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Resumen

Escherichia coli uropatdgena (UPEC) es el principal agente causal de infecciones
de tracto urinario (ITU) a nivel mundial y, anualmente, se reportan aproximadamente
150 millones de personas infectadas por esta bacteria. Para causar la enfermedad,
UPEC cuenta con elementos llamados factores de virulencia que participan en la
adhesion, movilidad, secrecion de toxinas y captacion de hierro que le permite dafiar
el tejido, adquirir nutrientes y diseminarse a través del tracto urinario. Ademas de la
clasificacion por patotipos, existe una clasificacion denominada serotipificacion que
consiste en la identificacion de los antigenos de lipopolisacarido (O), flagelina (H) y
el antigeno de capsula (K); el antigeno O determina el serogrupo mientras que los
antigenos O:H:K dan el serotipo. La serotipificacion es importante porque contribuye
a distinguir el nimero pequefio de serogrupos que causan enfermedad, el serotipo
025:H4 es el serotipo causante de ITU mas frecuentemente reportado. En el afio
2008 se describio la secuencia tipo 131, del serotipo O25:H4 (ST131), presente en
diversos paises en tres continentes. A partir de este descubrimiento, en muchos
paises, se han realizado estudios en los que se busca esta clona ya que esta
asociada a la multirresistencia a antibioticos, asi como a un gran potencial de
virulencia; y las cepas pertenecientes a este grupo clonal son de grupo filogenético
B2. En este trabajo se analizaron las caracteristicas de virulencia de 65 cepas de
UPEC de serogrupo O25; de las cuales, 57 cepas pertenecen al serotipo O25:H4 y
8 cepas pertenecen al serotipo O25:H". Se realizo la confirmacién molecular de este
serotipo y todas las cepas resultaron O25. En la clasificacion filogenética el 92% de
las cepas resultaron B2, se encontré un 5% de cepas de filogrupo C y un 3% de
filogrupo A. Los biomarcadores de virulencia de mayor prevalencia son la fimbria
tipo 1 (fimH) encontrada en el 100% de las cepas; el receptor de
enterobactina/adhesina de superficie homélogo a IrgA de V. cholerae (iha) presente
en el 91% de las cepas; aerobactina (iucD) encontrada en 89% de las cepas Yy la
toxina autotransportadora secretada (sat) presente en el 71% de las cepas. Se
encontré6 una combinacion frecuente de genes de virulencia (fimH+sat+iucD+ihA)
presente en el 49% de las cepas. Se buscaron cuatro islas de patogenicidad, siendo
la PAI Icrro7s la de mayor prevalencia, presente en el 95% de las cepas, seguida de
la PAI llcrro7s presente en el 63%, la PAI ligs N0 se encontrd en ninguna cepay la
PAI lly96 esta presente en el 3% de las cepas. Se buscaron los plasmidos de estas
cepas, encontrando que el 80% de las cepas contiene de 1 a 7 plasmidos, mientras
qgue el 20% no cuenta con ningun plasmido; los tamafios de los plasmidos mas
frecuentes son 1-3 kb, 50-70 kb y 100-127 kb. La resistencia a antibiéticos presente
en mayor porcentaje fue la resistencia a ampicilina y cefalotina con 97%, seguida
de acido nalidixico 85%, ciprofloxacina 83%, levofloxacina 82% y norfloxacina 80%,
la nitrofurantoina podria utilizarse como tratamiento de primera eleccion ya que el
91% de las cepas analizadas son sensibles a este antibi6tico. El 100% de las cepas
es multidrogo resistente y dentro de esta clasificacion el 54% es extremadamente
resistente, el 28% es pandrogo resistente y el 18% es multidrogo resistente. Se
analizé la produccion de BLEE y se encontré que el 83% de las cepas no son
productoras de BLEE, mientras que el 17% si producen estas enzimas.
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Tabla de Abreviaturas

CBls Colonias Bacterianas Intracelulares

pl Microlitro

BLEE B-lactamasas de Espectro Extendido
DAEC E. coli Difusivamente Adherente

DO Densidad Optica

EAEC E. coli Enteroagregativa

EHEC E. coli Enterohemorragica

EIEC E. coli Enteroinvasiva

EPEC E. coli enteropatdgena

ETEC E. coli Enterotoxigénica

ExXPEC E. coli Extraintestinales

ITU Infeccion de tracto Urinario

M Molar

MDR Multidrogo resistente

min Minuto

ml Mililitro

mM Milimolar

NEMEC E. coli asociada a sepsis y meningitis
ng Nanogramo

nm Nanometro

PAls Islas de Patogenicidad

PCRm Reaccion en Cadena de la Polimerasa mdltiple
PDR Pandrogo resistente

RIQs Reservorios quiescentes intracelulares
RPM Revoluciones por minuto

SDS Dodecil Sulfato de Sodio

seg Segundo

UPEC Escherichia Coli uropatégena
VTEC/STEC | E. coli productora de toxina Shiga/Vero
XDR Extremadamente resistente
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Introduccién
Las ITU son de las infecciones bacterianas mas comunes, afectan a 150 millones

de personas cada afio a nivel mundial (Stamm et al., 2001). Afectan a ambos sexos,
con altas tasas de incidencia en nifilos y mujeres. Aproximadamente el 12% de los
hombres y el 20% de las mujeres sufren de al menos una infeccion urinaria en su
vida. La prevalencia de estas infecciones varia con el sexo y la edad. En recién
nacidos y lactantes son mas comunes en varones y suelen asociarse a anomalias
congénitas. Ya en edad escolar predominan en mujeres, lo cual se mantiene durante
la edad adulta (Foxman, 2010). Algunas condiciones como el embarazo y la
diabetes, se asocian a una mayor incidencia. En la vejez, las tasas de ITU son
mayores en mujeres pero se observa un aumento de los casos en hombres,
asociado a enfermedades tales como pobre vaciamiento vesical debido a prolapso
uterino o uropatia obstructiva por enfermedad prostética (Flores-Mireles et al.,
2015).

Las ITU son causadas tanto por bacterias Gram-negativas, como por Gram-
positivas, asi como por hongos, sin embargo, el principal agente causal es
Escherichia coli uropatégena, conocida por sus siglas en inglés como UPEC
(Nielubowicz et al., 2010). Escherichia coli forma parte de los comensales no
patégenos aislados de la flora bacteriana normal de humanos y de muchos animales
(Kaper et al., 2004). Sin embargo, se ha descrito que distintas variantes causan
infeccion en el sistema gastrointestinal, mientras que otras causan infecciones fuera
del sistema gastrointestinal. Las E. coli capaces de infectar el tracto digestivo se
conocen como diarreagénicas (DEC) y se clasifican en 6 grupos, que son (Nataro
et al., 1998, Kaper et al., 2004, Croxen et al., 2010, Croxen et al., 2013):

. coli enteropatogena (EPEC)

. coli productora de toxina Shiga/Vero (VTEC/STEC)
. coli Enterotoxigénica (ETEC)

. coli Enterohemorragica (EHEC)

. coli Enteroinvasiva (EIEC)

N 2
m mmm m m

. coli Enteroagregativa (EAEC) y
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— E. coli Difusivamente Adherente (DAEC)
Mientras que las E. coli que causan infecciones extraintestinales (EXPEC) son:

— E. coli Uropatégena (UPEC) y

— E. coli asociada a sepsis y meningitis (NEMEC)

UPEC es responsable del 75-95% de las ITU comunitarias y del 50% de las ITU
nosocomiales, por lo tanto representa importantes tasas de morbilidad, mortalidad
y gastos médicos (Foxman, 2010, Flores-Mireles et al., 2015).

1%

3%(%
]

‘1%

[] UPEC

[[] K. pneumoniae
[ S. saprophyticus
[] Enterococcus spp.
[] GBs

B P mirabilis

] P aeruginosa

Il S. aureus

] Candida spp.

Figura 1. Epidemiologia de las ITU. Tomado de (Flores-Mireles et al., 2015)

A partir de la localizacién anatémica de las ITU, se consideran como bajas a la
bacteriuria (orina), cistitis (vejiga) y uretritis (uretra); son altas complicadas la
pielonefritis (rifibn) y bacteriemia (sangre) (Bien et al., 2012). El cuadro clinico
depende tanto de la localizacién anatémica, como de las defensas del hospedero y
de la virulencia del microrganismo. Es importante mencionar que el 5% de los
pacientes con ITU no presentan ningun sintoma y son diagnosticados con
bacteriuria asintomatica (Wiles et al., 2008, Rudick et al., 2010).

Cuando los microorganismos colonizan el tracto urinario, actian una serie de
mecanismos de defensa locales y sistémicos, que dificultan la penetracion y
localizacion bacteriana (Wiles et al., 2008). Existen diversos mecanismos de

defensa en el tracto urinario para evitar la colonizacién, entre ellos la alta
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concentracion de urea en la orina y el pH acido, los cuales inhiben el crecimiento
de algunos microorganismos que causan ITU, otro mecanismo es el flujo de la orina,
lo cual evita que las bacterias que se encuentran en la uretra no lleguen a la vejiga
(Ulett et al., 2013). Las respuestas inflamatorias del hospedero se activan, dando
lugar a la produccién de citosinas, afluencia de neutrofilos, exfoliacion de las células
epiteliales infectadas de la vejiga, y generacion de especies reactivas de hidrégeno
y nitrégeno, junto con otros compuestos antimicrobianos (Mulvey et al., 2000, Bower
et al., 2005).

Mecanismo de infeccion
La infeccidn de tracto urinario ocurre cuando UPEC asciende a través de la uretra 'y

tiene éxito en la colonizacién de la vejiga. Dentro del tracto urinario UPEC tiene que
superar varias lineas de defensa(Chromek et al., 2008), por lo tanto, la adhesién
firme e irreversible a las células uroteliales es el primer paso en el establecimiento
de una infeccidn, seguido por la invasion bacteriana en las células huésped y la

multiplicacion (Justice et al., 2004).

Los principales receptores a los que se une UPEC a la superficie urotelial del tracto
urinario inferior, son las uroplaquinas glicosiladas, expresadas por las células
sombrilla expuestas en la superficie de la vejiga y uréteres. Estos receptores que
contienen manosa son rapidamente reconocidos por la adhesina FimH, encontrada
en la punta de fimbria tipo I, lo que permite una adhesion estrecha que protege a la
bacteria de las tensiones mecanicas en la vejiga. Las respuestas inflamatorias del
hospedero, incluyendo la infiltracion de neutrofilos eliminan a las bacterias
extracelulares. Algunas UPEC son capaces de evadir el sistema inmune mediante
cambios morfoldgicos, lo que resulta en resistencia a los neutréfilos (Mulvey, 2002,
Nielubowicz et al., 2010). Otra ventaja que tienen estas bacterias es que FimH
también puede unirse a las a3 y B1 integrinas, que estan agrupadas con la actina
en los sitios de invasion. Estas interacciones desencadenan rearreglos locales de
actina, estimulando cinasas y la familia de las Rho-GTPasas, lo que resulta en la
internalizacion de la bacteria. Una vez dentro de la célula, UPEC puede replicarse
rapidamente y formar complejos similares a biopeliculas, denominados

comunidades bacterianas intracelulares (CBIs), que sirven como entorno transitorio
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de proteccion. La maduracion de las CBIs provoca la dispersion de las bacterias, lo
que conlleva a la invasion de otras células del hospedero, formandose asi un ciclo
de CBlIs. Alternativamente UPEC puede establecer reservorios quiescentes
intracelulares (RIQs) en las células de transicion subyacentes. Los RIQs consisten
en conjuntos de 4 a 10 bacterias no replicantes, se encuentran dentro de los
compartimentos de membrana encerradas en F- actina, pueden permanecer
viables durante meses (Kaper et al., 2004, Croxen et al., 2010, Hunstad et al., 2010,
Flores-Mireles et al., 2015). UPEC produce toxinas y proteasas que inducen dafio a
las células hospederas, entre ellas hemolisina, que promueve la lisis de la célula
hospedera a través de la formacién de poros, facilitando la liberacién de hierro, lo
que les permite obtener los nutrientes necesarios para subsistir y ascender a los
rifones, gracias al flagelo (Wright et al., 2005). La colonizacion de rifién resulta en
la produccion de toxinas como el factor citotoxico necrotizante 1, el cual promueve
la invasion a las células hospederas, otras toxinas que participan en esta etapa son
la toxina autotransportadora secretada y la toxina autotransportadora vacuolizante,
las cuales tienen efecto citopatico, si la ITU no es tratada, gracias a la actividad de
todas las toxinas UPEC es capaz de atravesar la barrera epitelial del rifidn, llegando

asi al torrente sanguineo (Kaper et al., 2004, Flores-Mireles et al., 2015).
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10. Bacteremia Aorta abdominal

Vena cava inferior

9. Dafio al tejido
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toxinas

8. Colonizacién de
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7. Ascenso a los
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6. Formacién de biofilmy dafio
al tejido mediante toxinas

5. Multiplicacién bacterianay
desestabilizacidn del sistema
inmune

3. Colonizacién e invasion de la
vejiga mediada por pilisy
adhesinas

Neutrfilo 4 |nfiltracién de
neutrofilos

2. Colonizacién de la uretra'y Juretra

migracion a la vejiga iy .
€ e 1. Contaminacion del area

) upec .
periuretral con UPEC

Figura 2. Mecanismo de patogenicidad de UPEC. (Flores-Mireles et al., 2015)

Factores de Virulencia

La uretra es un portal para la salida de la orina, pero también permite la entrada de
microorganismos, incluyendo patégenos. Debido a que el principal reservorio de
UPEC es el tracto intestinal humano, emplea diversos factores de virulencia para
colonizar de forma ascendente, adquirir nutrientes esenciales, multiplicarse en un
ambiente hostil, causar dafio al tejido y diseminarse dentro del tracto urinario (Kaper
et al., 2004, Yamamoto, 2007).

La mayoria de las cepas de UPEC exhiben ciertos factores de virulencia, que
incluyen adhesinas, sistemas de captacion de hierro, citotoxinas y serotipos O:K:H
especificos (Figura 3) (Yamamoto, 2007). Los principales factores de virulencia con

los que cuenta UPEC son los siguientes:
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Adhesinas

UPEC cuenta con adhesinas fimbriales y afimbriales, entre ellas se encuentran:

— La fimbria tipo 1, que con su adhesina FimH se une a los receptores de
uroplaguina manosilados localizados en la vejiga (Mulvey, 2002).

— Lafimbria P, que se asocia clasicamente a pielonefritis, contiene la adhesina
PapG, la cual reconoce motivos Galal-4Gal en los glicolipidos de las
membranas del hospedero. Estos motivos son reconocidos por distintas
variantes de PapG, la afinidad de unién influencia la preferencia de PapG por
diferentes tejidos. PapG lll esta asociada preferentemente a cistitis; PapG I
se une a la globotetraosilceramida (antigeno Forssman), presente en los
rinones, por lo tanto se asocia a pielonefritis y a bacteremia; la variante PapG
| se une preferiblemente a globotriosilceramida (GbO3s), sin embargo la
relevancia de esta afinidad en la enfermedad no esta bien documentada
(Johnson, 1991, Luthje et al., 2014).

— La fimbria curli representa uno de los principales componentes en E. coli y
otras enterobacterias, son expresadas tanto por bacterias patdbgenas como
por comensales, junto con la celulosa el curli es uno de los componentes
esenciales de las biopeliculas (Norinder et al., 2012). EIl curli actia como
adhesina, media la invasiébn celular e induce fuertes repuestas
inmunoldgicas; interactia con proteinas del suero, lo que promueve la
diseminacion y entrada al torrente sanguineo.

— El antigeno 43 (Ag43) expuesto en la superficie es una proteina adhesiva
autotransportadora. Tiene capacidad de autorreconocimiento, lo que
conduce a la autoagregacion de las células que lo producen y promueve la
formacion de biopelicula asi como la adhesion a las células del hospedero
(Anderson et al., 2004). Ademas tiene un rol importante en la formacion de
las CBI. Una ventaja de este antigeno es que no es altamente inmunogénico,
incluso se sugiere que confiere proteccién inmune a la bacteria (Fexby et al.,
2007). Hay dos variantes reportadas de esta proteina, que se encontraron en
la cepa prototipo UPEC CFTO073, codificadas por los genes fluA (Ag43a) y
fluB (Ag43b). Mientras que Ag43a presenta propiedades de autoagregacion
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y promueve la persistencia de UPEC en el tracto urinario Ag43b participa en
la colonizacion inicial, pero no afecta estadios posteriores de la infeccion
(Luthje et al., 2010). Esto sugiere que un alto grado de autoagregacion en
bacterias que expresan fluA puede reducir la exposicion a superficies de
estructuras inmunogeénicas, permitiendo asi la evasion del sistema inmune y
mayor persistencia de la bacteria en el hospedero (Ulett et al., 2007).

ihA es una proteina de membrana externa, que funciona como adhesina
afimbrial, pero también como un receptor de sideroforo, con lo que permite la
captacion de hierro. Fue descrita primero en una cepa de E. coli
enterohemorragica O157:H7, y fue llamada “adhesina homodloga IrgA”,
debido a su homologia con el receptor de sideréforo IrgA de V. cholerae
(Léveillé et al., 2006).

Afa/Dr es una familia de fimbrias que estan asociadas tipicamente con
infecciones intestinales, pero son comunmente encontradas en cepas
extraintestinales que causan ITU. Las adhesinas Dr se unen a colageno tipo
VI 'y al factor acelerador del decaimiento (DAF) (Le Bouguénec et al., 2006).
ECP es conocido como el pili comun de E. coli, est4 involucrado en la
adherencia a las células hospederas, asi como en la formacién de biofilm.
Sin embargo aun se desconocen los detalles de la interaccion de este pili de
UPEC con el uroepitelio (Saldafa et al., 2014).

Movilidad

Al igual que la adhesién, la movilidad bacteriana esta asociada a la virulencia, esta

mediada por estructuras poliméricas superficiales, los flagelos. El flagelo de UPEC

contribuye en la patogenicidad durante el proceso de ITU. La sintesis de flagelo es

altamente regulada y coincide con la ascension de la bacteria desde la vejiga hasta
los rifiones (Lane et al., 2005, Wright et al., 2005).

Toxinas

Las toxinas ayudan a UPEC a propagarse dentro de los tejidos mas profundos, esto

después de quebrantar la integridad de las células; a obtener nutrientes dentro de

las células o a destruir células efectoras del sistema inmune. La actividad toxica

9|Pdagina



resulta en una respuesta inflamatoria fuerte (Yamamoto, 2007, Wiles et al., 2008,
Bien et al., 2012).

— El lipolisacéarido (LPS) es considerado como una endotoxina. Es el principal
componente de la pared de bacterias Gram negativas y es altamente
inmunogénico. Esta formado por una region hidrofébica que es el lipido A
localizado en la region exterior de la membrana externa, éste es la
endotoxina bacteriana; por un nucleo que es un oligosacarido y por el
antigeno O que esta expuesto en la superficie de la bacteria y constituye el
principal inmunogeno (Klena et al., 2005). El lipido A estd altamente
conservado y media los efectos téxicos del LPS. El nacleo y el antigeno O
son mas variables en estructura y funcion. Algunos antigenos O son comunes
de UPEC, entre ellos el O1, 02, 04, 06, 07, 08, 015, 016, 018, 021, 022,
025, 075y 083 (Bidet et al., 2007, Lloyd et al., 2007, Li et al., 2010).

— Durante la infeccion, el influjo de células polimorfonucleares causa dafio en
el tejido y el ataque e invasiéon por UPEC resulta en la apoptosis y exfoliacion
de las células. Ademas de que concentraciones subliticas de la toxina
formadora de poros hemolisina A (HIyA) induce estas respuestas, lo que
expone a las células subyacentes transicionales a la invasion y diseminacién
de UPEC (Croxen et al., 2010). La HIyA es citotdxica para diversos tipos de
células nucleadas asi como para células inmunes, endoteliales y epiteliales
en el tracto urinario (Mobley et al., 1990). Esta toxina se asocia a ITU altas
(pielonefritis) (Bien et al., 2012, Dhakal et al., 2012).

— El factor necrotizante citotoxico 1 (CNF1), es producido por un tercio de las
cepas de UPEC que causan pielonefritis, y posiblemente estan involucrados
en la invasion del riidn y también causa apoptosis en las células de la vejiga,
lo que estimula la exfoliacién de éstas (Nielubowicz et al., 2010). CNF1 no es
un factor esencial en la infeccién, pero es un factor de mantenimiento.
Ademas se ha reportado que las cepas que lo contienen causan mas
inflamacion que las que no lo tienen (Bien et al., 2012). Esta toxina activa las
GTP-asas Rho induciendo cambios celulares basados en rearreglos de

actina del citoesqueleto, lo que promueve la internalizacion de la bacteria a
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las células del urotelio (Davis et al., 2005, Wiles et al., 2008, Croxen et al.,
2010).

— UPEC secreta toxinas conocidas como autotransportadoras; la toxina
autotransportadora secretada (Sat) es una serinproteasa que media el efecto
citopatico en la vejiga y en el rifién, mediante la formacion de vacuolas en el
citoplasma de las células uroepiteliales. Experimentalmente se ha
encontrado que causa dafo en glomérulo y tubos proximales ademas de que
influye en la respuesta inmune (Guyer et al., 2000). Y la toxina
autotransportadora vacuolizante (Vat), pertenece a la misma familia, se sabe
que aglutina hemo y actia como hemoglobulanasa. Sin embargo estas

toxinas aun no estan bien caracterizadas (LUthje et al., 2014).

Sistemas de captacion de hierro

En el tracto urinario la disponibilidad del hierro es muy restringida, aproximadamente
10%°M en sangre, y esta concentracion es mas baja en otros tejidos. Para sobrevivir
las bacterias necesitan una concentracion de hierro citoplasmatica de
aproximadamente 10 M debido a esto las bacterias han desarrollado mudltiples
estrategias que les permiten adquirir este elemento de las células del hospedero
(Wiles et al., 2008).

La captacibn de hemo, enterobactina y otros siderdforos contribuyen en el
mantenimiento de UPEC, pero debido a la redundancia funcional de estos sistemas
tanto en UPEC como en comensales, resulta dificil establecer la contribucion a la
virulencia de un solo sistema, o clasificarlos como factores de virulencia (Garcia et
al., 2011).

— ChuA es el receptor de hemo mas estudiado, se encuentra unido a la
membrana externa de la bacteria, capta el hemo liberado de los enterocitos
previamente lisados por hemolisina, y lo transportan al citosol. Este sistema
esta altamente regulado durante la replicacién intracelular dentro de CBls en
el epitelio vesical (Johnson, 1991, Wiles et al., 2008).

— Los sideroforos son moléculas secretadas quelantes de hierro, que toman

este elemento a través de receptores especificos en la membrana externa de
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la bacteria. Son cuatro sistemas de sideroforos los que han sido mas
estudiados, enterobactina y su receptor FebA, salmoquelina y IroN,
aerobactina y IutA y yersiniabactina y FyuA (Gao et al., 2012).
A pesar de que hasta la fecha se han identificado multiples genes que estan
involucrados en la virulencia de las cepas UPEC no se ha determinado un perfil
especifico de urovirulencia, ya que con frecuencia los aislamientos de UPEC,
contienen un numero muy variable de estos genes (Marrs et al., 2002).

Adhesina

Adhesinas fimbrial Toxinas

CNF 1
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Figura 3. Esquema general de los factores de virulencia de Eschericia coli uropatégena. (Lithje et
al., 2014)

Islas de patogenicidad
Los factores de virulencia estan usualmente codificados en islas de patogenicidad,

conocidas como PAls, por sus siglas en inglés. Las PAIs proveen un mecanismo
para la transferencia horizontal de los genes de virulencia; son elementos genéticos
moviles formados por largos bloques de ADN > 10 Kb, se insertan adyacentemente
a genes de tRNA, y usualmente estan flanqueadas por secuencias cortas directas;
contienen secuencias de insercion, integrasas y transposasas, asi como un
contenido de G+C que difiere del genoma de la bacteria (Sabaté et al., 2006, Lloyd
et al., 2007, Koga et al., 2014).

Las PAIs en UPEC fueron descritas por primera vez en la cepa prototipo 536, y
desde entonces han sido identificadas en otras tres cepas prototipo J96 y CFT073
aisladas de pielonefritis y UTI89 aislada de cistitis. Han sido descritas y estudiadas
ampliamente 13 PAIs de CFT073. Y se ha reportado que la que se encuentra con
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mas frecuencia en cepas de UPEC es la PAI I, que codifica diversos genes de
virulencia: sat, iutA, iucDCBA, precursor del antigeno 43 y kpsTM (Oelschlaeger et
al., 2002, Koga et al., 2014).

Plasmidos
El mecanismo méas importante de diseminacion de genes de virulencia y de

resistencia a antibidticos es la transferencia de plasmidos. Los plasmidos son
elementos genéticos extracromosomales autorreplicables, formados por ADN
circular de doble cadena, distinto del ADN cromosomal, no son esenciales para las
bacterias, sin embargo contienen genes que les confieren resistencia a los
antibiéticos, virulencia y persistencia en condiciones extremas. Tienen una gran
facilidad de conjugacion entre especies, lo que les confiere un importante papel en
la evolucién de las bacterias por su facil transmisién tanto horizontal como vertical.
Los plasmidos reportados en UPEC varian bastante en cuanto al tamafo.
(Szczepanowski et al., 2005, Baral et al., 2012, Beceiro et al., 2012, Farshad et al.,
2012). En afios recientes se ha reportado un plasmido que confiere multirresistencia
a antibidticos, IncFIl que contiene genes que codifican enzimas p-lactamasas de
espectro extendido, y su tamafio varia entre 82 y 200 kb (Coque et al., 2008,
Schembri et al., 2015).

Serotipo 025:H4
Kauffman desarroll6 un esquema de serotipificacion basado en la identificacion de

los antigenos O, pertenecientes a la parte externa del lipopolisacarido de las
bacterias Gram negativas, del H que identifica la proteina flagelina de la punta del
flagelo y el K, que sélo esta presente en bacterias que presentan capsula (Li et al.,
2010). Hasta el momento se cuenta con 186 antigenos somaticos (O) y 56 flagelares
(H). La serotipificacion con antisueros contra el antigeno O proporciona el
serogrupo, el antigeno somatico y flagelar juntos indican el serotipo (O:H). La
serotipificacion es importante porque contribuye a distinguir el nimero pequefio de

serogrupos que causan enfermedad (Wiles et al., 2008).

El serogrupo 025, en particular el serotipo O25:H4, es de gran importancia médica,
ya que es el mas frecuentemente reportado como responsable de un gran

porcentaje de ITU tanto comunitarias, como nosocomiales, asi como de bacteremia
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a nivel mundial (Petty et al., 2014). En el aflo 2008 dos grupos de trabajo, casi
simultaneamente describieron la secuencia tipo 131, del serotipo 0O25:H4 (ST131),
presente en diversos paises en tres continentes. A partir de este descubrimiento, en
muchos paises, se han realizado estudios en los que se busca esta clona. Este
grupo clonal esta asociado a la multirresistencia a antibiéticos, asi como con un gran

potencial de virulencia (Coque et al., 2008, Nicolas-Chanoine et al., 2008).

Esta clona se descubri6 a partir de la tipificacion de la secuencia multilocus de las
B-lactamasas de espectro extendido CTX-M-15, provenientes de muestras de E. coli
de tres continentes, estudios posteriores han confirmado que esta clona posee
muchos genes de virulencia y resistencia que pueden estar contenidos en plasmidos
transferibles. Del 30 al 60% de las clonas que se han identificado son resistentes a
fluoroquinolonas, y poseen BLEE, principalmente de la familia CTX-M, esta clona
también ha sido identificada en animales y alimentos (Clermont et al., 2009, Platell
et al., 2011, Rogers et al., 2011).

Se han propuesto diversos factores que explican la rapida y exitosa diseminacion
de la clona multirresistente a antibiéticos E. coli ST131 en humanos (Pitout et al.,
2009, Ewers et al., 2010, Peirano et al., 2010, Vincent et al., 2010):

— Alta prevalencia de portadores fecales en el ganado, dando lugar a la
transmision por alimentos

Diseminacion en el ambiente

Animales domésticos o salvajes portadores

Transmisidén persona-persona

Viajes internacionales

N R

Determinantes propios de la bacteria que potencian su actividad patégena,

como plasmidos de resistencia y genes de virulencia.

Filogenia
Una clasificacion de las cepas aisladas de E. coli es determinada por el grupo

filogenético. Los analisis filogenéticos han demostrado que las cepas de E. coli
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caen dentro de cuatro grupos filogenéticos (A, B1, B2 y D) (Herzer et al., 1990). Las
cepas que son comensales pertenecen predominantemente al grupo A, y en menor
proporcién al B1, mientras que las cepas EXPEC pertenecen en su mayoria al grupo
B2, y al grupo D (Picard et al., 1999, Russo et al., 2000, Duriez et al., 2001, Bailey
et al., 2010).

Estos estudios han permitido un mejor entendimiento de como las cepas patdégenas
adquieren genes de virulencia (Clermont et al., 2000). El grupo B2, se asocia con
una mayor presencia de factores de virulencia, y formacion de biofilm, sin embargo
presentan baja multirresistencia a antibidticos. Mientras que las cepas
pertenecientes al grupo A, presentan menor niumero de factores de virulencia y
producen menor cantidad de biofilm, pero se asocian a una mayor resistencia a
antibiéticos (Soto et al., 2007). Aunque las cepas de E. coli comensales de los
grupos A o Bl conforman la microbiota, y se consideran no patdgenas,
ocasionalmente han sido responsables de infecciones extraintestinales (Duriez et
al., 2001).

Tratamiento
El tratamiento inicial de las infecciones de tracto urinario generalmente es empirico,

se inicia antes de tener los resultados del laboratorio del urocultivo y depende de
diversos factores como los antecedentes personales, incluyendo la historia de
alergias; reacciones adversas del farmaco, efectos colaterales a la microbiota, la
disponibilidad del farmaco y el patron local de resistencia de los uropatégenos. Los
antibioticos de primera eleccion en México para tratar las ITU son ciprofloxacina,
trimetroprim-sulfametoxazol y nitrofurantoina (Molina-Lépez et al., 2011, Calderén-
Jaimes et al., 2013, Pigrau, 2013).

El tratamiento empirico debe incluir la cobertura antibiotica de amplio espectro, en
los dltimos afos se ha observado un incremento importante en la resistencia de E.
coli para ampicilina, amoxicilina, trimetriprim-sulfametoxazol y quinolonas
(Arredondo-Garcia et al., 2008). Por esto se sugiere el manejo con nitrofurantoina
o cefalosporinas de segunda y tercera generacion, ya que son seguras y bien

toleradas. Otra opcion es la fosfomicina, sobre todo en los casos donde se sospeche

15| Pdagina



0 se haya demostrado infeccién por E. coli productora de betalactamasas de
espectro extendido (BLEE), aunque esto ha sido poco estudiado (Falagas et al.,
2010, Barber et al., 2013).

Resistencia a Antibidticos
Las bacterias pueden ser resistentes a mas de una familia de antimicrobianos

intrinsecamente, o pueden volverse resistentes a causa de mutaciones o por la
adquisiciéon de genes de resistencia de otras bacterias (Frost et al., 2005, Andersson
et al., 2010).

El uso inadecuado de antibiéticos y el retraso en el inicio del tratamiento ha
favorecido el desarrollo de resistencia a antibidticos por UPEC, esto debido a la
aparicion generalizada de una serie de mecanismos de resistencia, como los
anteriormente mencionados. Este fendbmeno se ha reportado a nivel mundial,
principalmente a ampicilina, tetraciclina y cloranfenicol, también se ha reportado una
alta resistencia a B-lactamicos (penicilina), aminoglucésidos (amikacina),
cefalosporinas (cefalotina, cefotaxima, ceftazidima y ceftriaxona) y fluoroquinolonas
como la ciprofloxacina (von Baum et al., 2005, Lautenbach et al., 2007, Mandal et
al., 2012).

E. coli O25:H4 ha adquirido plasmidos de la familia IncF que codifican 3-lactamasas
de espectro extendido (BLEE) (Nicolas-Chanoine et al., 2014). Estos plasmidos
propagan rapidamente resistencia a cefalosporinas de tercera generacion, asi como
a otros antibioticos (Flores-Mireles et al., 2015). Las BLEE son enzimas cataliticas
de naturaleza proteica que tienen la increible capacidad de inactivar a todos los -
lactAmicos, en distintos grados, con excepcion de los carbapenems (Da Silva et al.,
2012, Phan et al., 2013). Los factores de riesgo asociados con ITU causadas por
cepas productoras de BLEE incluyen: ITU recurrentes, patologia renal subyacente,
tratamientos previos con cefalosporinas y fluoroquinolonas, hospitalizacion previa,
diabetes Mellitus y viajes internacionales a zonas de alto riesgo (Rodriguez-Bafio et
al., 2008). Se ha demostrado que las bacterias que producen BLEE contribuyen en

el incremento de la mortalidad y morbilidad de las ITU, lo cual representa un grave
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y creciente problema de salud publica, especialmente cuando al mismo tiempo estas

bacterias poseen otros determinantes de resistencia (Peirano et al., 2010).

Ademas de las BLEE otros mecanismos de resistencia son inhibicion enzimatica
(p.€j. inhibicion de topoisomerasas y cambio del blanco de accion del farmaco (p.ej.
polimorfismo de nucleétidos) (von Baum et al.,, 2005, Lautenbach et al., 2007,
Mandal et al., 2012, Narciso et al., 2012). La influencia del material genético en la
resistencia a antibiéticos se ve reflejada en genes como los blaampc que codifican
para la B-lactamasa AmpC, presentes en la resistencia hacia cefalosporinas de 3era
generacion, o la expresion de B-lactamasa CTX-M-2 resistente a cefalosporinas
(cefotaxima) y aminoglucosidos (gentamicina), o bien, la expresion de la [-
lactamasa TEM-52 resistente a cefalosporinas (cefotaxima y ciprofloxacino)
(Narciso et al., 2012).

A su vez, el grupo filogenético B2, se ha asociado con la presencia de la B-
lactamasa CTX-M-15, la cual ha tenido una exitosa adaptacion evolutiva y por lo

tanto una distribucion mundial (Clermont et al., 2008).

La presencia de diversos mecanismos de resistencia a la vez en estas bacterias da
como resultado la multirresistencia a antibiéticos, lo cual complica el tratamiento
para las ITU. La aparicion y constante incremento de cepas multirresistentes se ha
convertido en un serio problema de salud publica, debido a esto ha surgido la
necesidad de crear nuevas definiciones que permitan clasificar a estas bacterias
multidrogo-resistentes (MDR). Las infecciones causadas por cepas MDR pueden
dar lugar a un tratamiento inadecuado o tardio (Ibrahim et al., 2000, Anderson et al.,
2006). Los términos utilizados para clasificar a las bacterias MDR son los siguientes
(Magiorakos et al., 2012):

— MDR: son bacterias resistentes a tres o mas familias de antibioticos.

— XDR: son bacterias definidas como extensamente drogo-resistentes, son
epidemiolégicamente significativas, ya que suelen ser resistentes a todas o
casi todas las familias de antimicrobianos probadas.

— PDR: estas bacterias se definen como pandrogo-resistentes y son

resistentes a todas las familias de antibioticos probadas.
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Antecedentes Generales
En el afio 2006 Sabaté et.al., establecieron dos métodos de PCR mudltiple para

detectar ocho marcadores de PAIls, utilizando 50 cepas de E. coli comensales y 100
cepas de UPEC, encontrando que 20 de las 50 cepas comensales y 93 de las cepas
de UPEC contenian marcadores de PAls. La PAlI mas prevalente entre cepas
comensales y de UPEC fue PAI IVs36 (30% vs. 73%) seguido de PAI Icrro7s (26%%
vs 73%), PAI I llcrro7z (14% vs. 46%), PAI llies (8% vs. 34%), PAI Is3s (8% vs. 33%)
and PAI lIszs (4% vs. 20%), respectivamente. PAI llls3s fue detectada Unicamente en
las cepas uropatogénicas (2%), mientras que PAI ligs no fue detectada en ninguna
de las cepas aisladas.

En el 2007 Lloyd, et.al., analizaron el genoma de la cepa CFT073, proveniente de
un paciente con pielonefritis. Determinaron que esta cepa, contiene 10 PAIs, en su
genoma, ademas de 3 regiones de origen fagico. Ademas siete de las PAls
contienen uno 0 mas genes que codifican factores que intervienen en la virulencia.
Reportaron también que la PAI Icrro7s, contiene la mayor cantidad de genes que
codifican factores de virulencia, y es la mas comun presentada en cepas de UPEC,
seguida de las PAI Il y PAL L.

En el afio 2008 Coque et. al., determinaron que la asociacion de las enzimas CTX-
M-15 con la clona ST131 es usualmente atribuible a la presencia de un plasmido
que confiere multirresistencia a antibigticos, IncFll que contiene genes que codifican
BLEE como blacrx-m-15, blatem1 y blaoxa1 y el gen aac(6)-Ib-cr que confiere
resistencia a aminoglucosidos y a fluoroquinolonas, estos plasmidos son de tamafio
variable, entre 85y 200 kb.

En el aflo 2011 Molina et.al., realizaron un estudio con 119 cepas de E. coli
obtenidas de pacientes que presentaron ITU, al realizar la serotipificacion de éstas,
encontraron que el 21.2% pertenecian al serotipo O25:H4 y los porcentajes de
resistencia a antibioticos fueron los siguientes: Ampicilina 83.7%, Piperacilina
53.8%, fluoroquinolonas 55.5 a 60.6% y trimetriprim-sulfametoxazol 56.4%. Este
estudio es de gran importancia, ya que es el primero que establece la presencia del

grupo clonal 025-ST131 en México.
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En el afio 2013 Phan et.al., reportaron que E. coli ST131 se asocia con la produccion
de enzimas CTX-M-15, actualmente las B-lactamasas de amplio espectro mas
extendidas en el mundo. Adema&s de ser resistente también a cefalosporinas, y
monobactamicos. Usualmente también es co-resistente a fluoroquinolonas y
ademas se ha reportado que algunas de estas cepas producen carbapenemasas,
lo cual da lugar a limitadas opciones de tratamiento de ITU por UPEC. También se
ha demostrado que esta clona posee una gran variedad de factores de virulencia

gue causan enfermedad invasiva, similares a los factores de otras cepas de UPEC.

En el aflo 2014 Koga et. al., analizaron 20 cepas de bacteremia de recién nacidos,
nifos y adultos, para la determinacion de secuencias asociadas a PAls. 70% de las
cepas de UPEC aisladas de hemocultivos presentaron secuencias asociadas a
PAls, mientras que el 52.94% de las cepas comensales también presentaron
secuencias asociadas a PAIs. De acuerdo con publicaciones anteriores (Schubert
et al., 2004, Sabaté et al., 2006, Ostblom et al., 2011), la PAI IVs3s fue la mas
prevalente en ambos grupos seguida de la PAl Icrro7s y PAI llcrro7s. La PAI IVs36 ha
sido descrita por varios investigadores como una isla estable, y es una de las mas
comunes encontradas en enterobacterias. 14 cepas tuvieron plasmidos, de 1 a 5
por cepa, y fueron 3 plasmidos confirmados como conjugativos.
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Antecedentes especificos
En el laboratorio de Biologia Molecular de Enteropatégenos se cuenta con 5

ceparios distintos de Escherichia coli aisladas de pacientes mexicanos cursando
con infeccién de tracto urinario, estas cepas fueron donadas por las siguientes
instituciones, en periodos diferentes: Hospital Publico de la ciudad de Puebla, 2
Clinicas Particulares de la Ciudad de Puebla, Facultad de Medicina de la UNAM, y
el ultimo grupo son cepas aisladas de mujeres de la ciudad de Puebla con displasia
cervical. Molina en el 2011 analizé 114 cepas donadas por una clinica particular, el
93.8% de ellas fueron aisladas de mujeres. Se encontraron los siguientes genes de

virulencia: hlyA en el 29.8%, papGll en el 37.7% y papGilll en el 21.9%

Aroche en el 2011 analizé 133 cepas donadas por la misma clinica particular, el
89.5% de éstas fueron aisladas de mujeres. Se encontraron los siguientes genes de

virulencia: fimH en el 94% y fliC en el 30%.

En los dos trabajos mencionados anteriormente se analizaron los perfiles de
susceptibilidad a 11 antibioticos y el 71% presentaron multirresistencia; AM (47%),
NF (26%), TSX (33%), CF (29%) y LVX (38%) fueron los antibioticos a los que se
presenta la mayor resistencia. Se realiz6 la serotipificacion de estas 247 cepasy se
encontré que el serotipo mas representativo fue el 025:H4 (16%) seguido por
O75:H- (7.5%), O1:H6 (5%), O1:H34 (4%), y O75:H45 (3%). Se analiz6 el grupo
filogenético a 95 de estas cepas, encontrando con mayor frecuencia el grupo B2
(40.5%) seguido del grupo D (34%), grupo A (21.5%) y grupo B1 (3.8%).

En el 2012 Martinez analizé 125 cepas donadas por un Hospital de Salud Publica
de la ciudad de Puebla, el 64% de las cepas fueron aisladas de mujeres, se
analizaron los perfiles de susceptibilidad a 11 antibidticos y el 78% presentaron
multirresistencia; AM (74%), TSX (66%), CF (48%), LVX (49%) y NF (14%) fueron
los antibidticos a los que se presenta la mayor resistencia. Los genes de virulencia
analizados fueron sat en el 25.7%, vat en el 38.1% e iucD en el 14.4%. En estas
cepas predomino el serogrupo 0O25:H4 (8%) seguido de O17:H18 (2%) y O6:H1

(2%). A estas cepas no se les realiz6 analisis de grupos filogenéticos.
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Ibarra en el 2015 analizo 171 cepas donadas por la Facultad de Medicina de la
UNAM, éstas cepas fueron aisladas de infantes de 5 meses a 8 afios de edad. Se
analizaron los perfiles de susceptibilidad a 17 antibidticos y el 99% presentaron
multirresistencia, CF (96%), AM (79%), TSX (60%), NF (35%), y LVX (32%) fueron
los antibidticos a los que se presenta la mayor resistencia. El analisis de grupo
filogenéticos mostro que la mayoria de cepas pertenecen al grupo B2 (36%) seguido
del grupo A (35%), grupo D (27%), grupo B1 (2%). El serotipo mas representativo
de estas cepas fue el 025:H4 (8%) seguido por O102:H6, O1:H6, O6:H1 (5%) vy
086:H18 (3%). Los genes de virulencia analizados en estas cepas fueron: fimH en
el 84%, iha en el 60%, iucD en el 53% sat en el 22%, fliC en el 17%, vat en el 12%
papGll en el 10% y papGilll en el 7%.

En el 2015 Flores trabajé conl16 cepas aisladas de mujeres con displasia cervical.
Se analizaron los perfiles de susceptibilidad a 17 antibi6ticos y el 100% presentaron
multirresistencia, CF (94%), AM (65%), TSX (53%), NF (29%), y LVX (24%) fueron
los antibidticos a los que se presenta la mayor resistencia. El andlisis de grupo
filogenéticos mostro que la mayoria de cepas pertenecen al grupo B2 (35%) seguido
del grupo A (24%), grupo D (24%), grupo B1 (18%). El serotipo mas representativo
de estas cepas fue el 025:H4 (12%). Los genes de virulencia analizados en estas
cepas fueron: fimH y ecpl en el 94%, ecp2 en el 76%, iha, sat e iucD en el 53%, fliC
en el 35%, pap en el 29%, vat y hlyA en el 24%.
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Justificacion

En la actualidad las infecciones de tracto urinario representan un serio problema de
salud publica a nivel mundial, incrementando afio con afio las tasas de mortalidad,
morbilidad y gastos médicos. En México no se conoce la incidencia real de las ITU
por E. coli y tampoco por UPEC de serogrupo O25. UPEC de serogrupo O25 es una
linea clonal con caracteristicas de virulencia importantes que han merecido la
atencion del sector salud a nivel mundial. Ademas sera importante conocer los
determinantes de virulencia que poseen las cepas de UPEC de serogrupo 025

aisladas de poblacion mexicana.

Es importante estudiar molecularmente los factores que intervienen en la
patogénesis de este género bacteriano, con la finalidad de plantear estrategias para
mejorar el tratamiento adecuado y oportuno de estas infecciones.

Hipotesis

Las cepas de UPEC del serogrupo 025 aisladas de poblacién mexicana cursando
con ITU, pertenecen al grupo filogenético B2, expresan BLEE y poseen genes que
codifican diferentes factores de virulencia: iucD (aerobactina), sat (toxina
autotransportadora secretada), fimH (fimbria tipo 1), fliC (flagelo), papG (adhesina
de la fimbria P), vat (toxina autotransportadora vacuolizante), ihA (receptor de

sideroforo), papA (fimbria P) y hlyA (hemolisina).
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Objetivo General
Determinar las caracteristicas de virulencia presentes en una coleccion de cepas de

E. coli uropatdgena de serogrupo O25 aisladas de pacientes cursando con infeccion

urinaria.

Objetivos Particulares
1. Confirmar serogrupo O25 a 65cepas de E. coli aisladas de infeccién urinaria.

2. Determinar el grupo filogenético a cepas de UPEC O25.

3. Determinar la presencia de biomarcadores moleculares de virulencia a UPEC
025.

4. Determinar la presencia de cuatro islas de patogenicidad a cepas UPEC O25.

5. Analizar el perfil plasmidico de las cepas UPEC O25.

6. Determinar el perfil de susceptibilidad a antibiéticos y la produccion de B-

lactamasas a cepas UPEC 0O25.
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Material y Métodos
Se usaron 65 cepas de E. coli uropatdgena aisladas de pacientes con ITU, donadas

por cuatro dependencias distintas 1 laboratorio de Salud Publica del Estado de
Puebla, dos laboratorio clinicos Particulares de la Cd. De Puebla y del
Departamento de Salud Publica de la Facultad de Medicina de la UNAM. Estas
cepas pertenecen al serogrupo 025, se encuentran almacenadas en
crioconservacion a -70°C. Se tomaron 20 pl del crioconservado y se inoculd en
medio liquido LB, se incubd a 37°C, a 220 rpm de 18 a 24 hrs. Se inocul6 un tubo
nuevo con 5 ml de LB usando 80 pl del precultivo hasta obtener una DO2sonm de 0.4
a 0.5. Del tubo de precultivo se obtuvieron paquetes celulares de 500 ul y del tubo
con DO de 0.5 se obtuvieron paquetes de 3 ml. Los paquetes celulares de 0.5y 3ml
fueron usados para la extraccion de ADN gendémico y ADN plasmidico,

respectivamente.

Extraccion de ADN gendmico
Se inoculan 20 pL de la cepa en 3 mL de medio liquido LB y se incuba de 4 a 5

hrs a 37°C hasta obtener una densidad oOptica de 0.4 nm. Se toman 0.5 mly se
colocan en un tubo eppendorf para centrifugarlos a 12000 RPM por 5 min, se
decanta y se obtiene el paquete celular y se le agregan 570uL de buffer SET
(sacarosa, EDTA-TRIS), se agita en el vortex por 30 seg. y se agregan 30uL de
SDS al 20% invirtiendo el tubo por 20 seg. Nuevamente se mezcla en vortex por
20 segundos, evitando hacer burbujas. Se incuba a 80°C por 5 min y se deja
enfriar. Se agregan 2 uL de RNasa y se incuba a 37°C por 45 min. Se deja enfriar
y se adicionan 200 uL de NaCl 5M, se invierte el tubo por 20 seg. y se deja
reposar en hielo por 5 min. Se centrifuga a 12000 rpm y el sobrenadante se pasa
a un tubo nuevo, al que se agregan 800 uL 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
75 puL de Tris 10 mM a pH 8. Finalmente se incuba a 37°C por 15 min y se

almacena.
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Extraccion de ADN plasmidico
Se inoculan 20 yL de la cepa en 3 mL de medio liquido LB y se incuba de 16 a

18 hrs a 37° C. Los 3 ml de precultivo se colocan en un tubo eppendorf para
centrifugarlos a 12000 RPM durante 5 min, se decanta el sobrenadante y se
obtiene el paquete celular, se resuspende en vortex y se agregan 152 uL de
solucion 1 (lisozima, RNAsa y buffer SET) se agita en vortex 10 seg y se incuba
15 min a 37° C. Se agregan 300 pL de solucion 2 (NaOH 0.4N y SDS al 2%) se
invierte el tubo 10 veces y se coloca en hielo durante 5 min. Se le agregan 420
ML de acetato de potasio, se invierte el tubo 3 veces y se coloca en hielo durante
15 min y después se centrifuga a 12000 RPM durante 20 min. Se decanta el
sobrenadante en un tubo con 400 uL de formol: alcohol isoamilico (25:24:1), se
invierte suavemente 50 veces y se centrifuga a 12000 RPM durante 5 min. Se
transfiere el sobrenadante a un tubo con cloroformo: alcohol isoamilico (24:1),
se invierte 100 veces suavemente y se centrifuga a 12000 RPM durante 5 min.
Se transfiere el sobrenadante a un tubo nuevo y se afiade etanol absoluto hasta
que el tubo tenga un volumen de 1.5 ml. Se deja toda la noche en congelador a
-20° C. al siguiente dia se centrifuga a 12000 RPM durante 15 min y se decanta
el sobrenadante. Se agregan 800 uL de etanol al 70% y se disuelve la pastilla,
se centrifuga a 12000 RPM durante 5 min. Se decanta el sobrenadante, se seca

la pastilla y se resuspende en 70 pL de H:0 tridestilada estéril.

Determinacion de perfiles de sensibilidad a antibidticos
Se hace por medio del método Kirby-Bauer usando 17 sensidiscos de los

siguientes antibidticos: acido nalidixico, amikacina, ampicilina, levofloxacina,
cefalotina, cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxona, cefuroxima, ciprofloxacina,
cloranfenicol, gentamicina, netilmicina, nitrofurantoina, norfloxacina, ofloxacina,
y trimetropim-sulfametoxazol. Se siembran 10 pL del crioconservado en agar
soya tripticaseina (TSA) a 37°C toda la noche. Luego se toma 1 colonia y se
cultiva de 2 a 3 horas a 37 °C en medio liquido soya tripticaseina (TSB) hasta
gue se obtiene una turbidez de MacFarland de 0.5. Con un hisopo se hace una
siembra masiva en agar Mueller-Hinton, se deja secar y se colocan los

sensidiscos, se incuban por 18 hrs a 37°C y se realiza la lectura de los halos de
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GM
NET
OFX
TSX

AMK
AM
LVX

MAC

NOR

CF
CFz
CFX

AN
CRO
CIP
CTX
AMC

FEP
ATM
FOS

inhibicion para que las cepas sean clasificadas segun los criterios del CLSI como

sensibles (S), intermedias (l) y resistentes (R) (Clinical Laboratory Standars

Institute, 2015). Para la determinacién de perfiles de resistencia se usaron como

control, las cepas de referencia Escherichia coli ATCC25922 y Pseudomona

aeruginosa ATCC27853 (ver tabla 1).

Tabla 1. Concentraciones de antibitticos, valores de cepas para el control de

antibiogramas y valores de interpretacion del antibiograma.
Valores de Referencia

Antibiético

Gentamicina
Netilmicina
Ofloxacina
Trimetropim/
Sulfametoxazol
Amikacina
Ampicilina
Levofloxacina
Nitrofurantoina
Norfloxacina
Cefalotina
Ceftazidima
Cefuroxima
Cloranfenicol
Acido Nalidixico
Ceftriaxona
Ciprofloxacina
Cefotaxima
Amoxicilina-Acido
clavulanico
Cefepime
Aztreonam
Fosfomicina

Los antibioticos fueron distribuidos en tres placas de agar Mueller Hinton, en la
siguiente figura se muestra la distribucion de los discos de antibioticos para analizar

los perfiles de susceptibilidad a antibiéticos, la distribucién de éstos se muestra en

la figura 4.

Concentracién

10 pg

30 pg

S g
1.25/ 23.75 ug

30 pg
10 pg
S ug
300 pg
10 pg
30 pg
30 pg
30 pg
30 pg
30 pg
30 pg
S ug
30 ug
20/10 ug

30 pg

30 ug
200 pg

E. coli
ATCC25922

19-26
22-30
29-33
23-29

19-26
16-22
29-37
20-25
28-35
15-21
25-32
20-26
21-27
22-28
29-35
30-40
29-35
18-24

31-37
28-36
22-30

Pseudomona
aeruginosa
ATCC 27853
17-23
17-23
17-21

18-26

19-26

22-29

22-29

17-23
25-33
18-22

24-30
23-29

Intermedio

13-14

13-14

13-15
11-15*

15-16
14-16
14-16
15-16
13-16
15-17
18-20
15-22
13-17
14-18
20-22
16-20
23-25
14-17

15-17
18-20
13-15
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Valores de Resistencia

Sensible

>15
>15
>16
>16

>17
>17
>17
>17
>17
>18
>21
>23
>18
>19
>23
>21
>26
>18

>18
>21
>16



Figura 4. Distribucion de los discos de antibidticos utilizados para analizar la
susceptibilidad de las cepas UPEC 0O25.

Produccion de B-lactamasas de Espectro Extendido

Se realiza mediante el método de difusion de doble disco. Primero se siembran
las cepas en agar MacConkey adicionado con CTX a una concentracion de 2
Hg/ ml, las cepas que crecen en estas condiciones se analizan para saber si son
productoras de BLEE, para ello se utilizan sensidiscos de B-lactamicos:
aztreonam, y cefalosporinas: cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxona, cefepime y un
disco combinado con amoxicilina/acido clavulanico (AMC). Se siembran 10 uL
del crioconservado en agar soya tripticaseina (TSA) a 37°C toda la noche. Luego
se toma 1 colonia y se cultiva de 2 a 3 horas a 37 °C en medio liquido de soya
tripticaseina (TSB) hasta que se obtiene una turbidez de MacFarland de 0.5. Con
un hisopo se hace una siembra masiva en agar Mueller-Hinton, se deja secar y
se colocan los sensidiscos, se incuban por 18 hrs a 37°C. El sensidisco de AMC
se coloca en el centro, alrededor de este, a una distancia equidistante de 20mm
se colocan los otros sensidiscos. Posteriormente se realiza la lectura, una zona
de inhibicion agrandada o distorsionada alrededor del disco de (AMC) es
indicativo de sinergia entre el acido clavulanico y cualquiera de los cinco
antibioticos probados y se tom6 como evidencia de produccion de BLEE.

En la figura 5 se muestra la distribucion de los sensidiscos utilizados en esta

prueba.

27 |Pagina



Figura 5. Distribucion de los discos de antibidticos utilizados para analizar la produccién
de BLEE de las cepas UPEC 0O25.

Confirmacion molecular de serogrupo 025
Se utilizaron oligonucleétidos para amplificar los genes trpA y pabB, que generan

productos de 427 y 347 pb respectivamente. Se realizard la PCR siguiendo la
condiciones reportadas en Clermont et. al., 2009, ajustando la concentracion de
ADN para todas las muestras a 0.035 ng. El producto se corre en un gel de
agarosa al 1%, junto con un indicador de peso molecular de 100 pb, ademas del
control positivo (46U) y negativo (EDL933); se tifie el gel con bromuro de etidio
y se visualiza en un equipo de fotodocumentacién (Tabla 2).

Tabla 2. Cepas control utilizadas para la confirmacion molecular del
serogrupo 025.

Cepa Amplifica
Cepa 46U* (positivo) trpA 'y pabB
EHEC O157:H7 cepa EDL933 trpA
(negativo)

*Determinada por Ibarra-Valencia, 2014.

— Determinacién de genes de virulencia
Se realizaron tres PCR multiples. PCRm1 (fimH, fliC, satA e iucD), PCRm2 (iha,
vatP, vatA, papGlly papGlil) y PCRm3 (papA, satP y hlyA) (Tabla X). Y se realizé

PCR individual para cnf; de acuerdo a las condiciones previamente establecidas
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en el grupo de trabajo (Laboratorio de Biologia Molecular de Enteropatégenos).
Para estos ensayos se usaran las cepas control de la Tabla 3.

Tabla 3. Cepas control utilizadas para cada PCR y nombres de los genes de
virulencia de UPEC que amplifica cada una.

Control PCRm1 fimH fliC satA iucD

CFTO73 + + + +
Control PCRm2 lha vatP vatA papGlll papGill
CFT073+059l + + + + +
Control PCRm3 papA satP hlyA
GAG1* + + +
Control PCR cnf  Cnf
GAG1* +

*Donada por la Facultad de Medicina de la UNAM

Tabla 4. Nombre y tamafio de los productos de amplificacion de los genes de
virulencia de UPEC obtenidos por tres diferentes PCRm y PCR individual

Gen Tamafo Gen Tamarfo Gen Tamarfo
iucD 512 pb papGill 562 pb hlyA 1280 pb
satA 384 pb papGlli 421 pb satP 880 pb
fliC 304 pb vatA 330 pb papG 641 pb
fimH 210 pb vatP 226 pb

iha 150 pb

Clasificacion filogenética
Se utilizaron en una primera ronda de PCR los oligonucleétidos para amplificar

los genes chuA, yjaA y el fragmento TSPE4.C2, dependiendo del resultado
obtenido se realiza una segunda ronda confirmatoria; las cepas de filogrupo A
se confirman para el filogrupo C, amplificando el gen; las cepas de filogrupo D
se confirman para el filogrupo E. Esta PCRm se realiz6 siguiendo las condiciones
reportadas en Clermont et.al. 2013 Se ajusta la concentracién del DNA para
todas las muestras a 0.035 ng. Una vez hecha la PCRm, el producto se corre en

un gel de agarosa al 1.5% junto con un indicador de peso molecular de 100 pb,
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ademas de los controles positivo y negativo. Se tifie con bromuro de etidio y se
visualiza en un equipo de fotodocumentacion (Clermont et al., 2013). Se usaron

como control positivo las cepas indicadas en la Tabla X.

Tabla 5. Controles utilizados para la determinacién de grupos filogenéticos

EHEC O157:H7 EDL33 chuA D
E. coli K-12 cepa MC 4100 yjaA A
UPEC cepa GAG1* chuA, yjaA, TSPE4.C2 B2
C7206 trpA
C7204 Arpa
89U** aceK F

*Donada por la Facultad de Medicina de la UNAM
** determinada por Ibarra-Valencia

Tabla 6. Tabla interpretativa para la determinacién de grupos filogenéticos de
acuerdo a la clasificacion de Clermont, 2013

A - - +/- -
Bl + - - +
C + - + -
E + + +/- +/-
D + + - +/-
F - + - -
B2 - + + +

“+”: amplificado, “-” no amplificado.
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Resultados

Confirmacion molecular de serogrupo 025
A partir de tres ceparios de Escherichia coli que suman un total de 560 cepas, que

provienen de pacientes ambulatorios, pacientes hospitalizados y pacientes con
displasia cervical cursando con ITU, se seleccionaron 65 cepas que pertenecen al
serogrupo 025, de acuerdo a los resultados de la previa serotipificacion la técnica

de Kauffman.

De estas 65 cepas seleccionadas 88% (n=57) son de serotipo O25:H4, mientras
que el 12% (n=8) son de serotipo O25:H", después de analizar las caracteristicas
de las 65 cepas se decidié tomar a los dos serotipos como un Unico grupo, ya que

no presentan diferencias significativas en sus caracteristicas.

Pacientes
hospitalizados 025
3%

Grafica 1. Origen de las cepas de E. coli de serogrupo 025". De un total de 560 (100%) de cepas
de E. coli obtenidas de 3 poblaciones de pacientes cursando con ITU, se aisl6 11.6% de cepas O25.
La grafica muestra la proporcion en que se aislo el serotipo O25:H4 de cada poblacién analizada.
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Una vez seleccionadas las cepas se realizo la confirmacién molecular de serogrupo
025 cepas mediante una técnica de PCRm establecida por Clermont en el 2009.
Esta metodologia se basa en la identificacion de dos genes, el gen trpA es
considerado un gen de mantenimiento, esta presente en todas las cepas de E. coli
independientemente del serotipo al que pertenezcan; el otro gen es pabB, este gen
esta presente en las cepas de E. coli que pertenecen al serogrupo 025, interviene
en la sintesis del lipopolisacérido (Clermont, 2009). Como control negativo en la
electroforesis se utilizd la cepa EDL933 que es una E. coli enterohemorragica
(EHEC) de serotipo O157:H7, asi que Unicamente amplifica el gen trpA, como se
observa en la figura 6. El 100% de las cepas analizadas fueron positivas en la

confirmacion del serogrupo O25.

trpA 427pb
pabB 347pb

Figura 6. Confirmacion molecular del serogrupo 025 a cepas de UPEC de serotipo O25:H4 y
025:H aisladas de ITU, por determinacién de los genes trpA (427 pb) y pabB (347 pb).
Resultado representativo del corrimiento electroforético de los productos de PCRm en gel de agarosa
al 1%. Carril M: 100 pb Plus DNA Ladder; carril C+: 46U; carril 1: CR04; carril 2: CRO7; carril 3: CR14;
carril 4: CR15; carril 5: CR19; carril 6: CR22; carril 7: CR33 carril C-: Mezcla sin ADN.

Determinacién del grupo filogenético
Se realiz6 la determinacion de grupo filogenético tomando en cuenta que se ha

reportado previamente que las cepas de UPEC de serogrupo O25 son patégenas y
pertenecen al grupo filogenético B2, este analisis se llevd a cabo mediante PCR
multiple establecida por Clermont en el 2013 como se indica en material y métodos.

Se utilizé la cepa GAG1 como cepa control, ya que es una UPEC que pertenece al
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grupo filogenético B2. Posteriormente los productos se corrieron en un gel de
agarosa al 1%.

5 6 7 8 9 10 11 12 13 C-

chuA 288pb
yjaA 211pb
TSPE 152pb

Figura 7. Determinacion del grupo filogenético de cepas UPEC de serotipos 025:H4 y O25:H"
aisladas de ITU, mediante el método de Clermont. M:100 pb Plus DNA Ladder; C+: UPEC GAG1;
carril 1: 55U; carril 2: 56U; carril 3: 63U; carril 4: 73U; carril 5: 168U; Carril 6: CR67; Carril 7: CR161;
Carril 8: CR213; Carril 9: CR240; Carril 10: CR245; Carril 11: 28bl; Carril 12: 95I; Carril 13: 6U; Carril

C-: Muestra sin ADN. A la izquierda de la figura se sefala el nombre de los productos obtenidos y su
peso molecular en pb.

A partir de esta determinacién se encontr6 que el 92% (n=60) de las cepas
analizadas pertenecen al grupo filogenético B2, como se esperaba, sin embargo se

encontré que el 5% (n=3) pertenecen al grupo filogenético C y el 3% (n=2)
pertenecen al grupo A (Gréfica 2).

5%

B2
92%

Grafica 2. Distribucion de grupos filogenéticos de cepas de UPEC de serotipos 0O25:H4 y

025:H aisladas de ITU. La gréafica muestra el porcentaje de cepas que pertenecen a tres grupos
filogenéticos.
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Determinacion de la presencia de biomarcadores moleculares de virulencia
Después de realizar la confirmacion del serogrupo, se buscaron en las cepas de

UPEC 025 nueve biomarcadores de virulencia, que son los mas representativos de

E. coli uropatdgena. De acuerdo a su funcion los genes se dividen en tres grupos:

— Adhesion y movilidad: Gen que codifica para la adhesina del pili tipo 1
(fimH), gen que codifica para adhesina flagelar (fliC) y el gen que codifica
para la pilina del pili P (papA).

— Captacion de hierro: gen que codifica para el receptor de
enterobactina/adhesina e superficie homologo de IrgA de V. cholerae (iha),
gen que codifica para la aerobactina (iucD).

— Toxinas: gen que codifica para toxina autotransportadora vacuolizante (vat),
gen que codifica para la toxina autotransportadora secretada (sat), para
hemolisina (hlyA) y gen que codifica para el factor necrotizante citotoxico 1
(cnf)

Este andlisis se realiz6 a partir de tres PCRm estandarizados previamente en el

grupo de trabajo.

En la PCRm1 se amplifican los genes fimH (210 pb), fliC (304 pb), satA (384 pb) e
iucD (512 pb). En la PCRmM2 se amplifican los genes iha (150 pb), vatP (226 pb),
vatA (330 pb), papGlll (421 pb) y papGll (562 pb). En la PCRmM3 se amplifican los
genes papA (641 pb), satP (880 pb) y hlyA (1280 pb). Para el gen cnf (3176 pb) se
realiz6 PCR individual. En la los paneles A-C de la figura 8 se muestran geles
representativos de estas PCRm. Y en la figura 9 se muestra un gel representativo

de la PCR individual para la determinacion del gen cnf.
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satP 880pb—
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Figura 8. Resultados de la determinacién por PCRm de genes de virulencia en cepas de E.
coli de serotipo O25:H4 y O24:H" aisladas de ITU. Los productos de cada PCRm se resolvieron
por electroforesis en gel de agarosa al 1%. Panel A. PCRm1 M:100 pb Plus DNA Ladder; C+: E.
coli CFTQ073; carril 1: 56U; carril 2: 63U; carril 3: 73U; carril 4: 168U; carril 5: CR67. Carril 6: CR161;
Carril 7: CR213; Carril 8: CR240; Carril 9: CR245; Carril 10: 28bl; Carril 11: 95I; Carril 12: 6U; Carril
C-: Muestra sin ADN. Panel B. PCRm2. M:100 pb Plus DNA Ladder; C+: CFT073+059I; carril 1:
CRO04; carril 2: CRO7; carril 3: CR14; carril 4: CR15; carril 5: CR19. Carril 6: CR22; Carril 7: CR33;
Carril 8: CR35; Carril 9: CR50; Carril 10: CR51; Carril 11: CR52; Carril 12: CR53; Carril 13: CR59;
Carril 14: CR69; Carril 15: CR70; Carril 16: CR72; Carril 17: CR93 Carril C-: Muestra sin ADN. Panel
C. PCRm3. M:100 pb Plus DNA Ladder; C+: GAG1,; carril 1: CR117; carril 2: CR122; carril 3: CR141;
carril 4: CR150; carril 5: CR152; Carril 6: CR153; Carril 7: CR156; Carril 8: CR159; Carril 9: CR162;
Carril 10: CR182; Carril 11: CR185; Carril 12: CR192; Carril 13: CR193; Carril C-: Muestra sin ADN.
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cnf 3176 pb

Figura 9. Resultados de la determinacion por PCR individual del gen cnf en cepas de E. coli
de serotipo 025:H4 y O24:H- aisladas de ITU. El producto se resolvié por electroforesis en gel
de agarosa al 1%. M: 1 kb DNA Ladder; C+: E.coli GAG1; carril 1: CR141; carril 2: CR150; carril 3:
CR152; carril 4: CR153; carril 5: CR156. carril 6: CR159; carril 7: CR162; Carril C-: Muestra sin ADN.

Después de realizar el registro de los resultados obtenidos se calculé el porcentaje
de cepas de E. coli que presentaron cada uno de estos biomarcadores de virulencia
y se graficd. Se encontré que el biomarcador de virulencia predominante en estas
cepas fue el gen fimH que codifica la adhesina de la fimbria tipo I, encontrado en el
100% de las cepas; seguido de los genes involucrados en la captacion de hierro iha
e iucD, presentes en el 91% y 89% respectivamente; y el gen de la toxina sat
presente en el 71% de las cepas. En menor porcentaje se encontraron los genes
del pili P papA en el 6%, los alelos papGll y papGlll en el 18% y 3%; el gen de
flagelo fliC en el 12% y las toxinas vat, hlyA y cnf en el 8%, 6% y 5%
respectivamente (Gréfica 3).
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Grafica 3. Porcentaje de deteccion de biomarcadores de virulencia de E. coli uropatégena en
65 cepas de E. coli de serotipos 025:H4 y O25:H". En la grafica se muestran los porcentajes en
los que se encontraron los biomarcadores analizados. fimH: adhesina de pili tipo 1, fliC: adhesina
flagelar, papGlll y pap GllI: alelos de adhesina del pili Pap papA: pili P, ihA: receptor de
enterobactina/adhesina, iucD: aerobactina, vat: toxina autotransportadora vacuolizante, sat: toxina
autotransportadora secretada, hlyA: hemolisina, cnf: factor necrotizante citotoxico 1. Los genes son
graficados de acuerdo al papel que desempefian en el proceso patogénico.

Una vez obtenida la prevalencia de cada uno de los genes anteriores, se grafico la
prevalencia de los genes completos papA, satA y satP los resultados se muestran

en la gréafica 4

71%

(%]
©
o
Q
o
(0]
©
X
6% 8%
| 0%
papA+papGl| papA+papGlll sat vat

Biomarcadores de virulencia

Grafica 4. Porcentaje de deteccion de genes completos pap, sat y vat en las 65 cepas de E.
coli uropatogena en 65 cepas de E. coli de serotipos 025:H4 y O25:H". En la grafica se muestran
los porcentajes en los que se encontrd el gen pap en combinacién con los genes que codifican los
dos alelos de la adhesina PapG que fueron analizados, ademas de los genes completos sat y vat.
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Posteriormente se analizaron las combinaciones de genes presentes en cada cepa,
se encontraron 20 combinaciones, siete fueron las mas frecuentes en las cepas de
UPEC 025 analizadas (tabla 7).

Tabla 7. Combinaciones frecuentes de genes encontradas en las cepas de E. coli
uropatdégena de serotipo O25:H4 y O25:H-.

Adhesién y movilidad Toxinas Captacién de hierro

fimH sat iucD ihA 49% (n=32)
fimH iucD 17% (n=6)
fimH flic sat iucD ihA 6% (n=4)
fimH fliC iucD 3% (n=2)
fimH sat vat iucD ihA 3% (n=2)
fimH iucD ihA 3% (n=2)

Con los resultados del analisis filogenético y la prevalencia de los factores de
virulencia se realizé un andlisis de los genes presentes en cada uno de los filogrupos
encontrados, el cual indica que las cepas que pertenecen al grupo filogenético A
solo presentaron dos genes de virulencia fimH e iucD; las cepas del filogrupo C
presentaron tres genes fimH, iucD e ihA; mientras que las cepas del filogrupo B2
presentaron diversas combinaciones que incluyen todos los genes analizados,
estos resultados se observan en la tabla 8.

Tabla 8. Andlisis de los genes de virulencia encontrados en cada uno de los grupos

filogenéticos identificados en las cepas de E. coli uropatégena de serotipo O25:H4
y O25:H-.

A (n=2) C (n=3) B2 (n=60)
Adhesion y fimH 100% (n=2) 100% (n=3) 100% (n=60) 100% (n=65)
movilidad fliC - - 13% (n=8) 12% (n=8)
pap - - 7% (n=4) 6% (n=4)
Captacion de ihA - 33% (n=1) 97% (n=58) 91% (n=59)
hierro iucD 50% (n=1) 100% (n=3) 90% (54) 89% (n=58)
vat - - 7% (n=4) 8% (n=4)
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Toxinas sat - - 72% (n=43) 71% (43)
hlyA - - 7% (n=4) 6% (n=4)
cnf - - 5% (n=3) 5% (n=3)

Determinacion de Islas de Patogenicidad
Se analiz6 en las 65 cepas de E. coli de serogrupo 025, la presencia de cuatro

islas de patogenicidad, utilizando E. coli CFT073 y E. coli J96 como controles, las
cuales son cepas prototipo de UPEC; para lo cual se siguié el procedimiento
descrito por Sabaté, 2006. Cabe mencionar que en este trabajo no se analizaron
todas las PAIs descritas para UPEC, solo fueron analizadas cuatro, dos presentes
en E. coli CFT073 (PAI Icrroray PAI llcrro73) y las otras dos en E. coli J96 (PAI lassy
PAI ll396). El analisis fue realizado a partir de PCR individual, y los productos de las
PAls de E. coli CFT073 y de las cepas problema fueron corridos en un mismo gel,
para visualizarlos juntos, de igual manera se procedié con los productos de las PAIs
de E. coli J96 y de las cepas problema (figura 10, Panel A y B respectivamente).

PA ICFT073

930 pb

PAMlcrrors

400 pb
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Figura 10. Determinacién de PAls en cepas de UPEC de serotipo 025:H4 y O25:H" aisladas de
ITU. Electroforesis en gel de agarosarepresentativo de ladeterminacion de PAls. Panel A PAls
I'y llcerozs: carril M: 1 kb DNA Ladder; carril C+: E. coli CFT073; carril 1: CR152 carril 2: CR153; carril
3: CR156; carril 4: CR159; carril 5: CR162. Panel B PAIs 1y llye6: carril M: 1Kb DNA Ladder; carril
C+: E. coli J96; carril 1: CR50 carril 2: CR51; carril 3: CR52; carril 4: CR53; carril 5:CR70; carril C-:
Mezcla sin ADN.

El porcentaje en el que se encontraron las diferentes PAIs entre las cepas de UPEC
025 analizadas se muestra en la Grafica X; se encontré que la PAI Icrro7sfue la mas
predominante entre las cepas analizadas, con un 95% de las cepas, seguida de la
PAI licrro7s presente en el 63% de las cepas. La PAI ly96 N0 se encontré en ninguna

cepay la PAl lly96 se encontrd en el 3% de éstas (Grafica 5).
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Grafica 5. Determinacion de PAIS en cepas de UPEC 0O25. La grafica muestra el porcentaje de
cepas que poseen las islas de patogenicidad analizadas.

Después de identificar las PAIs se realiz6 un andlisis de los genes que contiene
cada una de estas islas reportados por Sabaté et.al., en el 2006; identificando
algunos de éstos en las cepas de UPEC 025, los resultados se muestran en la tabla

9y en la grafica 6.

Tabla 9. Genes de virulencia reportados en las PAls de las cepas prototipo de UPEC

CFT073 y J96.
IcFTo73 hlyA, operdn pap, sat, IutA,
iucDCBA, precursor del
antigeno 43, kpsTM
llcFro73 Operon pap
lage hlyA, operon pap
1396 hlyA, operén pap, cnf
100% 98% 100% 100%
90% 85%
80%
70%
8 60% ;
a 50%
©  50%
S 400
° 40%
30%
20% ) ) 10%
10% 6% 6%
o HE  Em L]
hlyA pap sat iucD pap hlyA pap cnf
PAI ICFTO73 95% PAI PAI 11196 3%
IICFTO73

63%
Genes de virulencia por PAI

Grafica 6. Andlisis de algunos de los genes presentes en las PAIs, determinados en este
trabajo, en las cepas de UPEC de serotipo 025:H4 y O25:H" aisladas de ITU.
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Analisis del perfil plasmidico
Se realiz6 extraccion de ADN plasmidico a cada cepa a partir de lisis alcalina, como

se menciona en la metodologia y se realizd el corrimiento electroforético de cada

muestra, en un gel de agarosa al 0.7%.

Para poder analizar los perfiles plasmidicos se examinaron detalladamente las
bandas producto del corrimiento electroforético, con la finalidad de determinar
cudles indican la presencia de un plasmido. Esto debido a que las moléculas de
ADN plasmidico pueden tener diferentes conformaciones, que se podrian observar
en la figura 11:

Circular relaiado

Lineal

Superenrrollado

Circular monocatenario

Figura 11. Esquema representativo de las diferentes conformaciones de ADN plasmidico que
pueden encontrarse en un corrimiento electroforético (Tirabassi, 2014)

Los plasmidos superenrrollados son la conformacién nativa del ADN plasmidico, asi
se encuentran in vivo, y se produce cuando giros adicionales se introducen a la
cadena de doble hélice, esta tensidn superhelicoidal no puede ser relajada porque
los extremos del plasmido se unen entre si. EI ADN superenrrollado migran mas
rapido en un gel de agarosa, debido a su conformacion. EI ADN circular relajado
se encuentra en esta conformacion debido a la accion de las topoisomerasas, que
hacen una hendidura en una de las cadenas del ADN y relajan la tension
superhelicoidal, el ADN en esta conformacion es el mas lento en migrar. E| ADN
lineal se produce cuando ambas cadenas de la hélice de ADN son cortadas en el
mismo lugar, este tipo de ADN regularmente migra entre el ADN circular relajado y

el superenrrollado, sin embargo si se obtiene ADN lineal cuando se esta buscando
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ADN superenrrollado, es posible que exista contaminacion por nucleasas o a una
mala purificacion. Durante la purificacion de plasmidos a partir de lisis alcalina, éstos
se desnaturalizan, debido a que los enlaces de hidrogeno son afectados por las
condiciones alcalinas, sin embargo las cadenas de ADN circular covalentemente
cerrado permanecen intactas y cuando el pH se vuelve neutro nuevamente se
restauran los puentes de hidrogeno y se forma nuevamente el ADN superenrrollado.
Sin embargo si la etapa de lisis alcalina fue muy extrema el ADN se desnaturaliza
permanentemente, dando lugar al ADN circular monocatenario, que migra por
delante de todas las demés formas de plasmidos en el gel de agarosa (Kieser,
1984).

Una vez que se identificaron en el gel las bandas que representan plasmidos se
realizé un analisis con el programa LabWorks, para conocer el tamafio relativo de
los plasmidos encontrados, se utilizo la extraccién de ADN plasmidico de una cepa
control EHEC de serotipo O157:H7, como marcador de peso molecular para
plasmidos grandes, ya que esta cepa posee un plasmido de 92 kb, y para conocer
el tamafio de los plasmidos pequefios se utilizé el marcador de peso molecular 1kb
DNA Ladder.
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Figura 12. Andlisis del perfil plasmidico de cepas de UPEC de serotipo 025:H4 y 024:H"
aisladas de ITU. En la imagen se muestra el corrimiento electroforético en gel de agarosa al 0.7%
de las extracciones de ADN plasmidico. Carril 1: EHEC O157; carril 2: CR67; carril 3: CR162; carril
4: CR213; carril 5: CR240. Carril 6: CR245; Carril 7: 028bl; Carril 8: 95I; Carril 9: 6U; Carril 10: 63U;
Carril 11: 73U; Carril 12: 168; Carril 12: 1 kb DNA Ladder.

Se encontr6 que el 80% (n=52) de las cepas presentaron plasmidos, mientras que
el 20% (n=13) no tiene ningun plasmido, las cepas tienen de 1 a 7 plasmidos, y los
tamafios relativos van de 0.85 kB a 127 Kb (Grafica 7).
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Grafica 7. Namero de plasmidos encontrados en las cepas de UPEC 025. El 20% de las cepas
tuvieron dos plasmidos, mientras que el 9% tuvol o 6 plasmidos.

Los tamafios mas frecuentes de los plasmidos encontrados se muestran resaltados
en negritas en la tabla 10. En la tabla se observa que los tamafios de plasmidos
mas frecuentes entre las cepas son los de 100 kb, 50-70 kb, 3 kb, 2 kb, y predominan
los de 1 kb.

Tabla 10. Tamafos de los plasmidos encontrados en las cepas de UPEC de
serotipo O25:H4 y O24:H- aisladas de ITU.

Sl

100 kb 20
90 kb 6
50-70 kb 16
8 kb
7 kb 3
5 kb
4 kb 7
3 kb 35
2 kb 33
1kb 50
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Analisis del perfil de susceptibilidad a antibioticos y determinacién de la
produccion de B-lactamasas de espectro extendido.
Fueron determinados los perfiles de susceptibilidad a 17 antibioticos de 6 familias

diferentes, mediante el método de Kirby-Bauer, descrito en material y métodos:

1. Aminoglucésidos: Amikacina, Netilmicina y Gentamicina

2. Quinolonas: Acido nalidixico, Levofloxacina, Ciprofloxacino, Ofloxacina y
Norfloxacina

3. B-lactamicos: Ampicilina, Cefalotina (cefalosporina 12 generacién),
Ceftriaxona (cefalosporina 22 generacion), Cefotaxima (cefalosporina 22
generacion), Cefuroxima (cefalosporina 22 generacion) y Ceftazidima
(cefalosporina 32 generacion)

4. Trimetroprim-Sulfametoxazol
Nitrofurantoina

6. Cloranfenicol

Para realizar esta prueba se utilizaron cuatro placas de agar Mueller-Hinton, cada
una con una distribucion especifica de los sensidiscos, dependiendo del posible
tamafio de los halos de inhibicion establecidos en el CLSI, 2015, como se muestra
en la figura 13. Para este trabajo se consideraron las cepas intermedias (I) como

resistentes (R)

Figura 13. Fotografia representativa de los antibiogramas realizados por el método Kirby-
Bauer a las cepas de UPEC de serotipo 0O25:H4 y O25:H" aisladas de ITU (ver material y
métodos).
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Se encontro que el 97% de las cepas de UPEC de serogrupo O25 son resistentes
a ampicilina y a cefalotina, seguido de un alto porcentaje de cepas resistentes a
quinolonas, tanto de primera como de segunda generacién acido nalidixico 85%,
ciprofloxacina 83,% levofloxacina 82% ofloxacina y norfloxacina 80%. Las cepas
fueron mayormente sensibles a nitrofurantoina 91%, cefotaxima 75% y netilmicina
72%. El resultado de los perfiles de susceptibilidad a los 17 antibi6ticos probados

se muestra en la grafica 8.

97% 97%
100%
? 91%
80% 7g9, 80%
0
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Grafica 8. Perfil de susceptibilidad y Resistencia antibi6tica de cepas de UPEC de serotipos
025:H4 y O25:H" aisladas de ITU. En la grafica se muestran los porcentajes de sensibilidad (verde)
y resistencia (rojo) a diferentes antibiéticos probados divididos por familias. AMK: Amikacina, NET:
Netilmicina, GM: Gentamicina, AN: Acido nalidixico, LEV: Levofloxacina, CIP: Ciprofloxacino, OFX:
Ofloxacina, NOR: Norfloxacina, AM: Ampicilina, CF: Cefalotina, CRO: Ceftriaxona, CTX: Cefotaxima,
CFX: Cefuroxima, CFZ: Ceftazidima, TSX: Trimetroprim-Sulfametoxazol, NF: Nitrofurantoina, C:
Cloranfenicol

De acuerdo a los farmacos de primera eleccion, se encontré que la nitrofurantoina
tuvo un menor porcentaje de cepas resistentes con un 9%, sin embargo el
porcentaje de resistencia a ciprofloxacino 83% fue alto asi como a trimetroprim-

sulfametoxazol 66%. En cuanto a los antibiéticos de segunda eleccién se encontrd

48 |Pagina



un indice de resistencia muy similar, acido nalidixico 85%, levofloxacina 82%,

ofloxacina 80% y norfloxacina 80% (Gréfica 9).

W SENSIBLES  m RESISTENTES

91%
85%

e 82% 80% 80%
66%
34%
17% - 18% 20% 20%
9%
1a Eleccién 2a eleccién

Grafica 9. Perfiles de Susceptibilidad y Resistencia a antibiéticos de primera y segunda
eleccién para el tratamiento de UTI, establecido por la secretaria de Salud (Referencia), de
cepas de UPEC de serotipos 025:H4 y 025:H" aisladas de ITU. CIP: Ciprofloxacino, TSX:
Trimetroprim-Sulfametoxazol, NF: Nitrofurantoina, AN: Acido nalidixico, LEV: Levofloxacina, OFX:
Ofloxacina, NOR: Norfloxacina. En la parte inferior de la grafica separados por una linea los
antibiéticos de primera y segunda eleccién.

Tomando en cuenta que las bacterias pueden ser resistentes a multiples familias
de antibiéticos, las cepas de UPEC de serotipos O25:H4 y O25:H- aisladas de ITU,
fueron clasificadas de acuerdo a los criterios de MDR establecidos en el trabajo de

Magiorakos y cols. 2012, de la siguiente forma

— Se considera MDR a una cepa si es R = 3 categorias de antibioticos
— Se considera XDR a una cepa si es S < 2 categorias de antibidticos

— Se considera PDR a una cepa si es R=todas las categorias de antibiéticos

Las categorias de antibioticos se han definido a partir de la relevancia terapéutica
de las mismas, y para hacer este analisis se tomaron en cuenta las categorias para

la familia de bacterias Enterobacteriaceae.
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Los 17 antibioticos utilizados en este trabajo se clasificaron en siete categorias,
como se muestra en la Tabla 11.
Tabla 11. Clasificacion por categorias de los 17 antibiéticos probados en las cepas

de UPEC de serotipos 025:H4 y O25:H- aisladas de ITU de acuerdo a Magiorakos
et. al., 2012. C= categoria

Aminoglucdsidos  |Quinal Fluoroguinolanas Otros B-lactdmicos
Cl c2 C3 C4 C5 ce C7
1raG 2aG AM Cefalosporinas
TSX |NF| C lraG |2aG 3aG
AN | LVvX |CIP | OFX | NOR
cF |cro | cmx | crx| crz

Se encontro que el 54% de las cepas fue XDR, esto indica que este porcentaje de
cepas fue resistente a cinco o seis de las categorias establecidas; el 28% de las
cepas fue PDR, lo cual indica que estas cepas son resistentes a las siete categorias
usadas y el 18% de las cepas fue MDR, esto indica que estas cepas fueron
resistentes a tres o cuatro categorias, estos resultados se muestran en la gréafica
10.

Grafica 10. Porcentaje de cepas de UPEC de serotipo serotipos 025:H4 y O25:H-, clasificadas
en MDR, XDR y PDR a partir de los criterios de (Magiorakos et al., 2012). La grafica muestra el
porcentaje de cepas que pertenecen a cada categoria de multidrogo-resistencia.
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Se realiz6 también un andlisis de los patrones de resistencia o resistotipos de cada
una de las cepas de UPEC 025, con la finalidad de saber si se presentan patrones
frecuentes en estas cepas, se encontraron 57 resistotipos diferentes, cinco los mas

frecuentes (Tabla 12).

Tabla 12. Patrones de resistencia frecuentes encontrados en las cepas de E. coli
uropatdégena de serotipo O25:H4 y O25:H-.

B-lactamicos
Cefalosporinas
Aminoglucésidos Quinolonas Otros
2 © 226G 12G 22G 42 G
AMK GM AN LVX CIP OFX NOR TSX C AM CF CRO CFX CFz 4 cepas
AMK NET GM AN LVX CIP OFX NOR C AM CF CRO CTX CFX CFz 3 cepas
AMK GM AN LVX CIP OFX NOR C AM CF CRO CTX CFX CFz 2 cepas
AMK GM AN LVX CIP OFX NOR AM CF CRO CFX CFz 2 cepas
AMK AN LVX CIP OFX NOR TSX AM CF CFX 2 cepas

Simultdneamente a la determinacion de los perfiles de susceptibilidad a antibittica,
se determind la produccion de pB-lactamasas de espectro extendido, esto mediante
la prueba de sinergia de doble disco, como se explica en material y métodos. Para
determinar si la cepa es productora de BLEE se analiza si se forma una estructura
en forma de cola de pescado entre el disco central de Amoxicilina/Acido clavulanico
y alguno de los discos periféricos de Cefotaxima, Cefuroxima, Ceftazidima,

Aztreonam o Cefepime, como se muestra en la figura 14.

Figura 14. Determinacién de la produccién de BLEE en cepas de E. coli uropatégena de
serotipo O25:H4 y O25:H aisladas de ITU mediante la prueba de difusion de doble disco. En
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laimagen de la derecha se muestra el esquema que se siguié para colocar los discos de antibioticos.
En la imagen de la izquierda se muestra la prueba realizada a UPEC 0O25:H4 cepa CR35, se
observan tres estructuras en forma de cola de pescado (flechas), lo cual indica que hay sinergia
entre el disco de AMC (amoxicilina-ac. Clavulanico), CTX (cefotaxima), FEP (cefepime) y ATM
(aztreonam).

Se encontré que el 17% de las cepas son productoras de p-lactamasas de espectro

extendido, mientras que el 83% no producen estas enzimas (Gréfica 11).

BLEE+ 17%

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Grafica 11. Porcentaje de cepas de UPEC de serotipo serotipos 025:H4 y 0O25:H-, que
producen BLEE.

Del 17% de las cepas que son productoras de BLEE en el 8% se encontro6 sinergia
con CTX, FEP y ATM; el 3% presento sinergia con CTX, y 2% presentd sinergia con
CTX, CFZ, FEP y ATM; 2% presento sinergia con FEP y ATM; 2% presentd sinergia
con FEP. Estos resultados se muestran en la gréfica 12
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Grafica 12. Perfiles de sustrato encontrados en las de cepas de UPEC de serotipo serotipos
025:H4 y 0O25:H que producen BLEE.

Andlisis estadistico de correlacién entre Factores de Virulencia-Resistencia
a antibioticos y Factores de Virulencia-Plasmidos

Para realizar este analisis se utilizo el coeficiente de correlacion lineal de Pearson,
el cual est4 pensado para variables cuantitativas, es un indice que mide el grado de

covariacion entre distintas variables relacionadas linealmente.

Para esta prueba se analiz6 la forma en gque fueron capturados los datos, debido a
que las pruebas que fueron realizadas para obtener la comprobacion o refutacién
de la hipétesis planteada dependen del tipo de distribuciéon que éstos datos sigan.
Se espera que los datos se distribuyan de manera normal debido a que las muestras
se tomaron de forma aleatoria de una poblacion de 65 muestras, por lo cual se
analiz6 mediante la prueba Anderson—Darling la normalidad de las muestras. (Ver

graficas en seccion i de Anexos).

Con el coeficiente de correlacién lineal de Pearson se encontré que existe una
correlacion positiva entre la resistencia a antibiéticos y el nimero de factores de
virulencia, que indica que a mayor numero de antibidticos a los que resiste la
muestra aumenta el nimero de factores de virulencia que se encuentren en cada

muestra. A continuacién de muestran los valores obtenidos
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r=0.362
P-value= 0.003

En cuanto al andlisis de factores de virulencia-plasmidos, se encontré6 una
correlacion positiva, que en este caso indica que a mayor niumero de plasmidos
observados también aumenta el nimero de factores de virulencia que se encuentren
en cada muestra. Sin embargo en este caso es dificil concluir una correlacion en
donde ambos aumenten de manera evidente debido a que el coeficiente “r’ es muy
cercano a cero, es decir se tiene la prueba de una correlacion, pero se deben tener
mas consideraciones asi como obtener mas datos, para poder realizar una
prediccién mediante un modelo lineal mas preciso. A continuacion se muestran los

valores obtenidos.
r=0.192
P-value= 0.0126

Se analiz6 también si existe una correlacion entre la resistencia a antibioticos-
plasmidos, encontrdndose una correlacion positiva que indica que, en las muestras
se observardn mayor numero de plasmidos cuando éstas sean resistentes a un
mayor numero de antibiéticos (puede hacerse una interpretacion inversa, “a mayor
namero de antibidticos a los que se es resistente, habra un mayor nimero de

plasmidos en la muestra”). A continuacion se muestran los valores obtenidos.
r=. 212

P- Value = .090
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Discusion

Los resultados de este estudio muestran que el serogrupo predominante de los tres
ceparios que se tienen en el Laboratorio de Biologia Molecular de Enteropatogenos
es el 025, perteneciendo a éste el 11.6% de las cepas, este resultado es menor a
los reportados previamente en trabajos como el de Molina y colaboradores,
realizado en un hospital de la ciudad de México, en el que se aislaron 119 cepas de
Escherichia coli de pacientes ambulatorios, diagnosticados con ITU, de las cuales
el 21.2% fueron de serogrupo O25; el de Momtaz et.al., (2013) en el cual analizaron
123 cepas de E. coli aisladas de pacientes cursando con ITU, hospitalizados y
ambulatorios en el hospital Bagiyatallah en Tehran, Iran, encontrando que el
26.01% pertenecen al serogrupo O25; el de Cheng et. al., (2015) en donde
analizaron 111 cepas de Escherichia coli aisladas de nifios cursando con ITU, de
las cuales el 65% fueron O25; y el de Issazadeh y colaboradores (2015) en donde
analizaron 110 cepas de E. coli aisladas de hombres y mujeres con sintomas de
ITU, en un hospital al norte de Iran, encontrando que el 39.1% de éstas pertenecen
al serogrupo 025 (Molina-Lopez et al., 2011, Momtaz et al., 2013, Cheng et al.,
2015, Issazadeh et al., 2015).

Las cepas que pertenecen al grupo clonal O25b:H4 ST131 se han reportado dentro
del grupo filogenético B2 (Johnson et al., 2012, Novais et al., 2012). En este estudio
hubo una prevalencia de cepas B2 92% (n=60), lo cual concuerda con la mayoria
de los reportes, que indican que las cepas UPEC causantes de ITU pertenecen a
este grupo (Navidinia et al., 2014, Lee et al., 2016), sin embargo también se
encontré un pequefio porcentaje de cepas que pertenecen a los grupos A 3% (n=2)
y C 5% (n=3), a pesar de que estas cepas pertenecen a filogrupos comensales,
fueron positivas en la confirmacion molecular del serogrupo 025, pero presentan la
caracteristica de los grupos comensales, presentan pocos factores de virulencia y
una alta tasa de resistencia a antimicrobianos, lo cual concuerda con los estudios
previos (Jauréguy et al., 2007). Encontrar cepas de grupo filogenético A, soporta la
teoria de que las E. coli comensales tienen un rol como reservorio de genes que

codifican resistencia a antimicrobianos y determinantes de virulencia (Picard et al.,
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1999, Lay et al., 2012). A partir de este resultado se propone la re-serotipificacién

en suero, para corroborar las cepas Ay C.

Los factores de virulencia principalmente reportados en las cepas UPEC son
adhesinas, toxinas y sistemas de captacion de hierro, que son necesarios para
vencer las defensas del hospedero (Jauréguy et al., 2007, Tarchouna et al., 2013);
lo cual concuerda con los resultados obtenidos en este estudio, en donde
encontramos el gen fimH, que codifica la fimbria tipo 1 en el 100% (n=65) de las
cepas, esto concuerda con la informacién reportada por Lee et. al., en el 2016, en
donde analizaron 58 cepas de UPEC y el 100% tuvo fimH. El gen ihA, que codifica
una adhesina/receptor de enterobactina en el 91% (n=59), este resultado fue mayor
a lo reportado en trabajos como el de Abe et.al., en el 2008 en el cual analizaron
225 cepas de UPEC, encontrando ihA en el 40.4% de las cepas (Abe et al., 2008) y
el de Hagan et.al., en el 2007, en donde analizaron la presencia de el gen ihA en 55
cepas UPEC, encontrandolo en el 45% de éstas (Hagan et al., 2007). El gen iucD
fue el tercero mas prevalente, encontrado en el 89% (n=58), este resultado fue
menor que lo reportado en trabajos como el de Rijavec et.al., en el 2008 en el cual
analizaron 105 cepas de E. coli aisladas de ITU, en donde el 91% presentaron este
gen (Rijavec et al., 2008) y el de Narciso et.al., analizaron 29 cepas de E. coli
asiladas de UTl y el 99% presento el gen iucD. La alta prevalencia de los genes ihA
e iucD en las cepas UPEC de serogrupo 025, corrobora que la captacion de hierro
es esencial para la supervivencia de la bacteria, y necesitan mas de un sistema de
captacion, ya que el hierro se encuentra en concentraciones muy limitadas en el
cuerpo, aproximadamente a 102> M en sangre, y esta concentracion es mas baja
en otros tejidos y para sobrevivir las bacterias necesitan una concentracion de hierro

citoplasmatica de aproximadamente 10° M (Wiles et al., 2008).

El gen sat, que codifica la toxina autotransportadora secretada esta presente en el
71% (n=43) de las cepas analizadas en este trabajo, esto es mayor a lo previamente
reportado en el 2003 por Ananias et.al., en donde fueron analizadas 60 cepas de E.
coli. aisladas de pacientes con sepsis, encontrando el gen sat en el 55% de las

cepas (Ananias et al., 2008). La presencia de estos genes de virulencia indica que
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la mayoria de las cepas son capaces de adherirse al uroepitelio, causar dafio en el

tejido y adquirir los nutrientes necesarios para su supervivencia en el tracto urinario.

En el 2012 en el estudio de Asadi et.al., analizaron la presencia del gen fliC que
codifica la adhesina flagelar, en 22 cepas de UPEC, encontrando este gen en el
100% de las cepas. Sin embargo en el presente estudio se encontro fliC en el 12%
(n=8) de las cepas. Este gen es importante, ya que contribuye a la movilidad de las
bacterias a través de los uréteres para llegar a rifidn, ademas de que puede estar
involucrado en la adherencia a las células epiteliales (Girén et al., 2002, Lane et al.,
2005).

El gen vat que codifica la toxina vacuolizante se encontré igualmente en un
porcentaje bajo de las cepas 8% (n=4), lo cual no se relaciona con lo reportado en
el trabajo de Nichols et.al., realizado en el 2016, en donde analizaron la presencia
del este gen en 45 cepas de UPEC, encontrandolo en el 68%. Los genes hlyA'y cnf
que codifican la toxina a-hemolisina y el factor necrotizante citotéxico 1
respectivamente, son frecuentemente reportados en las cepas de UPEC. En el 2014
Firoozeh et.al., analizaron la presencia de los genes hlyA y cnf en 72 cepas de
UPEC de pacientes con pielonefritis y 78 cepas de UPEC de pacientes con cistitis,
encontrando que en las cepas de pielonefritis hlyA estuvo en el 6.9% de las cepas
y cnf no estuvo presente en ninguna cepa; mientras que en las cepas de cistitis hlyA
estuvo presente en el 1.3% de las cepas y cnf tampoco se encontrd. Esta
informacion se relaciona con lo obtenido en el presente trabajo, en donde se
encontré el gen hlyA en el 6% de las cepas (n=4) y cnf en el 5%(n=3) de éstas
(Asadi et al., 2012, Firoozeh et al., 2014, Nichols et al., 2016). Y finalmente el gen
papA que codifica la fimbria P se encontré en el 6% de las cepas, en combinacion
con el gen papGll que codifica el alelo Il de la adhesina papG, sin embargo en
trabajos previos este gen se ha reportado en porcentajes mayores; en el 2014
Firoozeh et.al., encontraron el gen pap en el 16.7% de las 150 cepas analizadas; en
el 2016 Lee et.al.,, encontraron este gen en el 39.6% de 58 cepas de UPEC
analizadas. La presencia en bajo porcentaje de los ultimos genes mencionados

podria indicar que son pocas las cepas que son capaces de causar ITU altas, ya

57| Pagina



gue necesitan estos elementos para poder ascender por los uréteres y alojarse en
el rifidn.

Se han investigado los factores de virulencia presentes en las cepas de E. coli
ST131 y se ha encontrado que estas cepas no presentan la adhesina PapG ni el
factor necrotizante citotoxico 1 (Nicolas-Chanoine et al., 2008). Mientras que los
siguientes genes son los mas frecuentemente reportados en cepas E. coli ST131:
toxina secretada autotransportadora (sat), fimbria tipo 1 (fimH), receptor de
yersiniabactina (fyuA), grupo 2 de la sintesis de capsula (kpsM II), proteina
uropatégena especifica (usp), marcador de isla de patogenicidad (malX),
adhesina/receptor de sideroforo (iha), receptor de membrana externa (ompT),
aerobactina (iucD), receptor de aerobactina (iutA) y gen asociado a resistencia a
suero (traT) (Karisik et al., 2008, Johnson et al., 2010, Van der Bij et al., 2012, Blanco
et al., 2013). En este trabajo, se analizaron los patrones mas frecuentes de genes
de virulencia y se encontraron veinte. La combinacion de genes prevalente es la
siguiente: fimH, sat, iucD, ihA encontrada en el 49% de las cepas. Se realiz
también un analisis los genes de virulencia presentes en cada grupo filogenético,
en donde se observé que las cepas que pertenecen al grupo filogenético A solo
presentaron dos genes de virulencia fimH e iucD; las cepas del filogrupo C
presentaron tres genes fimH, iucD e ihA; mientras que las cepas del filogrupo B2
presentaron diversas combinaciones que incluyen todos los genes analizados.
Estos genes encontrados concuerdan con los reportes de los genes frecuentes de
las cepas E. coli ST131.

En el analisis de los marcadores de islas de patogenicidad se encontré que la PAI
Icrro7s s la més prevalente en las cepas de UPEC 025, encontrada en el 95%
(n=62) de las cepas, seguida de la PAI llcrro7s presente en el 63% (n=41) de las
cepas. Las PAI ligs y PAI Il396 Se encontraron en el 0% (n=0) y 3% (n=2) de las cepas
respectivamente Esta informacion coincide con lo reportado en trabajos como el
publicado por Sabaté et.al., en el 2006, en donde analizaron los marcadores de PAIs
a 150 cepas de E. coli, de las cuales 50 cepas (comensales) fueron obtenidas de

muestras fecales de pacientes sanas sin sintomas de ITU y 100 cepas (UPEC)
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aisladas de pacientes con pielonefritis y sepsis. Encontrando que la PAI IcFro7s se
encontré en el 26% de las comensales y en el 73% de las UPEC; la PAI llcFro7s se
encontrd en el 14% de las comensales y en el 46% de las patogenas; la PAI Il
estuvo en el 8% de las comensales y en el 34% de las UPEC; mientras que la PAI
lsg6 NO se encontrd en ninguna cepa. Otro estudio que muestra datos similares a los
gue se obtuvieron en este trabajo es el de Koga et.al., realizado en el 2014, en éste
analizaron 20 cepas de bacteremia de recién nacidos, nifios y adultos, para la
determinacion de secuencias asociadas a PAIs, encontrando la PAI lcrro7s en el
85% de las cepas; la PAI llcrrors se encontrd en el 35%; la PAI ligs se encontré en
el 5% de las cepas y en este trabajo no se identificé la PAI llie. EStos estudios
sugieren que la PAI 1396 probablemente no es muy importante en la patogénesis de
UPEC, por esto es que se encuentra ausente en estas cepas. La presencia de estas
PAIs en las cepas tanto comensales como patdégenas da lugar al intercambio activo
de genes de virulencia entre las cepas, a partir de la transferencia horizontal, lo cual
contribuye al aumento de la diversidad genética de UPEC.

Estudios de los plasmidos de UPEC reportan que éstos son los principales vehiculos
de transmision de los elementos genéticos que codifican tanto genes de virulencia,
como genes de resistencia a antibiéticos (Beceiro et al.,, 2012). En un estudio
realizado por Baral et. al., en el 2012 se analizaron los perfiles plasmidicos de 29
cepas de E. coli MDR, encontrando plasmidos de 2 a 51 kb, el plasmido mas comun
entre las cepas fue de 32 kb. En el 2012 Farshad et.al., determinaron los perfiles
plasmidicos de 76 cepas de E. coli causantes de ITU, encontrando plasmidos en
todas las cepas, éstas tuvieron de 1 a 10 plasmidos, con un promedio de 5.5
plasmidos por cepa y los tamafios de éstos van de 1 a 33 kb, los de 4 a 5 kb fueron
los mas frecuentes. En el 2014 Ebenebe et.al., encontraron que cepas de E. coli
causantes de ITU, presentaron plasmidos comunes de 30 kb, 20 kb y 11kb (Baral
et al., 2012, Farshad et al., 2012, C. et al., 2014). Ademas en el 2008 en el trabajo
de Coque et.al.,, determinaron que la asociacién de las enzimas CTX-M-15 con la
clona O25b-ST131 es usualmente atribuible a la presencia de un plasmido que
confiere multirresistencia a antibioticos, que pertenece al grupo de incompatibilidad

IncFIl y que contiene genes que codifican BLEE como blactx-m-15, blatem-1y blaoxa-1
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y el gen aac(6)-lb-cr que confiere resistencia a aminoglucosidos y a
fluoroquinolonas, estos plasmidos son de tamafio variable, entre 85 y 200 kb, esto
se ha corroborado en trabajos mas recientes (Phan et al., 2015, Shin et al., 2015).
En este trabajo se encontré una prevalencia de plasmidos en el 80% (n=52) de las
cepas, mientras que el 20% (n=13) de las cepas no tuvieron ningun plasmido. Las
cepas contienen de 1 a 7 plasmidos, siendo dos y cinco plasmidos los méas
frecuentes entre las cepas 20% (n=13) y 15% (n=10) respectivamente. Los tamafos
relativos de estos plasmidos se encuentran entre 0.85 kb y 127 kb, los plasmidos
mas frecuentes fueron los de 1-3 kb y los de 100-127 kb, esto se relaciona a la
informacion previamente reportada, y a partir de esto se puede inferir que los
plasmidos grandes podrian contener genes de resistencia a antibidticos asi como

genes que codifican BLEE.

La multidrogo resistencia es caracteristica de las UPEC 025, en México fue
realizado por Molina et. al., el primer estudio en el que se identificé el grupo clonal
025b-ST131, en este trabajo se analizaron los perfiles de susceptibilidad de 119
cepas de E. coli aisladas de ITU a 20 antibidticos, encontrando los mayores indices
de resistencia a los siguientes antibiéticos: ampicilina 83.7%, piperacilina 53.8%,
fluoroquinolonas 55.5 a 60.6% y trimetroprim-sulfametoxasol 56.4%. En el 2013
Phan et.al., reportaron que este grupo clonal es resistente principalmente a
cefalosporinas, y monobactadmicos y usualmente también es co-resistente a
fluoroquinolonas. En este mismo afio en otro trabajo se determind que una
caracteristica determinante de este serogrupo es la resistencia a quinolonas
asociada a mutaciones en los genes gyrA y parC (Johnson et al., 2013). Ferjani
et.al.,, en el 2014 analizaron los perfiles de susceptibilidad a antibiéticos de 201
cepas de E. coli aisladas de ITU, encontrando la mayor resistencia a: ampicilina
(72.1%), tetraciclinas (63.7%), acido nalidixico (41.8%) y ciprofloxacina (38.8%)
(Ferjani et al., 2014).

En este trabajo se encontro que el 97% (n=63) de las cepas de UPEC de serogrupo
025 son resistentes tanto a ampicilina y a cefalotina (cefalosporina de 12 eleccion),

seguido de un alto porcentaje de cepas resistentes a quinolonas, tanto de primera
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como de segunda generacion como es el acido nalidixico 85% (n=55), ciprofloxacina
83% (n=54), levofloxacina 82% (n=53), ofloxacina y norfloxacina 80% (52), asi como
el 80% (n=52) es resistente a amoxicilina con &cido clavulanico, estos resultados
coinciden con los reportado anteriormente (Ewers et al., 2010, Harada et al., 2012,
Nicolas-Chanoine et al., 2014). En México se utilizan como tratamiento de primera
eleccion los siguientes antibibticos: ciprofloxacino, trimetroprim-sulfametoxazol y
nitrofurantoina, en este estudio los dos primeros tuvieron indices muy altos de
resistencia 83% y 66% respectivamente, mientras que nitrofurantoina tuvo un indice
de resistencia del 9% (n=6). Con estos resultados se puede sugerir hacer un cambio
en la eleccion de los antibidticos considerando la nitrofurantoina como el tratamiento
de eleccién para estas cepas de E. coli 025 causantes de ITU. Fueron analizados
los resistotipos de estas cepas, y se encontraron 57 resistotipos distintos, y fueron
cinco los mas frecuentes en 13 cepas, sin embargo esto nos indica que no hay un

resistotipo definido en las cepas de UPEC 025 analizadas.

En cuanto a la multidrogo resistencia se obtuvieron resultados alarmantes ya que
la totalidad de las cepas son multirresistentes considerando que el 100% de las
cepas son resistentes a dos o mas familias de antibidticos. Se realizé una
clasificacion adicional de estas cepas en MDR, XDR y PDR tomando en cuenta los
criterios establecidos en el trabajo de Magiorakos y et.al., en 2015. Cabe mencionar
gue el esquema de clasificacion de la resistencia a antibiéticos que propone el autor
para la familia Enterobacteriaceae en nuestro estudio es parcial, pero se consideran
todos los antibiéticos usados para el tratamiento de infecciones urinarias, lo cual
valida la clasificacion. A partir de este analisis se encontro que el 54% de las cepas
fue XDR (extremadamente resistentes), esto indica las cepas fueron resistentes a
cinco o seis de las 7 categorias establecidas; el 28% de las cepas fue PDR (pan-
drogo resistentes), lo cual indica que estas cepas son resistentes a las siete
categorias usadas y el 18% de las cepas fue MDR (multidrogo resistentes), esto
indica que estas cepas fueron resistentes a tres o cuatro categorias. La multidrogo
resistencia es un grave problema, de salud publica que complica y limita el
tratamiento de las ITU causadas por el grupo clonal O25b-ST131, ademas de que

retrasa el tratamiento adecuado, y aumenta el uso de antimicrobianos de “dltimo
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recurso”, lo cual contribuye al desarrollo de resistencia a mas antibioticos por
coseleccion (Russo et al., 2000, Gupta et al., 2001, Coque et al., 2008, Pitout et al.,
2008).

La produccion de pB-lactamasas de espectro extendido es una caracteristica
particular del grupo clonal O25b-ST131, siendo las enzimas del grupo CTX-M las
mas frecuentemente reportadas (Nicolas-Chanoine et al., 2008, Peirano et al., 2010,
Johnson et al., 2012). En el afio 2013 Blanco et.al., analizaron la produccién de
BLEE de 130 cepas E. coli ST131, y encontraron que el 74% producen CTX-M-15,
el 12% producen CTX-M-14, el 7% produce SHV-12, el 5% CTXM-9y el 4% produce
CTXM-32. En el 2014 Ferjani et.al., analizaron la produccion de BLEE en 201 cepas
de UPEC, esto a partir del método de difusién de doble disco, encontrando que 35
cepas fueron positivas en esta prueba, ademas de que todas estas presentaron el
gen blactx-m-15s. En el mismo afio en el trabajo de Peirano et.al., analizaron la
produccién de BLEE en 240 cepas de E. coli., ST131, y reportaron que el 80% de
las cepas producen CTX-M-15, el 17% produce CTX-M-14, el 0.5% produce CTX-
M-24, el 1% produce CTX-M-27, el 1% produce CTX-M-3y el 0.5% produce TEM-
52. Los resultados que se obtuvieron en este trabajo difieren de lo que se ha
reportado, ya que solo el 17% (n=11) de las cepas UPEC 025 analizadas producen
BLEE, mientras que el 83% (n=48) no producen dichas enzimas por el método de
doble disco, sin embargo sera interesante continuar el estudio de estas cepas con
la busqueda de genes que codifican para estas BLEE. Ademas, por los resultados
de los perfiles de susceptibilidad a antimicrobianos se puede suponer que estas
cepas cuentan con un gran repertorio de genes que les confieren resistencia a los
antibiéticos y que esta resistencia puede deberse a mas de un mecanismo de
resistencia, como puede ser alteracion de la permeabilidad, mutaciones en PBP
(penicillin binding protein) y bombas de eflujo (Blair et al., 2015).

En el andlisis estadistico se encontrd una correlacion entre los factores de virulencia
y la resistencia a antibiéticos que indica que a mayor numero de antibiéticos que
resista la cepa, presentara un mayor numero de factores de virulencia. De igual
forma se encontr6é una correlacion entre la resistencia a antibiéticos y el nUmero de

plasmidos, lo que indica que a mayor numero de antibioticos que resista la cepa,
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presentard un mayor namero de plasmidos. A partir de este andlisis se hace
evidente que las cepas estudiadas tienen un gran potencial de resistencia a
antibioticos, como de virulencia.

Los datos obtenidos en el presente estudio son de gran importancia ya que en
México no se ha profundizado en el analisis de las caracteristicas del grupo clonal
025b-ST131, es necesario que se realicen mas pruebas a estas cepas, debido a
gue se presentan en un gran porcentaje de los aislamientos, para optimizar tanto el

diagnostico como el tratamiento de la ITU producidas por E. coli.
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Conclusiones

1.
2.

Todas las cepas analizadas pertenecen al serogrupo 025.

El 92% de las cepas pertenecen al grupo filogenético B2, 5% pertenecen al
filogrupo Cy el 3% al filogrupo A.

Los genes de virulencia mas prevalentes son aquellos involucrados en la
adherencia, captacion de hierro y dafio al epitelio.

Se encontraron 20 patrones de virulencia, el 49% de las cepas tiene
fimH+sat+iucD+ihA; se encontré una cepa con los nueve genes de virulencia
buscados, y cinco cepas que solo presentaron fimH.

Las cepas de los grupos C y A presentaron de 2 a 3 genes de virulencia,
mientras que las cepas B2 tienen en promedio cuatro.

La PAI Icrro7s se encontrd en el 92% de las cepas, seguida de la PAI llcrrors
presente en el 63%, la PAI g6 N0 Se encontrd en ninguna cepa, mientras que
la PAI lls96 Se encontrd Unicamente en el 3% de las cepas.

El 80% de las cepas presentaron plasmidos, los tamafios mas frecuentes son
1-3 kb, 50-70 kb y 100-127 kb.

La mayor resistencia a antibioticos fue a ampicilina y cefalotina 97%; acido
nalidixico 85%, ciprofloxacina 83%, levofloxacina 82% y norfloxacina 80%.
El 91% de las cepas analizadas son sensibles a nitrofurantoina antibiotico de

primera eleccion.

10.Se encontraron 57 resistotipos distintos.

11. EI 100% de las cepas es multidrogo resistente.

12.El 17% de las cepas son productoras de BLEE.
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Perspectivas
1. Incluir antibiéticos monobactamicos, carbapenems, fosfomicina y colistina a

los perfiles de susceptibilidad a antimicrobianos.
2. Ampliar el numero de genes de virulencia estudiados, para poder clasificar a
las cepas 025 en virotipos.
Determinar el gen blactx-m-15.
Realizar la caracterizacion de los plasmidos presentes en las cepas.
Realizar estudios de conjugacion.

Determinar la Secuencia Tipo (ST).

N o g ko

Determinar la capacidad de formar biofilm.
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Anexos

a) Diametro de los halos obtenidos en los antibiogramas, resultados de
resistenciay sensibilidad y produccién de BLEE, de las cepas UPEC
de serotipo 0O25:H4
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b) Diametro de los halos obtenidos en los antibiogramas, resultados de
resistenciay sensibilidad y produccién de BLEE, de las cepas UPEC
de serotipo O25:H-.
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c) Factores de virulencia encontrados en las cepas UPEC de serotipo

025:H4.
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d) Factores de virulenciaencontrados en las cepas UPEC de serotipo
025:H-.
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e) Datos generales, grupo filogenético, PAls y numero de plasmidos de las

cepas UPEC de serotipo 0O25:H4.
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f) Datos generales, grupo filogenético, PAls y numero de plasmidos de
las cepas UPEC de serotipo serotipo O25:H-.
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g) Tamafo de los plasmidos encontrados en las cepas de UPEC de
serotipo 0O25:H4.
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h) Tamafio de los plasmidos encontrados en las cepas de UPEC de
serotipo O25:H-.
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i) Pruebas de normalidad de resistencia a

virulenciay niumero de plasmidos

Percent
u
o

Prueba de Normalidad
Resistencia a Antibioticos

5 10 15 20
Antibiéticos a los que resiste la muestra

25

antibioticos, factores de

Mean 12.45
StDev  3.717
N 65
P-Value 0.007

Gréfica 1. Prueba de normalidad de las resistencia a antibiéticos de las cepas de UPEC de

serogrupo 0O25.

Percent
v
[=]

Prueba de Normalidad
Factores de Virulencia

2 4 6
Numero de factores de virulencia en la muestra

Mean 3.646
StDev 1.374
N 65

Grafica 2. Prueba de normalidad de los factores de virulencia de las cepas de UPEC de

serogrupo 025.
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Gréfica 3. Prueba de normalidad del nimero de plasmidos de las cepas de UPEC de serogrupo
025.
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