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RESUMEN

E. coli uropatégena (UPEC) se caracteriza por ser una clase diversa de E. coli
debido a que posee caracteristicas genomicas Unicas adquiridas a través de la
transferencia horizontal de genes, principalmente a través de conjugacion, que le
ha permitido desarrollar multiples estrategias para colonizar el tracto urinario. El
objetivo del presente trabajo fue determinar las caracteristicas de virulencia
presentes en cepas de E. coli aisladas de procesos urinarios, por medio de la
determinacién de perfiles de resistencia, la presencia de los principales genes de
virulencia, su relacion filogenética y su capacidad para transferir genes de virulencia
ylo resistencia. En el presente estudio se analizaron 51 cepas de UPEC aisladas de
pacientes femeninos con ITU del Hospital Regional I.S.S.S.T.E. de Puebla,
colectadas en el periodo de Junio-2015 a Febrero-2016. Se realiz6 la determinacion
del perfil de sensibilidad (Kirby-Bauer), del grupo filogenético (Clermont, 2013),
conjugacion (Poey, 2018), amplificacion de genes de virulencia, resistencia a los
antimicrobianos y genes de movilidad plasmidica (PCR), de PAI's (Sabate, 2006), y
determinacion de las variantes dl gen fimH (PCR y secuenciacion). Los resultados
obtenidos fueron que el 39% pertenecen al filogrupo B2, seguido del filogrupo D
(19%) vy los filogrupos A 'y C (16%). Se detectaron 3 PAI's: PAI lcrro7z (39%), PAI
llcrro73 (33%) y PAI 1396 (4%). El serogrupo predominante fue el serogrupo O25:H4
(22%), seguido por las cepas no tipificables (16%). Se encontro que alelo del gen
fimH con mayor presencia fue el alelo fimH54 (25%) y el alelo fimH30 se encontrd
en baja presencia (17%), seguido por fimH29 (11%). El 53% presento el gen traT y
las secuencias el 2% MOBog11, el 12% MOBq12 Yy el 8% MOBgu. Asimismo, 5 de las
10 cepas seleccionadas fueron conjugativas, obteniendo 10 transconjugantes que
adquirieron resistencia a gentamicina; ampicilina, cefalotina, amoxicilina con ac.
clavulamico, cefuroxima y criproflxacino, ceftriaxona, ceftazidima, cefotaxima,
cefepime, ac. nalidixico, norfloxacina, ofloxacina, tetraciclina, cloranfenicol; y genes
de virulencia como iha (100%), iucD (83%) y satP (71%); y los genes de resistencia
blactx-m (80%) y blatem (40%). En conclusion los resultados del presente trabajo
muestran que los los grupos fiolgenéticos no presentan factores de virulencia y
resistencia especificos. Ademas, la presencia de serotipos y alelos de fimH
asociado a cepas diarregénicas sugiere la presencia de patotipos hibridos.
Asimismo, nuestros resultados de conjugacion bacteriana suman evidencia su
importancia en la diseminacion de resistencia en cepas clinicas.

Palabras claves: UPEC, resistencia, PAI, filogrupos, serogrupos, conjugacion.
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1. INTRODUCCION

Las infecciones del trato urinario (ITU) son de las infecciones bacterias mas
comunes. Se calcula que afectan a 1500 millones de personas cada afio en el
mundo, representando entre el 10 y el 20% de las infecciones presentes en las
comunidad que requieren atencion médica primaria, y entre el 30 y 40% de las
infecciones de atencion hospitalaria, siendo un factor de riesgo para el desarrollo de
carcinoma de células renales y cancer de vejiga (Nielubowicz & Mobley, 2010;
Flores-Mireles, 2015; Stefaniuk, 2016). Las mujeres presentan un riesgo 14 veces
mayor que los varones de contraer una ITU. Se estima que entre el 40 y el 50% de
las mujeres y el 5% de los hombres desarrollaran una infeccion urinaria en su vida
y aproximadamente el 30% de estas mujeres tendran ITU recurrentes (Totsika,
2012; Robinson, 2015; Albert, 2004).

Clinicamente, las ITUs se clasifican como complicadas y no complicadas, las
infecciones complicadas se definen como infecciones asociadas a factores que
comprometen el tracto urinario o la defensa del huésped, incluyendo en estas la
obstruccion urinaria, la retencion urinaria causada por enfermedades neuroldgicas,
inmunosupresiones, fallo renal, embarazo y la presencia de cuerpos extrafios como
los calculos. Las ITUs no complicadas se dividen en bajas y altas, las infecciones
bajas incluyen uretritis, cistitis y prostatitis; y las ITUs altas son principalmente la
pielonefritis (Flores-Mireles et. al., 2015; Koves y Wullt, 2016). Dado que las ITU son
muy comunes, principalmente en mujeres, es importante el uso controlado de

antibidticos para el tratamiento.

Las ITUs suelen ser causadas por microorganismos del tubo digestivo del propio
paciente predominando los bacilos Gramnegativos como E. coli, el agente causal
mas frecuente en las ITUs es uno de los microorganismos mas comunes en la
microbiota intestinal pero, ademdas, es capaz de causar enfermedades
extraintestinales como las ITUs por lo que recibe el nombre de E. coli uropatégena
(UPEC) siendo uno de los principales agentes etiolégicos de las ITU (Koga et. al.,
2014; Torres, 2006).

Pagina | 1
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1.1. Escherichia coli Uropatégena

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo, mide
aproximadamente 1.1-1.5 por 2.0-6.0 puM. Fue descubierta en 1885 por Theodor
Escherich nombrada inicialmente como Bacterium coli renombrada en 1911 como
Escherichia coli en honor a su descubridor. TaxonGmicamente pertenece a la familia
Enterobacteriaceae y, serolégicamente, se pueden diferenciar en funcion de tres
antigenos principales de la superficie celular: el O (somatico), H (flagelar) y
Antigenos K (capsulares). Se han descrito al menos 167 antigenos O, 53 antigenos
H y 74 antigenos K han sido descritos. La caracterizacion de los antigenos O y H
es suficiente para identificar la mayoria de las cepas de E. coli: la caracterizacion
del antigeno O se realiza para determinar el serogrupo, y el antigeno H para
determinar el serotipo (Meng & Schroeder, 2007). A pesar de que la mayoria de las
cepas son inofensivas, algunas cepas han evolucionado a través de la adquisicion
de diversos factores de virulencia que le confieren una mayor adaptacion a nichos
nuevos y con ello pueden generar una amplia gama de enfermedades generalmente
transmitidas por consumo de agua o alimentos contaminados (OMS, 2019; Kaper
et. al., 2004).

Las cepas de E. coli que pueden provocar enfermedad se dividen en dos grupos:
aquellas que pueden provocar enfermedades intestinales (DEC) y aquellas que
pueden causar enfermedades extraintestinales (EXPEC). Dentro de las cepas
EXPEC E. coli uropatégena (UPEC) es una de las mas frecuentes, dada la alta
incidencia de ITU que hay a nivel mundial donde UPEC es responsable de >80%
de los casos. Las cepas de UPEC generalmente poseen una cantidad heterogénea
de factores de virulencia (figura 1) que hacen de UPEC uno de los patdgenos mas

exitosos en el desarrollo de las ITUs (McLellan y Hunstad, 2017).

1.2. Factores de virulenciay patogenicidad

Las cepas de UPEC tienen la capacidad de colonizar el tracto urinario debido a la
plasticidad de su genoma que le permite la adquisicion o pérdida de material

genético codifica para de factores de resistencia o virulencia. La interaccion entre

Pagina | 2
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bacterias y células epiteliales es un fendbmeno multifactorial y complejo que involucra
varias adhesinas producidas por la bacteria segun la etapa de infeccion, ya que la
adhesion a las células epiteliales es esencial para una colonizacion y
establecimiento exitoso. La expresiéon de genes de virulencia como son genes de
toxinas, sideroforos, lipopolisacaridos (LPS), capsulas e invasinas; el medio
ambiente y la respuesta del hospedero determinan la gravedad de la enfermedad y
la virulencia la cepa. Las cepas de UPEC pueden causar infecciones agudas e
infecciones recurrentes que no responden a los tratamientos antimicrobianos

comunes (Lopez-Banda, 2014; Barber et al., 2016).
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Figura 1. Factores de virulencia de UPEC. (Modificado de Barber et al., 2016).

1.2.1. Pili tipo |

Las adhesinas son moléculas adhesivas que permiten que las bacterias se unany
reconozcan los receptores en la superficie del hospedero. La fimbria tipo 1 es
importante para que se lleve a cabo la infeccion del tracto urinario dado que media
la adhesién a los receptores que contienen manosa en el uroepitelio y promueve el
crecimiento bacteriano intracelular (Lane y Mobley, 2007). El pili tipo 1, consiste en
una varilla helicoidal de 7 nm de espesor, compuesta de subunidades repetidas de

FimA, acopladas a una estructura tipo fibrilla de punta ancha de 3 nm que contiene
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la adhesina FimH y dos proteinas adaptadoras, FimF y FimG (Schwan, 2013). La
adhesina FimH, se une a los residuos manosilados de las células de la vejiga al
igual que a las integrinas a-3-B1 induciendo una cascada de sefializacion que activa
a las Rho GTPasas que promueven un rearreglo del citoesqueleto para permitir la
internalizacién de UPEC a las células para la formacién de colonias bacterianas
intracelulares (IBC). Estas IBC le permiten protegerse de la eliminacion mediante el
tratamiento con antibiéticos y de las defensa innata del hospedero, asi como el
ataque de células polimorfonucleares (Mulvey, 2002; Wright et al., 2007). Ademas,
se ha observado que FimH también puede promover la absorcion bacteriana por
neutréfilos, mastocitos y macréfagos. Estudios recientes han demostrado que FimH
no solo puede mediar la endocitosis de UPEC en los macrofagos sino que ademas
puede promover la supervivencia bacteriana en los macrofagos (Vizacarra et al.,
2016; Mulvey, 2002). Asimismo, se han observado mutaciones no sindnimas en el
gen de la adhesina FimH, impulsadas por la modificacidén funcional adaptativa que
le confieren una ventaja selectiva en la colonizacién (Weissman et al., 2016; Chen
et al., 2009).

1.2.2. Toxinas

Las toxinas desempefian un papel importante durante la infeccion ya que pueden
destruir las células del hospedero y con ello contribuir a la propagacion de bacterias
en los tejidos, aumentan la citotoxicidad y la insensibilidad a los neutrdfilos (Zbiti,
2015; Sarowska et al., 2019).

La a-hemolisina (HIyA), codificada por al menos el 50% de las cepas de UPEC, se
inserta en la membrana celular de las células uroepiteliales y forma poros,
permeabilizando la membrana celular y provocando la muerte celular lo que facilita
la liberacién de nutrientes y otros factores, como el hierro. Asimismo, se ha asociado
con la presencia del dolor suprapubico indicando que HlyA puede ser la responsable
de la manifestacion clinica en pacientes con ITU (Wiles et al. 2008; Dadi et al., 2020;
Spurbeck y Mobley, 2013).
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La toxina autotransportadora secretada (Sat) es una proteasa de clase | que
promueve efectos citotoxicos en varias lineas de células epiteliales indiferenciadas.
Se presenta principalmente en aquellas cepas causantes de pielonefritis (Toloza et
al., 2015; Zbiti, 2015)

El factor necrotizante citotdéxico (CNF-1) pertenece a un grupo de citotoxicas. Es
una toxina de tipo AB, compuesta por el dominio de union celular N-terminal y el
dominio catalitico C-terminal que posee una actividad desaminasa a través de la
desaminacion especifica del sitio de un residuo GIn a Glu. Se internaliza a través de
endocitosis mediada por receptores al unirse a un receptor de la superficie celular
puede modular la diferenciacion celular, apoptosis y proliferacion celular (Feng et
al., 2017; Kim, 2013)

1.2.3. Sideroforos

El hierro es un elemento importante para muchos procesos celulares y bacterianos,
por ello las bacterias han desarrollado multiples estrategias para tomar el hierro del
hospedero. Dentro de estas estrategias se encuentra la expresion de sistemas de
adquisicion de hierro que utilizan sideréforos para quelar el hierro del medio
ambiente y posteriormente concentrarlo en el citosol bacteriano. Los sideroforos son
moléculas que tienen alta afinidad por el hierro férrico (Fe®'). Los sider6foros
internalizan el hierro a través de receptores presentes en las membranas
bacterianas. UPEC puede presentar hasta cuatro sideroforos: enterobactina,

salmogquelina, aerobactina y yersinobactina (Garénaux et al., 2011; Zbiti, 2015).

1.2.4. Islas de patogenicidad

Los factores de virulencia de las bacterias patdgenas a menudo son codificados por
distintos grupos de genes de virulencia. Estos grupos de genes de virulencia se han
denominado Islas de Patogenicidad (PAI, por sus siglas en inglés) y generalmente
estdn ausentes de las cepas no patdégenas de la especie (Karaolis, 2001). En
algunos casos, estas secuencias también ayudan en la adaptacién de diversas

afecciones; pueden contener elementos transponibles que tienden a replicarse y

Péagina | 5



Q.B.P. Isabel Montserrat Cortez de la Puente 2020

hacer copias en el genoma lo que proporciona un mecanismo para la transferencia
horizontal coordinada de genes de virulencia (Chatterjee y Raval, 2019; Sabaté et
al., 2006). Todas las PAI's poseen caracteristicas especificas como la capacidad de
recombinarse, tipicamente representada por la presencia de una integrasa; un
contenido de G + C que varia de la secuencia de ADN circundante; una asociacién
con genes de tRNA; y la presencia de repeticiones en ambos extremos
(flanqueando) (Hallstrom y McCormick, 2015). En UPEC, las PAI's se describieron
por primera vez en la cepa 536, a finales de la década de 1980 por Hacker et al.
(1990). Posteriormente, se dieron a conocer las PAI's de las cepas CFT073 y J96
(Samei et al., 2016).

Las cepas prototipo de UPEC donde se ha descrito la presencia de PAIs son las
cepas UPEC 536, J96, CFT073 y UTI89. La cepa CFT073 posee en su genoma un
total de 13 PAIs de las cuales la PAI Icrrors codifica para un operdn de alfa
hemolisina, un operon del Pili tipo P y genes relacionados a sistemas de transporte
de hierro. La PAI llcrro7s presenta también genes de regulacion de hierro como la
PAI Icrro73, €l operdn pap, elementos genéticos moéviles y genes aun sin clasificar.
Por otro lado la cepa J96 presenta dos PAls: la PAI 130 posee el operon pap y el
operodn hly, y la PAI ll;96 también posee el operon hly y los genes que codifican para

el factor de necrosis citotoxico (CNF) (Desvaux et al, 2020).

1.2.5. Mecanismo de infeccién

UPEC normalmente comienza la infeccion del tracto urinario al contaminar el area
periuretral y colonizar la uretra. Esto comienza con la adherencia de UPEC mediante
la expresion de adhesinas fimbriales (FimH, PapG, SfaS, FocH, CsgA 'y DrA) que al
interactuar con sus respectivos ligandos mejoran la colonizacion. La adherencia es
un evento clave, en la vejiga las consecuencias de las complejas interacciones
hospedero-patégeno determinan en Ultima instancia si los uropatégenos tienen éxito
en la colonizacion o si se eliminan (Ulett et al., 2013; Lopez-Banda et al., 2014). El
hospedero desencadena una respuesta inmune que derivara en la infiltracién de
polimorfonucleares y, como defensa, UPEC experimenta multiplicacion y formacion

de biopelicula. Ademas, UPEC producira toxinas y proteasas que inducen dafio
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celular y con ello la liberacion de nutrientes esenciales que promueven la
supervivencia bacteriana. UPEC asciende hacia el rifion mediante un sistema de
encendido/apago del flagelo y del pili tipo 1. Asi como en la vejiga, en el rifidn
también se lleva a cabo la colonizaciébn mediante otras adhesinas y dafio celular por
toxinas. Asimismo, si la infeccion no es tratada UPEC puede cruzar la barrera
epitelial y progresar a bacteriemia (figura 2) (Flores-Mireles et al., 2015; Leite et al.,
2016).
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Figura 2. Patogénesis de lainfeccidn del tracto urinario causada por UPEC.
(Modificado de Flores-Mireles et al., 2015).
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1.3. Filogenia

Inicialmente se creia que E. coli era un organismo Unicamente comensal sin
embargo, en la década de 1940 se encontraron cepas de E. coli responsables de
brotes severos de diarrea, encontrando asi que no todas las cepas de E. coli eran
comensales. Por ello, afios mas tarde (1980) para estudiar la diversidad de estas
cepas se encontrg la existencia de subestructuras genéticas asociadas con el sitio
de aislamiento de las cepas de E. coli patdbgenas. Se definieron seis grupos
filogenéticos principales, designados como A, B1, B2, C, D y E (Selander et al.,
1987). Posteriormente, Clermont et al., 2000 desarrollaron una PCR triple para
llevarla a cabo de manera mas rapida y eficaz la clasificacion de las cepas dentro
de cuatro grupos filogenéticos principales (A, B1, B2, y D). En esta PCR se evaluaba
la presencia o ausencia de los genes chuA (involucrado en el transporte del grupo
hemo), yjaA (presente en E. coli K-12, funcion desconocida) y TspE4.C2 (fragmento
de ADN) (Clermont et al., 2000; Chaudhuri y Henderson 2012). En 2013, se afiade
el filogrupo F como un filogrupo derivado del filogrupo B2. De igual manera se afiade
la deteccion del filogrupo C y del Clado | con los genes trpA (para identificar el
filogrupo C) y arpA (usado para identificar al Clado I) (Clermont et al., 2013; Gordon
et al., 2008).

1.4. Plasmidos bacterianos como medio de diseminacion de

resistencia

Los plasmidos son elementos genéticos extracromosémicos circulares de ADN,
aunque en ocasiones existen plasmidos lineales o hechos de ARN con capacidad
para autoreplicarse de forma controlada y pueden transferirse horizontalmente entre
bacterias por conjugacion. Los plasmidos suelen conferir una gran variedad de
fenotipos a las bacterias que los posean asi como una ventaja evolutiva sobre las
demas bacterias (Clark et al, 2019). Los plasmidos suelen desempefiar un papel
importante en la diseminacion de resistencia a los antibiéticos siendo los plasmidos
conjugativos los impulsores mas importantes de la propagacion de resistencia en

las enterobacterias. Esto debido a que pueden portan genes asociados a la
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resistencia como lo son la Beta-lactamasas de espectro extendido (BLEE), las
cuales pueden hidrolizar B-lactdmicos y propagarse a través de bacterias de una
manera mediada por plasmidos (Millan, 2018; Li et al, 2019). Ademas, los plasmidos
los pladsmidos conjugativos puedan llevar varios elementos transponibles que, a su
vez, pueden albergar integrones de clase 1, el mas frecuentemente encontrado en
cepas clinicas, con una combinacion diversa de casetes de resistencia como lo
pueden ser los genes sul que confieren resistencia a sulfamidas (Marquez et al,
2008; Sabaté y Prats, 2002).

1.5. Transferencia de material genético

Desde que Avery, MacLeod y McCarty descubrieron el principio de transformacion
de Giriffith, dieron la pauta para el descubrimiento de muchos aspectos
desconocidos de la genética bacteriana, donde la amplia difusién de la ganancia y
pérdida de genes bacterianos llevaron al concepto de “gendmica lateral” (Clark y
Pazdernik, 2013). La transferencia horizontal de genes (HGT, por sus siglas en
inglés) es el movimiento de informacion genética entre bacterias, es decir, se refiere
a la transmision no sexual de material genético entre genomas no relacionados y
tiene un impacto en la adaptacion y evolucion de las bacterias ya que pueden incluir
la propagacion de genes de virulencia y resistencia entre bacterias patdégenas (Villa
et al., 2019; Burmeister et al., 2015). La HGT es mediada a través de 3 mecanismo
diferentes: transformacién (absorcion de ADN libre), conjugacion (transferencia
mediada por plasmidos) y transduccion (transferencia mediada por fagos)
(Choudhuri, 2014).

1.5.1. Conjugacion bacteriana

La conjugacion bacteriana es una forma de recombinacién que implica la
transferencia de plasmidos o transposones y, en algunos casos como de las cepas
de enterobacterias puede eventualmente movilizar el hemicromosoma, por lo tanto,
generalmente origina merodiploides y raramente diploides completos (Villa et al.,

2019; Griffiths et al., 1999). Aunque la conjugacion requiere el contacto de célula a
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célula, puede ocurrir entre bacterias distantes o incluso entre bacterias y eucariotas
(Makarenkov et al., 2006). La conjugacion en bacterias Gram negativas es comun
a diferencia de las Gram positivas. Para que el proceso se lleve a cabo es necesario
una sintesis permanente de ADN (Villa et al., 2019). En la conjugacioén, el plasmido
de una bacteria (donadora) es transferido por un emparejamiento a otra (el receptor)
através de un pili. Sin embargo, el gen traT codifica para una proteina de membrana
externa que participa en la exclusién de superficie e impide la formacion del par
conjugativo ocurre entre dos células que contienen el mismo pladsmido. En este
proceso a medida que las bacterias se acercan, se produce la union del pili y
después este pili se retracta y se estabiliza el contacto de la envoltura celular de
ambas bacterias. Posteriormente, se lleva a cabo la transferencia de ADN, donde
las relaxasas MOB son las proteinas iniciadoras dado que cortan especificamente
en una de las cadenas del oriT, de manera que el plasmido super enrollado pasa a
estar relajado lo que resulta en la transferencia de uno o varios marcadores
genéticos, y después las bacterias se separan. Dentro de los plasmidos
conjugativos de mayor importancia, se encuentran los plasmidos F, los cuales son
capaces de autotransmitirse. Estos plasmidos se asocian frecuentemente con
virulencia y resistencia a los antibiéticos (Griffiths et al., 2000; Hobot, 2015; Villa et
al., 2019).

1.5.2. Transformacion bacteriana

La transformacién bacteriana es el proceso donde las bacterias absorben e
incorporan en su genoma no solo ADN homologo sino también ADN heterdlogo,
aunque el segundo requiere un cierto grado de homologia de ADN, para permitir la
formacion de heteroduplex con el ADN receptor. Por lo general, solo se intercambian
fragmentos cortos de ADN de esta manera (Villa et al., 2019; Makarenkov et al.,
2006).
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1.5.3. Transduccidén bacteriana

Algunos bacteri6fagos son capaces de "movilizar" genes bacterianos y
transportarlos de una célula bacteriana a otra a través del proceso de transduccién.
Por lo tanto, la transduccién es el proceso por el cual un virus transfiere material
genético de una bacteria a otra (Griffiths et al., 2000). Requiere que el donante y el
receptor compartan los receptores de la superficie celular para la union del fago. Por
lo general, se limita a bacterias estrechamente relacionadas. La longitud del ADN
transferido por transduccién esté limitada por el tamafio de la cabeza del fago
(Makarenkov et al., 2006).

2. ANTECEDENTES DIRECTOS

Johnson et al. (2004), en Estados Unidos, trabajan con 152 cepas de E. coli
de las cuales el 71% son de muestras urinarias, encuentran una relacion entre la
presencia de resistencia a los antibiéticos con un bajo nimero de factores de
virulencia. Encontraron que las cepas diferentes al filogrupo B2 (A, B1 y D)
presentan menor virulencia pero mayor resistencia. Esto podria deberse ala presion
gue el uso indiscriminado de los antibidticos ha hecho sobre estos filogrupos

considerados comensales (Ay B1).

Moreno et al. (2006), en Esparia, trabajan con 200 cepas UPEC, encuentran
una mayor resistencia a los antibioticos en cepas pertenecientes a los filogrupos A
y Bl en contraste con las cepas del filogrupo B2 que presentaban mayor

sensibilidad a los antibiéticos.

Ali et al. (2019) Pakistan, trabajan con 155 cepas de UPEC, encuentran una
alta prevalencia de cepas en el filogrupo B2 (59%), seguido del D (28%) y los
filogrupos Bl (8%) y A (5%). Ademas, detectan la presencia de cepas ST131 y
observan que la mayoria de las cepas pertenecientes a la Secuencia Tipo 131,
responsable de la diseminacion de cepas resistentes a los antibiéticos, son de
filogrupo B2 (59%) y al serotipo O25b (61%). Conjuntamente, las cepas son MDR
gue portan una variedad de factores de virulencia, incluidos genes para adhesinas,

siendo el alelo fimH30 el mas predominante (50%) en la ST131.
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Rijavec et al. (2006), en Eslovenia, analizan 110 cepas de UPEC, las cuales
pertenecen a los cuatro grupos filogenéticos mas grandes (A, B1, B2 y D) y
presentan una alta resistencia a los antibiéticos, principalmente a tetraciclina y
cloranfenicol. Ademas, realiza ensayos de conjugacién donde observa que las
transconjugantes adquirian plasmidos pertenecientes al grupo de incompatibilidad
IncF, sugiriendo que las transconjugantes podian adquirir y mantener plasmidos

conjugativos que codificaban resistencia a los antibidticos.

Najafi et al. (2017), en Iran, trabajan con 140 cepas de UPEC aisladas de
ITU, a las cuales se les determina la presencia de factores de virulencia, grupo
filogenético y de PAIs (PAI Icrro73, PAI llcrro7s, PAl Is3s, PAI lls36, PAI [lls36, PAI V536,
PAI 1396 y PAI lly96). En este trabajo se reporta que la presencia de factores de
virulencia esta relacionada con los marcadores PAIls y que la mayoria de los factores

de virulencia se presentaban en las cepas del filogrupo B2.

Lebba et al. (2012), en lItalia, analizan patrones de mutacion en el gen fimH
de 52 cepas de E. coli aisladas de pacientes pedriaticos. Encontrar que las cepas
gue presentan las mutaciones G66S, N70S y S78N en la proteina FimH pertenecen
a los filogrupos B2 y D, y las mutaciones N70S y S78N presentan una exclusion

mutua con la mutacion A119V.

Dahbi et al. (2014), en Espafia, evaltan 490 cepas de E. coli pertenecientes
ala ST131 de las cuales 456 pertenecen al serogrupo O25:H4, 27 al 0106:H5y 7
son no tipificables. Todas las cepas del serotipo O106:H5 presentan el alelo fimH41;
las 025:H4 presentan dos alelos (fimH30 78% y fimH22 16%). Observa que la
mayoria de las cepas que presentan el alelo fimH30 son resistentes a
fluoroquinolonas (98%) mientras que las cepas de los alelos fimH41 y fimH22 son

sensibles.

Ghosh y Mukherjee (2019), en Republica Checa, trabajan con 200 cepas de
E. coli de pacientes sintomaticos y asintomaticos de ITU, encuentra la presencia de
20 SNP en el gen fimH en pacientes asintomaticos y 31 SNP en pacientes
sintomaticos. Siendo la mutacion V27A en el dominio de lectina de la adhesina FimH

la que se presenta en pacientes con un grado alto de inflamacion de la mucosa.
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Cusumano et al. (2010), en Estados Unido, reporta que UPEC, a través de la
transferencia horizontal ha adquirido genes que le permiten desarrollar mas
estrategias de colonizacion del tracto urinario. Ellos trabajan con un aislado de
UPEC, UTI89, que contiene un plasmido F (pUTI89) que le provee a la cepa una
mayor capacidad para invadir y colonizar la vejiga, ademas de poseer el operon tra
lo que permite que pUTI89 se mantenga y se disemine a otras cepas de UPEC.

Conjuntamente, Osborn et al. (2000), en el Reino Unido, estudia la relacion
de los replicones alfa pGSH500 y pLV1402 pertenecientes a la familia IncFll, y
encuentra que el concepto de incompatibilidad para el grupo IncF puede ser un poco
erréneo ya que puede haber multiples replicones en un mismo plasmido (pGSH500
y pLV1402), donde un replicon puede estar silenciado mientras que otro replicon

actua como origen de replicacion.

Poey y Lavifia (2018), en Uruguay, estudian en cepas de UPEC resistentes
a antibioticos, la transferencia por conjugacion de un plasmido que porta un integron
de clase 1, el cual posee un conjunto variable de genes de resistencia a los
antibidticos como lo son los genes sull, sul2 y sul3, los cuales confieren resistencia
a sulfonamidas. Observan que un 40% de cepas transconjugantes las cuales
poseian, al menos, un plasmido perteneciente al grupo IncF, portador del integron

clase 1 con la presencia de los genes de resistencia a sulfonamidas.

Respecto a la resistencia plasmidica, Guzman et al. (2013), en Venezuela,
estudian 27 cepas de UPEC, de las cuales 9 fueron conjugativas. Las cepas
transconjugantes adquieren los genes blarem y blashv demostrando el papel que

tiene la conjugacién en la diseminacion de las BLEES.

Koga et al. (2014), en Brasil, trabajan con 21 cepas obtenidas de muestras
de sangre de pacientes con ITU que habian progresado a bacteremiay enlas cuales
se aisl6 a E. coli. Encuentra la presencia de cuatro PAls, la PAI Vszs, 196, IcFTo73 Y
llcerors de las siete PAIs previamente descritas para UPEC (PAl Isze, lls3s, 1Vsa3s,
IcFro73, llcrro73, lags Y ll396). De las cuales la PAI IVs3s ha sido descrita como una isla

estable y altamente frecuente en las enterobacterias.
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Por otro lado, en el grupo de trabajo del laboratorio de Biologia Molecular de
Enteropatégenos del Centro de Investigaciones en Ciencias Microbiologicas del
Instituto de Ciencias de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla, se ha
estudiado la presencia de las principales caracteristicas de virulencia de UPEC
donde Molina Villa (2011), trabaja con 114 cepas de UPEC de las cuales el 93.8%
provenian de mujeres con ITU. Encuentra que los serotipos mas frecuentes son
025, 01y 0102, siendo O25:H4 y O6:H1 las de mayor presencia y con un 23% sin
la presencia de plasmidos. Conjuntamente Aroche Camarillo (2011) trabaja con 133
cepas aisladas de hombres y mujeres con ITU (relacion 9:1); y él también encuentra
mayor presencia del serotipo 025:H4 (15%). Asimismo, encuentra que el grupo

filogenético B2, fue el filogrupo predominante con un 57%.

Posteriormente, Martinez Alvarado (2012) trabaja con 125 cepas aisladas de
pacientes con diagnostico de ITU de ambos sexos, tanto adultos como de la tercera
edad, encuentra también al serotipo 025:H4 como el mas frecuente seguido de
017:H18y O6:H1. Garcia (2017), Trabaja con este mismos cepario y encuentra una
resistencia del 100% a 24 antibioticos pertenecientes a 10 familias, representando
un 78% de cepas MDR. También encuentra que el grupo B2 era el mas frecuente
(32%).

Flores Hernandez (2015) trabaja con 17 cepas de UPEC aisladas de pacientes con
diagnostico de displasia cervical cursando con infeccion de tracto urinario y
encuentra al grupo filogenético B2 como el predominante con un 35%, seguido por
el grupo A (24%) y D (24%) y en ultimo lugar el grupo B1 (18%).

Zarzoza Mendoza (2016) trabaja un total de 65 cepas UPEC del serogrupo 025, de
los ceparios antes mencionados, de las cuales 57 pertenecen al serotipo O25:H4 y
8 cepas pertenecen al serogrupo O25:H". Las cepas pertenecen al grupo B2 en un
92% y en bajo porcentaje al filogrupo A (3%). Del mismo modo, el 100% de las
cepas son multi-drogo resistente, y presentan de 1 a 7 bandas plasmidicas, con
tamafos relativos de 1-3 kb, 50-70 kb y 100-127 kb. También busca la presencia de
4 PAIs (PAI Icrro7s, llcrrozs, ligs Y ligs) Y encuentra solo la presencia de tres PAIS:
lcrro7s (95%), PAI llcrrors (63%) y PAI 396 (3%).
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Martinez-Gorgonio (2019), trabaja con 55 cepas pertenecientes al serotipo O25:H4
recopiladas de 4 ceparios diferentes. Determina la presencia de la ST131, y
encuentra que 44 cepas de las 55 pertenecen al ST131 y poseen el alelo fimH30
siendo el subclon H30-Rx el méas prevalente con un 91%. Asimismo realiza ensayos
de conjugacion con 5 cepas y observa que de las 15 clonas transconjugantes que
obtiene, el 66% adquirié el gen blatem y solo el 20% el gen blactx-m.

Pagina | 15



Q.B.P. Isabel Montserrat Cortez de la Puente 2020

3. JUSTIFICACION

El Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC) estima que, tan
solo en los Estados Unidos, cada afio al menos 2 millones de personas se infectan
de algun patégeno resistente a los antibiéticos y que por lo menos 23,000 personas

mueren como resultado de dichas infecciones (CDC, 2018).

Las infecciones del tracto urinario (ITU) en México representan un problema de
salud publica y se ubican en el tercer lugar de las enfermedades con mayor
morbilidad en el pais. Por cuestiones anatémicas se presenta una incidencia mayor
en mujeres (77%) que en varones (23%). Escherichia coli uropatégena (UPEC) es
el agente etiologico principal causando el 80-90% de las ITU adquiridas en la
comunidad y el 40-50% de las ITU adquiridas del ambiente intrahospitalario. UPEC
posee caracteristicas gendmicas unicas adquiridas a traveés de la transferencia
horizontal de genes, principalmente a través del proceso de conjugacion. Esto le ha
permitido desarrollar multiples estrategias para colonizar el tracto urinario y causar
dafo al hospedero. Las ITUs poseen un tratamiento especifico y exitoso, sin
embargo, el incremento en el uso descontrolado y excesivo de antibidticos ha
generado un aumento en las tasas de resistencia bacteriana a los antibioticos y con
ello complicaciones de la enfermedad, fracaso en el tratamiento y aumento
significativo en las tasas de morbi-mortalidad, convirtiendo a las ITUs por UPEC-
MDR en una emergencia de salud publica asociada principalmente a la

diseminacion de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE).

Por todo esto el conocer las caracteristicas de virulencia como las variantes alélicas
del gen fimH presentes en cepas clinicas y relacionarlas con el serotipo vy,
conjuntamente, el conocer los tipos de genes de resistencia que se transfieren a
través de conjugacion pueden ayudar a tener un mejor entendimiento de UPEC
como el patégeno principal de las ITU y posibilitara en un futuro el disefio de nuevas

estrategias para el tratamiento contra este patégeno.
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4. OBJETIVO GENERAL

Estudiar una coleccion de cepas de E. coli aisladas de procesos urinarios a través
de la determinacion de la presencia de los principales genes de virulencia, perfiles
de resistencia, su relacion filogenética y su capacidad para transferir genes de

virulencia y/o resistencia.

5. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar el grupo filogenético de una coleccion de cepas de E. coli aisladas
de ITU.

Determinar la presencia de Islas de patogenicidad en las cepas de E. coli.
Determinar el serogrupo de las cepas.

Determinar los alelos de la adhesina fimbrial tipo 1 de las cepas de E. coli.

a s~ DN

Determinar la presencia de genes relacionados con la movilidad genética de
plasmidos.
6. Determinar la transferencia de material genético en cepas de UPEC-MDR-

mob*-tra*.
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6. ESQUEMA GENERAL DE TRABAJO
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7. MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron 51 cepas de Escherichia coli uropatdgena aislada de pacientes
femeninos del Hospital Regional I.S.S.S.T.E de Puebla, Mex. en el periodo de Junio
del 2015 a Febrero del 2016. Las muestras fueron colectadas y parcialmente
caracterizadas en los proyectos de tesis de Jesus David Garcia Garcia y Claudia
Ixtepan Tejero. Estas cepas se encuentran almacenadas en crioconservacion a -
70°C.

7.2. Extraccion de ADN.

Se resembraron en 3 ml de medio liquido LB incubandolas a 37°C, a 220 rpm de 18
a 24 hrs (pre-cultivo). Posteriormente se inocularon 80 pl del precultivo en 5 ml de
medio liquido LB, hasta obtener una DOzeonm de 0.4 a 0.5. Del tubo de precultivo se
obtuvieron paquetes celulares de 3 ml para ser usados en la extraccion plasmidica
y del tubo con DO de 0.4 a 0.5 se obtuvieron paquetes de 500 yl usados para la
extraccion de ADN genomico llevadas a cabo acorde a los protocolos establecidos

en el manual Molecular Cloning (Sambrook, 2012).

7.3. Material biolégico

En la tabla 1 se enlistas las caracteristicas generales del cepario de estudio.
Asimismo, en las tablas 2 y 3 se enlistan las cepas utilizadas como controles en los
ensayos realizados en el presente trabajo.

Tabla 1. Caracteristicas generales del cepario de estudio.

Presencia de Beta-

Cepario MDR Factores de virulencia
lactamasas
51 cepas CTX-M 25% fimH 96%
aisladas de 90% iha 35%
mujeres con MDR OXA 25%
U traT 27%
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Tabla 2. Cepas control positivos utilizadas en este estudio.

Cepa Caracteristicas
UPEC Genes iucD, vat, sat, hylA, papGll, fliC, fimH y las Islas | y 1l de
CFTO73 .
dicha cepa
0591 Genes sat, vat, papGlll
GAG1 Genes iucD, sat, hlyA, papA, fliC, fimH, cnf,
EHEC Cepa Tipo EHEC
EDL Control positivo para el filogrupo E
UPEC J96 Islas de patogenicidad | y Il de dicha cepa
E. coli K12 Control Positivo para Grupo A
MC4100
ETEC Cepa Tipo ETEC
CD79a Control positivo para Toxina Termoestable
ETEC Cepa Tipo ETEC
LD102b Control positivo para Toxina Termolabil
058l Control positivo para traT. Cepa de nuestra coleccién aislada de
ITU procedente del Hospital Regional 1.S.S.S.T.E. PUEBLA.
7206 Control positivo para el filogrupo C

Tabla 3. Cepas control positivos donadas por el Laboratorio de Infecciones
Hospitalarias y de la Comunidad

Cepa Caracteristicas
7223 Genes blaoxa y blactx-M
SA42 Gen blashy
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7.4. Condiciones de la mezcla de reaccion paralas PCRs

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo, de manera general, bajo las siguientes
condiciones de la mezcla de reaccion:
Tabla 4. Componentes generales de las PCR's realizadas en este estudio.

Componente Concentracion final

Agua inyectable PiSA

Buffer de reaccion 1X
Cloruro de magnesio 1.5mM
dNTP’s 0.05 mM
Oligonucledtido forward 0.5 mM
Oligonucledtido reverso 0.5 mM
Tag polimerasa 1.5 U/l

ADN templado --

7.5. Determinacion de grupos filogenéticos

Se utilizé el método descrito por Clermont et al., 2013 para la identificacion del grupo
filogenético mediante la realizacion de una PCR Quadruplex. Se realizé a partir del
DNA gendmico bacteriano extraido, PCR y posterior electroforesis en agarosa 1.5%. En la
Figura 3 se muestran los genes buscados mediante este método y su interpretacion

correspondiente.
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Figura 3. Gel representativo de la PCR Quadruplex. arpA: control interno de la
pureza del DNA; chuA: captador tipo heme; yjaA: proteina inducida por estrés
(resistencia a peréxido acido); TspE4.C2: lipasa esterasa putativa. Clermont, 2013.

7.6. Determinacion de Islas de Patogenicidad

En la tabla 5 se muestran los cebadores, y sus caracteristicas, de acuerdo al
protocolo propuesto por Sabate et al., 2006 donde se buscaron 4 islas que codifican
factores de virulencia clasicos de UPEC. En la PCR para PAI Icrro7z Y PAI Icrro73
se usO 1.25 Ude DreamTaq DNA polymerase en PCR buffer (10X DreamTaq
Buffer), 0.5 mM dNTPs, 2.5 mM MgClz, y las siguientes concentraciones de los
cebadores: 0.7 mM cft073.2Entl y cft073.2Ent2; y 0.06 mM RPAI y RPA.

En la PCR para PAI le6 y PAI lly96, se utilizo 1.25 Ude DreamTaqg DNA polymerase
en PCR buffer (10X DreamTaq Buffer), 0.5 mM dNTPs, 2.5 mM MgCl, y las
siguientes concentraciones de cebadores: 0.04 mM papGlIf y papGlIrl.2 mM; 0.06
mM hlyd y cnf.

El protocolo para las PCRs consistio de 94°C por 5 min, seguido por 30 ciclos of
94°C por 1 min, 55°C por 1 min and 72°C por 1 min, con una extension final a 72°C
por 10 min. Ambas PCRs se estandarizaron usando como controles de PAI las
cepas de UPEC CFTO73 y J96 (Sabate et.al., 2006).
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Tabla 5. Oligonucleétidos utilizados en la determinacion de PAls

Isla Oligonucleétidos (5’ - 3°) Tamafo (pb)
PAl Icrrors F: GGA CAT CCT GTT ACA GCG CGC A 925
R: TCG CCA CCA AT CACA GCG AAC
PAl llcero7s F: ATG GAT GTT GTATCG CGC 420
R: ACG AGC ATG TGG ATC TGC
PAl lj6 F: TCG TGC TCA GGT CCG GAATTT 400
R: TGG CAT CCC ACATTATCG
PAlll;396 F: GGATCC ATG AAAACATGG TTAATG GG 2300
R: GAT ATTTTT GTT GCC ATT GGT TACC

7.7. Determinacion del serotipo

La determinacion del serotipo de las cepas se llevo a cabo con la colaboracion del
D.C. Armando Navarro Ocafa del Departamento de Salud Pdblica de la UNAM. Las
cepas fueron enviadas al Departamento de Salud Publica de la UNAM en tubos
eppendorf con medio TSA en pico de flauta a temperatura de refrigeracion. La
tipificacion del serotipo se realiz6 mediante el método de aglutinacion en placa
(Qrskov y Orskov, 1984) utilizando suero de conejo obtenido de 187 antigenos

somaticos y 53 flagelares especificos de E. coli.

7.8. Amplificacion del gen fimH

En la tabla 5 y anexo 1 se muestran los oligonucleétidos utilizados para la
amplificacion del gen fimH para su posterior secuenciacion. La purificacion de los
productos de PCR se realiz6 de acuerdo al procedimiento del fabricante mediante
la utilizacién del kit de purificacion Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit. Los
productos purificados se cuantificaron en el equipo NanoDrop 2000c y se verifico la
integridad del producto en un gel de agarosa al 1%, antes de ser enviados a

secuenciacion.
Tabla 6. Oligonucleétidos utilizados en la amplificacién de fimH

Gen Oligonucleétidos (5’ - 3’) Tamafio (pb) Tm

fimH  fimH-F: CACTCAGGGAACCATTCAGGCA 975 54°C
fimH-R: TTTATTGATAAACAAAAGTCAC
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7.9. Busqueda de las variantes alélicas de fimH

La busqueda de las variantes alélicas de fimH se realiz6 mediante la base de datos
del FimTyper 1.0. del Centro de Epidemiologia Gendmica de la Universidad Técnica

de Dinamarca (https://cge.cbs.dtu.dk/services/FimTyper/).

7.10. Determinacién de genes traT y mobQ

Para la determinacion de los genes de movilidad genética traT y MOBq Se
realizaron PCR’s individuales utilizando cebadores reportados previamente por
otros autores (tabla 6). Los productos obtenidos fueron separados en geles de
agarosa al 1%.

Tabla 7. Oligonucledtidos utilizados en la determinacion de genes de
movilidad genética.

. Ly Tamano _
Gen Oligonucleétidos (5’ - 3°) (b} Referencia
p
Laboratorio
de Biologia
Molecular
traT No mostrados 739
de
Enteropato
genos
MOB 11 F:CAATCGTCCAAGGCGAARGCNGAYTA 331
R:CGCTCGGAGATCATCAYYTGYCAYTG Alvarado et
MOB 12 F:CTGGAATATACTGAACACGGNAAYATGCC 341
R:ATCCTTGGTGTTAGCACGTTTRAARWAYTG al., 2012
MOBqy F: AGCGCCGTGCTGTCCGCBGCNTAYCG 179

R: CTCCGCAGCCTCGRCSGCRTTCCA
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7.11. Conjugacion bacteriana

7.11.1. Conjugacion en fase liquida

Se prepar6 un pre-cultivos independientes para la cepa receptora (rifampicina
resistente) y para la donadora (ampicilina resistente), en 3 ml de medio LB sin
presencia de antibiéticos. Se dejaron en incubacién 24 hrs a 37°C. Posteriormente,
se tomaron 40 pul de los pre-cultivos para sembrarlos en medio LB con 100 ug/ml de
ampicilina para la cepa donadora y 100 ug/ml de rifampicina para |la cepa receptora.

Se incubaron a 37°C hasta alcanzar una DOgoonm de 0.4 a 0.6.

Posteriormente, se colocaron en tubos eppendorf separados: 1 ml de la cepa
donadora y 1 ml de la cepa receptora. Se centrifugaron por 5 min a 12000 rpm. Se
decantaron y lavaron con 1 ml de medio LB, este paso se repitio 2 veces. Después
de decantar, se afiadio 1 ml de medio LB y se resuspendieron. Se mezclaron en
relacion 1:1 (v/v) cepa donadora y receptora en un matraz con 20 ml de medio LB
sin antibiotico. Cada matraz se incubo6 a 37°C por 24 hrs. Se realizaron diluciones
de 10° a 10°. Cada dilucion se sembré en placas de LB con antibidtico
(ampicilina/rifampicina) (tabla 3). Se incubaron a 37°C por 24 hrs. (Protocolo
modificado de Rijavec et al., 2006; Poey et al., 2018).

La frecuencia de conjugacion se obtuvo de la siguiente manera: UFC recuperadas

por la inversa de la dilucion.

Tabla 8. Diluciones bacterianas seriadas para los ensayos de conjugacion.

10° 10* 102 103 10* 10°
200 pL 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL
Del inoculo delinoculo+ de10-1+900 de 102+ 900 de 103+ 900 de 104+ 900
directo 900 pL de pL de medio pL de medio ML de medio  pL de medio
medio LB LB LB LB LB
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7.11.2. Conjugacion en fase soélida

Se prepar6 un pre-cultivo independiente de la cepa receptora (rifampicina
resistente) y de la donadora (ampicilina resistente) en 3 ml de medio LB sin
presencia de antibiéticos. Se dejaron en incubacién 24 hrs a 37°C. Posteriormente,
se tomaron 40 pl de los pre-cultivos para sembrarlos en medio LB con 100 ug/ml de
ampicilina para la cepa donadora y 100 ug/ml de rifampicina para la cepa receptora.

Se incubaron a 37°C hasta alcanzar una DO600nm de 0.4 a 0.6.

Posteriormente, se colocaron en tubos eppendorf separados: 1 ml de la cepa
donadora y 1 ml de la cepa receptora. Se centrifugaron por 5 min a 12000 rpm. Se
decantaron y lavaron con 1 ml de medio LB, este paso se repitio 2 veces. Después
de decantar, se afiadio 20 ul de medio LB y se resuspendieron. Se mezclaron la
receptora con la donadora en un mismo tubo y con una micropipeta se transfirio
todo el volumen en forma de un punto de contacto a una placa de medio LB sin

antibidtico. La placa se incub6 a 37°C durante 24 hrs.

Después de la incubacion, con un asa bacteriolégica se tomé todo el crecimiento
del punto de contacto y se paso a un tubo eppendorf con 1 ml de medio LB, se agit6
suavemente para disociar la asociacion bacteriana. Posteriormente, se realizaron
diluciones de 10° a 105, Cada dilucion se sembré en placas de LB con antibidtico

(ampicilina/rifampicina) (tabla 4). Se incubaron a 37°C por 24 hrs.

La frecuencia de conjugacion se obtuvo de la misma manera que en la fase liquida.

7.12. Determinacion de genes de virulencia

En la tabla 9 se muestran los genes de virulencia y transferencia de material
genético buscados en 3 PCRs mdiltiples y 4 individuales previamente
estandarizadas en el Laboratorio de Biologia Molecular de Enteropatdgenos y el

Laboratorio de Infecciones Hospitalarias y de la Comunidad.
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Tabla 9. Factores de virulencia buscados en las PCR’s mdltiples.

Gen Tamarfo
Oligonucleétidos (5’ - 3°)
(producto) (pb)
iucD IuCD30F:GCTGTGGCTGGTAACTCAGG 512
iucD512R:GCTTCACACAGGGTGGTAAAT
PCRM satA satA978F. CCAAAACAATGCAGATACCAC 384
satA1321R: ATTACCTTACCATTTCCGCTT
1 flic FliC242F: GCTGTCCGAAATCAACAACAA 304
FliC445R: GGCTATCGTACCGGAACCATT
fimH FimHF: CCTACAGCTGAACCCAAAG 210
FimH188R: GAAAGATCTACGACCAG
papGil| papG2113F:GGAATGTGGTGATTACTCAAAGG 562
papG2/G3R:TCCAGAGACTGTGCAGAAGGAC
papGlIi papGl/G3F.CATGGCTGGTTGTTCCTAAACAT 421
PCRM papG2/G3R:TCCAGAGACTGTGCAGAAGGAC
vatA vatA1l076F:CCTGGGACATAATGGTCAGAT 330
2 vatA1406R:CTGGCAATATTCACGCTACTG
vatP vatP86F. TAGCGCGCAATTCAACAATA 226
vat226R:GCAGATAGTGCCAGAGAGGTAAG
iha IhaEMSAR:CGGAATTCCGATCTCCGATCATGTTAACCG 150
IhaEMSAL:CGGAATTCCGGCATGCCGAGGCAGTCGTTA
hylA hlyA-133F:ACTCATGTTGGTAAAGTATCAGAAT 1280
PCRM hlyA1348R:AGCCAGTACAGTGCTTATCGTTG
satP satP82F:AGCAAGCTGTTAGTAACCAACC 880
3 satP773R:GAGCCGCTGTCTCCGAATA
papa papA-45F:CAGATATCTCTGGTGTGTTCAGTAA 641
papA+31R:GGTCTTGCCTCACCCTGTAA
CNF cnf CNF1-71F.CTCGCCCAGTGATTAGGTATTC 3100

CNF1+60R:GCGCTAACAAAACAGCACAAGG
*jucD: aerobactina; satA: region autotransportadora de la toxina secretada; fliC:

flagelina; fimH: adhesina fimbrial del pili tipo 1, papGll: adhesina fimbrial pili P;
papGlll: adhesina fimbrial pili P; vatA: regién autotransportadora toxina
vacuolizante; vatP: regidn peptidasa toxina vacuolizante; iha: adhesina homologa
IrgA/sideroforo, hylA: hemolisina; satP: region peptidasa toxina autotransportadora;

papA: base pili P, cnf: factor necrotizante citotoxico
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7.13. Determinacién de perfiles de susceptibilidad antibidtica

Se llevo a cabo por el método de difusion en disco de Kirby-Bauer, se evaluaron 24
antibiéticos (amikacina, gentamicina, netilmicina, ampicilina, cefalotina, cefuroxima,
ceftriaxona, cefotaxima; ceftazidima; cefepime; aztreonam; ertapenem, acido
clavulanico-amoxicilina, &cidonalidixico, ciprofloxacina, ofloxacina, norfloxacina,
levofloxacina, nitrofurantoina, fosfomicina, trimetoprim/sulfametoxazol,
cloranfenicol, colistina y tetraciclina) pertenecientes a 13 categorias distintas con
base a los criterios establecidos por el Instituto de Estandares Clinicos y de
Laboratorio (CLSI).

El preinoculo se preparé tomando con micropipeta 5 pl de la cepa problema y
colocandolos en agar soya tripticaseina (TSA), después se sembrd por estria
cruzada y se incubo a 37°C durante 24 horas. Se tomd con asa una sola colonia
bien diferenciada y se re sembro en caldo soya tripticaseina (TSB), se dejé incubar
a 37° hasta alcanzar una turbidez equivalente al 0.5 de la escala de Mcfarland (1,5
x 108 UFC/ml). Posteriormente se sumergio un hisopo estéril en el medio de cultivo
eliminandose el exceso en la pared interna del tubo y se sembr6é masivamente con
el hisopo sobre la superficie de una placa de gelosa Mueller-Hinton rotandola 45°
tres veces para cubrir la totalidad de la misma. Se dejé secar la muestra durante 3
minutos y se colocaron los sensidiscos con una pinza estéril oprimiendo ligeramente
para asegurar el buen contacto con el medio. La concentracién de cada antibiotico
se reporta en el CLSI en la version 2017; los unidiscos se colocaron como se

muestra en la figura 4.
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Figura 4. Distribucion de los antibidticos analizados en la placa de Mueller-
Hinton. (1) GM: Gentamicina; NET: Netilmicina; OFX: Ofloxacina; TSX: Trimetoprim
con Sulfametoxazol; AMK: Amikacina (2) AMP: Ampicilina; LVX: Levofloxacina;
MAC: Nitrofurantoina; NOR: Norfloxacina; CF: Cefalotina (3) CFX: Cefuroxima; C:
Cloranfenicol; CIP: Ciprofloxacina; AN: Acido nalidixico. (4) ETP: Ertapenem; TE:
Tetraciclina; FOS: Fosfomicina; CL: Colistina.

7.14. Amplificacion de genes codificantes de Beta-lactamasas

La Tabla 10 muestra el nombre y tamafio de los cebadores utilizados para amplificar
las los genes que codifican para beta-lactamasas. Se amplificaron mediante PCRs
individuales, con oligonucleétidos disefiados para amplificar una regién conservada.

Los productos obtenidos fueron separados en geles de agarosa al 1%.
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Tabla 10. Oligonucledtidos utilizados en la determinaciéon de beta-lactamasas.

Gen Oligonucledtidos (5’ - 3’) Tamafo (pb) Tm

blactxm CTXM-UNI-F: CGATGTGCAGTACCAGTAA 566 52°C
CTXM-UNI-R: TTAGTGACCAGAATCAGCGG

blarem TEM-F: ATTCTTGAAGACGAAAGGGC 1029 60°C
TEM-R: ACGCTCAGTGGAACGAAAAC

blashv  SHV-F: CACTCAAGGATGTATTGTG 883 52°C
SHV-R: TTAGCGTTGCCAGTGCTCG

blaoxa1 OXA-1: CCAAAGACGTGGATG 442 61°C

OXA-2: GCTGCTCAAGGAGCACAGGAT

7.15. Condiciones éticas

Las cepas fueron donadas por el Hospital Regional I.S.S.S.T.E. de Puebla y son
utilizadas en este Proyecto Num. 188.2018 manteniendo los datos de los pacientes
de forma andnima. Las cepas fueron transportadas bajo cadena de custodia, y
desechadas en apego a las normas: WHO/HSE/GCR/2012.12, NOM-051-
SCT2/201, NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002 y NOM-052-SEMARNAT-2005.
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8. RESULTADOS

8.1. Poblacién estudiada

Se estudiaron un total de 51 cepas provenientes del Hospital Regional 1.S.S.S.T.E
de Puebla, en el periodo de junio del 2015 a febrero del 2016 de paciente femeninos

gue cursaban con ITU en un rango de edad de 21 a 84 afios.

8.2. Determinacion de grupo filogenético

Para la determinacion del grupo filogenético realizé una PCR cuadruplex propuesta
por Clermont et al., 2013, los productos de PCR se sometieron a electroforesis en
geles de agarosa al 1% para observar el perfil de bandeo. En la figura 5 se muestra
una imagen representativa del gel obtenido que describen el patrén de bandeo de
los amplificados de algunas cepas.
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500pb -

arpA 400pb -
chuA 288 pb -
yjaA 211pb -

TspE4.C2 152pb

Figura 5.Determinacion de Grupos Filogenéticos PCR Cuadruplex. Resultado
representativo. Genes: arpA: control interno de la pureza del DNA; chuA: captador
tipo heme; yjaA: proteina inducida por estrés (resistencia a peroxido y acido);
TspE4.C2: lipasa esterasa putativa. Carriles: PM: Marcador de Peso Molecular
GeneRulerTM 100 pb Plus DNA Ladder; 1 cepa 141-1; 2 cepa 142-1; 3 cepa 143-1; 4
cepa 145-1; 5 cepa 146-I; 6 cepa 147-1; 7 cepald8-I; 8 cepa 149-I; 9 cepa 150-I; 10
cepa 151-1; C+ control positivo cepa Tipo CFT073 y MC4100.
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El filogrupo B2 fue el mas predominante con una frecuencia del 37% (n=19), seguido

del filogrupo D 20% (n=10) y los filogrupos A 'y C 16% (n=8), en la figura 6 se

observan los porcentajes obtenidos de cada filogrupo.
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Figura 6. Grupos filogenéticos, 51 cepas de E. coli provenientes de pacientes
femeninas con ITU del Hospital regional 1.S.S.S.T.E de Puebla. Clasificacion de

Clermont et al 2013.

Las cepas pertenecientes a cada uno de los filogrupos se agruparon con sus

factores de virulencia. Encontrando que las cepas pertenecientes al filogrupo B2

presentaban un mayor numero de factores de virulencia (de 2 a 9 factores de

virulencia), en contraste con las cepas pertenecientes a los filogrupos A, B1y C

consideradas comensales que presentaron de 1 a 5 factores de virulencia (tabla 11).
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Tabla 11. Caracteristicas de virulencia y resistencia a los antibiéticos por grupos filogenéticos de las cepas de E.
coli aisladas de pacientes femeninas con ITU del Hospital regional I.S.S.S.T.E de Puebla (n=51).

Perfil de Virulencia

o
=
o ©
5 o 3 5 = < Perfil de Resistencia
— (N (| Y— kd
2 ©° £8Q232523%%%3¢es%
= = © @ o0 — 2 ¥ v v > > < o
Q o
GM, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX, FEP, ATM,
104-1 + - - - -+ - - ..o o2
AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, FO, TC, NF, C
AMK, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX, FEP,
371 + - - - - - - - - - - - - 1 ATM, AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, TC, TSX,
NF, C
AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX, FEP, ATM,
1421 + - - + - - 4+ + 4+ - - - - 3
AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, TC
A
5 GM, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX, FEP, ATM,
31 R
AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, TC, NF, C
GM, AMK, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX, FEP,
1651 + - - - - 4+ - + - - - + - 3 ATM, AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, CL, TC,
TSX, NF, C
GM, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX, FEP, ATM,
166-1 + - - - - - - 4 - - .

AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, TSX, NF, C
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B2

171

175-1

146-|

107-1

112-1

113-1

114

119

136-I

N

2020

AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX, FEP, ATM,
AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, CL, TC, TSX,

NF, C
GM, AMP. CF. CFX, CRO, CFZ ,CTX, FEP, ATM,
AMC, NOR, OFX, LVX, TC

AMK, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX, FEP,
ATM, AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, TC, TSX,
NF, C
GM, AMK, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX, FEP,
ATM, AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, FOS, TC,
NF, C
NET, AMK, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX,
FEP, ATM, AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, TC
GM, NET, AMK, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX,
FEP, ATM, AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, TC
GM, NET, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX, FEP,
ATM, AMC, TC
AMK, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX, FEP,
ATM, AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, TC
GM, AMK, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX, FEP,
ATM, AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, TC, TSX
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1381 + + - + + + -
1401 + - - + + 4+ -
1411 + + - + + + -
1471 + + - - + - -
149-1 + - - - + - -
531 + - - - + - - +
1561 + + - - + + - +
157-1 + + - - + + - +
158-1 + + - - + + - +
160-1 + - + - + + - +

2020

GM, AMK, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX, FEP,
ATM, AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, TC
GM, AMP, CF, CFX, AMC, AN, NOR, CIP, OFX,
LVX, TC
GM, AMK, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX, FEP,
ATM, AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, TC
GM, AMP, CFX, CRO, CFZ, CTX, FEP, ATM,
AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, TC, TSX, NF, C
GM, AMK, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX, FEP,
ATM, AMC, NOR, CIP, OFX, LVX, TC, NF, C
GM, AMK, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX, FEP,
ATM, AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX
GM, AMK, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX, FEP,
ATM, AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, TC, NF, C
GM, NET, AMK, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX,
FEP, ATM, AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, ETP,
TC, TSX
GM, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX, FEP, ATM,
AMC, NOR, CIP, OFX, LVX, TC, TSX, NF, C
GM, AMP, CF, CFX, CRO, AMC, AN, NOR,
CIP, OFX, LVX, CL, TC
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1631 + + - - + + -
164-1 + + - - + + - +
1701 + + - - + + -
1201 + - - - - + - +
1221 + - - - + + -
C 1241 + - - - - - -
133140+ - - - 4+ + - +
1341 + - - - - - -

2020

GM, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX, FEP,
ATM., AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, TC
GM, AMP, CFX, CRO, AMC, NOR, CIP, OFX,
TC, TSX
GM, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX, FEP, ATM,
AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, CL, TC
GM, AMK, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX, FEP,
ATM, AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, TC, TSX,
NF, C
GM, NET, AMK, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX,
FEP, ATM, AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, TSX,
NF, C
GM, AMK, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX, FEP,
ATM, AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, TC, TSX,
C
AMK, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX, FEP,
ATM, AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, TC, TSX,
NF, C
GM, AMK, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX, FEP,
ATM, AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, FOS, TC,
TSX, NF, C
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AMK, AMP, CF, CFX, CRO. CFZ, CTX, FEP,

1431 + - - - - + + - + - - - - 3
ATM, AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, TC
GM, AMK, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX, FEP,
1481 + - - - - + - - - - - - + 3
ATM, AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, NF, C
1691 + - - - - 4+ - - - 4+ - - - 2 GM, AMP, CF, CFX, NOR, CIP, OFX, LVX, CL
GM, AMK, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX, FEP,
106-1 + - - - - + - - - - - - - 2 ATM, AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, TC, TSX,
NF, C
GM, AMK, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX,
091 + - - - - 4+ - - - - - - - 2 FEPATM, AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, TC,
NF, C
AMK, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX, FEP,
b 1111 + - - + - 4+ - - + - - + + 4
ATM, AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, TC, NF, C
GM, AMK, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX, FEP,
2211+ - - - - - - - - - - - - 1 ATM, AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, TC, TSX,
NF, C
GM, NET, AMK, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX,
231 + - - + - 4+ - + + - - + + 5 FEP,ATM, AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, TC,

TSX, NF, C
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1311 + - - - - - -
1351 + - - - - + -
1391 + + - -+ 4+ -+
1521 + - - - - + -
i72-1 + - - - + + -
E 1451 + - - - - + -
1011 + - - - + + - +
F
1051 + - - - - + +

2020

NET, AMK, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX,
FEP, ATM, AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, TC,
TSX, NF, C
GM, AMK, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX, FEP,
ATM, AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, ETP, TC,
TSX, NF, C
GM, NET, AMK, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX,
FEP, ATM, AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX,
FOS, TC, TSX, NF, C
GM, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX, FEP, ATM,
AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, NF, C
GM, AMK, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX, FEP,
ATM, AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, TC, TSX,
NF, C
GM, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX, FEP, ATM,
AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, TC, TSX, NF, C
GM, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX, FEP, ATM,
AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, FOS, TC, TSX,
NF, C
GM, AMK, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX, FEP,
ATM, AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, TC, NF, C
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GM, AMK, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX, FEP,

501 + - - + - + - - - - - + - 3 ATM, AMC, NOR, CIP, OFX, LVX, FOS, TC, TSX,
NF, C
AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX, FEP, ATM, AN,
Cladol 1164 + - - - - S e ]
NOR, CIP, OFX, LVX, TSX
Toel 2% 4 3QBwN I o
% BRNALLoYR~oRS

*Analisis y determinaciones realizadas por Ixtepan-Tejero, 2018. PV= Puntaje de Virulencia. iucD: aerobactina; satA: region
autotransportadora de la toxina secretada; fliC: flagelina; fimH: adhesina fimbrial del pili tipo 1, papGll: adhesina fimbrial pili P;
papGlll: adhesina fimbrial pili P; vatA: region autotransportadora toxina vacuolizante; vatP: region peptidasa toxina
vacuolizante; iha: adhesina homologa IrgA/sideroforo, hylA: hemolisina; satP: regidon peptidasa toxina autotransportadora;
papA: base pili P, cnf: factor necrotizante citotoxico. AMK:Amikacina, GM:Gentamicina, NET:Netilmicina, AMP:Ampicilina,
CF:Cefalotina, CFX:Cefuroxima; CRO:Ceftriaxona, CTX:Cefotaxima; CFZ:Ceftazidima; FEP:Cefepime; ATM:Aztreonam;
ETP:Ertapenem; AMC:Acido clavulanico-Amoxicilina; AN:Acidonalidixico; CIP:Ciprofloxacina, OFX:Ofloxacina,
NOR:Norfloxacina, LVX:Levofloxacina; NF: Nitrofurantoina FOS:Fosfomicina, TSX:Trimetoprim/sulfametoxazol,

C:Cloranfenicol, CL:Colistina y TE:Tetraciclina.
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8.3. Deteccion de Islas de Patogenicidad (PAI’s)

Se detecto la presencia de cuatro PAI's en las 51 cepas. Las dos PAI's de UPEC
cepa CFT073y las dos de UPEC cepa J96. La deteccidn se llevo a cabo mediante
PCR’s multiples (figura 7). Se observé una mayor deteccion de la PAI Icrro73 con un
39% (n=20) seguido de la PAI llcrro7z con un 33% (n=17). Sin embargo, solo el 4%
(n=2) fue positiva para la presencia de la PAI Il;96 ¥ ninguna cepa presento la PAI
lsgs (figura 8). Asimismo, el 22% de las cepas (n=11) poseian dos PAls y el 2% (n=1)

presento las tres PAls encontradas en este estudio.

a) b) PM C+ C- 1 2 3 4
3000ph
PAI Il o 2300pb
1200pb—>
PAI lerroz3 925pb
PAI l¢ero73 400pb PAI ;55 420pb

Figura 7. Determinacion de las Islas de Patogenicidad de CFT073 y J96.
Electroforesis en gel de agarosa al 1%. PM: Marcador de Peso Molecular
GeneRulerTM 100 pb Plus DNA Ladder; C+: control positivo; C-: control negativo,
carriles: 1 cepa 140-1, 2 cepa 141-1, 3 cepa 142-ly 4 cepa 143-I.
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39%

35% 33%

Porcentaje de cepas positivas

4%
0%

PAllcerors PAIlcero73 PAI'lj66 PAI g6
Figura 8. Islas de Patogenicidad presentes en cepas de E. coli de pacientes
femeninas con ITU (n=51).

Dado que las PAIs portan genes que codifican factores de virulencia se hizo la
relacion entre la presencia de los factores de virulencia determinados de forma
independiente con las PAIs encontradas para observar si existia una relacion entre

ellas.

Tabla 12. Relacion entre los factores de virulenciay las PAls encontradas.

Genes de PAI ICFTO73 PAI Il CFTO73
virulencia* (n:ZO) (n:17) PAI 11 J96 (n—2)
fimH 20 17 >
iha 11 14 1
iucD 14 13 >
fliC 2 1 0
sat 4 2 0
vat 0 0 1
hlyA 6 5 1
cnf-1 5 4 1

*Determinacion realizada por Ixtepan-Tejero
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8.4. Serotipo de las cepas de UPEC

Se determind el serotipo de las 51 cepas de UPEC aisladas de mujeres con ITU en
colaboracion del D.C. Armando Navarro Ocafia de la UNAM. Se encontraron 16
serotipos distribuidos en 43 cepas y 8 cepas fueron no tipificables (NT). Ademas se
encontro que el serotipo mas frecuente fue el serotipo 025:H4 con un 22% (n=11)

(figura 9).

En la tabla 12 se muestra el serotipo de cada cepa asi como sus caracteristicas de

virulencia y resistencia a los antimicrobianos.

16%

14%
10%  10%
8%
]

0O25:H4 NT 0O102:H6 O20:H9 O-:H4 O-:H10 Otros

5%

Porcentaje de cepas
P = N
S < S
> > >

0%

Figura 9. Serotipificacién de cepas de UPEC aisladas de mujeres con ITU. NT:
no tipificable; Otros incluye 11 serotipos encontrados en una sola cepa y son:
020:H4; 0106:H6; O12:H4; 0O23:H3; 0O23:H4; O75:H6; O25:H-; O57:H9; O102:H-;
0176:H-; y O75:H-.

Tabla 13. Caracteristicas de virulencia de las cepas tipificables y no
tipificables.

Serotipo 025:H4

Cepa Perfil de virulencia Perfil de resistencia
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107-1

113-I
114-|

136-I

140-I

149-|

153-I

156-I

157-1

163-I

164-I

Cepa

124-|

142-1

GM, AMK, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX,
fimH, papGll, papa, lha, FEP, ATM, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, FOS, TC,

iucD, satA, satP, hlyA, cnf NF, C
fimH, papGll, papa, lha, GM, AMP,CF, CFX, CRO, CFZ, CTX, FEP, ATM,
iucD, fliC, satP, vatP, hlyA AN, NOR, CIP, OFX, LVX, TC
fimH, iucD, satA GM, AMP, CF,CFX, CRO, CTX, FEP, TC
GM, AMK, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX,
fimH, Iha, satA, satP FEP, ATM, AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, TC
fimH, papa, lha, iucD, satP, GM, AMP, CF, AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX,
hlyA TC
GM, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX, FEP,
fimH, Iha ATM, AMC, NOR, CIP, OFX, TC, NF, C
GM, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX, FEP,
fimH, Iha, satA ATM, AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX

GM, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX, FEP,
ATM, AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, TC, NF,

fimH, papGill, Iha, iucD, satA C
GM, NET, AMK, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ,
fimH, papGill, lha, iucD, CTX, FEP, ATM, AMC, AN, NOR, CIP, OFX,
satA, hlyA LVX, ETP, TC, TSX
GM, AMP, CF, CFX, CRO, CFz, CTX, FEP,
fimH, papGill, lha, iucD, cnf ATM, AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, TC
fimH papGill, Iha, iucD,
satA, cnf GM, AMP, CFX, CRO, AMC, NOR, CIP, TC
Cepas No Tificables
Perfil de virulencia Perfil de resistencia
GM, AMK, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX,
fimH ATM, AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, TC
AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX, ATM, AN,
fimH, papa, fliC, satA, satP NOR, CIP, OFX, LVX, TC
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146-I

151-

166-I|

169-|

171-

175-

Cepa

105-1

106-I

123-I

1351

139-I

AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX, FEP, ATM,

fimH, papa, iucD, satP, hlyA AN, NOR, CIP, OFX, LVX, TC
GM, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX, FEP,
fimH, iucD ATM, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, TC, NF, C
GM, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX, FEP,
satA ATM, AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, NF, C

fimH, iucD, vatA, fimH, iucD GM, AMP, CFX, NOR, CIP, OFX, LVX, CL
AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX, FEP, ATM,
AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, CL, TC, TSX,

fimH, iucD NF, C
GM, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX, FEP,
fimH, iucD ATM, AMC, NOR, OFX, LVX, TC
Serotipo O102:H6
Perfil de virulencia Perfil de resistencia

GM, AMK, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX,
FEP, ATM, AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, TC,
fimH,iucD, fliC NF, C
GM, AMK, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX,
FEP, ATM, AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, TC,
iucD,fimH TSX, NF, C
GM, NET, AMK, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ,
fimH,iucD,satA, papA,satP, CTX, FEP, ATM, AMC, AN, NOR, CIP, OFX,
hlya,cfn-1 LVX, TC, TSX, NF, C
GM, AMK, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX,
FEP, ATM, AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX,
fimH,iucD ETP, TC, TSX, NF, C
GM, NET, AMK, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ,
iucD,satA fimH,iha,papG2,sa CTX, FEP, ATM, AMC, AN, NOR, CIP, OFX,
tP, LVX, FOS, TC, TSX, NF, C
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165-|

172-1

Cepa

109-|

1111

121-I

148-I

152-1

Cepa

101-I

133-I

iucD,fimH, satA,hlya

fimH,iucD, iha

Perfil de virulencia

iucD,fimH

iucD,fimH,papA,satP,hlya,cnf

-1

fimH

iucD,fimH,cnf-1

iucD,fimH

Perfil de virulencia

fimH,iucD,satA, iha

fimH,iucD,satA, iha

GM, AMK, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX,
FEP, ATM, AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, CL,
TC, TSX, NF, C
GM, AMK, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX,
FEP, ATM, AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, TC,
TSX, NF, C

Serotipo 020:H9

Perfil de resistencia
GM, AMK, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX,
FEP,ATM, AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, TC,
NF, C
AMK, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX, FEP,
ATM, AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, TC, NF,
C
GM, AMK, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX,
FEP, ATM, AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, TC,
TSX, NF, C
GM, AMK, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX,
FEP, ATM, AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, NF,
C
GM, AMP, CF, CFX, CRO, CFz, CTX, FEP,
ATM, AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, NF, C
Serotipo O-:H4
Perfil de resistencia
GM, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX, FEP, ATM,
AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, FOS, TC, TSX,
NF, C
AMK, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX, FEP,
ATM, AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, TC, TSX,
NF, C
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137-1

158-I

170-I

Cepa

104-I

116-I

143-1

147-1

Cepa

112-I

120-I

122-1

AMK, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX, FEP,
ATM, AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, TC, TSX,

fimH NF, C
iucD,satA,fimH,iha,vatA,papG GM, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX, FEP, ATM,
2 AMC, NOR, CIP, OFX, LVX, TC, TSX, NF, C
GM, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX, FEP, ATM,
iucD,fimH,iha,papG2 AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, CL, TC
Serotipo O-:H10
Perfil de virulencia Perfil de resistencia

GM, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX, FEP,
ATM, AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, FO, TC,

fimH,iucD NF, C
AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX, FEP, ATM,
fimH AN, NOR, CIP, OFX, LVX, TSX
AMK, AMP, CF, CFX, CRO. CFZ, CTX, FEP,
iucD,fimH,fliC,satP ATM, AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, TC

GM, AMP, CFX, CRO, CFZ, CTX, FEP, ATM,
AMC, AN, NOR, CIP, OFX, LVX, TC, TSX, NF,
fimH,iha,papG2 C
Otros serotipos
Serotipo Perfil de virulencia Perfil de resistencia
iucD,satA fimH,iha,pa NET, AMK, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ,
pG2,papA,satP,hlya,c CTX, FEP, ATM, AMC, AN, NOR, CIP,
020:H4 nf-1 OFX, LVX, TC
GM, AMK, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ,
CTX, FEP, ATM, AMC, AN, NOR, CIP,
0106:H6 fimH,iucD,satA OFX, LVX, TC, TSX, NF, C
GM, NET, AMK, AMP, CF, CFX, CRO,
CFZ, CTX, FEP, ATM, AMC, AN, NOR,
O12:H4 fimH,iucD,iha CIP, OFX, LVX, TSX, NF, C
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131-I

141-

160-I

1191

134-I

138-I

145-1

150-I

023:H3

023:H4

O75:H6

025:H-

O57:H9

0102:H-

0176:H-

O75:H-

fimH

iucD,fimH,iha,papG2,

papA,satP

iucD,fimH,iha,vatA,pa

pG3

iucD,fimH,iha,vatP,pa

pG2,papA,satP

fimH

iucD,fimH,iha,papG2,

papA,satP,hlya,cnf-1

iucD,fimH

iucD,fimH,papA,hlya

2020

NET, AMK, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ,
CTX, FEP, ATM, AMC, AN, NOR, CIP,
OFX, LVX, TC, TSX, NF, C
GM, AMK, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ,
CTX, FEP, ATM, AMC, AN, NOR, CIP,
OFX, LVX, TC
GM, AMP, CF, CFX, CRO, AMC, AN,
NOR, CIP, OFX, LVX, CL, TC
AMK, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX,
FEP, ATM, AMC, AN, NOR, CIP, OFX,
LVX, TC
GM, AMK, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ,
CTX, FEP, ATM, AMC, AN, NOR, CIP,
OFX, LVX, FOS, TC, TSX, NF, C
GM, AMK, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ,
CTX, FEP, ATM, AMC, AN, NOR, CIP,
OFX, LVX, TC
GM, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ, CTX,
FEP, ATM, AMC, AN, NOR, CIP, OFX,
LVX, TC, TSX, NF, C
GM, AMK, AMP, CF, CFX, CRO, CFZ,
CTX, FEP, ATM, AMC, NOR, CIP,
OFX, LVX, FOS, TC, TSX, NF, C

*Cepas de E. coli aisladas de mujeres con ITU. iucD: aerobactina; satA: region

autotransportadora de la toxina secretada; fliC: flagelina; fimH: adhesina fimbrial del

pili tipo 1, papGll: adhesina fimbrial pili P; papGlil: adhesina fimbrial piliP; vatA:

region autotransportadora toxina vacuolizante; vatP: regién peptidasa toxina

vacuolizante; iha: adhesina homologa IrgA/sideroforo, hylA: hemolisina; satP: region

peptidasa toxina autotransportadora; papA: base pili P, cnf: factor necrotizante

citotoxico. AMK:Amikacina, GM:Gentamicina, NET:Netilmicina, AMP:Ampicilina,

CF:Cefalotina,

CEX:Cefuroxima;

CRO:Ceftriaxona, CTX:Cefotaxima;
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CFZ:.Ceftazidima; FEP:Cefepime; ATM:Aztreonam; ETP:Ertapenem; AMC:Acido

clavulanico-Amoxicilina; AN:Acidonalidixico; CIP:Ciprofloxacina, OFX:Ofloxacina,

NOR:Norfloxacina, LVX:Levofloxacina; NF: Nitrofurantoina FOS:Fosfomicina,

TSX:Trimetoprim/sulfametoxazol, C:Cloranfenicol, CL:Colistina y TE:Tetraciclina.

8.5. Determinacién alélicade fimH

La adhesina fimbrial del pili tipo 1, FimH, de UPEC participa en la interaccion inicial

con el receptor de la célula hospedera y se ha observado que las variantes de esta

adhesina se encuentran asociadas con cepas clinicas con caracteristicas

de

virulencia y resistencia diferentes. En la tabla 14 y anexo 2 se muestra la variacion

alélica de fimH, obtenida por secuenciacion y analisis como se describe en material

y métodos. Aunque el gen fimH completo se amplifico y purifico para las 51 cepas,

el analisis alélico se realizo solo para 36 de las 51 cepas. Por lo tanto debido a

cuestiones de contingencia sanitaria en nuestro pais quedo pendiente

secuenciacion y analisis del gen fimH de 15 cepas. Se encontraron 17 alelos y

la

se

observo que el alelo mas predominante fue fimH54 con un 25%, seguido de la

presencia de fimH30 con un 17% y fimH29 11% (figura 10).

30%
25%
25%
2,20% 17%
& 15%
S 11%
Q. 10% 8%
6%
5% 3% 3% 3% 3% 3% 3% 3% 3% 3% 3%
0%
Q O tx N D 0
?\6(0?\(5 SUJRERCRS @‘?‘%6\‘?‘%\3\% ?\%Y\»\ & Y\%% &
@ (© © « R R « N

3% 3%

k\ef:)

Figura 10. Variaciéon alélica de fimH de cepas de E. coli aisladas de mujeres

con ITU.
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Tabla 14. Variacion alélica de fimH y sus caracteristicas.

Alelo

fimH54

Cepa

120-I

124-|

142-1

146-I

165-1

169-I

170-I

171-1

175-1

serotipo

0106:H6

NT

NT

NT

0102:H6

NT

NT

NT

Perfil de
virulencia

fimH,iucD,satA

fimH

satA fliC,fimH,pap
A,satP

iucD,fimH,papA,sa
tP,hlya

iucD,fimH,
satA,hlya

iucD,fimH,vatA
iucD,fimH,iha,pap

G2

iucD,fimH

iucD,fimH

2020

Perfil de resistencia
AMP, CF, CFX, CRO,
CFZ, CTX, FEP, ATM,
AMC, AN, NOR, CIP,
OFX, LVX,TC, NF, C

GM, AMK, AMP, CF,
CFX, CRO, CFZ, CTX,
FEP, ATM, AMC, AN,
NOR, CIP, OFX, LVX,
TC, TSX, C
AMP, CF, CFX, CRO,
CFz, CTX, FEP, ATM,
AMC, AN, NOR, CIP,
OFX, LVX, TC
AMK, AMP, CF, CFX,
CRO, CFZ, CTX, FEP,
ATM, AMC, AN, NOR,
CIP, OFX, LVX, TC,
TSX, NF, C
GM, AMK, AMP, CF,
CFX, CRO, CFZ, CTX,
FEP, ATM, AMC, AN,
NOR, CIP, OFX, LVX,
CL, TC, TSX, NF, C
GM, AMP, CF, CFX,
NOR, CIP, OFX, LVX,
CL
GM, AMP, CF, CFX,
CRO, CFZ, CTX, FEP,
ATM, AMC, AN, NOR,
CIP, OFX, LVX, CL, TC
AMP, CF, CFX, CRO,
CFZ, CTX, FEP, ATM,
AMC, AN, NOR, CIP,
OFX, LVX, CL, TC,
TSX, NF, C
GM, AMP. CF. CFX,
CRO, CFZ ,CTX, FEP,
ATM, AMC, NOR, OFX,
LVX, TC
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GM, AMP, CF, CFX,
AMC, AN, NOR, CIP,
OFX, LVX, TC
GM, AMK, AMP, CF,
CFX, CRO, CFZ, CTX,
FEP, ATM, AMC, AN,
NOR, CIP, OFX, LVX,
TC
GM, AMP, CFX, CRO,
CFzZ, CTX, FEP, ATM,

147-1 0O-:H10 fimH,iha,papG2 AMC, AN, NOR, CIP,
OFX, LVX, TC, TSX,
NF, C
fimH30 GM, NET, AMK, AMP,
. . . CF, CFX, CRO, CFZ,
fimH,iucD,satA,iha CTX, FEP, ATM, AMC,
 PapG2, hlya AN, NOR, CIP, OFX,
LVX, ETP, TC, TSX
GM, AMP, CF, CFX,
CRO, CFZ, CTX, FEP,
ATM, AMC, NOR, CIP,
OFX, LVX, TC, TSX,
NF, C
GM, AMP, CF, CFX,
iucD,fimH,iha,pap CRO, CFZ, CTX, FEP,
G2,cnf-1 ATM., AMC, AN, NOR,
CIP, OFX, LVX, TC
GM, AMK, AMP, CF,
CFX, CRO, CFZ, CTX,
105- 0102:H6 fimH,iucD, fliC FEP, ATM, AMC, AN,
NOR, CIP, OFX, LVX,
TC, NF, C
GM, AMK, AMP, CF,
CFX, CRO, CFZ, CTX,
106-I 0102:H6 iucD,fimH FEP, ATM, AMC, AN,
NOR, CIP, OFX, LVX,
fimH29 TC, TSX, NF, C
GM, NET, AMK, AMP,
CF, CFX, CRO, CFZ,
iucD,satA,fimH,iha CTX, FEP, ATM, AMC,
,papG2,satP, AN, NOR, CIP, OFX,
LVX, FOS, TC, TSX,
NF, C
GM, AMK, AMP, CF,
172-1 0102:H6 fimH,iucD, iha CFX, CRO, CFZ, CTX,
FEP, ATM, AMC, AN,

iucD,fimH,iha,pap

140-I 025:H4 A satP hlya

iucD,fimH,iha,pap

141-| 023:H4 G2, papA.satp

157- 025:H4

iucD,satA,fimH,iha

158-1 O-:H4 VatA papG3

163-I 025:H4

139-I 0102:H6
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fimH24

fimH32

fimH10

fimH34

fimH27

fimH891

111-

114-|

143-1

104-I

107-1

101-I

112-1

121-1

122-1

020:H9

025:H4

0-:H10

0O-:H10

025:H4

O-:H4

020:H4

020:H9

0O12:H4

iucD,fimH,papA,sa
tP,hlya,cnf-1

iucD,satA,fimH

iucD,fimH,fliC,satP

fimH,iucD

iucD,satA,fimH,iha
,papG2,papA,satP,
hlya,cnf-1

fimH,iucD,satA, iha

iucD,satA,fimH,iha
,papG2,papA,satP,
hlya,cnf-1

fimH

fimH,iucD,iha

2020

NOR, CIP, OFX, LVX,
TC, TSX, NF, C
AMK, AMP, CF, CFX,
CRO, CFZ, CTX, FEP,
ATM, AMC, AN, NOR,

CIP, OFX, LVX, TC, NF,

C

GM, NET, AMP, CF,
CFX, CRO, CFZ, CTX,
FEP, ATM, AMC, TC
AMK, AMP, CF, CFX,
CRO. CFZ, CTX, FEP,
ATM, AMC, AN, NOR,

CIP, OFX, LVX, TC
GM, AMP, CF, CFX,
CRO, CFZ, CTX, FEP,
ATM, AMC, AN, NOR,

CIP, OFX, LVX, FO, TC,

NF, C

GM, AMK, AMP, CF,
CFX, CRO, CFZ, CTX,
FEP, ATM, AMC, AN,
NOR, CIP, OFX, LVX,

FOS, TC, NF, C

GM,AMP, CF, CFX,
CRO, CFZ, CTX, FEP,
ATM, AMC, AN, NOR,
CIP, OFX, LVX, FOS,

TC,NF, C

NET, AMK, AMP, CF,
CFX, CRO, CFZ, CTX,
FEP, ATM, AMC, AN,
NOR, CIP, OFX, LVX,

TC

GM, AMK, AMP, CF,
CFX, CRO, CFZ, CTX,
FEP, ATM, AMC, AN,
NOR, CIP, OFX, LVX,

TC, TSX, NF, C
GM,AMK,AMP, CF,

CFX, CRO, CFZ, CTX,
FEP, ATM, AMC, AN,
NOR, CIP, OFX,
LVX,NF
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fimH31

fimH1516

fimH1414

fimH137

fimH1159

fimH145

fimH64

fimH5

131-I

136-I

137-1

145-|

148-I

150-I

160-I

164-I

023:H3

025:H4

0176:H-

020:H9

O75:H-

O75:H6

025:H4

fimH

satA,iha,satP

fimH

iucD,fimH

iucD,fimH,cnf-1

iucD,fimH,papA,hl
ya

iucD,fimH,iha,vatA
,papG3

fimH,iucD,satA, iha
, papG2,cnf-1

2020

NET, AMK, AMP, CF,
CFX, CRO, CFZ, CTX,
FEP, ATM, AMC, AN,
NOR, CIP, OFX, LVX,
TC, TSX, NF, C
GM, AMK, AMP, CF,
CFX, CRO, CFZ, CTX,
FEP, ATM, AMC, AN,
NOR, CIP, OFX, LVX,
TC, TSX

AMK, AMP, CF, CFX,
CRO, CFZ, CTX, FEP,
ATM, AMC, AN, NOR,

CIP, OFX, LVX, TC,

TSX, NF, C

GM, AMP, CF, CFX,
CRO, CFZ, CTX, FEP,
ATM, AMC, AN, NOR,

CIP, OFX, LVX, TC,

TSX, NF, C
GM, AMK, AMP, CF,
CFX, CRO, CFZ, CTX,
FEP, ATM, AMC, AN,
NOR, CIP, OFX, LVX,
NF, C
GM, AMK, AMP, CF,
CFX, CRO, CFZ, CTX,
FEP, ATM, AMC, NOR,
CIP, OFX, LVX, FOS,
TC, TSX, NF, C
GM, AMP, CF, CFX,
CRO, AMC, AN, NOR,
CIP, OFX, LVX, CL, TC
GM, AMP, CFX, CRO,
AMC, NOR, CIP, OFX,
TC, TSX

*Cepas de E. coli aisladas de mujeres con ITU. iucD: aerobactina; satA: region

autotransportadora de la toxina secretada; fliC: flagelina; fimH: adhesina fimbrial del

pili tipo 1, papGll: adhesina fimbrial pili P; papGlll: adhesina fimbrial pili P; vatA:

region autotransportadora toxina vacuolizante; vatP: regién peptidasa toxina

vacuolizante; iha: adhesina homologa IrgA/sideroforo, hylA: hemolisina; satP: region

peptidasa toxina autotransportadora; papA: base pili P, cnf: factor necrotizante

citotoxico AMK:Amikacina, GM:Gentamicina, NET:Netilmicina, AMP:Ampicilina,
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CF:Cefalotina, CFEX:Cefuroxima; CRO:Ceftriaxona, CTX:Cefotaxima,
CFZ:Ceftazidima; FEP:Cefepime; ATM:Aztreonam; ETP:Ertapenem; AMC:Acido
clavulanico-Amoxicilina; AN:Acidonalidixico; CIP:Ciprofloxacina, OFX:Ofloxacina,
NOR:Norfloxacina, LVX:Levofloxacina; NF: Nitrofurantoina FOS:Fosfomicina,

TSX:Trimetoprim/sulfametoxazol, C:Cloranfenicol, CL:Colistina y TE:Tetraciclina.

8.6. Determinacion de genes de transferencia genética. mobQ y
traT

La determinacion de los genes asociados a la transferencia genética mediante
plasmidos conjugativos, mobQ y traT, se llevd a cabo mediante PCR’s individuales.
La figura 11 muestra los geles representativos de los genes involucrados en la

transferencia de material genético.

PM 1 2.3 4.5 6 7

1000 pb
troT 720 pb

NN T T ;

PM 1 2 3 4 5§ 6 7

Figura 11. Determinacién de genes asociados a la transferencia genética.
Electroforesis en gel de agarosa al 1%. traT: proteina de membrana externa;
MOBg11,MOBg12 ¥ MOBqu: relaxasas. PM: Marcador de Peso Molecular
GeneRulerTM 100 pb Plus DNA Ladder. a) gen traT: carriles: 1 cepa 101-l, 2 cepa
105-1, 3 cepa 120-1, 4 cepa 122-1, 5 cepa 123-I; C+: control positivo; C-: control
negativo. b) gen MOBqus, carriles: 1 cepa 147-1, 2 cepa 148-1, 3 cepa 149-1, 4 cepa
150-1, 5 cepa 151-1, 6 cepa 152-1, 7 cepa 153-I. ¢) gen MOBo12, carriles: 1 cepa 163-
I, 2 cepa 164-1, 3 cepa 165-1, 4 cepa 166-1, 5 cepa 169-1, 6 cepa 170-I, 7 cepa 171-
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I. d) gen MOBg,, carriles: 1 cepa 164-I, 2 cepa 165-1, 3 cepa 175-1, 4 cepa 172-1, 5
cepa 171-l, 6cepa 170-I, 7 cepa 169-I.

Se encontrd al gen traT con un porcentaje del 53% (n=27). Los genes MOBg se
encontraron con menor presencia: MOBBg11 2%, MOBq12 12%, MOBgu 8% (figura
12).

60%

53%
50%
40%

30%

20%

Porcentaje de cepas

12%

10% 8%

2%
0%
traT mobQ11 mobQ12 mobQu

Figura 12. Deteccién de genes asociados ala transferencia genética de E. coli
aislada de 51 cepas de pacientes femeninas con ITU. Porcentajes de los genes
asociados a la movilidad genética traT: proteina de membrana externa (n=27);
MOB: relaxasa: MOBg11 (n=1), MOBg12 (n=6) y MOBqu (n=4).

8.7. Transferencia de material genético por conjugacion

La seleccidn de las cepas donadoras para los ensayos de conjugacion se basaron
en la amplificacion de los genes asociados con la movilidad genética: el gen traT, la
presencia de la relaxasa MOBri12 (previamente descrito por Ixtepan-Tejeros).
Asimismo, se seleccionaron 10 cepas que presentaron multiresistencia antibiotica,
factores de virulencia y sensibilidad al antibiético rifampicina (tabla 14). La cepa
receptora fue la cepa E. coli K12 C600 resistencia a rifampicina.

Tabla 15. Caracteristicas de las cepas de E. coli AMPR aisladas de ITU usadas
como cepas donadoras en el proceso de conjugacion.

Genes
Genes de .
: : : i Perfil de de
Cepa transferencia Perfil de resistencia : - ,
- virulencia resistenc
genética -
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101-I

105-|

120-I

122-1

123-I

133-I

*mobF12/traT

GM,AMP, CF, CFX,
CRO, CFZ, CTX, FEP,
ATM, AMC, AN, NOR,
CIP, OFX, LVX, FOS,

TC,NF, C

GM,AMP, CF, CFX,
CRO, CFZ, CTX, FEP,
ATM, AMC, AN, NOR,

CIP, OFX, LVX,TC, NF,
C
AMP, CF, CFX, CRO,
CFz, CTX, FEP, ATM,
AMC, AN, NOR, CIP,
OFX, LVX,TC, NF, C

GM,AMK,AMP, CF, CFX,
CRO, CFZ, CTX, FEP,
ATM, AMC, AN, NOR,

CIP, OFX, LVX,NF

GM,NET,AMK,AMP, CF,
CFX, CRO, CFZ, CTX,
FEP, ATM, AMC, AN,

NOR, CIP, OFX, LVX,TC

AMK,AMP, CF, CFX,
CRO, CFZ, CTX, FEP,
ATM, AMC, AN, NOR,
CIP, OFX, LVX,TC, NF,

C

fimH10,iucD,satA,i
ha

fimH29,iucD, fliC

fimH54,iucD,satA

fimH891, iucD, iha

fimH,iucD,satA,
papA,satP,
hlya,cfn

fimH,iucD,satA,

iha,

2020

blaTem

blatem,

blactx-m

blaTem

blaTem,
blaoxa,

blactx-m

blaTem,
blaoxa,

blactx-m

blaTem,

blactx-m
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156-I GM,AMP, CF, CFX CRO, fimH,iucD,satA,ijha blactx-m
CFZ, CTX, FEP, ATM, , papG2

AMC, AN, NOR, CIP,

OFX, LVX,TC, NF, C
157-1 GM, NET,AMK,AMP, CF, fimH30,iucD,satA,i blaTewm,
CFX, CRO, CFZ, CTX, ha, papG2, hlya blaoxa,
FEP, ATM, AMC, AN, blactx-m

NOR, CIP, OFX, LVX,

ETP, TC, TSX

164-I GM,AMP,CFX, fimH5,iucD,satA,ih blatem,
CRO,AMC,NOR, CIP,TC a, papG2,cnf blaoxa,
blacTx-m
172-1 AMP, CF, CFX, CRO,  fimH29,iucD, iha blartem,
CFZ, CTX, FEP, ATM, blaoxa,
AMC, AN, NOR, CIP, blacTx-m

OFX, LVX, TC, NF, C

*Determinacion realizada por Ixtepan-Tejero, 2018. iucD: aerobactina; satA: region
autotransportadora de la toxina secretada; fliC: flagelina; fimH: adhesina fimbrial del
pili tipo 1, papGll: adhesina fimbrial pili P; papGlll: adhesina fimbrial pili P; vatA:
region autotransportadora toxina vacuolizante; vatP: regidn peptidasa toxina
vacuolizante; iha: adhesina homologa IrgA/sideroforo, hylA: hemolisina; satP: region
peptidasa toxina autotransportadora; papA: base pili P, cnf: factor necrotizante
citotoxico. AMK:Amikacina, GM:Gentamicina, NET:Netilmicina, AMP:Ampicilina,
CF:Cefalotina, CFX:Cefuroxima; CRO:Ceftriaxona, CTX:Cefotaxima,
CFZ:Ceftazidima; FEP:Cefepime; ATM:Aztreonam; ETP:Ertapenem; AMC:Acido
clavulanico-Amoxicilina; AN:Acidonalidixico; CIP:Ciprofloxacina, OFX:Ofloxacina,
NOR:Norfloxacina, LVX:Levofloxacina; NF: Nitrofurantoina FOS:Fosfomicina,

TSX:Trimetoprim/sulfametoxazol, C:Cloranfenicol, CL:Colistina y TE:Tetraciclina.
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blatem: Beta-lactamasa TEM, blaoxa: Beta-lactamasa OXA, blactx-m: Beta-lactamasa
CTX-M.

La conjugacion se realizé de dos maneras: fase sélida y fase liquida. La fase liquida
fue la primera en realizarse donde se observé que de las 10 cepas seleccionadas
el 40% (n=4) de las cepas fueron capaces de conjugar por este método (cepas 101-
|, 120-1, 157-1 y 164-I obteniendo una frecuencia de conjugacion de 1.4x102 a
2.8x108 (tabla 16).

Tabla 16. Frecuencia de conjugacion en fase liquida.

Cepa UFC recuperadas Frecuencia de conjugacion
101-1 285 2.8x10°
120-I 117 1.1x103
157-1 72 7.7x102
164-I 14 1.4x10?

Se seleccionaron de 1 a 4 clonas de cada cepa conjugativa. Las cepas
transconjugantes fueron seleccionadas por su resistencia a los antibidticos

Ampicilina y Rifampicina.

Asimismo, las cepas que no conjugaron en fase liquida se les realizé la conjugacion
en fase solida para evaluar su capacidad conjugativa obteniendo que solo 1 cepa el
33% (n=1) fue capaz de conjugar por este método obteniendo una frecuencia de

conjugacion de 4x10? (tabla 17).

Tabla 17. Frecuencia de conjugacion en fase sélida.

Cepa UFC recuperadas Frecuencia de conjugacion

156-I 4 4x10?

De la conjugacion en fase sélida se seleccionaron de 1 a 4 clonas de cada cepa
conjugativa. Las cepas transconjugantes fueron seleccionadas por su resistencia a

los antibioticos Cefotaxima y Rifampicina.
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Las cepas transconjugantes obtenidas fueron evaluadas para determinar su perfil

plasmidico, de resistencia virulencia y genes de resistencia.

8.8. Perfil de resistencia de cepas transconjugantes

La determinacién de la resistencia antibidtica se realizé por el método de Kirby-

Bauer con las interpretaciones que marca el CLSI, 2018.

Las interpretaciones dependieron del tamafio del halo de inhibicién generado por la
presencia de cada antibiético y de acuerdo a los criterios del CLSI por cada cepa,
se procedio a graficar los porcentajes de resistencia antimicrobiana para los 24

antibioticos que pertenecen a 10 familias, (figura 10).

Todas las cepas transconjugantes (n=10) adquirieron resistencia a ampicilina
(100%), cefalotina (100%), cefuroxima (50%), ceftriaxona (40%), cefotaxima (75%),
ceftazidima (88%), cefepime (25%), amoxicilina con acido clavulanico (100%),
gentamicina (56%), acidonalidixico (20%), ciprofloxacina (50%), ofloxacina (38%),

norfloxacina (10%), cloranfenicol (57%) y tetraciclina (60%)
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Figura 13. Perfil de resistencia de las cepas donadoras y sus transconjugantes. La prueba de susceptibilidad fue
hecha mediante el método de Kirby-Bauer e interpretando acorde con los criterios CLSI, 2018. Las cepas donadoras se
encuentran en los recuadros rojos. Amigolucdésidos: AMK:Amikacina, GM:Gentamicina, NET:Netilmicina; Beta-lactamicos:
AMP:Ampicilina, CF:Cefalotina, CFX:Cefuroxima; CRO:Ceftriaxona, CTX:Cefotaxima; CFZ:Ceftazidima; FEP:Cefepime;
ATM:Aztreonam;  AMC:Acido  clavulanico-Amoxicilina;  Quinolonas:  AN:Acidonalidixico;  CIP:Ciprofloxacina,
OFX:Ofloxacina, NOR:Norfloxacina, LVX:Levofloxacina; Carbapenémicos: ETP:Ertapenem; NF: Nitrofurantoina
FOS:Fosfomicina, TSX:Trimetoprim/sulfametoxazol, C:Cloranfenicol, CL:Colistina 'y TE:Tetraciclina.
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8.9. Caracteristicas de virulencia de las cepas transconjugantes

La determinacion del perfil de virulencia de las cepas transconjugantes se llevo
acabo por 3 PCR’s mdltiples y una individual. En la figura 14 se observan geles
representativos con sus respectivos patrones de bandeo de acuerdo a los pb de

cada uno de los genes de virulencia amplificados.

a) PM C+C-1 2 3 4 b) PMC+C 1 2 3 4
1500pb
fimH 975pb 1000 p6—>
iucD 512pb papGll 562pb
Glll 421pb
sat:‘ :g:p: PapvatA 33(;;:b
7 g vatP 226pb
iha 150pb
) ‘PM C+C-1 2 3 4 d) PMC+C- 1 2 3 4
cnf 3000pb
1500 pb
hyla 1280‘:7b 1500 pb
satP 880pb

Figura 14. Determinacion de genes de virulencia de transconjugantes por
PCR. Electroforesis en gel de agarosa al 1%. PM: Marcador de Peso Molecular
GeneRulerTM 100 pb Plus DNA Ladder; C+: control positivo; C-: control negativo.
a), b), c) y d) carriles: 1 cepa 101-1T, 2 cepa 101-2T, 3 cepa 101-3T, 4 cepa 101.4T.
iucD: aerobactina; satA: region autotransportadora de la toxina secretada; fliC:
flagelina; fimH: adhesina fimbrial del pili tipo 1, papGll: adhesina fimbrial pii P;
papGlll: adhesina fimbrial pii P; vatA: region autotransportadora toxina vacuolizante;
vatP: region peptidasa toxina vacuolizante; iha: adhesina homologa IrgA/sideroforo,
hylA: hemolisina; satP: regién peptidasa toxina autotransportadora; papA: base pili
P, cnf: factor necrotizante citotoxico.
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En la figura 15 se muestra el nUmero de cepas transconjugantes que adquirieron
los factores de virulencia de su cepa donadora, tomando en consideracion los
diversos factores de virulencia que presenta cada una de las cepas donadoras. El
100% de las cepas transconjugantes adquirieron el gen iha seguido los genes iucD
(80%) y satA (70%). Estos genes no estaban presentes en la cepa donadora (cepa
C600).

Numero de genes
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Figura 15. Cepas transconjugantes que adquirieron factores de virulencia. Se
muestran los factores de virulencia presentes en las cepas donadoras y sus
transconjugantes. Las cepas donadoras se encuentran en los recuadros rojos.

8.10. Genotipificacion de resistencia  de las cepas

transconjugantes

La determinacion de los genes bla se realizé mediante PCR’s individuales. El 40%
de las cepas transconjugantes fueron positivas al gen blatem y el 80% adquirio el
gen blactx-m. En la figura 16 se muestran los genes bla de las cepas donadoras y

aquellas que fueron adquiridas por las cepas transconjugantes.
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Figura 16. Cepas transconjugantes que adquirieron genes codificantes de
BLEEs. Se muestran los genes bla presentes en las cepas donadoras y sus
transconjugantes. Las cepas donadoras se encuentran en los recuadros rojos.
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9. DISCUSION

Las infecciones del tracto urinario representan un problema de salud publica,
siendo una de las infecciones mas comunes con aproximadamente el 20% de las
infecciones notificadas por los centros de atencion médica primaria afectando
aproximadamente a 150 millones de personas al afio. Las ITU afectan a la poblacién
en general sin embargo, se presenta mayormente en mujeres que en varones
debido a que las bacterias del tracto digestivo pueden contaminar la uretra y
comenzar a multiplicarse para causar la infeccion (CDC, 2020; Demilie et al, 2012).

En el presente estudio se trabajé con 51 cepas de E. coli aisladas de ITU en
pacientes femeninos del Hospital Regional 1.S.S.S.T.E de Puebla, con un intervalo
de edad de 21 a 86 afos, en el periodo de Junio del 2015 a Febrero del 2016. Las
pacientes. Como antecedente se sabe que el 90% de las cepas era MDR y el 10%
restante XDR. Asimismo, los factores de virulencia mas presentes eran la adhesina

fimbrial del pili tipo 1 y la adhesina homologa IrgA (Ixtepan-Tejero, 2018).

Eschericha coli uropatégena es el agente etioldgico principal de las ITU,
presente en aproximadamente el 80% de las infecciones. Dado que E. coli no solo
es una bacteria comensal sino que también es responsable de varias infecciones
intestinales y extraintestinales, se encontré la existencia de subestructuras
genéticas asociadas al sitio de aislamiento de las cepas de E. coli patdgenas
clasificandolas en 7 grupos filogenéticos: A, B1, B2, C, D, E, y F; y dos clados: Clado
|y Il (Selander et al., 1987; Clermont et al., 2013). Los filogrupos B2, D y F se han
asociado en mayor medida a cepas patdgenas extraintestinales y los filogrupos A,

B1ly C a cepas comensales.

Nuestros resultados indican que el filogrupo predominante en las cepas del
estudio es el filogrupo B2 (39%), seguido de los filogrupos A, C y D (16%). Al
comparar estos resultados con reportes internacionales de cepas de UPEC aisladas
de pacientes de ambos sexos encontramos que estos estudios también reportan al
filogrupo B2 como el mas predominante (21-52%), seguido en su mayoria por los
filogrupos D, Ay B1, coincidiendo con nuestros resultados, a excepcion del filogrupo
B1 (Alietal, 2019; Dadi et al, 2020; Cristea et al, 2020; Khairy et al, 2020). Asimismo,
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nuestros resultados también concuerdan con los resultados observados por
Ballesteros-Monrreal (2020) en mujeres no gestantes de las ciudades de Puebla y
Sonora donde el filogrupo B2 sigue siendo el mas predominante con un 52% y 32%

respectivamente.

A pesar de que la clasificacion filogenética puede predecir el posible potencial
patdgeno de las cepas causantes de ITU, esto por si mismo ya no es un indicador
de su capacidad de causar dafio como se pensaba anteriormente, es decir, los
filogrupos considerados comensales presentaban un menor numero de factores de
virulencia con respecto a los considerados patdgenos. Sin embargo, en nuestro
trabajo encontramos que la mayoria de los factores de virulencia asociados a UPEC,
no se asociaron a un filogrupo en particular, a excepcion del Pili tipo P (el cual media
la union de UPEC con las células de rifion) que solo se encontré casi
exclusivamente en los filogrupos B2 y D, lo que sugiere que estos siguen siendo los
filogrupos con mayor capacidad para producir una ITU alta. En el presente estudio,
las cepas comensales (A y B1) poseen un puntaje de virulencia semejante (de 2 a
5) respecto a las cepas de los filogrupos patdogenos (de 3 a 5) aun cuando se
encontré un numero mayor de factores de virulencia en el filogrupo B2 (de 2 a 7). Al
comparar nuestros resultados con los de Yazdanpour en Iran (2020), al igual que
ellos, la mayoria de los factores de virulencia ya no son exclusivos de un filogrupo
en particular aun cuando el filogrupo B2 pueda presentar un mayor numero de
factores de virulencia como ya se ha reportado también en otros articulos (Moreno
et al, 2006; Ali et al, 2019). No obstante, Johnson et al (2004) encontré una relacion
inversamente proporcional entre la presencia de resistencia con respecto al puntaje
de virulencia de acuerdo al grupo filogenético donde observé que los grupos
filogenéticos no B2 presentaban una mayor propension intrinseca para adquirir y/o
retener resistencia. Sin embargo, en los resultados observados en este estudio la
relacion tanto de resistencia como de virulencia no es propio de un filogrupo en
particular, dado que la mayoria de las cepas resultaron ser MDR (90%) y el 10%
XDR, lo cual concuerda con lo encontrado por Varela et al (2017). Esto sugiere que

los filogrupos comensales ya no solo se pueden considerar como un reservorio de
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resistencia sino como también reservorio de virulencia y que ademdas estan

adquiriendo mayor capacidad para producir una ITU.

Las Islas de Patogenicidad (PAls) son los elementos genéticos moviles
responsables de la diseminacion de factores de virulencia caracterizadas por
acarrear una gran cantidad de genes de virulencia, y su presencia puede indicar un
alto potencial patdégeno. Por ello, en el presente estudio se realizé la busqueda de
cuatro PAIs caracteristicas de UPEC previamente reportadas en las cepas prototipo
CFTO73 (PAI Icrro73 Y Il crro73) Y J96 (PAI li06 Y 1l396). Se encontrd la presencia de
las PAIS Icrro73 Y Il crro7z en un 39% y 33% respectivamente y de la PAI ll396 €n un
4%. Los resultados concuerdan con lo reportado por autores internacionales donde
las PAIs de CFT073 son las mas predominantes en cepas de UPEC (Najafi et al,
2017; Ghosh et al, 2019; Calhau et al, 2015; Tangi et al, 2015). Asimismo, en
estudios reportados en nuestro pais las PAIs de CFTO073 siguen siendo
predominantes tal como muestran lo reportado por Pérez-Ama (2018) quien también

encontré que las PAIs CFT073 era la mas predominante con un 61%(n=92).

La presencia de una o varias PAIs en una cepa puede ser caracteristica de una
especie, cepa 0 patotipo en especifico. Tal es el caso de las PAIs que se
encontraron en el presente trabajo (PAIS Icrro7s, llcrrozs Y llags) que son PAls
caracteristicas de UPEC. La presencia de PAIs en cepas clinicas puede ayudar a
estimar el potencial patégeno de la cepa que lo porta, es decir, las cepas en las que
encontramos la presencia de estas PAIs tienen el potencial de virulencia necesario
para desarrollar una ITU alta y dafio citotéxico dado que se ha reportado la
presencia del operon pap, que codifica para el pili asociado a pielonefritis en las
PAIs Icrro7z Y Il crro73, la alfa hemolisina en la PAI Icero7z y el factor de necrosis
citotoxico en la PAI lljgse. Ademas, se ha reportado que las PAIs presentan
secuencias de insercion que pueden permitir su diseminacion demostrando la
importancia de la transferencia horizontal de genes para UPEC. Al revisar el
porcentaje de coincidencia entre las PAIs y los genes hlyA, papG+papA y cnf-1,
reportados en cada una de las PAIls, encontramos una mayor presencia estos genes

determinados de forma individual lo que sugiere que estos genes se encuentran
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fuera de la PAI pero dentro del genoma de forma individual. Estos resultados
contrastan con los reportados por Ballesteros-Monrreal (2020), quien encontro
mayor presencia de las PAls que de los genes reportados en ellas determinados de

forma individual.

Por otro lado, al hacer la determinacion del serotipo se encontré una gran
variedad de serotipos, incluyendo a serotipos asociados a patotipos intestinales
como los serotipos 020:H9, 0O20:H4, O75:H-. El serotipo O20:H9 no solo representa
un patotipo intestinal (STEC) sino que ademas ha sido asociado a cepas asociados
a sepsis neonatal en nuestro pais (Carrillo-Casas et al., 2013). Esto indica que las
cepas pertenecientes a este serotipo pueden ser cepas hibridas STEC/UPEC. La
mayoria de las cepas de este estudio pertenecieron al serotipo O25:H4 (22%), el
cual es uno de los serotipos representativos de UPEC y de mayor distribucion a
nivel mundial. Ademas, en el presente trabajo las cepas NT se encontraron en un
16% esto contrasta con los resultados reportados por Pérez Ama donde las cepas
NT corresponden a un 64% de su cepario de estudio. El encontrar la presencia de
cepas NT indica que UPEC no se encuentra restringida a un nimero limitado de
serotipos como se describe en anteriormente (Wiles et al, 2008). Comparando los
porcentajes de serotipos encontrados con los trabajos de Sainz et al (2008) y
Sharma et al (2016), se observo que también reportaron diferentes serotipos en
cepas de UPEC y gque también encontraron al serogrupo O75, el cual se sabe que
pertenece a un patotipo intestinal (STEC), lo que podria sugerir que este serogrupo
puede pertenecer a una cepa hibrida STEC/UPEC. Al hacer un andlisis entre el
serotipo y las caracteristicas de virulencia y resistencia de las cepas del presente

trabajo, no se encontrd una relacion en particular.

Uno de los factores de virulencia mas representativos de UPEC es la
adhesina fimbrial del pili tipo 1, la cual desempefia un papel fundamental no solo en
la adherencia, sino que ademas se asocia con la formacién de colonias bacterianas
intracelulares y la supervivencia en macrofagos (Vizcarra et al, 2016). FimH en las
cepas de UPEC tiende a unirse con mayor especificidad a la manosa que las cepas

de patotipos intestinales, es decir, existe en UPEC una variante alélica de fimH que
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codifica para una adhesina capaz de unirse con mas avidez a la manosa y por lo
tanto tiene una mayor capacidad adaptativa en el tracto urinario en comparacion
con un alelo que produce una variante con una actividad de union a manosa mas
débil y que ademas puede facilitar la colonizacion del tracto urinario (Aprikian et al,
2007). Chen et al (2009), identificé la presencia de aminoacidos especificos en FimH
gue evolucionan bajo seleccion positiva fuera del sitio de unién a manosa y estudio
si estas mutaciones afectan la unién de FimH con la manosa; se encontré que
algunas mutantes (A62S) disminuyen la capacidad de la adhesina para unirse a su
ligando y con ello también disminuyé la colonizacion, esto como consecuencia de
posibles efectos alostéricos provocados por las mutaciones. En el presente trabajo
se encontro 17 alelos en 36 cepas analizadas, siendo fimH54 (27%) el alelo
predominante seguido por los alelos fimH30 (14%), fimH29 (11%) y fimH24 (8%).
Estas variantes alélicas no se han reportado asociadas a algun serotipo en
particular, sin embargo, la mayoria de las cepas que presentaron el alelo fimH54
fueron no tipificables. Por otro lado, el alelo de fimH mas diseminado a nivel mundial
es el alelo fimH30 el cual estd asociado a la ST131y al serotipo O25:H4. La mayoria
de las cepas con el alelo fimH30 (n=3, 50%) son del serotipo O25:H4, aunque
también pertenecen a los serotipos O:H4, O:H10 y O23:H4, estos ultimos se han

reportado asociados a cepas diarregénicas (Dahbi et al, 2014).

Actualmente son pocos los reportes que consideran el andlisis alélico de
FimH en cepas UPEC, a excepcion del alelo fimH30 que, como ya se menciond es
uno de los alelos mas diseminados a nivel mundial y se encuentra relacionado a la
ST131. Sin embargo, el alelo fimH54 se ha descrito recientemente por Diaz-Jiménez
et .al., (2020) en un patotipo hibrido EPEC/EXPEC emergente que presenta factores
de virulencia tanto intestinales (genes stx2d, eae- xi y ehxA) como extraintestinales
(variacion alélica MT78 del pili tipo 1 y el gen traT asociado a la supervivencia al
suero) asi como la B-lactamasa CTX-M-32 y pertenece al serogrupo O153:H10 y
ST10. Sin embargo a las cepas con el alelo fimH54 encontradas en el presente
estudio, solo se les determino factores de virulencia tipicos de UPEC. Asimismo,
otros autores han asociado a fimH54 con cepas de Escherichia coli patbgena aviar
(APEC) (Jargensen et al, 2019; Hayashi et al, 2019). Ademas, Furlan y Stehling
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(2019) encontraron este alelo asociado a una cepa de E. coli aislada de suelo y
perteneciente al serotipo O80:H26. Basandose en estos reportes internacionales se
puede sugerir que las cepas con fimH54 pueden ser cepas hibridas pertenecientes
a la ST10, dado que en la mayoria de los articulos ya mencionados este alelo se
asocia a esta ST. En el presente estudio, de las 9 cepas fimH54, 6 son NT y las
otras 3 pertenecen a los serotipos 0106:H6, O102:H6 y O-:H4 para los cuales no

hay estudios reportados de alelos fimH.

De otros alelos encontramos frecuencias de 1 a 3 cepas como por ejemplo
alelos fimH24, fimH27 y para los cuales encontramos algunos reportes
internacionales. Por ejemplo, el alelo fimH24 ha sido asociado por Roer et al (2018)
y Gama et al (2020) con la ST410, un clon internacional emergente de alto riesgo
gue presenta resistencia a fluoroquinolonas, cefalosporinas de tercera generacion
y carbapenémicos en Noruega. Nuestras cepas pertenecientes a este alelo también
poseian resistencia a fluoroquinolonas y cefalosporinas de tercera generacion

(67%, n=2 en ambos casos) pero eran sensibles a carbapenémicos (100%).

De igual manera, el alelo fimH27 ha sido reportado como un clon emergente
de la ST131 con caracteristicas particulares, es decir, mientras que las cepas
ST131-H30 se presenta como un linaje asociado con ITU con caracteristicas de
virulencia asociados a UPEC (fimbrias tipo P, hemolisinas y factores que confieren
una mayor supervivencia a suero y absorcion de hierro) en los aislados de ST131-
H27 se han encontrado caracteristicas de virulencia asociadas con patotipos de E.
coli diarreagénicos (DEC) (Boll et al, 2020). Boll et al, (2020) y Mandomando et al
(2020) encontraron que las cepas que presentaban el alelo fimH27 albergaban
genes tanto de EXPEC como de E. coli enteroagregativa (EAEC). Estos trabajos
pueden sugerir que la cepas que presentan fimH27 también pueden ser cepas
hibridas EAEC/UPEC.

Debido a la falta de informacion referida sobre los otros alelos encontrados
los resultados del presente trabajo abren un panorama mas amplio de las

caracteristicas particulares de las cepas que presentan los diferentes alelos
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encontrados, respecto a lo reportado en estudios internacionales, lo que podria
ofrecer un mayor entendimiento y control de las ITU causadas por UPEC.

UPEC es considerado un agente etiologico versétil en su genoma esto debido
a su capacidad para adquirir mediante transferencia horizontal (principalmente a
través de conjugacioén), diversos genes que le han permitido no solo adaptarse a
nuevos nichos como el tracto urinario sino que ademas ha ido adquiriendo
resistencia. La resistencia en UPEC es una de las caracteristicas fundamentales
para la sobrevivencia bacteriana, por lo que la adquisicién de plasmidos que
acarrean no solo genes de virulencia sino también de resistencia es importante para
Su éxito como patdgeno. Los plasmidos desempefian un papel importante en la

diseminacion de factores de virulencia y/o resistencia (.

De los genes importantes para la transferencia a través de conjugacion son
los genes mob y traT, los cuales pueden ser un indicador de plasmidos conjugativos.
Asimismo, se conoce que los relaxosomas de los plasmidos conjugativos pueden
competir entre ellos por la formacién del puente conjugativo con la célula receptora
lo que podria afectar la transferencia del otro provocando la dominancia de uno de
ellos. Uno de los grupos MOB mas predominantes en cepas de E. coli es MOBkf12,
gue se asocia principalmente la presencia de plasmidos conjugativos grandes y las
relaxasas MOBg a plasmidos pequefios (Garcillan-Barcia et al, 2009). Previamente,
Ixtepan-Tejeros (2018) reportod la presencia de la relaxasa MOBF12 (47%) en este
cepario de estudio. En este trabajo se encontré la presencia de las relaxasas
MOBg12 (12%), MOBgu (8%) y MOBg11 (2%) y mas de la mitad de las cepas (53%)
poseia el gen traT. La presencia de la relaxasa MOBg ha sido también previamente
reportada por Barrios-Villa et al (2019) y Carredn-Leon et al (2019) en cepas de E.
coli aisladas de alimentos y animales domésticos. Nuestros resultados sugieren la
presencia de plasmidos mobilizables de diferentes tamafios, aproximadamente de
8kb (plasmidos con relaxasas MOBg) a 100kb (plasmidos con relaxasas MOBg)
(Firth et al 2006, Scholz et al, 1989).

Con base en los resultados obtenidos de los genes involucrados en la

movilidad genética, se seleccionaron de 10 cepas que resultaron ser MOB y traT
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positivas, para ser las donadoras en los ensayos de conjugacion que se realizaron
en fase liquida y fase solida. De las 10 cepas seleccionadas cuatro (40%)
conjugaron en fase liquida con una frecuencia de conjugacion que oscilaba entre
1.4 x10% y 2.8 x103, y una cepas conjugd en fase sélida donde la frecuencia de
conjugacion fue de 4 x10%. La seleccién de cepas transconjugantes se realizé con
ampicilina (fase liquida) y cefotaxima (fase sélida) por lo que se seleccionaron las
transconjugantes que aceptaron el plasmido con dichos determinantes de
resistencia. Las cepas transconjugantes lograron adquirir factores de virulencia
como adhesinas, la adhesina homologa IrgA; sistemas de captacion de hierro,
aerobactina; y toxicidad, proteina autotransportadora vacuolizante. Al comparar
nuestros resultados con los de Koga et al (2014) observamos que en dicho estudio,
las cepas transconjugantes también adquirieron genes para la captacion de hierro
(aerobactina) y toxicidad (hemolisina). Estd documentado que la adquisicion de
sistemas de captacion de hierro y la presencia de toxinas es un paso importante

para que UPEC pueda adaptarse al tracto urinario (Mann et al, 2017).

Cuando se revisan estudios sobre conjugacion en cepas clinicas de UPEC
uno de los puntos mas relevantes a tomar es la adquisicion de resistencia a los
antibidticos por parte de las cepas transconjugantes, lo que se ha convertido en un
problema de salud publica. Las cepas transconjugantes obtenidas adquirieron
resistencia a beta-lactamicos y a aminoglucocidos, estos resultados se parecen a lo
obtenido por Poey y Lavifia (2018), donde se observd que las cepas
transconjugantes habian adquirido resistencia a los antibiéticos ampicilina,
estreptomicina, sulfametoxazol, trimetroprin, cloranfenicol y tetraciclina. Ademas,
Wu et al (2010), también reporto la transferencia de resistencia a los antibiéticos
estreptomicina, ampicilina y trimetoprim. Sin embargo, Poey y Lavifia, (2018) y Wu
et al (2018) se reportan que la resistencia a ampicilina no se encuentra codificada
dentro del casete de genes de resistencia del integrén de clase 1. Por lo tanto, la
resistencia a ampicilina se encontraba fuera del integron pero, muy probablemente,
en el mismo plasmido que la porta. En este sentido se ha observado que un solo
agente antimicrobiano podria co-seleccionar cepas resistentes a diferentes clases

de antibiéticos, implicando la transferencia de varios genes a la misma bacteria y/o
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la adquisicion de mutaciones en diferentes loci genéticos que afectan a diferentes
antimicrobianos (Cantén y Ruiz-Garbajosa, 2011).

La presencia de genes de resistencia, como lo que codifican a las Beta-
lastamasas en plasmidos conjugativos es una de las caracteristicas fundamentales
para la sobrevivencia bacteriana dado que permite la diseminacién de resistencia a
otras bacterias (Guzman, 2013). En el presente estudio, la mayoria de las cepas
transconjugantes (el 80%) adquirié la B-lactamasa CTX-M y el 40% la 3-lactamasa
TEM. Estos resultados concuerdan con lo reportado en articulos internacionales
donde la diseminacion de la B-lactamasa CTX-M es la mas reportada al igual que la
B-lactamasa TEM (Guzman et al, 2013; Kim et al, 2011; Lahlaoui et al, 2014). Sin
embargo, estos resultados contrastan con lo reportado por Martinez-Gorgonio
(2019), donde la B-lactamasa TEM fue la méas frecuentemente transferida y solo una

de sus transconjugantes logré adquirir la B-lactamasa CTX-M.

10. CONCLUSIONES

En este estudio mostramos que la distribucion de los factores de virulencia es
independiente del grupo filogenético al que pertenezcan las cepas, a excepcion a
excepcion del Pili tipo P que solo se encontrd en los filogrupos B2 y D. Asimismo,

las cepas MDR y XDR se presentaron en todos los grupos filogenéticos.

La presencia de las PAls de CFT073 es un marcador caracteristico de las cepas de
UPEC en poblacién mexicana dado que son las PAIs mas frecuente. La presencia
de algunas serotipos como los serotipos O20:H9, 020:H4, O75:H- y alelos de fimH
como los alelos fimH54 y fimH24 sugieren que las cepas que los poseen pueden

ser hibridas, esto es muy importante porque pueden ser clonas emergentes.

La conjugacion juega un papel importante en la diseminacién de genes de

resistencia y virulencia en las cepas clinicas analizadas.
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8.

9.

11. PERSPECTIVAS

Determinar la presencia de cepas hibridas de los patotipos de E. coli (EAEC,
AIEC, STEC).

Determinar la presencia de otras Beta-lactamasas.

Encontrar los genes que estan confiriendo resistencia antimicrobiana a
aminoglucosidos.

Determinar las variantes de CTX-M que puedan estar presentes tanto en los
aislados clinicos como en las cepas transconjugantes.

Realizar ensayos de campos pulsados para la determinacion del perfil
plasmidico de las cepas transconjugantes y sus donadoras.

Encontrar las diferencias a nivel de proteina de los alelos de fimH,

Realizar ensayos de adherencia e invasion para observar el papel que puede
estar desempefiando las variantes alélicas del gen fimH.

Determinar la secuencia tipo a la que pertenecen las cepas.

Buscar la presencia de integrones en las cepas clinicas y transconjugantes.

10.Hacer la determinaciéon de biofilm.

11.Buscar la presencia de otras relaxasas.

12.Hacer la determinacién de otras PAIs.

13.Confirmar la presencia de fimH30 por PCR.
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13. ANEXOS

2020

13.1. Oligonucledtidos para la amplificacién de fimH

Para el disefi6 de los oligonucleétidos la secuencia en la que se basoé fue en la cepa
prototipo de UPEC CFT073 (NC_004431.1).

[CACTCAGOGAACCATTCAGACA

CATTCAGACAGTOATTARCATCACCTATACCTACAGE

TOAACCCAAAQAGATOATTOTA

ittt D i
CT( TCCOVYCACTAATCOTAGTOGATATOGATOTCGACTYGGOTTTCTCTACTAACAT
1 . 3 .
T + T + T t + +
J I b 4 4 '
t T T
w\ 4. 4 4 ' ' 4 .
+ 1 T ' 1 t
B . Jottman L I R SIS e T B Dl Vi D L S e S
4 - ' e } 4 i
{Rre T t ¥ T
- D I S SRS STIT R S eebaa . cbeaaad g b . R poeend R
D R I Rl S SR R R Y D e e B R B I B R frerrterieraree D T e T B A R
T
4 $ 4 + 3
1 T T T T t T
[CACTGAAAAG
ADAAATCACADGUCATTGCTAATOCAODTACOCAATATTACCTGAAGCTAAAACCTACAC \\,‘ frovets-

ebosios

S T B ¥ |

GTCOCGTAACGATTACGTCCATGCETTATAATLGGACTTCGATTTITEGACETO

N e e

TTCTTITAGT

Figura 17. Alineamiento de los oligonucleétidos para la amplificacion del gen

fimH. En

los recuadros morados se encuentran

las secuencias de los

oligonucleétidos usados para la amplificacién de un fragmento de 975 pb (incluyen
903pb de fimH, 72 pbrio arriba 'y 1 pb rio abajo del gen). De color verde se encuentra
la secuencia del gen fimH ya que los oligos se alinean rio arriba y en la terminacién
del gen (de color negro).
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13.2. Deteccion de alelos de fimH

2020

Para la deteccion de los alelos de fimH se utilizé la herramienta bioinformética

FimTyper 1.0. del Centro de Epidemiologia Gendmica de la Universidad Técnica de

Dinamarca.

Tabla 18. Busqueda de alelos de fimH.

Tamarfo
Cepa ]
secuenciado
101-1 F=962
R=950
104-1 F=932
R=960
105-1 F=955
R=905
106-I F=903
R=942
107-1 F=895
R=960
111-1 F=960
R=963
112-| F=902
R=950
114 F=907
R=960
120-| F=900
R=915
121-I F=960
R=907
122-| F=900
R=950
124-| F=928
R=959
131- F=907
R=960
136-I F=962
R=938
137- F=950
R=960
139-| F=949
R=962
140-| F=965
R=950
141-| F=967
R=907
142-1 F=917
R=960
143-| F=962
R=958

Tipo de
fimH
fimH10
fimH32
fimH29
fimH29
fimH32
fimH24
fimH34
fimH24
fimH54
fimH27
fimH891
fimH54
fimH31
fimH1516
fimH1414
fimH29
fimH30
fimH30
fimH54

fimH24

%ldentidad

100.00

99.80

100.00

100.00

99.80

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

94.13

99.39

100.00

96.99

90.75

100.00

100.00

100.00

100.00

99.80

Query/HSP

length
489/ 489

489 / 489
489 / 489
489 / 489
489 / 489
489/ 489
489/ 489
489/ 489
489/ 489
489/ 489
511/489
489/ 489
489/ 489
4211421
489/ 489
489/ 489
489/ 489
489/ 489
489/ 489

489/ 489

Position in

contig

74.

73.

73.

73.

73.

73.

74.

73.

73.

73.

81.

76.

.562

.561

561

561

561

.561

.562

.561

.561

.561

591

.564

113..601

163..582

73.

73.

64.

64.

74.

73.

.561

.561

.552

.552

.562

.561
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145-1

146-

147-1

148-

150-I

157-1

158-1

160-I1

163-1

164-1

165-1

169-|

170-I

171l

172-|

175

F=950
R=960
F=948
R=950
F=970
R=967
F=907
R=936
F=900
R=943
F=908
R=907
F=950
R=960
F=962
R=945
F=967
R=930
F=907
R=900
F=906
R=962
F=954
R=900
F=962
R=955
F=962
R=970
F=967
R=900
F= 907
R=962

fimH137

fimH54

fimH30

fimH1159

fimH145

fimH30

fimH30

fimH64

fimH54

fimH5

fimH54

fimH54

fimH54

fimH54

fimH29

fimH54

99.80

100.00

100.00

97.87

100.00

100.00

99.80

100.00

100.00

99.80

100.00

99.59

100.00

100.00

99.80

100.00

490 / 489

489 / 489

489 / 489

422/489

489 / 489

489 / 489

489 / 489

489 / 489

489 / 489

489 / 489

489 / 489

491/ 489

489/ 489

489/ 489

491/ 489

489/ 489

66.

73.

64.

73.

73.

64.

64.

73.

74,

73.

73.

73.

73.

74.

74.

73.

2020

.555

.561

.552

.561

.561

.552

.552

.561

.562

561

561

.561

.561

.562

.562

.561
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