD 100 (4) 100 (9) 70 (7) 87.5 (14) 87.18 (34) 

fyuA 0.00 (0) 20 (2) 10 (1) 18.75 (3) 15.38 (6) 

chuA 0.00 (0) 100 (9) 100 (10) 100 (16) 89.74 (36) 

Glucano de superficie 

bcsA 0.00 (0) 0.00 (0) 70 (7)* 0.00 (0) 17.50 (7) 

Toxinas 

cnf1 100 (4)* 66.67 (6) 40 (4)** 87.5 (14)* 74.36 (29) 

hlyA 0 (0) 44.44 (4) 0 (0) 18.75 (3) 17.94 (7) 

tosA 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0.00 (0) 

satA 0.00 (0) 100 (9)** 10 (1)** 62.5 (10)** 51.28 (20) 

Fimbria tipo 1 (fimH), fimbria curli (csgA), pili común de E. coli (ecpA), Fimbria P, PapG variante I (papGI), PapG 

variante II (papGII), PapG variante III (papGIII), flagelo (fliC), motilidad (motA-motB), aerobactina (iutD), 

yersiniabactina (fyuA), receptor de hierro (chuA), glucano de superficie (bcsA), factor necrotizante citotóxico 

(cnf1), α-hemolisina (hlyA), secreción A tipo 1 (tosA), toxina autotransportadora secretora (satA). El número 

dentro del paréntesis corresponde al número de cepas que presentaron amplificación del gen y el número que 

antecede al paréntesis es la frecuencia en porcentaje (%) del gen por grupo filogenético. *Estadísticamente 

significativo (p<0.05), papB (p= 0.0031*) (p=<0.001*) (p=0.0281*) (p=0.0021*), fimH (p=0.0061*) (p= 0.0232*) 

(p=0.0094*), hlyA (p=0.0120*), satA (p<0.0001*) (p=0.0186*) (p=0.0011*), bcsA (p<0.0001*), fliC (p=0.0001*), 

papGII (p=0.0467*) (p=0.0089*), cnf1 (p=0.0209*) (p=0.0080*). 

 

Genes asociados a la resistencia (intI1, intI2 e intI3) y región variable de los 

integrones clase 1 y 2. 

El 97.5% (39 / 39) de las cepas de UPEC fueron positivas para la amplificación del 

gen intI1, que codifica para la región conservada de la integrasa clase 1, sólo el 

12.5% (5 / 39) de las cepas amplificó el gen que codifica para el integrón clase 2. 

En este estudio no se observó la presencia del gen intI3, el electroferograma de la 

identificación de los genes intI1, intI2 e intI3 se encuentran en la figura 19. La 

frecuencia y significancia estadística de los genes asociados a la resistencia (intI1, 
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intI2 e intI3) y región variable de los integrones clase 1 y 2, con respecto a los grupos 

filogenéticos se muestran en la Tabla 6. La frecuencia del gen intl1 respecto a 

filogrupo fue la siguiente, el A1 presentó el 10% (4 / 39), el B22 el 25% (10 / 39), el 

D1 25% (10 / 39) y el D2 37.5% (15 / 39) y el gen intl2 se encontró en un 12.82% (5 

/ 39) perteneciente al filogrupo D1. La región variable del intl1 solo se presentó en el 

41.03% (16 / 39) de las cepas y solo el 10% (4 / 39) presentó la región variable del 

intl2.  

 

Tabla 6. Frecuencia de los genes asociados a la resistencia a antibióticos mediada 

por integrones en cepas clínicas de E. coli productoras de BLEE en relación con los 

grupos filogenéticos. 

 

Frecuencia de los grupos filogenéticos 

Gen A1 

% (n=4) 
B22 

% (n=9) 
D1 

% (n=10) 
D2 

% (n=16) 
Total 

% (n=39) 

Genes de integrasa 

intl1 10.26 (4) 23.08 (9) 25.64 (10) 38.46 (15) 97.44 (38) 

intl2 0 0 12.82 (5) 0 12.82 (5) 

intl3 0 0 0 0 0 

Genes de cassette 

RV-intl1 2.56 (1)* 2.56 (1)* 20.51 (8)*** 15.38 (6)* 41.03 (16) 

RV-intl2 0 0 10.26 (4) 0 10.26 (4) 

Integrasa de clase 1 (intl1), integrasa de clase 2 (intl2), integrasa de clase 3 (intl3), región variable de la integrasa 

de clase 1 (RV-intl1) y región variable de la integrasa de clase 2 (RV-intl2). RV-intl1 (p<0.0420*) (p=0.0011*) 

(p=0.0222*) 

 



50 
 

 

Figura 19. Electroferograma de PCR Múltiple de los genes intl1 e intl2 en cepas 

clínicas de UPEC. Corrimiento electroforético en gel de agarosa 1.8% (90v/45min), teñido con bromuro 

de etidio [0.05μg/ μL].Carril 1, MTM: Marcador de talla molecular Ladder 100 pb (Promega). Carril 1, MTM: 

Marcador de talla molecular Ladder 100 pb (Promega). Carril 2, C(-): Control negativo. Carril 3, C1(+): Control 

positivo 1 (440U1) para el gen intl1. Carril 4, C2(+): Control positivo 2 (674U1-0612) para el gen intl2. Carril 5, 

cepa 917U2-051220 positivo intl1 e intl2. Carril 6, cepa 895U-051219 positivo intl1. Carril 7, cepa 800D-051219 

positivo intl1. Carril 8, cepa 915U2-051219 positivo intl1 e intl2. 

 

Tipificación molecular de cepas de UPEC y E. coli productoras de BLEE por 

ERIC-PCR 

La macrorrestricción del genoma de las cepas clínicas de UPEC y E. coli 

productoras de BLEE por ERIC-PCR, mostró un total de 39 patrones de bandeo 

constituidos por un total de 40 bandas con fragmentos de talla molecular de 100 pb 

a 5 Kb (figura 20). 
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Figura 20. Electroferograma de ERIC-PCR de cepas clínicas de UPEC. Carril 1, MTM: 

Marcador de talla molecular Ladder 1 kb (Promega). Carril 2, C (-): Control negativo. Carril 3, C (+): Control de 

reacción (CFT073) para los genes. Carril 4, cepa 917U1-051219. Carril 5, cepa 42U-051219. Carril 6, cepa 

583U2-051219. Carril 7, cepa 915U1-051218. Carril 8, cepa 852U-051219. Carril 9, cepa 855U-051219. Carril 

10, cepa 937U-051219. Carril 11, cepa 833U2-051219. Carril 12, cepa 530U-051219. Carril 13, cepa 833U1-

051218. Carril 14, cepa 879U-051219. Carril 15, cepa 925U-051219. Carril 16, cepa 27U-051219. 

 

El análisis del dendrograma (Figura 21) indicó que las cepas de UPEC y E. coli 

productoras de BLEE de diversos orígenes, mostraron un 35% de similitud total 

entre ellas y se agruparon con base en la presencia/ausencia del número de 

fragmentos de restricción, grupo filogenético, 20 genes (intI1, intI2, RV-intI1, RV-

intI2, fimH, csgA, ecpA, papGII, papGIII, motA, motB, fliC, iutD, fyuA, chuA, bcsA, 

cnf1, hlyA, tosA, satA) 

Las cepas se agruparon en dos clados principales A y B, además, de cada clado se 

obtuvieron subclados indicados como BI, BII, BIII, BIV y BV. La distribución de los 

clados fue el siguiente: el 10.26% (4 / 39) de las cepas se agruparon en el clado A, 

se caracterizaron por pertenecer principalmente al filogrupo A1, tener un perfil de 

XDR y baja presencia del serogrupo O25b/ST131. Además, se identificó un menor 

número de genes de virulencia, comparado con los otros clados. En el clado A, se 

encontró frecuencias altas de los genes asociados a fimbrias de adherencia (csgA 

y ecpA), a flagelo (motA, motB y fliC), a captadores de hierro (iutD), a toxinas (cnf1) 

y genes de integrasa 1 (intl1), así como la región variable (RV-intl1) (Figura 21). 
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El 89.74% (35 / 39) de las cepas pertenecían al clado B. Caracterizado estar 

asociados, principalmente a los filogrupos D y B22, y un perfil de MDR. El 23.08% 

(9/39) de las cepas se agruparon en el clado BI, el cual se identificó por pertenecer 

al filogrupo D, tener un perfil de MDR-7 y XDR-8, ausencia del serogrupo 

O25b/ST131, frecuencias altas de los genes asociados a fimbrias de adherencia 

(fimH, csgA y ecpA), a flagelo (motA, motB y fliC), frecuencias variables 15.38-

89.74% para los genes asociados a captadores de hierro (iutD, fyuA y chuA), a 

glucano de superficie (bcsA), a toxinas (cnf1) y solo en este clado se identificaron 

genes de integrasa (intl1 y intl2), así como la región variables (RV-intl1 y RV-intl2); 

el 10.26% (4/39) de las cepas se encontraron en el clado BII, en el predomino el 

filogrupo B22, perfiles de MDR y XDR-8, presencia del serogrupo O25b/ST131, 

frecuencias altas de los genes asociados a fimbrias de adherencia (fimH, csgA, 

ecpA y papGII), a flagelo (motA y motB), a captadores de hierro (iutD y chuA), a 

toxinas (cnf1, hlyA y satA) y se identificaron genes de integrasa (intl1); el 28.21% 

(11 /39) de las cepas se encontraron en el clado BIII, en el predomino el filogrupo D 

y B22, con un perfil de MDR 5-7, presencia del serogrupo O25b/ST131, frecuencias 

altas de los genes asociados a adhesinas fimbriales (fimH, csgA, ecpA y papGII), a 

flagelo (motA y motB), a captadores de hierro (iutD y chuA), a toxinas (cnf1 y satA) 

y se identificaron genes de integrasa (intl1); el 10.26% (4 /39) de las cepas se 

encontraron en el clado BIV, en el predomino el filogrupo D y B22, con un perfil de 

MDR 7, presencia del serogrupo O25b/ST131, frecuencias altas de los genes 

asociados a fimbrias y adhesinas(fimH, csgA, ecpA y papGII), a flagelo (motA y 

motB), a captadores de hierro (iutD y chuA), a toxinas (satA), genes de integrasa 

(intl1) y su región variable (RV-intl1) (Figura 21). 

Finalmente, el 17.95% (7 /39) de las cepas se encontraron en el clado BV, en el 

predomino el filogrupo D, con un perfil de MDR 5-7, presencia baja del serogrupo 

O25b/ST131, frecuencias altas de los genes asociados a motilidad (fimH, csgA, y 

ecpA), a flagelo (motA, motB y fliC), a captadores de hierro (iutD y chuA), a toxinas 

(cnf1) y se identificaron genes de integrasa (intl1) y su región variable (RV-intl1) 

(Figura 21). 
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Las cepas que tuvieron un porcentaje de similitud > 80% fueron 14 / 39: 895U-

051219, 800D-051219, 855U-051219, 833U1-051218, 937U-051219, 27U-051219, 

833U2-051219, 879U-051219, 925U-051219, 734D-051219, 783U1-051219, 

917U1-051219, 42U-051219 y 915U1-051219, estas se encontraron en diferentes 

clados (Figura 21). 

 

  

Figura 21. Dendrograma de cepas clínicas de UPEC productoras de BLEE. El 

dendrograma se generó con una matriz de ausencia/presencia de la banda identificada en el ERIC-PCR y los 7 

genes de virulencia. La matriz de datos fue analizada con el coeficiente de similitud de Jaccard y agrupada con 

el algoritmo UPGMA (unweighted pair group method with arithmetic). El dendrograma fue evaluado utilizando 

el coeficiente de correlación cofenética con la prueba de Mantel (valor de r=0.8785), que indica la robustez de 

los datos.  
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VII. Discusión 

El Hospital Infantil de México Federico Gómez es un hospital de tercer nivel en la 

Ciudad de México enfocado en la atención de pacientes pediátricos con neoplasias 

como leucemia, linfoma y enfermedades en múltiples órganos, los pacientes que 

reciben quimioterapia suelen presentar neutropenia e infecciones asociadas a la 

inmunodeficiencia. E. coli es la segunda bacteria más común aislada, de pacientes 

pediátricos en el HIMFG (Luna-Pineda et al., 2018). El 76.92% de los aislamientos, 

en este estudio, fueron recuperados de muestras de orina de pacientes con ITUs y 

el 23.08% fue de origen diverso. Todas las cepas fueron productoras fenotípicas de 

BLEE. Los perfiles de susceptibilidad a antibióticos indicaron que el 74.36% de los 

aislamientos incluidos en este estudio mostraron un perfil de MDR, mientras, el 

25.64% un perfil de XDR. Recientemente en México, Contreras-Alvarado et al. 

(2021) reportaron cifras similares de perfiles de resistencia, entre cepas de UPEC 

clasificadas como O25b de niños, el 81.74% eran MDR y el 18.25% eran XDR. 

 

Además, en nuestro estudio se encontraron frecuencias altas de cepas resistentes 

a categorías de antibióticos como: penicilinas en un 100%, cefalosporinas mayores 

a 85%, monobactámicos en un 97.43% y a fluoroquinolonas mayor a 80%. Las 

cepas productoras de BLEE son microorganismos principalmente multirresistentes, 

aunque muestran menos susceptibilidad a las quinolonas (Shariff et al., 2013). En 

nuestro estudio encontramos resistencia de 100% a ciprofloxacino y de 82.05% a 

ofloxacino, estos resultados son más altos con lo reportado por otros autores, que 

indican una resistencia a ciprofloxacino del 75.96% en México y 79.9% en India 

(Contreras-Alvarado et al., 2021; Shariff et al., 2013). La prevalencia mundial de 

UPEC resistentes a fluoroquinolonas está dominada en gran medida por la clona 

ST131, que es una de las principales causas de infecciones urinarias e infecciones 

del torrente sanguíneo (Silva et al., 2021). 

 

Sedighi et al. (2015), encontraron una asociación significativa entre la resistencia a 

las quinolonas en los aislados productores de BLEE, por lo que no recomiendan el 

uso de fluoroquinolonas en niños con infecciones complicadas del tracto urinario. 
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Basu and Mukherjee (2018) en India, encontraron que los genes de resistencia a 

quinolonas mediados por plásmidos y genes de β-lactamasas están estrechamente 

relacionados y tenían el potencial de ser transferidos, favoreciendo la diseminación 

de la resistencia entre los aislados de UPEC MDR. Un plásmido o un transposón 

pueden portar varios genes de resistencia a varios agentes antimicrobianos y 

pueden adquirirse simultáneamente, resultando en microorganismos resistentes a 

múltiples fármacos (Shariff et al., 2013). Las bacterias que tienen genes de 

resistencia a quinolonas mediados por plásmidos a menudo tienen genes de BLEE. 

La presencia de integrones, que se encuentran como parte de elementos genéticos 

móviles como los plásmidos, facilita aún más el mecanismo de transferencia 

horizontal de genes (Basu and Mukherjee, 2018). 

 

En este trabajo, el 58.97% de los aislamientos mostraron resistencia a trimetoprima-

sulfametoxazol (SXT). Estudios previos en población de México, han reportado 

resultados similares (Contreras-Alvarado et al., 2021; Ramírez-Castillo et al., 2018; 

Paniagua-Contreras et al., 2017). Debido al aumento de la resistencia al SXT, en 

algunos países no recomiendan este agente como primera opción para el 

tratamiento de la cistitis aguda no complicada; principalmente porque existen 

reportes que la resistencia a SXT está asociada con el desarrollo de resistencia 

concomitante a otros antibióticos, así, el uso limitado de SXT puede, indirectamente, 

ayudar a mantener su eficacia a largo plazo (Ali et al., 2016). En México el SXT es 

uno de los principales agentes terapéuticos utilizados en el sistema de salud de la 

seguridad social mexicana para tratar ITUs en niños (Paniagua-Contreras et al., 

2017). 

 

La resistencia a la nitrofurantoína tuvo una prevalencia baja (15.38%), lo que 

concuerda con otros estudios en México donde, también se informan bajas tasas de 

resistencia a la nitrofurantoína (Contreras-Alvarado et al., 2021; Ramírez-Castillo et 

al., 2018). Lee et al. (2018) mencionan, que existe una sensibilidad del 90% a la 

nitrofurantoína en cepas de E. coli asociadas a infecciones urinarias adquiridas en 

la comunidad, en la mayoría de los países del mundo (Lee et al., 2018). La 
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Asociación Europea de Urología (EAU) y la Sociedad Estadounidense de 

Enfermedades Infecciosas (IDSA) han recomendado el uso de nitrofurantoína como 

tratamiento de primera línea para las ITUs, únicamente sí, la prevalencia regional 

de resistencia a este fármaco es inferior al 20% (Lee et al., 2018). Además, la 

nitrofurantoina ha surgido como la opción de tratamiento de primera línea para las 

infecciones urinarias en   como Irán, Mongolia y Bolivia (Naziri, et al., 2020). Sin 

embargo, Paniagua-Contreras et al. (2017) realizaron un estudio en México donde 

encontraron una resistencia a la nitrofurantoína del 44.8%, este alto porcentaje de 

resistencia probablemente esté asociado al uso indiscriminado del antibiótico en el 

tratamiento de las ITUs, considerando que es uno de los principales agentes 

terapéuticos utilizados en el sistema de salud de México. La variación en los 

resultados sugiere que la resistencia a la nitrofurantoína puede depender de la 

región geográfica donde se prescribe. 

 

Mas del 80% de las ITUs son ocasionadas por UPEC. El trasfondo genético juega 

un papel importante en cuanto a la virulencia de las cepas. Los grupos filogenéticos 

más relacionados con infecciones extraintestinales de E. coli (ExPEC) son B2, D, C 

y F, mientras que el filogrupo A es de tipo comensal. Las cepas de los filogrupos B2 

y D se aíslan con mayor frecuencia de infecciones extra-intestinales, y se 

caracterizan por poseer una variedad de factores de virulencia, que pueden 

provocar sepsis en un modelo murino, contrariamente, la mayoría de las cepas de 

los filogrupos A y B1 no son virulentas en este modelo (Denamur et al., 2021).  

 

El 100% de las cepas de E. coli productoras de BLEE, en este estudio, se asociaron 

principalmente al filogrupo D (D2 y D1), continuando con el filogrupo B22 y en menor 

proporción A1; como se ha descrito en otros estudios (Ochoa et al., 2016). En otras 

poblaciones de cepas clínicas en México, el filogrupo principal fue el B22 (Contreras-

Alvarado et al., 2021). Las cepas de UPEC productoras de BLEE, con un fenotipo 

MDR se asociaron principalmente con los grupos filogenéticos D2, D1, B22 y A1, 

mientras, las cepas de E. coli XDR productoras de BLEE se asociaron con B22 y D2 

en igual proporción, y en menor porcentaje con D1, lo cual concuerda con estudios 
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recientes en México (Ochoa et al., 2016). Las cepas del grupo filogenético B2 

poseen características que las hacen de especial interés, porque han emergido 

como el grupo filogenético predominante entre las cepas de E. coli que colonizan 

individuos en los países occidentales (Nowrouzian et al., 2019). 

 

Las ITUs suelen ser causadas por cepas de E. coli que se originan en la microbiota 

intestinal, las cuales pueden partir de cepas no patógenas y adquirir factores de 

virulencia mediante la transferencia horizontal de genes. Nowrouzian et al. (2019), 

demostraron que las cepas del filogrupo B2 persisten bien en la microbiota intestinal 

de los lactantes, así mismo, los subgrupos B21 y B22 con características 

uropatógenas predominaron en la microbiota intestinal de bebés suecos, lo que 

sugiere la frecuente acumulación de genes de virulencia e islas de patogenicidad 

(PAI) en las cepas B2, obtenidas muy probablemente por transferencia horizontal 

de genes (Denamur et al., 2021; Nowrouzian et al., 2019). También se ha reportado 

que cepas de UPEC del filogrupo B2 muestran una relación con un elevado número 

de genes de virulencia y con la presencia de integrones clase 1 y fenotipo de BLEE 

(Xicohtencatl-Cortes et al., 2019). 

 

La clona epidémica O25b/ST131 está asociado al grupo filogenético B2. La 

frecuencia de E. coli O25-ST131 ha sido reportada en varios estudios en México 

con una frecuencia del 36% (Molina-Lopez et al., 2011),  25% (Reyna-Flores et al., 

2013 ) y 20.2% (en población pediátrica por Luna-Pineda et al., 2018). En este 

trabajo 57.89% de las cepas fueron positivas a la identificación de la clona 

O25b/ST131, por PCR alelo específico para el gen papB (Clermont et al., 2009) y 

se asociaron principalmente a los filogrupos B22 y D2, con perfil fenotípico MDR. 

Los genes que codifican los sistemas de adhesinas fimbriales, son los factores de 

virulencia que se encuentran con más frecuencia en UPEC y cepas de E. coli 

extraintestinales. Los factores de adherencia promueven la colonización, invasión y 

replicación dentro de las células uroepiteliales y preceden a la expresión de otros 

productos bacterianos como toxinas, sistemas de adquisición de hierro y 

mecanismos de evasión del sistema inmune, que pueden están codificados en islas 
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de patogenicidad (PAI). Los factores de virulencia relacionados con UPEC 

incluyeron genes que codifican adhesinas fimbriales [Adhesina de la fimbria P 

(papG), variante I de adhesina de la fimbria P (papGI), variante II (papGII), variante 

III (papGIII), sfA (codifica para fimbrias S), afaI (codifica para adhesina fimbrial I), 

fimH (adhesina de la fimbria tipo 1), ihA (codifica para la adhesina no 

hemaglutinante), y tsH (codifica para hemaglutinina sensible a la temperatura)]; 

genes relacionados con los sistemas de adquisición de hierro y sederóforos como: 

iutD, iroN e irp2); protección de genes (kpsMT y iss); y genes que codifican toxinas 

(set, astA CnF1 , hlyA , IVA , usp , y CVA / CVI) (Paniagua-Contreras et al., 2017). 

Los principales genes de virulencia reportados en cepas de E. coli O25b/ST131 

asociadas al filogrupo B2 son: sat, fimH, fyuA, kpsMII, USP, mALX, HIA, opmT, iucD, 

iutA y tratT (Nicolas-Chanoine et al., 2014). En nuestro estudio los genes localizados 

en el núcleo del genoma fimH, csgA, ecpA, motA y motB se identificaron con alta 

frecuencia (90-100%) en todas las cepas. Estos resultados concuerdan con 

estudios recientes (Luna-Pineda et al., 2018). 

 

Los genes localizados en la isla de patogenicidad (PAI) (papGII, hlyA, fyuA, satA e 

iutD) se identificaron con frecuencias variables en los aislados de E. coli y UPEC 

productores de BLEE en este estudio. Se identificó el gen papGII en un 37.89%, no 

se detectaron genes papGI ni papGIII en todas las cepas, estos resultados son 

similares a un estudio realizado en Irán (Malekzadegan et al., 2018). Estudios 

previos han demostrado que el gen papGII se asocia con pielonefritis y bacteriemia 

(Malekzadegan et al., 2018). 

 

Los genes asociados con la motilidad motA y motB, que codifican para las proteínas 

estructurales del sistema flagelar, se encontraron en todas las cepas, 

contrariamente, el gen fliC, se identificó con una frecuencia variable de 38.46% entre 

las cepas de E. coli y UPEC productoras de BLEE en nuestro trabajo. La 

transferencia horizontal de genes y la recombinación intragénica promueve 

variaciones entre las secuencias del gen fliC; lo que podría generar falsos negativos 
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cuando se utilicen métodos de análisis convencionales como PCR (Luna-Pineda et 

al., 2018). 

 

Los genes (iutD, fyuA y chuA) relacionados con captadores de hierro y sideróforos, 

se encontraron en frecuencias variables del 15.38 a 89.74%%, siendo los genes 

iutD y chuA encontrados con mayor frecuencia, en comparación con el gen fyuA. 

Resultados similares a los hallazgos reportados por Contreras-Alvarado et al. (2021) 

en México. El gen más ampliamente distribuido entre todos los grupos filogrupos 

identificados fue el iutD. Mientras que fyuA y chuA se identificaron solo en los 

filogrupos B22, D2 y D1, con perfiles MDR y XDR. El gen fyuA está muy relacionado 

con cepas provenientes de ITUs, en comparación con cepas comensales 

(Rezatofighi et al., 2021) lo que explica porque no se encontró en cepas del filogrupo 

A1, en algunos estudios si han identificado la presencia de este gen en el filogrupo 

A1, sin embargo, se encuentra en baja frecuencia 33% (Contreras-Alvarado et al., 

2021). De manera similar el gen chuA está asociado a los grupos filogenéticos D y 

B2 (Ochoa et al., 2016). 

 

El gen bcsA codifica para la biosíntesis de celulosa, la cual es un componente de la 

matriz extracelular bacteriana en las cepas UPEC, y su expresión está asociada con 

el operón csg que codifica la fimbria curli (Saldaña et al., 2009), en nuestro estudio 

encontramos el gen bcsA en un 17.5% asociado al filogrupo D1 y a las cepas MDR. 

El gen csgA se encontró en todas las cepas. Nuestros resultados son similares a 

los obtenidos en otros estudios realizados en México (Ochoa et al., 2016). 

 

Las toxinas son importantes factores de virulencia que median la invasión, 

diseminación y persistencia de bacterias en las células huésped. Las toxinas 

producidas por UPEC no solo infligen daño tisular, sino que también participan en 

la comunicación entre el patógeno y el huésped. Las toxinas α-hemolisina A (hlyA) 

y CNF1 (cnf1), actúan liberando el hierro de los glóbulos rojos, provocan disfunción 

de las células fagocíticas y citotoxicidad directa a los tejidos. La hemolisina A (HlyA) 

es una de las toxinas formadoras de poros mejor caracterizadas, es necesaria para 
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la invasión inicial de bacterias a través de la barrera epitelial, mientras que el CNF1 

es necesario para la diseminación y persistencia de las cepas de E. coli (Pourzare 

et al., 2017; Subashchandrabose and Mobley, 2017). El gen hlyA estuvo presente 

en 17.94%, en los filogrupos B22 y D2 de las cepas productoras de BLEE. La 

distribución del gen hlyA entre los aislamientos estudiados fue similar a estudios 

recientes en México (Ramírez-Castillo et al., 2018; Paniagua-Contreras et al., 2017). 

El gene cnf1 se identificó en un 74.36%, con una mayor prevalencia en los filogrupos 

A1, D2, B22 y en menor porcentaje en el filogrupo D1, de las cepas productoras de 

BLEE estudiadas, la prevalencia de cnf1 fue similar a lo reportado por Stephenson 

& Brown (2017). 

 

TosA, es toxina de proteínas de repeticiones, que funciona como una molécula 

antigénica, tiene características de adhesinas no fimbriales (Xicohtencatl-Cortes et 

al., 2019). El gen tosA se considera un marcador genético de las cepas UPEC 

portadoras de varios genes de virulencia (Vigil et al., 2012). Sin embargo, en este 

trabajo, no se identificó el gen tosA en ninguna de las cepas. En otros estudios 

encontraron que cepas de UPEC con presencia negativa de tosA tienen una baja 

distribución de genes de virulencia, en comparación con cepas positivas para el gen 

tosA y a su vez éstas muestran una disminución mayor en el número de genes de 

virulencia asociados a PAI, y un perfil de resistencia de tipo MDR y XDR (≥4 grupos 

de antibióticos) (Xicohtencatl-Cortes et al., 2019). Cada una de las cepas de E. coli 

y UPEC productoras de BLEE estudiadas, mostraron un promedio de 11/19 genes 

estudiados.  

 

La toxina autotransportadora secretada Sat, es una citotoxina vacuolizante, que 

exhibe actividad proteolítica y citopática para células de riñón, vejiga y epiteliales 

cultivadas. Además, se encuentra asociada principalmente al desarrollo de 

pielonefritis, se cree que la proteína SatA puede contribuir a la exfoliación de las 

células uroteliales (Welch, 2016; Guyer et al., 2000; Guyer et al., 2002). El gen satA, 

se encontró en el 51.28% de las cepas, similar a estudios recientes (Luna-Pineda 

et al., 2018). Interesantemente, la presencia del gen satA se asoció principalmente 
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con los filogrupo B22, D2 y D1 y con un perfil XDR en las cepas productoras de 

BLEE. Los resultados obtenidos en este estudio sugieren que las cepas de E. coli y 

UPEC que presentan producción de BLEE, están relacionadas principalmente a un 

perfil MDR-7 y al filogrupo D2. Además, presentan la mayor distribución en el 

serogrupo O25b/ST131, los filogrupos B22 y D2, estos filogrupos tienen 

características similares en cuanto a genes de virulencia, de los cuales destacan los 

siguientes genes: papGII, fyuA y satA. 

 

Los integrones de clase 1, confieren resistencia a la mayoría de los β-lactámicos, 

aminoglucósidos, trimetoprima, rifampicina, cloranfenicol, quinolonas, eritromicina y 

compuestos de amonio cuaternario (Kaushik et al., 2018). En este estudio 

encontramos una alta distribución del gen intl1, asociado con los grupos 

filogenéticos D2, D1 y B22 en las cepas con un perfil MDR y XDR, como en otros 

estudios (Ochoa et al., 2016).   

 

Los integrones de clase 2 generalmente se asocian con la resistencia a 

trimetoprima, estreptotricina y estreptomicina. A diferencia de los integrones de 

clase 1, los de clase 2 son menos prevalentes en las bacterias entéricas (Kaushik 

et al., 2018). Nosotros encontramos una baja distribución del integrón clase 2 en 

nuestras cepas, sin embargo, cepas positivas se asociaron principalmente al 

filogrupo D1 con un perfil XDR y MDR. Los integrones de clase 3 son parte del grupo 

de proteobacterias del suelo / agua dulce, tienen una tasa de ocurrencia baja y no 

se identificaron en este estudio (Deng et al., 2015). 

 

En el análisis de la diversidad genética por ERIC-PCR de las cepas de E. coli y 

UPEC productoras de BLEE, encontramos que algunas cepas estaban 

estrechamente relacionadas, lo que sugiere una posible diseminación de estas 

cepas entre las diferentes áreas de servicio del HIMFG. Sin embargo, son 

necesarios estudios adicionales, utilizando herramientas de secuenciación como el 

MLST y WGS (Whole Genom Sequencing) para confirmar la distribución poblacional 

de las cepas productoras de BLEE en el HIMFG. Se identificaron 39 perfiles de 
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macrorrestricción por ERIC-PCR (35 bandas), además se incluyeron 20 genes 

asociados a la resistencia, genes asociados a la virulencia de UPEC (intI1, intI2, 

RV-intI1, RV-intI2, fimH, csgA, ecpA, papGII, papGIII, motA, motB, fliC, iutD, fyuA, 

chuA, bcsA, cnf1, hlyA, tosA, satA), producción de BLEE y grupo filogenético para 

la construcción del dendrograma. La resistencia fenotípica no se incluyó en la 

construcción del dendrograma, debido a que el coeficiente de correlación cofenética 

(r=0.79199) por la prueba de Mante mostró una mayor dispersión de los datos, lo 

que evidenció que la construcción no era confiable y que las agrupaciones se 

realizaron al azar. 

 

En el clado BIII se encuentran la mayoría de las cepas que presentaron una similitud 

>85% y estaban estrechamente relacionadas (Tenover et al.,1995), las cuales 

fueron 855U-051219, 833U1-051218, 937U-051219, 27U-051219, 833U2-051219, 

879U-051219 y 925U-051219; estas cepas se diferenciaron por su grupo 

filogenético y en tres bandas en el patrón de bandas de ERIC-PCR y en la 

presencia/ausencia de tres genes de virulencia (papGII, fyuA, cnf1 y hlyA). Además, 

estas cepas provenían de diferentes áreas del hospital como: Gastroenterología, 

Cirugía, Reumatología, Oncología y UCIN.  Interesantemente, las cepas 855U-

051219, 833U1-051218 y 937U-051219 se encuentran estrechamente relacionadas 

según los criterios de Tenover et al. (1995), y compartieron una similitud en el grupo 

filogenético y patrón de bandeo de la técnica de ERIC-PCR, pero fueron diferentes 

en la presencia de algunos genes de virulencia (fyuA, cnf1 y hlyA). Estas cepas 

provenían del área de reumatología y cirugía, estos datos sugieren que las cepas 

de E. coli extraintestinales pueden productoras de BLEE pueden presentar 

características de una elevada diseminación hospitalaria, asociada a la 

transferencia horizontal de genes, y por ello la diferencia en los genes de virulencia 

que se encuentran codificados en PAI. 

En el clado BIV, también se identificó que las cepas 895U-051219 y 800D-051219 

con un porcentaje de similitud >85%, y según los criterios de Tenover et al. (1995) 

se encuentran estrechamente relacionadas, en estas cepas se identificó un patrón 

de bandeo idéntico por ERIC-PCR, la misma presencia de genes de virulencia y 
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provenían de la misma área del HIMFG (UCIN), sin embargo, difirieron en el grupo 

filogenético y el tipo de muestra. La diseminación de cepas multirresistentes en 

áreas hospitalarias cerradas ha sido ampliamente estudiada con la finalidad de 

frenar la expansión de la resistencia en el nosocomio. Estrategias para parar esta 

diseminación incluyen la higiene de manos del personal de salud y el control en la 

aplicación de medicamentos (De la Rosa-Zamboni et al., 2018). Las demás cepas 

que presentaron una similitud del 80%, no se encontraban relacionadas entre sí. 

 

La microbiota intestinal es un reservorio de genes de resistencia a los 

antimicrobianos. Entre las enterobacterias, E. coli es un importante almacén de 

genes BLEE. E. coli productoras de BLEE puede surgir en el intestino humano o 

animal después del uso de antibióticos. E. coli generalmente se transmite a través 

de la ruta fecal-oral, el cual suele ser asintomático y persistente. Las cepas MDR de 

E. coli productoras de BLEE son transmisibles a través del contacto con humanos, 

animales, el medio ambiente, la ingestión de alimentos o agua contaminados 

(Bezabih et al., 2021).  
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VIII. Conclusiones 

 

Las cepas clínicas de Escherichia coli productoras de BLEE incluidas en este 

estudio pertenecen a los filogrupos D2, D1, B22 y A1, con perfiles de resistencia de 

MDR y XDR. 

 

La nitrofurantoína es una buena opción de tratamiento para ITUs provocadas por 

UPEC productoras de BLEE. 

 

En los filogrupos D2, D1 y B22 existe un mayor número de genes de virulencia en 

comparación con el filogrupo A1. 

 

Entre nuestras cepas no hubo clonalidad, sin embargo, encontramos cepas 

estrechamente relacionadas entre sí, por lo que existe la posibilidad de que se 

encuentren diseminadas entre las diferentes áreas del HIMFG y, por ende, 

transferencia horizontal de genes que puedan contribuir al aumento de cepas 

multirresistentes y con perfiles de virulencia importantes. 
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