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Resumen

Las infecciones de tracto urinario (ITU) es una de las principales causas de visita
al médico a nivel mundial. Escherichia coli Uropatégena (UPEC) es el principal
agente causa de ITU, siendo responsable de mas del 80% de estas. UPEC cuenta
con diversos factores de virulencia que participan en la adhesion, movilidad,
captacion de nutrientes, toxinas y mecanismos de evasion de la respuesta inmune.
E. coli se clasifica en cuatro filogrupos A, B1, B2 y D estos dos ultimos asociados
a cepas extraintestinales y virulentas. En este estudio analizamos los
determinantes de patogenicidad de 171 cepas de E. coli aisladas de pacientes
pediatricos hospitalizados con ITU. Las cepas se aislaron principalmente de
pacientes del sexo femenino, el servicio médico del que se aislaron mas cepas fue
nefrologia y los meses en los que se recolectaron mas cepas fueron Abril, Junio y
Octubre. Los serotipos mas frecuentes fueron 025:H4, 0102:H6, O1:H6 y O6:H1
todos asociados a UPEC, también se encontraron serotipos tipicos de DEC, asi
como a serotipos no asociados a ningun patotipo. En la clasificacion filogenética
hay predominio de cepas del grupo B2, seguido por el grupo Ay D y en menor
proporcion el grupo Bl. En la determinacién de perfiles de susceptibilidad a
antibiéticos las cepas fueron resistentes principalmente a cefalosporinas de lay
2a generacion, cloranfenicol, ampicilina y Trimetoprim/Sulfametoxazol. La
nitrofuratoina se puede todavia considerar en el tratamiento de primera eleccién
para el 65% de las cepas. El 99% de las cepas fueron multirresistentes. Los genes
de virulencia se encontraron con la siguiente frecuencia: la adhesina fimbrial 84%
de las cepas, la adhesina/receptor de hierro 60%, flagelo (fliC) estan en el 17%, la
aerobactina 53%, la toxina autotransportadora vacuolizante 12%, la toxina
autotransportadora secretada en su region autotransportadora (satA) esta en el
22% de las cepas. Los alelos papGll y papGlll estan presentes en el 10% y 7% de
las cepas respectivamente, el 5% de las cepas presentaron ambos alelos. El 5%
de las cepas no amplificaron ninguno de los genes de virulencia buscados. En
hombres predominan los filogrupos D y B2, mientras que en mujeres predominan
los grupos A y D. De igual forma las cepas aisladas de hombres presentaron una
mayor resistencia a a antibiéticos que aquellas que fueron aisladas de mujeres. No
se observd que alguno de los grupos filogenéticos presentara una amplia
diferencia con respecto de los otros en cuanto a susceptibilidad a antibioticos, sin
embargo, si se encontro que hubo una menor frecuencia de cepas del filogrupo B2
resistentes a aminoglucosidos, cefalosporinas de 32 generacion, quinolonas y
nitrofurantoina. En cuanto a la relacién entre genes de virulencia y susceptibilidad
a antibidticos se encontro que las cepas con menor numero de genes de virulencia
son resistentes a un mayor nimero de antibiéticos.




Tabla de abreviaturas

Abreviatura Significado Abreviatura Significado

°C Grados Centigrados PMN Polimorfonuclear

pg/ml Microgramo sobre mililitro RN Recien nacido

puL Microlitro RPM Revoluciones por minuto
AM Ampicilina RVU Reflujo vesico-ureteral

AMK Amikacina SAT Toxina transportadora secretada
AN Acido Nalidixico SDS Dodecil sulfato de sodio
ATCC American Type Culture colection seg Segundo

BET Bromuro de etidio SET Sacarosa-EDTA-Tris

BLEE B-lactamasa de espectro extendido Tm Temperatura de alineamiento
C Cloranfenicol TSX Trimetoprim/Sulfametoxazol
CBI Colonia Bacteriana Intracelular u/pL Unidades sobre microlitro
CF Cefalotina UFC Unidades formadoras de colonias
CFX Cefuroxima UPEC Escherichia coli Uropatégena
CFz Ceftazidima uv Ultravioleta

CIP Ciprofloxacino VAT Toxina Autotransportadora Vacuolizante
CLSI Clinical Laboratory Standars Institute

CRO Ceftriaxona

CTX Cefotaxima

DAEC Escherichia coli Difusoadherente

DEC Escherichia coli Diarreogénica

DO Densidad 6ptica

EAEC Escherichia coli Enteroagregativa

EGM Elemento genético mévil

EHEC Escherichia coli Enterohemorragica

EIEC Escherichia coli Enteroinvasiva

EPEC Escherichia coli Enteropatégena

ETEC Escherichia coli enterotoxigénica

EXEC Escherichia coli extraintestinal

FV Factor de virulencia

GM Gentamicina

hr Horas

IDSA Infectious Diseases Society of America

IgA Inmunoglobulina A

IP Isla de patogenicidad

ITU Infeccion de tracto urinario

ITUr Infeccion de tracto urinario recurrente

LVvX Levofloxacino

M Molar

MDR Multidrogo resistente

min Minuto

mL Mililitro

mm Milimetro

mM Milimolar

NET Netilmicina

NF Nitrofurantoina

ng Nanogramo

nm Nandémetro

NMEC Escherichia coli asociada a meningitis

NOR Norfloxacino

OFX Ofloxacino

Pb Pares de bases

PCRm Reaccién en cadena de Polimerasa multiple




Introduccién
Las infecciones de tracto urinario se presentan en todas las edades y en ambos

sexos, pero predominan en niflos menores de un afio, incluyendo al recién nacido
(RN), mujeres de entre 22 y 44 afos, gente de la tercera edad y en pacientes con
anomalias estructurales o neuroldgicas del tracto urinario, principalmente reflujo
vesico-ureteral (RVU). Los microorganismos causantes de Infeccién de tracto
urinario (ITU) son principalmente aquellos que pertenecen a la microbiota intestinal
y que infectan a las vias urinarias mediante la contaminacion del espacio
periuretral para abrirse paso hasta colonizar la uretra y subsecuentemente migrar
hacia la vejiga en donde expresan mecanismos de patogenicidad que les permiten
establecerse o desplazarse hasta rifion y posteriomente causar una sepsis (Diaz
et al., 2007; Fernandez et al., 2008).

Ante la presencia de microorganismos infectantes, el tracto urinario trata de evitar
ser colonizado o disminuir la intensidad de la infeccion mediante el aumento del
flujo de orina o la descamacion del uroepitelio ademas de estimular la secrecion
de compuestos quimicos entre los que se encuentran la proteina Tamm-Horsfall,
la 1gA secretada, péptidos antimicrobianos como la lactoferrina, defensinas,
catelicidinas y la activacion de células polimorfomucleares del sistema inmune
(Marrs et al., 2005; Chromek et al., 2008). Las ITU pueden volverse recurrentes
(ITUr) dependiendo de diversos factores como la capacidad de la bacteria para
colonizar al hospedero, la aplicacion de un tratamiento inadecuado, el estado
inmunoldgico y la anatomia del individuo (Mysorekar et al., 2006).

Durante el 2007 las infecciones de tracto urinario causaron 8.6 millones de visitas
al médico en Estados Unidos (Schappert et al., 2011). Las ITU son frecuentes en
recién nacidos, principalmente en varones, siendo la causa del 5 al 14% de las
consultas pediatricas al afio. Sin embargo, al llegar a la edad adulta las mujeres de
entre 20 y 50 afios se convierten en la poblacion mas susceptible, calculandose
gue del 50 al 60% de las mujeres sufriran de una ITU a lo largo de su vida, pero
solo el 12% de los hombres adultos se veran afectados por una. La predisposicion

que tienen las mujeres hacia estas infecciones se da por la corta distancia de la




uretra a la region anal ademéas de otros factores anatdémicos como son deficiencias
del vaciado de la vejiga, la mala higiene, reflujo vesico-uretral y otras anomalias
anatomicas. En el caso de los hombres, estos no suelen verse afectados por
infecciones sintomaticas o bacteriurias asintomaticas hasta antes de los 50 afios.
Mientras que, en pacientes de edad avanzada, las ITU’s representan un grave
riesgo de bacteremia y muerte (Foxman et al., 2003; Kasper et al., 2005; Horowitz
et al., 2007; Caterino et al., 2008; Tracy 2009). En México, las ITU’s se encuentran
entre los 10 primeros motivos de consulta al médico familiar y durante el 2013
representaron la tercera causa de morbilidad en pacientes ambulatorios, siendo
las mujeres de entre 22 y 44 afios la poblacion mas susceptible (SALUD, 2009;
DGE, 2013). El 30% de las ITU adquiridas en el hospital estan asociadas al uso de
catéteres (SALUD, 2009).

Algunos de los factores que influyen en la infeccion son localizacion anatomica, Si
la adquisicion fue en la comunidad o dentro de un hospital, fomites, factores
asociados (si existe una enfermedad previa), gravedad de la infeccion,
presentacion clinica y caracteristicas de virulencia del organismo infectante
(Jiménez et al., 2011). Con base en su localizacion anatomica las ITU se dividen
en infecciones de vias urinarias bajas (uretritis, cistitis y prostatitis) y de vias
urinarias altas (pielonefritis). También se clasifican con base en su complicacién y
la presencia de pielonefritis: infeccibn no complicada de la via inferior (cistitis),
pielonefritis no complicada, ITUs complicadas con o sin pielonefritis, sepsis
urinaria, uretritis y especiales (prostatitis, epididimitis y orquitis). A su vez se
considera la duracién de la infeccion (aguda o crénica) y si es sintomatica o
asintomatica (Barragan et al., 2005; Fernandez et al., 2008; Arenas et al., 2012;
Rendodn et al., 2012). En ocasiones el hospedero no desencadena una respuesta
inmune contra el microorganismo invasor y se produce una infeccién asintomatica
(Chromek et al., 2008).

De todos los microorganismos Gram negativos, Gram positivos y fungicos que

causan ITU, el principal agente etiologico es Escherichia coli dado que posee la




capacidad de invadir, sobrevivir y multiplicarse dentro del tracto urinario
(Mysorekar et al., 2006; Flores et al., 2015).

E. coli tiene un papel importante como bacteria comensal del aparato digestivo en
el ser humano, sintetizando vitaminas y participando en el efecto barrera del
intestino. Algunos subconjuntos de E. coli son capaces de desarrollar infecciones
intestinales (E. coli enterodiarreagénicas, DEC) y enfermedades extraintestinales
(EXEC). Entre las DEC, encontramos a los patotipos: enteropatogénica (EPEC),
enterohemorragica (EHEC), enterotoxigénica (ETEC), enteroagregativa (EAEC),
difusoadherente (DAEC) y enteroinvasiva (EIEC), mientras que en las ExEC
encontramos a E. coli asociada a meningitis (NMEC) y a E. coli uropatégena
(UPEC). A diferencia de las DEC, las UPEC no se han diferenciado en patotipos,
por lo que cualquier E. coli que infecte vias urinarias es considerada uropatogena
(Marrs et al., 2005). A pesar de ser una bacteria extracelular, UPEC tiene la
capacidad de invadir capas internas del uroepitelio favoreciendo su
establecimiento, persistiendo dentro del hospedero y desarrollando ITU cronicas
(Navidinia et al. 2014). UPEC es responsable de mas del 80% de ITU en pacientes
ambulatorios y del 50% de las infecciones nosocomiales (Chromek et al., 2008;
Gupta et al., 2011; Fatima et al., 2012).

Mediante la adquisicion de elementos genéticos moviles (EGM), como plasmidos,
bacteriéfagos o islas de patogenicidad, las cepas comensales de E. coli han
adquirido factores de virulencia y genes de resistencia a antibiéticos La
comprension de las diversas vias moleculares usadas por todos estos patotipos
para causar enfermedad favorece el planteamiento del desarrollo de métodos

diagnésticos o terapéuticos (Wiles et al., 2008; Marrs et al., 2005)
Mecanismo de infeccion

UPEC tiene la habilidad de colonizar el tracto urinario mediante la expresion
coordinada de diversos factores de virulencia, que junto con las condiciones

inmunologicas del hospedero, facilitan el desarrollo de un proceso patogénico




(Kausar et al., 2009, Fakruddin et al., 2013). EI mecanismo de patogenicidad
empleado por los uropatdogenos se basa en la adhesion e invasion del epitelio
vesical, acompafiado de su supervivencia mediante la evasion a la respuesta
inmune, secuestro de nutrientes del hospedero y el dafio al mismo mediante el uso
de toxinas, posteriormente el microorganismo migra através de los uréteres hasta
llegar a rifidn en donde nuevamente expresa factores de adhesion y toxinas, las
cuales alteran al uroepitelio permitiendo la diseminacion bacteriana por el torrente
sanguineo, E. coli puede causar dafio renal via retrograda o sanguinea (Chromek
et al. 2008; Bien et al., 2012; Basu et al., 2013).

El primer paso para iniciar la infecciéon consiste en la adhesiéon de UPEC mediante
la fimbria tipo 1 a los receptores de manosa que recubren al epitelio vesical, con lo
que se promueve la formacién del biofilm, la formacion de comunidades
bacterianas intracelulares (CBI) y la invasion celular, estas acciones le brindan
resistencia a antibiéticos, a la fagocitosis y le permitird intercambiar genes de
virulencia mediante EGM’s (Soto et al. 2007), ademas de desencadenar la
respuesta inmune del hospedero. Existen otros factores en la superficie de UPEC
gue participan en la colonizacién, tales como: fimbrias P, F1C, S y Afa, fimbrias
rizadas, proteinas autotransportadoras (p. ej. Ag43, UpaH), TosAy el flagelo (Ulett
et al.,, 2013: Flores et al., 2015). Una vez establecida en la vejiga, la bacteria
puede expresar el flagelo para ascender por los uréteres y llegar a rifion (Lane et
al., 2007; Pichon et al., 2009). Cuando llega a rifién expresa el pili P el cual se une
a los receptores Gal(a1-4) GalpB presentes en la membrana celular del epitelio
renal. Es aqui en donde UPEC secreta toxinas que dafian al epitelio renal, entre
las que se encuentra la hemolisina la cual participa en la lisis celular para obtener
nutrientes como el hierro, que es usado por UPEC para su crecimiento y
supervivencia causando dafios al epitelio renal e induciendo oscilaciones de Ca*y
aumentando la produccion de IL-6 y IL-8 las cuales provocan la transmigracion de
leucocitos polimorfonucleares y respuesta proinflamatoria. Otra toxina que

participa en el dafio renal es el factor citotoxico necrotizante tipo 1 (CNF-1) que es




una Rho-GTPasa que promueve la invasion de UPEC a las células del huésped.
La accion conjunta de hemolisina, CNF-1 y las toxinas autotransportadoras
secretada (SAT) y vacuolizante (VAT) dafan a la barrera tubular al grado de que
UPEC puede entrar a torrente sanguineo y causar bacteremia. (Figura 1) (Kaper
et al., 2004; Lane et al., 2007; Ulett et al., 2013).
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Figura 1. Esquema representativo del mecanismo de patogenicidad de UPEC. Modificado de
Kaper et al., 2004.

Factores de virulencia

Para llevar a cabo su mecanismo de patogenicidad E. coli cuenta con diversos
factores de virulencia que participan en la adhesion (adhesina fimbrial tipo 1, pili P
(o Pap), fimbria S, Afa /Dra), en la adquisicion de nutrientes (aerobactina), en la
evasion de la respuesta inmune (capsula y Lipopolisacéarido), en el dafio a la célula
hospedero (hemolisina, CFN-1) (Figura 2) (Chromek et al., 2008; Basu et al.,
2013; Sarkar et al., 2014).
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Figura 2. Factores de virulencia de UPEC. Modificado de Luthje et al., 2014.

La virulencia que distingue a cepas patégenas de las comensales se determina
por la presencia y expresion de genes que codifican para factores de virulencia
(Kausar et al., 2009). Los genes que codifican para estos, ya sean toxinas,
adhesinas o invasinas, pueden ser parte de EGM’s (transposones, plasmidos o
bacteriofagos, etc.) y a su vez estos pueden encontrarse en zonas determinadas
del genoma conocidas como Islas de patogenicidad (IP o PAI por sus siglas en
inglés). Estos elementos cromosomales suelen tener un tamafio mayor a 10 Kb,
se encuentran delimitados por genes de movilidad, estan asociados a genes de
tRNA, estan flanqueadas por secuencias repetidas, suelen ser inestables y tener
un contenido caréacteristico de Guanina y Citocina. Las IP’s suelen estar

Unicamente en cepas patégenas (Oelschlaeger et al., 2002).

Se ha reportado la presencia de varias islas de patogenicidad especificas en las
diferentes cepas de UPEC (536, J96 y CFTO073). Algunas cepas de E. coli
presentan mas de una PAI, por ejemplo, la cepa J96 (O4:K6) cuenta con las islas
PAI lies y PAI Il396 (Smith et al., 2008). Esto arma a UPEC de los mecanismos que
le convierten en el principal causante de ITU, (Oelschlaeger et al., 2002; Naveen
et al., 2005; Murray et al., 2007; Slavchev et al., 2008; Arenas et al., 2012).




UPEC cuenta con factores de virulencia especificos para su patogenicidad, tal es
el caso de la hemolisina que causa desprendimiento del uroepitelio y hemorragias
en vejiga, de igual forma la aerobactina codificada por los genes iucABCD y que
en conjunto con el receptor proteinico iutA actian como los principales sideréforos
producidos principalmente por cepas de E. coli aisladas de ITU y que participa en
el secuestro de hierro libre del hospedero para promover su crecimiento
(Carbonetti et al., 1984; Bindereif et al., 1985; Basu et al., 2013).

Algunos factores de virulencia se expresan en sincronia con otros, como es el
caso de la Hemolisina y CNF-1 o el de la Fimbria tipo 1, el flagelo y el pili Pap. De
igual forma se ha observado que cepas productoras de hemolisina tienen una
mayor habilidad para producir biopelicula. La diversidad de condiciones que
atraviesa UPEC durante la infeccion urinaria puede ser la razén de esta asociacion
entre los diversos factores de virulencia (Tiba et al., 2008; Tabasi et al., 2015). De
igual forma, UPEC puede interferir en la sefalizacion de leucocitos
polimorfonucleares (PMN) e inhibir la produccion de especies reactivas de oxigeno
gue son usadas por los PMN como bacteriostaticos. Con esto UPEC logra
sobrevivir en los tejidos, para continuar con su multiplicacién y asi colonizar el sitio

de infeccion (Loughman et al., 2011).

A continuacién, se describen los principales factores de virulencia usados por
UPEC:

Flagelo. Es el apéndice involucrado en la movilidad de UPEC, esta compuesto de
diversas subunidades de flagelina codificada por el gen fliC; la expresion del
flagelo es regulada por condiciones ambientales, esto permite que el
microrganismo se desplace ascendentemente de vejiga a través de los uréteres
hasta llegar a riflon. La migracion de UPEC hacia el rifion complica el cuadro
clinico y la patogénesis de la enfermedad, la cual evoluciona a pielonefritis (Lane
et al., 2007).




Adhesinas. Le confieren la capacidad de adherirse al uroepitelio y asi evitar ser
eliminada por el arrastre de la orina. E. coli tiene adhesinas asociadas a fimbrias
(tipo 1, P y S) como la F1845, Dr, Dr-ii, Afa-3 y adhesinas no relacionadas con
fimbrias (afimbriales) como Afal, Afa3 e Iha este ultimo también funciona como

proteina receptora de hierro (Mulvey et al., 2002; Arenas et al., 2012).

Fimbrias. Las fimbrias de E. coli asociadas a virulencia son la fimbria tipo 1 y la
fimbria P (Pap). Estas se encargan de reconocer receptores especificos del

uroepitelio para asi iniciar su colonizacién y/o invasion.

Existen otras fimbrias implicadas en la diseminacion bacteriana dentro del
uroepitelio del hospedero, como la fimbria S y el desarrollo de pielonefritis crénica

como la fimbria Dr (Slavchev et al., 2008; Arenas et al., 2012).

Fimbria tipo 1. Es altamente expresada en cepas de UPEC, participa en la
adhesién y colonizacion de UPEC, ademas de afectar de forma inversa la
expresion de Pap (Snyder et al., 2005). Es codificada por el gen fim. Contiene la
adhesina FimH, la cual estd a lo largo y en el extremo de la fimbria. Se ha
encontrado tanto en cepas patdégenas como en comensales. FimH Reconoce
residuos a-D-manosilados de uroplaquina la y llla de la superficie del uroepitelio.
La union a estos receptores provoca el inicio de una cascada de fosforilacion que
causa apoptosis y un aumento en los niveles de Ca* intracelular. Tambien
reconoce a receptores a3, Bl-integrinas para promover la invasion bacteriana.
Estos eventos traen consigo el desarrollo de inflamacion, muerte celular intrinseca
y extrinseca, que puede deberse al efecto inflamatorio de los receptores tipo Toll
del uroepitelio 0 a la descamacion vesical y la posible colonizacion por parte de E.
coli, e incluso preparan el escenario para la formacion de biopelicula. Para
defenderse de esto, el uroepitelio inicia un proceso de exfoliacion mediante

mecanismos similares a la apoptosis (Bien et al., 2012; Ulett et al., 2013).

Fimbria P o Pap. Es un heteropolimero compuesto de proteinas expresadas por el

operon papA-K (Hull et al., 1981). Posee 3 tipos de adhesinas (I a Ill) en sus
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extremos, las cuales les permiten unirse a receptores a-D-galactopiranosill-(1-4)-
B-D-galactopiranosido expresados en la superficie del epitelio urinario. Esta unién
provoca la liberacion de citocinas y la activacion del Receptor tipo Toll 4 (TLR4),
desencadenando con ello toda una serie de procesos bioquimicos que conducen a
inflamacion caracteristica de las ITU’s.

La adhesina mas abundante es la tipo Il, esta reconoce receptores sobre el
epitelio vesical y renal; seguida por la lll, que tiene un tropismo por epitelio renal.
Aungque algunas cepas expresan ambasadhesinas, siendo la tipo | rara vez
encontrada, cada adhesina tiene un isoreceptor especifico (Leffler et al., 1980; Le
Bouguenec et al., 1992; Lane et al., 2007; Bien et al., 2012; Totsika et al., 2012).

Las cepas deficientes de ambas fimbrias producen una fimbria adicional llamada
F1C, la cual esta estrechamente relacionada con la fimbria S y se cree contribuye
en la colonizacién y permite que E. coli se disemine a otros tejidos y cause sepsis,
meningitis e ITU’s ascendentes. Existen otras fimbrias menos estudiadas como la
Afa/Dr, la fimbria F9, la fimbria tipo 3 y la fimbria Auf (Snyder et al., 2005; Bien et
al., 2012; Totsika et al., 2012).

Iha. Proteina de adherencia relacionada a islas de patogenicidad, homoéloga a una
variedad de proteinas de adquisicion de hierro (p.ej. IrgA de Vibrio cholerae) Se
especula que participa en la patogenicidad de UPEC (Tarr et al., 2000).

ECP. El pili comun de E. coli se ha reportado en cepas comensales y patogénas
de E. coli. Interactua con el epitelio del hospedero, favoreciendo asi su
colonizacion. Ademas de favorecer la formacién de biopeliculas (Martinez et al.,
2012).

Aerobactina. Es un sideréforo asociado con cepas de E. coli causantes de cistitis y
pielonefritis (Carbonetti et al., 1986), ya que le permite sobrevivir en medios
escasos de hierro tales como orina y suero (Montgomerie et al., 1984). Sus

determinantes genéticos se han encontrado mas frecuentemente en cromosoma
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que en pldsmidos. Se ha propuesto que existe una relacién entre la presencia de
aerobactina junto con la Fimbria P y la hemolisina que proveen a la bacteria de

caracteristicas de resistencia a farmacos (Johnson et al., 1988; Tiba et al., 2008).

iutA. El receptor férrico de aerobactina es una proteina de 75 kDa con actividad
lectina, se le ha asociado con algunas cepas virulentas de E. coli, principalmente
con UPEC participando en el proceso de colonizacion, aunque su papel en la
virulencia se ha puesto en duda recientemente (Landgraf et al., 2012).

CNF-1. EIl factor de necrosis citotdxica tipo 1 es una toxina que activa Rho
GTPasas. Se ha relacionado su producciéon a la de hemolisina, ya que ambos se
encuentran frecuentemente en infecciones por EXPEC. Se sugiere que CNF-1
proporciona a UPEC resistencia a ser fagocitada por neutrdfilos, lo que aumenta
su capacidad de invadir tejidos méas profundos y asi persistir en las vias bajas del
tracto urinario (Caprioli et al., 1987; Rippere et al., 2001).

Hemolisina. Toxina tipo RTX (del inglés Repeats in Toxins) extracelular,
caracteristica de diversos patdogenos Gram negativos encontrada en EXPEC y
particularmente en UPEC. Es codificada por el operon hlyDABC. Crea poros
celulares, principalmente en el eritrocito con la consiguiente liberacion de hierro
(Lally et al., 1999; Smith et al., 2008).

Toxina autotransportadora secretada (Sat). Es una serin proteasa de alto peso

molecular miembro de la familia SPATE (Serine Proteases Autotransporter from
Enterobacteriaceae) asociada a UPEC causante de pielonefritis, tiene actividad
citopatica en vejiga y riidn mediante la formacion de vacuolas en el citoplasma de
las células epiteliales del tracto urinario. Su actividad proteasa tiene efecto en el
citoesqueleto de las células de la vejiga causando asi alteraciones morfoldgicas.
Experimentalmente se le ha involucrado con dafio histologico a nivel de glomérulo
y tubulos proximales ademas de influir fuertemente en la respuesta inmune.
(Guyer et al., 2000; Guyer et al., 2002; Arenas et al., 2012).
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Toxina autotransportadora vacuolizante (Vat). Es una proteina de 148 kDa y esta

codificada por el gen vat el cual es parte de los genes localizados en PAIs y de la
misma forma que Sat, es miembro de la familia SPATE. Vat induce la formacién
de vacuolas intracelulares, lo que desemboca en citotoxicidad. (Parham et al.,
2005).

Serologia

La clasificacion serologica de cepas de E. coli se basa en la presencia del
lipopolisacéarido (antigeno O), la capsula (Antigeno K) y el flagelo (antigeno H),
siendo el mas representativo el antigeno O, ya que la protege de la fagocitosis e
inhibe la unién del complemento. Se han reportado mas de 180 variaciones del
antigeno O. Durante el estudio de estas cualidades seroldgicas, se ha observado
una asociacién entre dichas cualidades y el patotipo de E. coli, aunque esta
asociacion no se tiene bien comprendida. Ciertos serotipos son consistentes con
cepas de UPEC (Fatima et al., 2012). Entre los serogrupos asociados a UPEC se
encuentran: 01, 02, 04, 06, O7, 08, 016, 018, 025 y O75, sin embargo, algunos
antigenos somaticos muestran menos especificidad, tal es el caso del antigeno
045, el cual se ha reportado en cepas de UPEC y de NMEC (Wiles et al., 2008;
Sarkar et al., 2014).

El antigeno capsular K1 se ha asociado como tipico de cepas de EXPEC
causantes de meningitis neonatal, ademas de que se ha demostrado que protege
a E. coli de la fagocitosis, sin embargo, no se ha determinado la forma en que
participa en la patogénesis de UPEC, a pesar de esto si se ha observado que las
cepas que contienen a los antigenos K1 o O18 suelen expresar mas factores de

virulencia que otras cepas de EXPEC (Allen et al., 1987; Ewers et al., 2007).

El papel de antigenos flagelares especificos no ha sido bien comprendido, sin
embargo, si se ha destacado la importancia de este para el asenso de E. coli

desde la vejiga hasta los rifiones (Lane et al., 2007).
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Sin bien no se consideran a las ITU’'s como brotes comunitarios, si se sabe que
algunas clonas tienen el potencial de convertirse en uno, siendo este el caso de la
cepa 025-ST131, que cuenta con una amplia gama de factores de virulencia y

produce B-lactamasas de espectro extendido (BLEES) (Molina-Lopez et al., 2011).
Filogenia

Los estudios filogenéticos han permitido clasificar a E. coli en 4 grupos distintos: A,
B1, B2 y D (Herzer, 1990). Siendo los grupos B2 y D los principales causantes de
infecciones extraintestinales, mientras que los grupos A y B1 se asocian a cepas
comensales y dada su alta similitud génica se les considera como “Grupos
hermanos”, mientras que el grupo B2 se considera como el linaje ancestral de E.
coli (Leconintre et al. 1998; Gordon et al. 2008; Bashir et al. 2012). Las cepas
extraintestinales cuentan con factores de virulencia que les permiten sobrevivir en
diversos ambientes, estos factores suelen estar ausentes en cepas comensales.
Los distintos grupos difieren fenotipicamente entre ellos, algunas de estas
caracteristicas son su habilidad para metabolizar diferentes azlcares, sus perfiles
de resistencia a antibidticos y su relacion tasa de crecimiento-temperatura (Picard
et al., 1999; Clermont et al., 2000; Navidinia et al., 2014).

Otras de las caracteristicas que sirven para diferenciar entre grupos es la
presencia de genes de virulencia, ya que los grupos B2 y D contienen genes que
les permiten colonizar el medio extraintestinal contenidos en islas de
patogenicidad de las que carecen las cepas comensales 0 poco virulentas
(Branger et al., 2005).
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Tratamiento

El tratamiento en las infecciones de tracto urinario tiene como objetivo erradicar la
infeccion, prevenir dafio renal y resolver los sintomas agudos, éste suele iniciarse
empiricamente sin tener los resultados de un urocultivo o antibiograma, hecho que
ha favorecido el desarrollo de cepas resistentes a antibioticos (Espinoza et al.,
2009; Guajardo et al., 2009).

El tratamiento para ITU depende de varios factores, tanto del paciente como del
microorganismo infectante, entre los factores provenientes del paciente estan:
edad, sexo, localizacion de la infeccion (ITU de via alta o baja), e intervenciones
quirurgicas previas. Desde la aparicion de cepas resistentes a antibioticos, se han
tenido en cuenta factores extra para aplicar un tratamiento idéneo, tales como la
duracion de este y los efectos adversos al microbioma. En cuanto al
microorganismo, este debe de aislarse para ser identificado y determinar a qué
farmaco es sensible, una vez establecidos estos puntos se puede iniciar un
tratamiento a base de B-lactamicos, fluoroquinolonas, cefalosporinas, entre otros
(Gupta et al., 2011; Mandal et al., 2012). En nifios se aplica un tratamiento con
cefalosporinas de 32 generacion (ceftibuten o cefixima) sin embargo en una ITU
documentada que no presenta fiebre se opta por el uso de nitrofurantoina. En
embarazadas se usa nitrofurantoina, fosfomicina y cefalosporinas de 22 y 32
generacion. En una infeccion complicada se recomienda realizar estudios de
laboratorio y gabinete (Calderon et al.,, 2013). Mientras que para infecciones
complicadas se recomienda un tratamiento a base de quinolonas (SALUD, 2009).
El tratamiento debe de ser adecuado y oportuno para evitar complicaciones como
la aparicion de cicatrices renales (Salas et al., 2012). En México se considera un
antibidtico como tratamiento efectivo a aquél que tiene un punto de corte igual o
menor a 20% en cuanto a la resistencia que puede existir hacia este segun las
guias de la Infectious Diseases Society of America (IDSA). En afios recientes se
han aplicado medidas para regular el uso indiscriminado de antibiéticos en nuestro

pais ya que esto favorece la aparicion de cepas resistentes dificultando su
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tratamiento (Calderdn et al., 2013). El tratamiento con trimetoprim-sulfametoxazol
ha demostrado ser eficaz por lo que también se le considera un antibiético de
primera eleccion. En algunos paises se recomienda también el uso de fosfomicina
y pivmecillinam (B-lactdmico), mientras que en México se opta por el uso de
fluoroquinolas como el ciprofloxacino (SALUD, 2009). De no poder aplicar un
tratamiento con estos antibioticos se usan cefalosporinas de 22 generacion como
cefaclor o de 32 generacion, como cefdinir o cefpodoxima proxetil. Amoxicilina y
ampicilina no estan recomendados dada la alta resistencia que se tiene hacia
estos (Gupta et al., 2011). En la pielonefritis aguda, se recomienda un tratamiento
a base de fluoroquinolas, como ciprofloxacino y levofloxacina, si se comprueba
qgue la cepa es sensible a trimetoprim sulfametoxazol, este puede ser usado en el
tratamiento. (Gupta et. al., 2011). Los tratamientos a base de aminoglucésidos no
deben de ser utilizados debido a los efectos adversos que se han reportado, como
nefrotoxicidad y ototoxicidad, pero de requerirse, netilmicina seria una buena

eleccion debido a su baja nefrotoxicidad (Espinosa et al., 2012).
Resistencia a antibioticos

Para administrar un tratamiento adecuado para cualquier tipo de infeccion, es
necesario conocer los patrones de susceptibilidad del microorganismo infectante
(Fakruddin et al., 2013). Por lo general para las ITU el tratamiento es ambulatorio,
sin embargo, en pacientes hospitalizados se pueden adquirir infecciones por
microorganismos multirresistentes, los cuales se desarrollan a partir del uso
inadecuado del tratamiento, ya sea por emplear bajas concentraciones de los
farmacos, por la interrupcién del mismo o por la adquisicion de EGM’s que
contienen genes de resistencia a antibidticos; esta adquisicion puede darse
durante el establecimiento de E. coli en el tracto digestivo al convivir con
microorganismos comensales, que al verse sometidos a la presencia de un
antibiotico durante el tratamiento de alguna otra enfermedad se someten a un

proceso de seleccion en el que sobreviven aquellos que codifican y expresan
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genes de resistencia (Levin et al., 1997; Abarca et al., 2001; Branger et al., 2005;
Navidinia et al., 2014).

La resistencia a antimicrobianos se ha reportado a nivel mundial, principalmente
hacia B-lactamicos (penicilina), aminoglucésidos (amikacina), y cefalosporinas de
12 (cefalotina) y 22 generacion (cefuroxima) (Von Baum et al., 2005; Aguirre et al.,
2007; Lautenbach et al., 2007; Mandal et al., 2012). Desde 1980 se reportaron los
primeros casos de bacterias productoras de [B-lactamasas de espectro extendido
(BLEE’s) principalmente cefalosporinasas codificadas en plasmido. Estas p-
lactamasas han sido responsables de infecciones nosocomiales principalmente en
el area de cuidados intensivos (ICU, por sus siglas en inglés) generando una alta
tasa de morbilidad (Von Baum et al., 2005; Lautenbach et al., 2007; Narciso et al.,
2011; Mandal et al., 2012). La presencia de BLEE'’s suele venir acompafiada de
resistencia hacia otros antimicrobianos, como aminoglucésidos, tetraciclinas y
trimetoprim sulfametoxazol ya que sus genes de resistencia se encuentran
codificados en plasmidos (Branger et al., 2005). A pesar de estos mecanismos de
resistencia, UPEC sigue siendo sensible a Nitrofurantoina y en menor medida a
ciprofloxacina y al 4cido nalidixico, lo que es de llamar la atencién puesto que las
fluoroquinolonas son los farmacos de eleccion para el tratamiento de infecciones
causadas por cepas productoras de BLEE’s (Naveen et al., 2005; Molina et al.,
2011; Momtaz et al., 2013).

A diferencia de lo observado con la virulencia, la resistencia a antibioticos suele
mostrarse mas en cepas gue no pertenecen al grupo filogenético B2, mientras que
cepas poco virulentas y con menor capacidad invasiva pertenecientes a los grupos
Ay B1 presentan resistencia a fluoroquinolonas como el ciprofloxacino (Johnson
et al., 2002, Branger et al., 2005; Kim et al., 2010). También se ha demostrado que
los patrones de resistencia difieren entre paises, razén por la cual no se puede
establecer un tratamiento universal hacia las ITU’s, pero el uso correcto de
antibioticos y el cumplimiento del tratamiento disminuye la aparicion de cepas
resistentes (Abarca et al., 2001; Kausar et al., 2009; Gupta et al., 2011).
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Antecedentes generales
A pesar de ser un miembro de la microbiota intestinal, E. coli también es el

principal causante de infecciones urinarias en la comunidad y en pacientes
hospitalizados. En México las infecciones de vias urinarias ocupan el tercer lugar
de morbilidad, siendo las mujeres de entre 24 y 44 afos el grupo mas afectado
(DGE, 2013). La principal fuente de infeccion es la autocontaminacion, este
proceso involucra el paso de cepas con propiedades particulares de resistencia a
antibioticos y productoras de factores de virulencia del tracto gastrointestinal al
urinario (WHO, 2014).

Actualmente la clasificacién serologica de E. coli se basa en el reconocimiento de
185 antigenos somaticos, 56 flagelares y 60 capsulares. Los serogrupos mas
frecuentes en UPEC son: O1, 02, 04, 06, O17 y O75. Mientras que entre los
serotipos mas representativos son: O1:H4, O1:H6, O1:H7, O1l:H-, O2:H1, O2:H4,
O4:H5, O6:H1, O7:H4, O7:H-, 0O22:H1, 0O25:H1, O25:H4, O75:H5 Y O75:H7
(Ananias et al., 2008; Molina-Lopez et al., 2011; Arenas et al., 2012).

El predominio de cierto grupo filogenético sobre otro en ITU varia dependiendo de
la zona geografica, ya que de pacientes en Iran se ha reportado un predominio del
filogrupo B2 por sobre el D (55 y 22 cepas respectivamente) (Abdi et al., 2014).
Sin embargo, Darehabi et al. (2013), también en cepas de Iran, encontré6 un
predominio del grupo A, seguido por el D. Por otro lado, Lee et al. en el 2010
analiz6 muestras de orina, sangre y heces, en los primeros dos los grupos
predominantes fueron B2 y D, y en las muestras fecales predominé el grupo A,
seguido por el B2.

Adbi et al. (2014) encontr6 una alta frecuencia de cepas de E. coli procedentes de
ITU con los genes iucD y fimH, este dltimo presente en todas las cepas
analizadas, mientras que iucD predominé en cepas B2 (70% en B2 y 13% en D).
De igual forma encontré una mayor varianza génica en cepas del grupo B2. Ruiz
et al. (2002) encontré una relacion entre pacientes con prostatitis y cepas con el
alelo papGlll el cual es poco frecuente en cepas de pielonefritis, mientras que iucD

era menos frecuente en cistitis que en prostatitis y pielonefritis. También encontro
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que la presencia de sat y fimH no variaba entre infecciones y que las cepas de
prostatitis presentaban mas factores de virulencia (FV) que las de pielonefritis y
cistitis. Cooke et al. (2010) encontré un mayor nimero de FV en pacientes de la
comunidad que en los nosocomiales.

Velasco et al. (2001) encontré una capacidad de invasion disminuida (pielonefritis
y prostatitis) en cepas de E. coli resistentes a quinolonas. De igual forma asocio
cepas sensibles a fluoroquinolonas y a trimetoprim-sulfametoxazol al grupo
filogenético B2 mientras que las cepas resistentes a fluoroquinolonas vy
trimetoprim-sulfametoxazol pertenecian al grupo A y D respectivamente, ademas
de presentar un menor potencial virulento (Branger et al., 2005). En 2006, Moreno
et al. encontr6é que cepas sensibles a quinolonas y fluoroquinolas presentaban una
mayor cantidad de genes de virulencia que aquellas que eran resistentes a los
mismos. En otro analisis hecho por Cooke et al. (2010) se relacion6é a FV y
resistencia a antibioticos sin embargo reporté que no habia una diferencia en la
distribucion de ambos.

Se ha encontrado una relacién entre cepas de UPEC que expresan la fimbria P y
los serogrupos O1, 02, 04, 06, O7 y 0O18. Algunos serotipos presentan una
mayor virulencia que otros, como es el caso de la clona 0O25:H4-ST131 que
produce enzimas CTX-M-15 y es conocida por su alta capacidad de virulencia,
formacion de biofilm y resistencia a diversos antibidticos. De igual forma existe una
relacion entre el serogrupo y la presencia de genes de virulencia, como es el caso
de los serogrupos 02, 017 y O6, que almacenan a los genes fimH. El serogrupo
O6 presenta una alta conservacion del alelo papGlll (pili P), y una ausencia del
gen iucD (aerobactina). Mientras que en el serogrupo O7 prevalecen los genes
papGll e iucD. Recientemente se han reportado cepas multirresistentes del
filogrupo A, ademas de miembros del grupo B2 altamente resistentes a
ciprofloxacino, pero con la caracteristica de contar con pocos factores de
virulencia y de igual forma se han encontrado cepas con un alto nimero de
factores de virulencia, pero sumamente sensibles a antibiéticos. (Gordon et al.,
2008; Fathollahi et al., 2009; Kim et al., 2010).
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Antecedentes especificos
Dada la importancia de las ITU en nuestro pais, se han llevado a cabo diversos

estudios para analizar los aspectos particulares de estas. Distintas fuentes han
demostrado la importante influencia que tiene E. coli como el principal agente
etiologico de las ITU que afectan a la poblacién de México (Vallejos et al., 2010;
Renddn et al., 2012; Reyes et al.,, 2012; Garcia et al., 2014). Durante el 2012
Renddn et al. Analizé la resistencia a antibioticos de 120 cepas de E. coli
productoras de BLEE’s y 291 cepas de E. coli no productoras de ESBL aisladas de
pacientes ambulatorios, nosocomiales y procedentes de terapia intensiva del
Hospital Angeles del Pedregal de la Ciudad de México. En los pacientes
nosocomiales y en los de terapia intensiva se observo en las cepas productoras de
BLEE’s existia una alta resistencia hacia: nitrofurantoina,
trimetoprim/sulfametoxazol, levofloxacino, ciprofloxacino y norfloxacino. Mientras
que en los pacientes ambulatorios las cepas resistentes a los antibiéticos
mencionados eran aquellas que no producian BLEE’s. En este estudio se propone
también a los aminoglucésidos y a las cefalosporinas de tercera generacion como
un tratamiento optativo en el caso de pacientes de terapia intensiva. En 2014,
Castro et al. Analizé 115 cepas de enterobacterias aisladas de pacientes con ITU
siendo E. coli el principal agente etiologico aislado en un 75% de los casos,
seguido por Proteus mirabilis en un 8%, Klebsiella spp en un 7%, también se
aislaron algunas especies de Citrobacter sp con un 4%, Enterobacter sp,
Morganella morganii, Providencia rustgianii y Shigella sp con un porcentaje menor.
El 21% de las cepas de E. coli obtenidas eran resistentes a cefalosporinas de
tercera generacion (ceftazidima y cefotaxima). Un trabajo similar a este es el que
realizd Lopez et al. (2014) quien ademas de determinar a los agentes etiologicos
de 457 pacientes con ITU también considerd la edad y el sexo del paciente,
encontrando que estos aislados provenian principalmente de nifios (52.52%). Y
una distribucién por edad de: 91 pacientes menores de 6 meses (20%);137 tenian
entre 7y 12 meses de edad (30%);114 de uno a 5 afos (25%) y 115 mayores de 5

afios (25%), en cuanto a los agentes etiolégicos se muestra nuevamente un
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predominio de E. coli (68.3% de las cepas) frente a otros enteropatdgenos como
E. faecalis y E. faecium (9.7% entre ambos), K. pneumoniae (8.7%) y otros
patdbgenos que suman el 13.8% restante. En las cepas de E. coli aisladas se
presentaba resistencia principalmente hacia trimetoprim/sulfametoxazol (73%)
seguida por la resistencia hacia ciprofloxacino (34%), siendo gentamicina,
amikacina y nitrofurantoina (26.5%, 4.7% y 4.4% de cepas resistentes
respectivamente) los farmacos hacia los que se presenté menor resistencia.

Reyes et al. (2012) analiz6 78 urocultivos provenientes de pacientes menores de
16 afios que se presentaron en la Clinica-Hospital Diana de especialidades de la
Ciudad de Oaxaca cursando una infeccién urinaria durante el periodo del 1° de
Enero al 30 de Junio del 2010, 72 de estos urocultivos correspondieron a E. coli y
el andlisis de susceptibilidad a antibidticos mostro sensibilidad a Amikacina (97.2%
de las cepas), Ceftriaxona (80.5%), Nitrofurantoina (75%), Norfloxacina (63.8%),
Cefazolina (55.5%), Cefalotina (50%), mientras que también presentaron
resistencia principalmente hacia Trimetoprim-sulfametoxazol (100%), Cefuroxima
(77.7%), Ampicilina (58.3%). Sin embargo, no hacen mencién de la edad o el sexo
de los pacientes de los que procedian las cepas. Recientemente Garcia et al.
(2014) realizé una revision de 5,039 expedientes clinicos de pacientes del Hospital
Infantil de Sonora en la que observo gque las infecciones de tracto urinario fueron la
principal causa de ingreso al hospital en el periodo 2003-2012 al grado de que tres
de cada diez pacientes ingresaron por presentar una ITU o una complicacién
asociada a esta. En Puebla, Vallejos et al. (2010) Analizé 83 muestras de mujeres
embarazadas atendidas en el Hospital Universitario de Puebla por ITU durante el
periodo de Enero del 2007 a Diciembre del 2009 encontrando que E. coli fue el
agente causal del 100% de estas infecciones y el tratamiento dado en el 68.67%
de los casos fue con Ampicilina, sin embargo no se hace mencion de la resistencia
hacia este antibidtico.

A pesar del amplio conocimiento que se tiene sobre la epidemiologia y los perfiles
de susceptibilidad a antibiéticos de las cepas de E. coli que afectan a los

mexicanos, no se tiene mucha informacion sobre las caracteristicas serologicas y

21

——
| —



filogenéticas. Existen estudios como el de Reyna-Flores et al. (2013) que han
demostrado la importancia de conocer las caracteristicas serologicas, ya que
después de analizar 4,735 cepas de E. coli adquiridas en la comunidad encontrd
que el 10.2% de estas almacenaban BLEE’s siendo CTX-M-15 la principal B-
lactamasa encontrada, a su vez el 25% de las cepas que presentaban dicha
enzima pertenecian a la clona de E. coli O25b-ST131 la cual ha sido reportada
previamente por su alta virulencia. De igual forma Lépez et al. (2014) analizé 108
muestras de E. coli aisladas de mujeres con infeccion de tracto urinario
encontrando un predominio de los filogrupos B2 (55.6%) y A (30.6%). Las cepas
analizadas también mostraron resistencia hacia ampicilina/sulbactam (75.9%),
ciprofloxacina (62.3%), levofloxacina (60.2%), trimetoprim/sulfametoxazol (56.1%)
y ampicilina (55.2%). Sin embargo, no encontré alguna relacion estadistica entre la
pertenencia a algun grupo filogenético y la resistencia a antibidticos. El estudio
mas completo hasta ahora ha sido el de Molina-Lépez et al. (2011) que analiz
119 cepas aisladas de mujeres (68.9%) y hombres (31.1%) con infeccién urinaria,
provenientes de tres hospitales de la ciudad de México. Realizd pruebas
serolégicas y encontré un predominio de los serogrupos 01, 02, 04, 06, 08, 025,
y O75, los cuales han sido reportados previamente como caracteristicos de cepas
de UPEC. Entre los serotipos mas frecuentes fueron O25:H4 con 17 cepas
(21.2%), O8:NM y O6:H1 con 5 cepas cada uno (6.2% cada uno) durante su
estudio también encontré a los serogrupos 011, O77, 086, 0101, 0102, y 0166,
los cuales no han sido relacionados con ninguna cepa de UPEC. Dentro de su
trabajo también determiné los perfiles de susceptibilidad a antibioticos,
encontrando cepas resistentes principalmente hacia ampicilina (83.7%),
norfloxacina (60.6%), ofloxacina (60.6%), trimetoprim/ sulfametoxazol (56.4%) y
ciprofloxacina (55.5%). Asi como una baja resistencia hacia amikacina (1.7%)
nitrofurantoina (5.1%), ceftazidima (8.5%) y ceftriaxona (10.2%).

Enfocandonos en los estudios previos realizados en el grupo de investigacion en
el que se desarrolld esta tesis podemos hablar de que en 2010 se obtuvieron 125

cepas de E. coli de pacientes con ITU, donadas por dos laboratorios particulares
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de andlisis clinicos y un hospital de salud publica del Estado de Puebla. Estas
fueron aisladas principalmente de mujeres adultas (64%). La multirresistencia de
UPEC se presenté en un 78%. 114 cepas de E. coli multiresistentes presentaron
resistencia hacia AM (74%), CF (58-59.4%) y TSX (66%), y una tasa importante de
resistencia a Cefepime (18%), CTX (20%) y LVX (49%). Se encontraron 42
serogrupos O diferentes, los mas comunes fueron 025, 06, 08; 0100 y O17. 26
de estas cepas presentan un serotipo relacionado a cepas de UPEC, 10 son
025:H4, 3 son O17:H18, 3 son O6:H1 y el resto en nimero de 2 pertenecen a
otros serotipos reportados de UPEC. 10 cepas pertenecen al serotipo O25:H4:
80% son resistentes a AM, 90% resistentes a LVX y 80% posee el gen de la toxina
Sat. En el 93.98% de las cepas de E. coli se encontré el gen fimH de la fimbria tipo
I, seguido por los genes de las proteinas Vat y Sat (38% y 32% respectivamente)
el gen fliC (30,38%), los alelos papGll y papGlll del gen papG del Pili P (37.7% y
21.9 % respectivamente) y el gen que codifica para la hemolisina (hlyA), en 29.8%.
Se encontré una relacion entre el serogrupo O8 y el gen papGlll, y hlyA/papGlll y
el serogrupo O1 con el conjunto de genes papGll y hlyA. Ademas de una
disminucién significativa de la presencia del gen hlyA entre cepas multirresistentes
y resistentes a cefalotina, trimetropin-sulfametosaxol, levofloxacina y ceftriaxona
(Aroche, 2011, Molina, 2011; Martinez, 2012).
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JUSTIFICACION
E. coli es el principal agente etiolégico causante de Infecciones de tracto urinario

(ITU). La frecuencia con la que se producen estas infecciones ha ido en aumento,
mientras que el tratamiento que se les da es cada vez mas ineficaz. Esto pese a
los diversos estudios y esfuerzos que se han hecho por disminuir el impacto que
tienen las cepas de E. coli resistentes a antibioticos en la poblacion mexicana. Al
grado de que en nuestro pais las infecciones de tracto urinario siguen ocupando la
tercera causa de morbilidad en la comunidad. Diversos estudios en otros paises
remarcan la importancia del analisis de sus caracteristicas epidemiolégicas,
perfiles de resistencia, genes de virulencia y clasificacion filogenética ya que esto
puede darnos un panorama mas amplio de su patogenicidad y permitirnos plantear

medidas que lleven a su control.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
A pesar de ser un miembro de la microbiota intestinal, E. coli también es el

principal causante de infecciones urinarias en la comunidad y en pacientes
hospitalarios. En México las infecciones de vias urinarias ocupan el tercer lugar de
morbilidad, siendo las mujeres de entre 24 y 44 afos el grupo mas afectado (DGE,
2013). La principal fuente de infeccion es la autocontaminacion la cual se facilita
por la existencia de cepas con propiedades particulares de resistencia a
antibiéticos y de factores de virulencia. Actualmente nos enfrentamos a la
aparicion de cepas resistentes a fluoroquinolonas y cefalosporinas de tercera
generacion, siendo las primeras parte de un tratamiento oral dado a estas ITU y
las segundas, empleadas en el tratamiento intravenoso de infecciones severas en
pacientes hospitalarios (WHO, 2014). La recopilacion de informacion sobre las
caracteristicas fenotipicas y moleculares de las cepas de UPEC sera util para el
tratamiento de las ITU por este importante agente etiolégico, reduciendo asi el
gasto econdmico por parte del paciente y de los sistemas de salud. Ademas de
permitirnos poner en cuestién si existen rasgos fenotipicos y moleculares
caracteristicos de las cepas de E. coli responsables de infeccion urinaria en una

poblacién mexicana.
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HIPOTESIS
Existe una relacion entre la presencia de caracteristicas fenotipicas, moleculares,

microbioldgicas y epidemioldgicas en cepas de E. coli aisladas de infeccion de
tracto urinario. E. coli aislada de infeccion de tracto urinario de poblacion
mexicana, posee caracteristicas de patogenicidad diferentes a las reportadas en

otros paises.

26

——
| —



Objetivos
Objetivo general

Estudiar  epidemiolégicamente,  microbiologicamente,  fenotipicamente vy
molecularmente cepas de E. coli aisladas de infeccion urinaria en poblacion
mexicana, asi como determinar si existe una relacion entre estas variables y las
caracteristicas del paciente del que fueron aisladas para proponer una mejora al

tratamiento actualmente dado a las infecciones de tracto urinario.

Objetivos Particulares

Determinar las caracteristicas patogénicas presentes en una coleccion de cepas
de E. coli aisladas desde Diciembre 2005 a Octubre 2009 de pacientes del
Hospital Infantil de la Ciudad de México que presentaban infeccion de tracto
urinario a través de la determinacion de perfiles de resistencia, la presencia de los
principales genes de virulencia y su clasificacion filogenética. Para posteriormente
realizar un analisis en busqueda de la relacion existente entre las caracteristicas
de la cepa infectante y del paciente y con esto enriquecer el conocimiento que se

tiene de las cepas de E. coli que afectan a la poblacién mexicana.
Objetivos especificos

1.Analizar la informacién clinica de una colecciéon de cepas de E. coli aisladas de
ITU.

2.Determinar el grupo filogenético

3.Determinar los perfiles de susceptibilidad antibi6tica.

4.Determinar la presencia de genes de virulencia.

5.Analizar y relacionar los datos de las cepas con los obtenidos para determinar la
relevancia epidemioldgica, la relacion filogenética, perfiles de resistencia y genes

de virulencia.
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Bioética
Este protocolo se realizard& en el Laboratorio de Biologia Molecular de
Enteropatogenos (LBME) del Centro de Investigacion en Ciencias Microbiolégicas
de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla (CICM-BUAP). Segun el
Integrated Taxonomic Information System, Escherichia coli es un microorganismo
de riesgo tipo 2, acorde a esto nuestro laboratorio cuenta con el equipo de

seguridad y nivel de contencion requeridos para manejar a este microorganismo.

Para la elaboracion del protocolo se consultd la Ley General de Salud en materia
de Investigacion para la Salud, se revisaron las Disposiciones generales del titulo |
y se confirm6 que se cuenta con los lineamientos establecidos en el titulo IV
capitulo | articulo 75. Siguiendo en el mismo capitulo, en el articulo 76 se clasifica
al LBME como Laboratorio Basico de microbiologia, con lo que se cumple también
el articulo 80 de éste capitulo. De igual forma se cuenta con el Manual de
Procedimientos establecido en el articulo 77. El investigador principal determino
las condiciones de trabajo segun los articulos 78, 79 y 80, ademas de cumplir con
los requerimientos del articulo 83. El CICM-BUAP se encarga de que el LBME
cumpla con el articulo 84. Los capitulos Il y Il no aplican para este protocolo ya
gue no se manejan acidos nucleicos recombinantes ni materiales radioactivos.
También se cumplen con las disposiciones de los titulos VIII y IX. Los titulos no
mencionados hacen referencia a la investigacion en seres humanos o con

animales y no aplican para este protocolo.

La Ley General de Salud sustenta este protocolo en el titulo V articulo 96
fracciones Il, 1ll, V y en los articulos: 97, 98 y 99 referentes a la investigacion para
la salud. El titulo XII referente al Control Sanitario de Productos y Servicios y de su
Importacion y Exportacion, el titulo Xl referente a Publicidad y el titulo XV

referente a Sanidad Internacional no aplican para este protocolo.

De igual forma se revisaron: la “"NORMA Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999,
Especificaciones Técnicas Para La Produccion, Cuidado Y Uso De Los Animales

De Laboratorio” La cual al establecer que solo es aplicable a los bioterios y/o
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establecimientos que manejen los animales establecidos en el apartado 1.1 no
tiene funcion en este protocolo. La "NORMA Oficial Mexicana NOM flora y fauna
silvestres-- 059SEMARNAT2010, Proteccion ambiental Especies nativas de
México de Categorias de riesgo y especificaciones para su inclusion, exclusion o
cambio de especies en riesgo” Ya que este protocolo no promueve la inclusion,
exclusion o cambio de las especies o poblaciones silvestres en alguna de las
categorias de riesgo dicha norma no es aplicable. También se revisé la “"NORMA
Oficial Mexicana NOM-135-SEMARNAT-2004 Para la regulacién de la captura
para investigacion, transporte, exhibicién, manejo y manutencion de mamiferos
marinos en cautiverio” La cual tampoco aplica en este protocolo ya que en ningun
momento se tiene contacto con mamiferos marinos. Igualmente se consulté la
“Declaracion de Helsinki de la asociacion Médica Mundial” esta declaracion
tampoco aplica en este protocolo ya que no se tiene contacto con personas

durante la elaboraciéon del mismo.
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Esquema General de Trabajo

Coleccidén de cepas de E. coli

Analisis de informacidn clinica

y serologica

(171 cFoas)
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Siembra en caldo LB

!
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v

Extraccion de DNA cromosomal

l

Determinacion de grupo Identificacion de
filogepético biomarcadores

Siembra en agar
tripticaseina

v

Determinacion del Perfil
de resistencia a
antibioticos

A

Analisis de datos
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Material y Métodos

Material Bioldgico

Se trabajo con un cepario que incluye 171 cepas de E. coli aisladas de pacientes
pedriatricos con ITU, donado por el Departamento de Salud Publica de la Facultad
de Medicina de la UNAM. Estas se resembraron en Agar MacConkey, se
incubaron a 37°C por 24 h y se corrobé su identidad por morfologia colonial y por
fermentacion positiva de lactosa. Las colonias se crecieron en medio liquido Luria
Bertani (LB) a 37°C, a 220 RPM de 18 a 24 hrs. Se inoculo un tubo nuevo con 5
mL de LB usando 20 pl del precultivo hasta obtener una DO2sonm 0.4 a 0.5. Del
tubo de precultivo se obtuvieron paquetes celulares de 1.5 mL y del tubo a 0.5 se
obtuvieron paquetes de 3 mL los cuales se usaron para la extraccion de DNA
plasmidico y cromosomal por lisis alcalina respectivamente. Las cepas se
criopreservaron a -70 °C en glicerol al 15%.

Extracciéon de DNA cromosomal

Se inoculan 20 L de un precultivo de E. coli en caldo LB de toda la noche en un
tubo con 3 mL LB y se incuba de 4 a 5 h a 37°C hasta obtener una densidad
Optica de 0.4 nm. Se toman 0.5 mL y se colocan en un tubo Eppendorf para
centrifugarlos a 12000 RPM por 5 min, se decanta y se obtiene el paquete celular
y se agregan 570 pL de buffer SET (sacarosa, EDTA-TRIS), se agita en vortex por
30 seg y se agregan 30 pL de SDS al 20% invirtiendo el tubo por 20 seg.
Nuevamente se mezcla en vortex por 20 seg, evitando hacer burbujas. Se incuba
a 80°C por 5 min y se deja enfriar. Se agregan 2 yL de RNAsa y se incuba a 37°C
por 45 min. Se deja enfriar y se adicionan 200 pL de NaCl 5M, se invierte el tubo
por 20 seg y se deja reposar en hielo por 5 min. Se centrifuga a 12000 RPM vy el
sobrenadante se pasa a un tubo nuevo, al que se agregan 800 pL de isopropanol.
Se mezcla por 1 min y se centrifuga a 12000 RPM por 20 min. Se decanta el
sobrenadante y se hacen 3 lavados con 800 pl de etanol al 70%. Se seca la
pastilla y se resuspende en 200 pL de Tris 10 mM a pH 8. Finalmente se incuba a

37°C por 15 min y se almacena a 4°C.
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Determinacion del grupo filogenético.

Se sintetizaron los oligonucleétidos para amplificar los genes chuA (Receptor
externo de membrana de grupo hemo), yjaA (proteina de respuesta al estrés) y el
fragmento TSPE4.C2 (lipasa esterasa) que generan productos de 279, 211y 152
pares de bases (pb) respectivamente. Primero se obtuvieron los tres amplificados
individualmente, para esto se mezclé: 1x de Buffer, 1.5 mM de MgClz, 0.5 mM de
cada par de oligonucledtido, 0.2 mM de Deoxinucledtidos trifosfato (DNTP's), 0.02
U/uL de Taq Polimerasa, 13.5 ng de DNA de la cepa de E. coli GAGL1, la cual se
uso como control positivo para la amplificacién de los tres fragmentos de interés, y
se agregd agua hasta alcanzar un volumen final de 20 pL. Para cada amplificado
se usO la temperatura de alineamiento (Tm) recomendada (Tabla 1) por el
fabricante (Unidad de sintesis y secuenciacion de ADN del Instituto de
Biotecnologia de la UNAM), los productos se separaron en electroforesis en gel de
agarosa al 1% junto con un marcador de peso molecular de 100 pb, se tifieron con
bromuro de etidio (BET) y la imagen del gel se capturé en un fotodocumentador de
luz UV.

Tabla 1. Temperatura de alineamiento de los olighucle6tidos para la clasificacion
filogenética.
Oligonucleétido  Tm(1)°C Tm (2)°c‘

chuA.l 66.45 62.00
chuA.2 66.45 62.00
yjaA.1 66.45 62.00
yjaA.2 64,88 62.00
TspE4C2.1 64.75 60.00
TspE4C2.2 64.75 60.00

Una vez obtenidos los productos por PCR individual, se realiz6 un gradiente de
temperaturas para determinar la Tm ideal (59°C) para obtener los tres productos

en una sola reaccién de PCR multiple (PCRm). Para esto se hizo una mezcla con:
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1x de Buffer, 1.5 mM de MgClz, 0.5 mM de cada oligonucleotido (chuA.1 con
chua.2, yjaA.1 con yjaA.2 y TspeE.1 con TspeE.2), 0.2 mM de Deoxinucledtidos
trifosfato (DNTP's), 0.02 U/uL de Taq Polimerasa, 13.5 ng de DNA de UPEC
CFTO073, E. coli K-12 cepa MC4100, EHEC O157:H7 cepa EDL933, y UPEC cepa
GAGH1. Para estandarizar este PCRm se usaron como control positivo las cepas
de E. coli indicadas en la Tabla 2, y como control negativo se us6 la mezcla sin
DNA. Los poductos se corrieron en gel de agarosa al 1.5% junto con un marcador
de peso molecular 100pb. Para la interpretacién de los resultados se usaron lo

criterios mostrados en la Tabla 3.

Tabla 2. Controles usados para determinaciéon de grupos filogenéticos.

Cepa Amplifica Grupo filogenético
EHEC 0157:H7 cepa EDL 933 chuA D
E. coli K-12 cepa MC 4100 yjaA A
EHEC 0O157:H7 cepa 86-24 chuA, D
UPEC cepa GAG1* chuA, yjaA, TSPE4.C2 B2

*Donada por la facultad de medicina de la UNAM. Informacion de Clermont et al. 2000.

Tabla 3. Tabla interpretativa para la determinacion de grupo filogenético de acuerdo a la
clasificacion de Clermont et al., 2000.

chuA yjaA TspE4.C2 Grupo
(279pb) (211 pb) (152 pb) filogenético

- - - A
- + - A
- - + B1
- + + B1
+ + - B2
+ + + B2
+ - - D
+ - + D
“+”: Amplificado, “-”: No amplificado.




Tabla 4. Componentes de la mezcla de la Reaccién en cadena de polimerasa multiple
(PCRm).

Concentracién

Reactivo i
final
H,O
Buffer 1X
MgCl, 1.5mM
ChuaA.1 0.5 mM
ChuaA.2 0.5mM
YjaA.l 0.5 mM
YjaA.2 0.5mM
TspeE.1 0.5 mM
TspeE.2 0.5mM
DNTPs 0.2 mM
Tag Pol 1 U/ul
DNA 13.5ng
Volumen final
(H-0) 20 L
Desnaturalizacion ~ Desnaturalizacion Alineamiento  Elongacion Elongacion
(inicial) (final)
Temperatura 94°C 94°C
AN
e \ 72°C 72°C
L
59°C L
Tiempo 4 min I 5 seg I 10seg | 5 seg I 7 min
Ciclos 1 I 30 I 1

Figura 3. Temperaturas y tiempos del PCRm para la determinacion de grupo filogenético

(Clermont et al., 2000).
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Determinacion de perfiles de susceptibilidad a antibioticos.

Se determind la susceptibilidad a 17 antibiéticos de 6 familias distintas mediante el
método de difusién en disco (Kirby-Bauer) siguiendo los lineamientos del Clinical
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2013). Las cepas de referencia fueron
Escherichia coli ATCC 25922 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 cuyos
halos de inhibicion y perfiles de susceptibilidad estan indicados en la tabla 4.. Los
antibioticos probados fueron: Amikacina (30 pg/ml), Gentamicina (10 pg/ml),
Netilmicina (30 pug/ml), Ampicilina (10 pg/ml), Cefalotina (30 pg/ml), Ceftazidima
(30 pg/ml), Cefuroxima (30 pg/ml), Ceftriaxona (30 pg/ml), Cefotaxima (30 pg/ml),
Ofloxacina (5 pg/ml), Levofloxacina (5 pg/ml), Norfloxacina (10 pg/ml), Acido
Nalidixico (30 pg/ml), Ciprofloxacina (5 pg/ml) y Trimetropim/Sulfametoxazol
(1.25/23.75 pg/ml), Nitrofurantoina (300 pg/ml), Cloranfenicol (30 pg/ml) (PMB SA
de CV o BIO RAD). Para la prueba de susceptibilidad por difusion en disco se
inocularon 5 pL de crioconservado de la cepa a analizar en un tubo con 5 mL de
caldo tripticaseina se dej6 crecer hasta alcanzar una concentracion de 0.5 en la
escala de McFarland (1.5 x108 ufc/ml) y se sembré masivamente sobre una placa
de Agar Mueller Hinton, antes de transcurridos 5 min se colocaron los sensidicos
sobre la superficie del agar y se dej6 incubar a 37 °C durante 16-18 hrs.
Posteriormente se midié el didmetro de inhibicion de cada sensidisco y los

resultados se compararon con los criterios del CLSI, 2013 (Tabla 5).
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Tabla 5. Valores de referencia para la determinacion de perfiles de susceptibilidad a 17
antibioticos.

Valores de referencia* Valores de resistencia**
(Tamafio de halo en mm) (Tamafio de halo en mm)
Antibidtico Coggznﬁgc)ién ESCT:?)E:Chla Pzilrjggir:gsnss Resistentes Intermedias Sensibles
ATCC25922 ATCC 27853

Gentamicina 10 19-26 17-23 <12 13-14 >15
Netilmicina 30 22-30 17-23 <12 13-14 >15
Ofloxacina 5 29-33 17-21 <12 13-15 >16
Sufesmetoxarol | 2375 2329 - <0 s 16
Amikacina 30 19-26 18-26 <14 15-16 >17
Ampicilina 10 16-22 - <13 14-16 >17
Levofloxacina 5 29-37 19-26 <13 14-16 >17
Nitrofurantoina 300 20-25 - <14 15-16 >17
Norfloxacina 10 28-35 22-29 <12 13-16 >17
Cefalotina 30 15-21 - <14 15-17 >18
Ceftazidima 30 25-32 22-29 <17 18-20 >21
Cefuroxima (oral) 30 20-26 - <14 15-22 >23
Cloranfenicol 30 21-27 - <12 13-17 >18
Acido Nalidixico 30 22-28 - <13 14-18 >19
Ceftriaxona 30 29-35 17-23 <19 20-22 >23
Ciprofloxacina 5 30-40 25-33 <15 16-20 >21
Cefotaxima 30 29-35 18-22 <22 23-25 >26

*Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing, 2013, pag. 130. **Performance
Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing, pag: 46-51.
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Deteccion de Genes de virulencia

Se estandarizaron dos PCRm, el primero fue denominado PCRm1 en el que se
amplifican los fragmentos: fimH, fliC, satA e iucD y en el segundo denominado
como PCRm2, se obtienen los fragmentos: iha, vatP, vatA, papGll y papGlll, los
tamarios en pb de cada uno de los amplificados se muestran en la Tabla 6. Para
este experimento se usar6 como control positivo el DNA gendmico de las cepas

gue se muestran en la Tabla 7.

Tabla 6. Pesos en pares de bases de los amlpificados de gen por la PCRm.

PCRm1

PCRmM2

Gen Tamafio Gen Tamario
(pares de bases) (pares de bases)
iucD 512 papGl! 562
satA 384 papGlll 421
fliC 304 vatA 330
fimH 210 vatP 226
Iha 150

Tabla 7. Controles para la determinacion de genes de virulencia.

Cepas/PCR Genes de virulencia

PCRm1

fimH

flic

sat A

iucD

CFT073-1

+

+

+

PCRmM2

vatP

vatA

papGlil

papGll

CR16-D

+

+

CFTO073

+

+

0591

+

+

*Informacién de Welch et al 2002 y Lloyd et al 2009.
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Tabla 8. Componentes de la mezcla de Tabla 9. Componentes de la mezcla de

PCR individual. PCR multiple e individual.
Reactivos Conc;ai?}:la(:mn Reactivos Concentracién final
H,0 Varia por H20 Varia por muestra
muestra
Buffer + MgSQOa4 1X
Buffer + MgSO4 1X
- iucD -30 F 0.2 mM
iucD -30 F 0.2mM iuc D
iuc D - iucD 512 R 0.2 mM
iucD 512 R 0.2mM
satA 987 F 0.2 mM
satA 987 F 0.2mM sat A
. sat A satA 1321 R 0.2 mM
Oligos Fy R satA 1321 R 0.2 mM
segun sea el gen - flic 242 F 0.08 mM
a amplificar ‘ fliC 242 F 0.08 mM fliC
flic - fliC 445 R 0.08 mM
fliC 445 R 0.08 mM
. FmHF 0.4 mM
FimHF 0.4 mM fim H
fimH - FimH 186 R 0.4 mM
FimH 186 R 0.4 mM
DNTPs 0.2mM
DNTPs 0.2mM
Pfu 0.06 U/ L
Pfu 0.06 U/ pL
DNA 13.5ng
DNA 13.5ng
- Volumen final 20 L
Volumen final 20 pL
Una vez obtenidas las condiciones de mezcla y de temperaturas se aplico el
PCRm1l alas 171 cepas.
Dasnaturalizacifn Desnaturalizacidn  Alineamiento Elongacidn Elongacidn
{iricial)y {(final)
Temperatura 24 “C 24 "C
N\ 72 "C 72 "C
57T.T "C
a4 -C
Tiempo 3 min 1 1 min 1 min I 30 =zeg. 1 10 min | Hold
Ciclos 1 I 30 I 1 I

Figura 4. Temperaturas y tiempos definitivos del PCRm1.
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El PCRm2 fue estandarizado con anterioridad por otros miembros del laboratorio
por lo que este fue aplicado directamente a las 171 cepas con las condiciones de

mezcla y de temperaturas mostradas en la Tabla 10 y la Figura 5.

Tabla 10. Componentes de la mezcla de PCRm2.

Concentracion

Reactivo .
final
H.0 Varia por
muestra
Buffer + MgSO
PapG1/PapG3 F 0.4 mM
papGll'y papGlll PapG2 / PapG3 R 0.4 mM
vatA VatA-F 0.4 mM
vatA-R 0.4 mM
vatP vatP-F 0.4 mM
vatP-R 0.4 mM
iha _iha-F 0.4 mM
iha-R 0.4 mM
DNTPs 0.2 mM
Pfu Polimerasa 0.06 U/ul
DNA 13.5 ng
Volumen final

Deasnaturalizacidn Desnaturalizacidn  Alineamiento Elongacidn Elongacidn

(inicial} (final)
94 °C 94 °C
Temperatura N\ 72°C 72°C
61.4°C N\
\L
Tiempo 3 min 1 min 1 min I 1 min20seg | 10 min | Held
Ciclos 1 30 1 1 1

Figura 5. Temperaturas y tiempos para el PCR multiple 2.
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Resultados
Datos Epidemioldgicos

De las 171 cepas de E. coli donadas por el Hospital infantil de México, solo
contamos con la informacion clinica de 79 cepas (sexo del paciente del que se
aisld, servicio médico en el que se encontraba el paciente cuando esta se aisldy
fecha de aislamiento de la misma). Las cepas fueron obtenidas del periodo
comprendido de diciembre del 2005 a octubre del 2010

. El mayor porcentaje de cepas se aislaron de febrero del 2006 hasta noviembre
del mismo afio, siendo Junio, Octubre del 2006 (11% en ambos meses) y Abril del
mismo afo (10%) los meses con el mayor porcentaje de aislamiento de cepas de

E. coli (Figura 6).

12.0 11% 11%

10.0 9%

©
o

o
(=}

Porcentaje de cepas

P
o

3%
1% 1% 1% 1%

g
(=}

o
o

Dic-05 ene-06 feb-06 mar-06 abr-06 may-06 jun-06 jul-06 ago-06 sep-06 oct-06 nov-06 dic-06 ene-07 jul-07 ago-08 oct-10

Fecha de aislamiento

Figura 6. Cepas de E. coli aisladas de pacientes de ambos sexos con ITU que estuvieron
internados desde Diciembre del 2005 hasta Octubre del 2010 al Hospital Infantil de México
(n=79). Se indica en la grafica el porcentaje de cepas aisladas por mes durante el periodo de
obtencién de cepas, los meses con mayor niumero de cepas aisladas fueron de febrero 06 a
Noviembre 06, siendo los meses con mayor frecuencia Abril, Junio y Octubre.
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Las 79 cepas proceden de 56 pacientes, 32 (57%) fueron pacientes femeninas y

24 (43%) fueron pacientes masculinos.

60 57
50
40
30
20

10

Porcentaje de pacientes

Mujeres i Hombres
Género

Figura 7. Porcentaje de pacientes segln su género (n=56).

44 cepas (56%) provinieron de pacientes del sexo femenino y 35 cepas (44%) de
pacientes del sexo masculino. Las ITU por E. coli predominan en el sexo

femenino.

60 56%

50

44%

40

30

20

Porcentaje de cepas

10

Mujeres 3 Hombres
Género

Figura 8. Porcentaje de cepas de E. coli (h=79) con respecto al género del paciente del cual
fueron aisladas.

Encontramos pacientes con ITU’s recurrentes desde el punto de vista clinico de
los que se aislaron de cuatro (5%) a dos cepas (18%), predominando los
pacientes de los que se aislé solo una cepase obtuvo un solo aislado (73%)
(Figura 9).

41

——
| —



80
70
60
50
40
30
20
10

Porcentaje de pacientes

73%

Uno Dos Tres Cuatro

Numero de cepas

Figura 9. Porcentaje de pacientes con ITU de los que se aislaron de una cepa a cuatro cepas
de E. coli. Se registraron pacientes con ITU recurrentes de los que se aislaron de 2 a 4 diferentes
cepas en infecciones recurrentes.

Los servicios médicos (18 en total) donde se encontraron los pacientes con ITU a

los que se les aislo E. coli fueron principalmente: nefrologia, urgencias, urologia y

pediatria.

Servicio médico

Nefrologia 30%
Urgencias
Urologia
Pediatria

Cirugia
Oncologia

UCIN
Endocrinologia
Neonat
Tococirugia

Tx interna

UTIP

Cardiologia
Gastro

Medicina interna

Ortopedia

T.intensiva

Tx urgencias 1% Porcentaje de cepas

Figura 10. Porcentaje de cepas de E. coli (n=79) aisladas de ITU de pacientes hospitalizados

por servicio médico. La grafica nos muestra las areas hospitalarias de las que se aislaron las

cepas de E. coli.
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Serotipificacion de E. coli

Se realizé la serotipificacion de 132 de las 171 cepas, encontramos 77 serotipos
diferentes, de entre los que el que se encontré con mayor frecuencia fue 025:H4,
seguido por 0102:H6, O1:H6 y O6:H1, todos asociados a cepas del patotipo
UPEC (Tabla 11).

Tabla 11. Serotipos de las 132 cepas de E. coli aisladas de pacientes hospitalizados

cursando con ITU.

Serotipo

Numero de cepas

025:H4 10

0102:H6 7

O?:NM 7

O?:H? 6

01:H6, O6:H1 5

O4:NM, O86:H18 4

0100:H?, O101:H?, O7:NM 3

0166:H15, O171:H19, O2:H6, O20:H9, O58:NM, OR:H?, OR:H6, 5

OR:NM, O153:H2.
0176:H10, 49766:, O111lac:H38, O112ab:H21, O115:H17, 0120:H51,
0129:H?, O135:NM, 0136:H?, O150:NM, 0153:, 0154:H25, O164:H4,
0164:NM, 0166.H?, 0166:H4, O171:H?, O171:NM, O174:H21, O184:H10,
0O18ac:H?, O2:H?, O2:H1, 020:H?, O20:NM, 023:H18, O3:NM, O39:H4, 1

04:H6, O44:H?, O44:H18, O51:NM, O6:H11, O65:H32, O70:H-, O75:H5,
O77:NM, O8:H12, O8:H23, O8:NM, O81:H6, O84:H34, O86:H?, O9:H-,
09:H12, 09:H7, 091:H28, OR:H18, OR:H30, OR:H4, O?:H11, O?:H4, O?:H5,
O7?:H7, Flex6:H2, O1:H7, O153:H6

En la tabla se muestran los serotipos a los que pertenecen las cepas analizadas (77 serotipos
diferentes) y el nimero de cepas que los presentan. Se remarcan y subrayan los serotipos tipicos
de UPEC
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Determinacion de patotipos

La relacién entre serotipo y patotipo se hizo mediante una revision bibliografica en
la que varios articulos hacen mencion del patotipo al que pertenecen los diversos
serotipos de E. coli, sin embargo, durante la misma no encontramos informacién

gue asocie el patotipo del 44% (58 cepas) de los serotipos que encontramos.

Con base en esto se pudieron encontrar los patotipos de 74 de las 132 cepas
serotipificadas, predominaron los patotipos de DEC por sobre los de UPEC (32% y
25% de las cepas respectivamente), de las DEC el patotipo principal fue STEC
(22%).
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; — m N

EAEC STEC EIEC EPEC ETEC
UPEC DEC N.I.
Patotipos

Figura 11. Patotipos a los que pertenecen las cepas de E. coli (h=132) aisladas de pacientes
hospitalizados que cursaban una ITU. La grafica nos muestra la determinacién del patotipo con
base en el serotipo que hicimos mediante la revisién bibliografica. UPEC: E. coli uropatégena,
EAEC E. coli Enteroagrgativa, STEC: E. coli codificante de Toxina Shiga, EIEC: E. coli
Enteroinvasiva, EPEC: E. coli Enteropatégena, ETEC: E. coli Enterotoxigénica, N.l. No identificada.
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Grupo filogenético

Se determind del grupo filogenético de las cepas UPEC CFT073, E. coli K-12,
EHEC 0O157:H7 cepa EDL 933, y UPEC cepa GAG1, para poder usarlas como
controles. La interpretacion de los resultados de PCRm se realizaron de acuerdo a

la Tabla 3 de material y métodos.

chuA (279 pb)
yjaA (211 pb)
&— TSPE4.C2 (152 pb)

Figura 12. Gel representativo de PCR multiple para la clasificacion filogenética de las cepas
control. Carril 1: 100 pb, Carril 2: control negativo, Carril 3: UPEC CFTQ73, Carril 4: E. coli K-12
cepa MC 4100, Carril 5: EHEC O157:H7 cepa EDL 933, Carril 6: UPEC cepa GAGL.

A través de la determinacién de grupo filogenético por el método de Clermont
encontramos que las 171 cepas de E. coli estudiadas pertenecen principalmente a
los grupos filogeneticos B2 en un 36% y al grupo A en un 35% mientras que el
27% de las cepas pertenecen al grupo D y solo el 2% al B1 (Figura 13y 14).
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yjaA (211pb) < ‘- PR _-d vy &9 - e - od & o
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Figura 13. Determinacion del grupo filogenético de cepas de E. coli (n=171) aisladas de ITU
de pacientes hospitalizados por el método de Clermont. Electroforesis en gel de agarosa al
1.5% representativo de los amplificados de chuA (279 pb) yjaA (211pb) y/o TspE4.C2 (152 pb)
obtenidos por PCRm. Carril 1 grupo B2 (control usando DNA cromosomal de cepa de UPEC
GAG1), Carriles: 2, 4-6, 9, 14, 17 y 18 grupo A; Carril 16 grupo B1; Carriles 7, 8, 11 y 12 grupo B2;
Carriles 3, 13 y 15 grupo D; Carril 10 marcador de peso molecular 100 pb.

B2
36%

Figura 14. Distribucion de grupos filogenéticos (A, B1, B2 y D) de las cepas de E. coli
(n=171) clasificadas por el método de Clermont et al. 2000. La grafica nos muestra el
porcentaje de cepas que pertenecen a los distintos grupos filogenéticos.
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Perfiles de susceptibilidad a antibio6ticos.

Se determinaron los perfiles de susceptibilidad por el método de Kirby-Bauer a 17
antibioticos (6 familias) siguiendo los criterios del CLSI (2013) de las 171 cepas de
E. coli aisladas de ITU. Los antibiéticos usados son tres aminoglucdsidos
(gentamicina, netilmicina y amikacina), seis B-lactdmicos (ampicilina, cefalotina,
cefuroxima, ceftazidima, cefotaxima y ciprofloxacina), cuatro quinolonas (&cido
nalidixico, levofloxacino, ciprofloxacino, ofloxacino y norfloxacino), trimetropin-
sulfametosaxol, nitrofurantoina y cloranfenicol, la seleccion de antibiéticos a probar
fue con base en aquellos que se administran para tratar ITU en pacientes
ambulatorios y hospitalizados. Se encontré un predominio de cepas resistentes a
las cefalosporinas de la y 2a generacion cefalotina (96%) y cefuroxima (98%)
respectivamente, seguidos por las cepas resistentes a cloranfenicol (98%) vy
ampicilina (79%). Los antibiéticos hacia los que hubo menor porcentaje de cepas
resistentes fueron los aminoglucdsidos amikacina (12%), Netilmicina (13%) y
Gentamicina (21%). El resultado de los perfiles de susceptibilidad de estos y los

demas antibioticos se muestran en la Figura 15.
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Sensibles M Resistentes
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Figura 15. Perfil de susceptibilidad a antibioticos de cepas de E. coli (n=171) aisladas de ITU de
pacientes hospitalizados. Se muestran los diferentes antibiéticos usados en la determinacién de perfiles de
susceptibilidad, asi como las familias a los que pertenecen y el porcentaje de cepas que fueron sensibles o
resistentes a estos. AMK= Amikacina, NET= Netilmicina, GM= Gentamicina, AM= Ampicilina, CF= Cefalotina,
CFX= Cefuroxima, CFZ= Ceftazidima, CTX= Cefotaxima, CRO= Ceftriaxona. AN= Acido nalidixico, LVX=
Levofloxacina, CIP= Ciprofloxacina, OFX= Ofloxacina, NOR= Norfloxacina, TSX= Trimetropim/Sulfametoxazol

y NF= Nitrofurantoina, C= Cloranfenicol.

Enfocandonos en los medicamentos considerados como de 12 y 22 eleccién por la
secretaria de salud (SALUD, 2009) para el tratamiento de infecciones urinarias,
Nitrofurantoina fue el antibiético con menor incidencia de cepas resistentes (35%)
mientras que el 60% de cepas son resistentes a Trimetoprim/Sulfametoxazol y el
37% a Cipofloxacino. En el caso de los antibiéticos de 22 eleccion, Acido Nalidixico
presento la mayor frecuencia de cepas resistentes (32%), seguido por Ofloxacino
y Norfloxacino (35% de cepas resistentes en ambos casos) por lo que
Levofloxacino fue el antibiético de 22 eleccion hacia el que hubo una menor

frecuencia de cepas resistentes (32%) (Figura 16).
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Sensibles M Resistentes
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Figura 16. Perfiles de susceptibilidad a los antibiéticos de 12 y 22 eleccién para el
tratamiento de ITU de acuerdo a la Secretaria de Salud de cepas de E. coli (n=171) aisladas
de ITU de pacientes hospitalizados. NF: Nitrofurantoina, TSX: Trimetoprim/Sulfametoxazol, CIP:
Ciprofloxacino, AN: Acido Nalidixico, LVX: Levofloxacino, OFX: Ofloxacino, NOR: Norfloxacino.

Bajo el criterio de que una cepa Multidrogo resistente (MDR) es aquella que es
resistente a dos o mas familias diferentes de antibidticos, en nuestras cepas
pudimos identificar que el 99% de estas son MDR, esta multirresistencia se
distribuyé en: 8% de cepas resistentes a 6 familias de antibiéticos, 16% a 5
familias, 27% a 4 familias, 32% a 3 familias, 16% a 2 familias dejando solo al 1%

de las cepas resistentes a antibiéticos pertenecientes a una familia Figura 17.
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Figura 17. Porcentaje de cepas de E. coli (n=171) aisladas de ITU de pacientes

hospitalizados resistentes por familia de antibiéticos a las que son resistentes.

Con la informacion obtenida se determinaron los diferentes patrones de
susceptibilidad a antibioticos o “Resistotipos” presentes en las 171 cepas de E. coli
analizadas, encontrando un total de 89 resistotipos distintos destacando la
resistencia hacia ampicilina, cefalotina, cefuroxima y cloranfenicol como ya se
menciond. Se encontraron 2 cepas resistentes a todos los antibidticos probados,
pero no se encontr6 ninguna cepa que fuera sensible a los mismos. Los
resistotipos mas representativos se muestran en la Tabla 12. El esquema con

todos los resistotipos se muestra en el Anexo A.
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Tabla 12. Tabla representativa de los diversos resistotipos encontrados y el nimero de
cepas de E. coli que los presentan.

B-lactdmicos :
Cefalosporinas QB
Aminoglucdésidos P Otros
la ee 3a gen 1a 2a gen
gen | gen 9 gen 9
AMK | NET CTX ¢} OFX

Numero
de
cepas

22

nnunnnnnn

nnunnnnunnim
U)U)U)U)U)U)U)U)g

(@)
U)U)U)U)U)U)U)(Dm

nnunnnnunnll

S

s Rl s

9
7
6
5
5
4
4
2
2
1
1
1
1
1
1

Los resistotipos mas frecuentes son aquellos que presentan resistencia hacia AM, CF, CFX y C, en
algunos casos también hay resistencia hacia TSX y NF. R= Resistente, S= Sensible. AMK=
Amikacina, NET= Netilmicina, GM= Gentamicina, AM= Ampicilina, CF= Cefalotina, CFX=
Cefuroxima, CFZ= Ceftazidima, CTX= Cefotaxima, CRO= Ceftriaxona. AN= Acido nalidixico, LVX=
Levofloxacina, CIP= Ciprofloxacina, OFX= Ofloxacino, NOR= Norfloxacino, TSX=
Trimetropim/Sulfametoxazol y NF= Nitrofurantoina, C= Cloranfenicol

De los resistotipos encontrados pudimos observar que los de mayor frecuencia
abarcaban a 4 familias de antibi6ticos (27 resistotipos diferentes) seguidos por las
gque abarcan a tres y cinco familias (21 y 20 resistotipos diferentes

respectivamente) Figura 18.
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Figura 18. Frecuencia de los diferentes resistotipos en las cepas estudiadas
Deteccidén de genes de virulencia
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Para estandarizar el PCRm1 primero se obtuvo cada fragmento por separado a
través de un PCR individual en el que se uso un gradiente de temperatura (T°C)

para conocer la Tm ideal (Figura 19).

‘_:atﬂ {855pb)

800ph M

o iveD (512 pb)

500pb < ;
5GtA {384 pb)

" flic {304 pb)

300pb <+ ;

< fimH {210 pb)

100pb

Figura 19. Gel de agarosa de PCR individual usando DNA cromosomal de la cepa control
CFT073 para la deteccion de los genes fimH, fliC, satP, iucD y satA. Fotografia de
electroforesis en gel de agarosa al 1% de productos amplificados por PCR individual. Las Tm
usadas para obtener cada producto fueron Carril 2: 49.2°C, Carril 3: 53.1°C, Carril 4 y 5: 54.7°C,
Carril 6: 57°C, Carril 7 y 8: 58.4°C, Carril 9 y 10: 60.1°C. carril 1. Marcador de PM, 100pb
(Fermentans). El nombre y tamafio del producto se indica a la derecha del gel.

Ya obtenidos los amplificados por separado, se hizo un gradiente de temperatura
para obtener las condiciones a usar en el PCR mdltiple, dado que el fragmento
satP no se pudo obtener bajo ninguna condicién, se le excluy6 del PCRm1 (Figura
20).
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Figura 20. Gel de agarosa (1%) del PCRm usando DNA cromosomal de cepas control
(CFT073) para la deteccidn de los genes fimH, fliC, satA, satP e iucD. Gel de agarosa al 1% de
los productos obtenidos por PCRm1 usando gradiente de temperatura. La Tm a la que se
obtuvieron los 4 amplificados se muestra en la parte superior de cada carril, se subraya la
temperatura seleccionada para ensayos posteriores con las muestras problema. MPM. Marcador
de peso molecular, 100 pb (Fermentans).

La busqueda de genes de virulencia se hizo mediante dos PCRm, en el primero se
amplifican los genes de la adhesina fimbrial (fimH) de 210 pb, la region
autotransportadora de la toxina autotransportadora secretada (satA) de 384 pb, la
flagelina (fliC) de 304 pb y la aerobactina (iucD) de 512 pb, mientras que en el
segundo (PCRm2) fue previamente estandarizado por los compafieros del
laboratorio y amplifica los genes de la adhesina/receptor de hierro (iha) de 150 pb,
la toxina autotransportadora vacuolizante en sus regiones peptidasa (vatP) y
autotransportadora (vatA) de 226 y 330 pb respectivamente, asi como los alelos
papGll y papGlll del pili P o Pap de 421 y 641 pb respectivamente (Figura 21).
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Figura 21. Resultados de PCRm2 usando DNA gendmico de cepas problema de E. coli
aisladas de ITU para la deteccion de los genes ihaA, vatA, vatP, papGlll y papGll.
Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos obtenidos por PCRm2 con TM de 61.4°C.
En la parte izquierda se indican con flechas el nombre y entre paréntesis el tamafio en pb de cada
producto obtenido. En carril 9 MPM. Marcador de PM 100pb (Fermentans); carril 1. Cepa
CFT073+059I; carril2 a 4. Cepa CFT073, Carril 5 a 7: Cepa GAG1, Carril 8: control negativo.

En la Figura 22 se puede observar un gel de agarosa representativo del PCRm1y
en la Figura 23 un gel representativo de PCRm2.
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Figura 22. Deteccidon de genes de virulencia caracteristicos de UPEC por PCRm1 de cepas
de E. coli (n=171) aisladas de ITU de pacientes hospitalizados. Electroforesis en gel
representativo de los productos obtenidos del PCR mdltiple 1 (PCRm1). Carril 1: cepa CFT073,
Carril 2: cepa GAGL, Carril 3: cepa GAG1 concentrada, Carril 4: cepa 101, Carril 5: cepa 118, Carril
6: cepa 13, Carril 7: cepa 56, Carril 8: cepa 81, Carril 9: cepa 104, Carril 10: cepa 129, Carril 11:
MPM 100 pb, Carril 12: cepa 120, Carril 13: cepa 119, Carril 14: cepa 66, Carril 15: cepa 164, Carril
16: cepa 76, Carril 17: cepa 43, Carril 18: cepa 109. De lado izquiero con flechas el nombre y
tamafio en pb de los genes amplificados.
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Figura 23. Deteccidon de genes de virulencia caracteristicos de UPEC por PCRm2. Gel
representativo de PCR multiple 2 para la detecciéon de genes de virulencia. Carril 1: cepa
CR16, Carril 2: cepa 166, Carril 3: cepa O591+CFT073, Carril 4: cepa 129, Carril 5: cepa 134,
Carril 6: cepa 22, Carril 7: cepa 21, Carril 8: cepa 87, Carril 9: cepa 76, Carril 10: marcador de peso
molecular 100 pb, Carril CR16, Carril 12: cepa 154, Carril 13: cepa 78, Carril 14: cepa O59I. De
lado izquierdo con flechas el nombre y tamafio en pb de los genes amplificados.

El gen de virulencia predominante en las 171 cepas de E. coli aisladas de ITU es
el de la adhesina fimbrial tipo 1 (fimH) con un 84%, seguido por los genes de la
adhesina/receptor de hierro (iha) en el 60%, la aerobactina (iucD) en un 53% vy el
de la toxina autotransportadora vacuolizante en su dominio peptidasa (vatP) 37%,
el gen vat en su dominio autotransportador (vatA) de igual forma que el del flagelo
(fliC) estan en el 17% de las cepas. Solo el 12% de las cepas presentaban tanto
dominio peptidasa (vatP) como el autotransportador (vatA) de VAT. El gen de la
toxina autotransportadora secretada en su region autotransportadora (satA) esta
en el 22% de las cepas. Los alelos del pili P, papGll y papGlIl estan presentes en
el 10% y 7% de las cepas respectivamente, el 5% de las cepas presentaron
ambos alelos. El 5% (9 cepas) de las cepas no amplificaron ninguno de los genes

de virulencia buscados. Esta informacion se muestra en la Figura 24.
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Figura 24. Determinacion de genes de virulencia de cepas de E. coli (n=171) aisladas de ITU
de pacientes hospitalizados. Predomind la presencia de genes que codifican para la adhesina
fimbrial y la aerobactina. PAPG* Porcentaje de cepas que presentan papG Il y lll. VAT **
Porcentaje de cepas que presentan vatA y vatP, Adh/C.He: Adherencia y captacion de hierro, A.N.:
Adquisicion de nutrientes.




Los genes de virulencia se encontraron en 50 patrones diferentes de presencia
simultanea, los mas relevantes se describen en la Tabla 13 y todos los patrones
se muestran en el Anexo B.

Tablal3. Tabla representativa de los distintos patrones de presencia simultanea de factores

de virulencia encontrados por PCRm a partir de DNA cromosomal de cepas de E. coli
(n=171) aisladas de ITU de pacientes hospitalizados.

Namero de
cepas

fimH+ 23

Numero de Genes  Genes presentes

fimH+iucD+ 16

fimH+iha+vatP+ 11

fimH+iucD+iha+

Ninguno

fimH+satA+iucD+iha+vatP+

fimH+satA+iucD+iha+

fimH+iha+

fimH+fliC+satA+iucD+iha+vatP+vatA+papG2+

iha+vatP+

iha+

fimH+fliC+satA+iucD+iha+vatP+vatA+papG3+papG2+

fimH+fliC+iucD+iha+vatP+papG2+

iha+vatP+vatA+

fimH+vatA+
fliC+iha+
fliC+papG2+

NININ|IN]|WIN]JO|FRP|IN]O|IN]|AMO|OJlW|WIN]|EF

Rl IFP|IFPIFPIFPININIW]|O]|]O]|00]|©]|©

papG3+papG2+

Se observa un predominio de cepas que solo contienen el gen fimH (23 cepas),
asi como la presencia simultanea de fimH+iucD en 16 cepas. Encontramos
también 1 cepa (cepa 124) que presentaba los 9 genes de virulencia y 3 que solo
eran deficientes del alelo papGlll (cepas 62, 65, 129), asi como 9 cepas que ho
presentaron ninguno de los genes de virulencia que buscamos (Cepas 39, 41, 81,
110, 123, 135, 139, 158 y 160).
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Caracteristicas de cepas aisladas de pacientes con infecciones recurrentes

En el analisis de las cepas que fueron aisladas de pacientes con ITU recurrente
encontramos que varias de estas cepas fueron aisladas de los servicios médicos
de urgencias y pedriatria, que pertenecen al filogrupo A y que presentan serotipos
asociados a ETEC.

Tabla 14. Tabla representativa de las cepas aisladas de pacientes con infeccion recurrente,
se muestran las caracteristicas analizadas durante nuestro estudio

s'edr'ViCi: Fecha de Grupo Ntl:'lz??:? - G de virul i :dmem

aislé Sensible |Resis|fimH |fliC |satA |iucD |iha |vatP |vatA | papG3 | papG2 | virulencia
Urgencias| 120072006 | OZNM | N.I. A si 5 2|+ |- -+ l+| +]| - - R 4
Urgencias| 12/07/2006 | O4:NM | ETEC B2 si 12 5 + + - + | + - - + + 6
27 |Urgencias| 12/07/2006 | O4:NM | ETEC B2 si 12 5 - + - + | + - - + + 5
42 |Pediatria | 22/08/2006 | 020:H9 | ETEC A si 12 5 - |+ - -+ | - - - - 2
94 | Pediatria | 22/08/2006 0O1l:He UPEC A si 3 14 + - - - - - - - - 1
83 O%:H? N.I. A si 1 16 + - - + + - - - 4
03 O%NM | N.I A si 1 B+ |- - S T . - - 2

Andlisis de laresistencia a antibiéticos por grupo filogenético

Con base en la clasificacion filogenética y los perfiles de susceptibilida a
antibioticos de las 171 cepas, estudiamos la relacion entre resistencia a
antibioticos segun el grupo filogenético de cada cepa, encontrando que la
resistencia hacia ampicilina, cefalotina, cefuroxima y cloranfenicol fue similar entre
los cuatro grupos filogenéticos. Mientras que en general hubo una menor
frecuencia de cepas resistentes a aminoglucosidos, cefalosporinas de 32

generacion, quinolonas y nitrofurantoina del filogrupo B2. (Figura 25).

58

——
| —




70
3
=} 58
§ 60
2 50 47 46
ut 41
3 40
g 31
o 30 26
°
° 18 20 20 20
‘T 20 15 14 14
8 13
c 8 10
8310 4
¢ 11
0 [ |
CF CFX CFZ CTX CRO AN LVX CIP OFX NOR/ TSX NF C
AMK NET GM AM 1la | 2a 3agen la  3a 2a gen
gen gen gen gen
Aminoglucdsidos B-lactamicos Quinolonas OTROS
Antibidticos
" 3.5
9 3 3 3
FC-'Z 3
2
»n 2.5
< 2 2 2 2 2 2 2
)
Q
3
o 15
g 1 1 1
E- 1
c
§ 0.5
1) 0O 0 O 0
&0
CF |CFX CFZ CTX CRO AN LVX CIP OFX NOR TSX NF C
AMK NET GM AM 1la 2a 3agen la 3a 2a gen
gen  gen gen gen
Aminoglucdsidos B-lactamicos Quinolonas OTROS
Antibioticos
[ 59 )




c) o

54 54
46
40
33
19
17
" 14 16 14
7
1 2 I M

CF CFX CFZ CTX CRO AN LVX CIP OFX NOR TSX NF C

Ul
o

B
o

N
o

=
o

Porcentaje de cepas resistentes
w
o

AMK NET GM  AM 1la 2a 3agen la 3a 2a gen
gen gen gen gen
Aminoglucdsidos B-lactamicos Quinolonas OTROS
Antibidticos

d)

50
44
§ a5 43
3 40 39
k% 35
§ 35 30
§ 30 25
Q 25
- 20
= 15 12 13 1
= 9
g 10 . 6 7
S N 1l
0
CF CFX CFZ CTX CRO AN LVX CIP OFX NOR TSX NF C
AMK NET GM AM 1la | 2a 3agen la  3a 2a gen
gen gen gen gen
Aminoglucdsidos B-lactamicos Quinolonas OTROS
Antibidticos

Figura 25. Resistencia a los antibidticos analizados de cada grupo filogenético de cepas de E.
coli (n=171) aisladas de ITU de pacientes hospitalizados. a) Cepas del filogrupo A (n=60); b)
cepas del filogrupo B1 (n=3); c) cepas del filogrupo B2 (n=61); d) cepas del filogrupo D (n=47).
AMK= Amikacina, NET= Netilmicina, GM= Gentamicina, AM= Ampicilina, CF= Cefalotina, CFX= Cefuroxima,
CFZ= Ceftazidima, CTX= Cefotaxima, CRO= Ceftriaxona. AN= Acido nalidixico, LVX= Levofloxacina, CIP=

Ciprofloxacina, OFX= Ofloxacina, NOR= Norfloxacina, TSX= Trimetropim/Sulfametoxazol y NF=
Nitrofurantoina, C= Cloranfenicol.
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Enfocandonos en los perfiles de resistencia hacia los antibiéticos de 12 y 22
eleccion (SALUD, 2009) podemos observar, eliminando el grupo B1 representado
por 3 cepas, en la grafica 15 que la resistencia hacia estos antibioticos se present6
principalmente en cepas del grupo D, seguidas por las del grupo A mientras que el
grupo B2 fue en el que hubo una menor frecuencia de cepas resistentes a estos

antibioticos Figura 26.
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Figura 26. Relacién entre resistencia a los antibidticos considerados de 13 y 22 eleccion por
la Secretaria de Salud (SALUD, 2009) y grupos filogenéticos de cepas de E. coli (n=171)
aisladas de ITU de pacientes hospitalizados. a) Cepas del filogrupo A (n=60); b) cepas del
filogrupo B1 (n=3); c) cepas del filogrupo B2 (n=61); d) cepas del filogrupo D (n=47). NF
Nitrofurantoina, TSX: Trimetoprim/Sulfametoxazol, CIP: Ciprofloxacino, AN: Acido Nalidixico, LVX:
Levofloxacina, OFX: Ofloxacina, NOR: Norfloxacina.
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Analisis de resistencia a antibiéticos y genes de virulencia

Para encontrar la relacion entre la resistencia a antibioticos y el nimero de genes
de virulencia, agrupamos a las cepas con base en el numero promedio de
antibioticos a los que son resistentes y el nimero de genes de virulencia que
presentan (Ninguno, de 1 a 3, de 4 a 6 y de 7 a 9 genes de virulencia). En la
grafica 16 se puede observar que las cepas con menor nimero de genes de

virulencia son resistentes a un mayor numero de antibiéticos y visceversa.

Numero promedio de antibidticos hacia los
que hay resistencia
N

Ninguno las3 4a6 7a9
Numero de genes de virulencia

Figura 27. Relacion entre el namero promedio de antibiéticos a los que las cepas de E. coli
(n=171) aisladas de ITU de pacientes hospitalizados presentan resistencia y el nimero de
genes de virulencia.

En cuanto a la cantidad de resistotipos que presentd cada grupo filogenético
encontramos que el grupo con mas resistotipos distintos fue el filogrupo A, seguido
por el B2. Cabe resaltar que el resistotipo que abarca a todos los antibi6ticos

analizados pertenece a cepas del grupo A (Figura 28).
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Figura 28. Numero de resistotipos que contiene cada grupo filogenético de cepas de E. coli
(n=171) aisladas de ITU de pacientes hospitalizados. Algunos resistotipos se repiten entre los

filogrupos.
Andlisis de los genes de virulencia y grupo filogenético

En cuanto a la relacion entre genes de virulencia y el grupo filogenético de la cepa,
el grupo filogenético B2 es el que contiene mas genes de virulencia seguido por
los grupos Ay D, los genes que predominaron en los tres grupos fueron aquellos
que participan en la adhesién, los genes de toxinas estuvieron principalmente en

el grupo B2.
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Figura 29. Relacién entre genes de virulencia por grupo filogenético de cepas de E. coli
(n=171) aisladas de ITU de pacientes hospitalizados. a) filogrupo A (n=60), b) filogrupo B1
(n=3), c¢) filogrupo B2 (n=61), d) filogrupo D (n=47). Adh/C. He= Adherencia y captacion de
hierro, A.N. Adquisicion de nutrientes.




En el analisis de variabilidad genética por grupo filogenético encontramos que el
namero de genes es bastante similar entre los grupos filogenéticos cuando se
analizé un rango de cero a dos y cuatro genes de virulencia, sin embargo, en el
grupo filogenético A predomino la presencia de 3 y 6 genes de virulencia, mientras
que en el grupo B2 predominé la presencia de cinco, siete, ocho y nueve genes de

virulencia, una de las cepas B1 presentd ocho genes de virulencia.
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Figura 30. Variabilidad genética por grupo filogenético de cepas de E. coli (n=171) aisladas
de ITU de pacientes hospitalizados. a) filogrupo A (n=60), b) filogrupo B1 (n=3), c) filogrupo
B2 (n=61), d) filogrupo D (n=47).




Andlisis de presencia de genes de virulencia y la resistencia a antibioticos

De igual forma analizamos la frecuencia con la que se encontraron los genes de
virulencia en las cepas resistentes a cada uno de los 17 antibioticos que

estudiamos (Figua 31).

En la grafica podemos observar como se mantiene una relacion directa entre la
resistencia a ciertos antibidticos (ampicilina, cefalotina, cefuroxima, trimetoprim-
sulfametoxazol y cloranfenicol) y la presencia de los genes de virulencia
estudiados, sin embargo, también se observa el fendbmeno contrario, en el que
disminuye la presencia de los genes de virulencia vatA, papGll y papGlll en cepas
resistenes a Netilmicina, gentamicinaceftazidima, ceftriaxona,Quinolonas (Acido

nalidixico, levofloxacino, ciprofloxacino, ofloxacino y Norfloxacino).
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Figura 31. Asociacion entre la presencia de cada gen de virulencia en las cepas que son resistentes a
los antibidticos que estudiamos La figura nos muestra la frecuencia en que se encuentra cada gen de
virulencia en las cepas resistentes a cada antibiotico estudiado. AMK= Amikacina, NET= Netilmicina, GM=
Gentamicina, AM= Ampicilina, CF= Cefalotina, CFX= Cefuroxima, CFZ= Ceftazidima, CTX= Cefotaxima,
CRO= Ceftriaxona. AN= Acido nalidixico, LVX= Levofloxacina, CIP= Ciprofloxacina, OFX= Ofloxacina, NOR=

Norfloxacina, TSX= Trimetropim/Sulfametoxazol y NF= Nitrofurantoina, C= Cloranfenicol,
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Discusion
Diversas fuentes a nivel nacional e internacional catalogan a las ITU como una de
las principales causas de morbilidad afectando principalmente a mujeres en edad
de entre 22 y 44 afos (DGE, 2013, WHO, 2014), si bien para nuestro estudio no
tuvimos con la edad de los pacientes, si pudimos observar que las cepas
analizadas provienen principalmente de mujeres, con lo que se corrobora la
informacion consultada en la literatura con respecto a la poblacion mas
susceptible.
La existencia de infecciones tanto poli- como monobacterianas ha sido reportado
previamente (Hernandez et al., 2007), en nuestro estudio encontramos pacientes
de los que se aislaron de una a cuatro cepas algunas aisladas del mismo servicio
meédico (2, 9 y 27 de urgencias, y 42 y 94 de pediatria), que pertenecen al mismo
patotipo (9,27 y 42 a STEC) o al mismo grupo filogenético (2, 42, 94, 83 y 93 al
grupo A). aun con esto, predominan aquellas infecciones causadas por una sola
cepa.
Pese a que los meses de Abril, Junio y Octubre del 2006 fueron en los que se
aisl6 un mayor numero de cepas, el numero de aislamientos no difiere
significativamente de otros meses del afo, por lo que no podemos hablar de un
periodo especifico en el que aumente la frecuencia de infecciones urinarias por E.
coli.
Los servicios médicos de los que se recolectaron cepas con mayor frecuencia
fueron nefrologia, urologia, urgencias y pedriatria. Si bien muchos de los estudios
de pacientes nosocomiales con ITU se enfocan principalmente en el papel que
juega el uso de catéteres uretrales en el desarrollo de una infeccién urinaria
(Flores et al., 2015) no se descarta la importancia que tiene el servicio médico en
el que se encuentra internado el paciente, ya que la identificacion de posibles
fuentes de contaminacion intrahospitalaria permite establecer medidas para
prevenir complicaciones por infecciones nosocomiales (Peleg et al., 2010; Tagoe
et al., 2011).
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Respecto a los serotipos predominantes en las cepas en estudio, los resultados
son consistentes con los que se ha reportado en otros estudios tanto a nivel
nacional como internacional y dentro nuestro equipo de trabajo (Wiles et al. 2008;
Aroche, 2011; Molina-Lopez et al. 2011; Molina, 2011; Martinez, 2012), es decir
son serotipos asociados al patotipo UPEC. Siendo de notar las 10 cepas del
serogrupo O25:H4, el cual ha sido asociado a clonas altamente virulentas (Molina-
Lépez et al. 2011). Cabe resaltar que también encontramos una alta frecuencia de
cepas con serotipos asociados a DEC, principalmente a STEC (Toval et al. 2014)
lo que sugiere que la ITU de aquellos pacientes de los que se aislaron estas
cepas, pudieron sufrir de una infeccion adquirida por contaminaciéon fecal,
fendmeno que se ha reportado previamante (Yamamoto et al., 1997; Nielsen et al.,
2014). Con respecto a esto, en este trabajo se encontro que el 3% de los casos
las cepas de E. coli pertenecen a la categoria EAEC dentro de las DEC. El papel
de EAEC como causante de ITU se registré por primera vez en 1991 duranter un
brote de ITU en Dinamarca, y posteriormente durante el 2014 se report6 el caso
de una una mujer de 55 afios originaria de Suiza que adquirié una ITU durante un
viaje a Filipinas, por lo que se ha sugerido que la expresion de FV especificos de
EAEC tales como una fimbria de adherencia agregativa le confieren habilidades
similares a las de UPEC para invadir al epitelio vesical (Boll et al. 2013; Herzog et
al. 2014).

La clasificacion filogenética mediante el PCR triple de Clermont ha sido
ampliamente usada en estudios de clasificacion molecular de cepas de E. coli. En
nuestro pais se han realizado muy pocos estudios de las cepas que causan ITU
(Molina-lopez et al. 2011) en nuestro estudio hubo una prevalencia de cepas B2, lo
cual concuerda con la mayoria de los reportes que establecen este grupo como el
principal causante de ITU (Lee et al. 2010; Molina-L6opez et al. 2011; Abdi et al.
2014) sin embargo también encontramos una elevada frecuencia de cepas del
grupo A, esto ha llegado a reportarse en la bibliografia pero con menor frecuencia
(Darehabi et al. 2013) ya que el grupo A abarca a cepas comensales y poco

virulentas, sin embargo, es posible que las bacterias no necesitaran contar con los
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genes de virulencia que buscamos para llevar a cabo su mecanismo de
patogenicidad, esto ya que los pacientes de los que se aislaron las cepas estaban
inmunocomprometidos, por lo que las cepas pudieron aprovecharse de esta
condicion del paciente para infectar el tracto urinario.

Previamente se ha registrado la resistencia hacia ampicilina y cefalosporinas de 12
y 22 generacion esta es la razén por la que diversos organismos de salud
encargados de establecer cuadros basicos de medicamentos no consideran a
estos antibidticos para el tratamiento de infecciones urinarias (SALUD, 2009). En
nuestro pais la secretaria de salud recomienda el uso de nitrofurantoina como
antibiotico de primera eleccion para el tratamiento de ITU dada su buena
absorcion y baja toxicidad, en nuestro estudio encontramos una alta frecuencia de
cepas sensibles a este antibibtico (65%), por lo cual lo podemos considerar como
un tratamiento efectivo contra E. coli causante de infecciones urinarias. Sin
embargo, el hecho de haber encontrado cepas resistentes a nitrofurantoina y a
otros antibioticos de primera y segunda eleccién en el tratamiento de ITU, sugiere
que se deben de realizar chequeos de los perfiles de susceptibilidad antes de
implementar un tratamiento o corregir este despues de los estudios de
antibiograma para evitar el desarrollo de cepas resistentes. Otros antibiéticos
recomendados como de primera eleccion por la Secretaria de salud son
ciprofloxacino y trimetoprim/sulfametoxazol en el caso del primero también se
encontré una alta frecuencia de cepas sensibles, aunque la frecuencia de cepas
resistentes es similar a la que hay para NF (37 y 35% respectivamente) sin
embargo el porcentaje de cepas resistentes a TSX supera al de cepas sensibles
(60/40%) dejando a este antibidtico como el menos recomendable de los de
primera eleccion contra ITU. La resistencia hacia TSX se ha reportado
previamente en otros paises como en el nuestro (Garcia et al. 2008; Pallet et al.
2010), lo que descartaria a este antibiético como parte del cuadro de tratamiento
de ITU. Ademas, lo que podemos observar en forma preocupante al analizar los
perfiles de susceptibilidad es que se estan seleccionando en la mayoria de las

cepas resistencia a otros antibioticos que no se usan para el tratamiento de ITU
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como es el caso de aminoglucosidos (17%) y cloranfenicol con un sorprendente
97% de resistencia. El analisis de los perfiles de susceptibilidad de las cepas de E.
coli hacia los antibidticos de 2a eleccion si bien muestra un porcentaje menor de
resistencia en general (32%), para el cual dificilmente se encuentra el tratamiento
con el antibiético adecuado sobre todo si no se realiza su perfil de susceptibilidad
antibiotica y la infeccion se puede complicar hasta llegar a sepsis y comprometer
la vida del paciente (Wagenlehner et al., 2008; Kalra et al., 2009). La Secretaria de
Salud (SALUD, 2008) establece que como parte del tratamiento oral de infeccién
urinaria baja (cistitis) en nifios mayores a tres meses se deben de considerar como
antibioticos de primera eleccion a la nitrofurantoina, al trimetoprim-sulfametoxazol,
a cefalosporinas de 12 y 22 generacidon y a amoxicilina con acido clavulanico. Estos
altimos no fueron parte de nuestro estudio, pero en lo que respecta a los demas
antibidticos, podemos mencionar que solo la nitrofuarantoina mostré una actividad
antimicrobiana efectiva hacia las cepas estudiadas, mientras que en el caso de
trimetoprim-sulfametoxazol y las cefalosporinas de 12 y 22 generacion (cefalotina y
cefuroxima respectivamente) prevalecieron las cepas resistentes por sobre las
sensibles. Mientras que en el caso de las infecciones complicadas (pielonefritis) la
Secretaria de Salud recomienda una dosis Unica diaria de aminoglucdsidos, o de
cefalosporina de segunda (cefuroxima) o tercera generacion (cefotaxima o
ceftriaxona), como ya mencionamos, nuestros resultados muestran la inefectividad
de un tratamiento a base de cefuroxima, sin embargo, los aminoglucésidos
estudiados (gentamicina, netilmicina y amikacina) resultaron tener los indices de
resistencia mas bajos de entre los 17 antibiéticos. De iguall forma hubo una baja
frecuencia de cepas resistentes a cefotaxima y ceftriaxona. La efectividad de estos
antibidticos y principalmente de aquellos hacia los que aun no se ha desarrollado
resistencia, se debe de mantener bajo vigilancia. La sensibilidad hacia
aminoglucésidos de las cepas resistentes a quinolonas los podria convertir en una
alternativa ante la aparicién de cepas resistentes a los antibioticos de la y 2a
eleccion, sin embargo, los aminoglucésidos son conocidos por su nefro y

ototoxicidad (Espinosa et al., 2012), siendo NET, de los tres que probamos, el mas
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recomendable dada su baja toxicidad y el buen resultado que obtuvo en nuestro
analisis (87% de las cepas fueron sensibles). Antimicrobianos como el
Cloranfenicol, Tetraciclinas y Estreptomicina han quedado fuera de la terapia para
el tratamiento de la infeccién urinaria, tanto por su inefectividad como por sus
efectos toxicos colaterales (Vergara et al., 2008).

La multirresistencia ha sido reportada como un fendmeno a nivel mundial,
complicando el tratamiento de las ITUs y favoreciendo el desarrollo de infecciones
cronicas y el dafo renal. En nuestro estudio encontramos 89 resistotipos distintos
que afectan principalmente el uso de entre tres y cuatro familias de antibiéticos. Es
importante la determinacién de resistotipos para elegir el tratamiento en base no
solo en las caracteristicas del microorganismo, sino que también en los patrones
de susceptibilidad (Mukherjee et al. 2013). Generalmente el tratamiento inicial es
empirico utilizando antibiéticos de primera eleccion e incluye la cobertura con
antibioticos de amplio espectro y si bien el desarrollo de nuevos antibidticos es un
proceso complicado y que la mayoria de las veces suele terminar en antibiéticos
inaccesibles al publico, la constante vigilancia de las caracteristicas de
susceptibilidad puede ser una alternativa al control de las infecciones de tracto
urinario.

La deteccion de genes de virulencia nos brinda un panorama de la capacidad y
grado de dafio al hospedero que tienen estas cepas , es decir, de la capacidad de
provocar cistitis o hasta pielonefritis, o bien infecciones recurrentes en nuestro
estudio asi como en los de otros grupos de investigacion se reporta al gen de la
adhesina fimbrial (fimH) como el mas comun en E. coli tanto intestinal como
extraintestinal y es que mas que tener una funcion en el dafio en el hospedero, la
adhesina fimbrial le permite adherirse al epitelio intestinal y urinario ya que las
células de ambos contienen los receptores de manosa, comunmente usados como
son los blancos especificos de fimH (Bien et al. 2012). Pero en UPEC cobra
importancia la presencia de la fimbria o pili tipo 1 ya que se ha demostrado que las

cepas que carecen de esta fimbria son menos virulentas, asi que pili tipo 1 es un
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elemento clave en el tropismo tisular y en el fenoméno de invasion de UPEC
(Hanan, 2010)

En este estudio encontramos que los genes de virulencia mas frecuentes fueron
aguellos involucrados en la adherencia (fimH e iha) y al igual que en otros
estudios, se encontré un predominio de cepas que contienen el alelo papGll por
sobre las que contienen al papGlll. Otro gen frecuente entre nuestras cepas fue el
de la aerobactina (iucD) lo cual puede hablarnos de la importancia por la
adherencia y la adquisicion de nutrientes (Matuzzi, 2008; Aroche, 2011, Molina,
2011; Martinez, 2012)

La presencia individual o simultanea de los genes de virulencia detectados nos
brinda un panorama del mecanismo de patogenicidad que puede tener cada cepa
estudiada (Mulvey et al., 2002; Kaper et al.,, 2004; Croxen et al. 2013). La
deteccidén de un alto nimero de cepas con fimH, iha e iucD nos indica que estas
tienen la capacidad de adherirse al epitelio renal y adquirir el hierro necesario para
su mantenimiento, sin embargo, los bajos indices de fliC y satA nos habla de que
pocas de las cepas de E. coli estudiadas tienen la capacidad de desplazarse por el
tracto urinario y tener un efecto téxico sobre el epitelio renal y asi sucesivamente

segun los patrones de presencia simultanea de los genes buscados.

Con el analisis de las diversas combinaciones de genes de virulencia podemos
inferir las posibles rutas de patogenicidad que seguira la bacteria, de esta forma
podemos hablar de que las 41 cepas que detectamos con fimH e iucD pueden
adherirse al uroepitelio y adquirir hierro del medio, las 26 cepas que contienen los
genes fimH, satA e iucD tienen la capacidad de adherirse al uroepitelio, causar
dafio al epitelio renal y adquirir el hierro necesario para mantenerse, mientras que
las 13 cepas con fimH y fliC solo pueden adherirse y desplazarse por el tracto
urinario, mientras que las 50 cepas que solo contienen fimH podrian limitarse a
adherirse al uroepitelio si es que no cuentan con un gen de virulencia que les
permita usar un mecanismo de patogenicidad alternativo al que se basa en los

genes gue buscamos. Cabe resaltar que el hecho de que una cepa cuente con
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menos genes de virulencia que otra no implica que no podra participar en el
desarrollo de la enfermedad, ya que el estado de salud depende del equilibrio de
la triada ecoldgica y al tratarse de cepas provenientes de pacientes de un hospital
infantil pueden existir en ellos deficiencias del sistema inmune que permiten que

cepas habitualmente consideradas como comensales provoquen una enfermedad.

Sin embargo estos estudios se limitan a hablarnos de la capacidad de la bacteria
con base en su contenido genético y mas aun usando un grupo significativo pero
limitado de genes de aquellos potencialmente patdégenos con los que cuenta
UPEC, hace falta el ampliar el nimero de genes de virulencia, realizar estudios de
expresion génica e interaccion bacteria-hospedero para tener un panorama mas
certero de los mecanismos de patogenicidad usados in vivo por las E. coli que
infectan a la poblacion mexicana.

A pesar de que se conocen varios factores que participan en el mecanismo de
patogenicidad de UPEC todavia quedan por caracterizar otros que son especificos
de las E. coli que causan ITU. Se ha secuenciado el genoma completo de algunas
cepas prototipo de UPEC como la que usamos en este trabajo, la cepa CFT O73 'y
se sabe que poseen hasta 13 diferentes islas de patogenicidad o PAI que ocupan
aproximadamente 672 kb que corresponde al 12.8% del genoma de UPEC, la
longitud promedio de las PAIls oscila entre 32-123 kb y 131 genes son especificos
de UPEC y varios de ellos aun no han sido caracterizados (Welch et al. 2002;
Lloyd, 2007)

Se sabe que la predisposicién de las mujeres por contraer ITU se debe a su
anatomia, esto sugiere el papel que juegan las infecciones cruzadas por malas
practicas higienicas; esta predisposicién se puede corroborar en nuestro estudio
en donde encontramos un predominio de cepas de E. coli del filogrupo A en
mujeres. Este grupo engloba principalmente a cepas comensales y poco
virulentas. Mientras que las cepas provenientes de hombres pertenecen
principalmente al grupo B2, las cepas de este filogrupo contienen mas genes de

virulencia y en diferentes combinaciones como se ha reportado en otros estudios
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(Naves et al., 2008; Abdi et al., 2014), lo cual favorece que las cepas puedan
invadir, sobrevivir y desplazarse a lo largo de la uretra hasta colonizar la vejiga.
Hay que considerar que en el filogrupo B2 hubo una menor frecuencia de
resistencia a antibiéticos a comparacion de las cepas de los grupos A, en el que
también se encontr6 un mayor nimero de resistotipos distintos, esto también ha
sido reportado previamente en la literatura. Se postula que las cepas del filogrupo
A pueden servir como la fuente de determinantes de resistencia antibiotica
(Branger et al., 2005).

Se ha propuesto que la expresién de genes de virulencia tiene una relacién
inversa con la resistencia a antibiéticos, es decir el microorganismo reprime la
expresion factores de virulencia para poder mantener los genes de resistencia
adquiridos mediante EGM (Bien et al., 2012) este fendbmeno se observd en
nuestros resultados ya que aquellas cepas que carecen o que tienen de uno a tres
genes de virulencia son resistentes a un mayor numero de antibiéticos que
aguellas que poseen de cuatro a nueve genes de virulencia. En otros estudios se
ha encontrado una relacion directa en cuanto a la presencia o ausencia de ciertos
genes de virulencia y la resistencia hacia un determinado grupo de antibioticos, tal
como observé Molina (2011) dentro de nuestro equipo de trabajo con las cepas de
E. coli que carecian del gen de la hemolisina, pero eran resistentes a Cefalotina,

trimetoprim-sulfametoxazol, levofloxacina y ceftriaxona.

En nuestro estudio hallamos una relacion inversa entre la resistencia hacia
aminoglucésidos, quinolonas y nitrofurantoina y la presencia de los genes vatA y
papGlll y también entre la resistencia hacia Ceftazidima y ceftriaxona y la
presencia de los genes vatA, papGlll, satA y papGll. Una relacién similar fue
reportada previamente por Velasco et al. en el 2001 cuando encontré que cepas
carentes de los alelos del gen papG y que eran incapaces de causar pielonefritis y
prostatitis mostraban una alta resistencia a quinolonas, cabe mencionar que el gen
papG se encuentra dentro de una isla de patogenicidad. Estos resultados son

similares a los que obtuvo Basu (2013) al analizar 100 cepas procedentes de
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infeccion urinaria, encontrando que aquellas que poseian el alelo papGll eran mas
susceptibles a acido nalidixico y ciprofloxacino que aquellas que carecian dicho
gen, de igual forma en nuestras cepas podemos observar que aquellas cepas que
contienen papGll o papGlIl son mas suceptibles a quinolonas que aquellas que no

los contienen.

En el caso de aquellas cepas que presentan resistencia hacia ampicilina,
cefalotina, cefuroxima y cloranfenicol, y en las que ademas se encuentran todos
los genes de virulencia estudiados, cabria analizar la localizacion de estos en el
genoma bacteriano, puesto que podrian encontrarse dentro de algin elemento
genético mévil, ya que estd bien reportado el papel que juega la transferencia
genética horizontal en el desarrollo de multirresistencia en cepas que infectan a

pacientes nosocomiales (Vinué et al., 2008).

Como podemos observar las cepas que analizamos cuentan con diversas
caracteristicas de virulencia que han sido reportadas previamente en la literatura
internacional por lo que podemos hablar de que las cepas de E. coli que afectan a
la poblacion mexicana cuentan con una amplia variedad de caracteristicas que
deben de ser bien comprendidas y a las que hay que dar seguimiento si se quiere
disminuir la incidencia que tiene este microrganismo sobre la poblacion. Nuestro
estudio nos ha permitido obtener valiosa informacion sobre las condiciones que
presentan nuestras cepas en cuanto a sus determinantes de patogenicidad se
refiere, ademas de poner en manifiesto las posibles modificaciones que se podria
hacer al esquema de medicamentos que se aplica en nuestro pais. Con esto
esperamos contribuir en el tratamiento que se da a las infecciones urinarias que

afectan a nuestra poblacion.
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9.

Conclusiones
La mayoria de las cepas de E. coli fueron aisladas de pacientes del sexo

femenino.

Se encontraron pacientes con ITU recurrentes de los que se aislaron de dos
a cuatro cepas, algunas de estas cepas fueron aisladas del mismo servicio
médico y pertenecian al mismo patotipo o grupo filogenético.

El servicio médico del que se aislaron mas cepas fue nefrologia.
Encontramos serotipos tipicos de UPEC y de DEC, asi como algunos que
no se han asociado a algun patotipo.

Las cepas pertenecen principalmente al grupo filogenético B2.

Predomind la resistencia a ampicilina, cefalotina, cefuroxima, cloranfenicol y
trimetoprim/sulfametoxazol. Mientras nitrofurantoina es la mejor opcion para
el tratamiento de ITU.

Predominaron las cepas multiresistentes, se encontraron 89 resistotipos
distintos. Dos cepas son resistentes a todos los antibiéticos analizados.

Los genes de virulencia predominantesparticipan en la adherencia y en la
adquisicién de hierro (fimH, iha y iucD). una cepa posee todos los genes de
virulencia, y tres cepas solo carecen del alelo papGll.

Los genes de virulencia se detectaron en 50 patrones distintos.

10.Hay una menor frecuencia de cepas del filogrupo B2 resistentes a

aminoglucosidos y quinolonas. Mientras que la resistencia hacia antibiéticos
de 12y 22 eleccién predomina en cepas del filogrupo D.

11.Hay una relacién inversa entre la presencia de genes de virulencia y la

resistencia antibiotica.
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Perspectivas.

Detectar factores de virulencia adicionales a los ya estudiados.
Determinar los perfiles plasmidicos de las cepas y realizar estudios de
conjugacion para determinar si hay movilidad de genes de virulencia y de

resistencia.

3. Completar la caracterizacion de los patotipos por PCR multiple.

. Aplicar la metodologia de PCR cuadruplex para hacer una clasificacion
filogenética segun los nuevos filogrupos establecidos.

Realizar estudios de secuenciacion multilocus (MLST) para establecer la
distancia filogenética entre las cepas.

Determinar la expresion y funcionabilidad de los genes de virulencia
estudiados.

Deteccion de los genes de resistencia a antibiéticos de mayor relevancia

epidemildgica.
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ANEXO A) Resistotipos encontrados en las cepas analizadas
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ANEXO B Patrones de variabilidad de presencia de los genes de virulencia

#Genes Genes # cepas  Cepas
9 fimH+fliC+satA+iucD+iha+vatP+vatA+papG3+papG2+ 1 124
8 fimH+fliC+satA+iucD+iha+vatP+vatA+papG2+ 3 62, 65, 129
7 fimH+fliC+satA+iucD+iha+vatP+vatA+ 2 51, 66
fimH+fliC+satA+iucD+iha+vatP+papG2+ 1 144
6 fimH+fliC+iucD+iha+vatP+papG2+ 1 146
fimH+fliC+iucD+iha+papG3+papG2+ 1 9
fimH+fliC+iha+vatP+vatA+papG3+ 1 150
fimH+fliC+vatP+vatA+papG3+papG2+ 1 1
fimH+satA+iucD+iha+vatP+vatA+ 1 170
fimH+satA+iucD+iha+vatP+papG2+ 1 82
fimH+iucD+iha+vatP+vatA+papG3+ 2 19, 149
fimH+iucD+iha+vatP+vatA+papG2+ 2 37, 48
5 fimH+fliC+iucD+iha+vatP+ 2 36, 141
fimH+fliC+vatP+vatA+papG2+ 1 87
fimH+satA+iucD+iha+vatP+ 10 5,6%5, 38, 86, 125, 136, 127, 128, 136,
fimH+satA+iucD+iha+vatA+ 2 74, 75
fimH+satA+iucD+iha+papG3+ 2 8y 10
fimH+iucD+iha+vatP+vatA+ 1 71
fimH+iucD+iha+vatP+papG2 1 31
fimH+iha+vatP+vatA+papG3+ 2 147, 148
fliC+iucD+iha+papG3+papG2+ 1 27
4 fimH+fliC+satA+iucD+ 2 69, 169
fimH+fliC+iha+vatP+ 1 119
fimH+fliC+iha+vatA+ 4 138, 142, 143, 145
fimH+fliC+vatP+vatA+ 1 22
fimH+satA+iucD+iha+ 8 6,12, 16, 63, 118, 120, 152, 167
fimH+satA+iucD+vatA+ 1 58
fimH+iucD+iha+vatP+ 8 2, 77,83, 85, 88,98, 29, 33
fimH+iucD+iha+vatA+ 1 72
fimH+iha+vatP+vatA+ 2 137,171
3 fimH+fliC+iha+ 1 100
fimH+satA+iucD+ 1 155
fimH+iucD+iha+ 9 114, 101, 64, 4, 20, 21, 44, 45, 50
fimH+iucD+vatP+ 1 134
fimH+iha+vatP+ 14 17, 28, 53, 54, 55, 59, 78, 80, 84, 97,
105, 106, 107, 108
iucD+iha+papG2+ 1 25
2 fimH+fliC+ 3 162, 116, 92
fimH+iucD+ 16 3,11, 13, 14, 23, 24, 34, 168, 67, 73, 89,
91,93, 113, 131, 157
fimH+iha+ 8 112, 102, 115, 153, 46, 47, 7, 26
fimH+vatA+ 1 70
fliC+iha+ 1 42
fliC+papG2+ 1 57
satA+iucD+ 2 109, 56
iucD+iha+ 3 132, 104, 43
iha+vatP+ 3 79,121, 154
papG3+papG2+ 1 165
1 fimH+ 23 140, 151, 156, 159, 163, 164, 166, 18,
35, 40, 49, 52, 61, 68
, 90, 94, 95, 96, 99, 103, 111, 117, 130
iucD+ 4 30, 32, 60, 133
iha+ 2 76, 122
0 fimH-fliC-satA-iucD-iha-vatP-vatA-papG3-papG2- 9 39, 41, 81, 110, 123, 135, 139, 158
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ANEXO C. Caracteristicas generales de las 171 cepas de E. coli
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