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Resumen
Las infecciones de tracto urinario (ITU), son consideradas las infecciones mas
comunes en los humanos, siendo Escherichia coli uropatdgena (UPEC) el agente
etiolégico principal, en un 70-95%, de este tipo de infecciones. Estas bacterias
poseen una multitud de factores de virulencia entre los que se encuentran: proteinas
de movilidad y adherencia, mecanismos de evasion de la respuesta inmune vy
sistemas de captaciéon de hierro que le confieren la capacidad para invadir y
colonizar el tracto urinario del hospedero. E.coli se clasifica en 4 grupos
filogenéticos: A, B1, B2 y D dependiendo de su naturaleza comensal (Ay B1) o
patégena (B2 y D). Por otro lado la comparacion de perfiles plasmidicos es un
método util para evaluar la relacion de cepas de bacterias para estudios
epidemioldgicos. Finalmente la displasia cervical se refiere a cambios anormales en
la superficie del cuello uterino lo que conlleva a un sistema inmune comprometido a
combatir esta patologia dejando al organismo del paciente susceptible a otro tipo de
infecciones. El objetivo del presente trabajo fue analizar las caracteristicas
filogenéticas, fenotipicas y moleculares de 17 cepas de Escherichia coli
uropatdégena aisladas de pacientes con diagnostico de displasia cervical cursando
con infeccion de tracto urinario. Se encontro que el grupo B2 fue el predominante,
seguido por el grupo A y D y en ultimo lugar el grupo B1l. Los plasmidos mas
frecuentes son de 92, 4.2 y 1.4 Kb. El tamafio de los plasmidos va de 1.1 a 100Kb.
Existen 5 cepas que no poseen plasmidos y el resto tiene de 1 a 5 plasmidos. De
los 10 factores de virulencia de UPEC determinados, el factor de virulencia mas
comun es fimH y ecpl presentandose en 16 cepas respectivamente, mientras que
cnf no se presentd en ninguna cepa de UPEC. Con respecto a la susceptibilidad
antibiotica, las cepas mostraron mayor resistencia a Cefalotina, Cefuroxima y
Cloranfenicol (16 cepas) y una mayor sensibilidad a Ceftazidima (15 cepas),
Netilmicina y Ceftriaxona con 14 cepas respectivamente. Estos resultados
representan un avance importante en el estudio de UPEC aislada de pacientes
mexicanos cursando con ITU, de los cuales existen pocos reportes. El aporte
adicional es que no existen estudios de las caracteristicas de UPEC aisladas de
pacientes con displasia cervical y esto puede ayudar a dar una mejor alternativa de

tratamiento.
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Introduccion.
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Las infecciones de tracto urinario (ITU), son consideradas en general como la
presencia de microorganismos patégenos en el tracto urinario con o sin presencia
de sintomas (Wook Yun, et al., 2013) y son las infecciones mas comunes en los
humanos (Bien, et al., 2012).

Se estima que en todo el mundo se presentan al menos 150 millones de casos de
ITU por afio (Echevarria-Zarate, et al., 2006). En México segun cifras del INEGI
(2011) las infecciones de tracto urinario ocupan el tercer lugar en morbilidad

hospitalaria (Olvira, et al, 2009).

Las mujeres son el sector poblacional que se ve méas afectado por estos
padecimientos debido a la proximidad morfolégica del uréter con el ano (Li, et al.,
2010); en el 2007, el boletin Epidemioldgico de la Secretaria de Salud se reporto
un total de 3, 076,468 casos de infecciones del tracto urinario, de los cuales 2,

294,451 (74.5 %) fueron en mujeres y 749,755 (23%) se presentaron en hombres.

Las ITU pueden ser clasificadas de diferentes maneras: aguda o crénica, no
complicada o complicada, sintomatica o asintomatica, nueva 0 recurrente,
comunitaria 0 nosocomial y segun su localizaciéon anatomica como altas o bajas,
siendo esta Ultima la mas comun (Echevarria-Zarate, et al., 2006). Las infecciones
de tracto urinario bajas se relacionan con la colonizacion bacteriana a nivel uretra,
vejiga y en el caso de los hombres prostata; causando uretritis, cistitis y prostatitis
respectivamente. Los sintomas que se presentan en las ITUs bajas incluyen dolor
al orinar (disuria), orinar frecuentemente (polaquiuria), urgencia para orinar, dolor

suprapubico, presencia de sangre en la orina (hematuria) y mal olor en la orina.

Las infecciones de tracto urinario altas, por otro lado, indican la presencia de
microorganismos a nivel de rifiones causando pielonefritis presentando sintomas
como fiebre elevada, escalofrios, dolor lumbar, nausea, vomito y urgencia para

orinar (Arenas-Hernandez, et al., 2012). (Imagénl).
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Figura 1. Colonizacién del sistema urinario por Escherichia coli uropatégena (Modificado de Kaper, et al.,
2004)

El tratamiento de las ITUpara cada paciente va a variar de acuerdo a sus
caracteristicas, y es necesario considerar la creciente resistencia que E.coli
uropatdégena generan a causa de la transferencia horizontal (Platt, et al., 1984).
Aunque normalmente los antibidticos son efectivos contra las infecciones en vejiga,
puede que no lo sean en el caso de mujeres que tienen infecciones recurrentes, de
infecciones en pacientes hospitalizados, o en el caso de nifios.

Debido a todo lo anterior, es recomendable realizar un antibiograma para determinar
el antibidtico que dara mejor resultado para tratar la infeccion. Los antibidticos de
primera eleccion para ITU baja no complicada son trimetropim-sulfametoxazol,
nitrofurantoina y cefalexina; mientras que para las ITU altas complicadas
Ciprofloxacina es el mas recomendado seguido de antibiéticos como nitrofurantoina,
ac. Nalidixico y cefalexina. Por otro lado en el caso de las mujeres embarazadas se
utiliza cefalexina, amoxicilina, nitrofurantoina y trimetropim-sulfametoxazol y en
nifios trimetropim-sulfametoxazol para infecciones bajas y ampicilina+gentamicina

en el caso de infecciones de rifdn.
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Escherichia coli como principal agente causante de ITU.

En su mayoria las infecciones de tracto urinario son ocasionadas por gérmenes
procedentes de la flora normal del intestino del propio paciente, se trata de bacterias
Gram negativas pertenecientes al género Enterobacteriaceae (Rendon, et al.,
2007).

Escherichia coli es el agente etioldgico responsable del 80% de los casos de ITU y
el 20% restante incluye organismos como K. pneumoniae, S. saprophyticus,
enterococus spp, GBS, P.mirabilis, P. aeruginosa, S. aureus, Candida spp (Flores-
Mireles, et al., 2015) (Ver anexo).

Escherichia coli es una especie que presenta cepas tanto patdgenas como
comensales. Recibe su nombre en honor a su descubridor Theodore von Escherich,
quien la describi6 por primera vez en 1885. Forma parte de la familia
Enterobacteriaceae (Ewing, 1985), la cual esta formada por bacilos y cocobacilos
gram negativos anaerobios facultativos, no formadores de esporas, fermentadores
de glucosa, no presentan actividad de citocromooxidasa (son oxidasa negativa),
reducen nitratos a nitritos y las especies moviles lo son mediante flagelos de

distribucion peritrica (Stiles et al., 1981).

Dentro del grupo de las cepas de E.coli patbgenas se encuentran las intestinales y
las extraintestinales (EXPEC) en donde se encuentra E. coli uropatdgena o UPEC,
causante de las infecciones de tracto urinario; y que son normalmente identificados
por tipificacién serologica de sus antigenos de superficie: O (lipopolisacérido), H
(flagelar) y K (capsular) (Li, et al., 2010) aunque otros antigenos presentes en
distintas cepas (capsulares, fimbriales y otros) han sido empleados para su

clasificacion o identificacion (Adachi et al., 2001).

E.coli es normalmente una bacteria comensal, y llega a formar una relacion benéfica
con su hospedero proporcionandole nutrientes y proteccidén contra microorganismos
extrafos. Ciertas cepas de ésta bacteria pueden cambiar su naturaleza comensal y
desarrollar una naturaleza patégena causando enfermedades para el hospedero
(Wiles, et al., 2008).
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Factores de Virulencia de UPEC

UPEC ha desarrollado un gran repertorio de factores de virulencia que le
proporcionan a la bacteria la capacidad de colonizar el tracto urinario, de persistir,
de evadir la respuesta inmune del hospedero y de causar dafio al mismo (Bien, et
al., 2012). Se pueden dividir en 4 categorias: adherencia, evasion respuesta

inmune, sistemas de captacion de nutrientes y toxinas (Tabla 1).

fimH Adhesina de pilitipo 1
flic Subunidades pol‘lmerlzadas de
flagelina.
papA Subunidad principal : fimbria P
Movilidady Adherencia
papG1
papG2 Alelos de adhesina fimbriaP
papG3
Ecpiy2 Pili comun de E.coli
Sistemas captacion hierro iucD Aerobactina
iha Adhesinay captacion hierro
satA o _
Citopaticay vacuolizante
satP
vatA
: Vacuolizante
Toxinas vatP
hlyA Hemolisina o (Lisis celular)
enf toxina citotoxica necronizante
factor 1 (Internalizacion a célula)

Tabla 1. Principales factores de virulencia de Escherichia coli uropatégena

Movilidad y adherencia.

Uno de los principales factores de UPEC es el flagelo, encargado de la movilidad
de la bacteria y con él puede alcanzar niveles mas altos del sistema urinario como
los rifiones y provee una gran estrategia de colonizacion. El flagelo estd compuesto
por subunidades polimerizadas de flagelina codificadas por el gen fliC y es un

indicador de la gravedad de la enfermedad (Karam et al., 2012)
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La enfermedad comienza con la habilidad de la bacteria para unirse al tejido y asi
colonizar el tracto urinario. La adherencia al tejido del hospedero por UPEC es el
proceso principal de colonizacion el cual involucra la participacion de varias
adhesinas que actuan al mismo tiempo o dependiendo de la etapa de la infeccion.
Una gran cantidad de bacterias incluyendo E.coli posee fibras poliméricas
adhesivas llamadas “pili” o “fimbrias” que facilitan el anclaje inicial de la bacteria
(Ronddn et al., 2007). Se han identificado varios tipos de estas fimbrias tanto de
cepas virulentas como en comensales, ya que estas también tienen que colonizar
el tracto digestivo.

Se tiene bien identificado un pili denominado pili comuan de E. coli (ECP), compuesto

de pilina, una proteina de 21Kda y que es codificado por el gen ecpl.

Una fimbria importante en la colonizacion de UPEC al epitelio del tracto urinario, es
la fimbria tipo 1, la cual se une a uroplaquinas manosiladas del urotelio, via la
adhesina FimH ubicada en la punta de la fimbria (Karam, et al; 2012). La fimbria
tipo 1 favorece la colonizacién y la activacion de la respuesta inmune primaria del
hospedero, (Figura 1). FimH es la encargada de mediar el enlace con el hospedero
por receptores de reconocimiento y desatar la respuesta inmune innata y esta

codificada por el gen con el mismo nombre.

Otra fimbria importante en la adherencia de UPEC es la Fimbria P, que fue la
primera en describirse. Esta fimbria esta codificada por el gen pap (pili asociado a
pielonefritis por sus siglas en inglés) que consiste en 11 genes, la subunidad
principal es codificada por papA mientras la punta que funciona como adhesina es

codificada por papG que posee tres alelos: papG1, papG2y papG3.

Las siguientes fimbrias importantes son las pertenecientes a la familia Afa/Dr que
consisten en adhesinas fimbriales como F1845, Dr, Dr-ll, Afa-3 y afimbriales como
Afal. Se ha reportado que de un 30-40% de cepas de UPEC aisladas de pacientes
embarazadas con pielonefritis tienen este tipo de adhesinas (Arenas-Hernandez, et
al., 2009).
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Otra de las primeras estrategias de E.coli para sobrevivir y generar una enfermedad
cronica es la formacion de comunidades bacterianas intracelulares (IBC). La
formacion de estas comunidades comienza 3 horas después de que la bacteria
entra al hospedero y se adhiere a las células epiteliales; esta union desencadena la
actividad de RhoA, Cdc42 y Racl que posteriormente activan adhesina cinasas,
fosfoinositidin 3-cinasa, a-actinina y vinculina lo que provoca un re arreglo de los
filamento de actina de la membrana de la célula del hospedero cambiando su
conformacion y formando una extension alrededor de la bacteria internalizandola y
logrando que la infeccién se vuelva recurrente evadiendo con ello los mecanismos

de eliminacién por parte del hospedero (Anderson, et al., 2004).

Ademas de su gran capacidad de adherencia, UPEC posee un gran repertorio de
otros factores de virulencia (FV's) de los cuales en su mayoria depende la gravedad
de la enfermedad. Normalmente estos factores no se codifican en el genoma de la
bacteria sino por inserciones génicas que no se encuentran normalmente en cepas
no patdégenas. Estas regiones cromosomales conocidas como islas de
patogenicidad (Hacker, et al; 1997) son regiones >10kb flanquedas por secuencias
repetidas e inestables; debido a esto ultimo, en estas zonas del genoma es donde
se lleva a cabo la transferencia horizontal de genes entre bacterias patdogenas y en
muchos casos de bacterias comensales a patogenas (Oelschlaeger, et al., 2002,
Hentschel, et al., 2011).

Toxinas.

Dentro de los factores de virulencia de UPEC se encuentran las toxinas, secretadas
por la bacteria para dafiar y matar a las células epiteliales de su hospedero y asi
incrementar su capacidad invasiva. a-hemolisina, una de las toxinas mas comunes
de UPEC, es codificada por el gen hlyA y es capaz de provocar lisis celular con el
objetivo de liberar nutrientes que ayudaran a la bacteria a su crecimiento y
supervivencia (Yun, et al.,, 2013, Nagy, et al., 2006). Algunos estudios han
demostrado que HIyA en altas concentraciones forma poros multiméricos en la
membrana de las células eucariontes llevandolas a la lisis celular (Garcia, et al.,
2013); mientras que a bajas concentraciones esta proteina interfiere en la
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sefializacion de las células del hospedero llevandolas a la apoptosis. De otra
manera, HIyA también tiene como blanco algunas serin-proteasas y la capacidad de

desactivar la exfoliacion (Dakal, et al., 2012).

La toxina conocida como factor necronizante citotoxico (CNF1) es una proteina de
115kDa que le confiere caracteristicas invasivas a UPEC (Hofman et al., 2000),
induciendo la motilidad de las células epiteliales alterando las uniones celulares y
permitiéndole a la bacteria internalizarse a las células epiteliales. En las células del
hospedero, CNF causa rearreglos del citoesqueleto, especificamente de los
filamentos de actina, multinucleacion y propagacion celular, formacion de
lamelopodios y filopodios, apoptosis de células uroteliales, disminucién de la
transmigraciéon de leucocitos polimorfonucleares (PMN) y modificacién de la
estructura de las microvellosidades de las células epiteliales (Hofman, et al., 1998),
mientras en monocitos y macréfagos aumenta el contenido de actina filamentosa
provocando una disminucién de la fagocitosis (Capo, et al., 1998, Hofman et al.,
2000). Algunos autores afirman que CNF1 es necesaria y posiblemente suficiente
para la internalizacion de la bacteria confiriendo a ésta una alta prevalencia de la

infeccidn (Garcia, et al., 2013).

Otra toxina, descrita no hace mucho tiempo, es la toxina auto transportadora
secretada (Sat), que pertenece al sub-grupo de auto transportadores conocido
como SPATE (auto transportadoras serin proteasa de Enterobactereaceae)
identificadas por la presencia de un sitio activo serin proteasa en el dominio
pasajero; este grupo de proteinas estan asociadas generalmente con la
patogenicidad de las bacterias y la evasion del sistema inmune del hospedero.
Especificamente, Sat provoca efectos citopaticos en vejiga y en rifion,
particularmente a glomérulos y tibulos proximales debido a su actividad citopatica
y vacuolizante (Guyer, et al., 2000, Guyer, et al., 2002).
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Figura 2. Proceso de colonizacion de UPEC. (1)UPEC se adhiere al epitelio del tracto urinario a través de la
fimbria tipo 1. (2) secrecién de toxinas por UPEC para dafiar y matar a las células epiteliales de su hospedero,
Vg. a-hemolisina; (3) Sistemas de sideroforos que pueden ser expresados con diferentes combinaciones
dependiendo de la cepa y para competir por la captacion de hierro con el hospedero (Ulett, et al., 2013). (4)
Formacion de comunidades bacterianas intracelulares (IBC), rearreglo de los filamentos de actina de la
membrana de la célula del hospedero e internalizacion (5) La bacteria sale de la célula infectada antes de que
se complete la exfoliacion, promoviendo la diseminacién bacteriana y la persistencia de la infeccién. (6)

Reclutamiento y activaciéon de defensas del hospedero (modificado de Wiles., et al, 2009)

Vat, la toxina autotransportadora secretada, es otra toxina perteneciente al grupo
SPATE capaz de inducir vacuolas intracelulares causando efectos citotoxicos.
Principalmente su toxicidad recae en su actividad vacuolizante la cual es necesaria
cuando la enfermedad termina en sepsis (Parreira y Giles., 2003). Todas las toxinas
pertenecientes a la familia SATE tienen actividades parecidas y en ausencia de uno,
otros pueden suplantar su lugar ya que son indispensables para la colonizacién de
UPEC (Parham, et al., 2005).

Sistemas de captacion de hierro

Es bien conocido que en los mamiferos, el hierro es muy escaso dentro del tracto
urinario y ya que es altamente requerido para el desarrollo de UPEC, la bacteria ha
desarrollado 4 sistemas de sideroforos: la aerobactina hydoxamate, dos
catecolatos: enterobactina y salmochelina y yersiniabactina , un sideréforo de tipo
mixto; que pueden ser expresados con diferentes combinaciones dependiendo de
la cepa, lo que le confiere una manera de secuestrar y competir con las células
epiteliales por los bajos recursos de hierro en el ambiente (Ulett, et al., 2013, Yun,
et al., 2013).
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Cada sideroforo es reconocido por un receptor de hierro: IroN media la captacion
de salmochelina, lucD la de aerobactina, Iha media la captacion de enterobactina y
FyuA media la captacion yersiniabactina. Mientras que existen receptores como
Chua y Hma que median la captacion directa del grupo hemo (Spurbeck, et al.,
2013)
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Figura 3. Factores de virulencia de UPEC. (Modificado de Spurbeck, et al., 2013)

Plasmidos.

Un elemento clave para la virulencia de UPEC es el material plasmidico. Los
plasmidos son elementos genéticos extracromosomales que poseen una gran
cantidad de determinantes genéticos no necesarios para la sobrevivencia de la
bacteria pero que le confieren a ésta ventajas ante ambientes adversos o contra
otros microorganismos. Los elemetos genéticos codificados en los plasmidos se
pueden clasificar en 4 grupos: resistencia, energia y metabolismo, virulencia y
patogenicidad y diseminacién (Redondo, et al., 2007). Desde los primeros reportes
de transferencia de genes de resistencia por Platt y colaboradores (1984) se le
comenzo a prestar especial atencién a éste tipo de material genético, ya que son
agentes importantes en la transferecia horizontal de genes en UPEC teniendo un

rol importante en la adaptacion a los cambios de ambiente.
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Conocer el perfil plasmidico de cepas bacterianas nos provee de informacion

acerca de la relacion de la bacteria con la enfermedad asi como la relacion entre
perfiles de resistencia y virulencia de diferentes cepas. Por otro lado la investigacion
de los mismos ha llevado a determinar varios marcadores distintivos de ciertas
cepas patdgenas para estudios epidemiolégicos. (Celebi, et al., 2007, Farshad, et
al., 2012).
En UPEC se sabe que los plasmidos albergan informacién de resistencia a varios
antibioticos como cloranfenicol, tetraciclina, trimetopin-sulfametozazol (Redondo, et
al., 2007) y de varios factores de virulencia. Algunos estudios afirman que patotipos
como APEC (patégeno aviar), y cepas diarreogénicas de E.coli sirven de reservorio
de UPEC de plasmidos asociados a resistencia o virulencia ( Johonson, et al., 2007,
Abe, et al., 2008).

Grupos filogenéticos.

La filogenia bacteriana nos puede dar de manera general una idea de las
caracteristicas fenotipicas y genotipicas de una determinada cepa; se han
determinado 4 grupos filogenéticos para E.coli: A, B1, B2 y D. Las cepas virulentas
pertenecen principalmente al grupo B2 y en menos proporcion al D; mientras las
cepas comensales se encuentran en el grupo B1 y A. Clermont y colaboradores
(2000) implementaron una técnica para la identificacion del grupo filogenético de
E.coli basado en la amplificacidon de los genes: chuA, yjA y un fragmento de DNA
denominado TSPE4.C2 mediante una PCR multiple basandose en la presencia o

ausencia de estos 3 genes (Figura 4).

C}

B2orD
4 4
yjaA TspE4.C2
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Figura 4. Arbol dicotémico propuesto por Clermont (2000) para determinacién de grupo filogenético
decepas de E.coli basada en la amplificacion de los genes chuA, yjA y TSPE4.C2 mediante PCR.
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Resistencia a Antibidticos:

La resistencia a antibioticos se ha vuelto un grave problema a nivel mundial; ya que
van emergiendo rapidamente con el paso del tiempo y diseminandose,
principalmente entre bacterias nosocomiales.

Se ha vuelto altamente recomendable la realizaciéon de perfiles de sensibilidad
debido a la gran cantidad de cepas resistentes a antibiéticos de primera eleccién
como Ampicilina y Trimetropin-Sulfametoxazol para dar un tratamiento adecuado a

cada paciente (Celebi, et al. 2007).

Pacientes inmunocomprometidos: Displasia cervical

La displasia epitelial cervical es un término designado a finales de los afios
cincuenta para designar la atipia epitelial cervical (Reagan et al., 1953). Este
padecimiento se categorizd6 en tres categorias, leve, moderada y pronunciada,
segun el grado de afectacion de la capa epitelial por las células atipicas llegando en

algunos casos a progresar hasta el desarrollo de carcinoma cervical.

Se debe aclarar que la displasia cervical es considerada un motivo, dentro de un
gran universo de afectaciones, que genera huéspedes inmunocomprometidos
(HIC) siendo estos un blanco facil para las infecciones oportunistas (10) producidas
por gérmenes habitualmente no patdégenos o en su defecto por organismos
patdgenos pero con un grado de virulencia que supera a lo habitual en huéspedes
normales (Sellors, et al., 2003).
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Antecedentes directos.
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Estudios previos como el de Abe y colaboradores (2008) han demostrado que cepas
de UPEC producen toxinas (a-hemolisina o Hly), factor necronizante citotdxico
(CNF) serina proteasa (Sat) y sideréforos. Ademas proponen que nuevos genes
como el homdlogo de irgA de Vibro cholerae en UPEC o iha contribuyen en el
establecimiento de ciertas ITU. En este estudio se analizaron 225 cepas de UPEC
para determinar genes que codifican para VF. Los genes se encontraron con mayor
frecuencia fueron fim (93-8%), irp2 (Yersinia) (68.9%), kps (Capsula) (51.5%), pap
(Pili asociado a pielonefritis) (45.8%), hly (Hemolisina) (44.0%), iha (adhesina)
(40.4%), aer (sideroforo aerobactina) (39.6%), sfa (Receptor aerotaxis) (29.8%) y
cnf (factor necrotizante citotoxico) (23.6%).

En otros estudios se reporta que los genes pap y aer se encuentran en 25% de las
cepas de UPEC mientras que sfa (adhesina de fimbria S) y cnf se encontraron en
46% y 17% respectivamente (Alabsi, et al., 2014).

En el estudio de Yun y colaboradores (2013) fimH, fue el factor de virulencia mas
comun en ITU y en segundo lugar se encontro pap presentandose en el 60% de las
cepas. Diversos estudios concuerdan con que fimH es de los genes mas
conservados en UPEC por ejemplo el trabajo de Tiba en cual en de 162 cepas
estudiadas el 97.5%, presentaba este gen. Este resultado concuerda con el de
Karam y colaboradores en el que el 100% de las cepas (20) presentaban fimH y fliC,
otro de los genes mejor conservados de UPEC (Yun et al., 2013, Tiba et al., 2008,
Karam et al., 2013).

En estudios como el de Shwan y colaboradores (2010) se encontro que de 33 cepas
aisladas de pacientes con ITU, no se encontraron los genes cnf, papG, hlyC y sfa
pero todos poseian el gen de fimH y todos menos uno presentaron aer (Shwan, et
al., 2010).

Otros estudios demuestran que en UPEC existen componentes adicionales de
membrana de UPEC que le ayudan a colonizar como son las fimbrias P, F1C, S
(Ulett, et al., 2013).

Estudio como el de Renddn y colaboradores (2007) muestran que el gen ecp esta
presente en el 71.6% de las bacterias de E.coli intestinales y extraintestinales asi
como en cepas comensales (Rendon, et al., 2007)
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Desde que existen cepas resistentes a farmacos de primera linea se ha vuelto de
gran interés determinar la multiresistencia y relacionarla con la virulencia de las
cepas. Se ha reportado que el 40% de las cepas de UPEC, son multiresistentes al
menos a 2 grupos diferentes de antibidticos (B-lactamicos, aminoglucésidos o
quinolonas) (Alabsi, et al., 2014). En el mismo estudio se encontré que no existe en
UPEC una relacién significativa entre virulencia y resistencia; 74% de la cepas
fueron resistentes a trimetropin-sulfametoxasol (tsx) concordando con resultados
previos en donde el rango es de 46 a 71.5%, pero contrastando con resultados de
Estados Unidos y Tunisia aislados de pacientes hospitalizados y ambulatorios, en
donde 37.3 y 16.8% respectivamente de las cepas son resistentes a estos mismos
antibioticos y del 63 al 66% de las cepas fueron resistentes a quinolonas y de 11 al
57% a aminoglucosidos. En contraste, Yun afirma que los genes pap (excepto
papGlll) sfa, kpsMTII, fyuA y hlyA estan asociados con baja resistencia a antibioticos
mientras que la resistencia a Ac. Nalidixico est4 asociada a una baja prevalencia de
sfa, pap, hly y cnf (Yun et al., 2013, Celebi, et al., 2007, Mittal, et al., 2014).

Varios trabajos como el de Schwan y colaboradores (2010) y Clermont y
colaboradores (2000) afirman que las cepas virulentas pertenecen al grupo B2y en
menor proporcion al D y que dentro de los grupos Bl y A se encuentran
principalmente las cepas comensales y en el estudio de Parhan, 2005, demuestran
gue hay mas toxinas como sat y vat en cepas del grupo B2.

Con respecto a los plasmidos de UPEC el trabajo de Ebenebe y colaboradores
(2014) reporta plasmidos de 30kb, 20kb y 11kb en cepas de UPEC aisladas de
nifos menores de 16 afios en Nigeria. En cepas de UPEC multiresistentes se
encontraron plasmidos de tamafio de 2 a 51kb siendo el de 32kb el mas comdn
(Ebenebe, et al., 2014). En otro estudio se obtuvo el perfil plasmidico de 118 cepas
de UPEC, los plasmidos presentaron un tamafio que va de 1 a 25kb y el mas
comun fue de 29kb (Ayten, et al., 2012).
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Justificacion

Las infecciones de tacto urinario son a nivel mundial consideradas las mas comunes
en los seres humanos y al ser Escherichia coli uropatdgeno el agente etiolégico mas
comun en este tipo de infecciones resulta de gran importancia conocer algunos de
los mecanismos moleculares de virulencia que confieren a UPEC un gran éxito
infeccioso particularmente en aquellas cepas de UPEC obtenidas de ITU de

pacientes con displasia cervical.
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Hipotesis:

La cepas de Escherichia coli uropatégena aisladas de pacientes con displasia
cervical presentan factores de virulencia caracteristicos y existe una relacién de
estos factores con la resistencia antibiética. Adicionalmente el grupo filogenético y
la presencia de plasmidos de dichas cepas esta relacionada con sus caracteristicas

patogénicas.

Objetivos
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Objetivo general:

Analizar las caracteristicas filogenéticas, fenotipicas, plasmidicas y moleculares de

Escherichia coli uropatégena aislada de pacientes con diagnostico de displasia

cervical cursando con infeccién de tracto urinario.

Objetivos particulares:

Determinar el grupo filogenético de cepas de E. coli uropatégena.
Determinar el perfil plasmidico.

Determinar el perfil de susceptibilidad a 17 antibioticos usados cominmente
en el tratamiento de ITU.

Comparar el perfil plasmidico de cepas crecidas con y sin antibiético
Determinar la presencia de genes que codifican para factores de virulencia

caracteristicos UPEC.
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Material y Métodos.
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En el presente estudio se trabajé con 17 cepas de E.coli uropatégena aisladas de
pacientes con diagnéstico de displasia cervical cursando por infeccion de tracto
urinario. Las cepas fueron obtenidas del hospital de la mujer, localizado en la ciudad
de Puebla y aisladas en un trabajo previo del laboratorio de biologia molecular de
enteropatégenos del centro de Investigaciones Microbiologicas (ICUAP) en
colaboracion con el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias
Quimicas, ambos de la BUAP en el 2014 (Hernandez Cotzomi y Lima Gonzélez.
Tesis de Licenciatura, 2014). La denominacion de las cepas es de CD2 por displasia
cervical segundo muestreo, seguidos de un guion y el numero que identifica cada

cepa. De esta forma se trabaj6 de la cepa CD2-25 a la cepa CD2-41.

Las cepas control fueron donadas por el Departamento de Salud Publica de la
Facultad de Medicina UNAM, para usarlas como control positivo de las 5 diferentes

PCRs (Tabla 6) dependiendo de su genotipo y fenotipo (Tabla 2).

CFTO73  06:K2.H1 + T + + + . ) = : = + iy +
CR16 O1:H34 ND ND ND ND + + 5 + ; ND ND ND ND
0591 02:H- N/D & + + ND ND ND N/D N/D ND ND ND ND
GAG1 N/D + ; + N/D + + N/D N/D N/D + + + NID
EDL O157:H7  N/D + ND ND ND ND ND N/D N/D ND ND ND  +

silvestre
Tabla 2. Genotipo y fenotipo de las cepas utilizadas como control positivo. N/D (No determinado).

Extraccion gendmica.

Se inocularon 75 ul de cultivo de toda la noche de la cepa problema, 4 hrs a 37°
hasta obtener D.O de 0.4 nm y se empaqguetaron 500pl.

Se le afiadieron 570ul de solucién 1 y se pusieron 30 segundos en vortex. Se le
agregaron 30 ul de SDS al 20%, posteriormente se invirtieron 5 veces y pusieron en

vortex durante 20 segundos evitando hacer burbujas.
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Se incubaron a 80°C por 5 minutos, posteriormente se dejé enfriar 5 minutos a
temperatura ambiente. Se le adicionaron 2 yl de RNAasa y se dejaron incubar a

37°C durante 45 minutos.

Se adicionaron 200ul de NaCl 5M y se invirti6é durante 20 segundos seguido de 60
segundos libre, 60 segundos en vortex, y de un minuto en reposo. Se dejaron 5

minutos en hielo.

A continuacion se centrifugaron las muestras durante 10 minutos a 12.000 rpm y
se paso el sobrenadante a un tubo nuevo. Se le agregaron 800ul de isopropanol y

se invirtieron durante 1 minuto.

Posteriormente se centrifugaron 20 minutos a 12.000 rpm y se quitd el
sobrenadante. Se agregaron 800ul de etanol al 70% y se centrifugaron durante 5

minutos; esas dos Ultimas acciones se realizaron por triplicado.
Finalmente se dejé secar la pastilla y se re suspendié en 75ul de TE 10mM pH 8.

Se conserva a -20°C

Extraccion plasmidica.

Se obtuvo cultivo celular de 3 ml de crecimiento de toda la noche y se centrifugd
durante 5 min a 12,000 rpm para obtener paquete celular. Se decanté y re

suspendid en vértex hasta disolver pastilla.

Se agregaron 150 pl de solucion 1 (2mg de lisozima por ml de solucion 1, y 1mi
RNAasa por tubo). Y re suspendieron en vortex, posteriormente se incubaron
durante 15 min a 37°. Terminando este tiempo, se agregaron 300 pl de solucion 2
(NaOH 0.4 N y SDS 2%) y se invirti6 5 veces, posteriormente se mantuvieron 5

minutos en hielo.

Se afiadieron 420ul de solucién 3 (Acetato de K 5M) y se invirtio 3 veces; se

mantuvieron en hielo 15 min y se centrifugaron 20 minutos a 12000 RPM.

A continuacién se decantd el sobrenadante en 400ml de fenol-cloroformo- alcohol

isoamilico (25:24:1) e invirti6 suavemente 50 veces, posteriormente se centifugo
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durante 5 minutos y se transfirio el sobrenadante a un tubo con 400ul de cloroformo-
alcohol isoamilico (24:1) y se invirtié 100 veces.

Posteriormente se centrifug6 durante 5 minutos y se transfirio el sobrenadante a
un tubo nuevo afiadiendo alcohol absoluto hasta 1.5ml.

Se mantuvo a -20° durante toda la noche. Al dia siguiente se centrifug6 15 minutos
y se decantd el sobrenadante, agregando 800 pl de etanol al 70% y centrifugd
durante 5 minutos.

Finalmente se decantd el sobrenadante y se dej6é secar pastilla. Se re-suspendio

en 70ul de agua tri-destilada y almacené a -20°.
Determinacion de grupo filogenético:

Se realiz6 la determinacion del grupo filogenético siguiendo el protocolo de Clermont
(2000) basados en la amplificacién de 3 genes (chuA, yjA y tspE) mediante una
reaccion en cadena de la polimerasa (ver tabla 3). El grupo filogenético de cada
cepa se determiné por la presencia o ausencia de los 3 productos de amplificacién

de acuerdo al esquema de Clermont (Ver tabla 4 y Figura 4).

Grupo Filogenético B L Tme el

Buffer 2

A

Extensidn 72° c1 1

Y1 1

DNTPs 0.5

Tabla 3. (A) Detalles del programa de termociclador para la amplificacion de chuA, yjA y tspE. (B) Mezcla
de reaccidn por tubo.
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chuA yjaA TSPE.4C2

A - +/- -
B1 - +/- +
B2 + + +/-
D + - +/-

Tabla 4. Relacidon usada para la determinacién del grupo filogenético. Basada en la presencia o ausencia
de los productos de amplificacién (Clermont, et al., 2000).

Perfil de susceptibilidad a antibiéticos por el método de Kirby-Bauer.

Se sembraron 20 ul de la cepa problema en medio TSA por estria cruzada para
aislar una colonia y se dejo crecer durante toda la noche. Se tomé una colonia bien
aislada y se re sembré en medio TSB y se dej6 incubar a 37° hasta alcanzar una
turbidez equivalente a 1,5 x 10° UFC/ml (Equivale al tubo No. 5 de la escala de Mc
Farland). Posteriormente se sumergié un hisopo en el cultivo eliminando el exceso
rotandolo contra la pared interna del tubo y se sembro frotando el hisopo sobre la
superficie del medio de cultivo se repite esta accion 3 veces girando la placa 45°
para sembrar uniforme y masivamente la placa. Se dejé secar la muestra durante 3
minutos y se colocaron los discos de antibidticos con una pinza estéril oprimiendo
ligeramente con la pinza para asegurar el buen contacto con el medio; los sensi
discos se colocaron dependiendo del tamafio del halo que forman, para que se

pudieran apreciar mejor (Figura 5).

Finalmente se incubaron a 37°C durante 18 horas y se midieron los halos de
inhibicion para determinar la resistencia o sensibilidad de las cepas a los antibiéticos

(Tabla 5) segun la “Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing”.
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Figura 5. Distribucién de discos de antibidticos. Azul: 1GM (Gentamicina), 2NET (Netilmicina), 30FX
(Ofloxacina), 4TSX (Tri-Sul), 5AMK (Amikacina) (Placa 1). 1AM (Ampicilina), 2LVX (Levofloxacina), 3MAC
(Nitrofurantoina), 4NOR (Norfloxacina), 5CF (Cefalotina) (Placa). Rojo: 1CFZ (Ceftazidima), 2CFX
(Cefuroxima), 3C (Cloranfenicol), 4AN (Ac.Nalidixo). Verde: 1CRO (Ceftriaxona), 2CIP (Ciprofloxina), 3CTX
(Cefatoxima).

Se utiliz6 como control la cepa Escherichia coli ATCC25922 y Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853. Los patrones de susceptibilidad de las cepas control, la
concentracion de cada sensi-disco y los criterios de interpretacion se muestran en
la Tabla 5.

Valores de referencia* Valores de resistencia**
Escherichia Pseudomonas
Antibiético |Concentracion coli aeruginosa Intermedias|Sensibles
ATCC25922| ATCC 27853
GM | Gentamicina 10 ug 19-26 17-23 13-14 >15
NET| Netilmicina 30 ug 22-30 17-23 13-14 >15
OFX| Ofloxacina 5 ug 29-33 17-21 13-15 >16
TSX Szlr]f;"rﬁgt%")’(iglol 1.25/23.75ug  23-29 - 11-15* >16
AMK| Amikacina 30 ug 19-26 18-26 15-16 >17
AM | Ampicilina 10 ug 16-22 - 14-16 >17
LVX| Levofloxacina 5 ug 29-37 19-26 14-16 >17
MAC| Nitrofurantoina 300 ug 20-25 - 15-16 >17
NOR| Norfloxacina 10 ug 28-35 22-29 13-16 >17
CF Cefalotina 30 ug 15-21 - 15-17 >18
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CFz| Ceftazidima 30 ug 25-32 22-29 18-20 >21
CFX Ce‘c(‘j)rgl‘)ima 30 ug 20-26 ; 15-22 >23

C | Cloranfenicol 30 ug 21-27 - 13-17 >18
AN |Acido Nalidixico 30 ug 22-28 - 14-18 >19
CRO| Ceftriaxona 30 ug 29-35 17-23 20-22 >23
CIP | Ciprofloxacina 5ug 30-40 25-33 16-20 >21
CTX| Cefotaxima 30 ug 29-35 18-22 23-25 >26

Tabla 5. Concentraciones de antibioticos, valores de cepas control para antibiogramas y valores de
interpretacién del antibiograma. Por Kirby-Bauer segun los criterios de “Performance Standards for
Antimicrobial Susceptibility Testing”, pagina 130.

Perfil plasmidico de cepas resistentes a antibioticos de primera y segunda
eleccion.

Con base al perfil de resistencia a antibidticos, se seleccionaron las cepas
resistentes a Ampicilina (9); y de las cepas no resistentes a AM (8), 6 cepas fueron
resistentes a Cloranfenicol (C), seleccionando estos dos antibiéticos por ser de
primera eleccion para infecciones de tracto urinario. Y se seleccionaron las 4 cepas
resistentes a Gentamicina (GE), por ser el antibiético mas recurrente de segunda
eleccion. Dos de las cepas no fueron resistentes a ninguno de los 3 antibidticos AM,
C o GE (Ver tabla 6).

En base a esta seleccidn, las cepas se cultivaron en medio LB sin y con el antibiético
determinado (AM: 100mg/ml, GE: 25 mg/ml, C: 34mg/ml) durante toda la noche

para su posterior extraccion plasmidica.
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Cepa Ampicilina (AM) Cloranfenicol (C) Gentamicina (GE)
100pg/ul 10pg/ul 15pg/ul
25 S S S

26 R S R
27 R S S
28 R S R
29 R S S
30 S R S
31 R S R
32 R S S
33 R S S
34 S R S
35 S R S
36 S S S
37 S R S
38 R S S
39 S R S
40 S S S
41 R S R

Tabla 6. Antibidticos utilizados en cada cepa para comparaciéon del perfil plasmidico en presencia y
ausencia de antibiético dependiendo de su perfil resistencia a AM, C y/o GE. (R) Resistente, (S) Sensible.

Determinacion de la presencia de factores de virulencia:

Se determing la presencia de 12 factores de virulencia mediante la amplificacion de
15 genes (Ver tabla 7) por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), estas
amplificaciones se realizaron mediante 4 reacciones de PCR mdltiple (PCRm)

usando diferentes temperaturas (Ver tabla 8).
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Tabla 7. Genes de virulencia de UPEC amplificados por PRCm. Se muestra el nombre del gen, los
oligonucledtidos utilizados, el tamafio del fragmento en pares de bases (pb) y la cepa control utilizada.
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A g R

Desnaturalizacion 94° Desnaturalizacién 94°
Alineamiento 57.7° Alineamiento 64°
Extension 72° Extension 72°
N2 Ciclos 30 N2 Ciclos 30

Mezcla Maestra por tubo

H20 - H20 -
Buffer 2.5 Buffer-MgS0O4 2.5
MgCl 0.75 papG2 F/R 1
iucD F/R 0.5 papG3 F/R 1
satP F/R 0.5 vatA F/R 1
fimH F/R 1 vatP F/R 1
FlicC F/R 0.2 Iha F/R 1
DNTP’s 0.5 DNTP's 0.5
Taq Pol 0.5 Taq Pfu .25

C s D s

Desnaturalizacién 94° Desnaturalizacién 94°

Alineamiento 61.4° Alineamiento 55°
Extension 72° Extension 72°
Ne Ciclos 29 Ne Ciclos 30

Mezcla Maestra por tubo Mezcla Maestra por tubo
20 i H20 :

Buffer-MgS04 2.5
Hrerie Buffer 25

CNF F/R 2.5
Mgcl 2.5

hlyA F/R 0.5
1F/R 0.2

satP F/R 0.35
papA F/R 035 2F/R 0.2
—— 05 DNTP's 0.5
Taq Pfu 0.3 Taq Pol 0.25

Tabla 8. (A) Detalles del programa y de la mezcla para realizaciéon del PCRm1. (B) Detalles del programa
y de la mezcla para realizacion del PCRm2. (C) Detalles del programay de la mezcla para realizacion del
PCRm3. (D) Detalles del programa y de la mezcla amplificacion del gen EPC.
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Anédlisis estadistico.

El andlisis estadistico se realizé con ayuda del programa R. La significancia de los

analisis e tomaron con un valor de P < 0.05, es decir con un 95% de confiabilidad.

Se realiz6 un andlisis de covarianza para ver si se encontraban diferencias

significativas entre las caracteristicas de las cepas.
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Resultados.
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Con la finalidad de llevar a cabo la determinacién del grupo filogenético de 17 cepas
de UPEC aisladas de ITU de pacientes con diagnéstico de displasia cervical, se
procedié a realizar primero la extraccion de DNA gendmico mediante el método
previamente descrito en material y métodos. La pureza y determinacion de la
concentracion del DNA se determind por electroforesis en gel de agarosa al 0.7% y
por determinacion de su densidad Optica a 260mn (D 0,6, (Figura 5).

et S g W G D

Figura 6. Fotografia representativa de electroforesis en gel de agarosa (0.7%) de extraccion de DNA
gendmico de cepas de UPEC aislada de displasia cervical. (A)Carril 1. CD2-25, carril 2. Carril 3. CD2-30,
Carril 4. CD2-32, carril 5 CD2-34, Carril 6. CD2-40, carril 7. CD2-41 (B) Carril 1. Carril 2. CD2-35, carril 3. CD2-
39, carril 4.CD2-37.

Posteriormente usando el DNA gendmico como templado se realizé la reaccién en
cadena de la polimerasa multiple (PCRm) para determinar la presencia y/o ausencia
de 3 genes chuA de 279pb, yja 211 pb y TspE de 152pb (Ver tabla 1 y Figura 6). El
grupo filogenético de cada cepa se determiné por la presencia o ausencia de los
productos de amplificacion de acuerdo al esquema de Clermont (Ver Tabla 2 y
Figura 4) (Clermont, et al., 2000) Como control positivo se utilizo la cepa de UPEC
GAG1 donada por la Facultad de Medicina de la UNAM (Figura 7 Panel Ay B carril
8 y panel C carril 4) y como control negativo la mezcla sin DNA templado (Figura 7
Panel Ay B carril 9 y C carril 5).
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Figura 7. Grupos filogenéticos de UPEC aislada de displasia cervical. Fotografia de electroforesis en gel
de agarosa (1.5%) de productos de PCR mudltiple para genes chuA (279pb), yja (211pb), tspE4.c2 (152pb) (A)
Carril 1. CD2-25, Carril 2. CD2-26, Carril 3. CD2-27, Carril 4. CD2-28, Carril 5. CD2-29, Carril 6. CD2-30, Carril
7. CD2-31, Carril 8. GAG1 (Control +), Carril 9. Control -, Carril 10. 100pb (B) Carril 1.CD2- 32, Carril 2. CD2-
33, Carril 3. CD2-34, Carril 4. CD2-35, Carril 5. CD2-36, Carril 6. CD2-37, Carril 7. CD2-38, Carril 8. GAG1
(Control +), Carril 9. Control -, Carril 10. 100pb (C) Carril 1. CD2- 39, Carril 2. CD2-40, Carril 3. CD2-41, Carril
4. GAGL1 (Control +), Carril 5. Control (-) Carril 6. 100pb.

A CD225 |[NIC1 [A
7 B
CD227 |NIC1 |B2
6 CD228 |NIC1 |B2
[%)
5
S CD230 |NICI |A
o 4
3 CD2-31 |NICLI |D
°3
g CD232 |NIC1I |D
N 2
= CD233 |NIC1 |D
1 CD235 |NIC1 |A
0 CD237 |NIC1 |BL

A Bl B2 D

Grupo filogenético

CD2-38 NIC1 |B2

CD2-39 NIC 1 B2

CD2-40 NIC1 |D

CD2-41 NIC1 |B1

CD2-34 NIC 2 Bl

CD2-26 NIC 3 B2

CD2-29 NIC 3 D

CD2-36 NIC 3 B2

Grafica 1. (A) Frecuenciade los 4 grupos filogenéticos de E.coli en cepas de UPEC (B) Grupo filogenético
por grado de displasia (NIC).
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Los resultados de este estudio indican que el grupo B2 (amplificando chuA yjaA 'y
tspE) fue el mas frecuente con 6 cepas seguido por el A (Unicamente amplificando
YjJA 0 ninguno de los 3) y D (amplificando chuA y tspE) con 4 cepas cada uno y
finalmente B1 (Amplificando yjaA y tspE) con 3 cepas (Grafica 1).

Para determinar el perfil plasmidico se extrajo el DNA plasmidico de las 17 cepas,
(Figura 8). Se encontr6é que 5 cepas, CD2-30, CD2-34, CD2-35, CD2-38 y CD2-40,
no presentaron ningun plasmido (Grafica 2), Este resultado se verifico por duplicado.
A las 12 cepas que presentaron plasmidos se les determind su perfil plasmidico
(nimero, tamafio y patron). Para determinar el tamafio, se usaron como controles
1kb plus DNA ladder (Fermentans) y para los plasmidos grandes se usoO la
extraccion de DNA plasmidica de E.coli enterohemorragica (EHEC) cepa EDL933:
Los plasmidos se encontraron en un nimero de 0 a 5 dependiendo de la cepa, 4 de
las 17 cepas presentaron 5 plasmidos y fueron CD2-25, CD2-32, CD2-33 y CD2-36.
El tamafio de las plasmidos va de 1.1 a 100kb. Los plasmidos mas frecuentes fueron
aquellos de 84 a 100kb y de 1.1 a 1.9 kb con 10 plasmidos presentes en cada rango.
Finalmente se determind la presencia de plasmidos comunes: 92kb (5 cepas), 1.4
(5 cepas) y 4.2 (3 cepas); algunas cepas presentaron 2 de estos plasmidos (CD2-
25, CD2-27, CD2-29, CD2-33). Cabe destacar que cada cepa de este grupo tiene

un perfil plasmidico anico. (Figura 6)
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Figura 8. Perfil plasmidico de 17 cepas de E. coli aisladas de displasia cervical. Fotografia de electroforesis
en gel de agarosa (0.7%) de la extraccion de DNA plasmidico. Carril 1. CD2- 25, Carril 2. CD2-26, Carril 3. CD2-
27, Carril 4. CD2-28, Carril 5(C) EDL, Carril 6 (M). 1Kb, Carril 7. CD2-29, Carril 8. CD2-31, Carril 9. CD2-33
Carril 10. CD2-36, Carril 11(C). EDL, Carril 12(M). 1Kb, Carril 13. CD2-37, Carril 14. CD2-39, Carril 15. CD2-41,
Carril 16. CD2-32. Las bandas tenues pueden ser isoformas de DNA de las bandas de DNA plasmidico anexas.
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Gréfica 2. Presencia de plasmidos en cepas de UPEC aisladas de displasia cervical.

Para cumplir con el objetivo de conocer el perfil de susceptibilidad antibiética de
cepas de UPEC aisladas de displasia cervical se llevo a cabo el método de Kirbi-

Bauer para 17 antibidticos (Figura 9).




Figura 9. Fotografias representativas de los antibiogramas realizados por el método de Kirby-Bauer. (A)
E. coli ATCC (Cepa control) (B) CD2-25 (C) CD2-29 (D) CD2-38.

Con respecto a la determinacién y reporte de los perfiles de susceptibilidad
antibiotica para las cepas de UPEC analizadas, en este estudio, se considero que
los valores de susceptibilidad intermedios se reportan para el andlisis como
resistentes ya que es probable que una subpoblacion bacteriana esté desarrollando
resistencia al antibiético en cuestién (Tabla 9) en base a esta modificacion, se
encontré que el 100% de las cepas muestra multirresistencia, considerando el

término como aquella cepa resistente a 2 0 mas antibiéticos de diferente familia.

Los resultados mostraron también que las cepas presentaron el mas alto porcentaje
de resistencia a CF, CFX y C (16 cepas) seguido por AM y CTX (11 cepas) y por
TSX con 9 cepas resistentes a este antibiotico. Con respecto a la sensibilidad las
cepas presentaron el mas alto porcentaje a NET y CRO con 14 cepas, seguidos por
LVX'y OFX (13 cepas) y AMK, GM, CIP, MAC (12 cepas) (Gréfica 3). Los valores

de los diametros del halo se muestran en el anexo.
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Agente

N

antimicrobiano Aminogucosidos B-lactamicos Quinolonas Otros
CEPA
GM| NET | AMK |[AM| CF [ CFX | CFZ | CTX | CRO |AN| LVX [ CIP | OFX [ NOR [ TSX [MAC| C
25 S S S S| S S S S S S S S S S S
26 R R S R|R R R R R R R R R R R S R
27 S S S R S S S S R R R R S R
28 R R R|R R R R R R R R R R R S R
29 S S S R|R S S S S S S S R S S
30 S S S S S R S S S S S S S S
31 R S R|[R S S S S S S S S R R
32 S S R [ R S S S S S S S S R S R
33 S S R|R R S S S S S S S R R
34 S S S S|R S S S S S S S S S R
35 S S S R S S S S S S S S S R
36 S S S S | S S S S S S S S S S
37 S S S S| R S S S S S S S R
38 S S R|R S R S S S S S S R S R
39 S S S S|R S S R S S S S R
40 S S S R S | S S S S S S R
41 R R R|R S S R R R R R R S R
Tabla 9. Susceptibilidad a 17 antibioticos de 17 cepas de E. coli aisladas de displasia cervical. En rojo
se muestran los valores para cepas resistentes, en amarillo los valores intermedios y en verde los que
corresponden a cepas sensibles para los diferentes antibiéticos de las 4 familias.
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Grafica 3. Frecuencia de cepas sensibles, intermedias y resistentes a cada antibiético por familia.
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Agente
aftimicmbiano Aminogucosidos B-lactamicos Quinolonas Otros
CEPA
GM| NET | AMK [AM| CF| CFX | CFZ | CTX | CRO [AN| LVX [ CIP | OFX | NOR [ TSX [MAC| C
25 S| s S S|s R S S S S S S S S S S |[R
26 R|[ R S R|R| R R R R R| R R R R R S | R
27 s| s S R|R S S S S R| R R R R R S |[R
28 R|[ R R R|R| R R R R R| R R R R R S | R
29 S| s S R|R| R S S S R S S S S R S | s
30 s| s S S|{R| R S R S S S S S S S s | R
31 R| s R R|R| R S S S S S S S S R R | R
32 s| s R R|R| R S S S S S S S S R s | R
33 R| S S R|R| R S R S S S S S S R R |R
34 S| s S S|{R| R S R S S S S S S S S |[R
35 s| s S R|R| R S R S S S S S S S s | R
36 S| s S S|{R| R S S S S| ss S S S S S | R
37 s| s S S|{R| R S R S R S S S S S R | R
38 S| s R R|R| R S R S S S S S S R S | R
39 S| s S S|R| R S R S R S R S S S R | R
40 S| s S R|R| R S R R S S S S S S R | R
4 R[ R R R|R| R S R S R| R R R R R S |R
Tabla 10. Susceptibilidad a antibiéticos sustituyendo los intermedios por resistentes. En rojo se muestran
los valores para cepas resistentes, en verde los que corresponden a cepas sensibles para los diferentes
antibidticos de las 4 familias.
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Gréfica 3. Frecuencia de cepas sensibles y resistentes a cada antibiotico por familia. Todos los datos

reportados como intermedios se tomaron como resistentes.

Para valorar el efecto del crecimiento de las cepas de UPEC con antibiético sobre

el perfil plasmidico, se sembraron nueve cepas, CD2-26, a CD2-34 con antibiotico
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dependiendo de su resistencia a AM, GE y C (Tabla 6) y se obtuvieron sus perfiles
plasmidicos. No se encontré ninguna diferencia en el perfil plasmidico de las cepas
cultivadas sin y con antibiotico (Figura 10) lo que puede indicar que los plasmidos

no son inducibles por la presencia de antibiéticos.
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Figura 10. Determinacion del perfil plasmidico de cepas UPEC aisladas de pacientes con displasia
cervical cultivadas sin y con antibiotico. Elecroforesis en gel de agarosa al 0.7% de DNA plasmidico de
cepas de UPEC. (A) Carril 1. CD2-26, carril 2. CD2-26 con AM Carril 3. CD2-26 con GE, Carril 4. CD2-27, Carril
5. CD2-27 con AM, Carril 6. CD2-28, Carril 7. CD2- 28 AM, Carril 8. CD2- 28 GE, Carril 9. CD2-29, Carril 10.
CD2-29 AM, Carril 11.00pb Carril 12. 1Kb, Carril 13. EDL. (B) Carril 1. CD2-30, Carril 2. CD2-31, carril 3. CD2-
31 con AM Carril 4. CD2-31 con GE, Carril 5. CD2-32, Carril 6. CD2-32 con AM, Carril 7. CD2-33, Carril 8. CD2-
33 AM, Carril 9. CD2- 34, Carril 10. CD2-34 con C, Carril 11.100pb Carril 12. 1Kb, Carril 13. EDL.

Con la finalidad de conocer cuales son los factores de virulencia que poseen las
cepas de UPEC aisladas de pacientes con displasia cervical se llevo a cabo la
determinacién de 12 factores de virulencia reportados en otros estudios como
caracteristicos de UPEC (Abe, et al., 2008, Garcia, et al., 2015, Wiles et al., 2008,
Guyer, et al., 2000, Marrs, et al., 2005). Esta determinacion se llevo a cabo a través
de 3 diferentes reacciones de PCRm y 2 de PCR individuales estandarizadas en el
laboratorio de Biologia Molecular de Enteropatégenos. La primer PRCm se
amplificaron los genes iucD (612pb), satA (384pb), fliC (304pb) y fimH(210pb)
usando como control positivo la cepa CFT073; en la PCRm 2 se amplificaron los
genes papG2 (562pb), papG3 (421pb), vatA (339pb), vatP (226pb), iha (150pb)
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usando como control positivo la mezcla de las cepas CFT073, CR16, 0591 ya que
una sola no posee todos los factores de virulencia; la PCRm 3 amplificé los genes
cnf (3176pb), hlya (1280pb), satP (880pb), papA (641pb) y como control positivo se
uso la cepa GAGL. Finalmente los PCR individuales amplificaron los genes ecpl

(296pb) y ecp2 (500pb) usando como control positivo GAGL.

Los resultados de las 3 diferentes reacciones de PCRm y las 2 de PCR individual
de factores de virulencia mostradas en la figura 11 nos permitieron determinar la
presencia de 11 genes a través de 16 diferentes amplicones (Tabla 9). Los
resultados muestran que fimH es el gen que se amplificé en un mayor nimero de
cepas con 16, seguido por ecp2 con 13 cepas y satA con 10 cepas y los genes de
virulencia que se presentaron en menor numero en este trabajo fueron papG3 con

2 cepas y cnf que no se presentd en ninguna de las cepas (Grafica 3)

Debido a que en algunos casos, dos amplificados se consideraron para determinar
la presencia del gen que codifican para 1 solo factor de virulencia como lo es vat y
sat que son los genes codifican para la regidén peptidica y auto transportadora de
las toxinas autotranportdoras vacuolizante (vatP y vatA) y toxina autotransportadora
secretada (satP y satA) y también en el caso del gen que codifica para el pili
asociado a pielonefritis, pap, en cuyo caso se consider6 la amplificacion de papA
que codifica para la subunidad principal del pili y los tres alelos de la adhesina papG
(papGll y papGlll), se consideraron las cepas como positivas a sat, vat o pap
aguellas que amplificaban las dos regiones en caso de sat y vat y en el caso de pap:
papA y alguno de los alelos para tomar como positivos el factor completo (Gréfica
4).

44 |Pagina



papG2 (562pb)

apG3 (421pb)
iucD (612pb) pvthj(?’gopF;)
satA (384pb) vatP (226pb)
fliC (304pb)
Sty Iha (150pb)

(@)

1 2 Nc N6 B BN G E a0l 184 281 3817 8 cF 168178181 1) 20

cnf (3176pb)

hlyA (1280pb)
hlyA (88opb)
satP (641pb)

45| Pagina



ecp1 (5oopb)

ecp1 (296pb)

Figura 11 Determinacién de genes que codifican para Factores de Virulencia de UPEC.
Fotografias representativas de geles de agarosa (1%) de los productos de 4 PCRm diferentes. (A)
PCR1. Carril 1. CD2-28, Carril 2. CD2-29, Carril 3. CD2-30, Carril 4. CD2-31, Carril 5. CD2-32, Carril 6. CD2-
33, Carril 7. CD2-34, Carril 8. CFT Control (+), Carril 9. Control -, Carril 10. 100pb (B) PCR 2.Carril 1. CD2-
31, Carril 2. CD2-32, Carril 3. CD2-33, Carril 4. CD2-34, Carril 5. CD2-35, Carril 6. CD2-36, Carril 7. Control 1
(+), Carril 8: Control 2 (+), Carril 9. Control -, Carril 10. 100pb. (C) Carril 1. CD2-34, Carril 2. CD2-35, Carril 3.
CD2-36, Carril 4. CD2-37, Carril 5. CD2-38, Carril 6. CD2-39, Carril 7. CD2-40, Carril 8. CD2-42 ControlGAG1,
Carril 9. Control -, Carril 10. 100pb, Carril 11. CD2-34, Carril 12. CD2-35, Carril 13. CD2-36, Carril 14. CD2-37,
Carril 15. CD2-38, Carril 16. CD2-39, Carril 17. CD2-40, Carril 18. CD2-42 Control GAG1, Carril 19. Control -,
Carril 20. 100pb. (D) Carril 1. CD2-38, Carril 2. CD2-39, Carril 3. CD2-40, Carril 4. CD2-41, Carril 5. EDL, Carril
6. Control -, Carril 7. 100pb, Carril 8. CD2.38, Carril 9. CD2-39, Carril 10. CD2-40, Carril 11. CD2-41, Carril 12.
EDL, Carril 13. Control -, Carril 14. 100pb.
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Tabla 11. (A)Resultados de la determinacion de Factores de Virulencia de UPEC en cepas aisladas de
pacientes con displasia cervical. + Amplificacion, - No amplificacion. (B) Resultados de la determinacién de
factores de virulencia, marcadas en casillas azules se sefialan los genes que se tomaron como genes

completos.
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Grafica 4. Frecuencia de genes que codifican para factores de virulencia de UPEC en cepas aisladas de

displasia cervical.

Los factores de virulencia con mayor frecuencia en este estudio son fimH y ecpl

con 16 cepas cada uno, seguido de ecp2 con 13 cepas y satA con 10 cepas; por
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otro lado, papGll solo se encontr6 en 2 cepas y cnf no se encontré en ninguna cepa
(Ver tabla 11 y grafica 4).

(fimH  fliC pap ecpl ecp2 . iha; /ucD i sat vat hlyA cnf';
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Grafica 5. Frecuencia de genes que codifican para factores de virulencia de UPEC en cepas aisladas
de displasia cervical.

Considerando las amplificaciones como genes completos, sat se presenté en 9
cepas ya que 1 cepa (CD2-35) no present6 satP, mientas en el caso de vat solo se
presenté en 4 cepas de manera completa, encontrando en menor proporcion (4
cepas) el gen de satA (Ver tabla 11 y grafica 5).

Adicionalmente para conocer si existe relacion entre las diferentes caracteristicas
de virulencia de UPEC determinadas en este trabajo, se llevaron a cabo
comparaciones de las variables estudiadas para cada una de las 17 cepas de UPEC

aisladas de displasia cervical.
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Grafica 6. Relacion entre nimero de plasmidos y grupo filogenético de 17 cepas de UPEC aisladas de

UPEC aisladas de displasia cervical. No se encontr diferencia significativa. P>0.05

Dentro de la comparacion de niumero de plasmidos y grupos filogenéticos, existen
menos cepas del grupo A, solo una de las 4 cepas del grupo A presenta plasmidos.
El resto de los grupos presenta cepas cuyo numero de plasmidos va de 1 a 5,
aunqgue el grupo B1 y B2 presentan 1 cepa, respectivamente (CD2-34, CD2-38),
gue no presenta plasmidos Yy en el grupo D todas las cepas presentan plasmidos
(Ver Grafica 6). En general, las cepas B2 y D son las que tienen mas cepas con

presencia de plasmidos.
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Grafica 7. (A) Relacion entre grupo filogenético y factores de virulencia de 17 cepas de UPEC aisladas
de displasia cervical. (B) relacién por cepa entre grupo filogenético y factores de virulencia No se
encontré diferencia significativa. P>0.05.

En la comparacion de grupo filogenético y factores de virulencia se puede apreciar
gue las cepas que pertenecen al grupo B2 y D tienen un mayor numero de factores
de virulencia. La presencia de cnf se no se encontr6 en ninguna de las 17 cepas.
Los genes iucD, papA, papGll e iha, no se presentaron en los grupos A y B1,
conocidos como comensales. En el caso de papGilll, solo se presenté en 3 cepas
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gue pertenecen al grupo B1, pero este mismo grupo no presenté el gen que codifica
para hemolisina (hlyA) mientras que todos los demas grupos si la presentaron. El
gen fliC no se encontré en el grupo filogenético D mientras que satA no se encontrd

en el A (Ver grafica 7).
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Grafica 8. Cepas de UPEC aisladas de displasia cervical, sensibles y resistentes por grupo filogenético.
No se encontré diferencia significativa. P>0.05.

En el caso de la comparacién del grupo filogenético con la susceptibilidad a
antibioticos las cepas mas resistentes (CD2-26, CD2-28, CD2-41) pertenecen al
grupo B2, aunque la cepa CD2-36 que fue sensible a 14 pertenece también al
mismo grupo; mientras que se puede observar mayor sensibilidad en el grupo A
como es el caso de la cepa CD2-25 que fue sensible a 15 antibiéticos que pertenece
a este grupo; (Ver grafica 8).
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Grafica 7. Comparacion de nimero de plasmidos y resistencia antibidtica de 17 cepas de UPEC aisladas
de displasia cervical. No se encontro diferencia significativa. P>0.05.

Por otro lado en la relacion de nimero de plasmidos y resistencia a antibioticos
existen cepas que llaman la atenciébn como es el caso de CD2- 28 que posee solo
un plasmido y es resistente a 16 de los 17 antibiéticos, o el de la cepa CD2-25, la

cual presenta 5 plasmidos y solo es resistente a 2 antibidticos (Ver grafica 7).

El caso de los factores de virulencia y los pldsmidos es similar, ya que se
encontraron cepas (CD2-41, CD2-26) que presentan 10 factores de virulencia, de
los 11 buscados en este estudio, y solo 2 0 3 plasmidos respectivamente. Esto nos
indica que, en cepas aisladas de pacientes con diagnéstico de displasia cervical, los
genes de resistencia y factores de virulencia pueden estar codificados en el genoma
de las bacterias 0 en su defecto en plasmidos de tamafio mas grande de los

buscados en este trabajo (Ver Grafica 8).
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Grafica 8. Comparacion de nimero de pldsmidos y factores de virulencia de 17 cepas de UPEC aisladas
de displasia cervical. No se encontrd diferencia significativa. P>0.05

Finalmente dentro de la relacidn que existe entre la virulencia y la resistencia, no se
encontraron valores significativos p >0.05 ya que se encontraron en la mayoria de
las cepas un alto nimero de factores de virulencia y una amplia resistencia a los

antibioticos probados (Ver grafica 9).

resistencia

BIDUD|NJIA 9P SaJ4030e4

e=@u=Resistencia  e=@==\/F’s

53| Pagina



Grafica 9. Comparacion de numero de factores de virulencia y resistencia de 17 cepas de UPEC aisladas
de displasia cervical. No se encontr6 diferencia significativa. P>0.05.

Cepa et Faf:tores ‘,’e . Resi.st‘en‘cia | . Grado de displasia
filogenético virulencia Multiresistentes Antibiotica | Numero De plasmidos
CD2-25 A 3 Si 2 5 NIC 1
CD2-26 B2 11 Si 15 3 NIC 3
CD2-27 B2 10 Si 9 3 NIC 1
CD2-28 B2 9 Si 16 1 NIC 1
CD2-29 D 10 Si 5 2 NIC 3
CD2-30 A 2 Si 4 0 NIC1
CD2-31 D 2 Si 8 3 NIC1
CD2-32 D 10 Si 6 5 NIC1
CD2-33 D 10 Si 8 5 NIC 1
CD2-34 Bl 9 Si 4 0 NIC 2
CD2-35 A 6 Si 5 0 NIC 1
CD2-36 B2 7 Si 3 5 NIC3
CD2-37 Bl 4 Si 6 1 NIC1
CD2-38 B2 4 Si 7 0 NIC1
CD2-39 B1 3 Si 7 2 NIC1
CD2-40 A 3 Si 7 0 NIC 1
CD2-41 B2 10 Si 14 2 NIC1

Tabla 12. Resumen de las caracteristicas genotipicas encontradas en 17 cepas de E.coli uropatégena
aisladas de pacientes con displasia cervical.
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Los resultados de este estudio mostraron que la mayoria de las cepas pertenecen
al grupo filogenético B2 (6) seguidas por los grupos Ay D (4) y finalmente 3 cepas
pertenecen al grupo D, esto concuerda con autores como Shwan (2010) en donde
el 51% de sus cepas fueron B2, 20% D, 15% fueron Ay 13% pertenecieron al grupo
B1; trabajos como el de Bashir y colaboradores (2012) o el de Agarwal y
colaboradores (2014) también concuerdan con lo reportado ya que el 50% vy el
54.4% de sus cepas respectivamente fueron del grupo B2; ya que las cepas tratadas
en este estudio fueron de pacientes inmunocomprometidos, no concuerda con
algunos autores (Moreno, et al., 2005, Rijavec, et al., 2008) en el que en sus trabajos
Unicamente encontraron grupos B1 y A en este tipo de pacientes, al contrario del
trabajo de Bingen-Bidois (2002) donde no se encontrd relacion entre el grupo
filogenético y la salud del paciente (pacientes inmunocomprometidos y no

inmunocomprometidos).

Los factores de virulencia mas frecuentemente reportados en la bibliografia son los
gue codifican para factores de captacion de hierro, en este estudio el gen de
captacion de hierro iha se presentd en mas de la mitad de las cepas, 9 de las 17, lo
que concuerda con el estudio de Le Bouguenec y colaboradores (2000) en el cual
el 44% de sus cepas amplificaron dicho gen, mientras que el gen iucD fue el menos
comun presentandose solo en 3 cepas; esto no concuerda con los trabajos como el
de Rijavec, et al., 2008 en donde el 91% de sus cepas presentaba este ultimo gen
o con el de Narciso y colaboradores (2012), en donde 28 de 29 cepas amplificaron
el gen iucD. Se ha reportado que UPEC posee mas de 1 sistema de captacion de
hierro ya que compite con el hospedero por la obtencion de este importante nutriente
(Flores-Mireles., et al, 2015).

Para los genes que codifican para la adhesina flagelar, fliC y la pilina, ecp, los
estudios anteriores como el de Karam y colaboradores (2012) encontraron que el
70% de las cepas presentaba el gen fliC lo que concuerda con este trabajo ya que
menos de la mitad de las cepas (6) presentaron este gen; mientras que ecp fue el
segundo gen mas frecuente en este trabajo con 13 cepas amplificando los 2 genes,
lo que concuerda con trabajos como el de Saldafa y colaboradores (2014) en donde
de 172 cepas, 170 presentaron el gen ecpA y con el estudio de Renddn y

colaboradores (2007) en donde el 71.6 % de sus cepas presenta el gen ecp.
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Por otro lado en el presente estudio también se encontré que para las toxinas
producidas por UPEC, el gen mas comunmente amplificado fue el correspondiente
a la toxina autotransportadora sat con 9 cepas (53%) esto es mayor al reportado en
otros articulos como el de Taddei y colaboradores (2003) reportaron una frecuencia

de aparicion del gen de 27%.

El gen pap, normalmente asociado a cepas de UPEC aisladas de pielonefritis estuvo
presente en 5 de las 17 cepas analizadas lo que difiere de varios trabajos (Yun, et
al., 2013, Le Bouguenec, et al., 2000) en los cuales encontraron pap en 60% y
45.8% de sus cepas respectivamente. En este Ultimo trabajo se reportd una alta
presencia de los genes hly y cnf (44 y 40 % respectivamente) lo que no concuerda
con los resultados de este trabajo ya que hlyA solo se encontré en 4 cepas y cnf en
ninguna. Esto se podria explicar con lo descrito previamente por Moreno y
colaboradores en el 2005 en donde afirman que se necesita la presencia de mas
factores de virulencia para atacar a pacientes sanos que para infectar a pacientes

inmunocomprometidos.

En cuanto a los factores de virulencia el gen fimH fue el que se present6 en la
mayoria de las cepas (17) esto concuerda con varios autores (Yun, et al.,2013, Tiba,
et al.,2002, Karam, et al., 2012, Abe, et al., 2008, Shwan, et al; 2010, Yun, et al.,
2013, Rajavec, et al., 2003, Schwan, et al., 2010, Karam et al., 2012 Johonson, et
al., 2000) que afirman que este gen se presenta del 90 al 97% de las cepas de sus

estudios.

Para los resultados de susceptibilidad a antibidticos, las cepas se encontraron
resistentes a5 antibidticos principalmente que son CF, CFX y C (16 cepas), AM y
CTX (11 cepas), mientras que mostraron mayor sensibilidad a 9 principalmente:
CFZ (15 cepas) NET CRO( 14 cepas), LVX, OFX (13 cepas) y AMK, GM,CIP Y MAC
con 12 cepas cada uno, lo cual no concuerda con el estudio de Yun y colaboradores
(2013) en donde el 94% de sus cepas fueron resistentes a nitrofurantoina y 65.5%
a ceftazidima mientras que en este estudio son de los antibiéticos a los que las
cepas de UPEC aisladas de displasia cervical mostraron mas sensibilidad, los
cuales podrian ser una alternativa de tratamiento para este tipo de pacientes. Por

otro lado, en un estudio hecho en México (Arredondo- Garcia, et al., 2008)
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netilmicina solo presento 5.1% de resistencia y recomienda tratamientos orales con
nitrofurantoina ya que solo presenta 7.3% de resistencia, concordando con un
estudio en el que 98% de las cepas fueron sensibles a este antibiético (Mittal, et al.,
2008), los cuales si presentan porcentajes parecidos a los presentados en este
trabajo, de igual manera se encuentran porcentajes similares en el trabajo realizado
en México con los de este trabajo con respecto ala Ampicilina (74%), caso parecido
al de Jap6n en donde Yamamoto y colaboradores (2007) encontraron que el 60%

de las cepas eran resistentes a ampicilina.

Por otro lado, algunos estudios afirman alguna relacion entre el grupo filogenético y
la resistencia a antibioticos como es el caso de Alabsi y colaboradores (2014) en
donde encuentra una relacion de resistencia al cloranfenicol asociado a grupo A'y
susceptibilidad al mismo antibiético del grupo B2, dicha relacion no se encontré en
este trabajo ya que solo una cepa fue sensible a este antibiético perteneciente al

grupo D.

Otra relacion encontrada por Rodriguez- Martinez y colaboradores (2011) es la que
existe entre los factores de virulencia y en especifico la familia de las quinolonas
en el cual mientras mas resistencia a quinolonas, menor presencia de factores de

virulencia y viceversa. La cual tampoco se encontrd en el presente trabajo.

Con respecto al andlisis de perfil plasmidico, en este estudio se encontraron
plasmidos comunes: 92, 4.2 y 1.4 kb aunque en algunos estudios los plasmidos
frecuentemente encontrados son de 19, 30, 32, 6.5, 4y 5kb. Por otro lado, se sabe
gue existen antibioticos cuya resistencia y multiresistencia a ciertos antibioticos esta
relacionada con la presencia de algunos plasmidos. Como es el caso del plasmido
de 87 y 88 kb asociado a resistencia a Ampicilina, Cefalotina, Cloranfenicol,
Gentamicina, Kanamicina o el de 106 y 102 kb relacionados con la resistencia a
Ampicilina y Cefalotina; también se encuentran los plasmidos de 93kb asociados a
resistencia ampicilina; por otro lado la multiresistencia ha sido comunmente
relacionada con la presencia de pladsmidos de 2 y 6.5 kb. Dentro de este estudio no
se encontraron esos tamafos, aunque el de 100, 96, 95, 90 y 84 kb pueden ser
comparables; el de 100 kb con 102 y 106kb estos resultados concuerdan con la

resistencia a Cefalotina y Cloranfenicol, el de 92kb con el de 93 kb relacionado con
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la resistencia a Ampicilina contrastando con este estudio ya que 3 de las 5 cepas
con este pladsmido solamente fue resistente a este antibiético finalmente se encontré
relacion en el caso del plasmidos de 84kb con el reportado en la bibliografia de 88kb
siendo la cepa portadora de este plasmido resistente a Ampicilina, Cefalotina,

Trimetropim y cloranfenicol.

La poca relacion de la resistencia a antibioticos con los plasmidos de este estudio,
puede estar dada por la escasez de plasmidos grandes ya que son pladsmidos de
mas de 87kb en otros reportes, los cominmente relacionados con esta ventaja
bacteriana; o en su defecto estar codificada esta informacion en el cromosoma de
UPEC. (Ebenebe, et al., 2014, Ayten, et al., 2010, Ekinabe, et al., 2011, Farshad, et
al., 2012, Koga, et al., 2013).

Hay que enfatizar el hecho de que las 17 cepas de este trabajo presentaron
multiresistencia, es decir resistencia a 2 o mas familias de antibiéticos, esto puede
estar dado por el hecho de que al ser pacientes inmunocomprometidos se les
administra un mayor numero de antibiéticos para su tratamiento respecto a las
personas que no estan pasando por una etapa de inmunosupresion, aunque en el
estudio de Rijavec y colaboradores (2008) en donde se compararon cepas de
pacientes saludables contra pacientes inmunocomprometidos se encontr6 mayor
resistencia en los pacientes inmunocomprometidos aunque solo se encontré
diferencia significativa para el caso especifico de ampicilina (parecido al de este

estudio en donde mas de la mitad fue resistente a este antibi6tico).

Finalmente, se presentaron 3 cepas que es necesario resaltar por su alto nimero
de factores de virulencia y resistencia a antibiéticos: CD2-26, CD2-28 y CD2-40, por
trabajos previos en el laboratorio, se conoce que la primera cepa es serotipo 025:H4,
la segunda a 102:H6 relacionadas con alta resistencia y la tercera a O6:H31
asociada a infeccion en vias (Naseer., et al, 2013, Koga, et al., 2014) aunque las 3
cepas son sensibles a Nitrofurantoina, el cual puede ser una buena alternativa de
tratamiento para los pacientes. Concordando con el estudio de Farshad y
colaboradores (2012) en el cual con cepas aisladas de nifios de Iran sugiere el

tratamiento con este antibiético (Farshad, et al., 2012).
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Por otro lado se encontraron 4 cepas (CD2-26, CD2-28, CD2-33, CD2-41) que
presentan los factores completos pap y sat y la cepa CD2-32 que presenta los
factores pap, sat, vat lo que nos indica la gran capacidad invasiva de la bacteria al
ser capaz de infectar los rifiones por la presencia de pap y la capacidad de romper

epitelio por los efectos citotoxicos vacuolizantes de sat y vat.

Se puede conocer la patogenicidad de UPEC por caracteristicas como la presencia
de factores de virulencia, siendo en este estudio fimH y ecp los mas comunes; la
presencia de plasmidos (0 a 5 plasmidos), sus pesos moleculares (1.1 a 100 kb),
los antibidticos a los que se presenta mayor resistencia (CF, CFX y C) y finalmente

su grupo filogenético (B2) para su estudio epidemiolégico.

Ya que existen pocos estudios en México de UPEC y aun menos de pacientes
inmunocomprometidos cursando por infeccidon en vias urinarias, es necesario que

se realicen los estudios adecuados para un optimo diagnostico y tratamiento.
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Conclusiones.

El grupo B2 se encontr6 mayormente en cepas de Escherichia coli uropatégena
aisladas de pacientes diagnosticadas con displasia cervical encontrandose en 6
cepas, seguidas por el grupo Ay D con 4 cepas cada grupo.

Existen plasmidos comunes como los de 92,4.2 y 1.4 kb.

El peso en el que se encontraron mas plasmidos es el que va de 1.1 a 100 kb

El nimero de plasmidos va de 0 a 5 plasmidos

Los genes mas comunes son fimH y ecpl presentandose en 16 cepas
respectivamente.

El gen cnf no se presentd en ninguna cepa de UPEC.

7. Los grupos B2 y D son los que tienen un mayor numero de cepas con plasmidos.

Las cepas que pertenecen a los grupos B2 y D tienen mayor numero de factores de
virulencia.

No se encontraron diferencias significativas entre las variables analizadas.
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Anexo:

[ uPEC

[ K. pneumoniae
[l S. saprophyticus
[] Enterococcus spp.
[ GBS

[l P mirabilis

[ P aeruginosa

I S. aureus

[ Candida spp.

Figura 1. Epidemiologia de ITU

Aminogucosidos B-lactamicos Quinolonas Otros
Agente antimicrobiano |GM| NET | AMK [AM| cF | cFx | cFz | cx || cro [AN| Lux | cip | oFx | NOR | Tsx |maAc| c
25 21] 21| 23] 2] 19] 20 25| 26] 23] 23] 32 34 30 32| 26] 19] 14 si
26 6] 12 19f 6 6] 6 122l e 6 6] 6 6 ¢ s 6 13 @ si
27 16| 18] ao] 6] 15| 2] 25| 27 24| 6] 15[ 0] 12 10 14] 20] 19 si
28 6] 8 1] 6 6 6 14 e 6 6] o 6 6 6 6 13 & si
29 18] 20] 18] 6] 10 18] 22| 26 23] 18] 29 30| 28] 28] 6] 19] 13 si
30 18] 18] 20] 20] 16 29| 23] 25| 28] 22] 25| 28] 23] 25] 24[ 19] 12 si
31 1| 17l as] 6| 13| ao] 22| 28 26| 23] 24| 26]  20] 2] 6] 15] ¢ si
32 15| 16]  a6] e 13] 20| 23] 27| 29[ 25] 27[ 32| 27 2] 6 1] si
33 1| 18] w7 6| o] a7 21| 23 23] 23] 28] 22 28] 27 6] 16] si
34 16| 18] 18] 17| 15| 20| 24| 25 2] 23] 25| 24] 23] 25| 22| 19 10 si
35 17] 29| 20] as| 13| ao] 25| 25  26] 19| 28] 27  26] 27 23] 1s] 14 si
36 17| 21|  as] 19] 16] 21| 2] 27 28] 27] 33] 33 32 29 28] 20| 14 si
37 18| 18] a7[ 18 24| 18] 23] 24 25[ 17] 25| 22| 26| 26| 23] 16 10 si
38 15| 18]  a6] e 13| 16] 21] 21] 23] 19] 25| 27] 25| 23] ] 27] 10 si
39 15| 17| [ ] w2 17| 21| 28] 2] 13 20 200 22| 23] 15[ 10 si
40 15| 17]  a7] 16| 12 19] 22 24| 22] 20] 20 2] 2] 21] 2] 15[ 9 si
4 6| of 6] e 12f 17| 21| 25| 25 6] of 6] 8 6] 6 17 9 si

Figura 2. Diametro de los halos obtenidos en los antibiogramas. En rojo se muestran los valores
determinados como resistentes y en verde los sensibles.
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Grafica 1. Grafica de correlacion entre factores de virulencia y numero de plasmidos.

Calls: lm ... eval -> <Anonymous> -> model.frame.default -> eval -> eval
> ancoval<-lm(virulencia~plasmidos*clado)
> summary(ancoval)

Call:
Im{formula = virulencia ~ plasmidos * clado)
Residuals:

Min 10 Median 3Q Max
-7.5130 -1.1227 ©.7472 1.4870 4.2055
Coefficients:

Estimate Std. Error t value Pr{>|t])

(Intercept) 4.7945 1.3146 3.647 0.06295 **
plasmidos -0.4452 0.6350 -0.701 0.49561
cladovir 4.3282 2.2801 1.898 0.08009 .
plasmidos:cladovir ©.5753 0.8461 ©0.680 0.50847
Signif. codes: @ ‘¥**7 g @pl ‘*' @.51 "+’ 9,65 *."@8.1 ¢ "X

Residual standard error: 2.9 on 13 degrees of freedom
Multiple R-sgquared: 6.5159, Adjusted R-squared: ©.4042
F-statistic: 4.619 on 3 and 13 DF, p-value: 0.0207

> |

Figura 3. Andlisis de correlacién entre factores de virulenciay namero de plasmidos p=0.508
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