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Resumen

Objetivo: Este estudio tuvo como objetivo detectar la presencia del gen CTX-M mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) y analizar sus diferentes variantes en cepas bacterianas aisladas de urocultivos. Las infecciones del
tracto urinario (ITU) son una causa comun de consulta médica, especialmente entre mujeres en edad reproductiva. Entero-
bacteriaceae es el grupo bacteriano que se aisla con mayor frecuencia y a menudo presenta mecanismos de resistencia
como la produccion de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE), siendo SHV, OXA, TEM y CTX-M las mas destacadas.
Método: Se realizé un estudio observacional, descriptivo y transversal con 60 cepas de la coleccion del Laboratorio de
Epidemiologia Molecular de la Universidad de Bocayd. De estas, 29 cepas presentaron resistencia tipo BLEE y portaban el
gen CTX-M, identificado mediante PCR. Posteriormente, se realizd la secuenciacion Sanger para determinar las variantes
especificas del gen. Resultados: De las 60 cepas aisladas de urocultivos, el 48,3% portaban el gen de resistencia CTX-M.
Se encontrd una cepa que presentaba la variante CTX-M-15, ampliamente asociada a ITU. Se identificaron otras variantes
CTX-M potencialmente relacionadas con ITU mediante una revision bibliogrdfica. Se determinaron sus secuencias nucleoti-
dicas y se construydé un dendrograma que ilustra sus relaciones genéticas y filogenéticas. Conclusiones: Los patdgenos
productores de P-lactamasa CTX-M estan ampliamente distribuidos en la comunidad y suelen ser resistentes a la mayoria
de los agentes antibacterianos. Se deben desarrollar e implementar estrategias efectivas para prevenir y controlar la pro-
pagacion de este mecanismo de resistencia.
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Abstract

Objective: This study aimed to detect the presence of the CTX-M gene using polymerase chain reaction (PCR) and to analyze
its different variants in bacterial strains isolated from urine cultures. Urinary tract infections (UTls) are a common reason for
medical consultation, particularly among women of reproductive age. Enterobacteriaceae is the most frequently isolated
bacterial group and often exhibits resistance mechanisms such as extended-spectrum B-lactamase (ESBL) production, with
SHV, OXA, TEM, and CTX-M being the most prominent. Method: An observational, descriptive, cross-sectional study was
conducted using 60 strains from the collection of the Molecular Epidemiology Laboratory at the University of Boyacd. Among
them, 29 strains exhibited ESBL-type resistance and carried the CTX-M gene, as identified by PCR. Sanger sequencing was
subsequently performed to determine the specific gene variants. Results: Of the 60 strains isolated from urine cultures, 48.3%
carried the CTX-M resistance gene. One strain was found to harbor the CTX-M-15 variant, which is widely associated with
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UTlIs. A literature review identified other CTX-M variants potentially linked to UTIs. Their nucleotide sequences were determi-
ned and used to construct a dendrogram illustrating their genetic and phylogenetic relationships. Conclusions: CTX-M-pro-
ducing B-lactamase pathogens are widely distributed in the community and are typically resistant to most antibacterial agents.
Effective strategies must be developed and implemented to prevent and control the spread of this resistance mechanism.

Keywords: CTX-M gene. Bacteria. Antimicrobial resistance. Urinary tract infection. Variants.

Introduccion

En la ultima década, el desarrollo de nuevos antibid-
ticos ha disminuido significativamente, lo que repre-
senta un problema con consecuencias potencialmente
devastadoras. La resistencia bacteriana se reconoce
ahora como un problema global, que afecta a personas
de todas las edades y paises'. La resistencia a los
antibiéticos prolonga las estancias hospitalarias, incre-
menta los costos médicos y eleva las tasas de morta-
lidad. Ademas, los estudios sobre resistencia bacteriana
en la comunidad son significativamente menos nume-
rosos en comparacion con los realizados en hospitales,
a pesar del aumento de la resistencia en todos los
sectores a nivel global. Estos patrones de resistencia
impactan gravemente en el tratamiento de infecciones
adquiridas en la comunidad. Por ejemplo, las infeccio-
nes urinarias causadas por Escherichia coli o las infec-
ciones respiratorias por Streptococcus pneumoniae y
Haemophilus influenzae pueden dejar de responder a
los antibiéticos comunmente usados, 1o que obliga a
utilizar terapias mas complejas y costosas?.

Entre los mecanismos utilizados por estas bacterias
esta la produccion de una clase de enzimas conocidas
como fB-lactamasas, que juegan un papel clave en la
resistencia antimicrobiana. Estas enzimas son capaces
de hidrolizar la accién del antibidtico, permitiendo que
las bacterias sobrevivan, se multipliquen y provoquen
infecciones mas graves®. La expresidon de multiples
B-lactamasas en una sola especie bacteriana es un
fendmeno alarmante, ya que puede hacer que el trata-
miento de infecciones sea extremadamente dificil. Una
de las subclases enzimaticas mas preocupantes es la
CTX-M, enzima codificada por el gen del mismo nom-
bre, que se ha convertido en uno de los principales
factores de resistencia bacteriana®.

Los microorganismos productores de p-lactamasas
CTX-M son especialmente preocupantes, ya que han
desarrollado una alarmante resistencia a una amplia
gama de agentes antibacterianos, incluyendo penici-
linas, cefalosporinas de amplio espectro y oximi-
no-cefalosporinas como ceftazidima, cefotaxima,
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ceftriaxona y cefepima®. La reciente propagacion de
los genes que codifican estas enzimas, localizados
en plasmidos, ha supuesto una amenaza significativa
para la eficacia clinica de las cefalosporinas de
espectro extendido, comprometiendo la capacidad
del sistema de salud para tratar eficazmente las
infecciones bacterianas®. El objetivo de este estudio
fue identificar la presencia del gen CTX-M en cepas
bacterianas aisladas de urocultivos y determinar las
variantes especificas de dicho gen.

Método

Se utilizd una coleccion bacteriana de uropatdégenos
compuesta por 60 cepas bacterianas gramnegativas,
procedente de infecciones urinarias del ambito comu-
nitario que habian ido procesadas por recuento micro-
biolégico > 100.000 UFC/ml que presentaban el
mecanismo de resistencia tipo B-lactamasas de espec-
tro extendido (BLEE). Estas cepas estan almacenadas
a —80 °C y forman parte de la coleccidn bioldgica tipo
cepario del Laboratorio de Epidemiologia Molecular de
la Universidad de Boyacd, en Colombia. Estas cepas
estan registradas en el Registro Unico Nacional de
Colecciones, administrado por el Instituto de
Investigacion de Recursos Bioldgicos Alexander von
Humboldt, bajo el nimero 274.

Las cepas se reactivaron inoculdndolas en caldo
Brain Heart Infusion e incubandolas a 37 °C con agi-
tacion durante 24 horas para obtener un cultivo bac-
teriano preenriquecido. Posteriormente, se sembraron
en agar MacConkey, medio selectivo para microorga-
nismos gramnegativos. Cada colonia aislada fue
sometida a tincién de Gram para confirmar que sus
caracteristicas morfoldgicas correspondian a bacterias
gramnegativas.

Tras la confirmacién microbioldgica convencional, se
realiz6 la caracterizacion molecular, iniciando con la
extraccion de ADN de las cepas mediante el kit Wizard
de purificacion de ADN gendmico de Promega. Luego
se cuantificd el ADN utilizando un espectrofotémetro
Nanodrop. Se consideraron relaciones A260/A280
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aceptables entre 1.8 y 2.0, y una concentracion éptima
de ADN de > 100 pg/ul, asegurando una alta pureza
del &cido nucleico.

La identificacion del gen CTX-M se realiz6 mediante
la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) punto
final, utilizando el mastermix de la marca ABM®,
siguiendo el protocolo de Velandia et al.” (Tabla 1).
Para la visualizacién se empled un marcador de peso
molecular de 1 Kb (ABM®). Una muestra previamente
secuenciada sirvié como control positivo, y agua grado
biologia molecular como control negativo.

Después de la PCR, se llevd a cabo la electroforesis.
Se prepardé un gel de agarosa al 1% y la corrida se
programo por 60 minutos a 45 voltios (Tabla 1).

Las muestras que mostraron amplificaciéon del gen
CTX-M se enviaron a secuenciacion mediante el método
Sanger. Cada resultado incluyd tres archivos: un archivo
de texto plano (.txt), un archivo FASTA con la secuencia
nucleotidica y un archivo SCF, que contiene tanto la
secuencia como los picos del electroferograma, lo cual
permite su visualizacién mediante cromatogramas.

El software FinchTV version 1.5.0 se utilizé para leer
los cromatogramas y visualizar las secuencias de
ADN, evaluando la calidad de estas. Una vez verifi-
cada, se realiz6 un alineamiento mediante BLASTn
(Basic Local Alignment Search Tool for nucleotides)
para comparar las secuencias obtenidas con las bases
de datos del NCBI (National Center for Biotechnology
Information) y la NDARO (National Database of
Antibiotic Resistant Organisms). Finalmente, se cons-
truyd un dendrograma con los métodos Neighbor-
Joining y Maximum Composite Likelihood, con 1.000
réplicas bootstrap, usando el software MEGA version
12.0. Se incluyeron variantes asociadas a ITU adqui-
ridas en la comunidad (Tabla 2) y se determind la
relacion purinas/pirimidinas.

Resultados

La confirmacion microbioldgica identific 56 mues-
tras como bacterias gramnegativas, todas con fenotipo
BLEE. Se observo amplificacion del gen CTX-M en el
51% (n = 29) de las cepas. Los resultados de la secuen-
ciacion mostraron que solo el 2% (n = 1) de las cepas
de origen comunitario portaban el gen, correspon-
diendo a la variante CTX-M-15 de E. coli, con un
82,89% de similitud. La composicion nucleotidica mos-
tré un 45,8% de purinas y un 54,2% de pirimidinas.

En el arbol se identificaron los siguientes grupos
monofiléticos, que incluyen todas las variantes

descendientes de un ancestro comun: grupo 1 inclui-
dos CTX-M-25, CTX-M-39, CTX-M-26 y CTX-M-8;
grupo 2 incluidos CTX-M-16 y CTX-M-27; grupo 3
incluidos CTX-M-2, CTX-M-5, CTX-M-14 y CTX-M-6, y
grupo 4 incluidos CTX-M-7, CTX-M-32, CTX-M-13 y
CTX-M-21 (Fig. 1).

A partir del dendrograma pueden hacerse inferen-
cias sobre el proceso evolutivo en términos de agru-
paciones monofiléticas, parafiléticas y polifiléticas, lo
cual ayuda a comprender las relaciones evolutivas
entre las variantes CTX-M y la posicion de la muestra.
El arbol muestra los siguientes grupos monofiléticos,
ya que incluyen todas las variantes que descienden
de un ancestro comun: grupo 1, CTX-M-25, CTX-M-
39, CTX-M-26 y CTX-M-8; grupo 2, CTX-M-16 y CTX-
M-27; grupo 3, CTX-M-2, CTX-M-5, CTX-M-14 vy
CTX-M-6, y grupo 4, CTX-M-7, CTX-M-32, CTX-M-13
y CTX-M-21.

Los siguientes son grupos parafiléticos, los cuales
incluyen un ancestro comun pero no a todos sus des-
cendientes. El grupo 5 estd compuesto por CTX-M-12,
CTX-M-10, CTX-M-1 y CTX-M-3, la muestra analizada,
que se encuentra dentro de este grupo. Sin embargo,
Su posicion exacta sugiere que el grupo no incluye
todas las variantes que comparten el mismo ancestro.
Esta agrupacion indica que la muestra comparte una
relacion evolutiva més cercana con estos genes y
puede haberse originado a partir de un ancestro comun
con CTX-M-128,

Dentro del dendrograma, no parece haber grupos
polifiléticos, ya que todos los clusteres parecen derivar
de un ancestro comun. En otras palabras, no se inclu-
yen organismos que compartan rasgos similares
debido a evolucién convergente o adaptacion similar,
pero que no compartan un ancestro comun reciente®.

Discusion

Durante su evolucidn, las bacterias han desarrollado
mecanismos cada vez mas complejos para evadir los
antibiéticos. Uno de ellos es la resistencia adquirida,
que refiere a la capacidad de algunas cepas de vol-
verse resistentes, aunque la especie como tal sea
susceptible'.

La resistencia bacteriana a los antibiéticos es un pro-
blema de salud publica global, agravado por el uso
inapropiado de antimicrobianos y la capacidad de las
bacterias para adquirir genes de resistencia. En este
contexto, las BLEE, especialmente las enzimas CTX-M,
son importantes por su capacidad de inactivar
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Tabla 1. Protocolo de amplificacion del gen CTX-M

Secuencia (5'-3') Tamaiio | Desnaturalizacion Alineamiento Extension Extension final
(pb) Temperatura Temperatura | Temperatura Temperatura

CTX-M 5 GACGATGTCACTGGCTGAGCS 500 94 °C
5 AGCCGCCGACGCTAATACA 3 30s

Tabla 2. Cédigo de referencia y variantes registradas en
el National Center for Biotechnology Information (NCBI)

58 °C 72°C 72°C
35 1 min 1 min 10 min

o7 CTX-M-25

blaCTX-M1 NG_048897.1
blaCTX-M3 NG_048979.1
blaCTX-M10 NG_048898.1
blaCTX-M12 NG_048913.1
blaCTX-M2 NG_048968.1
blaCTX-M8 NG_049032.1
blaCTX-M14 NG_048929.1
blaCTX-M4 NG_048990.1
blaCTX-M5 NG_049000.1
blaCTX-M6 NG_049010.1
blaCTX-M16 NG_048944.1
blaCTX-M27 NG_048976.1
blaCTX-M25 NG_048974.1
blaCTX-M26 NG_048975.1
blaCTX-M39 NG_048989.1

96

95

43

—— CTX-M-39

CTX-M-26

CTX-M-8

— CTX-M-16

80

96

43

93

CTX-M-27

CTX-M-2

CTX-M-5

— CTX-M-14

55

66 L cTx-M6

CTX-M-3

— CTX-M-1

&8 L CcTXM-10

CTX-M-12

Muestra

CTX-M-24

100

CTX-M-17

cefalosporinas de tercera generacion y diseminarse
rapidamente entre distintas especies bacterianas'.

Las enzimas CTX-M, de clase A de Ambler, se
encuentran comunmente en bacterias gramnegativas
como E. coli y Klebsiella spp., y estan codificadas en
plasmidos mdviles, lo que facilita su diseminacién®. En
América, estas enzimas son endémicas, con alta pre-
valencia tanto en hospitales como en la comunidad. En
este estudio, el 48,3% de las cepas aisladas fueron
positivas para el gen CTX-M y el 3,44% correspondio
a la variante CTX-M-15, en concordancia con la litera-
tura nacional e internacional'>'s,

Estudios de Cornejo et al.’, Bali et al.”® y Pulido
et al.’® muestran alta prevalencia del gen CTX-M en
K. pneumoniae y E. coli, superando el 90% en algunos
hospitales. Se destaca también su presencia en
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CTX-M-21
26

CTX-M-13
35

& —— CTX-M-32

91

CTX-M-7

Figura 1. Dendrograma de variantes del gen CTX-M.
El dendrograma permite hacer inferencias sobre el
proceso evolutivo en términos de agrupaciones
monofiléticas, parafiléticas y polifiléticas, ayudando a
entender las relaciones evolutivas entre variantes de
CTX-M vy la posicion de la muestra.

infecciones comunitarias, incluso en pacientes sin ante-
cedentes de hospitalizacion. También se resalta la
importancia de las infecciones adquiridas en la comu-
nidad, donde se han identificado cepas portadoras del
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gen CTX-M en pacientes sin antecedentes de hospita-
lizacién, lo que demuestra que la resistencia no es
exclusiva de los entornos clinicos.

Las variantes de CTX-M se agrupan en seis grupos
principales con distribucion global. CTX-M-15 es la mas
prevalente, sobre todo en E. coli asociada a ITU. Otras
variantes como CTX-M-1, CTX-M-2 y CTX-M-14 tam-
bién se han detectado, con patrones geograficos distin-
tos, compartiendo similitudes estructurales en
aminodacidos conservados, lo que permite su clasifica-
cién filogenética™.

Estudios de Ruppé et al."” y Woodford et al.'® repor-
tan alta prevalencia de CTX-M-15 en ITU comunitarias
y su asociacién con clones epidémicos como ST131
en E. coli. En Colombia, trabajos de Leal et al.”® y
Velandia et al.” confirman la circulacion de estas
variantes, incluyendo Boyaca.

Aunque los estudios comparados usaron mas cepas,
principalmente hospitalarias, los hallazgos de este tra-
bajo reflejan la misma tendencia de diseminacion de
genes como CTX-M tanto en entornos comunitarios
como clinicos. La automedicacion, prescripcion inade-
cuada y posible mala calidad de medicamentos contri-
buyen al problema®.

Conclusion

La resistencia tipo BLEE representa un gran desafio
sanitario. Por tanto, es urgente entender sus patrones
de diseminacidn y trayectoria evolutiva. La presen-
cia del gen CTX-M y sus variantes, especialmente
CTX-M-15, supone una amenaza creciente por su
rapida propagacion e impacto en infecciones comu-
nes como las ITU. Su deteccion y caracterizacion
molecular son esenciales para implementar estrategias
de vigilancia y control eficaces, tanto en hospitales
como en la comunidad.
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