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1. Resumen

En México, las infecciones de tracto urinario (ITU) son la tercera causa de
enfermedad en varones a nivel nacional y estatal. EI agente causal mas
frecuente es E. coli. Esta bacteria posee una estructura filogenética diversa, asi
como diferentes estrategias para causar infecciones extraintestinales. E coli es
uno de los microorganismos que presenta en nuestro pais un alto indice de
multiresistencia. El objetivo de este estudio fue caracterizar la filogenia, virulencia
y resistencia antimicrobiana de aislados de E. coli de varones mexicanos con
ITU en la ciudad de Puebla, asi como la relacion estadistica entre estas
variables. La clasificacion filogenética se realiz6 por PCR, asi como la
amplificacion de genes de virulencia, islas de patogenicidad (PAIs) y genes de
produccion de B-lactamasas. La caracterizacion de la resistencia antimicrobiana
se llevé a cabo por el método de Kirby-Bauer y la determinacion del fenotipo de
produccion de BLEES se realizé por el método de doble disco. La formacién de
biopelicula se evalué mediante el ensayo en microplaca de 96 pozos. El filogrupo
mas frecuente fue el B2 (60%), asi como el mas virulento (p<0.05). Los genes
pap, ihay la PAI | y Il de CFTQO73 estuvieron asociados al filogrupo B2 (p<0.05).
De las categorias de virulencia investigadas (adherencia, sideroforos, toxinas,
evasion inmunologica y PAIs) mas del 30% del cepario presenté al menos dos
genes de cada categoria. Los rangos de prevalencia de genes fueron desde 0%
(papGlll y fliC) hasta 92%(fimH). El puntaje de virulencia medio fue de 6 (rango
1-10). En total, hubo 22 perfiles de virulencia diferentes y uno fue compartido. La
resistencia antimicrobiana se concentré en la familia de las quinolonas y la
sensibilidad antimicrobiana en fosfomicina. La media de los puntajes de
resistencia antimicrobiana fue de 10 (rango:6-13). El 70% de las cepas fueron
MDR y el 30%, XDR. El 33% presento el fenotipo BLEE+. El gen blactx-m, fue el
mas prevalente (80%). En total hubo 22 perfiles de resistencia diferentes y 1 fue
compartido. La media de biomasa de biopelicula formada fue de 0.8+0.45 (rango
D.O.s95nm: 0.3-2.4). El 96% de las cepas fueron productoras de biopelicula con
excepcion de una de ellas. La produccién débil de biopelicula estuvo asociada al
filogrupo B2 con respecto al C (p<0.05). Los puntajes de resistencia o virulencia
fueron inversamente proporcionales a la biomasa de biopelicula (DOsgsnm)
(Spearman, p<0.05). El 60% de las cepas presenté bandas plasmidicas y en
promedio 2 bandas (rango: 1 a 5 bandas), frecuentemente con pesos de 1 Kby
>10Kb. Se encontrd6 una tendencia a una asociacion lineal positiva entre el
puntaje de resistencia y el nimero de bandas plasmidicas del cepario
(Spearman, p<0.05). En conclusién, el cepario posee diversidad filogenética,
tiene el potencial virulento para causar ITUs bajas y altas y presenta fenotipos
MDR y XDR. La mayoria posee el gen blacrx-m, tiene bandas plasmidicas y forma
biopelicula in vitro. Este estudio, contribuye al incipiente conocimiento sobre las
caracteristicas genotipicas y fenotipicas de interés epidemioldgico de cepas de
E. coli aisladas de varones con ITU atendidos en el Estado de Puebla.



2. Introduccidn

2.1 Infecciones de tracto urinario en hombres adultos y de la
tercera edad

2.1.1 Definicidn, clasificaciéon y factores de riesgo

La infeccion de tracto urinario (ITU) es la colonizacién de bacterias, hongos o
virus patdgenos en algun sitio del tracto urinario u 6rganos sexuales asociados,
-como en el caso de los varones- (p. ej. préstata y gbnadas masculinas), que
causa un espectro de signos y sintomas en el paciente, los cuales son
diagnosticados como cistitis, prostatitis, pielonefritis y urosepsis (Smelov, Naber,
& Bjerklund Johansen, 2016; Brusch, 2018).

Las ITU tambien pueden ser clasificadas en complicadas y no complicadas. Las
ITU no complicadas se refieren a ITU, agudas, esporadicas o cominmente bajas
(cisitis) y/o altas (pielonefritis) que estan limitadas a las mujeres no embarazadas
con una anatomia y fisiologia urinaria normal y sin comorbilidades. Por otro lado,
las ITU complicadas son todas aquellas que ocurren en un paciente con una alta
probabilidad de desarrollar un resultado complicado: p.ej. en todos los hombres,
mujeres embarazadas, pacientes con anormalidades funcionales y/o anatémicas
en el tracto urinario, pacientes cateterizados, con enfermedades renales, y/o con
otras enermedades inmunocomprometedoras como la diabetes (Urology, 2018).
Generalmente, las ITU en hombres son consideradas complicadas dada la
sospecha de alguna enfermedad subyacente como fistula enterovesical o por
algun procedimiento con instrumentacion médica como el cateterismo,
(Seminerio, Aggarwal, & Sweetser, 2011). La presencia de ITU complicada en
varon puede llevar a un circulo vicioso en donde al presentarse esta, se
hospitaliza al paciente, el cual puede ser cateterizado y/o inmunosuprimido y
complicar ain mas la ITU.

Ante esto, se deduce que los factores de riesgo de ITU en hombres son:
anormalidad anatémica subyacente (hiperplasia prostatica, fistulas colovesicales
asociadas con cancer de colon o enfermedad inflamatoria del intestino y
malformaciones congénitas del tracto urogenital) y la instrumentacion médica

(citoscopia o cateterizacion) asi como condiciones inmunosupresoras (p €.



diabetes mellitus, corticoesteroides) que pueden predisponer a ITUs recurrentes.
Ademas, los hombres no circuncidados con pobre higiene y el sexo anal sin
proteccion también son factores de riesgo de ITUs recurrentes (Seminerio et al.,
2011; Coull, Mastoroudes, Popert, & O’'Brien, 2008).

Otras condiciones que se pueden presentar, tanto en hombres como en mujeres,
y que forman parte de las ITU complicadas son las ITU recurrentes (ITUr) y las
ITU asociadas a cateterismo (CAUTI).

Las ITUr se definen como la frecuencia de una ITU complicada o no complicada
de al menos tres ITUs/afio o dos ITUs en los Ultimos 6 meses.

Las CAUTI se refieren como la ITU en una persona cuyo tracto urinario ha sido
cateterizado en el plazo de las ultimas 48 horas.

Los datos las ITU en varones y su diagndstico se resumen en la tabla 1.

2.1.2 Epidemiologia
Desafortunadamente, la epidemiologia de las ITU en varones ha sido poco
descrita comparada con los numerosos estudios que existen en poblacion
femenina, a pesar de que existan diferencias substanciales en la anatomia,
respuesta inmune y estado hormonal (Lipsky, 1989).
La incidencia de estas infecciones es casi exclusiva de las mujeres entre los 2 y
60 afios a diferencia de los varones los cuales se encuentran protegidos
anatomicamente por el mayor tamafio de la uretra, propiedades antibacterianas
del fluido prostatico y menor frecuencia en la colonizacion periuretral (Seminerio
et al., 2011; Foxman, 2003). Sin embargo, en algunas poblaciones la incidencia
de las ITU en hombres, iguala o excede las de las mujeres; incluso, algunos
datos epidemioldgicos sugieren una diferencia debida al sexo en la morbilidad
de ITU en vias urinarias altas (Olson & Hunstad, 2017).
Las ITU en varones menores de 50 afos es rara con aproximadamente 5 a 8
casos por cada 10,000 habitantes por afio en Estados Unidos, pero la incidencia
en esta poblacién va incrementando con la edad (Seminerio et al., 2011). Esto
altimo puede deberse a que a partir de los 60 afios hay patrones de vaciamiento
anormales por patologias urodinamicas adquiridas (p. ej. hiperplasia prostatica)
(Olson & Hunstad, 2017).
En nuestro pais, aunque la incidencia de ITU en mujeres es mayor que en

hombres, las ITU se posicionan como la tercera causa de enfermedad en
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varones de todas las edades a nivel nacional y estatal (SUIVE/DGE/Secretaria
de Salud/Estados Unidos Mexicanos, 2018c). De hecho, en 2018 el Estado de
Puebla se posicioné en el 6 lugar con mayor nimero de casos de ITU en
varones de 45-49 afios a nivel nacional y el 8"° en varones de 60 y mas afos
(SUIVE/DGE/Secretaria de Salud/Estados Unidos Mexicanos, 2018b).

2.1.3. Etiologia
La etiologia de las ITU en adultos y ancianos masculinos varia segun el sindrome
asociado a ITU. Por ejemplo, la prostatitis bacteriana crénica es causada en un
80% por Escherichia coli y la pielonefritis es causada en un 25% por E. coliy en
menor medida por Proteus y Providencia (Brusch, 2018).
Al igual que en las mujeres, se piensa que la ruta usual de inoculacion de E. coli
en hombres proviene del intestino, sin embargo, no se sabe en realidad si
las bacterias acceden transmucosalmente desde el recto o por una migracion
retrograda desde la uretra (Schaeffer, 2016; Brusch, 2018).
Existe evidencia de la transmision sexual de E. coli hacia el hombre a través de
la pareja femenina u homosexual infectada (Wilson, Tovey, Adler, & Gruneberg,
1986).
En el ambiente intrahospitalario, la transmision de E. coli puede darse por la mala
higiene del personal de salud, y puede ir asociado a la mala manipulacion del
area perineal al colocar o remover catéteres lo que puede aumentar las

probabilidades de transmitir el patégeno (Foxman, 2010).



Tabla 1. Sintomatologiay diagnéstico de los sindromes asociados aITU en
pacientes varones adultos y ancianos.

Sx en varones adultos y

Investigacién diagnéstica

ancianos
Bacteriuria No referente al tracto urinario. | Urocultivo:
asintomética 103 UFC/ml de un solo microorganismo
Cistitis no | STUB: Frecuencia, disuria, | 0 mas de 2 microorganismos con 10°
complicada febricula, nocturia, y dolor | UFC/mI
Prostatitis suprapubico.
aguda (fiebre-> prostatitis). Complementar con contexto
Prostatitis sintomatolégico.
cronica
Pielonefritis Disuria, urgencia al orinar,
e ITU | frecuencia, dolor flanquear,
complicadas sensibilidad del angulo

costovertebral y fiebre.
Desérdenes uroldgicos (p.ej.

hipersplasia prostética).

Urosepsis Disfuncién organica causada
por una respuesta desregulada
del hospedero a la infeccion.

ITU asociada a | Fiebre, resfriados, estado | >100 UFC/ml de un microorganismo.

cateterismo mental alterado, dolor de | (aislamiento del mismo microorganismo
costado, sensibilidad | en sangre, es interpretado como
costovertebral, hematuria | urosepsis).

aguda, malestar pélvico.

STUB: Sintomas del tracto urinario bajo (Harper & Fowlis, 2007; A. J. Schaeffer & Nicolle, 2016;
Sotomayor de Zavaleta et al., 2015)

2.2 Escherichia coli

La especie bacteriana Escherichia coli (E. coli) es un miembro de la familia
Enterobacteriaceae, localizado taxonémicamente dentro de la subdivision
gamma del filo Proteobacteria. E. coli tambien es conocida como un miembro de
la microbiota intestinal del Homo sapiens y como bacilo Gram negativo,
anaerobio facultativo (Kaper, Nataro, & Mobley, 2004; Lukjancenko, Wassenaar,
& Ussery, 2010).



Algunas cepas de E. coli se han adaptado y evolucionado a un estilo de vida
patbgeno y pueden causar diversas patologias, tanto intestinales como
extraintestinales (Kaper et al., 2004).

Las cepas patogenas de E. coli pueden ser divididas en E. coli patégena
intestinal (IPEC) y E. coli patdgena extraintestinal (EXPEC). Esta clasificacion en
patotipos estd basada en las manifestaciones clinicas de la enfermedad y los
factores de virulencia involucrados (Leimbach, Hacker, & Dobrindt, 2013).

La caracteristica de las cepas de E. coli de presentarse como comensal o
patégeno en algun hospedero reside en la plasticidad genémica de la bacteria
(Leimbach et al., 2013). El genoma core de las cepas de E. coli (los genes que
estan presentes en todas las cepas de esta especie) representa solo el 20% del
tamafio gendmico promedio, mientras que el resto del genoma (genoma
flexible/prescindible) es responsable de la diversidad en esta especie la cual le
permite adaptarse a diversos nichos (Donnenberg, 2013) (figura 1). Ejemplos de
esta poza génica flexible son elementos méviles como plasmidos, fagos e islas
genomicas (Gls, por sus siglas en inglés). Esto ultimo pone a la transferencia
horizontal de genes como un actor primordial en la evolucion de E. coli (Leimbach
et al., 2013).

POZA GENICA

GENOMA FLEXIBLE
(Islas gendomicas
Isletas genomicas
Fagos
Plasmidos

DEL GENOMA CORE

(Cromosoma y

plasmidos)

* Ribosomas * Patogenicidad

* \lias metabdlicas * Resistencia
esenciales antimicrobiana

* Replicacion del DNA + Simbiosis

s Etc. * Metabolismo

secundario
* Etc.

Figura 1. Modelo de pozas de DNA en los genomas procariontes.
Modificado de Hacker & Carniel, 2013.



2.2.1 E. coli patogénica extraintestinal (EXPEC)

Las cepas de E. coli comensales son aquellas que colonizan inocuamente el
colon de hospederos sanos y llegan a causar infeccion solo cuando hay grandes
indculos, p. ej. en un trauma abdominal penetrante, y/o un compromiso
significativo del hospedero. La mayoria de estas cepas carecen de los factores
de virulencia presentes en cepas diarreagénicas y extrainstestinales (Vila et al.,
2016).

IPEC comprende un grupo de cepas que, a diferencia de las comensales, rara
vez se encuentra en la microbiota fecal de individuos sanos. Estas cepas causan
sindromes diarreicos como gastroenteritis o colitis cuando son ingeridos en
cantidades suficientes por un hospedero susceptible. Su patogénesis varia
segun los factores de virulencia distintivos de cada cepa. De hecho, las
diferencias entre estos factores son el criterio para la clasificacion de los
patotipos intestinales en E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteropatogénica (EPEC) y E. coli
enteroagregativa (EAEC) (Russo y Johnson, 2002).

EXPEC, por otro lado, es un grupo que al igual que las cepas de E. coli
comensales pueden colonizar el tracto gastrointestinal humano sin causar
alguna patologia en este. Sin embargo, estas tienen la caracteristica de entrar y
sobrevivir en sitios fuera del tracto gastrointestinal y causar enfermedad cuando
colonizan estos. Comunmente las infecciones extraintestinales (IEs) incluyen
infecciones de tracto urinario (ITU), meningitis (mayormente neonatos y después
de neurocirugia), infeccion intrabdominal, neumonia (particularmente en
pacientes hospitalizados e internados), infeccion de dispositivo intravascular,
osteomielitis e infeccién de tejido blando. Cabe sefalar que, la bacteriemia puede

ocurrir en cualquiera de los casos citados (Russo & Johnson, 2002) (figura 2).



Cerebro: ExPEC

Torrente
Sanguineo: EXPEC

Intestino grueso:
EHEC, EIEC y EAEC

Rinones: ExPEC

Intestino delgado:
EPEC, ETEC, DAEC Yy
EAEC

Vejiga: ExPEC

Figura 2. Sitios de colonizacién de IPEC y EXPEC.
Modificado de: Croxen & Finlay, 2010.

Este grupo posee diversos factores de virulencia y fitness. Los factores de
virulencia son cualquier atributo genético que incrementa la probabilidad de
EXPEC para causar dafio directo en el hospedero. Algunos ejemplos son las
adhesinas (p.ej. fimbria P y S), mecanismos de evasion de la respuesta inmune
(p.€j. capsula) y toxinas (p.ej. a-hemolisina). Los factores fithess son aquellos
atributos genéticos que contribuyen a la supervivencia, mas que al dafio, de
EXPEC en sitios extraintestinales como el tracto urinario del huésped. Ejemplo
de estos son los sistemas de adquisicién de hierro (p.ej. aerobactina) (Flores-
Mireles, Walker, Caparon, & Hultgren, 2015a; Subashchandrabose & Mobley,
2015a) (tabla 2).



Tabla 2. Factores de virulencia y fitness de ExPEC.

Adherencia

Adquisicion

de metales

AOES

Evasion de la

respuesta inmune

pap)

Fimbria tipo 1 Aerobactina a-hemolisina (hlyA) Polisacarido capsular | Antigeno 43

(operdn fim) (lucABCD/iutA) (Antigeno K) (flu)

F1C pili Enterobactina | Factor citotoxico | a-hemolisina (hlyA) Flagelos (fli)
necrozante 1 (cnf-1)

Fimbria P (operén | Salmoquelina Lipolisacarido (LPS) Polisacarido O Usp

(uropathogenic

specific protein)

regulados por

vacuolizante (vat)

Fimbria S Yersiniabactina | Toxina Lipoproteina TraT
autotransportadora (traT)
secretada (sat)
Adhesinas Dr Receptores Toxina Factor citotoxico
Haem autotransportadora necrozante 1 (cnf-1)

sideréforo (lha)

ChuA 'y Hma

Fimbrias curli Mecanismos de | Pic (proteasa | Yersiniabactina
adquisicion de | involucrada en la
Zinc colonizacion)

Fimbrias con

receptor

Modificado de Flores-Mireles et al., 2015

Escherichia coli uropatégena (UPEC), se define como una bacteria de la especie

E. coli que es aislada de un hospedero con ITU o que causa algun sindrome

asociado a ITU en un hospedero.

No obstante, el término UPEC, debe ser utilizado con cierto cuidado,

entiendiendo que tradicionalmente

las cepas de UPEC se asociaban

estrictamente, con infecciones de tracto urinario, sin embargo, ahora son

reconocidas por tener un rango mas amplio de patogenicidad en diferentes sitios

anatémicos (Russo & Johnson, 2002).




Algunos han optado por sustituir el término UPEC por el de EXPEC ante la
antigua nocidén de que existian ciertas “clonas virulentas” dentro de ciertos linajes
evolutivos de E. coli que se caracterizaban por pertenecer a cierto serotipo (p.ej.
018:K1:H7) asociados estrictamente con cuadros clinicos como pielonefritis,
bacteriemia y/o meningitis neonatal. Esto origind los conceptos de E. coli
asociada a sepsis, uropatdgena, y asociada a meningitis (Russo & Johnson,
2002).

Desafortunadamente, estas designaciones especificas de cada sindrome,
aunque son validas en un sentido, en realidad son limitadas. Implican que ciertas
cepas de E. coli extraintestinal poseen ciertos factores de virulencia especificos
para cada sitio anatdbmico extraintestinal como el tracto urinario, el sistema
nervioso, etc. No obstante, ninguna sola clona o factor de virulencia esta limitado
(o absolutamente requerido) para causar cualquier sindrome extraintestinal.
Esto no es del todo sorprendente, ya que ciertos mecanismos del sistema
inmunologico del hospedero (p.ej. el complemento o los fagocitos profesionales),
requerimientos nutricionales bacterianos, (p.ej. adquisicion de hierro), y ciertos
receptores para la adhesion bacteriana (p.ej. glicolipidos de membrana y
proteinas de matriz extracelular)), son comunes de muchos sitios
extraintestinales que E. coli infecta. Ademas, aunque las cepas de ExXPEC
tienden a poseer un conjunto de factores de virulencia provenientes de diferentes
categorias (p.ej. adhesinas, protectinas, etc.), no existe un perfil genético de
virulencia especifico de ningun aislado de infeccion extraintestinal, lo que sugiere
gue existen multiples alternativas bacterianas de un patdégeno para sobrevivir en
varios sitios anatémicos del hospedero (Russo & Johnson, 2002).

Durante este trabajo se optara por utilizar, preferentemente, el término EXPEC,
ya que no limita el potencial patogénico de las cepas a Unicamente el tracto
urinario, sino que hace evidente que tambien pueden infectar otro sitios extra
intestinales como, el torrente sanguineo o el encéfalo.

Una cepa puede ser clasificada como ExXPEC optando por alguno de los
siguientes criterios.

El mas simple y cominmente usado, aunque poco confiable, es el contexto
clinico y la fuente de aislamiento para indicar el potencial virulento de la cepa.
Segun este criterio, todos los aislados clinicos de E. coli de sitios

extraintestinales son considerados como EXPEC y todos los aislados
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provenientes de heces son considerados como no-ExPEC (Sannes et al., 2004).
Sin embargo, esta légica es débil, ya que los hospederos comprometidos pueden
desarrollar infecciones serias debido a microorganismos poco virulentos
(Johnson, 1998), y el intestino es un reservorio de cepas de E. coli que causan
infecciones extraintestinales serias en individuos sanos (Yamamoto et al., 1997).
Un enfoque mas confiable es caracterizar el aislado a partir de su bagaje
filogenético y su virotipo o perfil de virulencia, el cual permite hacer inferencias
considerando el probable potencial virulento. Este enfoque también tiene
limitantes, dado que la correspondencia entre las caracteristicas bacterianas y la
virulencia real esta incompletamente definida, no todos los factores de virulencia
han sido identificados o estan listos para examinarse fenotipicamente y por otro
lado, no existe una correlacion estricta entre filogenia y patotipo extrainstestinal
(Vila et al.,, 2016). Sin embargo, es el mas utilizado, dado que se puede
argumentar que el potencial virulento fue ya expresado en el hospedero de cual
se aislo la cepa, fue diagnosticado con algun tipo de ITU.

Un enfoque mas directo, que no requiere conocimiento a priori de la fuente de
aislado o de sus caracteristicas moleculares, es retar animales con el aislado en
un modelo de infeccion experimental (p.ej. ratones) y observar los resultados de
dicha infeccion (Hagberg et al., 1983; Johnson et al., 2006). Las limitaciones de
este enfoque son que no es muy viable utilizarlo como una prueba de rutina o a
gran escala, y cierta imposibilidad que presentan algunos modelos animales para
mimetizar el desarrollo de la infeccién humana. Sin embargo, es el enfoque que
prueba de manera mas directa el potencial virulento de algun aislado (Falkow,
1988).

2.3 Filogenia de E. coli

La diversidad genética existente en la especie E. coli esta representada en la
colecciéon de cepas ECOR (E. coli de referencia) establecida por Ochman y
Selander basada en resultados de electroforesis de multi-locus enziméticos
(MLEE, por sus siglas en inglés)(Ochman & Selander, 1984). Dicha coleccién
esta clasificada filogenéticamente en 5 principales grupos (A, B1, B2, D y E).
Recientemente, el filogrupo C ha sido propuesto como un clado relacionado con
el B1 (Clermont, Gordon, Brisse, Walk, & Denamur, 2011). El grupo de Walk et

al., 2009, reporta nuevos linages de Escherichia que son genéticamente
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distintos, pero fenotipicamente indistinguibles de E. coli. A estos linajes se les ha
denominado como clado |, es cual ahora es considerado como un filogrupo mas
de E. coli basado en la extensa recombinacién detectada entre las cepas de este
clado y las de E. coli. Por lo tanto, a la fecha existen 8 grupos filogenéticos de E.
coli, 7 pertenecientes a E. coli sensu stricto y uno a Escherichia clado | (Clermont,
Christenson, Denamur, & Gordon, 2013).

Como se comentd en la seccidn anterior, la importancia de clasificar
filogenéticamente a los aislados clinicos de E. coli extraintestinal tiene tanto una
relevancia epidemiolégica como una clinica, aunque definitivamente no es un
criterio tajante para clasificar a una cepa como EXPEC (Leimbach et al., 2013).
Sobre el dltimo punto, es menester explicar aqui mas a fondo la relacion que
existe entre filogrupo y patotipo en E. coli. Al obtener la secuencia genémica
completa de las cepas de la coleccion ECOR, pertenecientes a diferentes
filogrupos y patotipos, se hicieron alineamientos para conocer los porcentajes de
identidad entre ellas y la cepa comensal ATCC 8739. Los resultados arrojaron
similitudes mayores al 90% entre la cepa ATCC 8739 y las diferentes cepas
ECOR (Leimbach et al., 2013) (figura 3). Lo que se deduce de este experimento
es que 1) las cepas ECOR clasificadas en los patotipos Comensal e IPEC
pertenecen a multiples filogrupos (E. coli Comensal: A, B1y B2, IPEC: B1, B2y
E), 2) Las cepas ECOR clasificadas como EXPEC pertenecen solo a los
filogrupos D y B2 3) El filogrupo A solo alberga cepas comensales, el E solo

cepas IPEC y el B1, D y B2 albergan a dos o mas patotipos diferentes.
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Figura 3. Comparacion genémica de cepas de E. coli de distintos patotipos en cada grupo
filogenético.
Modificado de Leimbach, Hacker y Dobrindt, 2013.
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Por lo tanto, no podemos fiarnos de la clasificacion filogenética como criterio para
clasificar a las cepas de E. coli como EXPEC, ya que las cepas de este patotipo
solo se ubican en los filogrupos D y B2, y, sin embargo, los filogrupos D y B2
albergan cepas tambien de los patotipos comensal e IPEC, los cuales, en algun
hospedero susceptible podrian causar también alguna infeccion extrainstetinal.
Hay que recordar, entonces, que existen factores intrinsecos al agente causal,
al huésped y al medio ambiente. En el intestino del hospedero se encuentran
cepas de E. coli clasificadas en los diferentes filogrupos y que, a su vez, pueden
presentar los factores de virulencia necesarios para colonizar el tracto urinario
(p-ej. fimbria tipo 1, sideréforos, etc.) que pueden ser transferidos de una cepa a
otra, incluso de diferentes filogrupos, via conjugacion, y eventualmente causar
ITU segun las caracteristicas anatémicas y funcionales del hospedero y las del
propio medio ambiente en donde se encuentren estos dos (p.ej. ambiente
intrahospitalario).

2.4 Patogénesis de EXPEC en tracto urinario

La patogénesis de EXPEC en el tracto urinario del varéon es un fenédmeno
multifactorial. Depende tanto de factores inherentes al huésped (p.ej. la edad,
estado inmunoldgico, anatdémico, hormonal y dietético) como de las cepas de
EXPEC (p.ej. factores de virulencia y fitness) y del medio ambiente (p. €j.
ambiente doméstico o intrahospitalario). La dinamica entre estos factores influye

en el pronéstico de la enfermedad (OECD, 2016).

2.4.1 Patogénesis de EXPEC en vias urinarias bajas
La patogénesis de EXPEC en la vejiga se ha comprobado como similar tanto en
modelo murino hembra como macho (figura 4) (Olson, Hruska, & Hunstad, 2016).
En vejiga los factores de virulencia que median la colonizacion son las adhesinas
gue reconocen receptores en el uroepitelio y la mayoria pertenecen a la familia
de los pili de la via chaperona-usher (CUP, por sus siglas en inglés). Un ejemplo
de estas adhesinas es la fimbria tipo 1. Estas fimbrias tienen como receptor la
uroplaquina del uroepitelio, la cual es una proteina altamente manosilada.
Especificamente la ashesina FimH de la fimbria tipo 1 es la que media la unién
a la D-manosa en las glicoproteinas. Al unirse la fimbria tipo 1 con las células del
uroepitelio desencadena una transduccién de sefiales que activa Rho GTPasas,
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lo que provoca un rearreglo del citoesqueleto de actina y la subsecuente
internalizacion de EXPEC en las células huésped. Este mecanismo de invasion
permite a EXPEC sobrevivir al sistema inmunolégico y evadir algun tratamiento
antimicrobiano (Flores-Mireles et al., 2015a).

EXPEC, también secreta el factor citotoxico necrotizante 1 (CNF-1) que remodela
la actina en la célula huésped a través de tres pequefias Rho GTPasas: RAC1,
RHOA y el control de division celular 42 (CDC42). Al ser excretada CNF-1, entra
a la célula via vesiculas endociticas y activa las Rho GTPasas causando
reareglos en el citoesqueleto de actina y la alteracién de la membrana, lo que
lleva a mayores niveles de internalizacion bacteriana (Luthje & Brauner, 2014).
Dentro de las células del urotelio, EXPEC puede formar colonias intracelulares
parecidas a biopelicula (IBCs, por sus siglas en inglés), un fenotipo que también
se ha observado en el modelo murino macho (Olson et al., 2016). Este fenotipo
le permite a EXPEC sobrevivir a los mecanismos de defensa innatos de expulsion
del citoplasma, de los neutrdfilos y otros factores estresantes como antibioticos
y luego dispersarse a otras células para reiniciar el ciclo de formacién de IBCs
(Flores-Mireles et al., 2015a).

Algunos metales como el hierro y zinc son nutrientes esenciales para distintas
formas de vida, incluyendo las bacterias. El sistema inmune de mamiferos
aprovecha esta esencialidad para retardar el crecimiento bacteriano durante una
infeccién. Para asegurar los niveles de hierro intracelular adecuados, EXPEC
aumenta la expresion de genes involucrados en la adquisicién de hierro como
son los sideréforos. Los sideréforos son moléculas de bajo peso molecular que
son liberadas el medio extracelular para quelar el hierro. Los sideréforos al unirse
al hierro forman complejos para ser internalizados. Uno de estos sideréforos que
expresan las cepas de EXPEC es la aerobactina perteneciente a la familia de los
hidroxamatos (Subashchandrabose & Mobley, 2015).

También existen otros sistemas redundantes de captacién de hierro como son la
adhesina homologa a IrgA denominada lha, que funciona como un receptor de
sideroforos de la familia de los quetacolatos (Subashchandrabose & Mobley,
2015). De hecho, experimentos con mutantes que carecen del gen iha y de
receptores a aerobactina, mostraron que los receptores a aerobactina son

criticos para la uropatogénesis in vivo de EXPEC y que iha pertenece a un
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sistema redundante de captacion de hierro (Garcia, Brumbaugh, & Mobley,
2011).

Algunas bacterias liberan toxinas para provocar la apoptosis en las células
blanco y captar metales mediante sideréforos. Las cepas de EXPEC pueden
secretar altas concentraciones de a-hemolisina (HIyA) la cual se oligomeriza y
se integra en los microdominios ricos en colesterol de la membrana de la célula
huésped. Esto resulta en la formacién de poros vy lisis en las células del urotelio
y neutrofilos, lo que facilita la adquisicion de hierro y nutrientes para las bacterias.
Ademas, la a-hemolisina es uno de los genes mayormente expresados en las
IBCs y participa en la exfoliacién del urotelio, lo cual permite a las bacterias
invadir capas mas profundas del tejido en donde se encentran células de
transicion. Dentro de estas células, EXPEC forma reservorios quiescentes
intracelulares (QIRs, por sus siglas en inglés) provocando ITUs cronicas (Flores-
Mireles et al., 2015a).
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Figura 4. Patogénesis de ExPEC en vejiga.
Modificado de Flores-Mireles et al., 2015

2.4.2 Patogénesis de EXPEC en vias urinarias altas
En ocasiones, la patogénesis de EXPEC en vejiga evoluciona a una ITU
ascendente. En los experimentos en ratones hembras y machos se ha
demostrado que los machos, a diferencia de las hembras, desarrollan

pielonefritis mas severay en el 100% un absceso renal penetrante. Este fenotipo
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esta marcadamente influenciado por la produccion de testosterona (Olson et al.,
2016).

Un factor de virulencia y fithess de EXPEC en la patogénesis de vias urinarias
altas es la expresion del flagelo. En un experimento de imagenologia in vivo se
determind el patron de expresion de genes relacionados al flagelo dentro del
tracto urinario de ratones (Lane, Alteri, Smith, & Mobley, 2007). La expresion del
gen fliC se cuantificd utilizando a la proteina Luciferasa como un sistema
reportero. La expresion maxima de fliC fue consistente con el ascenso de EXPEC
en los uréteres y rifiones, sugiriendo un rol del flagelo en el desarrollo de la
pielonefritis (Subashchandrabose & Mobley, 2015).

Las cepas de EXPEC estan dotadas con una fimbria codificada por los genes
pap que se conoce como fimbria P. La adhesina de la fimbria P, PapG, se une a
los glicoesfingolipidos que contienen restos de digalactosa presentes en el
epitelio renal humano. También, PapG interacciona con los receptores TLR 4 del
epitelio renal, reduciendo la expresion del receptor polimérico a inmunoglobulina
(PIGR) lo que impide la traslocacion de inmunoglobulina A (IgA) vy la
opsonizacion de EXPEC (Flores-Mireles et al., 2015a). Existen diferentes
afinidades segun las diferentes variantes de PapG. La variante PapGilll, estd mas
asociada con la cistitis en humano y la infeccion renal en perros. La variante
PapGll se une a la globotetraosilceramida, la cual predomina en el riidn humano
y por lo tanto PapGll esta mas asociada a la pielonefritis y la bacteremia en
humano (Liuthje & Brauner, 2014).

Las toxinas sat y vat, pertenecientes a la familia de los autotransportadores de
serinproteasas de las Enterobacteriaceae (SPATES, por sus siglas en inglés), se
expresan durante la patogenesis de ITUs en vias urinarias altas. La toxina sat
induce la vacuolizacion de células del tubulo proximal renal y su actividad serin-
proteasa lleva a efectos citopaticos (Luthje & Brauner, 2014). Por otra parte, la
toxina vat (toxina transportada vacuolizante) tiene funcidén en la patogénesis de

cuadros de urosepsis, mas no a nivel renal (Nichols et al., 2016).
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Figura 5. Patogénesis de EXPEC en tejido renal.
Modificado de Flores-Mireles et al., 2015

2.4.3 Evasion del sistemainmune
Una de las principales diferencias, ademas de la anatomia, entre el tracto urinario
femenino y masculino es la respuesta inmunoldgica. En experimentos con
ratones machos y hembras, se ha demostrado que las hembras tienen una
reaccion proinflamatoria mucho méas exacerbada que en los machos, asi como
un control de EXPEC mucho mas eficiente (Olson et al., 2016). Particularmente,
las hembras tienen una expresion aumentada de IL-17 la cual tiene un papel
crucial en la inmunidad en el tracto urinario pues al ser neutralizada se impide la
resolucion de la infeccion (Scharff et al., 2019).
Ya se hablé sobre algunas estrategias de EXPEC para evadir la respuesta
inmunoldgica a nivel de vejiga y rifilones, como la internalizacion en ceélulas
huésped o la represibn de mecanismos de traslocacion de anticuerpos. Sin
embargo, existen factores fitness que permiten que las cepas resistan al sistema
de complemento presente en el suero. Algunos de estos factores es la capsula
de polisacaridos y la proteina de membrana externa traT (LUthje & Brauner,
2014).
La mayoria de las cepas de EXPEC producen capsulas del grupo Il entre las
cuales se encuentran las capsulas K1, K2. K4, K5, entre otras. Por ejemplo, la

capsula K2 de la cepa tipo de UPEC, CFT073, le provee de ventaja para la
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colonizacion en el tracto urinario debido a la resistencia al complemento (Luthje
& Brauner, 2014).

La lipoproteina TraT estd codificada en plasmidos conjugativos y puede
funcionar individualmente o en combinacién con los efectos capsulares. Se
conoce que tambien tiene un efeco contra la actividad antibactericida del
sinstema de complemento posiblemente al inhibir el ensamblaje corrento de este
en la membrana celular (Jahandeh, Ranjbar, Behzadi, & Behzadi, 2015;
Sukupolvi & O’Connor, 1990).

2.4.4. Prostatitis
Existen dos cuadros clinicos de prostatitis, la prostatitis aguda (PA) y la cronica
(PC). En ninguno de los dos se conoce a fondo la patofisiologia. Sin embargo,
se han propuesto algunas teorias al respecto (Davis & Silberman, 2019).
Los mecanismos propuestos en la PA involucran infiltracion de uropatdgenos que
son capaces de evadir la respuesta inmune innata de la glandula prostética.
Comunmente los microorganismos pueden inocularse por: 1) reflujo de la orina
infectada en los ductos prostaticos, 2) Infeccién uretral ascendente como
consecuencia de la contaminacion uretral durante el coito, 3) Invasion por
bacterias del recto, por extension directa o linfatica, 4) infeccion hematégena o
5) por biopsia de prostata (agujas transrectales) (Theodorou & Becopoulos,
2000).
En el estudio de Longhi et al., 2016 se demuestra con experimentos in vitro que
la linea de células prostaticas normales RWPE-1 son invadidas por cepas de E.
coli y expresan un fenotipo de formadoras fuertes de biopelicula.
Ademas, Krieger, Dobrindt, Riley, & Oswald, 2011, reportan que las cepas de E.
coli de 18 hombres jévenes con PA pertenecen principalmente al filogrupo B2 y
poseen genes de virulencia caracteristicos de EXPEC (p. €j., hly, pap, kpsMT-II
y traT).
Esto dltimo, sugiere que factores involucrados en la adherencia, invasion,
evasion de la respuesta inmune y formacion de biopelicula estan implicados

durante la patogénesis de E. coli en PA
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2.4.5. Islas de patogenicidad

La mayoria de los factores de virulencia antes mencionados no estan codificados
en el genoma core de las cepas de EXPEC sino en diferentes inserciones del
cromosoma. Estas regiones del cromosoma pertenecen al genoma
flexible/prescindible, tienen un tamafio de >10kb y también codifican para
elementos moviles (p. ej. integrasas y secuencias de insercion); estan asociadas
con genes de tRNA, flanqueadas con secuencias repetidas, frecuentemente son
inestables y difieren en su contenido de guanina y citocina con el resto del
genoma core. Estas regiones se denominan islas de patogenicidad (PAIS) y sus
versiones pequefas son llamadas “isletas” (figura 6) (Hacker & Carniel, 2013).
Las PAIs son una clase de islas gendémicas adquiridas por los microorganismos
a través de transferencia horizontal por plasmidos, bacteriéfagos o transposones
conjugativos (Najafi, Hasanpour, Askary, Aziemzadeh, & Hashemi, 2018). Tanto
las secuencias repetidas que flanquean a estas islas como la presencia de genes
de integrasas son remanentes de ese evento (Oelschlaeger, Dobrindt, & Hacker,
2002).

|-—— Isla de patogenicidad ﬁ
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Figura 6. Esquema de una isla de patogenicidad.
Estos bloques de DNA estan adyacentes a genes de tRNA y flanqueados por repeticiones
directas (DR). El contenido de guanina y citocina (G+C) de la isla es diferente al del resto del
genoma core. Abreviaturas: int, gen de integrasa; abc, def y ghi, genes que codifican factores de
virulencialfitness; 1S, secuencias de insercion; bp, pares de bases. Modificado de Hacker &
Carniel, 2013.
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Las cepas prototipo de EXPEC CFT073 y J96 contienen PAIs las cuales se han
secuenciado y anotado su contenido génico (Oelschlaeger et al., 2002). En la
tabla 3 se encuentran los factores de virulencia codificados en PAIs, genoma
core o en plasmido.

Tanto las cepas comensales 0 extraintestinales de E. coli pueden contener el
mismo tipo de PAI insertadas en su genoma. Esto es interesante, pues en una
misma cepa algunas adhesinas codificadas por las PAIs de CFT073, como la
fimbria tipo P, confieren mayor persistencia en el colon mientras que en los
rifiones tiene efecto inmunomodulador. Por lo que, segun el contexto en donde
se encuentra la cepa, las islas genémicas generan un fenotipo virulento o de

fithess comensal (Hacker & Carniel, 2013).

Tabla 3. Factores de virulencia/fitness codificados en las islas de
patogenicidad de ExPEC.

kpsMT-II (capsulas del grupo 1)

PAlcFro73 | hiyA, operén pap, aerobactina
(lucABCD/iutA), sat, iha, precursor Ag43,

PAlcrrozs |l Operdn pap
PAljgs | hylA, pap
PAlygs Il hylA, cnf-1

Modificado de: Lloyd, Rasko, & Mobley, 2007; Oelschlaeger et al., 2002

2.5 Formacion de biopelicula en E. coli

Las biopeliculas son comunidades bacterianas, sésiles, complejas, diferenciadas
y multicelulares que pueden estar conformadas por una o mas especies. Una
caracteristica que distingue a la biopelicula de las bacterias en estado
planctonico es la matriz extracelular que en el caso de E. coli puede estar
conformada por proteinas (p. ej. curli, fimbrias), polisacaridos (p.ej. celulosa,
acido colonico) y DNA. (Devaraj, Justice, Bakaletz, & Goodman, 2015.;
Subashchandrabose & Mobley, 2015).

La formacion de biopelicula en cepas de E. coli es considerada tanto un
mecanismo de evasion de la respuesta inmune del hospedero como de
resistencia antimicrobiana. Esta facultad, confiere a las cepas mayor
sobrevivencia en superficies abiodticas (p ej. en catéteres urinarios) asi como

persistencia y recurrencia en las ITU. (Vila et al., 2016; Webb & Kahler, 2008).
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Ademas, lo microorganismos que forman biopeliculas son capaces de aumentar
su virulencia debido a las altas tasas de conjugacion que existen dentro de estas
comunidades (Cortés, Consuegra Bonilla, Ruben, & Sinisterra, 2011).

Como se menciond, EXPEC es capaz de formar IBCs en las células del urotelio,
lo cual contribuye a la persistencia del patdgeno en vejiga. Estas comunidades
intracelulares comprenden 104-10° bacterias estrechamente empaquetadas, que
estan protegidas por una matriz extracelular. Los polisacaridos como la capsula
de acido sidlico, estan presentes en las IBCs, y funcionan, en parte, para la
proteccion de la comunidad contra los ataques de neutrdéfilos. Diferentes estudios
con mRNA han identificado algunos genes que estan sobreexpresados durante
la formacion de IBCs, la mayoria de estos esta involucrado en la resistencia al
estrés oxidativo, la expresion del pili tipo 1, el metabolismo de galactosa y la
adquisicion de hierro (Hadjifrangiskou et al., 2012; Kaylen O’Rourke and Peter
A. Cadieux, 2019).

También, se ha demostrado que las cepas de E. coli aisladas de pacientes con
prostatitis crénica son formadoras fuertes de biopelicula. Incluso, Nickel et al.,
1990 observaron estructuras de formacion de biopelicula en tejido prostéatico en
ratas con prostatitis cronica, pero el mecanismo molecular ain no se conoce
(Mazzoli, 2015; Nickel et al., 1990).

La biopelicula de E. coli también se relaciona con las ITU asociadas a
cateterismo (CAUTI) y la adherencia mediada por el pili tipo | ayuda a la
formacion de biopelicula en la superficie del catéter (Miryala et al., 2020).
Comunmente, al reproducir este fendmeno in vitro se utilizan placas de
poliestireno o algun otro plastico en donde, segun el medio en el que sean
crecidas las cepas, se expresa primordialmente un factor u otro. Por ejemplo, en
placas de PVC con medio LB se expresa esencialmente el pili tipo 1, en placas
de PVC con medio YESCA, las fibras curli. El flagelo es esencial en tanto en
medio LB como en YESCA.

Sin embargo, se debe mencionar que las condiciones in vitro de formacion de
biopelicula no necesariamente reflejan la realidad in vivo (Hadjifrangiskou et al.,
2012; Luthje & Brauner, 2014).
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2.6 Resistencia antimicrobiana en E. coli

E. coli ha sido incluida en la lista de los nueve principales microorganismos de
interés internacional causando las infecciones mas comunes en diferentes
sectores: la comunidad, hospitales o transmitidos por comida (OMS, 2014).

Los aislados de E. coli resistentes y multidrogoresistentes (MDR) se han
incrementado grandemente durante las ultimas décadas (Vila et al., 2016). Por
lo que una vigilancia de la resistencia antibidtica es de gran importancia para
detectar la emergencia de mecanismos de resistencia en distintos paises
(Hawser, 2012) (WHO, 2014).

Los antibidticos son la primera opcion de tratamiento de las ITU (Kodner y
Thomas Gupton, 2010) y la resistencia a estos estd siendo adquirida
rapidamente por las bacterias (Sotomayor de Zavaleta et al., 2015). Los
antibioticos de primera eleccién y los que se utilizan como tratamiento empirico
estan resumidos en la tabla 4.

Tabla 4. Terapia antimicrobiana de los sindromes asociados a ITU en
pacientes varones adultos y ancianos.

ITU Terapia

Bacteriuria asintomatica Esperar a resultados de urocultivo. No se recomienda Tx

empirico con antibi6ticos.

Cistitis no complicada o fosfomicina-trometamol

se esperan resultados de urocultivo

Se pueden usar antibiéticos de amplio expectro mientras

Prostatitis aguda Tx empirico:

Administracion parenteral de:

e penicilinas de espectro amplio.

o cefalosporinas de tercera generacion
e fluoroquinolonas.

e Cualquiera de los anteriores + aminoglucésidos.

Prostatitis cronica Tratamiento de primera eleccion:

fluoroquinolonas.
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Pielonefritis

e ITU complicadas

En pacientes hospitalizados:
e amoxicilina + aminoglucésido
o cefalosporina de segunda generacion +
aminoglucosido
o cefalosporina de tercera generacion
Con respuesta inflamatoria sistémica:
e ertapenem
Basarse en resultados de urocultivo y antibiograma.
Evitar antibiticos con resistencias locales de >20%.
Evitar fluoroquinolonas en pacientes del departamento de

urologia.

Urosepsis

Aplicar antibioticos de amplio espectro
e carbapenémicos con actividad antipseudomonas.
e piperacilina-tazobactam

cefalosporina 4ta generaciébn + aminoglucésido +

vancomicina.

ITU asociada a cateterismo

Basarse en urocultivos previos del paciente,
antimicrobianos utilizados antes, resistencia microbiana
observada en la comunidad donde esta tratdndose al
paciente, alergias antimicrobianas o tolerancia para su
metabolismo renal o hepético.

Ajustar tratamiento luego de urocultivo con antibiograma.

(Sotomayor de Zavaleta et al., 2015; Urology, 2018)

Se han reportado porcentajes de resistencia altos tanto a f-lactamicos como a
quinolonas en varios estudios realizados en México. Por lo que el abanico de
posibles tratamientos para las ITU en nuestro pais se esta reduciendo
(Sotomayor de Zavaleta et al., 2015).

La producciéon de B-lactamasas codificadas y transmitidas por plasmidos, como
las blaTewm, blashv, blaoxa-1y blactx-m, representan otro problema clinico, debido a
gue su transferencia horizontal difunde la resistencia a cefalosporinas de tercera
generacion, asi como otros antibidticos 3-lactamicos.

En general las B-lactamasas tipo TEM y SHV, poseen un perfil de sustrato que
incluye a las cefalosporinas de 3@ generacién y a monobactamicos. En total, las
B-lactamasas tipo TEM tienen un total de 249 variantes y las tipo SHV 244 (Naas,
T.; Oueslati, S.; Bonnin, R. A.; Dabos, M. L.; Zavala, A.; Dortet, L.; Retailleau, P.;
Llorga, 2020).

En México, las B-lactamasas de la familia CTX-M, son las més frecuentes, en
particular la variante CTX-M15 la cual se ha identificado ampliamente en E. coli.
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Su identificacion por PCR o por expresion fenotipica permite saber con prontitud
si el aislado ser& sensible 0 no a cefalosporinas. Su perfil sustrato puede incluir
cefalosporinas de amplio espectro y carbapenémicos. Actualmente, se conocen
239 variantes (Sotomayor de Zavaleta et al., 2015).

El gen blaoxa-1 ha sido frecuentemente encontrado en asociacion con genes que
codifican para BLEEs. Su perfil de sustrato hidroliza cefalosporinas de amplio
espectro como cefepime. En estudios recientes se ha reportado su frecuente
asociacion a la B-lactamasa CTX-M15 en aislados de E. coli de diferentes zonas

geograficas (Sugumar et al., 2014).

2.7 Plasmidos

Otra forma de diseminacion de resistencia y/o virulencia entre bacterias es a
través de plasmidos; elementos genéticos movilizables autorreplicables
formados por DNA de doble cadena que no son esenciales para la bacteria. Se
ha observado que EXPEC poseé plasmidos de distintos tamarfios y en ellos, se
encuentran los elementos génicos para su transferencia asi como genes de

virulencia o resistencia (p. ej. B-lactamasas) (Pérez Ama, 2018).

3. Antecedentes

3.1 Antecedentes generales

3.1.1 Antecedentes internacionales
Un grupo brasilefio (de Souza da-Silva et al., 2017) caracteriza perfiles de
virulencia y resistencia en cepas de E. coli causante de ITU aislada de hombres
(n=12) y mujeres (n=127). Determinaron que, en hombres, las ITU son mas
frecuentemente causadas por el filogrupo B2, con respecto a mujeres (83%
comparado con 42%, p<0.05). Ademas, este filogrupo presentd el puntaje mas
alto de virulencia con respecto al A, B1 y D (media y mediana=7, p<0.05). Los
aislados de E. coli de hombres también presentaron un porcentaje
significativamente mayor de genes de virulencia como sfa/foxDE (67% vs 27%)
hlyA (58% vs 24%) cnfl (58% vs16%) fyuA (100% vs 82%) y MalX (92% vs 44%)
comparado con los aislados de mujeres. En la distribucion de la resistencia a
diferentes  antibidticos (aminoglucésidos, beta-lactamicos, quinolonas,
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fosfomicina, nitrofurantoina, etc.) no hubo diferencias significativas (p<0.05)
entre los aislados de hombres y mujeres.

Por otra parte, el grupo de Kudinha et al., 2013 trabajo con 389 aislados de
pacientes varones australianos con cistitis (n=153) y pielonefritis (n=101), de 30
a 70 afos y con muestras fecales de pacientes sanos como grupo control
(n=135). El 60% de los aislados pertenecio al filogrupo B2, seguido del A (21%),
D (16%) y B1(6%). El filogrupo significativamente mas prevalente entre las cepas
clinicas fue el B2 en comparacién con los controles (70% vs 34%, p<0.001). El
filogrupo A, por otra parte, fue el mas prevalente en las muestras control (42%
vs 9%). La diferencia en la prevalencia de 22 genes de virulencia entre los
aislados de cistitis y pielonefritis fue de solo 8 genes: 30% vs 53%, papGll; 28%
vs 41%, papGlll; 61% vs 79%, papAH; 61% vs 82%, papC; 63% vs 87%, papEF;
52% vs 83%, cnf-1; 74% vs 89%, ompT y 70% vs 84%, usp, respectivamente,
p<0.05.

En Argelia, Zenati et al., 2019 estudiaron 27 cepas de E. coli productoras de
beta-lactamasas de espectro extendido (ESBLS) recolectadas de 10 hombres
(27%) y 17 mujeres (63%) con ITU durante el 2011-2013. De las 10 cepas
aisladas de hombres, el 100% amplifico el gen blactx-m-15y blatem-1. ElI 50% de
estas cepas pertenecieron al filogrupo A. y el 30% al B2.

Un estudio en Espafia de Soto et al., 2007, se estudiaron 151 cepas de E. coli
provenientes de pacientes con cistitis (n=44), pielonefritis (n=75) y prostatitis
(n=35) se determinaron las posibles relaciones entre cistitis, pielonefritis y
prostatitis con la formacion de biofilm y perfil de virulencia. Lo destacable de sus
resultados es que el 63% de sus cepas aisladas de pielonefritis (n=20) son
positivas para la formacién de biopelicula. El 58% (n=88) pertenecen al filogrupo
B2, el 23%(n=35) pertenecen al filogrupo A, el 14% (n=21) pertenecen al grupo
D y solo 5%(n=7) al B1. La produccion de biofilm del filogrupo A es menor con
respecto a los demas filogrupos (10/35 o0 29% vs 59/116 o 51%, p=0.02). El
porcentaje mas alto de cepas productoras de biopelicula se observa en el
filogrupo B2 con respecto a los demas filogrupos (48/88 o 55% contra 21/63 o
33%, p=0.009). No hay una asociacion de la formacion de biopelicula con los
filogrupos B1 y D (p=0.87 y 0.45, respectivamente). El gen fimA es el factor de
virulencia mas frecuentemente identificado (91% de las cepas), la

yersiniabactina (fyuA), aerobactina (aer), fimbria P (papA) y hemolisina (hay)
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estan presentes en el 72%, 60%, 42% y 36% de los aislados, respectivamente.
Solo la hemolisina y la fimbria tipo 1 se asociaron significativamente con cepas
de E. coli productoras de biopelicula.

3.1.2 Antecedentes nacionales
Ramirez-Castillo et al., 2018, trabajaron con 86 muestras de E. coli aislada de
pacientes femeninas (M) y 24 de hombres (H) con ITU (rango de edad: neonatos
a 91 afnos), durante junio y noviembre del 2012. Los filogrupos D (23.6%) y A
(19.1%) fueron los mas comunes, seguido por el B1 (15.5%), C (13.6%), B2
(11.8%), F (10%), Clados cripticos (5.5%) y E (0.9%). ElI fenotipo
multidrogoresistente (MDR), estuvo distribuido en todas los filogrupos, aunque
estuvo significativamente (p<0.05) al filogrupo D.
Los porcentajes de resistencia mas altos se observaron en trimetoprim-
sufametoxazol (72.7%), ampicilina (70.9%), ampicilina-sulbactam (55.5%),
peperacilina-tazobactam (55.5%), ciprofloxacina (47.3%) y levofloxacina
(43.6%). Los aislados fueron susceptibles a carbapenémicos (ertapenem e
imipenem). Las cepas de aisladas de ambos sexos mostraron diferencias
significativas entre si (p<0.05) en su resistencia a gentamicina (H:45.8% vs
M:23.3%), cefazolina (H:62.5% vs M:36%), ceftazidima (H:54.2% vs 16.3%),
ceftriaxona (H:58.3% vs M:18.6%), cefepime (H:58.3% vs M:17.4%),
ciprofloxacina (H:70.8% vs M:40.7%) y levofloxacina (H:66.7% vs M:37.2%).
En general, los genes de virulencia fimH (71.8%), fyuA (68.2%) y agn43 (54.5%)
fueron los de mayor distribucion, mientras que afa/dra (8.2%) y cnf-1 (2.7%)
tuvieron la mas baja. Otros factores de virulencia tuvieron la siguiente
distribucion: chuA, 49.1%; papC, 42.7%; kpsMTII,37.3%; vat, 20%; yfcV, 20%;
sfaS 10%, and hlyA, 9.1%. Solo existi6 una diferencia significativa en la
distribucion de yfcV entre los aislados de hombres y mujeres (H:41.7% vs
M:14%).
El gen blactx-v fue encontrado en el 20.8% de las cepas de hombres y en el
10.5% de las cepas de mujeres.
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3.2 Antecedentes directos

En el laboratorio de Biologia Molecular de Enteropatdégenos se cuentan con
pocos estudios hechos sobre E. coli aislada de varones adultos y de la tercera
edad cursando con ITU.

Garcia en 2017, estudio 66 aislados del hospital regional del ISSSTE de la ciudad
de Puebla del afio 2010. De este cepario, el 35% (n=23) fueron aisladas de
varones y el 62% de mujeres. El rango de edad de los varones va desde 1 afio
a 89 afos. Los filogrupos mas prevalentes en el cepario son el A (33%) y el B2
(32%). Mientras que el filogrupo D, C, F, y B1 presentan una distribucién de 12%,
9%, 6%, y 3%, respectivamente. El 5% no son tipificables por medio del método
de Clermont et al., 2013.

Los genes de factores de virulencia hallados con mayor frecuencia en este
cepario fueron iucD (100%), fimH (91%) y vat (vatA+vatP) (92%). Y estuvieron
ausentes papA+papGll y papA+papGlll.

En el perfil de resistencia se evaluaron 24 antibiéticos de 10 familias diferentes
por medio del método de Kirby-Bauer y se interpretaron los resultados segun la
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2017). La mayoria de los
antibidticos presentaron resistencias 220% con excepcién de la fosfomicina
(9%), colistina (9%), netilmicina (3%) y ertapenem (0%).

El 97% de las cepas se catalogaron como multidrogo resistentes (MDR) y el 3%
como extremadamente resistentes (XDR), segun los criterios del Comité
Europeo sobre Pruebas de susceptibilidad Antimicrobiana (EUCAST, por sus
siglas en inglés) y el Centros para el Control y Prevencién de Enfermedades
(CDC, por sus siglas en inglés). El 24% de las cepas presentan el fenotipo de
produccion de betalactamasa de espectro extendido (BLEE).

Ixtepan en 2013, estudié un cepario proveniente del mismo hospital (ISSSTE) y
del mismo periodo de tiempo (2015-2016) pero aislado de pacientes femeninas
(n=51, rango de edad:21-86 afios). La resistencia 12 familias de antibi6ticos se
concentro en los B-lactamicos (92.2%) y las quinolonas (94.9%). El 90% de las
cepas fue MDR y el 10% XDR. El 23.5% del cepario present6 el fenotipo BLEE.
La formacion de biopelicula se realiz6 segun el método de Cristal Violeta
(O’Toole, 2011) y se clasificaron en formadoras y no formadoras de biopelicula
(85% vs 15%) segun los criterios de Crémet et al., 2013 y Tabasi et al., 2015
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Los genes mas frecuentes fueron fimH (96%) y iucD (65%) y el rango de factores
de virulencia fue de 1 a 9 genes en el 96% de las cepas. El gen vat estuvo
ausente.

Los genes de BLEEs més dominantes fueron blatem (66%) y blactx-m (25%). El

gen blasnv estuvo ausente.

4. Planteamiento del problema
Las ITU son la tercera causa de morbilidad nacional en varones en la edad adulta
y senil y el Estado de Puebla se posiciona en los primeros 10 estados con mayor
namero de caso en estos grupos de edad (SUIVE/DGE/Secretaria de
Salud/Estados Unidos Mexicanos, 2018). El agente causal mas comdn en las
ITU es E. coli. Los aislados de E. coli resistente a fluoroquinolonas, MDR y con
genes de resistencia a BLEEs han sido reportados con una alta frecuencia en
México en los ultimos afios (Sotomayor de Zavaleta et al., 2015). Ademasn, la
formacion de biopelicula tiene una importancia en la ITU causadas por
cateterismo (CAUTI) (Miryala et al., 2020). Esto, en conjunto, representa un

problema de salud publica estatal y nacional.

5. Objetivos

5.1 Objetivo general

Caracterizar la clasificacion filogenética, virulencia, resistencia antimicrobiana,
formacién de biopelicula, perfil plasmidico y la relacion estadistica entre estas
variables de aislados de E. coli de varones adultos y de la tercera edad con ITU

en la ciudad de Puebla.

5.2 Objetivos especificos

1. Clasificar a las cepas filogenéticamente.

2. Determinar la prevalencia de factores de virulencia e islas de
patogenicidad asociadas a EXPEC y el puntaje de virulencia.

3. Caracterizar el perfil de resistencia antimicrobiana y el puntaje de
resistencia antimicrobiana.

4. Buscar fenotipicamente la presencia de B-lactamasas de espectro
extendido.

27



5. Detectar la presencia de genes que codifican para -lactamasas de

espectro extendido.

6. Evaluar la formacion de biopelicula in vitro.

Caracterizar parcialmente el perfil plasmidico.

8. Analizar estadisticamente la relacion entre las variables

6. Material y métodos

6.1 Material biolégico

6.1.1 Cepas de E. coli aisladas de varones con ITU

Se usaron un total

de 24 aislados de E. coli de varones con ITU

derechohabientes del Hospital Regional “Puebla” del Instituto de Seguridad y

Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado (ISSSTE) en el periodo del

2015-2016. Las cepas se encuentran almacenadas en crioconservacion a -70°C.

6.1.2 Cepas control

Tabla 5. Cepas controles.

Cepa ‘ Caracteristicas

CFTO073 lucD*, vat*, sat*, hlyA*, papGlI*, fliC* y fimH*,
kpsMT-II*, PAI Icrro7s™ y PAI llcrroza®

J96 PAI l3e6* y PAI ll306*

059-1 vat*, sat*, papGlII*

GAG1 lucD*, sat*, hlyA*, fliC* y fimH*y cnf*, chuA*,
yjaA* y TspE4.C2*

E. coli K-12 MC4100 arpA*

EHEC/EDL Confirmacion del filogrupo E

C7206 Confirmacion del filogrupo C

E. coli ATCC 25922

Control positivo de ensayos de biopelicula y

de antibiogramas

058-I

traT* y perfil plasmidico

Pseudomonas aeruginosa

Control positivo para antibiogramas

C7225

blaoxa-1*y blacTx-m*

SA42

blashv*

1550

blarem*
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6.2 Estrategia de trabajo

U -2010
aisladas de varones

(n=24)

Crioconservacion (-70°C)

!

Siembra en agar/caldo LB

r

o 3
y
> Analisis estadishico de resultados *

6.3 Técnicas y procedimientos

6.3.1 Extraccion de DNA plasmidico y genomico
La metodologia de extraccion de DNA genomico y plasmidico se realiz6 por lisis

alcalina descrita en Green y Sambrook, 2012.

6.3.2 Identificacidon de grupos filogenéticos
Todos los grupos filogenéticos de E.coli sensu stricto (A, B2, C, Dy E) y un clado
criptico (clado I) fueron identificados usando una PCR cuadruplex para amplificar
los genes arpA, chuA, yjaA y el fragmentoTSPE4.C2; la segunday la tercer PCR
fueron para los filogrupos C (arpAgpE+) y E (trpAgpc+), respectivamente segun
la metodologia de Clermont et al., . El criterio para poder clasificar a las cepas

segun los genes amplificados mediante PCR se muestra en la tabla 6:
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Tabla 6. Criterios genotipicos de clasificacion filogenética.

Genotipo cuadruplex

chuA ‘ yiaA ‘ TspE4.C2 Filogrupo Siguiente paso

- + - - F

- + + - B2

- + + + B2

- + - + B2 Podria ser confirmado

+ - + - AoC Usar primer C-
especificos. Si  C+
entonces C, sino A.

+ + - - DoE Usar primer E-
especificos. Si E+,
entonces E, sino D.

+ + - + DoE Usar primer E-
especificos. Si  E+,
entonces E, sino D.

+ + + - E oclado | Usar primer E-
especificos. Si E-,
entonces clado .
Confirmar usando primer
de clado criptico.

- - + - Clado | o | Confirmar usando

Clado Il primers de clado criptico
- + - - Clado I, IV | Confirmar usando
oV primers de clado criptico

- - - + Desconocido | MLST

- - + + Desconocido | MLST

+ - + + Desconocido | MLST

+ + + + Desconocido | MLST

- - - - Desconocido | MLST

chuA =receptor hemo de membrana externa; arpA =regulador de acetil-CoA sintetasa;
tspE4C.2 = gen putativo de lipasa esterasa, yjaA = proteina de respuesta a estrés.

6.3.3 Deteccidn de genes de virulencia e islas de

patogenicidad

La deteccion de los 15 genes de virulencia y 4 islas de patogenicidad asociados

a EXPEC se llevo a cabo a través la reaccion en cadena de polimerasa (PCR)

segun las condiciones previamente establecidas en el grupo de trabajo

(Laboratorio de Biologia Molecular de Enteropatégenos).

Los factores de virulencia e islas de patogenicidad que se buscaron estan

detallados en la tabla 7.
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Tabla 7. Factores de urovirulencia que se identificaron por PCR en el
laboratorio. Pesos de cada gen, nombre y tipo de PCR en las que se
determinaron.

Factor de -
. . Codifica Control + Tm (C°)
virulencia
) Sintesis de
iucD 512 pb )
aerobactina
Toxina secretada
satA 384 pb
autotransportadora
_ , PCRM1 CFT703 57.7
fliC 304 pb Flagelina
Adhesina del extremo
fimH 210 pb distal de la fimbria tipo
1.
papGlll 562 pb Adhesina del pili
papGll 421 pb asociado a pielonefritis
vatA 330 pb Proteina
transportadora CFTO73+
vatP 226 pb _ PCRM2 61.4
vacuolizante. 059-1
Adhesina homoéloga
iha 150 pb IrgA receptora de
sideréfo
hylA 1280pb a-hemolisina
Toxina secretada
satP 880 pb
autotransportadora
PCRM3 GAG1 61.4
subunidad mayor
papA 641 pb fimbrial del pili
asociado a pielonefritis
PCR
kpsMT-II 578 pb Cépsulas del grupo 2 o CFTO073 61..4
individual
Lipoproteina de
membrana externa de PCR
traT 739 pb ) ) o 058-
resistencia al individual
complemento.
Factor necrosante - PCR
cnf-1 1286 pb o individual GAG1 61.4
citotoxico tipo 1 ’
hlyA, operén pap,
aerobactina, sat, iha,
PAl Icrrozz | 930 pb precursor Ag43,
kpsMT-II (capsulas del PCR dplex CFT073
grupo 1) 60.1
PAl licrrors | 400 PP Operon pap
PAI 11396 2.5kb hylA, pap
PCR dupl J96
PAI 1396 400 pb hylA, cnf-1 upiex
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6.3.4 Puntaje de virulencia
El puntaje de virulencia (PV) fue calculado por la suma de todos los genes de
virulencia detectados en cada cepa (excepto PAIs). Los genes pap (papA,
+papGll), sat (satA+ satP) y vat (vatA y vatP) fueron considerados como un solo
PV. Esta caracteristica molecular predice la virulencia experimental in vivo
(Johnson et al., 2006).

6.3.4 Determinacion del perfil de resistencia antimicrobiana
Se llevo a cabo por el método de Kirby—Bauer, evaluandose la resistencia a 24
antibioticos pertenecientes a 9 familias (aminoglucésidos, B-lactamicos,
quinolonas, nitrofuranos, fosfonatos, inhibidores de la via folato, fenicoles,
polimixinas y tetraciclinas) y 14 grupos (aminoglucésidos, penicilinas,
penicilinas+inhibidor, cefalosporinas de 1ra y 2da generacion (corto espectro),
cefalosporinas de 3ra y 4ta generacion (amplio espectro), monobactamicos,
carbapenémicos, quinolonas, nitrofuranos, fosfonatos, inhibidores de la via
folato, fenicoles, polimixinas y tetraciclinas).
Se sembraron 10 L del crioconservado en agar soya tripticaseina (TSA) a 37°C
toda la noche. Luego se tomé 1 colonia y se cultivo de 2 a 3 horas a 37 °C en
medio liquido tripticaseina hasta que se obtuvo una turbidez de McFarland de
0.5. Con un hisopo se realizdé una siembra masiva en agar Mueller-Hinton, se
dej6 secar y se colocaran los sensidiscos, se incubd por 18 hrs. a 37°C y se llevo
a cabo la lectura para ser clasificada segun los criterios del CLSI (Clinical
Laboratory Standars Institute, 2018).
Para la determinacion de perfiles de resistencia se usaron como control, las
cepas de referencia Escherichia coli ATCC25922 y Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 segun los criterios del CLSI (Clinical Laboratory Standars Institute,
2018).
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Figura 7. Distribucion de sensidiscos.
Rojo: 1 CRO (ceftriaxona), 2 CTX (cefotaxima), 3 CFZ (ceftazidima), 4 ATM (aztreonam), 5 FEP (cefepime),
6 AMC (amoxicilina/acido clavulanico). Verde: 1 C (cloranfenicol), 2 CFX (cefuroxima), 3 AN (&cido
nalidixico), 4 CIP (ciprofloxacina). Azul: 1 FOS (fosfomicina), 2 TC (tetraciclina), 3 COL (colistina), 4 ERT
(ertapenem). Morado: 1 GM (gentamicina), 2 NET (netilmicina) 3 OFX (ofloxacina), 4 TSX
(trimetoprim/sulfametoxazol) y Negro: 1 AM (ampicilina), 2 LVX (levofloxacina), 3 NF (nitrofurantoina), 4
NOR (norfloxacina), 5 CF (cefalotina).

6.3.7. Puntaje de resistencia
El puntaje de resistencia (PR) fue el nUmero de grupos antimicrobianos (de los
14 estudiados) a los cuales un aislado presentd resistencia a =21 antibi6tico

representativo de cada clase (Kudinha et al., 2013).

6.3.6 Clasificacion de la resistencia
Los 24 antibi6ticos evaluados correpondieron a 13 categorias antimicrobianas
del esquema publicado por Magiorakos et al., 2012 para la clasifacion de la
resistencia antimicrobiana en Enterobacterias segun lineamientos del CDC
(Centers for Disease Control an Prevention) y EUCAST (European Comitte on
Antimicrobial Suceptibility Testing) (Tabla 8). Las cepas se clasificaron en
NMDR: No multidrogo resistente (Resistencia en <2 grupos); MDR:
Multidrogoresistente (Resistencia a =1 antibidético en = 3 grupos); XDR:
Extremadamente resistente (Resistencia a 21 antibidtico en todas las categorias
excepto <2); PDR: Pandrogo resistente (Resistencia a todos los antibioticos

enlistados).
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Tabla 8. Esquema para la caslificacion de la resistencia antimicrobiana en
Enterobacterias

Categoria antimicrobiana Antibiético(s)
aminoglucésidos gentamicina, amikacina, netilmicina
carbapenémicos ertapenem

cefalosporinas de 1lra y 2da generacion cefuroxima

cefalosporinas de 3ra y 4ta generacion cefotaxima, ceftriaxona, ceftaxiddima,

cefepime
fluoroquinolonas ciprofoxacina
inhibidores de la via folato trimetroprim-sulfametoxazol
monobactamicos aztreonam
Penicilinas ampicilina

penicilinas + inhibidores de B-lactamicos | amoxicilina-acido clavulanico

Fenicoles cloranfenicol
Fosfonatos fosfomicina
Polimixinas colistina
Tetraciclinas tetraciclina

Modificado de: Magiorakos et al., 2012

6.3.5 Determinacion del fenotipo de produccion de BLEE

La deteccion del fenotipo BLEE se realizo a través del método del doble disco
como lo describen (Lezameta, Gonzales-Escalante, & Tamariz, 2010).

Las placas de agar Mueller Hinton fueron inoculadas con las cepas de estudio,
con una turbidez equivalente al tubo N.°0.5 de la escala de Mc Farland. Se colocé
un disco de AMC en el centro de la placa Petri con agar Mueller Hinton y
alrededor discos de CTX, FEP y CFZ, de manera opcional se analizaron los
discos de CRO y ATM (figura 7). La presencia de BLEE se manifestd por el
efecto sinérgico del inhibidor y los discos -efecto de huevo, cola de pez o balén

de futbol americano-.

6.3.7 Deteccion de genes asociados a betalactamasas
La deteccion de los genes blatem, blashy, blaoxa-1 y blactx-w se hizo a traves de
reacciones en cadena de polimerasa (PCR) individuales estandarizadas
previamente (Tabla 9).
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Tabla 9. Condiciones de las PCR para genes de produccion de f3-
lactamasas.

Tamarfo
del Referencia
producto

Cepa

Primers
control

blactxm | F:5 CGATGTGCAGTACCAGTAA 3’ 52°C | C7225 586 pb Batchelor et al,
R: 5 TTAGTGACCAGAATCAGCGG 3 2005

blaoxa1 | F: 5 ACA CCA TAC ATATCA ACT TCG C | 61°C | C7225 766 pb Brifias et al.,2003
3
R: 5 AGT GTG TTT AGA ATG GTG ATC 3

blasnv F: 5 CACTCAAGG ATGTATTGT G & 52°C | SA12 883 pb Pitout et al.,2003
R:5 TTAGCG TTG CCAGTG CTC G 3

blatem F: 5 ATT CTT GAA GAC GAAAGG GC 3 | 60°C | 1550 1209 pb Belaaouaj et
R: 5 ACG CTC AGT GGA ACG AAAAC 3 al.,1994

6.3.8 Ensayo de formacién de biopelicula en microplaca de
96 pozos

Se sembraron 5 ul de criovial en placas de LB de 10 ml. Posteriormente, se
incubo la placa por 24 hrs + 30 min. en 35-37°C. Luego se tomaron de 2 a 3
colonias bien aisladas y se resembraron en 3ml de caldo LB e incubaron durante
18 hrs £ 30 min. en 35-37°C. Se procedié a ajustar las cepas a una D.O. 600nm
de 1.0 (8x108). Se Diluy6 con caldo LB cuando fue necesario. Luego, se vertieron
10ul del cultivo en 990 ul de TSB en tubos Eppendorf (dilucion 1:100) y se
homogeneiz6 3 veces para colocar 200 ul de la suspensién en cada pozo de la
microplaca estéril (3 réplicas por cepa). Se incubd en estatico 24 hrs. a 35°C-
37°C. Posteriormente se medi6 en el lector de microplacas a 620nm. Se quit6 el
medio con punta por cepa (esquina del pozo, asi para todos). Se vertieron
lentamente 200 ul de agua tridestilada y se retiraron con pipeta muy lentamente
pegado a una esquina del pozo. (cambiar punta por cepa). Se repeti6 el proceso
2 veces. Se secO sacudiendo la microplaca dentro de la campana después de
cada paso de lavado. Se fij6 la biopelicula con 150 ul en cada de metanol en
cada pocillo y se dejo reposar 20 min. Se sacO sacudiendo y se dejo la
microplaca secarse de 15 a 20 minutos. Se vertieron 150 ul de cristal violeta por
cepa. (una punta para todas) y se dejo reposar por 20 min. Se tir6 el cristal violeta
con punta lentamente y se lavd con agua tridestilada 2 veces (poner agua en
cada réplica y quitar lentamente pegado a una esquina del pozo). Se dejo
reposar 15 min. y se vertieron 200 ul de acido acético al 33% por cepa y se dejo
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reposar 30 min. (Observar triplicado en el mismo tono). Se midi6 la D.O. a 595nm
y se registraron los datos. Posteriormente se analizaron los datos considerando
un punto de corte (D.O.c) representado por 3 x SD sobre la media de la D.O. de
los pozos con el control negativo (sin bacterias cultivadas). Las cepas fueron
clasificadas en las siguientes categorias: no productoras de biopelicula (D.O. <
D.O.c), productora débil de biopelicula, (D.O.c< D.O.< 2 x D.O.c), productora
moderada de biopelicula (2 x D.O.c < D.O. <4 x D.O.c) y productora fuerte de
biopelicula (4 x D.O.c < DO).

6.4 Analisis estadisticos

Todas las pruebas estadisticas fueron hechas utilizando el software R versién
3.6.1. La comparacion entre proporciones de las diferentes variables categoricas
fue evaluada usando la prueba de Fisher. La comparacion entre grupos fue
evaluada con pruebas paramétricas (t de Student) y no paramétricas (U de
Mann-Whitney), segun el caso. La prueba Shapiro-Wilks fue utilizada para saber
si los datos presentaban una distribucion Gaussiana. La correlacion entre los
grupos fue evaluada calculando el coeficiente de correlacion de Spearman.

Para todas las pruebas estadisticas, el valor de significancia fue de p<0.05.

7. Resultados

7.1 Analisis poblacional

Durante el periodo 2015-2016, se aislaron 24 cepas de E. coli de pacientes
varones con ITU derechohabientes del hospital regional del ISSSTE de la ciudad
de Puebla en el -periodo 2015-2016. La edad media de los pacientes fue de 71
anos (rango 46-91 afios). El 71% de los aislados fueron de varones de 60 y mas
afnos y 21% de varones de entre 45 y 59 afios (figura 8).
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Figura 8. Distribucion de la poblacion de estudio segln grupos de edad (n=24).
N/A: no hay datos.

7.2 Clasificacion filogenética

Para clasificar filogenéticamente a las cepas de E. coli estudiadas, se realizaron

las PCRs segun la metodologia previamente publicada por Clermont et al., 2013

(figura 9) Dando como resultado, 6 filogrupos: 5 filogrupos de E. coli sensu stricto

(A, B2, C, Dy E) y un clado criptico (clado I). Una cepa pertenecio a un clado

indeterminado (CI/Il). El filogrupo mas prevalente fue el B2 (60%, n=14) seguido

del filogrupo C (17%, n=4) y el A (9%, n=2). Los filogrupos D y E, asi como el

clado | e indeterminado (CI/CII) representaron el 4% (n=1) del cepario (figura 10).
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trpAgpC (219 pb)

Figura 9. Electroforesis en geles de agarosa (1%) para la Identificacion filogenética de

cepas de aislados de E. coli de varones con ITU.

A) Determinacién de los filogrupos B2, Clado I, A/C y D/E por PCR mutiplex amplificando arpA, chuA, yjaA y tspE4.C2.
M, 100 pb plus DNA Ladder; C+, GAG1+MC4100; 1, GAG1; 2, 102-I; 3, 126-1; 4, 129-I; 5, 130-I; 6,132-1; 7,144-1; 8,154-
I; 9,155-1; 10,159-1; 11,161-I; 12, 162-1; 13,167-l; 14,168-1;15,173-l; 16,174-l; C-, control negativo. B) PCR para
confirmacion del filogrupo E amplificando arpAgpE. M, 100 pb plus DNA Ladder; C+;, EHEC O157:H7 cepa EDL 933;
C+;,, C7204; 1, 102-I; 2, 103-1; 3, 108-1; 4, 110-I; 5, 115-I; 6, 117-1 y C-, control negativo. C) PCR para confirmacién del
filogrupo C amplificando trpAgpC. M, 100 pb plus DNA Ladder; C+, C7206; 1, 117-l; 2, 125-1; 3, 132-I; 4, 144-I; 5, 155-1;
6, 174-I; C-, control negativo.

ci/cu
4%

B2
60%

17%

Figura 10. Distribucién de Grupos Filogenéticos en aislados de E. coli de varones con ITU
determinadas por PCR (n=24).

7.3 Caracteristicas de virulencia asociadas a EXPEC

Para identificar la presencia de 15 genes de virulencia y 4 islas de patogenicidad
(PAls) asociados a las cepas tipo de EXPEC CFT073 y J96, se llevaron a cabo
cinco PCR multiplex y tres PCR individuales, previamente estandarizadas en el
grupo de trabajo. En la figura 11 se muestran algunas fotografias representativas

de las electroforesis llevadas a cabo para cumplir este objetivo.
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Figura 11. Electroforesis en geles de agarosa (1%) para la identificaciéon de genes de

virulencia asociados a EXPEC e islas de patogenicidad.

A) PCR multiplex 1. M, 100 pb plus DNA Ladder; C+, CFT073; C-, control negativo, 1, 102-I; 2, 103-I; 3, 108-l. B) PCR
multiplex 2. M, 100 pb plus DNA Ladder; C+, CFT073+059I, C-, control negative; 1, 102-1; 2, 103-I; 3, 108-I; 4, 110-I; 5,
115-1. C) PCR mudiltiplex 3. M, 100 pb plus DNA Ladder; C+, GAG1; C-, control negativo; 1, 128-I; 2, 129-l. D) PCR
individual cnf-1. M, 100 pb plus DNA Ladder; C+, GAG1; C-, control negativo, 1, 102-l, 2, 103-I; carril 3, 108-I; 4, 110-I;
5, 115-1. E) PCR individual kpsMT-II. M, 100 pb plus DNA Ladder; C+: CFT073, C-: control negativo, 1, 103-I; 2, 108-I; 3,
110-1. F) PCR individual traT. M, 100 pb plus DNA Ladder; 1, 117-1; 2, 118-1; 3, 132-I; 4, 162-I; 5, 168-I; 6, 174-I; C+, 059,
C-, control negativo. G) PCR duplex islas de patogenicidad PAI | crro73 Y Il crrozs- M, 100 pb plus DNA Ladder; C+, CFT073,
1,108-l; 2, 110-1; 3, 115-1; 4, 126-I; 5, 127-1; 6, 128-1; C-, mezcla sin DNA. H) PCR duplex islas de patogenicidad PAI | jo6
y 1l 396. M, 100 pb plus DNA Ladder; C-, control negativo; 1, 159-I; 2, 161-I; 3, 162-I; 4, 167-1; 5, 168-1; 6, 173-I; 7, 174-I;
C+:J96

Los genes mas frecuentes fueron fimH e iucD (92% y 88%, respectivamente)
encontrados en un porcentaje significativamente alto con respecto a otros genes
de virulencia (iucD vs papAy satA, p<0.05; vs otros genes de virulencia, p<0.01).
Los genes papGll, fliC y la PAI ligs estuvieron ausentes. Al menos dos factores
de virulencia de cada categoria de virulencia (adherencia y movilidad, captacion
de hierro, citotoxicidad y evasion de la respuesta inmune) y tres PAls (PAI | crro73,

PAI Il crro73 y PAI 1l396) fueron identificados en al menos el 30% del cepario (figura
12).
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Figura 12. Genes de virulencia y PAIls presentes en aislados de E. coli de varones con ITU
(n=24).

Los 15 genes de virulencia y 4 islas de patogenicidad fueron identificados por PCR. fimH= adhesina de la fimbria tipo 1;
pap(papA+papGll)=, subunidad mayor fimbrial del pili asociado a pielonefritis y alelo 2 de la adhesina; papA+papGlll=
subunidad mayor fimbrial del pili asociado a pielonefritis y alelo 3 de la adhesina; fliC, flagelina; iha, adhesina homéloga
IrgA receptora de sideréfo; iucD, aerobactina; sat, toxina autotransportadora secretada; vat, toxina autotransportadora
vacuolizante; hlyA, hemolisina; cnf-1, factor de necrosis citotoxico-1, traT=proteina de resistencia al complemento;
kpsMT-lI=sintesis de la capsula del grupo 2. PAI Icero7s, ISla de patogenicidad | de la cepa CFT073; PAI llcrrors: ISla de
patogenicidad Il de la cepa CFT073; PAI |0, ISla de patogenicidad | de la cepa J96; PAI llg, Isla de Patogenicidad Il de
la cepa J96. Cada categoria esta indicada en el eje de la las abscisas.

Dado que los genes asociados a toxinas (sat y vat) son muy grandes para una
PCR multiplex, se amplificaron en sus subunidades autotransportadoras (satA y
vatA) y sus subunidades proteasa (satP y vatP). También, se amplificaron 3
subunidades diferentes de los genes pap, a saber: la proteina mayor de la pilina
(papA), el alelo Il de la adhesina (papGll) y el alelo Il (papGllil). En la figura 13.
se muestra la distribucion de genes papA, papGll, papGlll, satA, satP, vatA y

vatP.
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Figura 13. Distribucion de los genes papGll, papGlll, papA, satA, satP, vatA y vatP en
aislados de E. coli de varones con ITU (n=24).

Ademas, se obtuvo un perfil de las PAls identificadas. Las cepas que presentaron
las combinaciones: (PAI Icrro7s + PAI licrro73) y (PAI lcrrozs+ PAI llcrrozs + PAI
lla96) y la ausencia de PAls se presentaron en practicamente (30% - 33%). La
PAI Il crro7s sin ir acompaiado de alguna otra PAI, se encontro solamente en una
cepa (174-1). Las PAI Icrro73 y PAI llsgs sin ir acompafada de alguna otra PAI
estuvieron ausentes (tabla 10). Interesantemente, 13 de las 15 cepas con los
perfiles (PAI Icrro7s+ PAI licrro73) Yy (PAIl lcrrors+ PAI llcrrozst PAI lage)
pertenecieron al filogrupo B2 con excepcién de las cepas 108-1y 127-1 (Filogrupo

E y clado indeterminado, respectivamente) (ver tabla 27 en Anexos).

Tabla 10. Perfil de las PAIs en aislados de E. coli de varones con ITU.
No. De

Perfil PAI cepas (%) ID
Ninguna PAI 8(33.3) (102-I, 117-1,125-1,132-1,144-1,154-1,155-1,174-I
PAI | crro73 0 n/a
PAI Il cFro73 1(4.0) 173-1
PAI lj96 0 n/a
PAI Il j06 0 n/a

103-1, 108-1, 110-1, 118-1, 126-1, 127-1, 130-
PAI | crro73+PAI | crro7s3 8(33.3) [,159-I
PAI'l crro73+PAl Il crrozs +
PAI Il;06 7(30.0) 115-1,128-1,129-1,161-1,162-1,167-1,168-I
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Tabla 11. Relacion entre factores de virulencia'y PAIs en aislados de E.

coli de varones con ITU (n=24).

genes de

virulencia

PAI'l CTO73

Islas de patogenicidad No (%)

PAI Il CFTO73

PAI I J96

PAI 11 J96

(n=15) (n=16) (n=0) (n=7)
fimH 15 (100%) 16 (100%) 0 (0%) 7 (100%) | 22 (92%)
pap 13 (87%) * 13 (81.2%) * 0 (0%) 7 (100%) *| 13 (54%)
fliC 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0(0%) 0 (0%)
Iha 13(87%) * 13 (81.2%) * 0 (0%) 7 (100%) * | 15(65.5%)
iucD 15 (100%) 16 (100%) 0 (0%) 7 (100%) | 21(87.5%)
sat 11 (73.3%) * 11 (68.75%) * 0 (0%) 6 (85.7%)| 12(50%)
vat 1 (7%) 1 (6.25%) 0 (0%) 0(0%) 3 (12%)
hylA 7 (46.6%) * 7 (43.75%) 0 (0%) 7(100%) *| 7 (30%)
cnf-1 7 (46.6%) * 7 (43.75%) 0 (0%) 7(100%) *| 7 (30%)
traT 10 (67%) 11 (68.75%) 0 (0%) 6 (85.7%) | 15 (63%)
KpsMT-II 12 (80%) * 13 (81.2%) * 0 (0%) 6 (85.7%)| 14 (58%)

*= Valor estadisticamente significativo (p<0.05), Prueba de Fisher.

Se hizo una prueba de Fisher (p<0.05) para saber si habia o no alguna relacién

estadisticamente significativa entre los factores de virulencia y las PAls como las

reportadas por Lloyd et al., 2007 y Oelschlaeger et al., 2002 (ver tabla 3).

Existieron relacién estadisticamente significativa entre los genes pap, iha, sat,

hlyA cnf-1, kpsMT-1l y la PAI Iceroz3, @si como en los genes pap, iha, sat, kpsMT-

II'y la PAI Il crro73; también, entre pap, iha, hlyA y cnf-1 y la PAI llye6 (tabla 11).

Calculamos tambien el puntaje de virulencia (ver Materiales y Métodos) ya que

predice la virulencia experimental in vivo y tambien para poder realizar analisis

estadisticos de esta variable. El PV maximo fue de 10 y el minimo de 1. La media

fue de 6 * 2.8. El puntaje de virulencia mas frecuente fue el de 3y 9 presentes

en 6 y 4 cepas, respectivamente (figural4).
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Figura 14. Distribucién de los puntajes de virulencia en aislados de E. coli de varones con ITU
(n=24).

En cuanto a la diversidad de la virulencia, se presentaron 22 perfiles de virulencia
diferentes, uno de ellos fue compartido por dos cepas pertenecientes al filogrupo
B2 (162-1y 167-1) (Tabla 12). Dicho virotipo contiene los siguientes genes y PAIs:
fimH, papGll, papA, iucD, iha, satA, satP, hlyA, cnf-1, traT y kpsMIl, PAIs: I 'y 1l
de CFT073 vy Il de J96 con un puntaje de virulencia de 9.

Tabla 12. Virotipo y perfil PAl comun en dos aislados de E. coli de varones
con ITU (n=24).

Virotipo y perfil PAI PV Filogrupo
162-1| fimH, papGll, papA, iucD, iha, satA, satP, hlyA, cnf-1, traT, kpsMill, 9 B2
167-1 PAls: | CFTO73, Il CFT073 y Il 196

44



7.4 Resistencia antimicrobiana

Se realizaron antibiogramas por el método de Kirby-Bauer para caracterizar la

resistencia antimicrobiana a 24 antibidticos de 14 grupos y se interpretaron bajo

los lineamientos del CLSI, 2018.

Las cepas muestraron mayor resistencia antimicrobiana hacia las quinolonas y a

los B-lactamicos (100% y 90%, respectivamente) que a los aminoglucésidos

(50%) y otras familias de antibiéticos como los nitrofuranos, fosfonatos, sulfas,

fenicoles, polimixinas y tetraciclinas (figura 15).
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Figura 15. Resistencia antimicrobiana por familia de antibiético en aislados de E. coli de

varones con ITU (n=24).
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En la figura 16 se muestra la distribucion de la sensibilidad y resistencia a los 24
antibiéticos pertenecientes a 15 grupos. La prevalencia en la resistencia fue
desde 4% (fosfomicina) hasta el 100% (acido nalidixico, ciprofloxacina,
ofloxacina, norfloxacina y levofloxacina, etc.). La resistencia a fosfomicina solo
se presentd en la cepa 154-1, perteneciente al filogrupo D y con un perfil
extremadamente resistente (XDR). Por lo tanto, el antibi6tico al que presentd
mayor sensibilidad el cepario fue la fosfomicina.

El nimero de patrones de resistencia diferentes fueron 22 y 1 compartido por
dos cepas del filogrupo B2, con un puntaje de resistencia de 9, respectivamente
(tabla 13).

Tabla 13. Resistotipo comun en dos aislados de E. coli de varones con
ITU (n=24).

Resistotipo Puntaje de

Filogrupo

129-1

130-I

Resistencia

GM, AMP, CF, CFX, CFZ, CTX, CRO, FEP, ATM, AMC, AN, CIP, OFX, NOR, LVX, TSX, TE 9

B2

Calculamos el puntaje de resistencia (ver materiales y métodos) para poder
estimar cuantitativamente el grado de resistencia de cada cepa y posteriormente
hacer analisis estadisticos cuantitativos. La media de los puntajes de resistencia

en el cepario fue de 10 (rango:6-13) (figura 17).

7

6

4
3
2
W N
6 7 8 9 10 11 12 13

Puntaje de Resistencia

Numero de cepas

Figura 17. Distribucion de los puntajes de resistencia en aislados de E. coli de varones
con ITU (n=24).
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Para caracterizar los patrones de resistencia de una forma cualitativa se
siguieron los lineamientos publicados por Magiorakos et al., 2012. (ver materiales
y métodos). El 70% (n=19) de las cepas tuvieron un patron de resistencia MDR

y el 30% (n=5) mostrd un patrén XDR (figura 18).

Figura 18. Porcentaje en aislados de E. coli de varones con ITU con fenotipo MDR/XDR

segun los criterios del CDC y EUCAST.
(Magiorakos et al., 2012). MDR: Multidrogo resistente. XDR: Extremadamente resistente.

La identificacion del fenotipo de produccion de B-lactamasas de espectro
extendido (BLEES) se realizé mediante el método de difusion en doble disco. El
33% (n=8) del cepario presento el fenotipo de produccion de BLEEs (figura 19).
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Figura 19. Identificacion del fenotipo BLEE* por el método de difusion de doble disco en

aislados de E. coli de varones con ITU (n=24).
A) Foto representativa de identificacion del fenotipo BLEE* CFZ = ceftazidima; CTX = cefotaxima;
CRO = ceftriaxona, FEP = cefepime; ATM = aztreonam; B) Porcentaje de cepas con fenotipos

BLEE*/BLEE-.
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bla

CTX-M

(586 pb)

En la figura 20 se presentan fotografias de los geles de agarosa representativos
de los amplificados de las PCR de los genes de produccion de B-lactamasas.
La identificacion de los genes de produccion de B-lactamasas (blacTx-m, blatem,
blaoxa-1, blashv) se hizo mediante 4 PCR individuales. La frecuencia de los genes
fue desde 0% (blasw) hasta 80% (blacrxw) (figura 21).

B)

M C+ C- 1 2 345

blag,,,
(883 pb) blaye,,
(1209 pb)
bIaOXA-l
(766 pb)

Figura 20. Geles representativos para la identificacion de genes de producciéon de B-

lactamasas.

A) Gel de agarosa a 1% representativo de la PCR de blasyy (750pb). M: 100 pb plus DNA Ladder; C+, SA42; 1,102-1;
2,103-l; 3,108-I; C-, control negativo B) Gel de agarosa al 1% representativo de la PCR blarem (1209 pb). M: 100 pb
plus DNA Ladder; C+, 1550, C-, control negative; 1, 102-l; 2,103-1; 3, 108-1; 4, 110-1; 5, 115-1. C) Gel de agarosa al
1% representativo de la PCR blacrx.m (586 pb). M, 100 pb plus DNA Ladder; C+, C7225; C-, control negativo, 1, 102-
I; 2, 103-I; 3, 108-I. D) Gel de agarosa al 1% representativo de la PCR blaoxa-1 (766 pb). M, 100 pb plus DNA Ladder;
C+, C7225; C-: control negative, 1, 102-I; 2, 103-I; 3, 108-I; 4, 110-I.
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Figura 21.Distribucion de los genes bla en las cepas de E. coli aisladas de varones con
ITU (n=24).

Tabla 14. Perfiles de genes bla en las cepas de E. coli aisladas de varones
con ITU.

Perfil genes bla No. cepas (%) ID
- 2 (8.3) 102-1y 127-|
blaoxa-1 3(12.5) 118-1, 130-1'y 132-I
blacTx-m 15 (62.5) 103-1, 117-1, 125-1, 126-I,

128-1, 129-1, 144-1, 154-1,
155-1, 1591, 162-I, 167-I,
168-I, 173-1y 174-|
blacTx-m, blaoxa-1 3 (12.5) 108-1, 110-1y 161-I
blactx-m, blatem, blaoxa-1 1(4) 115-|

En cuanto a la diversidad de perfiles de genes bla se encontraron 4 perfiles
diferentes. El perfil mas frecuente (62.5%) fue blacTx-m (tabla 14).

El andlisis de perfil de sustrato de las cepas BLEE* mostré actividad hidrolitica
para ceftriaxona (CRO), cefepime (FEP), cefotaxima (CTX) y aztreonam (ATM).
Se compartieron 2 pares de perfiles de sustrato y de genes bla entre las cepas
BLEE+ (tabla 15).
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Tabla 15. Perfil de sustrato y de genes bla en aislados BLEE" de E. coli de
varones con ITU (n=24).

Cepas BLEE" Perfil de sustrato Perfil de genes bla

108-I ATM, CTX | blacrxm, bla

OXA-1
110-1 FEP, ATM blacrxw, bla

OXA-1
115-1 CRO, FEP, ATM, CTX | blacrxw- bla__  bla

y TEM, OXA-1

118-1 FEP, ATM, CTX
126-1 CRO, FEP, ATM, CTX | blacrxm
155-1 CRO, FEP, ATM, CTX | blacrxm
167-1 FEP blacrxw
173-1 FEP blacrxwm

Tabla 16. Perfil de genes bla en asilados BLEE—de E. coli de varones con
ITU (n=24).

Cepas BLEE- ‘ Perfil de genes bla ‘

102-1 -

103-I blacTx-wm

117-1 blacTx-wm

125-1 blacTx-wm

127-1 -

128-1 blactx-m

129-1 blactx-m

130-1 blactx-m

132-| blactx-m

144-1 blactx.m

154-1 blacTx-m

159-1 blacTx-m

161-I blacTx-m, bIaOXA_1
162-1 blacTx-wm

168-1 blacTx-wm

174-1 blacTx-wm

Como se puede apreciar, una cepa BLEE* posey6 un perfil de genes bla (cepa
115-1) que fue Unico entre las cepas BLEE*y BLEE (tablas 15y 16).

52



7.5 Formacién de biopelicula in vitro

Para determinar si las cepas asiladas de pacientes varones tienen la capacidad
de formar biopelicula in vitro se siguié la metodologia de cristal violeta (Ver
materiales y métodos). Encontrando que la capacidad para formar biopelicula
varié considerablemente (rango D.O. (sesnm):0.3-2.4). La media de biomasa de
biopelicula formada en el cepario fue de 0.8+0.45.

Segun la cantidad de biopelicula formada las cepas fueron clasificadas en
diferentes categorias acorde con Stepanovic et.al., 2009. El 96% (n=23) de las
cepas son productoras de biopelicula con excepcion de una cepa (174-1) (tabla
17).

La distribucion de los valores de D.O. (sesnm) de biomasa de biopelicula se
muestra en la figura 22.

3.0

27

[ ~
i B
L

-
©

Biomasa de biopelicula (DO 595 nm)
e N @

e
o

o
w

0.0

Cepario

Figura 22. Distribuciéon de la formacién de biomasa de biopelicula (D.O.s9snm) €n asilados
de E. coli de varones con ITU (n=24).

Cada punto es el promedio de tres experimentos independientes con 3 réplicas de cada cepa por experimento (n=9). La
barra indica la mediana con rango intercuartil. La habilidad de formar biopelicula en poliestireno fue evaluada

espectrofotométricamente utilizando la tincién cristal violeta. La linea punteada indica el punto de corte para las cepas
formadoras de biopelicula.
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Tabla 17. Categorias de formacién de biopelicula de aislados de E. coli de
varones con ITU (n=24).

Categoria de formacion de

No. cepas (%)

biopelicula

Formadora de biopelicula 23 (96%)
Formadora Fuerte 1 (4%) 132-1
102-I, 110-1, 117-I, 129-
Formadora Moderada 7 (30%) 1. 130-1, 144-1
103-1, 108-1, 115-1, 118-
[, 126-1, 127-I, 128-I,
Formadora Débil 15 (63%) | 154-1, 155-I, 159-1, 161-
[, 162-1, 167-I, 168-I,
173-I
No formadora 1 (4%) 174-1

La mayoria de las cepas productoras de biopelicula fueron productoras débiles,
seguidas de las productoras moderadas de biopelicula (63% vs 30%; p<0.05).
La Unica cepa clasificada como formadora fuerte fue la cepa 132-1, perteneciente
al filogrupo A (D.O.sgsnm media:2.4).

7.6 Analisis de perfil plasmidico

Para analizar el perfil plasmidico del cepario se extrajo el DNA plasmidico
mediante lisis alcalina (ver material y métodos) y se realiz6 un corrimiento
electroforético en agarosa al 0.7% para visualizar las bandas plasmidicas de
cada cepa (figura 23).

El 60% del cepario (n=14) presentd al menos una banda plasmidica (figura 24).
Las cepas con bandas plasmidicas tuvieron en promedio 2 bandas (rango: 1 a 5
bandas) y la mayoria de estas present6 de 1 a 3 bandas plasmidicas. Las bandas

con pesos de 1 Kb y de >10 Kb fueron las mas frecuentes (figura 25).
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059-1 102 103 110 #

Figura 23. Electroforesis en geles de agarosa (0.7%) para perfil plasmidico de los

aislados de E. coli de varones con ITU (n=24).
M: 1kb DNA Ladder.

Figura 24. Porcentajes de cepas con bandas y sin bandas plasmidicas de los aislados de

E. coli de varones con ITU (n=24).
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Figura 25. Distribucion del tamafio de aproximado de plasmidos en los aislados de E.
coli aislada de varones con ITU con bandas plasmidicas (n=14).
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7.7 Asociacion entre variables

7.7.1 Virulencia y Filogrupos

Para investigar si existian diferencias estadisticamente significativas entre la
virulencia de cada filogrupo, se calcularon los puntajes de virulencia de cada
filogrupo y se compararon las medianas de estos puntajes utilizando la prueba
de U de Mann-Whitney (p<0.05) dado que no se presentd distribucién normal en
las variables (Prueba Shapiro-Wilk, a <0.05).

La mediana del puntaje de virulencia y rangos (segun el caso) para los distintos
filogrupos fueron: filogrupo B2: [Me=7.7 ( rango:3-10)], filogrupo D: (7), filogrupo
A: [Me=3 (rango: 1-5)], clado I: (5), filogrupo C: [Me=2.5 (rango: 2-3)], filogrupo
E: (3) y clado CII/CI: (3). Al comparar las medianas de los filogrupos B2 con los
filogrupos A, y C se encontraron diferencias significativas (figura 26). El filogrupo
B2 estuvo asociado significativamente con un mayor puntaje de virulencia con

respecto los grupos Ay C.
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Figura 26. Distribucion de los puntajes de virulencia por filogrupo.

Los resultados estan mostrados en diagramas de cajas y alambres, mostrando la mediana con rangos intercuartiles.
*p<0.05, prueba U de Mann-Whitney. A (n=2), B2 (n=14), C (n=4), D (n=1), E (n=1), CI (n=1) y CI/CII (n=1).
También se compararon las prevalencias de cada gen de virulencia e isla de
patogenicidad distribuida entre los diferentes grupos filogenéticos con n>1 (A vs
B2, B2 vs Cy A vs C) utilizando la prueba de Fisher (p<0.05). Esto para conocer
si existia alguna asociacion estadisticamente significativa entre las variables.
Los resultados estan resumidos en la tabla 18.

Los genes papA, papGll e iha y la PAI Icrrozs y PAI llcrro7s estuvieron asociados
al filogrupo B2 con respecto al Ay al C.
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Tabla 18. Distribucién de los factores de virulencia por filogrupo.

B ‘ No. (% de cepas) valor p
virulencia Total | A B2 E cli/ci
(n=24) (n=2) (n=14) |C(n=4) D(n=1) (n=1) (n=1) B2VsA B2vs.C
22 1 14 1 1 1 1
fimH (92.0) |(50.0) [(100.0) |3 (75.0) |(100.0) |(100.0) |(100.0) |(100.0) NS NS
13 13 p<0.05| p<0.01
pap (55.0) |0 (92.8) |0 0 0 0 0
flic 0 0 0 0 0 0 0 0 NS NS
13 1 p<0.05| p<0.01
iha 15(63) | 0 (92.8) |0 (100.0) |0 0 0
1 14 1 1 1
iucD 21 (88) | (50.0) |(100.0) |3 (75.0) |(100.0) |0 (100.0) |(100.0) NS NS
12 1 11
sat (50) | (50.0) |[(78.5) |0 0 0 0 0 NS p<0.01
3 1
vat (12) |0 (14.0)  [1(25.0) | 1(100) |O 0 0 NS NS
7 7
hylA (30) |0 (50.0) |0 0 0 0 0 NS NS
7 7
cnf-1 (30) |0 (50.0) |0 0 0 0 0 NS NS
1 9 1 1 1
traT 15 (63) | (50.0) | (64.3) |1(25.0) |(100.0) |(100.0) |(100.0) |0 NS NS
11 1 1 1
kpsMT-II |14 (58) |0 (78.5) |0 (100.0) |(100.0) |(100.0) |0 NS p<0.01
PAI I 13 1 1
CFT073 15 (63) | 0 (92.8) 0 0 (100.0) |0 (100.0) p<0.05| p<0.01
PAI Il 13 1 1 1
<0. <0.01
CFT073 16 (67) | 0 (92.8) |0 0 (100.0) |(100.0) |(100.0) p<0.05p<0.0
PAI1J96 |0 0 0 0 0 0 0 0 NS NS
7 7
PAII1J96 |(30) |0 (50.0) |0 0 0 0 0 NS NS

15 factores de virulencia y 4 islas de patogenicidad fueron identificados mediante PCR.
Los grupos filogenéticos fueron identificados utilizando la metodologia descrita en
Clermont et al.,2013. Los valores en negritas son estadisticamente significativos
(p<0.05), prueba de Fisher. NS: diferencia no significativa (p>0.05).

7.7.2 Resistencia antimicrobianay filogrupos
Para investigar si habia diferencias estadisticas significativas entre la resistencia
antimicrobiana y la clasificacion filogenética se calcularon los puntajes de
resistencia de cada filogrupo y se compararon las medianas utilizando la prueba
de U de Mann-Whitney (p<0.05), dado que no se presentd distribucion normal

en las variables (Prueba Shapiro-Wilk, a <0.05).
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La distribucion de los puntajes de resistencia por filogrupo se muestran en la
figura 27. La mediana (Me) del PR y rangos (segun el caso) para los distintos
filogrupos fue de: A: Me=8.5 (rango: 8-9), B2: Me =10 (rango: 6-12), C: Me =9.5
(rango: 8-13), D=13, E=11, CI=11y CI/ClI=12. Al comparar las medianas entre
los filogrupos A, B2 y C no se encontro alguna diferencia significativa (Prueba U
de Man-Whitney, p<0.05).

12 13
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|
|
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9 10
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~ — o]
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A B2 C D E Cl CI_Cll

Filogrupos
Figura 27.Distribucion de los puntajes de resistencia por filogrupo.

Los resultados estan mostrados en diagramas de cajas y alambres, mostrando la mediana con rangos intercuartiles.
*p<0.05, prueba U de Mann-Whitney.

También se compararon las frecuencias de la resistencia a cada antibiotico,
cepas BLEE" y de los perfiles MDR/XDR distribuidos en los filogrupos con n>1
(Avs B2, B2 vs Cy A vs C) utilizando la prueba exacta de Fisher (p<0.05) para
conocer si existian asociaciones estadisticamente significativas entre estas

variables. Los resultados estan resumidos en la tabla 19.
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Tabla 19. Distribucién de la resistencia antimicrobianay por filogrupo.

Antibiético o No. (%) cepas resistentes valor p
algun otro

g,asgo A(h=2) B2 (n=14) C(n=4) D(=1)  E(n=1) Cl(n=1) ClCli(n=1) B2vsA B2vsC
Amikacina 12 (50) 0 7(50) 1(33) 1(100)|  1(200)| 1(200)|  1(100) NS NS
Gentamicina | 18 (79) 2(100) 12(86) 1(33) 1(100)|  1(100) 0 1(100) NS| p<0.05
Netilmicina | 8 (29 o| 4286 1(33) 0 0 ol 1000 NS NS
Ampicilina 24(100) | 500y  14(100)|  4(100) 1(100)|  1(100)| 1(100) 1(100) NS NS
Cefalotina 24(100) | 5a100)|  14(100)|  4(100) 1(100)|  1(100)| 1(100) 1(100) NS NS
Cefuroxima |23 (96) 2100)|  13(92.8)|  4(100) 1(100)|  1(200)| 1(100) 1(100) NS NS
Ceftazidima |24 (@00) | 2100)|  14(100)|  4(100) 1(100)|  1(100)| 1(100) 1(100) NS NS
Cefotaxima | 21 (88.) 1(50) 12(86)|  4(100) 1(100)|  1(200)| 1(100) 1(100) NS NS
Ceftriaxona | 24 (100) 1(50) 12(86) 3(75) 1(100)|  1(100)| 1(100) 1(100) NS NS
Cefepime 19 (80) 0 12(86) 3(75) 1(100)|  1(200)| 1(100) 1(100) NS NS
Aztreonam 20 (83) 1(50) 12(86) 3(75) 1(100)|  1(200)| 1(100) 1(100) NS NS
Ertapenem 15(63) 0 8(57.1)|  4(100) 1(100)|  1(100) ol 10200 NS NS
Amoxicilina/ac. |22 (92)
Clavulanico 2(100) 12(86)|  4(100) 1(100)|  1(200)| 1(200)|  1(100) NS NS
Ac. Nalidixico |24 (@99) | >(100)|  14(200)|  4(100) 1100)|  1(100)| 1(100) 1(100) NS NS
Ciprofloxacina |24 @00 | 5100)|  14(100)|  4(100) 1(100)|  1(200)| 1(100) 1(100) NS NS
Ofloxacina 24(100) | 500y  14¢100)|  4(100) 1(100)|  1(100)| 1(100) 1(100) NS NS
Norfloxacina | 24199 | 2100)|  14(200)|  4(100) 1(100)|  1(200)| 1(100) 1(100) NS NS
Levofloxacina | 24100 | 5a100y|  14(100)|  4(100) 1(100)|  1(200)| 1(100) 1(100) NS NS
Nitrofurantorina | > (41) 0 3(21.4) 1(33) 0 ol 1(100) 0 NS NS
Fosfomicina |+ 0 0 0 1(100) 0 0 0 NS NS
Trimetoprim 19 (80)
sulfa 1(50) 1071)|  4(100) 1(100)|  1(200)| 1(200)|  1(100) NS NS
Cloranfenicol |8 (33) 0 1(7) 3(75) 1(100)|  1(200)| 1(100) 1(100) NS NS
Colistina 7 (30) 1(50) 3(21) 1(33) 1(100) 0 0 1(100) NS NS
Tetraciclina | 20 (86) 2(100) 12(86) 2(50) 1(100)|  1(100)| 1(100) 1(100) NS NS
BLEE* 8(39) 1(50) 5(37.5) 0 0| 1(100)| 1(100) 0 NS NS
MDR 17(70.0) | 2a00)|  11(79) 3(75) 0 0| 1(100) 1(100) NS NS
XDR 7(30.0) 0 3(21) 1(25) 1(100)|  1(100) 0 0 NS NS

La susceptibilidad antimicrobiana fue evaluada mediante el método de Kirby-Bauer, e interpretada segun los lineamientos
del CLSI, 2018. El fenotipo BLEE"* fue descrito seguin el método de doble disco. Los filogrupos fueron identificados
utilizando la metodologia descrita en Clermont et al., 2013. MDR: Multidrogo resistentes. XDR: extremadamente
resistentes. Los valores en negritas son estadisticamente significativos (p<0.05), prueba de Fisher.

Solo la frecuencia de la resistencia a gentamicina estuvo significativamente
asociada a las cepas del filogrupo B2 con respecto a las del C.

Hubo un porcentaje considerable de cepas resistentes a cloranfenicol
pertenecientes al filogrupo C con respecto al B2 y A.

La cepa del filogrupo D fue la Unica que poseyo resistencia a fosfomicina.

Los resultados de la prueba de Fisher al comparar las frecuencias de los genes
bla (blacTx-m, blatem, blaoxa-1, blastv) estdn resumidos en la tabla 20. No existio
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alguna asociacion estadisticamente significativa (p<0.05) entre las variables. Se
destaca que el gen blactx-m fue el mas distribuido entre los filogrupos y que el

clado indeterminado no poseyo ningun gen bla.

Tabla 20. Distribucion de los genes de resistencia bla por filogrupo.

No. (%) cepas resistentes valor p
A B2 C D ‘ E ‘ Cl cl/ci
(n=2) (n=14) (n=4) (n=1) (n=1) (n=1) (n=1) B2vs A B2vs C
blasuy 0 0 0 0 0 0 0 - - -
blarem 0 1(7.1) 0 0 0 0 0 NS NS NS
blacrxm |1 (50) 10(71) |4 (100) 1(100) 1(100) 1(100) |0 NS NS NS
blaoxa1 |1 (50) 5(36) 0 0 1(100.0) |0 0 NS NS NS

Los genes de resistencia bla fueron identificados mediante PCRs individuales. Los filogrupos fueron identificados
utilizando la metodologia descrita en Clermont et al., 2013.

7.7.3 Resistencia antimicrobiana y virulencia
Para buscar alguna correlacion entre la resistencia y la virulencia se hizo un
analisis de correlacion lineal de Spearman (p<0.05) dado que los resultados no
presentaron distribucion normal (Prueba Shapiro-Wilks, a <0.05). Los resultados

del analisis se muestran en la figura 28. No hubo una correlacion lineal entre las

variables.
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Figura 28.Correlacion entre el puntaje de resistenciay el puntaje de virulencia de

aislados de E. coli de varones con ITU (n=24).
El coeficiente p de Spearman y el valor p no mostraron alguna correlacion lineal significativa.
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Para conocer si habia asociaciones estadisticamente significativas entre la

frecuencia de la resistencia antimicrobiana y la de genes de virulencia y PAIs

se realiz6 una prueba de Fisher (p<0.05). Los resultados se resumen en la

tabla 21.

Tabla 21. Asociacion entre factores de virulenciay resistencia
antimicrobiana en aislados de E. coli de varones con ITU (n=24).

kpsM | CFTO73 | CFT073
fimH papGll | papA | iha jucD | Sat vat cnf-1 | hlyA | traT T-1 / 1l J96 | J96 11

Amikacina NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Gentamicina | NS NS NS |NS |NS NS NS |NS NS |NS NS - NS NS NS
Netilmicina NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Ampicilina NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Cefalotina NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Cefuroxima NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Ceftazidima NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Cefotaxima NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Ceftriaxona NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS

NS |NS NS NS |NS |NS NS |NS NS _ NS NS
Aztreonam NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Ertapenem NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Amoxicilina/a
c. Clavulanico | NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Ac. Nalidixico | NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Ciprofloxacin
a NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Ofloxacina NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Norfloxacina | NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Levofloxacina | NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Nitrofurantori
na NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Fosfomicina NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Trimetoprim
sulfa NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Cloranfenicol | NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Colistina NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Tetraciclina | NS NS NS [NS NS |NS |NS [NS |[NS - NS |NS NS NS NS
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La frecuencia del gen fimH fue significativamente mayor en las cepas resistentes
a ceftriaxona, cefepime y aztreonam en comparacion con las cepas sensibles. El
gen papGll se asocio con la resistencia a cefotaxima y cefepime. El gen traT se
asocio con la resistencia a tetraciclina. La PAI Icrro7s se asocio con la resistencia

a gentamicina y cefepime y la PAI llcrro73 solo se asocio con cefepime.

7.7.4 Formacion de biopeliculay filogrupos
La distribucién de los valores de DO (s9snm) de biomasa de biopelicula de cada
filogrupo se encuentran en la figura 29. La mediana y rango para cada filogrupo
fue: A: Me=1.5 (rango: 0.6-2.4), B2: Me=0.65 (rango: 0.5-1.6), C: Me=1.2 (rango:
0.3-1.4), D=0.9, E=0.9, CI=0.6 y CI/CII=0.6. Al comparar las medianas entre los
filogrupos A, B2 y C no se encontrd alguna diferencia significativa entre ellos
(Prueba U de Man-Whitney, p<0.05).
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Figura 29. Distribucién de la DO (sgsnm) de biomasa de biopelicula por filogrupo.

Cada punto es el promedio de tres experimentos independientes con 3 réplicas de cada cepa por experimento (n=9). La
barra indica la mediana con rango intercuartil. La linea punteada indica el punto de corte para las cepas formadoras de
biopelicula.
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Los resultados de la prueba de Fisher para buscar asociaciones entre la

categoria de formacioén de biopelicula y los filogrupos estan resumidos en la tabla

22. Solo se encontr6 una asociacion estadisticamente significativa entre la

produccion débil de biopelicula en el filogrupo B2 con respecto al C. Todas las

cepas de los filogrupos D, E, Cl y CI/Cll fueron productoras débiles de

biopelicula. La mayoria de las cepas del filogrupo C (75%) fueron productoras

moderadas y una fue no productora. Las cepas del filogrupo B2 en su mayoria

fueron productoras débiles (71.4%) y algunas fueron productoras moderadas

(28.5%), finalmente el filogrupo A presentd una cepa productora débil y otra

productora fuerte.

Tabla 22. Formacién de biopelicula por filogrupo.
No. de cepas (%)

CATEGORIA DE
BIOPELICULA

Productora de

A
(n=2)

B2
(n=14)

C
(n=4)

D
(n=1)

E
(n=1)

cl
(n=1)

ci/ci
(n=1)

Biopelicula 2(100) |14 (100) |3(75) |1(100) |1(100) |1(100) |1(100) | NS NS
Productora débil 1(50) [10(71.4) |0 1(100) |1(100) |1(100) |1(100) |NS p<0.05
Productora

Moderada 0 4(28.5) |3(75) |0 0 0 0 NS NS
Productora Fuerte 1(50) |0 0 0 0 0 0 NS NS

No productora 0 0 1(25) |0 0 0 - NS NS
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7.7.5 Formacion de biopelicula y virulencia
Los puntajes de virulencia y la biomasa de biopelicula formada del cepario
mostraron una correlacion lineal negativa (figura 30) (Spearman p= -0.41,
p<0.05).
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Figura 30. Correlacidon entre la DO esnmy de biomasa de biopelicula y el puntaje de

virulencia de aislados de E. coli de varones con ITU (n=24).
El valor p mostré una correlacion lineal significativa (p<0.05).

La masa de biopelicula fue estratificada en la presencia o ausencia de cada
factor de virulencia, y los resultados se muestran en la figura 31. La presencia
de los genes fimH, iucD, y la PAI llcrrors estuvieron asociados con una menor
cantidad de biomasa de biopelicula formada (DOsesnm mediana: 0.7 vs 1.9, para
cepas fimH* y fimH-, respectivamente; DOsgsnm mediana: 0.65 vs 1.4, para cepas
iucD* y iucD-, respectivamente; DOsgsnm mediana: 0.6 vs 1.2, para cepas PAI

llcrrozs *'y PAI llcrrors -, respectivamente; p<0.05).
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Figura 31. Formacion de biopelicula acorde con factor de virulencia de aislados de E. coli
de varones con ITU (n=24)

Cada punto es el promedio de 3 experimentos independientes con 3 replicados por cepa en cada experimento (n=9). Las
barras horizontales son las medianas. *p<0.05, prueba U de Mann-Whitney.

7.7.6 Formacion de biopelicula y resistencia antimicrobiana
Los puntajes de resistencia y la biomasa de biopelicula formada del cepario

mostraron una correlacion lineal negativa (figura 32) (Spearman p= -0.44;
p<0.05).
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Figura 32. Correlacion entre el puntaje de resistencia y la biomasa de biopelicula DO
(595nm) de las cepas de E. coli aisladas de varones con ITU (n=24).

El coeficiente p de Spearman y el valor p mostraron una correlacion lineal significativa (p<0.05).

Las cepas sensibles a amikacina tuvieron una D.O. (sesnm) mediana de biomasa
de biopelicula significativamente mayor con respecto a las cepas resistentes (U
de Mann-Whitney, p<0.05). Las cepas blaoxa-1* tuvieron una D.O. s95nm) media
de biomasa de biopelicula significativamente mayor con respecto a las blaoxa-1-
(prueba t de Student, p<0.05) (figura 33).
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Figura 33. Formacion de biopelicula de aislados de E. coli de varones con ITU (n=24)
acorde con antibidtico y gen de resistencia.

Cada punto es el promedio de 3 experimentos independientes con 3 replicados por cepa en cada experimento (n=9). Las
barras horizontales son las medianas. *p<0.05, prueba U de Mann-Whitney (Amikacina), prueba t de Student (blaoxa-1)-
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7.7.7 Bandas plasmidicas y filogrupos

Para analizar la relacion entre las cepas con bandas plasmidicas y los filogrupos
a los que pertenecian se realizd una prueba de Fisher (p<0.05). No hubo alguna
asociacion estadisticamente significativa entre estas variables. Las cepas con
bandas plasmidicas son en su mayoria del filogrupo B2 (60%, n=8) (tabla 23 en
Anexos).

También se analizaron las relaciones, mediante la misma prueba, entre los
tamafos de las bandas plasmidicas clasificadas por rangos y los filogrupos.
Solamente hubo una asociacion significativa en las cepas con bandas
plasmidicas de 4.1-5 Kb del filogrupo C al compararlo con el B2 (tabla 23 en
Anexos).

Finalmente, se compararon las medianas de los conteos de bandas plasmidicas
de los filogrupos B2 y C, pero no se encontraron diferencias significativas entre
estos (Prueba U de Mann-Whitney, p<0.05) (figura 35 en Anexos).

Cabe sefalar que la cepa del filogrupo D cont6 con el mayor nUmero de bandas

plasmidicas (n=5).

7.7.8 Bandas plasmidicas y Resistencia antimicrobiana

Para buscar asociaciones entre la susceptibilidad antimicrobiana y otros rasgos
de resistencia y las cepas con bandas plasmidicas, se utilizé la prueba de Fisher
(p<0.05). Los resultados no arrojaron alguna asociacion estadisticamente
significativa (Tabla 24 en anexos).

También, se busco si existia alguna correlacion lineal entre el nimero de bandas
y el puntaje de resistencia del cepario mediante una correlacién lineal de
Spearman (p<0.05). Los resultados mostraron una tendencia a una correlacion

lineal positiva con un coeficiente p=0.51 y un valor p=0.058 (figura 34).
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Figura 34. Correlacion entre el puntaje de resistenciay el nimero de bandas plasmidicas

de aislados de E. coli de varones con ITU (n=24).
El valor p mostré una tendencia hacia una correlacion lineal significativa (p<0.05).

7.7.9 Bandas plasmidicas y formacion de biopelicula

Para analizar la D.O. (sesnm) de la biomasa de biopelicula de las cepas con bandas
plasmidicas y de las que no tenian bandas se compararon ambos grupos
mediante la prueba de U de Mann-Whitney (p<0.05). Los resultados de la prueba
estadistica no mostraron algunadiferencia significativa entre los grupos (figura
36 en anexos).

Para conocer si existian asociaciones entre las categorias de formacién de
biopelicula y la presencia o ausencia de bandas plasmidicas en las cepas se
utilizé la prueba de Fisher (p<0.05), sin embargo, no se encontré alguna
asociacién estadisticamente significativa. Por otro lado, se encontré que la cepa
formadora fuerte de biopelicula (132-1) posee un plasmido de aprox. 4 Kb (tabla
26 en anexos).

Para determinar si existia alguna correlacion lineal entre el numero de bandas
plasmidicas y la D.O. sesnm) de biomasa de biopelicula se realiz6 la prueba de
correlacion lineal de Spearman (p<0.05). El modelo estadistico no encontré una

correlacion lineal entre estas variables (figura 38 en anexos).
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7  Discusion

Durante los ultimos ocho afos, las infecciones de tracto urinario han
permanecido como la tercera causa de enfermedad nacional en la poblacién
masculina adulta y de la tercera edad (SUIVE/DGE/Secretaria de Salud/Estados
Unidos Mexicanos, 2018). En 2018, el Estado de Puebla se posicioné en el 6%
lugar con mayor niumero de casos de ITU en varones de 45-49 afios a nivel
nacional y el 8" en varones de 60 y mas afos (SUIVE/DGE/Secretaria de
Salud/Estados Unidos Mexicanos, 2018). Hasta el momento no existen estudios
previos sobre la caracterizacion de cepas de E. coli aisladas de varones con ITU
atendidos en la region poblana. En el presente estudio, caracterizamos la
filogenia, la virulencia, la resistencia y la formacion de biopelicula de 24 cepas
aisladas de varones adultos y de la tercera edad (media: 71, rango: 46-91 afos)
aisladas de derechohabientes del hospital regional del ISSSTE de la ciudad de
Puebla durante el periodo 2015-2016. Para lograr el objetivo, se identificd y se
analizé estadisticamente la distribucibn de caracteristicas genotipicas
(clasificacion filogenética, genes de virulencia e islas de patogenicidad, genes de
producciéon de B-lactamasas) y fenotipicas (susceptibilidad antimicrobiana,
produccion de biopelicula in vitro y perfil plasmidico) en el cepario.

Los resultados mostraron una diversidad filogenética de las cepas de E. coli.
Estas pertenecieron a 6 filogrupos, 5 filogrupos de E. coli sensu stricto (A, B2, C,
Dy E) y un clado criptico (Clado I). Una cepa perteneci6 a un clado indeterminado
(CI/I). El filogrupo que predominé fue el B2 (60%), n=14), seguido de C (17%,
n=4) y el A (9%, n=2).

Estos resultados concuerdan con la alta frecuencia en la que se identifica el
filogrupo B2 en aislados de E. coli de pacientes con ITU estudios internacionales,
donde se estudiaron cepas de hombres y mujeres como en Lituania (mujeres:
49.4%, hombres: 53.8%) e Iran (mujeres: 46%, hombres: 48.3%) (Prakapaite et
al., 2019; Staji, Rassouli, & Jourablou, 2019). En el estudio de (Ramirez-Castillo
et al., 2018) en Aguascalientes, las cepas del filogrupo B2, aisladas de hombres,
fueron fueron identificadas en una menor proporcion (4.5%), por lo que podria
indicar la mayor frecuencia de algun otro filogrupo en dicha poblacién, sin
embargo, ese dato no lo hicieron publico.
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Como se ha reportado la mayoria de los aislados de cepas EXPEC han
pertenecido al filogrupo B2 y D (Johnson & Stell, 2000; Picard et al., 1999). No
obstante, EXPEC, también, puede pertenecer a otros filogrupos como (A, C, E, y
clado I) ya que no existe una asociacion estricta entre un filogrupo y algun
patotipo determinado (Leimbach et al., 2013; Walk et al., 2009) (véase figura 3).
Por lo tanto, nuestros resultados tambien confirman que filogrupos considerados
comensales, como el A, pueden adquirir genes de virulencia en el tracto
gastrointestinal, y ello, les permite colonizar el tracto urinario en varones.

Cabe mencionar, que las diferentes proporciones en las que se identifica un
filogrupo u otro de E. coli aislada de ITU puede deberse a la ubicacién geografica
de la poblacién de estudio mas que por el sexo del paciente (Agarwal, Mishra,
Srivastava, & Srivastava, 2013).

En nuestro estudio, las cepas del filogrupo B2 fueron mas virulentas que los
filogrupos Ay C, significativamente (p<0.05) (PV Mediana:7.7).

Estos resultados, concuerdan con los trabajos de Kudinha et al., 2013 y de de
Souza da-Silva et al., 2017 en donde las cepas B2 son también
significativamente mas virulentas que los filogrupos Ay B1 (p<0.05).

En el estudio de Kudinha et al., 2013, los puntajes de virulencia fueron mayores
en los aislados de pielonefritis del filogrupo B2 (Me:14) y mas bajos en los
aislados fecales del filogrupo A y B1 (Mediana: 2) e intermedios en los aislados
de pielonefritis del filogrupo A y B1, los de cistitis del D y los fecales del B2
(Mediana: 5-6). A diferencia de estos resultados, en nuestro estudio carecemos
de los datos clinicos de los pacientes masculinos asi que no podemos determinar
esa asociacion.

Se ha propuesto que, la virulencia extraintestinal en E. coli del filogrupo B2 surgio
como una consecuencia del comensalismo de cepas de este filogrupo. Esto se
ha demostrado, al observar que este “conjunto de genes extraintestinales” que
comprenden reguladores transcripcionales, factores del metabolismo de hierro,
adherencia, biosintesis de lipopolisacéarido (LPS) y el sistema de sintesis del
péptido hibrido poliquetido, confieren, por un lado, mayor fitness a las cepas
secuenciadas del filogrupo B2 intestinales -de donde provienen originalmente-,
y por el otro, un fenotipo extraintestinal virulento en el modelo murino de
septicemia (Le Gall et al., 2007; Ostblom, Adlerberth, Wold, & Nowrouzian,
2011).
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Ademas, estos factores de virulencia extraintestinales se encuentran en
elementos genéticos moviles como las PAIs que pueden transferirse
horizontalmente entre cepas de E. coli de diferentes grupos filogenéticos
(Messerer, Fischer, & Ren Schubert, 2017).

Encontramos que los genes pap (papA+papGill), ihay las islas de patogenicidad
PAI Icrrozs y PAI llcrrors, estuvieron asociados significativamente (p<0.05) a las
cepas del filogrupo B2. Estos resultados, son congruentes con los trabajos de de
Souza da-Silva et al., 2017 y Kudinha et al., 2013 en donde se reporta que las
cepas del filogrupo B2 estan asociadas significativamente a los genes papA,
papGll y al marcador de la isla de patogenicidad PAI Icrroz3, MalX. También se
ha reportado, por experimentos de mutagénesis dirigida por transposones, la
asociacion entre genes del operén pap y las cepas CFT073 y F11 que
pertenecen al filogrupo B2. Ademas, se reportd que el gen papC cumple con los
postulados moleculares de Koch, lo que indica el papel esencial del pili P en la
patogénesis de EXPEC en vejiga y rifion (Buckles et al., 2015). Al mismo tiempo
también se conoce que el operon pap se encuentra asociado a las PAIs | y Il de
CFT073 (Oelschlaeger et al., 2002) las cuales, también estuvieron asociadas con
las cepas B2 de este estudio (véase tabla 4).

Existen otros genes esenciales en la patogénesis de EXPEC en tracto urinario
como fimH y kpsMT-I/ll, los cuales codifican para la adhesina del pili tipo | y para
la capsula respectivamente (Buckles et al., 2015). En este estudio, dichos genes
se presentaron en diferentes filogrupos mas que haber estado asociados
significativamente con algun filogrupo en particular (fimH: A (50%), B2 (100%),
C (75%), D (100%), E (100%), CI (100%), CI/Cll (100%) ; kpsMT-II A (0%), B2
(78.5%), C (0%), D (0%), E (100%), CI (100)%, CI/CII (0%)) (véase tabla 19).
Aunque no existe un patron de virulencia extraintestinal determinado, si existen
categorias que definen la funcidén de los genes de virulencia extraintestinales,
gue son: adhesinas, sistemas de captacion de hierro, proteinas de dafio a tejido
y factores de evasién de la respuesta inmune; la mayoria se encuentran
codificados en PAIs. Por esto, se caracterizd la distribucion de factores de
virulencia extraintestinales y PAls de cepas prototipo de EXPEC (CFT073 y J96)
(Oelschlaeger et al., 2002) asi como el puntaje de virulencia que predice la

virulencia in vivo (Johnson et al., 2006).
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En nuestros resultados, los genes mas frecuentes fueron fimH (92%) e iucD
(88%) y las islas de patogenicidad PAI Icrro7s (63%) y llcrrors (67%) fueron las
mas frecuentes. Ademas, el PV medio fue de 6 (rango:1-10). Estos resultados
son similares a los de Kudinha et al., 2013 en donde los genes mas dominantes
de los aislados de cistitis fueron fimH (adhesina del pili tipo 1) (96%), iutA
(aerobactina) y fyuA (yersiniabactina) (83%, respectivamente), y los de
pielonefritis fueron fimH (97%) y fyuA (91%). EI PV medio de los aislados de
cistitis fue de 7 (rangol-14) y de los de pielonefritis de 9 (rango: 1-16). En cepas
aisladas de varones de Aguascalientes (n=24), los genes mas dominantes fueron
fimH (83.3%), seguido de fyuA (58.3%) y agn43 (antigeno 43) (58.3%) (Ramirez-
Castillo et al., 2018).

Estas observaciones apoyan la importancia que tiene el pili tipo 1 y los sistemas
de captacion de hierro en la patogénesis de EXPEC en tracto urinario, ya que le
permiten adherirse al urotelio y captar hierro (nutriente esencial para el desarrollo
y multiplicacién bacteriana); comenzando asi la patogénesis en vias urinarias
bajas y en una etapa posterior, adherirse al epitelio renal (Llthje & Brauner,
2014; Subashchandrabose & Mobley, 2015b).

En nuestro estudio, no obtuvimos cepas que amplificaran el gen de la flagelina
(fliC). Sin embargo, el 67% (n=16) presentaron un fenotipo de movilidad en el
medio MIO (movilidad-Indol-ornitina) (tabla 27 en Anexos). Por ello, se evaluaron
los oligonucleétidos utilizados en la PCR mudltiplex y se encontr6, mediante
alineamientos, que estos estaban disefiados para hibridar en la region variable
del gen, por lo que se propuso el disefio de nuevos oligos que amplificaran la
region conservada y asi identificar con mayor certeza el gen fliC en futuros
experimentos (figura 39 en Anexos).

La diferencia de puntajes de virulencia con el trabajo de (Kudinha et al., 2013),
puede deberse al numero de factores de virulencia analizados en el estudio. 15
FV analizados en este estudio y 22 en el trabajo de Kudinha. Aun asi, el puntaje
de virulencia obtenido en nuestro estudio (PV=6, rango: 1-10) junto con el hecho
de que al menos dos factores de virulencia de cada categoria y tres PAIs (PAI |
crro73, PAI 1l crro7s y PAI llage) estan presentes en al menos el 30% del cepario,
indica que las cepas de E. coli aisladas de ITU de varones poblanos poseen un

considerable potencial de virulencia extraintestinal (Oelschlaeger et al., 2002).
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Adicionalmente, la distribucion en la que se encontraron las PAls de CFT073 y
de J96 en el estudio fue de 63% y 67% para las PAIl Icrrorz Yy llcFro7s,
respectivamente y 0% y 30% para las PAI lis y lliags, respectivamente. Estos
porcentajes son mas altos a los de otro estudio donde se analizaron cepas de E.
coli de 28 varones con ITU, donde las PAIs de CFT073 tambiéen fueron mas
prevalentes que las de J96 (PAI Icrro73:57% y PAI llcrro73:46%, PAI lags: 0% y PAI
[l296:11%).La predominancia de las islas de patogenicidad de CFT073 sobre las
de J96 se han observado en otros estudios de Espafia y Suiza, como los de
Sabate, et al., 2006; Ostblom et al., 2011.

Estas islas de CFT073 contienen genes que codifican para adhesinas (pap, iha),
siderdéforos y receptor de hierro, (aerobactina, iha), toxinas (hlyA, sat) y factores
de evasion de la respuesta inmune (kpsMT-Il), todos previamente relacionados
en la virulencia y el ftiness de EXPEC tanto en vias urinarias bajas como en las
altas y préstata (Flores-Mireles, Walker, Caparon, & Hultgren, 2015b; Krieger et
al., 2011; Luthje & Brauner, 2014; Subashchandrabose & Mobley, 2015).

En nuestro estudio los perfiles de PAIs mas frecuentes fueron: PAI Icrro7s + PAI
llcrro73 (33%, N=8) y PAI Icrrora+ PAI llcrrozs + PAI llags (30%, n=7).

Estos resultados concuerdan con los de Sabate et al., 2006, en donde se
encontraron porcentajes similares, de 84 aislados de E. coli de muestras fecales
y de ITU, los patrones mas frecuentes también fueron PAI IcFro7s + PAI llcrro7s
(25% , n=21) y PAI Icrro7a+ PAI llcrrozs + PAI llags (40%, n=33). Ademas, al igual
que en nuestro estudio, la PAI ligs estuvo ausente (0%).

Estos hallazgos, confirman que la adquisicion de las PAIls, no es un evento
azaroso, sino uno secuencial. Es probable que primero se adquieran las PAI | y
Il de CFTO73 y posteriormente la PAI lligs (Sabate et al., 2006). En nuestro
estudio, 13 de las 15 cepas con los perfiles PAI Icrrozs + PAl licrrozs y PAI Icrro7s+
PAI llcrro7s + PAI llsge pertenecen al filogrupo B2. Como ya se ha establecido, la
presentacion de diferentes PAIls en aislados B2, son causadas principalmente
por un bagaje genético, que permite numerosos eventos de transferencia
horizontal génica en este filogrupo (Escobar-Paramo et al., 2004).

También, se llevo a cabo una prueba de Fisher para averiguar si existian
relaciones estadisticamente significativas entre los factores de virulencia y las
PAIs de CFTO073 y J96. Se encontraron relaciones estadisticamente

significativas entre los genes pap, iha, sat, hlyA cnf-1, kKpsMT-Il y la PAI Icrroz3, asi
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como en los genes pap, iha, sat, kpsMT-Il y la PAI Il cero73 Y €ntre pap, iha, hlyA
y cnf-1y la PAI Ilygs.

Najafi et al., 2018, obtuvieron resultados similares a los nuestros, pues también
hubo relaciones estadisticamente significativas entre hlyA y papG y la PAI Icrrozs,
asi como entre papG y la PAI Il cero7zy hlyA, cnf-1, papG y la PAI Ilsgs.

Las diferencias radican en que esos autores no identificaron el gen sat, iha, iucD
y papA, asi como el perfil de las PAls.

Las relaciones estadisticamente significativas entre factores de virulencia
asociados a EXPEC y PAls que se hallaron en nuestro estudio si concuerdan con
los genes de virulencia que se han caracterizado en cada una de las PAI I y Il de
CFTO073 y de J96, por Lloyd et al., 2007 y Oelschlaeger et al., 2002.

Cabe sefalar, que obtuvimos 22 virotipos diferentes y uno compartido, lo que
significa que, como se habia ya mencionado, no existe un solo patron de
virulencia para que EXPEC colonice y provoque una infeccion en el tracto urinario
masculino o femenino sino que mas bien diferentes combinaciones de genes
pertenecientes a las diferentes categorias de virulencia extraintestinal son
posibles para que tal evento ocurra (Russo & Johnson, 2002).

Respecto a la resistencia antibiética, las cepas mostraron mayor resistencia
hacia la familia de las quinolonas y a los B-lactamicos (100% y 90%,
respectivamente). El antibiotico al cual las cepas de E. coli presentaron la mayor
sensibilidad fue fosfomicina (96%).

Estos resultados concuerdan con el trabajo de (Ramirez-Castillo et al., 2018) en
Aguascalientes, en dicho trabajo se evalud el perfil de susceptibilidad a
aminoglucésidos, B-lactamicos y fluoroquinolonas. La resistencia de las cepas
de E. coli también fue mayor a fluoroquinolonas y a los B-lactdmicos (50% y 44%,
respectivamente). La diferencia en porcentaje de resistencia entre nuestro
trabajo y el de Ramirez-Castillo, se debe posiblemente a la diferencia en las
técnicas utilizadas, Kirby-Bauer vs dilucién en agar, o bien a que se trata de
cepas aisladas de pacientes con ITU de regiones diferentes del pais (Puebla vs
Aguascalientes).

Los antibidticos a los que (Ramirez-Castillo et al., 2018) observaron mayor
sensibilidad, es decir porcentajes de resistencia <20%, fueron netilmicina (8.3%),
amikacina (16.7%), norfloxacina (12.5%), ertapenem (0%) e imipenem (0).
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Nosotros no ontuvimos proporciones <20% en la resistencia a alguno de estos
farmacos, de nuevo, posiblemente debido a la diferencia de regiones. Sin
embargo, en nuestro estudio ertapenem también fue el antibidtico con menor
resistencia dentro de la familia de los B-lactamicos.

El alto porcentaje de resistencia a fluoroquinolonas se puede deber a que estos
antibiéticos son de primera eleccién en el tratamiento de las ITU en varones
debido a sus propiedades farmacocinéticas, ya que después de su
administracion oral, sus concentraciones en orina, fluido prostatico y tejido
prostatico son altas (Andriole, 1991).

Segun algunos estudios del 2002, 2005 y 2009 sobre la vigilancia de la
resistencia en paises de Norte América, Sur América y Europa, reportaron que
la frecuencia de resistencia de E. coli aislada de ITU en México presenta
frecuencias de resistencia del 72% a ciprofloxacina y levofloxacina; valores que
estan muy por encima de la media del estudio (Xciprofioxacina=12.4% Y Xlevofloxacina=
13%) (Foxman, 2010).

El tratamiento de las ITU en general siempre debe hacerse tomando en cuenta
los valores de resistencia local (Urology, 2018). Esto y los resultados obtenidos
en el presente estudio, indicarian que las fluoroquinolonas son una familia de
antibioticos que deberian dejar de usarse en aquellos pacientes varones con ITU
del hospital regional del ISSSTE en Puebla con cepas resistentes y sustituirlos
por aquellos a los que son susceptibles, hasta que el porcentaje de resistencia
disminuya considerablemente.

En cuanto a los B-lactamicos, se han observado altas tasas de resistencia en
aislados de E. coli de ITU en diferentes estudios de distintas regiones del pais
(Miranda-Estrada et al., 2017; Paniagua-Contreras et al., 2018; Ramirez-Castillo
et al., 2018; Villalobos-Ayala, Castillo, & Licea-Serrato, 2017). No obstante, los
carbapenémicos son recomendados para el tratamiento empirico de ITU
complicadas (Sotomayor de Zavaleta et al., 2015). Y como se observo en nuestro
estudio y el de (Ramirez-Castillo et al., 2018), ertapenem fue el B-lactamico con
mayor sensibilidad, sin embargo, es un antibiético costoso y su aplicacién debe
ser hospitalaria (Urology, 2018).

De un estudio hecho en 47 centros médicos de 20 estados de México durante
un periodo de 6 meses (enero-junio del 2018) po (Garza-Gonzalez et al., 2019)

se reportd una resistencia hacia los carbapenémicos de E. coli, aislada de
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muestras de orina del 1.2%, mientras que para los demas B-lactamicos fue del
41% al 81%. Estas observaciones se deben a que las carbapenemasas no son
suficientes para un fenotipo de resistencia a carbapenémicos in vivo, sino que se
requiere ademas de una combinacion de disminucién en el influjo del antibidtico
y una B-lactamasa (Sotomayor de Zavaleta et al., 2015).

El antibiotico trimetoprim-sulfametoxazol (TMP/SMX), presentdé en nuestro
estudio un porcentaje de resistencia del 79%, muy similar al encontrado por
Ramirez-Castillo et al., 2018 en el mismo numero de individuos (75%). Al
parecer, este antibidtico dejaria de ser una opcioén de tratamiento de primera
linea.

Dada la resistencia a la mayoria de los -lactamicos y TMP/SMX en aislados de
E. coli, se ha optado por el uso de -ademas de los carbapenémicos- de
fosfomicina, antibiético que habia sido infravalorado por varios afios en el
tratamiento de ITU bajas no complicadas, pero que ahora esta aprobado por la
FDA para tal uso (Candel & Canton, 2018; Garau, Latorre, & Alonso-Sanz,
2001). Se trata de un bactericida, cuya sensibilidad en E.coli se ha demostrado
gue alcanza >95% segun varios estudios mexicanos (Sotomayor de Zavaleta et
al., 2015).

Ademas, hay evidencia de que la fosfomicina oral es una buena alternativa a las
fluoroquinolonas para el tratamiento de la prostatitis cronica, dadas los altos
indices reportados de resistencia a fluoroquinolonas (Karaiskos et al., 2019). Sin
embargo, aln no existe alguna guia clara para su implementacion y también se
necesitan mas estudios para dilucidar su papel terapéutico en las ITU

complicadas (L6pez-Montesinos & Horcajada, 2019).

Adicionalmente, encontramos que la mayoria de las cepas del presente estudio
presentaron el fenotipo MDR (70%). Esto también concuerda con el estudio de
Ramirez-Castillo et al., 2018, en donde ellos reportaron que el fenotipo MDR
estaba asociado a las infecciones en varones (83.33%, p<0.05).

El 33% (n=8) de nuestras cepas de E. coli, presenté el fenotipo de produccion
de BLEEs Yy el gen de BLEE mas prevalente en el cepario fue el de blactx-m (80%)
en donde el 87.5% (n=7) de las cepas con fenotipo BLEE*, presentaron el gen

de blactx-m. Respecto a este punto, también, Ramirez-Castillo et al., 2018
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encontraron el gen blactx-v en los aislados de varones, aunque ellos no hicieron
determinacion del fenotipo de produccion de BLEE.

Con todo lo anterior, podemos decir que dadas las proporciones de la resistencia
a antibidticos de primera linea para tratar ITU en varones, del fenotipo MDR, del
fenotipo BLEE y los genes de BLEEs en el cepario, es posible que las ITU en
varones sean dificiles de erradicar, lo que podria conducir a ITUs recurrentes o
cronicas. Es por esto que el tratamiento debe de llevarse a cabo con cuidado y
basado en el andlisis de la susceptibilidad del patégeno aislado de cada
paciente.

Con respecto a la relacion entre el perfil de sustrato y de los genes bla en cepas
BLEE* (ver tabla 16), los resultados nos hacen pensar en la presencia de
diferentes variantes del gen blacrx.v €n estas cepas, unas con un perfil de sustrato
mas amplio que otras (cepas 126-1, 155-1, 167-1y 173-I).

Al analizar los resultados del perfil de genes bla en cepas BLEE* y BLEE", los
resultados hacen pensar en que el hecho de que una cepa exprese el fenotipo
BLEE+/- in vitro con las concentraciones de antibiético recomendadas por el
CLSI, 2018 no depende de que la cepa posea o no alguno de los genes bla aqui
identificados o de la presencia de un cierto perfil de genes bla, sino mas bien de
la variante de estos genes, ya que debe haber ciertas variantes de blacrx-wm,
blatem y blaoxa-1 que son inhibidas por el clavulanato y otras que no. También, el
fenotipo BLEE+/- por este método puede deberse a la presencia de otros genes
bla no buscados en este estudio (cepa 118-1), asi como de sus respectivas
variantes.

Con esto queda claro que no existe una relacion de asociacion, apartir de los
datos obtenidos, entre el fenotipo BLEE+/- y la presencia o ausencia de los genes
bla identificados y sus diferentes combinaciones.

Acerca de la relacion entre resistencia y virulencia, en nuestro estudio, el gen
fimH estuvo asociado a las cepas CROR, FEPR y ATMR; el gen traT a las cepas
TER; la PAI Icrro73 a las GMRy FEPR y la PAI llcrro73 a las FEPR (p<0.05).

Los resultados de otros estudios con el nuestro sobre las relaciones estadisticas
entre genes de virulencia y resistencia a antibidticos utilizados para tratar ITU,
discrepan entre si (Calhau, Domingues, Ribeiro, Mendoncga, & Da Silva, 2015;

Miranda-Estrada et al., 2017), ya que cada investigador a optado identificar
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ciertos factores de virulencia que otro no, asi como incluir ciertos antibiéticos que
otro excluye.

Nuestros resultados con los de Calhau et. al., 2015 concuerdan en que la PAI
Icrro73 esta asociada a las cepas GMR, sin embargo, el no incluy6 en su estudio
la susceptibilidad antimicrobiana a cefepime.

Por otra parte, Miranda-Estrada et al., 2017, difiere completamente de nuestros
resultados. Ellos reportan una asociaciéon entre las cepas fimH* y las AMPR,
CTXR, CFZR y TER y si incluyeron a cefepime en su trabajo.

Ninguno de los dos trabajos anteriores identifico el gen traT.

Estos resultados, reflejan que la distribucion de los genes de virulencia y
resistencia son heterogéneos entre las cepas de EXPEC aisladas de ITU de
diferentes poblaciones (Miranda-Estrada et al., 2017).

Evaluar la formaciéon de biopelicula in vitro es importante ya que se ha
documentado que las bacterias formadoras de biopelicula presentan un
incremento en la resistencia a antimicrobianos y a la cronicidad de la infeccion,
ademas de estar asociado con ITUs recurrentes (Miranda-Estrada et al., 2017).
En el presente estudio, el 96% (n=23) de las cepas son productoras de
biopelicula con excepcién de una cepa (174-1). La mayoria de las cepas
productoras de biopelicula son productoras débiles (63%), seguidas de las
productoras moderadas de biopelicula (63% vs 30%; p<0.05). La Unica cepa
clasificada como formadora fuerte es la cepa 132-I.

En el estudio de Noie Oskouie et al., 2019, en Iran en 2016, se evalud la
formacién de biopelicula de un total de 84 cepas de E. coli aisladas de mujeres
(rango de edad 20 a >81) principalmente entre 41-60 afos (41.7%) y de 36
varones del mismo rango de edad, principalmente de 61 a 80 afios (36%).

De las 120 cepas, el 85% (n=102) fue formadora de biopelicula, un porcentaje
similar al encontrado en nuestro estudio. El 15% (n=18) fue formadora fuerte, el
11.7% (n=14) fue formadora moderada y el 58.3% (n=70) fue formadora débil,
mientras que el 15% (n=18) no formaron biopelicula.

Las diferencias en las proporciones de formadoras fuertes y moderadas pueden
deberse al nimero de bacterias probadas y/o al contexto en el cual fueron
aisladas (pacientes con ITU complicada y no complicada, céalculos renales
diabetes mellitus insulino dependientes, desdrdenes prostaticos o de catéteres).
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La habilidad de formar biopelicula varié considerablemente (rango D.O.
95nm):0.3-2.4). La media de biomasa de biopelicula formada en el cepario es de
0.840.45 (figura 22).

Estos resultados difieren con los de Pompilio et al., 2018 que de 53 pacientes
femeninas (rango de edad: 18 — 52 afios, media: 30 afios) con pielonefritis
(n=18), cystitis recurrente (n=19) y controles (n=16) el rango de DOa492 varié de
0.183-0.771. La biomasa de biopelicula media formada por las cepas de
pielonefritis y cistitis recurrente fue de DOag2: 0.394 + 0.188 y 0.399 + 0.141,
respectivamente y las controles de DOu4o2: 0.256 + 0.05.

Estas diferencias pueden deberse a que nosotros obtuvimos una cepa con
DOsg5=2.4 (132-1) y 9 valores con DOsgs = 0.9, mientras que ello su valor maximo
es de DO492=0.077. Estos valores distintos también pueden deberse a algunas
diferencias que hubo en el protocolo, ya que Pompilio et al., 2018, en el pazo de
crecimiento del cultivo, utilizaron TSB, un medio més enriquecido que LB, y
ajustaron a una DOsso de 1.00 (correspondiente a 1 x 10° UFC/ml). Luego, cada
pozo de la microplaca fue inoculado con 200 ul de una suspension de TSB diluida
1:00 (1-3 x 107 UFC/ml). En nuestro caso, partimos de 2 a 3 colonias aisladas
gue se resembraron en 3ml de caldo LB y que fueron ajustadas a una DOsoo de
1.0 (8 x 109®) utilizando la escala 0.5 de McFarland y agregando caldo LB cuando
fue necesario. Luego, se inocul6é con 200 ul cada pozo con una suspension de
TSB diluida 1:100 (1 — 3 x 10%). Un medio enriquecido permite que las células
plancténicas crezcan mas en numero, sin embargo, al adherirse a alguna
superficie ocurre que, a mayor numero de células adheridas, menor nimero de
recursos para que estas crezcan en dicha superficie. Por el contrario, un menor
namero de células planctonicas permiten que la biopelicula se desarrolle de
manera mas optima dada la mayor disponibilidad de nutrientes (Bowden & Li,
1997).

Los valores de DOsgs de la biomasa de biopelicula de cada filogrupo estan
resumidos en la figura 30. Todas las cepas de los filogrupos D (n=1), E (n=1), CI
(n=1) y CI/CII (n=1) fueron productoras débiles de biopelicula. La mayoria de las
cepas del filogrupo C (75%, n=3) fueron productoras moderadas y una fue no
productora. Las cepas del filogrupo B2 en su mayoria fueron productoras débiles

(71.4%, n=10) y algunas fueron productoras moderadas (28.5%, n=4).
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Finalmente, el filogrupo A presentd una cepa productora débil y otra productora
fuerte.

Los resultados de la prueba de Fisher (p<0.05) para buscar asociaciones entre
la categoria de formacién de biopelicula y los filogrupos estan resumidos en la
tabla 23. Solo se encontré una asociacion estadisticamente significativa entre la
produccion débil de biopelicula en el filogrupo B2 con respecto al C. Pompilio et
al., 2018, tampoco encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
la biomasa de biopelicula de los filogrupos que ellos encontraron (A, B1, B2 y D).
Sin embargo, si hubo una asociacion estadisticamente significativa en la
produccion fuerte de biopelicula y el filogrupo A (20%, n=1), al igual que en
nuestro estudio.

Nuestra cepa formadora fuerte de biopelicula del filogrupo A, (132-l) fue la de
menor puntaje de virulencia (PV=1). De hecho, las 3 cepas del filogrupo C que
fueron productoras moderadas debiopelicula tuvieron un puntaje de virulencia
promedio de 2.6.

Estos resultados sugieren que algunas cepas poco virulentas de E. coli producen
mayor biopelicula, debido a que ciertos genes involucrados en las rutas
metabdlicas de la formacién de biopelicula suprimen a otros asociados a
virulencia. Esto ya se ha comprobado en algunas especies como en
Antonibacillus pleuropneumoniae y Streptococcus suis (Li et al., 2008; Wang,
Zhang, Wu, & Lu, 2011).

Este fendmeno también se aprecié a nivel de cepario, en donde se obtuvo
correlacion lineal negativa (p<0.05) con un coeficiente p de Spearman de -0.41,
el cual no es muy alto, pero nos indica una tendencia de que, a mayor biomasa
de biopelicula en nuestro cepario, menor puntaje de virulencia presentaron las
cepas.

Esta correlacion negativa también fue observada por Pompilio et al., 2018, cuyas
cepas aisladas de pielonefritis aguda presentaron una correlacién lineal negativa
(p=0.0508) con un coeficiente p de Spearman de -0.501.

Ademas, se encontré una asociacién entre las cepas fimH*, iucD*, y la PAI
llcrro7s* y una menor cantidad de biomasa de biopelicula (DOsgsnm) por parte de
ellas (U de Mann-Whitney, p<0.05).

Fattahi et al., 2015 observaron que el 94% de sus cepas (n=100) amplificaron el

gen fimA que codifica para la cadena A de la fimbria tipo I, y de estas cepas
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fimA*, el 93.7% es formadora de biopelicula y las fimA- (n=6) el 66.7% de ellas
son formadoras de biopelicula. Esto concuerda con nuestro estudio, pues de las
2 cepas fimH-, ambas son formadoras de biopelicula.

Aunque fue dicho en la introduccion que la fimbria tipo | es un factor importante
para la formacion de biopelicula de E. coli en superficies abidticas, la evidencia
en otros estudios como los de Cordeiro et al., 2016; Wurpel et al., 2016 y el
nuestro indican que no es un factor esencial, ya que existe, mas bien, un conjunto
de fimbrias que E. coli puede utilizar par adherirse a superficies abioticas y
biéticas que incluyen: la fimbria tipo I, P, FIC/S y UCA-like (UCL).

En cuanto a la relacién cuantitativa entre la formacion de biopelicula y resistencia
antimicrobiana, encontramos que los puntajes de resistencia y la biomasa de
biopelicula formada del cepario mostraron una correlacion lineal negativa
(Spearman p=-0.45; p<0.05). Y en lo particular, las cepas AMKS® y blaoxa-1* estan
asociadas a una mayor cantidad de formacién de biopelicula (DOsgsnm). Estos
resultados concuerdan con los de un trabajo en Iran (Poursina, Sepehrpour,
Sina, & Mobasherizadeh, 2019), en donde los aislados que no son MDR tienden
a producir biopeliculas mas fuertes.

Parece que la formacion de biopelicula es un mecanismo que permiten a las
bacterias persistir en algun ambiente, particularmente cuando el nivel de
resistencia no es suficientemente alto. De hecho, no hay muchos estudios
reportados que clarifiguen la relacién cuantitativa entre estas dos variables
(Poursina et al., 2019). No obstante, nuestro estudio aporta datos acerca de la
relacion lineal de estas dos variables.

Finalmente, con respecto al perfil plasmidico, el 60% del cepario presenta al
menos una banda plasmidica y las bandas con pesos de 1 Kb y de >10 Kb son
los mas frecuentes en las cepas con bandas plasmidicas (figura 25).

Esto concuerda con un estudio hecho en Etiopia por Dadi et al., 2018 en
poblacion varonil (n=265) y femenil (n=515). Ellos también reportaron una
proporcidn de cepas con bandas plasmidicas, mayor a la mitad de los aislados
(80%). Igualmente, la frecuencia de los pesos de los plasmidos concuerdan con
los reportados por un estudio en Iran (Farshad, S., Ranjbar, R., Japoni, A.,
Hosseini, M., Anvarinejad, M., & Mohammadzadegan, 2012).

Es sabido que los genes de B-lactamasas que caracterizamos en este estudio
estan codificados en plasmidos, sin embargo, al igual que (Dadi et al., 2018) no

82



encontramos alguna relacion significativa entre resistencia y plasmidos. Por lo
tanto, en el futuro podrian llevarse a cabo experimentos de conjugacién para
determinar si existen plasmidos conjugativos con algunas de las B-lactamasas u
otras enzimas que confieren resistencia a los antibidticos aqui evaluados.
Tambien es sabido que diversos genes que confieren resistencia a los
antibioticos evaluados en este estudio se albergan en plasmidos. Por ejemplo,
las B-lactamasas, los genes gnr que dan resistencia frente a quinolonas y las
RNA metiltransferasas que confieren resistencia a aminoglucoésidos. Por ello se
busco si existia una correlacion lineal entre el puntaje de resistencia y el nimero
de bandas plasmidicas en el cepario y se encontr6 una tendencia (p=0.058,
p=0.51, prueba de Spearman) hacia una correlacion lineal positiva entre estas
dos variables en el cepario de estudio.

El estudio de Dadi et al., 2018, no se encontré alguna asociacién estadistica
entre la resistencia y la presencia de plasmidos. Esta diferencia puede deberse
a gue ellos utilizaron una prueba estadistica llamada odds ratio (OR) o razon de
probabilidades que determina si existe una asociacion entre sujetos que
presentan cierto desenlace esperado (la presencia de plasmidos) cuando
estaban expuestos a cierta condicidon (resistencia) con respecto a los que no
estaban en dicha condicion. Nosotros, optamos por analizar a las variables de
forma cuantitativa (Puntaje de resistencia y nimero de bandas) con el modelo
de correlacion lineal de Spearman (p<0.05) y buscar su existia una relacion lineal
entre dichas variables. Como se menciond, el modelo nos dice que existe una
tendencia lineal positiva entre las variables, es decir, que hay una tendencia en
nuestro cepario de que mientras mas clases de antibidticos presente resistencia
una cepa en almenos un antibiético de cada una de las 15 clases, mayor nimero
de bandas plasmidicas posee. Y esto se asocia fenotipicamente tambien, pues
observamos que las cepas con mayor niumero de bandas (4 y 5) presentan
fenotipo XDR (tabla 25 en Anexos).
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9. Conclusiones

1. Las cepas de E. coli aisladas de varones con ITU pertenecen a 6 grupos
filogenéticos y el predominante es el B2 (60%).

2. Los genes de virulencia mas prevalentes son fimH e iucD (92% y 88%,
respectivamente).

3. Los perfiles de PAls mas frecuentes son: PAI Icrrozs + PAI llcrro73 (33%) vy
PAI Icrroza+ PAI llcrrozs + PAI 11396 (30%).

4. Los factores de virulencia y las PAIs se asocian tal como se describe en
la literatura el contenido genético de cada PAI.

5. Hay 22 virotipos y perfiles PAI diferentes y uno comun en los aislados.

6. El puntaje de virulencia medio del cepario es de 6, con un rango de 1 a
10.

7. E. coli aislada de varones presenta un mayor porcentaje de resistencia a
Quinolonas y B-lactdmicos y una mayor sensibilidad a fosfomicina.

8. Las cepas de E. coli aisladas de varones presentan perfiles de resistencia
muy variados.

9. La mayoria de las cepas son MDR.

10.La media de los puntajes de resistencia es de 10 (rango:6-13).

11.Un tercio del cepario posee el fenotipo de BLEE®.

12.El gen de BLEE mas prevalente en el cepario es blactx-m (80%).

13. Dos aislados BLEE* comparten un mismo perfil de sustrato (CRO, FEP,
ATM, CTX) y de perfil genes bla (blactx-wv).

14.La mayoria de los aislados BLEE-tienen el gen blacTx-m

15.La habilidad de formar biopelicula varia considerablemente (rango D.O.
95nm): 0.3-2.4).

16. La media de biomasa de biopelicula formada en el cepario es de 0.8+0.45

17. ElI 96% de las cepas son productoras de biopelicula.

18. La mayoria de las cepas productoras de biopelicula son productoras
débiles, seguidas de las productoras moderadas de biopelicula (63% vs
30%; p<0.05) y una es formadora fuerte (4%).

19.Las aislados con bandas plasmidicas tuvieron en promedio 2 bandas
(rango:1 a 5 bandas) y en la mayoria presentdé de 1 a 3 bandas

plasmidicas.
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20. Las bandas con pesos de 1 Kb y de >10 Kb fueron las mas frecuentes.

21.Los aislados del filogrupo B2 son los mas virulentos (p<0.05).

22. Los genes pap, ihay las PAIs | y Il de CFT073 se asocian con aislados
del filogrupo B2 (p<0.05).

23. La resistencia a gentamicina esta asociada a los aislados del filogrupo
B2 con respecto a los del C (p<0.05)

24. La frecuencia del gen fimH es significativamente mayor en las cepas
resistentes a ceftriaxona, cefepime y aztreonam en comparacion con las
cepas sensibles (p<0.05).

25. El gen papGll se asocia con la resistencia a cefotaxima y cefepime
(p<0.05).

26. El gen traT se asocia con la resistencia a tetraciclina (p<0.05).

27. La PAI Icrro7s se asocio con la resistencia a gentamicina y cefepime y la
PAI llcrro73 solo se asocia con cefepime (p<0.05).

28. La produccion débil de biopelicula es significativamente mayor en los
aislados del filogrupo B2 con respecto al C (p<0.05).

29. El puntaje de virulencia y la biomasa de biopelicula formada del cepario
muestran una correlacion lineal negativa (Spearman p= -0.41; p<0.05).

30. Los aislados fimH+, iucD+, y PAI llcrro73+ Se asocian con una menor
formacion de biomasa de biopelicula (U de Mann-Whitney, p<0.05).

31. El puntaje de resistencia y la biomasa de biopelicula del cepario
muestra una correlacion lineal negativa (Spearman p= -0.45; p<0.05).

32. Los aislados sensibles a Amikacina se asocian con una biomasa de
biopelicula mayor con respecto a los resistentes (U de Mann-Whitney,
p<0.05).

33. Las cepas blaoxa-1* tienen una formacién de biomasa de biopelicula
significativamente mayor con respecto a las blaoxa-1- (pruebat de Student,
p<0.05).
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Perspectivas futuras

Disefar oligos para amplificar el gen flu (Ag43) e incorporarlo a una PCR
multiplex con fliC (flagelina) y csgA (fimbria curli), ya que estos estan
asociados a la formacién de biopelicula.

Amplificar el gen usp (proteina especifica uropatogénica).

Aumentar el nUmero de muestras provenientes de varones, de hospitales
regionales con registro de tiempo de recoleccion e informacion clinica de
los pacientes.

Ensayos de conjugacion para detectar transferencia horizontal de PAls y
genes de resistencia y virulencia codificados en plasmidos.

Realizar campos pulsados e identificar genes de resistencia en las cepas
con bandas plasmidicas.

Busqueda de ST131 en cepas del filogrupo B2.

Blsqueda de genes de resistencia a quinolonas.

Estudios fenotipicos para evaluar la virulencia in vitro.

Buscar las variantes del gen blactx-m y otros genes bla de interés mediante

secuenciacion.
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12. Anexos

Tabla 23. Presencia de bandas plasmidicas y sus pesos por filogrupo.

No. (%) cepas con bandas

A B2 C D) E Cl CL_Cll B2 vs
(n=2) (n=14) (n=4) (n=1) (n=1) (n=1) (n=1) A
bandas plasmidicas por 1 1
filogrupo 1(50.0) |8(60.0) |2 (50.0) |(100.0) (O (100.0) |0 NS NS NS
2 1 1
>10 Kb 0 3(37.5) |(100.0) |(100.0) |0 (100.0) |0 NS NS NS
9.1-10 Kb 0 0 1(50.0) |0 0 0 0 NS NS NS
1
8.1-9Kb 0 1(12.5) | 1(50.0) |((100.0) |0 0 0 NS NS NS
7.1-8Kb 0 1(12.5) |0 0 0 0 0 NS NS NS
6.1-7 Kb 0 2 (25.0) |1(50.0) |0 0 0 0 NS NS NS
1
5.1-6 Kb 0 1(12.5) |1(50.0) |0 0 (100.0) |0 NS NS NS
1 2 1
4.1-5 Kb (100.0) |0 (100.0) |(100.0) |0 0 0 NS p<0.05 |NS
3.1-4Kb 0 2(25.0) |0 0 0 0 0 NS NS NS
1
2.1-3Kb 0 1(12.5) | 1(50.0) ((100.0) |0 0 0 NS NS NS
1
1-2 Kb 0 5(62.5) |0 (100.0) |0 0 0 NS NS NS

P<0.05, Prueba de Fisher.

10

Bandas plasmidicas

Filogrupos

Figura 35. Nimero de bandas plasmidicas en cada filogrupo de E. coli aislada de varones
con ITU (n=24).

Los resultados estan mostrados en diagramas de cajas y alambres, mostrando la mediana con rangos intercuartiles.
*p<0.05, prueba U de Mann-Whitney.
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Tabla 24. Distribucién de rasgos de resistencia en cepas con bandas y sin
bandas plasmidicas.

Antibiético 0 %deresistencia (%) cepas

algun otro cepario (N=24) | ¢op bandas sin bandas plasmidicas valor p
SR plasmidicas (n=14) (n=10)

Amikacina 50% 43% 60% NS
Gentamicina 75% 64% 90% NS
Netilmicina 25% 22% 30% NS
Ampicilina 100% 100% 100% NS
Cefalotina 100% 100% 100% NS
Cefuroxima 96% 93% 100% NS
Ceftazidima 83% 70% 100% NS
Cefotaxima 88% 78% 100% NS
Ceftriaxona 100% 100% 100% NS
Cefepime 80% 70% 90% NS
Aztreonam 83% 70% 100% NS
Ertapenem 63% 50% 80% NS
Amoxicilina/ac. 92% 86% 100% NS
Clavulanico

Ac. Nalidixico 100% 100% 100% NS
Ciprofloxacina 100% 100% 100% NS
Ofloxacina 100% 100% 100% NS
Norfloxacina 100% 100% 100% NS
Levofloxacina 100% 100% 100% NS
Nitrofurantoina 20% 20% 20% NS
Fosfomicina 40% 7% 0% NS
Trimetoprim sulfa | 80% 80% 80% NS
Cloranfenicol 33% 36% 30% NS
Colistina 30% 30% 30% NS
Tetraciclina 83% 70% 100% NS
Rasgo de TOTAL (n=24) con bandas (n=14) sin bandas (n=10)
resistencia

MDR 70% 80% 60% NS
XDR 30% 20% 40% NS
BLEE+ 33% 30% 40% NS
Genes de TOTAL (n=24) con bandas (n=14) sin bandas (n=10)
resistencia

blasnv 0% 0% 0% NS
blatem 4% 0% 10% NS
blacTx-m 80% 70% 90% NS
blaoxa-1 30% 30% 30% NS

p<0.05, Prueba de Fisher.
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Tabla 25. Bandas plasmidicas, puntaje de resistenciay fenotipo global de
resistencia de las cepas de E. coli aisladas de ITU.

CEPA BP PR FENOTIPO GLOBAL DE RESISTENCIA
102-1 3
103-I 1
110-1 3
118-1 3
125-1 1
126-1 3
128- 2
130-I 2
132-1 1
144-| 2
154-| 5
159-| 1
173-1 2
174-1 4
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Figura 36. Formacion de biopelicula de cepas de E. coli aisladas de varones con ITU

(n=24) acorde con presenciay ausencia de bandas plasmidicas.

Cada punto es el promedio de 3 experimentos independientes con 3 replicados por cepa en cada experimento (n=9).
Las barras horizontales son las medianas. CBP=Con bandas plasmidicas, SBP=Sin bandas plasmidicas. p<0.05,
prueba U de Mann-Whitney.
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Tabla 26. Distribucién de las categorias de formacion de biopelicula en
cepas con bandas y sin bandas plasmidicas.
No. de cepas (%)

CATEGORIA DE Con Bandas Sin Bandas valor p
FORMACION DE (n=14) (n=10)
BIOPELICULA
Productora Fuerte 1(7.0) 0(0) NS
Productora Moderada 5(36.0) 2(20.0) NS
Productora débil 7(50.0) 8(80.0) NS
No productora 1(7.0) 0(0) NS

p<0.05, Prueba de Fisher.
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Figura 37. Correlaciéon entre el puntaje de virulencia y la biomasa de biopelicula D.O.
(595nm) del cepario y filogrupos B2y C de las cepas de E. coli aisladas de varones con ITU
(n=24).

No se encontr6 una correlacion lineal significativa (Spearman, p<0.05).
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Figura 38. Correlacion entre el puntaje de resistenciay la biomasa de biopelicula D.O.

(595nm) de las cepas de E. coli aisladas de varones con ITU (n=24).
No se encontré una correlacion lineal significativa (Spearman, p<0.05).

Oligo Forward
5’ gcacaagtcattaataccaacagc 3’ (%GC=42, Tm=62°C)

Oligo Reverso
5’ cgctgtaagttgttgttgatttcg 3’7 (%GC= 42, Tm=62°C)

Tamafio Amplicén:442 pb
Del nucledétido 28 - 249

Figura 39. Oligonucleotidos propuestos para la amplificacién de fliC por PCR en la
region conservada del gen.
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Tabla 27. Datos con todas las variables medidas en el cepario de E. coli
aislada de varones con ITU del hospital regional del ISSSTE en Puebla,
Pue., en el periodo 2015-2016 (n=24)

PUNTAIJE DE

L ERFIL
#Cepa FILOGRUPOS VIROTIPO Y PERFIL PAIS VIRULENCIA

w

iucD, fimH, vatP

jucD, satA, fimH, iha, vatA, papGll, papA,satP, traT, kpsMll, PAls: 'y Il CFT073

| £ |simH, traT, kpsMil, PAls: 1y 11 CT073

jucD, satA, fimH, iha, vatA, papGll, papA, SatP, kpsMll, PAls: 'y Il CFT073

iucD, satA, fimH,iha, vatA, papGll, papA, satP, hylA, cnf-1, traT, PAls: 1y Il CFT073y Il J96
jucD, fimH, traT
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D.O. (595nm)

# Cepa BLEE" PUNTAJE Perfil de genes bl promedio Categorias de formacién| No. de bandas | Movilidad
RESISTENCIA (n=9) de biopelicula plasmidicas medio MIO
102-| - - 1.0 Productora Moderada 3 -
103-I - blaCTX-M 0.6 Productora debil 1 +
108-1 + 11 blaCTX-M, blaOXA-1 0.9 Productora débil - +
110-| + 9 blaCTX-M, blaOXA-1 1.6 Productora Moderada 3 +
115-1 + 10 blaCTX-M, blaTEM, blaOXA-1 0.8 Productora débil - +
117-1 - 10 blaCTX-M 11 Productora Moderada - +
118-1 - 10 blaOXA-1 0.9 Productora Débil 3 -
125-| - 8 blaCTX-M 14 Produtora Moderada 1 -
126-| + 9 blaCTX-M 0.5 Productora débil 3 +
127-1 - 12 - 0.6 Productora debil - +
128-1 - 11 blaCTX-M 0.6 Productora debil 2 +
129-| - 10 blaCTX-M 11 Productora Moderada - +
130-I - 9 blaOXA-1 1.0 Productora Moderada 2 +
132-1 - 8 blaOXA-1 24 1 -
144-| - 9 blaCTX-M 13 Productora Moderada 2 -
154-| - 13 blaCTX-M 0.9 Productora débil 5 -
155-1 + 9 blaCTX-M 0.6 Productora debil - +
159-1 - 10 blaCTX-M 0.5 Productora debil 1 +
161-| - 10 blaCTX-M, blaOXA-1 0.6 Productora debil - +
162-1 - 9 blaCTX-M 0.7 Productora debil - +
167-1 + 11 blaCTX-M 0.6 Productora debil - +
168-I - 12 blaCTX-M 0.6 Productora debil - +
173-I + 11 blaCTX-M 0.6 Productora debil 2 -
174-| - 13 blaCTX-M 0.3 No productora 4 -
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