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1. ABREVIATURAS

AMC
AMK
AMP
AN
ATM
BLEE
C

CF
CFX
CFz
CIP
CL
CMI
CNF-1
COL
CRO
CTX
ETP
FEP
FimH
FliC
FOS
FVv
GM
HIyA
ITU
LVX
MDR
NF
NET
NMDR
NOR
OFX
pap
PDR
Rf
Sat
TC
TSX
UPEC
Vat
XDR

Amoxicilina/acido clavulanico
Amikacina

Ampicilina

Acido nalidixico

Aztreonam

Betalactamasas de espectro extendido
Cloranfenicol

Cefalotina

Cefuroxima

Ceftazidima

Ciprofloxacina

Colistina

Concentracion Minima Inhibitoria
Factor de necrosis citotoxico
Colistina

Ceftriaxona

Cefotaxima

Ertapenem

Cefepime

Adhesina del Pili tipo 1
Adhesina flagelar del pili tipo |
Fosfomicina

Factor de virulencia
Gentamicina

Alfa hemolisina

Infeccion del tracto urinario
Levofloxacina

Multidrogo resistente
Nitrofurantoina

Netilmicina

No multidrogo resistente
Norfloxacina

Ofloxacina

Pili asociado a pielonefritis
Pandrogo resistente
Rifampicina

Toxina autotransportadora secreta
Tetraciclina

Trimetroprim/ sulfametoxazol
E. coli uropatégena

Toxina autotransportadora vacuolizante
Extremadamente resistente
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2. RESUMEN

E. coli Uropatogena (UPEC), es el principal agente etiologico de infecciones del
tracto urinario (ITU). Se han reportado cepas de UPEC con una alta resistencia
antibiotica lo cual dificulta el tratamiento de pacientes con Infeccion del tracto
urinario (ITU) a nivel hospitalario y en la comunidad. Se trabajaron con dos ceparios,
el primero con 65 cepas de E. coli de serogrupo 025, aisladas de pacientes
masculinos (8) en un rango de 53 a 94 ainos, femeninos (50) de 19 a 96 afios y nifios
(7) de 0 a 5 afios, cursando con ITU provenientes de hospitales publicos y privados
durante el periodo del 2011-2015. El segundo cepario, consta de 51 cepas
obtenidas de pacientes femeninos cursando una ITU y en un rango de 21 a 86 afos.
Provenientes del Hospital ISSSTE de la ciudad de Puebla en el 2016.

Para las cepas del serogrupo 025 se completd la determinacion del perfil de
susceptibilidad a polimixinas (Colistina), fosfonatos (Fosfomicina), carbapenémicos
(Ertapenem) y Tetraciclina, usando el método de Kirby-Bahuer para un total de 4
familias de antibidticos, obteniéndose un perfil de resistencia a antibiéticos 3-
lactdmicos de primera generacion de 96.9%, asi como a Quinolonas de segunda
generacion en 81.1%. En las cepas provenientes del ISSSTE, se realizé el perfil
completo para un total de 12 familias de antibidticos, obteniéndose un perfil de
resistencia alto a antibioticos B-lactamicos 95.2% y Quinolonas 94.9%. Se
determind la concentracion minima inhibitoria para Colisitina por el método de
dilucién en caldo para cepas reportadas como resistentes por el método de difusion.
Se confirmé que el 100% (n=21) fue resistente a Colistina. La formacion de biofilm
se realiz6 por el método de Cristal Violeta, los resultados se compararon con el
método de Agar Rojo Congo para ambos ceparios. La formacion de biofilm se
reporta en D.O/mg de proteina para ambos ceparios en cepas seleccionadas
(n=20).

Se detectaron biomarcadores de virulencia para el cepario del ISSSTE a través de
tres PCR mudltiples y una PCR individual (gen cnf). Los genes asociados a virulencia
se determinaron en el siguiente orden: PCRm1 (fimH, fliC, satA e iucD), PCRm2
(iha, vatP, vat A, papGll y papGll), PCRm3 (papA, satP y hlyA) y PCR cnf.
Detectdndose en mayor porcentaje el gen fimH 96%, seguido de iucD 65%, y en
general se encontréla presencia de 1 a 9 genes en el 96% de las cepas.

Se determinaron por PCR los marcadores de resistencia blaCTX-M, blaOXA,
blaTEM y blaSHV en ambos ceparios. Para las cepas serogrupo 025 se obtuvo un
alto porcentaje para los genes blatem con 40%, blaoxa-1con 17% y blactx-v con 13%.
En las cepas del ISSSTE se presenta un mayor porcentaje para los genes blaTtem
con un 66%, seguido de blactx-m con 25%. Finalmente se utilizdé el perfil de
susceptibilidad a Ap y Rf, la presencia de plasmidos y de los genes traT y MOBF12
como criterios para seleccionar las cepas a ser usadas en ensayos de conjugacion,
usando como cepa receptora una E. coli K12 cepa C600 Rfr. Se realizaron tres
ensayos de conjugacién con 3 cepas 025 con un perfil plasmidicos electroforético
de 6 bandas cada una segun lo previamente reportado, obteniéndose 4 cepas
transconjugantes las cuales poseen los mismos factores de virulencia, fimH, sat,
iucD e iha, que la cepa donadora.

Pagina | 7



3. INTRODUCCION

3.1 DEFINICION Y EPIDEMIOLOGIA DE ITU

Se define a una infeccion de tracto urinario o ITU como la presencia de bacterias en
sectores normalmente estériles del aparato urinario con o sin presencia de sintomas
(Zarate y cols., 2006). Constituye una patologia frecuente y de elevada morbilidad
que en muchos de los casos se puede volver cronica, afectando tanto a hombres,
como a mujeres de diferentes grupos de edad (Arenas M. y cols., 2011). A nivel
mundial existen 150 millones de casos de ITU por afio en todo el mundo(Trejo y
cols,. 2016), mientras que, en nuestro pais, la Direccion General de Epidemiologia,
reporta en el 2015 en su informe anual que las Infecciones del tracto urinario se
encuentran en una frecuencia del 15.7%, correspondiendo al tercer lugar entre las
principales infecciones reportadas (DGE, 2015).

Las ITU son clasificadas de diversas formas: por su distribuciébn anatémica se
considera ITU alta e ITU baja. Se considera ITU alta cuando afecta a nivel ureteral
y el parénquima renal, con signos y sintomas sistémicos como, escalofrios, fiebre,
dolor lumbar, nauseas y vémitos. En este grupo se encuentran las pielonefritis.

Por otro lado, se considera ITU baja, al presentarse en vejiga y uréteres que
normalmente se asocia a la presencia de sintomas y signos urinarios, como son la
urgencia para orinar, disuria, polaquiuria, turbidez y olor fetido en la orina. Dentro
de estas ITU estan la cistitis y uretritis.

Clinicamente, las ITU se clasifican en complicadas y no complicadas.
Diferencidndose en que las complicadas por lo general afectan a individuos con
anormalidades estructurales o con presencia de instrumental médico como en el
caso de los catéteres. Mientras que las ITU no complicadas afectan al resto de la
poblacién y cuyos sintomas estan confinados a la uretra y vejiga. Estas infecciones
son muy frecuentes en mujeres jovenes con una vida sexual activa (Flores-Mireles
y cols. 2015; Zarate y cols.,2006).

Las ITU son causadas por bacterias Gram negativas y positivas, asi como por
hongos. Entre los microorganismos que con mayor frecuencia son aislados en este
tipo de infecciones se encuentran Escherichia coli (E. coli), Klebsiella spp,
Enterobacter spp, Enterococcus spp, Pseudomonas spp, Proteus spp Yy
Staphylococcus saprophyticus, aunque con diferencias importantes en su magnitud
y sus factores asociados, segun la poblacion, su edad y sexo (Orrego y cols., 2014).
El tratamiento de las ITU incluye generalmente antibidticos B-lactamicos,
fluoroquinolonas, o trimetoprim/sulfametoxazol, pero puede variar segun la edad del
paciente, sexo, patdgeno, el curso de la enfermedad y el tracto urinario anatomico
(Molina L6pez 2011). La eleccibn de un antibidtico, en diversas infecciones,
depende de los niveles de concentracion plasmatica que alcanza el antibiotico para
lograr una susceptibilidad antimicrobiana alta. Pero en el caso de una ITU, lo
importante es la concentracion del antibidtico en el parénquima renal, en la capa
mas profunda de la pared de la vejiga y de la préstata. Por lo tanto, la excrecion de
la concentracion en orina, asi como la determinacion de la actividad del antibidtico
en la orina son importantes para la decisién de si su uso es necesario 0 no en el
tratamiento de ITU (Zarate y cols.,2006). En la tabla 1. se resumen las principales
opciones de tratamiento para ITU segun la categoria y el criterio diagnéstico.
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TABLA 1. INFECCION DEL TRACTO URINARIO EN EL ADULTO.

CATEGORIA

CRITERIO
DIAGNOSTICO

TERAPIA DE PRIMERA LINEA

CISTITIS AGUDA NO
COMPLICADA

CISTITIS RECURRENTE EN
MUJER JOVEN

CISTITIS AGUDA EN
HOMBRE JOVEN

PIELONEFRITIS AGUDA
NO COMPLICADA

ITU COMPLICADA

Andlisis de orina con
piuria y hematuria

Presencia de sintomas y
urocultivos:>100 UFC/ml
Urocultivo con un conteo de
1000 a 10 000 UFC/ml

Urocultivo con un conteo de
100 000 UFC/ml

Urocultivo:>10 000 UFC/ml

Nitrofurantoina,

Cefalosporinas de 1° generacion,
TMP-SMX DS, Ciprofloxacina, Norfloxacina,
Amoxicilina/acido clavulanico
Ciprofloxacina, Norfloxacina

Nitrofurantoina, Cefalexina, Cefadroxilo,
TMP-SMX DS, Ciprofloxacina, Norfloxacina

Gram negativos: Fluoroquinolona
Gram positivos: Amoxicilina

Gram negativos: Fluoroquinolona
Via parenteral: Cefalosporinas, y/o gentamicina,

amikacina

Amoxicilina, Nitrofurantoina,

Cefalexina, Aztreonam.

Evitar: Tetraciclinas y fluoroquinolonas

ITU ASOCIADA A Sintomas y urocultivo Gram negativos: fluoroquinolonas
CATETER >100 UFC/mi Gram positivos: Amoxicilina mas gentamicina

TMP-SMX = trimetoprim-sulfametoxazol; UFC= unidad formadora de colonias; Adaptada de Zarate et.al 2006.

BACTERIURIA
ASINTOMATICA
EN EL EMBARAZO

Urocultivo:>10 000 UFC/ml

3.2 ESCHERICHIA COLI UROPATOGENA

Escherichia coli uropatégena (UPEC) es el principal agente etiolégico en ITU. Se
presenta tanto en hombres como en mujeres de cualquier edad, siendo mas
frecuentes en pacientes del sexo femenino y estimandose que del 10 al 30 % de las
mujeres presentaran una ITU a lo largo de su vida (Flores-Mireles y cols.,2015).
Dentro de las ITU producidas por UPEC, de un 70% a 95% son de origen
comunitario mientras que el 50% son de origen nosocomial (Millan y cols.,2014).

Las ITU se consideran una de las patologias que afecta tanto a riidn como a vias
urinarias, con una tasa de ocurrencia que oscila entre 0,3 y 7,8% en primera
infancia. En edad escolar se encuentra entre el 1 y el 3%, aumentando en los
adolescentes (Rondon M. y cols., 2007).

Las cepas de Escherichia coli se pueden agrupar en cepas comensales, patotipos
intestinales y patdgenos extraintestinales (EXPEC), se considera como uno de los
agentes mas importantes que causan infecciones extraintestinales. En el grupo de
EXPEC se encuentran las cepas de UPEC, las productoras de sepsis y meningitis
(Millan y cols.,2014). Filogenéticamente las cepas de E. coli se clasifican en los
grupos: A, B1, B2, D, E y F. UPEC pertenece principalmente al grupo filogenético
B2 y en menor medida al grupo D, mientras que las cepas comensales se
encuentran dentro de los grupos filogenéticos Ay B1 (Molina J. 2011; Clermont O.
y cols.,2013).
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3.3 MECANISMO DE PATOGENICIDAD Y FACTORES DE VIRULENCIA EN
UPEC

Dentro del mecanismo de patogenicidad en cepas de UPEC se encuentra:

La colonizacion en area periuretral y vaginal con colonizacién de la uretra, ascenso
hasta el lumen de la vejiga, crecimiento bacteriano como célula plantdnica en orina,
adherencia a superficies, asi como la interaccion del sistema de defensa del epitelio
de la vejiga, formacion de biofilm, invasion, replicacion formando comunidades
bacterianas intracelulares a nivel de la vejiga. En casos graves de la enfermedad,
se produce una colonizacion del rifién y tejido dafiado del huésped incrementando
el riesgo de bateremia/sepsis.

Son diversos los factores de virulencia que contribuyen a la colonizacion y
patogenicidad de UPEC, dentro de los cuales destacan aquellos relacionados en el
proceso de adherencia e invasion, lo cual le permite a este patogeno infectar de
manera exitosa a su hospedero. De este modo, los factores de virulencia le que
permiten a E. coli superar el sistema inmune del huésped y causar mdltiples
enfermedades. (Neamati F. y cols., 2015;Terlizzi. y cols.,2017).

Se han caracterizado varios factores de virulencia que participan en cada una de
las etapas anteriormente mencionadas en la patogénesis de UPEC, entre los que
se incluyen factores de adherencia (fimbrias P, de tipo 1y S), alfa-hemolisina (Hly),
lipopolisacéarido (LPS), aerobactinas, proteasas auto trasportadoras (Sat), la toxina
Vat, Factor Necrosante Citotoxico 1 (CNF-1), mecanismos de adquisicion de
nutrientes (sideréforos), resistencia al suero, formacion de biofilm y capsula. (Arenas
M.y cols., 2011; Tabasi M. y cols., 2015).

Entre los genes asociados a factores de adherencia, el gen mas estudiado (y
conocido) es el gen fimH el cual codifica para la adhesina de unién a manosa FimH
localizada en la regién apical de la fimbria, media la adhesion a las células de todo
el uroepitelio y determina la adherencia por las fimbrias de tipo 1 (Casellas 2008).

Otros factores de virulencia asociados a UPEC son, la fimbria P (otro tipo de pili), la
cual esta particularmente asociada con pielonefritis y se encuentra codificada por
los genes pap; y las toxinas que actian como factores de virulencia secretores. El
factor de virulencia secretado mas importante es la a-hemolisina (HIyA), que esta
codificada por el gen hly. Ademas, el factor necrotizante citotéxico 1 (CNF1) el cual
se encuentra en un tercio de las cepas pielonefrogénicas (Da Silvaa G. et al., 2012),
y la capacidad de resistencia al suero debido a la proteina de membrana externa
TraT codificada por los genes traT. El cual juega un papel importante en la virulencia
de UPEC (Neamati F. y cols., 2015).

Los genes tra codifican proteinas que son utiles para la propagacion del plasmido
por conjugacion de la célula huésped a una célula receptora compatible o para el
mantenimiento del plasmido. El locus tra incluye el gen de pilina y los genes
reguladores encargados de formar un Pili sexual o conjugativo en la superficie
celular, ademas incluye a las proteinas poliméricas que pueden adherirse a la
superficie de bacterias F e iniciar la conjugacién (Grohmann y cols., 2003).
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Dada la importancia de los factores de virulencia en el mecanismo de patogenicidad
en UPEC, la identificacion de los factores de virulencia puede ser util para el
diagnéstico y estrategias terapéuticas (Flores A. y cols., 2015).

Toxinas/adhesinas

, Curli
) (Il L>\gl
g \&F"

Pili Tipo 1
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\ Ii'un(n
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v

€ e
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Flagelo

Figura 1. Imagen representativa de los principales factores de virulencia. Adaptada de Terlizzi, et.al.2017.

3.4 RESISTENCIA ANTIBIOTICA EN UPEC

Segun la OMS (Organizacion Mundial de la Salud), cada afio la resistencia a los
antibioticos estd aumentando entre las cepas de UPEC, por lo que dicha resistencia
antimicrobiana reduce significativamente las opciones terapéuticas y aumenta los
costos de tratamiento y las tasas de mortalidad (Neamati y cols., 2015).

Las cepas de UPEC pueden causar infecciones agudas e infecciones recurrentes,
lo cual complica el manejo clinico de las ITU debido al incremento en la incidencia
de infecciones causadas por cepas de E. coli que son productoras de biofilm vy
resistentes a los antibidticos comunmente utilizados (Millan y cols., 2014). En el
2012, el centro europeo para la prevencion y control de enfermedades (ECDC) y el
centro para el control y prevencion de enfermedades de E.E.U.U (CDC) crean una
terminologia estandar, a nivel internacional, en la cual se describen los perfiles de
resistencia para Staphylococcus aureus, Enterococcus spp., Enterobacteriaceae.,
Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter spp. Todas bacterias responsables de
infecciones con alto potencial a la multiresistencia antibiotica. Para el caso de E.coli
uropatégena se realizé la evaluacion de la resistencia segun 13 grupos de
antibioticos, obteniendo 4 categorias: NMDR (no multidrogo resistente) resistencia
en 2 0 menos grupos; MDR (multidrogo resistente) resistencia en 3 0 mas grupos
evaluados; XDR (extremadamente resistente) susceptibilidad en 1 o 2 grupos, PDR
(pandrogo resistente) resistencia en todos los grupos (Magiorakos y cols., 2012.)
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La resistencia a diversos antimicrobianos puede considerarse como otro factor de
virulencia de estas cepas porgque son un elemento importante en las fallas en el
tratamiento. Recientemente una clona de E. coli 025-ST131 productora de [-
lactamasas de espectro extendido, multirresistentes y con alta virulencia ha
emergido a nivel mundial como una causa importante de las ITU adquiridas en la
comunidad (Millan y cols., 2014). La hidrolisis de los antibidticos -lactamicos por
medio de las B-lactamasas es el mecanismo mas comun de resistencia a esta clase
de agentes antibacterianos de importancia clinica en bacterias Gram negativas
(Bush & Jacoby, 2010).

Las [B-lactamasas de espectro extendido (BLEE), son enzimas las cuales se
caracterizan fenotipicamente por conferir resistencia a Penicilina y Cefalosporinas,
incluyendo las de tercera y cuarta generacion. Pueden ser inhibidas por el Acido
Clavulanico u otros inhibidores como el Tazobactam y Sulbactam. Las cepas que
producen BLEE, en su mayoria son enterobacterias, particularmente E. coli, por lo
cual son resistentes a todos los antbiéticos B-lactamicos con excepcion de las
Carbapenemasas.

Las B-lactamasas de espectro extendido, son enzimas capaces de inactivar ademas
de las penicilinas y las cefalosporinas de primera y segunda generacion, a las
oximino-cefalosporinas y a aztreonam. Dado que la familia de enzimas BLEE esta
en continuo crecimiento, se reconocen segun sus caracteristicas funcionales y
genotipicas. Esto mediante la clasificacion de Bush, Jacoby y Mederos asi como su
correlacion con la clasificacion molecular de Ambler (Bush y cols., 2010).

Las BLEE “clasicas” derivan de B-lactamasas pertenecientes al grupo 2b (TEM-1,
TEM-2 y SHV-1) producto de mutaciones de los genes que codificaban estas
betalactamasas aparecieron las actuales betalactamasas de espectro extendido
(BLEE) siendo estas de naturaleza plasmidica. Estas B-lactamasas 2b poseen
actividad penicilinasa y son sensibles el acido clavulanico (inhibidor de
betalactamasas). Hasta la fecha se han descrito mas de cien variantes distintas de
BLEE, derivadas de las TEM-1 o TEM-2 y mas de cincuenta de las derivadas de
SHV (Alvarez D., 2010). OXA-1 es una oxaciclina que confiere un fenotipo silimar a
las betalactamasas resistentes a los inhibidores, se caracteriza por la resistencia a
aminopenicilinas, caboxipenicilinas y ureidopenicilinas (Garcia y cols.,2010).

En los dltimos afios, han adquirido gran relevancia el tipo BLEE plasmidicas,
denominada CTX-M las cuales han remplazado a las clasicas TEM y SHV en
muchos paises, pues existen mas de 80 variantes descritas en este grupo de
enzimas, las cuales son la causa de la resistencia a cefalosporinas de amplio
espectro (Hussain y cols.,2012).
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3.5 CAPACIDAD DE FORMACION DE BIOFILM EN UPEC

La formacion de biofilm se define como un ensamble de células microbianas que se
asocian de manera irreversible a una superficie, siendo embebidos en un matriz de
polisacaridos primarios permitiendo el crecimiento y la sobrevivencia ante un
ambiente agresivo. Estas células secretan sustancias poliméricas extracelulares
gue mantienen a las células agregadas. En algunas ocasiones estos cumulos de
células son separadas por canales por los cuales se pueden movilizar algunos
fluidos. A medida que las células bacterianas asociadas en comunidades se
adaptan al crecimiento en estas superficies hidratadas, éstas expresan diferentes
fenotipos en comparacion al fenotipo mostrado por las células bacterianas que viven
en estado planténico. Estas manifestaciones fenotipicas se expresan en diferentes
maneras dependiendo de la especie bacteriana, destacando el hecho de que mas
del 50% de todas las infecciones producidas por bacterias que se han reportado
involucran la formacion de biofilm.

UPEC presenta cambios morfolégicos como la filamentacion lo cual le permite
evadir el sistema inmune del hospedero (Marhova y cols., 2010).

La formacion de biofilm es de importancia médica dado que los patégenos que
presentan esta capacidad son dificiles de erradicar, desarrollando infecciones
graves gue en muchas ocasiones se vuelven crénicas.

En el caso de UPEC, la formacién de biofilm le permite persistir por un largo tiempo
en el tracto genitourinario e interferir en la erradicaciéon de la bacteria.

La formacion de biofilm de UPEC se da en comunidades intracelulares bacterianas
(CIB), protegiendo a sus miembros del ataque por neutréfilos, antibioticos y otros
factores estresantes para la bacteria. La induccién para la formacion de biofilm en
estas cepas es mediada por las interacciones y la adhesién a superficies del Pili tipo
1, el antigeno 43 y fimbrias adhesivas tipo Curli. Se ha visto que, durante la
maduraciéon de las CIB, la expresién del supresor de iones (SulA) inhibe la
polimerizacién de FtsZ en una subpoblaciéon de UPEC, lo que bloquea la formacién
del anillo de septacion y la divisién celular formando células filamentosas. Cuando
las células filamentosas salen de las células epiteliales, estas se vuelven resistentes
a la muerte por neutréfilos y pueden colonizar otras células uroepiteliales y
reingresar en su ciclo como CIB, entendiéndose de este modo la importancia de las
células filamentosas en el ciclo previo a la formacién de biofilm (Marhova y cols.,
2010; Flores A. y cols., 2015). Ademas, se ha reportado que el Pili tipo 1 participa
en la formacion de biofilm por UPEC en catéteres.

Se ha reportado que la resistencia intrinseca de UPEC puede estar asociada con la
capacidad de sobrevivir en un estado de biofilm que aumenta en gran medida la
dificultad del tratamiento ante diversas situaciones clinicas. La capacidad de las
bacterias de persistir y crecer en un biofilm parece representar un factor importante
para la patogénesis y los fracasos terapeuticos, particularmente en infecciones del
tracto urinario en pacientes cateterizados a largo plazo (Crémet L. y cols.,2013).
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3.6 TRANSFERENCIA DE MATERIAL GENETICO EN UPEC

Un factor importante en la diseminacion de la resistencia a antibioticos es la
presencia de plasmidos y la capacidad de estos de transferirse entre otras cepas
mediante la conjugacion. Los plasmidos ejercen un gran impacto evolutivo en las
bacterias favoreciéndoles el colonizar nuevos nichos, asi como obtener ventajas
sobre sus competidores naturales. Los plasmidos portan frecuentemente genes
relacionados a la detoxicacion, virulencia, interacciones ecolégicas y resistencia
antibidtica.

El proceso de conjugacion bacteriana es altamente especifico, por el cual se da la
transferencia del ADN de una cepa donadora a una cepa receptora. Este proceso
se da por un complejo multiproteico especializado, que involucra el contacto célula
a célula por medio de filamentos extracelulares mejor conocidos como pili sexuales
(Grohmann y cols.,2003). La capacidad de conjugacion de una bacteria depende de
la presencia en la bacteria de plasmidos conjugativos. Un ejemplo de plasmido
conjugativo es el plasmido F de E. coli el cual codifica para las proteinas necesarias
para la conjugacion incluyendo el pili sexual. Las cepas bacterianas con el plasmido
F tienen alta frecuencia de recombinacién por lo que se denominan cepas hfr por
sus siglas en ingles (high frecuency of recombination) (Betancor y cols., 2006).
Para la supervivencia del plasmido conjugativo se consideran esenciales dos
funciones: la replicacién del ADN y la transferencia horizontal. Dentro de los factores
cruciales en la transferencia horizontal, la movilidad del plasmido conjugativo forma
parte esencial de la habilidad de un plasmido, ademas de ser un el elemento clave
para entender la epidemiologia de los rasgos portados por plasmidos. El set de
genes de movilidad (MOB) es esencial para el proceso de conjugacion de ADN,
ademas de un complejo de formacién de pares de apareamiento (MPF) asociado a
la membrana, el cual es una forma de sistema de secrecion tipo 4 (T4SS),
proporcionando el canal de acoplamiento.

Los plasmidos pueden ser clasificados en tres categorias segun su movilidad:
conjugativos, movilizables y no movilizables. Los plasmidos conjugativos codifican
para un grupo completo de genes de transferencia (MOB+ T4SS). Un plasmido que
codifica para su propio grupo de genes MPF se denomina auto-transmisible o
conjugativo. Por otro lado, los plasmidos movilizables solo codifican a una minima
maquinaria de MOB que les permite ser transportados por otros plasmidos. Si usa
MPF de otro elemento genético presente en la célula, se denomina movilizable,
mientras que algunos plasmidos son llamados no movilizables dado que no entran
en ninguna de las categorias previamente mencionadas, diseminandose por
transformacion natural o por transduccion (Garcillan B. y cols.,2009;Smillie y
cols.,2010 ;Alvarado A. y cols.,2012).

Los plasmidos conjugativos pueden ser agrupados en seis diferentes familias MOB
basados en las 6 diferentes familias de genes relaxasa: MOBF, MOBH, MOBg,
MOBc, MOBp y MOBYv. La proteina relaxasa es clave en el proceso de conjugacion,
puesto que reconoce el origen de transferencia (oriT), una secuencia corta de ADN
quien es la Unica secuencia que requiere en cis un plasmido para ser trasmisible
conjugativamente. La proteina relaxasa cataliza el estado inicial y final de la
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conjugacion. Participa en la escision inicial de oriT en el donante, para finalmente
producir la cadena de ADN que se transferira, ademas participa en la ligacion final
del ADN transportado en la célula receptora (Smillie y cols.,2010; Westra y
cols.,2013).

Se observan diferencias entre las diferentes familias de plasmidos MOB con
respecto al mecanismo molecular y cinético de la transferencia plasmidica. La
proteina relaxasa, se caracteriza por ser una proteina multidominio, siendo el Unico
componente comun entre los plasmidos conjugativos y movilizables. Su actividad
reside en el dominio N-terminal y su estructura 3D de los dominios de cuatro
relaxasas se relacionan a MOBE.

3.7 FAMILIA MOBF

Esta familia MOB se encuentra muy bien caracterizada, contiene 114 miembros y
presenta dos relaxasas que consisten en dos dominios N-terminal en donde se
encuentran dos tirosinas cataliticatemente activas y un dominio helicasa C-terminal.

En la familia MOBEF se presentan tres diferentes subclados de MOBF1 los cuales son:
MOBF11, MOBF12y MOBFi3. El subclado MOBF11 contiene dos ramas representadas
por los plasmidos prototipo R388 (IncW) y R46 (IncN) para la rama de
enterobacterias. El plasmido IncN se encuentra relacionado con la diseminacién de
la multidrogo resistencia en Enterobacterias. El subclado MOBFi2 Sse encuentra
comprendido por el complejo filogenético general IncF. Este complejo incluye al
menos siete grupos de incompatibilidad, siendo prevalente en Enterobacterias y
frecuentemente responsable de la diseminacion de los determinantes de la
resistencia antibidtica, siendo esto de gran importancia médica en la actualidad
(Garcillan B. y cols.,2009).

La capacidad de las cepas de formar biofilm, la resistencia antibi6tica, asi como sus
factores de virulencia y la capacidad de transferencia del material genético por
conjugacion representa un problema de salud publica que debe ser evaluado en la
poblacién en general, pero de manera particular en la poblacion cautiva que
permanece hospitalizada durante periodos prolongados (Sainz E. y cols.,2008).
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4. ANTECEDENTES

4.1. ANTECEDENTES GENERALES
Antecedentes Internacionales

Rijavec y colsl., 2006, trabajaron con 110 cepas de UPEC de Ljubljana,
Slovenia, analizando su resistencia antibidtica, movilidad de elementos del ADN,
serotipo y origen filogenético. Encontraron una alta prevalencia de resistencia y
multiresistencia y el 56% de las cepas presentaban secuencias rep caracteristicas
de plasmidos tipo F.

Marhova y cols., 2010, trabajaron con 50 muestras de E. coli de pacientes
con diferentes sintomatologia y tipos de ITU. Determinaron que el 24% fue positivo
a la formacion de biofilm por cristal violeta en microplacas. Ademas, evaluaron la
hemaglutinacion y hemolisis para investigar la presencia de la fimbria tipo 1 vy
hemolisina. El 16% de las cepas presentaron fimbria tipo 1, la cual fue importannte
en los primeros de formacion de biofim. ElI 38% de las cepas fue
multidrogoresistente, 16% fueron productoras de BLEES. El perfil de resistencia
antibiotica se encontr6 en un alto porcentaje en Ampicilina 74%,
Trimetropim/sulfametoxazol 72%, Acido nalidixico 58%, Norfloxacina 46%,
Gentamicina 40%.

Hussain y cols en, 2012 trabajaron con 100 muestras clinicas de E. coli
aisladas de pacientes cursando ITU en un Hospital en Pune, India. Determinaron el
perfil de susceptibilidad antibittica, fenotipo y genotipo de BLEE, y la capacidad de
las cepas de trasferir material genético por conjugacion. 23% de las cepas fueron
productoras de BLEE, 94% fue resistente a Tetraciclina, 81% Ciprofloxacina, 69%
a Gentamicina y Trimetropim/Sulfametoxazol. Ademas determinaron la presencia
de genes codificantes a BLEES, obteniéndose los siguientes porcentajes blactx-m
24%, blatem 12%, blaoxa 16% y blasxv 0%. Determinaron también la capacidad de
las cepas de transferir los genes codificantes de BLEES por conjugacion, a usando
un plasmido libre. EI nimero y pesos aproximados de los plasmidos en las cepas
ST131 y sus respectivas transconjugantes fue determinada por plasmidos
conocidos como el RS478 (272 kb). Demostraron que los plasmidos transferidos
eran plasmidos que contenian genes BLEES.

Crémety cols., 2013, trabajaron con 34 cepas de E. coli aisladas del Hospital
Universitario Nantes, Francia. De las cuales 11 provenientes de orina (incluyendo 7
de catéteres), 9 de cultivos en sangre, 8 del fluido peritoneal y 3 de fluido gastrico
de neonatos. Determinaron la capacidad formar biofilm, usando tres diferentes
métodos (Cristal violeta en microplaca, Test del anillo de biofilm y el ensayo con
resazurina). Este estudio relaciona la capacidad de formacién de biofilm con el
trasfondo filogenético y los diferentes genes relacionados con la sintesis del biofilm.
Encontrando que el gen csgA esta presente en un 76% de las cepas, este gen forma
parte del operon csgABC el cual codifica para una adhesina de polisacéridos.
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Neamati y cols., 2014, trabajaron con un total de 150 cepas de E.coli aisladas
de pacientes con ITU en Kashan, Iran. Determinaron el perfil de susceptibilidad a
12 antibidticos. Utilizaron la técnica de PCR para detectar genes relacionados con
la virulencia en cepas de UPEC. De las 150 cepas, el 74% fue multidrogo resistente,
presentando un alto perfil de resistencia en Ampicilina 81.3%, Acido nalidixico 71.3.
%, Cotrimoxazole 64.7% y Ciprofloxacino 61.3%.
Ademas el 84% de las cepas mostraron resistencia a Cepalosporinas de amplio
expectro. El 74% de las cepas presentaron el gen traT, 61.3% los marcadores de
PAIls y 16.6% el gen pap encontrandose en alta prevalencia para cepas de UPEC.

4.2. ANTECEDENTES ESPECIFICOS
Antecedentes Nacionales

Navarroy cols., 2011, trabajaron con muestras provenientes de hospitales de
Hermosillo, Sonora. México. Un total de 1,412 aislamientos de E. coli y Klebsiella
pneumoniae tanto de infecciones comunitarias como nosocomiales, recopiladas de
tracto urinario, piel, tejido blando y sangre. Realizaron la evaluacion fenotipica de
produccion de BLEE por el método de sinergia de doble disco con y sin acido
clavulanico. Encontraron que un 31.8% de cepas fueron productoras de BLEE en
aislados de E. coli a nivel hospitalario, ademas, 83% de las cepas de E. coli
presentaron alto porcentaje de sensibilidad en Nitrofurantoina.

Lopez y cols., 2014, trabajaron con 108 muestras de mujeres mexicanas
cursando con ITU recopiladas del Hospital general Dr. Manuel Gea Gonzélez en
Tlalpan, México. Llevaron a cabo la deteccion de genes de virulencia, grupos
filogenéticos, resistencia antibiética y CMI. Los grupos filogenéticos y 16 genes de
virulencia codificantes de adhesinas, toxinas, sideroforos, lipopolisacaridos e
invasinas fueron identificas por PCR. La distribucion de los grupos filogenéticos fue
B1 9.3%, A 30%, B2 55.6% y D 4.6%. Las cepas presentaron altos porcentajes de
los genes de virulencia ecp 98%, fimH 86%, traT 77%, sfa/focDE 74%, papC 62%,
iutA 48% y fyuA 44%. La resistencia antimicrobiana se presentod por arriba del 50%
en Ampicilina/Sulbactam, Ampicilina, Piperacilina, Trimetropim/Sulfametoxazol,
Ciprofloxacin y Levofloxacin.

Paniagua y cols., 2015, trabajaron con 194 cepas de E. coli en México,
llevaron a cabo la identificacién de biomarcadores de virulencia, asi como el perfil
de susceptibilidad antibiética. Las cepas presentaron un alto perfil de resistencia en
Cefalotina 97.9%, Ampicilina 97.4%, Cefotaxima 72.7% y
Trimetropim/Sulfametoxazol 66%. Se detectaron los biomarcadores de virulencia
pap 24.7%, papGll 21.1%, papGlll 21.1 %, fim 61.3%, iha 64.9%, iuc 16.5%, cnf-1
7.2%, hlyA 15.4%, y vat 5.6% los cuales concuerdan con 9 de los genes que se
estudiaran en el presente trabajo.

Estrada y cols., 2017, trabajaron con 50 aislamientos de E. coli aisladas de
ITU en localidades de la ciudad de México (norte y sureste). Realizaron la
serotipificacion de las cepas, asi como ensayos de adherencia, formacion de
biopelicula, produccibn de hemolisina, susceptibilidad antibidtica, grupo
filogenéticos y genes de virulencia. Los grupos filogenéticos predominantes fueron
B2 60% y F12%.
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Los genes de virulencia presentes en altos porcentajes fueron fimH 96%, iutA 66%
y sat 36%. El 21.5% del total de aislamientos pertenecieron al grupo 025 ST131.
La produccion de hemolisina y biopelicula fue significativamente mayor en cepas
del sureste. La resistencia de Ampicilina 92%, Tetraciclina 76% vy
Trimetropim/Sulfametoxazol 70%, fueron las mas comunes en ambos grupos.

Antecedentes Directos

En los estudios previos que se han realizado en el grupo de investigacion del
laboratorio de biologia molecular de enteropatégenos donde se desarroll6 el
presente trabajo de tesis, se ha trabajado con muestras de orina de pacientes
mexicanos cursando con ITU para el aislamiento bacteriano desde el afio 2011 al
2017. De estas muestras se tienen seis ceparios diferentes de UPEC. Ademas, se
ha encontrado que la incidencia de infecciones por UPEC es mayor en mujeres
(90%). Los ceparios anteriormente mencionados varian segun su origen siendo
éstos de Hospitales publicos y privados del estado de México, Puebla y Sonora.
Existe una mayor prevalencia en muestras provenientes de pacientes femeninos
que va de 60 al 90%. Se han encontrado de 52 a 59 serotipos diferentes en los seis
ceparios, destacando el serogrupo 025:H4 (8-16%) después de los NT (18-22%).
En estos ceparios, se reporta la presencia de grupos filogenéticos A, B1,B2,C, Dy
F en distintios porcentajes, siendo los mas altos el grupo filogenetico B2 con 36-
92% vy el Grupo A con 33-41%. A las cepas de E. coli aisladas de ITU se les
determino perfil de resistencia a 12 antibidticos de 6 familias en el 2011, 15
antibioticos de 6 familias en el 2015, 20 antibidticos de 8 familias en el 2016,
ampliandose el nimero de antibioticos con el paso de los afios para finalmente
determinarse 24 antibioticos pertenecientes a 10 familias (o 13 grupos segun la
clasificacion por resistencia de Magiorakos y col. 2012). Con respecto a la
clasificacion de MDR en estos ceparios, esta se presenta de un 71-100%,
presentandose cepas XDR 5-10% y NMDR 3%. A los seis ceparios se les determino
la presencia de factores de virulencia. La busqueda de genes asociados a estos
factores se fue incrementando con el paso del tiempo, iniciando en el 2011 con la
deteccion de los genes hylA, papGll, papGlIl, mH, fliC, iucD, vat, sat, iha y cnf-1,
para un total de 10 genes. En el 2015, se detectaron los genes fimH, lha, iucD, vat,
fliC, satA, papGll, papGlll, Ecpl, Ecp2, fimH, iucD y sat, para un total de 13 genes.
En el afio 2016, se incia la busqueda de los factores de virulencia fimH, Ecpl, Ecp2,
Iha, iucD, sat, fliC, papA, vat y hylA, para un total de 13 frangmentos geneticos (9
factores asociados a virulencia) manteniéndose la basqueda de este numero de
genes hasta el presente afio. La determinacién de bandas plasmidicas se realizé en
los ceparios del 2016 al 2018 siendo los tamafios de plasmidos mas frecuentes 100-
127kb, 50-70 kb, 3kb, 2kb y 1kb (Zarzosa,2016, Garcia, 2017, Ballesteros, 2018 y
Perez, 2018).

Ademas, realizaron la busqueda de islas de patogenicidad presente en los
diferentes ceparios, encontrandose la isla PAI ICFT073 como la de mayor
porcentanje en dos de los seis ceparios (Zarzosa, 2016 y Ballesteros, 2018),
mientras que la isla PAI IICFT073 se encontré prevalente en uno de los seis
ceparios (Perez, 2018)
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5.JUSTIFICACION

En los ultimos afios, la frecuencia con la que se producen infecciones de tracto
urinario (ITU) causadas por E. coli uropatégena ha ido en aumento, aunado a la
resistencia que ha desarrollado este microorganismo a las diferentes familias de
antibioticos, se ha vuelto una problematica grave de salud publica en México. A la
par del surgimiento de cepas de UPEC multirresistentes a nivel mundial, se ha
reportado que el tratamiento administrado a pacientes que cursan una ITU es cada
vez mas ineficaz. Por lo cual, resulta de vital importancia comprender el
comportamiento de este importante patogeno por medio del estudio del perfil de
resistencia, de sus genes de virulencia y de resistencia, de la capacidad de
formacion de biofilm y de transferir propiedades de virulencia. Este andlisis nos
brindara un panorama amplio de la patogenicidad de este microorganismo,
generando nuevo conocimiento que permitira en un futuro ayudar al desarrollo de
un tratamiento eficaz contra este importante agente bacteriano.

6. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la actualidad las infecciones de tracto urinario representan un serio problema de
salud publica a nivel mundial, incrementando afio con afio las tasas de mortalidad,
morbilidad y gastos médicos. En México, el Sistema Nacional de Vigilancia
Epidemioldgica reportd que en 2010 las ITU ocuparon el tercer lugar dentro de las
principales causas de morbilidad. Dada la capacidad de transferencia de material
genético en bacterias y el uso indiscriminado de antibioticos de amplio espectro, en
nuestro pais nos enfrentamos a la aparicion de cepas de E. coli uropatégena
altamente virulentas y resistentes a diferentes familias de antibiéticos sobre todo a
los antibidticos de primera y segunda eleccion para el tratamiento de I1TU.

7.HIPOTESIS
E. coli aislada de infeccion de tracto urinario de poblacion mexicana, posee
caracteristicas de patogenicidad diferentes a las cepas reportadas en otros paises,
existiendo una relacion genotipica entre los factores de virulencia y resistencia, asi
como una relacion fenotipica entre la formacién de biofilm y la resistencia a
antibioticos.
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8.0OBJETIVOS

8.1 GENERALES
Determinar las caracteristicas de virulencia, resistencia a antibiética, capacidad de

transferencia de material genético y formacion de Biofilm en cepas de E. coli
aisladas de infeccion urinaria en poblacién mexicana.

8.2. ESPECIFICOS

1) Determinar el perfil de susceptibilidad antibiética en E. coli aisladas de
pacientes con ITU de un Hospital de Salud Publica (ISSSTE).

2) Determinar la CMI a Colistina (ISSSTE y 0O25:H4).

3) Identificar la produccién de BLEE de las cepas del ISSSTE.
4) Determinar la formacion de biofilm (ISSSTE y O25:H4).

5) Obtener el patrén de virulencia de las cepas del ISSSTE.

6) Detectar la presencia de genes involucrados en la expresion de BLEE (bla-
SHV, bla-CTX-, bla-TEM y bla-OXA 1) de dos ceparios (ISSSTE y O25:H4).

7) Determinar el perfil plasmidico del cepario del ISSSTE.

8) Determinacién de la capacidad de transferencia del material genético por
conjugacion.

Péagina | 20



9. MATERIAL Y METODOS
9.1 MATERIAL BIOLOGICO.

9.1.1. CEPAS DE E. COLI AISLADAS DE ITU.

Se usaron un total de 116 cepas de E. coli aisladas de pacientes con ITU
pertenecientes a dos ceparios: el primero de 51 cepas de E. coli donadas por el
Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado (ISSSTE)
en el 2016 y el segundo por 65 cepas de E. coli serotipo 025 aisladas de pacientes
cursando ITU provenientes de hospitales publicos y privados durante el periodo del
en el periodo 2011-2015. Las cepas se encuentran almacenadas en
crioconservacion a -70°C.

9.1.2 CEPAS CONTROL

TABLA 2. CEPAS CONTROLES USADAS EN EL PRESENTE TRABAJO.

CEPA CARACTERISTICAS
UPEC CFT073 Positivo a iucD, vat, sat, hylA,
papGll, fliC y fimH
059l Positivo a sat, vat y papGill|
GAG1 Positivo a iucD, sat, hlyA, papA, fliC,
fimH y cnf
EHEC/EDL Cepa tipo EHEC, usada como

control en perfil plasmidico por su
plasmido de 92kb

E. coli ATCC 25922 Cepa control positivo en los
ensayos de Biofilm, perfil de
resistencia y CMI.

C7225 Positivo para bla oxa-1y blactx m-u
SA42 Positivo para blashy
1550 Positivo para blaTewm
058l Positivo para traT
C3304 Positivo para MOBF12
E. coli K12 C600 Cepa control receptora en los

ensayos de conjugacion
9.2 METODOS

9.2.1 PREPARACION DE MUESTRAS PARA EXTRACCION DE MATERIAL
GENETICO

Se tomaron 20 ul de cada cepa almacenada en criovial a -70°C para inocular 5 ml
de caldo LB. Los tubos se incubaron a 37°C, 220 RPM por 18 a 24 hrs. Por una
parte, a partir del precultivo, se obtuvo un paquete celular de 3 ml por centrifugacién
a 12,000 RPM 5 min, el cual fue usado para extraccion de DNA plasmidico. Por otra
parte, usando 80 pl del precultivo restante, se inocularon 5 ml de caldo LB hasta
obtener una densidad oOptica a 260 nm (DOzsonm) de 0.5. Se obtuvo un paquete
celular de 500 ul por centrifugacién a 12,000 RPM 5 min que fue usado para
extraccion de DNA genomico.
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9.2.2 EXTRACCION DE DNA GENOMICO.

Se resuspendio la pastilla en 570 ul de buffer SET (sacarosa, EDTA-TRIS), se agito
30 segundos en vortex, se agregaron 60 ml de SDS al 20% invirtiendo para
homogeneizar y se agité 20 segundos en vortex evitando hacer burbujas. Se incubo
a 80°c por 5 min, dejando enfriar antes de agregar 2ul de RNAsa e incubar 45
minutos a 37°c. Tras enfriar a temperatura ambiente, se adicioné 200 ul de NaCl 5
M para posteriormente invertir 20 segundos, dejar 60 segundos reposando, agitar
60 segundos y dejar reposar 60 segundos.

Las muestras se colocaron 5 minutos en hielo y se centrifugaron 10 minutos a 12000
RPM. Se paso el sobrenadante aun tubo nuevo y se agreg6 800 pl de isopropanol,
invirtiendo las muestras durante 1 minuto. Se centrifugd 20 minutos 12,000 RPM,
decantando el sobrenadante resultante. Se realizaron tres lavados de 800 pul de
etanol al 70%, centrifugando 5 minutos. Se dejo6 secar a pastilla para posteriormente
resuspender en 75 pl de TRIS 10mM pH 8.

9.2.3 EXTRACCION DE DNA PLASMIDICO

A la pastilla obtenida de 3 ml de precultivo, se le agregaron 152 ul de solucion 1
(Lisozima, RNAsa y buffer SET), se resuspendié en vortex y se incub6 a 37°C por
15 minutos. Se agreg6 300 ul de solucion 2 (150 pl de NaOH 0.4N y 150 ul de SDS
AL 2%) Se invirtié 5 veces y se mantuvo 5 minutos en hielo. Se afadio 420 pl de
acetato de potasio 2.7 M, se invirtié 9 veces y se mantuvo en hielo 15 minutos para
centrifugar 20 minutos a 12,000 RPM. Se pas6 suavemente el sobrenadante con
micropipeta a un tubo conteniendo 400 pl de fenol/ cloroformo, se invirtié 50 veces
para homogeneizar y se centrifugd 5 minutos a 12,000 RPM.

Se transfirio el sobrenadante a otro tubo con 400 pl de cloroformo, se invirtié 100
veces y se centrifugd 5 minutos a 12,000 RPM. Se transfirié el sobrenadante a un
tubo nuevo, se afiadié etanol absoluto hasta 1.5 ml manteniendo en refrigeracion
toda la noche. Se centrifugd15 minutos a 12,000 y se decant6 el sobrenadante, se
agregarén 800 ul de etanol al 70% y se centrifug6é 5 minutos a 12,000. Se decanto
y se dej6 secar la pastilla, resuspendiendo en 70 ul de H20 Tridestilada estéril.

9.3 PERFIL DE SUSCEPTIBILIDAD ANTIBIOTICA POR EL METODO DE
KIRBY-BAUER

La susceptibilidad antibidtica se determind para 24 antibiéticos mediante el método
de difusion en disco (Kirby- Bauer) siguiendo los lineamientos del Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI 2016). Como cepas de referencia se uso Escherichia coli
ATCC 25922 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 cuyos halos de inhibicién y
perfiles de susceptibilidad estan indicados en la Tabla 8. Los antibidticos usados
segun la familia y la concentracion de los sensidiscos indicada entre paréntesis son
los siguientes:

Aminoglucésidos: Gentamicina(10ug), Netilmicina(30ug), Amikacina(30ug)
B-lactamicos: lera generacion- Ampicilina(10ug), Cefalotina(30ug),
Cefuroxima(30ug), 3ra generacion- Ceftriaxona(30ug), Ceftazidima(30ug),
Cefotaxima (30ug), 4ta generacion-Cefepime(30ug), Monobactam
Aztreonam(30ug). Amoxicilina/Acido clavulanico(20/10ug).
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Quinolonas: lera generacion- Acido Nalidixico(30ug).

Fluoroquinolonas: 2da generacion Norfloxacina(10ug), Ciprofloxacina(5ug),
Ofloxacina(5ug). 3ra generacion- Levofloxacina(5ug).

Carbapenémicos: Ertapenem(10ug).

Antagonistas del folato: Trimetropim/Sulfametoxazol (1.25/23.75ug).

Fenicoles: Cloranfenicol(30ug).

Fosfonatos: Fosmomicina(50ug).

Polimixinas: Colistina(10ug).

Tetraciclina: Tetraciclina(30ug).

Nitrofurantoina: Nitrofurantoina(300ug).

Se sembraron 5 pl de la cepa problema en placas de medio TSA por estria cruzada
y se incubo estaticamente a 37°C, 18-24 hrs. Con un asa bacteriolégica se tomo
una colonia aislada y se sembro en tubos con 5 ml de medio TSB, se incub6 a 37°
hasta alcanzar una turbidez equivalente a 1,5 x 10° UFC/ml (Equivale al tubo No. 5
de la escala de Mc Farland).

Posteriormente se sumergioé un hisopo en el cultivo eliminando el exceso de este,
rotandolo contra la pared interna del tubo y se sembroé frotando el hisopo sobre la
superficie de la placa de Agar Miiller Hinton. Esta ultima accién se repiti6 tres veces
girando la placa 45° para sembrar uniforme y masivamente la placa.

Se dej6 secar la muestra durante tres minutos y se colocaron los discos de
antibioticos con una pinza estéril oprimiendo ligeramente con la pinza para asegurar
el buen contacto con el medio; los sensidiscos se colocaron dependiendo del
tamafo del halo que forman, para que no existiera interaccion entre ellos. (Figura
2). Finalmente se incubaron a 37°C durante 18 horas y se midieron los halos de
inhibicion para determinar la resistencia o sensibilidad de las cepas a los antibioticos
segun la “Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing” (CLSI

2017). Se realizaron cinco placas por cepa, diferenciandose cada una de ella por

colores como se muestra en la figura 2.

Figura 2. Distribucion de discos de antibiéticos. 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 (ciprofloxacino). Morado: 1 GM (gentamicina), 2 NET (netilmicina), 3 OFX (ofloxacino), 4TSX
(trimetropim/sulfametoxazol), 5 AMK (amikacina). Azul: 1 FOS (fosfomicina), 2 TC (tetraciclina), 3 COL (colistina), 4 ERT
(ertapenem). Negro: 1 AM (ampicilina), 2 LVX (levofloxacina), 3 NF (nitrofurantoina), 4 NOR (norfloxacina), 5 CF (cefalotina).
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TABLA 3. VALORES DE REFERENCIA USADOS PARA LA DETERMINACION
DE LOS HALOS DE INHIBICION Y PERFILES DE SUSCEPTIBILIDAD.

Valores de referencia Valores de resistencia
Escherichia | Pseudomonas
Abreviatura Antibiotico Concentracion coli aeruginosa Resistencia | Intermedias | Sensibles
ATCC25922 | ATCC 27853
GM Gentamicina 10ug 19-26 17-23 <12 13-14 215
NET Netilmicina 30 ug 22-30 17-23 <12 13-14 215
OFX Ofloxacina 5 ug 29-33 17-21 <12 13-15 216
TSX Trimetropim/sulfametaxazol 23-29 - <10 11-15 216
1.25/23.75 ug

AMK Amikacina 30 ug 19-26 18-26 <14 15-16 217
AM Ampicilina 10 ug 16-22 - <13 14-16 217
LVX Levofloxacina 5 ug 29-37 19-26 <13 14-16 217
NF Nitrofurantoina 300 pg 20-25 - <14 15-16 217
NOR Norfloxacina 10 ug 28-35 22-29 <12 13-16 217
CF Cefalotina 30 ug 15-21 - <14 15-17 218
CFz Ceftazidima 30 ug 25-32 22-29 <17 18-20 21
CFX Cefuroxima (oral) 30 ug 20-26 - <14 15-22 >23
C Cloranfenicol 30 ug 21-27 - <12 13-17 218
AN Acido Nalidixico 30 ug 22-28 - <13 14-18 >19
CRO Ceftriaxona 30 ug 29-35 17-23 <19 20-22 223
CIP Ciprofloxacin 5ug 30-40 25-33 <15 16-20 221
CTX Cefotaxima 30 ug 29-35 18-22 <22 23-25 226
AMC Amoxicilina Ac/Clavulanico 20/10 ug 18-24 - <13 14-17 218
FEP Cefepime 30 ug 31-37 24-30 <14 15-17 218
ATM Aztreonam 30 pg 28-36 23-29 <17 18-20 221
FOS Fosfomicina 200 ug 22-30 - <12 13-15 216
COL Colistina 10 pg 22-30 - <10 211
ETP Ertapenem 10 pg 22-30 - <18 19-21 222
TC Tetraciclina 30 ug 28-36 23-29 <11 12-14 215

Los valores fueron obtenidos del CLSI 2017.

9.4 CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI) A COLISTINA

La CMI a colistina se llevd a cabo por medio de una modificaciéon del método
empleado por Liofilchem Sensi Test a Colisitina (Clinicians, 2017) sustituyendo la
placa comercial por tubos chicos estériles de vidrio. Para obtener la solucién stock
de colistina (20 pg/ml) se realiz6 la dilucion del antibiético a partir de sensidiscos.
Se disolvieron 4 sensidiscos de 10 pg (40 ug) en 2 ml de H20 tridestilada estéril
dejandose reposar 8 hrs. Se filtré la dilucion del antibiético, con la finalidad de
eliminar los residuos que pudieran quedar del sensidisco. Se obtuvo una
concentracion final de 40 pg en 2 ml de H20. Segun lo anterior, se realiz6 el calculo
equivalente para obtener la concentracién mas alta (16 pg/ml). Se colocaron 800 pl
del stock a el tubo no.8 (16 pug/ml), al tubo no.7 (8 pg/ml) se le agreg6 800 ul de H20
y 800 pl de antibidtico, a partir del tubo no.6 (4 ug/ml) hasta el no. 2 (0.25 pg/ml), se
agrego 800 ul de H20 y 800 pl del tubo previo.
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El tubo no. 1 (0 pg/ml) al no contener antibidtico fue usado como control de
crecimiento bacteriano. Se us6 la cepa control (suceptible a colistina) Escherichia
coli ATCC® 25922 siendo su CMI (concentracion minima inhibitoria) 0.25 -2 pg/ml.
Las concentraciones y su ubicacion se pueden ver en la tabla 6.

A la par que se distribuy6 el antibidtico en los tubos, sembraron 5 pl de la cepa
problema a partir del criovial, en medio TSA por estria cruzada y se incub6 durante
toda la noche. Se tomé6 una colonia aislada, se resembrd en 3 ml caldo TSB y se
incubd a 37° hasta alcanzar una turbidez equivalente a 1,5 x 10 UFC/ml (0.5 de la
escala de Mc Farland). Se hizo una dilucion 1:20 de la suspension bacteriana
colocando 500 pl en 10 ml de solucién salina (Solucion A). Se afadieron 400 pl de
la soluciébn A en un tubo de 3.6 ml del caldo Mueller Hinton (Solucion B). Se
colocaron 100 pl de la Solucion B en cada uno de los tubos de vidrio con su
respectiva concentracion de antibiotico y se incubaron a 36 + 2°C por 16-20 horas
en temperatura ambiente.

TABLA 4. CONCENTRACIONES USADAS PARA LA DETERMINACION CMI
PARA COLISTINA.

Control de Concentracion de colistina (pg/ml)
crecimiento
Numero de tubo
1 2 3 4 5 6 7 8
0.0 0.25 0.5 1 2 4 8 16

9.5 DETERMINACION DE BIOFILM EN ENSAYO DE MICROPLACA

Se sembraron 5 ul de cada cepa a partir de criovial en agar LB (placas Petri (35X10
mm) por estria cruzada, para obtener una colonia aislada. Se sembraron dos cepas
por placa cuidando de inocular de manera inversa para evitar que se crucen entre
ellas. Se recuperé una colonia de 1 a 2 mm y se inoculé en 3 ml de LB. Se incubd
entre 2-2.5 hrs hasta la escala 2 del nefelémetro de MacFarland que corresponde a
(6X108 bact/ml) con una DOeoonm de 0.31. Posteriormente se realiz6 una dilucién
1:250 en TSB (4 ul del cultivo en 1ml de TSB usando tubos eppendor agitando para
homogeneizar la dilucion).

De la dilucion obtenida se colocé 200 pl en cada pocillo de la microplaca por
triplicado y se dejé incubar por 24hrs a 37°c. Se midio la DOs20 nm €n €l programa
Biofilm 1 del lector de micro placas universal EIxX800UV. Se retird el medio y se
realizaron dos lavados con agua tridestilada. Se colocaron 150 ul de Cristal violeta
al 0.1% a cada pocillo dejandose incubar de 15 a 20 minutos. Se realizaron dos
lavados con 200 pl de agua destilada y se dejo secar la micro placa, cuidando de
no dejar rastros de Cristal violeta. Se colocaron 200 pl de acido acético al 30% en
cada pocillo y se midio la DOses2nm €n el programa Biofilm 2 del lector de micro placa
EIx800UV.
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Se uso la formula SBF = (AB-CW) / G para calcular la formacion especifica de
biofilm. Donde SBF es la formacién especifica de biofilm, AB es la DOseonm de las
bacterias tefiidas, CW es el DOsso nm de los pocillos tefiidos de control que contiene
s6lo medio libre de bacterias, y G es el DOs20nm de la célula crecida en el medio. Se
saco un promedio de los ensayos por triplicado y se calcul6 la desviacién estandar
junto con su porcentaje.

Se grafico y segun los puntos de corte se clasificaron en formadoras de biofilm y no
formadoras de biofilm. Los puntos de corte se realizaron segun el promedio de la
DOs62 nm de cuatro ensayos realizados para la cepa control positivo Escherichia coli
ATCC® 25922, calculandose un Rango de 0.5 a 1.0 para las cepas formadoras de
biofilm, las muestras inferiores a este rango se considearron como no formadoras
de biofilm. (Modificado de: Crémet y cols.,2013; Tabasi y cols.,2015).

9.5.1 DETERMINACION DE PROTEINAS EN LOS ENSAYOS DE BIOFILM

Se sembraron 5 pl del crio vial en placas de LB (35X10mm) por la técnica de estria
cruzada para obtener una colonia aislada. Se sembraron dos cepas por placa
cuidando de inocular de manera inversa para evitar que se cruzaran entre ellas. Se
recupero una coloniade 1 a 2 mm y se inocul6 en tubos de LB de 3 ml.

Se incub6 de 2-2.5 hrs hasta obtener un crecimiento similar a la escala 2 del
nefeldémetro de MacFarland que corresponde a (6X108 bact/ml) con una DOsoonm de
0.31 A. Una vez alcanzada esta densidad, se realizd6 una dilucion en tubos
eppendor de 1:250 (4 pl del cultivo en un volumen final de 1 ml de TSB), agitando
suavemente para homogeneizar la dilucién. De la diluciéon obtenida se colocaron
200 pul en cada pocillo de la micro placa por triplicado y se dej6 incubar por 24hrs a
37°c.

Se realizé una primera medicion de la DOs2onm en el programa Biofilm 1 del lector
de micro placa EIx800UV. Se afiadié 200 ul de la mezcla del reactivo A y B del Kit
BCA Protein Assay Reagent PIERCE a 10 pl de la muestra, para realizarse un
raspado de los pocillos por muestra (3 pocillos) juntdndose en un tubo de restriccion.
Se colocé 10 pl de esta diluciéon en 190 ul de agua Tridestilada para posteriormente
medir la DOs20nm €n el programa de proteinas del lector de micro placas EIx800UV.
Los valores obtenidos se comparan con los obtenidos de la curva de albumina la
cual se realizé por duplicado en la misma placa siguiendo las diluciones en la tabla
5. Los valores obtenidos fueron graficados junto con la curva de albumina, se calculé
la concentracion obtenida después de la dilucion hecha y se multiplicé por 20 para
obtener la concentracion real.
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TABLA 5. PREPARACION DEL ESTANDAR DE LA CURVA DE ALBUMINA

ESQUEMA DE DILUCION PARA PROTOCOLO DE TUBO ESTANDAR
Y PROCEDIMIENTO EN MICROPLACA
Vial Volumen del Volumen de Concentracion final
diluyente (pl) albumina (ul) de la albumina ((nug
/ml)
A 0 300 del stock 2000
B 125 375 del stock 1500
C 325 325 del stock 1000
D 175 175 del vial B 750
E 325 325 del vial C 500
F 325 325 del vial E 250
G 325 325 del vial F 125
H 400 100 del vial G 25
| 400 0 O=Blanco

9.6 DETECCION DE BIOFILM EN AGAR ROJO CONGO

Se sembraron 5 pl del criovial en placas de agar LB (placas Petri (35X10 mm) por

la técnica de estria cruzada para obtener una colonia aislada. Se sembraron dos
cepas por placa cuidando de inocular de manera inversa para evitar que se cruzaran
entre ellas. Se recuperé una colonia de 1 a 2 mm y se inoculd en tubos con 3 ml de
LB incubando a 37°C 2-2.5 hrs hasta una turbidez igual a la escala 2 del nefelé6metro
de MacFarland que corresponde a (6X108 bact/ml) con una DOsoonm de 0.31 A.
Una vez alcanzada esta densidad, se procedid a hacer una dilucion 1:250 (4 pl del
cultivo en 1 ml de TSB usando tubos eppendor agitando para homogeneizar la
dilucion). De la dilucién obtenida, se sembr6é 3 pl por gota en cada una de las
divisiones realizadas en placas grandes de BHI-Rojo Congo, basado en una plantilla
con 15 divisiones. Figura 3. Se dejé incubar por 24hr a 37°c y se observé el cambio
de coloracién por gota. Segun el cambio de coloracion se clasificaron en no
formadoras de biofilm (tonalidad rosa claro), formadoras de biofilm intermedias
(tonalidad rosa con halo negro) y formadoras de biofilm (tonalidad negra) (Solati et
al. 2015). :

1 2 3

4 5(+) 6

7 8(-) 9
10 11 12

14

13 15
Figura 3. Plantilla usada en los ensayos de biofilm agar Rojo Congo. La plantilla corresponde a una placa grande de BHI-
Rojo Congo, dividida en 15 secciones, en el centro se muestran los lugares a colocar la de las cepas controles positivo

(Escherichia coli ATCC® 25922) y negativo (Cepa MC 4100).
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9.7 DETECCION DE GENES DE VIRULENCIA

Se llevo a cabo la busqueda de 13 genes o fragmentos genéticos que constituyen
9 factores asociados a virulencia, para ello se realizaron 3 reacciones en cadena de
la polimerasa multiples (PCRm) y uno individual. La tabla 6 muestra el tipo de PCR
usada (PCR multiple o PCR individual), el nombre de los fragmentos genéticos o
genes que se amplificaron, su longitud en pares de bases (pb), la cepa control
utilizada para cada uno de los PCR y la temperatura de alineamiento (Tm).

Los amplificados fueron observados por electroforesis en geles de agarosa al 1%,
tefidos con Bromuro de etidio (BET) a una concentracion de 0.084 mM para su
posterior foto documentacion. Los resultados negativos para cada uno de los genes
descritos fueron confirmados por PCR individual.

TABLA 6. GENES DE VIRULENCIA AMPLIFICADOS Y CEPAS CONTROL UTILIZADAS
EN CADA REACCION DE PCR.

PCR Genes Peso Control + Tm (C°)
fimH 210 pb
PCRm1 fliC 304 pb
satA 384 pb CFTO073 57.7
iucD 512 pb
iha 150 pb
vatP 226 pb
PCRm2 vatA 330 pb CFT073+059-] 61.4
papGilil 412 pb
papGil| 562 pb
papA 641 pb
PCRm3 satP 880 pb GAG1 61.4
hlyA 1,280 pb
cnf-1 cnf-1 3,100 pb GAG1 61.4

PCRm. Reaccion en cadena de la polimerasa multiple. fimH: Gen que codifica para la adhesina fimbrial del pili
tipo 1; fliC: Gen que codifica para la adhesina flagelar; satA: Gen que codifica para la region autotransportadora
de la toxina autotransportadora secretada; iucD: Gen que codifica para el receptor de aerobactina; iha: Gen que
codifica para el receptor de enterobactina; vatP: Gen que codifica para la region peptidasa de la toxina
autotransportadora vacuolizante; vatA: Gen que codifica para la regiéon autotransportadora de la toxina
autotransportadora vacuolizante; papGlI-lll: Variantes alélicas del pili asociado a pielonefritis; papA: Gen que
codifica para la subunidad de pilina del pili asociado a pielonefritis; satP: Gen que codifica para la region
peptidasa de la toxina autotransportadora secretada; hlyA: Gen que codifica para la pro toxina a- hemolisina;
cnf-1: Gen que codifica para el factor de necrosis citotdxico 1 . *Cepa donada por la Facultad de Medicina de la UNAM.

Péagina | 28



9.8 DETECCION DE GENES CODIFICANTES DE BLEE

Se realizaron PCR individuales para los genes blacTx-m, blaoxa-1, blastyv y blarewm, la
obtencién de resultados fue por medio de la metodologia de electroforesis en gel
de agarosa al 1% con tincion de bromuro de etidio. En la tabla 7, se muestran los
pesos moleculares de cada producto segun la PCR.

TABLA 7. CARACTERISTICAS Y CONDICIONES DE LOS PRIMERS USADOS
EN LAS DIFERENTES PCR PARA GENES CODIFICANTES PARA BLEES

GEN PRIMERS ™ CEPA TAMARNO REFERENCIA
CONTROL DEL
PRODUCTO

CTXM-UNI-F: 52° C7225 566 pb Batchelor et.al,
BLActxm | CGATGTGCAGTACCAGTAA 2005

CTXM-UNI-R:

TTAGTGACCAGAATCAGCGG

F: ACA CAATAC ATATCA 61° 427 pb Brifias
BLAoxa1 | ACTTCGC C7225 et.al.,2003

R: AGT GTG TTT AGA ATG

GTG ATC

F: CAC TCA AGG ATG TAT 52° SA42 883 pb Pitout.et.al.,2003
BLASsHv TGT G

R: TTA GCG TTG CCA GTG

CTCG

F: ATT CTT GAA GAC GAA 60° 1550 1209 pb Belaaouaj et.al.,
BLATEM AGG GC 1994

R: ACG CTC AGT GGA ACG

AAA AC

Extraido de Cortés Cortés, 2016.

9.9 DETECCION DE GENES traT y MOBF12

Se realizaron PCR individuales para los genes traT y MOBkF12, la obtencion de los
resultados fue por medio de la metodologia de electroforesis en gel de agarosa al
1% con tincién de bromuro de etidio. En la tabla 8, podemos ver las cepas control
utilizadas, asi como el tamafio molecular por PCR. La presencia de ambos genesy
la presencia de bandas plasmidicas fue un filtro de seleccion para las cepas a usar
en los ensayos de conjugacion.

TABLA 8. PESO MOLECULAR Y CEPAS CONTROLES DE LAS PCR
INDIVIDUALES TRAT Y MOBFi2.

TIPO DE PCR PESO MOLECULAR CEPA CONTROL
PCR traT 739PB 058l
PCR MOBF12 243 PB C3304
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9.10 ENSAYOS DE CONJUGACION

Previo a los ensayos por conjugacion, se comprobdé el fenotipo de resistencia
sembrando las cepas en tubos con antibioticos respectivamente. Los ensayos
de conjugacion se realizaron a partir de las cepas sembradas en los tubos con
antibiéticos. Se sembraron 40 ul de la cepa donadora en 5ml de LB con
antibiotico (Ampicilina); simultaneamente se sembré una asada de la cepa
receptora en 20 ml de LB con antibiotico (Rifampicina). Se dej6 incubar a 37°C
OIN.

De los caldos crecidos, se tomaron 250 ul de la cepa donadoray 1 ml de la cepa
receptora. Se realizé un lavado de ambas muestras centrifugando 5 min 12000
rpm. Se elimin6 el sobrenadante y se resuspendié con medio LB con el fin de
quitar el antibidtico, afiadiéndose a un matraz con 20 ml de caldo LB. Se incubo
la mezcla a 37°c durante 24hrs en estatico, realizandose 6 placas para las
diluciones de 10°,10* hasta 10°.

Se sembré en placas de agar LB con Ampicilina-Rimfapicina, colocandose 200
pl de cada dilucién. Se dejé incubar por 24hrs. Tabla 9. A la par se realizaron
placas chicas como controles para la cepa donadora y receptora de Ampicilina,
Rifampicina y Ampicilina-Rifampicina juntos. Las cepas obtenidas en los
ensayos fueron resembradas en una placa de antibidtico Ampicilina-Rifampicina
con el fin de corroborar el fenotipo, aislarlas y almacenarlas por crioconservacion
a-70°c.

TABLA 9. DILUCIONES REALIZADAS PARA EL ENSAYO DE CONJUGACION

EN MEDIO LB.

10° 10t 10 103 10+ 10°

200ul 100pl 100pl 100pl 100pl 100pl
inoculo puro  inoculo del inoculo del inoculo del inoculo del
Inoculo _ tubo previo  tubo previo | tubo previo = tubo previo

puro 900ul medio
LB 900l medio = 900ul medio = 900ul medio = 900ul medio
LB LB LB LB

Se realizaron 6 diluciones partiendo de 10° hasta 10-°, de las cuales se tomé 200pl
para inocular las placas de medio LB+ antibi6tico (Ampicilina-Rifampicina).
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10.ESQUEMA GENERAL DE TRABAJO

116 cepas de E.coli

65 cepas serogrupo 025 2011-2015
51 cepas aisladas del ISSSTE 2016

1

025

Cepas inoculan en agar o caldo LB

Perfil de susceptibilidad a 7 antibioticos
para completar 11 familias

Determinacion de formacion
de biofilm por microplacay
en Agar Rojo Congo

1

CMI a colistina

1

Ensayos de conjugacion
y analisis de
transconjugantes

1

Andlisis de resultados

ISSSTE 2016

Perfil de susceptibilidad a
24 antibiéticos 11 familias

Determinacion del
fenotipo BLEE

Determinacion de los
factores de virulencia

Analisis del perfil
plasmidico
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11.RESULTADOS

En el presente trabajo se trabajoé con dos ceparios. Se analizaron 116 cepas, de las
cuales 51 cepas provenientes de pacientes femeninos cursando con ITU, del
ISSSTE en la ciudad de Puebla en el 2016. Siendo el 7% pacientes en etapa fértil.
En la tabla 10 se muestran los rangos de edad para cada uno de los ceparios
utilizados en este trabajo. ElI segundo cepario, constituido por 65 cepas pertenecen
al serogrupo 025 aisladas del 2011 al 2015. El 74% proviene de pacientes
femeninos y el 12 % de pacientes masculinos y nifios. Se desconoce el sexo de
1.5% (n=3) de las muestras.

TABLA 10. CARACTERISTICAS DE LOS DOS CEPARIOS DE E. coli OBTENIDOS
DE PACIENTES CURSANDO CON ITU EN LA CIUDAD DE PUEBLA.

PACIENTES NUumero de cepas PACIENTES
CEPARIO ISSSTE 21-86 arios 51 Femeninos
(2016)
19-96 afios 48 Femeninos
53-94 afos 8 Masculinos
CEPARIO 025
(2011-2015) 0-5 afios 7 Nifios
- 2 Sexo no conocido

11.1 PERFIL DE SUSCEPTIBILIDAD A ANTIBIOTICOS

A las 51 cepas de E. coli aisladas del ISSSTE, se les determiné el perfil de
susceptibilidad antibidtica para 24 antibioticos de 10 familias distintas y a las cepas
del serogrupo 025 se les completdé con 4 antibiéticos adicionales el perfil de
susceptibilidad antibidtica previamente determinado por Zarzosa en el 2016 (20
antibiéticos). Las cepas fueron clasificadas por perfil de susceptibilidad en sensible,
intermedia y resistente. Siendo las cepas intermedias posteriormente consideradas
como resistentes en todos los antibiéticos exceptuando Colistina.

Las cepas de E. coli aisladas del ISSSTE son resistentes en un alto porcentaje a 3-
lactamicos 95.2%, quinolonas 94.9% y aminoglucosidos 52.2%, especificamente,
representan de mayor a menor porcentaje de resistencia a los siguientes
antibioticos: Ampicilina y Cefuroxima en un 100%, Norfloxacina y Ofloxacina, 98%,
Ceftriaxona 97%, Amoxicilina-acido clavulanico, Ciprofloxacina, Cefalotina y
Levofloxacina 96%, Ceftazidima, Cefotaxima, Cefepime y Aztreonam 92%, Acido
nalidixico y Tetraciclina 86%, Gentamicina 78%, Amikacina 63%, Netilmicina 16%,
Fosfomicina y Colistina 12% (Figura 4).
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Figura 4. Perfil de susceptibilidad a 10 familias de antibidticos de cepas de E. coli aisladas de mujeres
cursando con ITU del ISSSTE. GM: Gentamicina, NET: Netilmicina, AMK: Amikacina, AM: Ampicilina, CF:
Cefalotina, CFX: Cefuroxima, CRO: Ceftriaxona, CFZ: Ceftazidima, CTX: Cefotaxima, FEP: Cefepime, ATM:
Aztreonam, AMC: Amoxicilina/ acido clavulanico, AN: Acido nalidixico, NOR: Norfloxacina, CIP: Ciprofloxacina,
OFX: Ofloxacina, LVX: Levofloxacina, ETP: Ertapemen, TSX: Trimetropim/sulfametoxazol, C: Cloranfenicol, NF:
Nitrofurantoina, TC: Tetraciclina, FOS: Fosfomicina, CL: Colistina.

Estas cepas presentan una resistencia del 63 al 96% a los antibioticos usados como
primera eleccién como lo es Cefalotina (CF), Trimetoprim sulfametoxazol (TSX) y
Nitrofurantoina (NF) y del 86 al 98% para antibidticos usados como segunda
eleccion (AN, NOR, OFX y LVX) (Figura 5).

96% 98% 98% 96%

100% 86%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
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61% 63%
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4%

2% 2% 4%

CF TSX NF E AN NOR OFX LVX

1ra eleccién 2da eleccion

ANTIBIOTICOS USADOS COMO OPCION TERAPEUTICA
W Sensibles [ Resistentes

Figura 5. Perfil de susceptibilidad a antibioticos de primera y segunda eleccién en el tratamiento de ITU
de cepas de E. coli aisladas de mujeres cursando con ITU del ISSSTE. CF: Cefalotina, TSX:
Trimetropim/sulfametoxazol, NF: Nitrofurantoina, AN: Acido nalidixico, NOR: Norfloxacina, OFX: Ofloxacina,
LVX: Levofloxacina.
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Las cepas del serogrupo 025, son resistentes en un alto porcentaje a B-lactamicos
de primera generacion (96.9%), asi como a Quinolonas de segunda generacion
(81.1%) y aminoglucésidos (53.8%). Se presentd resistencia a Ampicilina 97%,
Cefalotina en un 96% y Amoxicilina acido clavulanico 80%, Acido Nalidixico 85%,
Norfloxacina 80%, Ciprofloxacina 83%, Ofloxacina 80%, y Levofloxacina 82%,
Gentamicina 68% y Amikacina 66%, Trimetropim/sulfametoxazol 66% Colistina 23%
y Fosfomicina 3%. Tal como se representa en la figura 8.
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Figura 8. Perfil de susceptibilidad completo para las cepas 025. Se muestran las once familias (24
antibidticos totales), anexandose los antibidticos (Fosfomicina, Colisitina, Ertapenem y Tetraciclina) los cuales
se realizaron en este trabajo (este estudio y Zarzoza Mendoza, 2016). GM: Gentamicina, NET: Netilmicina,
AMK: Amikacina, AM: Ampicilina, CF: Cefalotina, CFX: Cefuroxima, CRO: Ceftriaxona, CFZ: Ceftazidima, CTX:
Cefotaxima, FEP: Cefepime, ATM: Aztreonam, AMC: Amoxicilina/ acido clavulanico, AN: Acido nalidixico, NOR:
Norfloxacina, CIP: Ciprofloxacina, OFX: Ofloxacina, LVX: Levofloxacina, ETP: Ertapemen, TSX:
Trimetropim/sulfametoxazol, C: Cloranfenicol, NF: Nitrofurantoina, TC: Tetraciclina, FOS: Fosfomicina, CL:
Colistina.

Estas cepas presentan una resistencia del 9 al 96% en el caso de los antibidticos
usados como primera eleccibn como lo es Cefalotina (CF), Trimetoprim
Sulfametoxazol (TSX) y Nitrofurantoina (NF) y del 80 al 85% para antibiéticos
usados como segunda eleccion como lo es Acido nalidixico (AN), Norfloxacina
(NOR) , Ofloxacina (OFX) vy Levofloxacina (LVX) (Figura 9).
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Figura 9. Perfil de susceptibilidad realizadas en las cepas del serogrupo 025. Se muestra los antibidticos
usados como primera y segunda eleccidon en cuanto a su porcentaje de susceptibilidad y resistencia. CF:
Cefalotina, TSX: Trimetropim/sulfametoxazol, NF: Nitrofurantoina, AN: Acido Nalidixico, NOR: Norfloxacina,
OFX: Ofloxacina, LVX: Levofloxacina.

11.2 CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI) A COLISTINA

Con la finalidad de confirmar el perfil de resistencia a colistina obtenido por el
método de Kirby-Bauer, se realizé la determinacién de la concentraciébn minima
inhibitoria (CMI) a este antibidtico por el método de dilucién en caldo (Figura 11y
Tabla 10). Se seleccionaron 21 cepas que resultaron resistentes a colistina por el
método de Kirby —Bauer. De estas el 29% (6 cepas) pertenecen al cepario del
ISSSTE mientras que el 71% (15 cepas) son de serogrupo O25 (Tabla 12).

TABLA 12. DIAMETRO EN MILIMETROS DE LOS HALOS DE INHIBICION
OBTENIDOS POR KIRBY-BAUER DE E. coli DE PACIENTES FEMENINAS
(ISSTE) Y DEL SEROGRUPO 025.

025 ISSSTE
Cepa Polimixinas Cepa Polimixinas Cepa Polimixinas
COL COL COoL
CR14 10mm-R 0521 10mm-R 157- 9mm-R
CR15 10mm-R 070l 10mm-R 160-I 9mm-R
CR22 10mm-R 012H 10mm-R 165-1 Imm-R
CR52 10mm-R 73U 10mm-R 163-1 10mm-R
CR70 6mm-R CR240 10mm-R 170-1 10mm-R
CR115 8mm-R CR245 10mm-R 171-1 10mm-R
003l 8mm-R 020bl 10mm-R Total 6
030l 10mm-R
Total 15

R: clasificacion del halo como resistente.
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La CMI a colistina de las 21 cepas de E. coli probadas en este estudio fue de 16
pg/ml y de acuerdo con los criterios del CLSI, 2016, las cepas siguen siendo
resistentes. En la figura 9. se muestran las imagenes de los resultados obtenidos
con la cepa control (E. coli ATCC25922), asi como una imagen representativa de
las cepas probadas en este estudio.
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Cepa 170-I [0.25-16 pg/ml]

Cepa control [0.25-2 pg/ml]

Figura 10. Resultados de CMI a colistina. A. Resultado de la cepa control Escherichia coli ATCC® 25922, el
primer tubo es la cepa en caldo sin antibiético, del segundo al quinto tubo se colocé una concentracion de 0.25,
0.5, 1y 2 ug/ml donde se observa turbidez. Del 6 al 8 tubo la concentracion de colistina fue de 4, 8 y 16 pg/ml.
B. Imagen que muestra los resultados de CMI para la cepa problema de E. coli 170-1, se puede apreciar la
turbidez en donde hay crecimiento (tubos 1-7). La CMI para cada cepa aparece abajo de cada imagen

11.3 DETERMINACION DE FENOTIPO DE B-LACTAMASAS DE ESPECTRO
EXTENDIDO

La determinacion del fenotipo BLEE solo se llevé a cabo con el cepario del ISSSTE.
El 23.5% de las cepas fueron productoras de BLEE, mientras que el 76.5% fue
negativo para este fenotipo.

Figura 6. Perfil de susceptibilidad a antibidticos B-lactamicos. Se muestran dos imagenes representativas
del perfil de susceptibilidad antibiética a 3-lactamicos, asi como la formacién de “cola de pescado” fenotipo tipico
de la produccion de enzimas B-lactamasas. CRO: Ceftriaxona, CTX: Cefotaxima, CFZ: Ceftazidima, ATM:
Aztreonam, FEP: Cefepime, AMC: Amoxicilina/acido clavulanico.
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TABLA 11. POSIBLE CLASIFICACION DE B-LACTAMASAS, SEGUN SU INTERACCION CON EL
SUSTRATO PARA LAS CEPAS DEL ISSSTE.

4ta No. Perfil Posible 3- Posible
3ra Generacién Generacion | Monobactam sustratos de lactamasa enzima
sustrato presente
FEP

R 2 CRO, ATM 2be, 2e o 2f A

R 3 CRO, CTX, 2be A
ATM

R 3 CRO, CTX, 2be A
ATM

R 3 CRO, CTX, 2be A
ATM

R 3 CRO, CTX, 2be,2e o 2f A
ATM

R 2 FEP, ATM 2be,2e o 2f A

R 3 CTX, FEP, 2be A
ATM

R 2 FEP, ATM 2be,2e o 2f A

R 2 CTX, FEP, 2be A
ATM

R 3 CTX, FEP, 2be A
ATM

R 3 CTX, FEP, 2be A
ATM

R 1 ATM 2be,2e o 2f A

Anaranjado: Interaccion entre los antibidticos probados. R: resistente, S: sensible.

Tras la determinacion del perfil de susceptibilidad, se realiz6 la evaluacién de la
resistencia obtenida en 4 categorias, de acuerdo con sus caracteristicas de
resistencia a 13 grupos de antibiéticos de acuerdo a los criterios de Magiorakos, et.
al., 2012 que son: NMDR (no multidrogo resistente) que presenta resistencia a 2 o
menos grupos de antibiéticos, MDR (multidrogo resistente) que presenta resistencia
a 3 0 méas grupos evaluados, XDR (extremadamente resistente) que presenta
susceptibilidad solo a 1 o 2 grupos de los 13 grupos evaluados y PDR (pandrogo
resistente) resistencia a los 13 grupos clasificados por Magiorakos y cols.

El 10% de cepas de E. coli del ISSSTE analizadas fue XDR y el 90% de cepas fue
MDR (Figura 7). XDR

10%

MDR
90%

Figura 7. Clasificacion de las cepas de E. coli provenientes de pacientes con ITU (ISSSTE, 2016) en base
a los resultados del perfil de susceptibilidad a 13 grupos de antibiéticos de acuerdo con Magiorakos et.
al., 2012. MDR: Multidrogo resistente y XDR: Extremadamente resistente.
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Tras la determinacion del perfil de susceptibilidad, se realizé la evaluacién de la
resistencia obtenida en 4 grupos segun 13 grupo de antibi6ticos evaluados, de la
misma manera en que se realizo para las cepas del ISSSTE. Obteniéndose un
100% de cepas MDR en las cepas del serogrupo O25. El estudio del fenotipo BLEE
para este cepario, se reporta por Zarzosa en el 2016.

11.4 EVALUACION DE LA FORMACION DE BIOFILM EN MICRO PLACA Y
AGAR ROJO CONGO

11.4.1 CEPAS ISSSTE

La formacién de biofilm por micro placa se determind para los dos ceparios. Esta
técnica fue estandarizada en el presente trabajo haciéndose modificaciones a lo
reportado por (Crémet et.al, 2013; Tabasi et.al, 2015). Las condiciones reportadas
por estos autores son especificas para UPEC, por lo cual se utilizé los medios de
cultivo LBy TSB segun las condiciones reportadas por Crémet et.al, 2013, mientras
gue la DO a la que se dio lectura, la técnica de tincién con cristal violeta, la formula
a partir de la cual se hizo el andlisis y los puntos de corte fueron obtenidas de Tabasi
et.al, 2015. Se obtuvieron los siguientes resultados: el 15% de las cepas del ISSSTE
son productoras de biofilm y 85% de las cepas no presentan la capacidad de formar
biofilm bajo las condiciones probadas (Figura 12).

Figura 11. Imagenes representativas de los ensayos realizados para la determinacion de formacion de
biofilm en micro placa. En rojo se muestra la coloracion obtenida con la cepa control positivo ATCC E. coli
25922 tras su tincion con cristal violeta.
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Figura 12. Evaluacion de la formacion de biofilm por la técnica en micro placa de 96 pocillos con cristal
violeta en las cepas del ISSSTE. Productoras de biofilm: = 0.5 DOss2nm, NO productoras de biofilm: < 0.5
DOs62nm

El ensayo para determinar la formacion de biofilm, se realizé por triplicado. Las
cepas con una DOse2nm > 0.5 se consideraron como formadoras de biofilm, tal y
como se representa en la grafica de dispersion (Figura 13). Los puntos de corte se
realizaron segun el promedio de la DOss2 nm de cuatro ensayos realizados para la
cepa control positivo Escherichia coli ATCC® 25922, calculandose un Rango de 0.5
a 1.0 para las cepas formadoras de biofilm, las muestras inferiores a este rango se
considearon como no formadoras de biofilm (Modificado de: Cremmet et.al, 2013;
Tabasi et.al, 2015).

21 26 31
CEPAS ISSSTE

Figura 13. Formacion de biofilm por micro placa en las cepas de E. coli del ISSSTE (2016). Grafica de
dispersién de la formacion de biofilm. Con una linea roja se indica el punto de corte. Las cepas con valores 20.5
fueron consideradas formadoras de biofilm. Los nimeros en el eje de las abcisas indica el nimero de la cepa.
Cepa control: punto verde grande con halo brillante. Cepas muestra: puntos verde chicos con halo brillante.

A la par que se realizaron los ensayos de formacion de biofilm por microplaca, se
realizaron ensayos en agar Rojo Congo. Esto con la finalidad de usarlo en estudios
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posteriores como un medio de seleccion para las cepas altamente formadoras de
biofilm, la técnica fue modificada segun lo reportado por (Solati et al., 2015),
adaptandose la técnica de sembrado por gota en agar Rojo Congo. Usando este
medio se establece una clasificacion de la bacteria formadora de biofilm en tres
categorias: Formadora, Intermedia, No formadora (Figura 14). La comparacion
entre los ensayos de formacion de biofilm por micro placa y agar Rojo Congo se
pueden ver en la figura 15.

Figura 14. Imagenes representativas de los ensayos realizados para la determinacion de formacién de
biofilm en agar Rojo Congo usando la cepa control positivo ATCC E. coli 25922. Colonias negras:
formadoras de biofilm, Colonias rosa obscuro: formadoras intermedias de biofilm, Colonias rosa claro: no
formadoras de biofilm.

CEPAS ISSSTE

100%

50%

PORCENTAIJE

—
MICROPLACA ROJO CONGO
CLASIFICACION

0%

B FORMADORA NO FORMADORA

Figura 15. Comparacion de ensayos para la deteccion de la formacién de biofilm en micro placay agar
Rojo Congo en las cepas del ISSSTE. De las tres clasificaciones obtenidas en el método de agar Rojo Congo,
se unifican: Formadoras de biofilm+ intermedias formadoras de biofilm. De este modo se compararon dos
categorias de cada método.
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11.4.2 CEPAS 025

Bajo las condiciones probadas, las cuales fueron modificadas segun lo reportado
por (Crémet et.al, 2013; Tabasi et.al, 2015), el 30% de las cepas de E. coli 025
aisladas de ITU son productoras de biofilm y el 70% de las cepas no presentan la
capacidad de formar biofilm (Figura 16).

@ Productoras de Biofilm

#No productoras de biofilm

Figura 16. Evaluacién de la formacién de biofilm por la técnica en microplaca con cristal violeta para las cepas de E.
coli del serogrupo 025. Productoras de biofilm: 2 0.5 DOsgznm, N0 productoras de biofilm: < 0.5 DOsganm

El ensayo para determinar la formacion de biofilm, se realizé por triplicado. Las
cepas con una DOse2nm > 0.5 se consideraron como formadoras de biofilm, tal y
como se representa en la gréfica de dispersién, figura 17 para las cepas 025. Los
puntos de corte se realizaron segun el promedio de la DOss2 nm de cuatro ensayos
realizados para la cepa control positivo Escherichia coli ATCC® 25922,
calculandose un Rango de 0.5 a 1.0 para las cepas formadoras de biofilm, las
muestras inferiores a este rango se considearron como no formadoras de biofilm.

16 21 26 31 36 41 46 51 56 61 66 71
CEPAS SEROGRUPO 025

Figura 17. Grafica de dispersion de la formacion de biofilm por micro placa en las cepas 0O25. Grafica de dispersién de
la formacién de biofilm. Con una linea roja se indica el punto de corte. Las cepas con valores 20.5 fueron consideradas
formadoras de biofilm. Los nimeros en el eje de las abcisas indica el nimero de la cepa. Cepa control: punto amarillo grande
con halo brillante. Cepas muestra: puntos amarillos chicos con halo brillante.
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Se realizaron ensayos para determinar la formacién de biofilm en agar Rojo Congo
para las cepas del serogrupo 025. La comparacion entre los ensayos de formacion
de biofilm por microplaca y agar Rojo Congo se pueden ver en la figura 18.

CEPAS 025
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B ﬁ
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B FORMADORA NO FORMADORA

Figura 18. Comparacién de ensayos para la deteccion de la formacion de biofilm en micro placay agar
Rojo Congo en las cepas 025. De las tres clasificaciones obtenidas en el método de agar Rojo Congo, se
unifican: Formadoras de biofilm+ intermedias formadoras de biofilm. De este modo se compararon dos
categorias de cada método.

11.5 EVALUACION DE LA FORMACION DE BIOFILM- DETECCION DE
PROTEINAS

Como técnica de complementacion para el ensayo de deteccion de biofilm por cristal
violeta en micro placa, se realizd un ensayo y cuantificando proteinas presentes en
la deteccion de biofilm. Con el Kit de PIERCE, se realizé una curva de albumina la
cual se us6 como estandar control de las cepas altas formadoras de biofilm usadas
en este ensayo (Figura 19).

CURVA DE ALBUMINA

1.2
" y=0.0001x +0,2294""®
 R2=03819
0.8 | e
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Figura 19. Curva de albumina expresada en DOs20nm €n una concentracion de 2000 a 8000. En puntos
azules se observan las cepas problema. En linea punteada se observa la linea de tendencia y el valor de R?
menor a 1.
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Se realizo un ensayo seleccionando las cepas con alto rango de formacion de
biofilm provenientes de ambos ceparios (n=20; O25:H4=17 e ISSSTE=3y el control
E. coli), alas cuales se les determind la concentracion de proteinas presentes en la
formacion de biofilm en micro placa, expresandose como DO/mg de proteina (Figura
20).
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Figura 20. Resultados de cepas UPEC formadoras de Biofilm. La formacion de biofilm se expresa en DO
por miligramo de proteina. Con puntos azules se marcan las cepas problema. En linea punteada se observa la
linea de tendencia sin considerar el resultado de EAEC. En amarillo se muestran las cepas pertenecientes a el
cepario 025, mientras que en verde claro se muestran las cepas provenientes del ISSSTE.

11.6 DETERMINACION DE LOS BIOMARCADORES DE VIRULENCIA

Se detectd la presencia de 13 fragmentos y 9 genes codificantes de factores de
virulencia asociados a UPEC por medio de PCR muiltiple e individual, los cuales se
clasifican segun su funcion en el proceso de patogénesis en:

Adhesion:

fimH el cual codifica para la adhesina del pili tipo 1, iha el cual codifica para una
adhesina no fimbrial, papA+papGll y papGlll los cuales codifican para la subunidad
principal del Pili tipo P y las adhesinas en sus alelos Il y Ill respectivamente.
Sistemas de captaciéon de hierro: iucD el cual codifica para el receptor de
salmoquelina.

Toxinas: vatA+vatP los cuales codifican para las regiones autotransportadora y
peptidasa de la toxina vacuolizante autotransportadora (Vat) respectivamente,
satA+satP las cuales codifican para las regiones autotransportadora y peptidasa de
la toxina autotransportadora secretada (Sat), hlyA el cual codifica para la a-
hemolisina y cnf-1 que cual codifica para el factor de necrosis citotéxico 1.
Movilidad: fliC que codifica para la flagelina (Proteina estructural del flagelo).
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Figura 21. Geles representativos de la PCRm 1 parala determinacién de genes que codifica factores de
virulencia de cepas del ISSSTE aisladas de ITU: Carril M: 100 pb Plus DNA Ladder, Carril (+): ADN de CFT
073, Carrill: 150-I, Carril 2: 151-1, Carril 3: 152-I, Carril 4: 153-1, Carril 5: 156-1, Carril 6: 157-1, Carril 7: 158-I,
Carril 8: 160-1, Carril 9: 163-I, Carril 10: 164-1, Carril 11: 165-1, Carril 12: 166-I, Carril 13: 169-1, Carril 14: 170-I,
Carril 15: 171-1, Carril 16: 172-I, Carril 17: 175-1, Carril (-): mezcla maestra sin ADN.

Figura 22. Geles representativos de la PCRm 2 para la determinacion de genes que codifican factores
de virulencia de cepas del ISSSTE aisladas del ITU: Carril M: 100 pb Plus DNA Ladder, Carril (+): ADN de
CFT 073+ 059-I, Carrill: 150-1, Carril 2: 151-1, Carril 3: 152-I, Carril 4: 153-1, Carril 5: 156-I, Carril 6: 157,
Carril 7: 158-1, Carril 8: 160-I, Carril (-): mezcla maestra sin ADN.

1500 pb
hiya 1280 pb

1000 pb
satP 880 pb

papA 641pb
500 pb

Figura 23. Geles representativos de la PCRm 3 para la determinacién de genes que codifican factores
de virulencia de cepas del ISSSTE aisladas de ITU. Carril (-): mezcla maestra sin ADN, Carrill: 157-I, Carril
2: 158-1, Carril 3: 160-I, Carril 4: 163-l, Carril 5: 164-I, Carril 6: 165-1, Carril 7: 166-I, Carril (+): ADN de GAG1,

Carril M: 1kb DNA Ladder.
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Figura 24. Geles representativos de la PCR individual para la amplificacién del gen cnf-1 en las cepas
del ISSSTE aisladas del ITU: Carril M: 1kb DNA Ladder; Carril (+): ADN de GAG1, Carril 1: 101-I, Carril 2:
104-1, Carril 3: 105-I, Carril 4: 106-I, Carril 5: 107-1, Carril 6: 109-I, Carril 7: 111-1, Carril 8: 112-I, Carril 9:113-I,
Carril 10: 114-1, Carril 11: 116-I, Carril 12: 119-I, Carril 13: 120-1, Carril 14: 121-1, Carril 15: 122-I, Carril 16:
123-1, Carril (-): mezcla maestra sin DNA.

La determinacién de los biomarcadores de virulencia se llevé a cabo Unicamente en
las cepas del ISSSTE. Se analiz6 la prevalencia de los genes completos,
detectandose en mayor porcentaje el gen fimH 96%, seguido de iucD 65%, iha 35%,
hlyA 19% y cnf-1 11%, los cuales codifican a factores de virulencia asociados a la
adhesién y produccién de toxinas. En menor porcentaje se encontraron los genes
papA+papG, sat, fliC con 8%, como podemos observar en la figura 25.
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BIOMARCADOR DE VIRULENCIA

Figura 25. Presencia de biomarcadores de virulencia presentes en las cepas del ISSSTE. Se muestran los
porcentajes en que se obtuvieron los genes relacionados a factores de virulencia, clasificandose segin su
funcion en la patogenicidad de UPEC. fimH: adhesina del Pili tipo |, papA: subunidad principal del Pili P, papG:
adhesinas del Pili P en sus alelos Il y I, iha: adhesinas y receptores de enterobactina, iucD: receptor de
aerobactina, satA y satP: regidn autotrasnportadora y peptidasa de la toxina auto transportadora secretada,
vatA y vatP: regién autotrasnportadora y peptidasa de la toxina vacuaolizante auto transportadora, hlya:
hemolisina, cnf-1: factor necrotizante citotdxico 1, fliC: flagelina.

Pagina | 45



Posteriormente se analizo por cepa la presencia de los genes codificantes a factores
de virulencia obteniéndose de 1 a 9 genes en el 100% de las cepas del ISSSTE. De
este analisis se obtuvo la presencia de 2 genes en un 25% (n=13), 1 gen con 16%
(n=8), 3y 6 genes conl14% (n=7) y 5 genes con 12% (n=6). (Figura26).

30% 25%
25%

20%  16%
14% 14%

15% 12%
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0%

Numero de genes de virulencia

Figura 26. Numero de genes de virulencia en cepas del ISSSTE aisladas de ITU. Se muestran los
Porcentajes de la cantidad de genes que se obtuvieron en las cepas analizadas. Estos vande 1 a 9
genes de virulencia por cepa.

De las cepas que presentaban el mismo niumero de genes asociados a factores de
virulencia, se realiz6 un andlisis de los genes que amplificaron. De este modo se
determinaron los virotipos compartidos entre dichas cepas, expresandose los
resultados obtenidos en la tabla 13. Se encontraron 47 virotipos diferentes y 4
virotipos comunes en un rango de 2 a 9 cepas.

TABLA 13. PERFIL DE VIRULENCIA COMUNES EN LAS CEPAS DEL ISSSTE
AISLADAS DE PACIENTES CON ITU.

VIROTIPO NO. DE FV NO. DE CEPAS
fimH 1 8
fimH, iucD 2 9
fimH,satA 2 3
fimH, iucD, papA, satP, hlyA, cnf-1 6 2
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11.7 DETERMINACION DE GENES CODIFICANTES A B-LACTAMASAS
DE ESPECTRO EXTENDIDO

La deteccidn de genes codificantes para BLEES, se realizé por PCR individual. Se
encontré en las cepas del ISSSTE una mayor proporcion de blarem con un 66%,
seguido de blactx-m con 25% y blaoxa-1 con 9%, cabe mencionar que el gen blasnv
no se detect6 en ninguna de las muestras de este cepario (Figura 28).

CRO7 CR04 CR14 ()

427pb OXA

Figura 27. Deteccion de genes que codifican para BLEE's CTX-M y OXA-1 en E. coli aisladas de mujeres
con ITU (ISSSTE y 025 respectivamente). A) Gel representativo de la PCR CTX M (566 pb). Carril M:
marcador de 1kb DNA Ladder, Carril (-): mezcla maestra sin DNA, Carril 1: 120-1, Carril 2: 122-1, Carril 3: 123-I,
Carril 4: 124-1, Carril (+): ADN de C7225. B) Gel representativo de la PCR OXA-1 (427 pb). Carril M: marcador
de 1kb DNA Ladder, Carril (+): ADN de C7225, Carril 1: CR07, Carril 2: CR04, Carril 3: CR14, Carril (-): mezcla
maestra sin DNA.
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Figura 28. Deteccion de genes codificantes de BLEES expresando por porcentaje en las cepas del
ISSSTE aislados de pacientes femeninos cursando con ITU. Se observa un alto porcentaje en los genes
blatem y blactx-m.
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En las cepas 025 se encontr6 en mayor proporcion bla tem con 40%, seguido de bla
ctx-M con 13%, y bla oxa-1 con 17%, cabe mencionar que el gen blasnv no se detecto
en ninguna de las muestras de este cepario (Figura 12).

883 pb SHV
750 pb

Figura 29. Deteccion de genes que codifican para BLEE's SHVy TEM en E. coli aisladas de mujeres con
ITU (ISSSTE y 025 respectivamente). A) Gel representativo de la PCR SHV (883 pb). Carril M: marcador de
1kb DNA Ladder, Carril (+): ADN de SA42, Carril 1: CR15, Carril 2: CR19, Carril 3: CR22, Carril 4: CR33, Carril
5: CR35, Carril 6:CR50, Carril (-): mezcla maestra sin DNA. B) Gel representativo de la PCR TEM (1,209 pb).
Carril M: marcador de 1kb DNA Ladder, Carril (-): mezcla maestra sin DNA, Carril 1: 101-1, Carril 2: 104-I, Carril
3: 105-1, Carril (+): ADN de 1550.
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Figura 30. Deteccion de genes codificantes de BLEES expresando por porcentaje en las cepas 025
aislados de pacientes cursando con ITU. Se observa un alto porcentaje en los genes blactx-v , blatemy blaoxa-
1.
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11.8 PERFIL PLASMIDICO

El perfil plasmidico se determind tras la extraccion del DNA plasmidico de las
muestras del ISSSTE, se hizo la determinacion de los tamafios aproximados de las
bandas plasmidicas usando como referencia el marcador usado de 1kb DNA
Ladder, asi como la cepa control EHEC O157:H7 EDL 933 que tiene 1 pladsmido
conocido de 97 kb y un plasmido criptico de 2.1 kb. El mayor tamafio de los
plasmidos que se encontraron fue 10.5 kb mientras que el menor tamafio de los
plasmidos encontrados fue 0.25 kb. El 56.8% de las cepas no presento plasmidos.
En la figura 31. Se ve una imagen representativa de las extracciones de DNA
plasmidico y su corrimiento electroforético, asi como el analisis realizado por
estimacién de tamafio.

Figura 31. Perfil plasmidico en un gel de agarosa al 0.7%. Se analiz6 el ADN plasmidico de diferentes cepas de E. coli
en base alos controles usados EHEC EDL 933 (92000 pb y 2100 pb y marcador de 1kb. Los nimeros arriba de cada
banda indican el peso aproximado molecular expresado en pares de bases (pb). Carril 1: marcador 1kb DNA Ladder, Carril
2: ADN plasmidico de EHEC 0157:H7 EDL933, Carril 3: 101-l, Carril 4: 104-I, Carril 5:105-1, Carril 6: 106-1, Carril 7: 107-,
Carril 8: 109-I, Carril 9: 1111, Carril 10: 112-I, Carril 11: 113-1, Carril 12: 114-1, Carril 13: 116-I, Carril 14: 119-I, Carril 15: 120-
1, Carril 16: 121-I, Carril 17: 1221, Carril 18: 123-1, Carril 19: 124-I, Carril 20: 131-I.
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11.9 DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE GENES MOB+12 Y traT EN LAS
CEPAS

La determinacion de genes asociados a la movilidad de los plasmidos como es el
caso de MOBf12 y traT se llevo a cabo por la técnica de PCR individual, se
descartaron las cepas que por medio del perfil plasmidico no presentaran dichas
bandas. Seleccionandose una poblacién de 23 muestras para el cepario del ISSSTE
y 25 muestras para el cepario O25.Por medio de esta técnica se encontro el gen
traT en las cepas del ISSSTE en un porcentaje del 48%. El gen MOBF12 Se encontro
en un porcentaje del 34.7% (n=8).

M (#) 12345678910 1112 ()

500pb

234 pb MOBF12

Figura 32. Gel representativo de la PCR MOB¢;, realizadas para las cepas 025. A) Gel representativo de la PCR MOBg,
en las cepas del ISSSTE. Carril M: marcador de 100pb DNA Ladder, Carril (+): ADN de C3304, Carril 1: CR 222,
Carril 2: CR19, Carril 3:CR152, Carril 4:CR 211, Carril 5: CR67, Carril 6: CR161, Carril 7: CR 185, Carril 8: CR
33, Carril 9: 0030-I, Carril 10: CR50, Carril 11: CR72, Carril 12: CRO7, Carril (-): mezcla maestra sin DNA.

En cuanto al cepario del serogrupo 025, el gen MOBF12 se encontré en un 40%.
La deteccion del gen Trat fue determinada previamente en otro trabajo por Vazquez
2017, segun lo cual las 25 cepas seleccionadas en este trabajo de este cepario
cumplian con el 100% de presencia del gen traT.

1000 pb
739 pb traT

Figura 33. Gel representativo de la PCR traT realizadas para las cepas del ISSSTE. Carril M: marcador de 1kb DNA
Laddr, Carril (+): ADN de O58-I, Carril 1: 1751, Carril 2: 1211, Carril 3: 135-I, Carril 4: 137-I, Carril 5: 156-I, Carril
6: 1191, Carril 7: 140-I, Carril 8:171-l, Carril 9: 101-I, Carril 10:169-1, Carril 11: 150-I Carril (-): mezcla maestra
sin DNA.

Las cepas presentaron el gen traT se compararon con las cepas que presentaron el
gen MOB-F12 y estas fueron seleccionadas para la realizacién de los ensayos de
conjugacion.
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11.10 ENSAYOS DE CONJUGACION

Las cepas seleccionadas como candidatas donadoras de los ensayos de
conjugacion cumplian con la presencia de bandas plasmidicas, genes asociados a
la movilidad, factores de virulencia y multiresistencia antibiética como podemos ver
en la tabla 14 con mayor detalle. El caso de las cepas seleccionadas todas
presentaban 6 bandas plasmidicas.

TABLA 14. CARACTERISTICAS DE LAS CEPAS USADAS COMO DONADORAS
EN LOS ENSAYOS DE CONJUGACION

NO. MOBFi2 = bla bla bla
Sexo F.B. PCRM1 PCRM2 PCRM3 cnf Fv traT CTX  TEM SHV  AMP ' RIF

Edad

fimH lha satP | () 4 (+) (ORI C INC)] R S
CR67 AFN-(5)9$ satA
() iucD,flic

fimH lha satP () 4 +) ) ONO)] R S
CR213 AFN-3O5S satA
() iucD, flic

fimH lha satP | () 4 +) () ®» 6 R S
030l AF:gls satA
() iucD, flic

Los principales criterios para su seleccién fueron Factores de Virulencia, traT (+), MOBg;, (+), No. de plasmidos, presencia de
genes blaBLEE, resistencia a Ampicilina y sensibilidad a Rifampicina. F.B: Formacién de biofilm. No. FV: Nimero de factores
de virulencia. Amp: ampicilina. Rif: rifampicina.

Cabe destacar que, de las cepas muestreadas, las cepas donadoras que cumplian
con los criterios anteriormente mencionados pertenecen al cepario del serogrupo
025. Los resultados obtenidos tras la realizacion de tres ensayos de conjugacion 2
de 3 cepas 025 con 6 bandas plasmidicas fueron conjugativas, presentando una
baja frecuencia, pues estas solo logran crecer en las placas con Amp+Rifam a una
concentracion de 10° del inoculo. De estos ensayos se obtuvieron 4 clonas
transformantes, 3 del primer ensayo y 1 del segundo, las cuales poseen los mismos
factores de virulencia, fimH, sat, iucD e iha, que la cepa donadora y receptora. En
cuanto a la presencia de los genes codificantes a BLEE estas son blatem+
concordando con las caracteristicas de las cepas donadora.

A B C

Figura 34. Imagenes representativas del primer ensayo de conjugacion realizado. A) Crecimiento de la cepa receptora
E. coli C600 en tres tubos de vidrio con medio LB + antibidtico (Rf, Amp y Sm) respectivamente. B) Crecimiento de la cepa
donadora CR67 serogrupo 025 en tres tubos de vidrio con medio LB+ (Rf, Amp y Sm) respectivamente. C) Crecimiento de
las cepas transconjugantes recolectadas en el primer ensayo de conjugacion (CR67+C600) en una placa de medio LB +
Rf+Amp a las
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11.11 ASOCIACION INTEGRAL DE DATOS

11.11.1 BIOFILM, GENES DE VIRULENCIA Y RESISTENCIA POR MDR Y XDR

Se realizé un analisis de las cepas con multidrogo y extremadamente drogo
resistentes de cada cepario obteniéndose los siguientes resultados. En las cepas
del ISSSTE (pacientes femeninos cursando ITU), el 20% de las cepas XDR
presentaron la capacidad de formar biofilm, presentando en alto porcentaje los
factores de virulencia fimH 100% e iucD 40%. El 17% de las cepas MDR presentaron
la capacidad de formar biofilm, presentando en algo porcentaje los factores de
virulencia fimH 95%, iucD 67%, iha 33%, hlya 18%, cnf-1 12% y papA+papG 10%.
(Figura 35).
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Figura 35. Relacién entre laresistencia antibiética en sus dos categorias presentes en el trabajo (MDR-XDR)
la capacidad de formar biofilm y los genes de virulencia presentes en las cepas de ISSSTE 2016. Se destaca la relacion

entre un alto porcentaje en la presencia del gen fimH (95% y 100%) en cepas MDRy XDR respectivamente con la formacion
de biofilm.

En las cepas del serogrupo 025, el 34% de las cepas MDR presentaron la
capacidad de formar biofilm, presentando en alto porcentaje los factores de
virulencia fimH 100%, iucD 89%, sat 77% iha 66%, fliC 12% y vat, hlya 8%. Las

cepas XDR de este cepario no compartian ninguna de las caracteristicas
representadas en la figura 36.
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Figura 36. Relacion entre la resistencia antibi6tica en sus dos categorias presentes en el trabajo (MDR-XDR)
la capacidad de formar biofilm y los genes de virulencia presentes en las cepas del serogrupo O25. Se destaca
la relacién entre un alto porcentaje en la presencia del gen fimH (100%) en cepas MDR con la formacién de biofilm.
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11.11.2 ASOCIACION ENTRE FENOTIPO Y GENOTIPO DE BLEE’S

Se realiz6 un analisis comparativo de ambos ceparios seleccionando las cepas con
fenotipo BLEE positivo y el genotipo obtenido para estas cepas. Para las cepas del
ISSSTE se encontrd de 1 a 3 genes bla por cepa. Presentandose un solo gen en un
54.5%, dos genes en un 9% y un 18.1% en la presencia de tres genes bla (blactx-
M, blaoxa-1, blaTEM). Concordando con el fenotipo FEP, ATM para estas ultimas
cepas. La ausencia de genes bla buscados en este trabajo, se presenté en un

18.1%.
TABLA 15. COMPARACION ENTRE FENOTIPO Y GENOTIPO BLEE
EN CEPAS SEROGRUPO 025
CEPAS Fenotipo BLEE + Genes bla TOTAL

CTX OXA TEM SHV
CR15 CTX, FEP, ATM ) ) ) ) 1
CR22 CTX, FEP, ATM ) ) +) ) 1
CR35 CTX, FEP, ATM () () () ) 0
CR51 CTX, FEP, ATM ) ) ) ) 2
CR52 CTX () () () () 0
CR53 FEP, ATM +) ) ) ) 3
CR59 CTX, CFZ, FEP, ATM +) +) +) ) 3
CR159 CTX, FEP, ATM ) ) €] ) 1
0181 FEP +) ) ) ) 1
070 | CTX, FEP, ATM +) ) ) ) 1
6U CTX (*) () () () 1

%TOTAL 45.40% 27.20% 54.50% 0%

Para las cepas serogrupo 025 se encontr6 de 1 a 3 genes bla por cepa.
Presentandose un solo gen en un 50%, dos genes en un 16.6% y un 8.3% en la
presencia de tres genes bla (blactx-m, blaoxa-1, blatem). Concordando con el fenotipo
CTX, FEP y ATM en cepas con ambos genes (blacTx-m Y blatem). La ausencia de
genes bla buscados en este trabajo, se presenté en un 25%.

TABLA 16. COMPARACION ENTRE FENOTIPO Y GENOTIPO BLEE
EN CEPAS ISSSTE
CEPAS Fenotipo BLEE + Genes bla TOTAL
CTX OXA TEM SHV
112-| CRO,ATM ) ) (+) ) 1
113 CRO,CTX,ATM ) ) (+) ) 1
114-1 CRO,CTX,ATM ) () (+) ) 1
116-1 CRO,CTX,ATM ) () (+) ) 1
119-1 CRO,CTX,ATM ) () (+) ) 1
131-1 FEP,ATM () ) () ) 0
134-1 CTX,FEP,ATM (+) (+) (+) () 3
142-| FEP,ATM () ) () ) 0
147-| CTX,FEP,ATM (+) (=) +) (-) 2
148-| CTX,FEP,ATM (+) (=) +) (-) 2
149-| CTX,FEP,ATM () ) () ) 0
150-| ATM (-) (-) (+) ) 1
%TOTAL 25% 8.30% 75% 0%
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12.DISCUSION

Las infecciones del tracto urinario causadas por UPEC, constituyen una de las
infecciones mas frecuentes en la atencion primaria en salud y en el medio
hospitalario. Se pueden presentar a cualquier edad y son mas frecuentes en
pacientes femeninos. Resulta de vital importancia un conocimiento apropiado de
esta patologia infecciosa, tomando en cuenta la presencia de patégenos resistentes
a los antibioticos y las consecuencias que esto supone para el tratamiento de estas
infecciones (Rondo y cols.,2007). En nuestro pais se usa como tratamiento de
primera eleccion para cistitis antibioticos como: Nitrofurantoina, Ciprofloxacina,
Trimetroprim/sulfametoxazol, Amoxicilina/Acido clavulanico y Fosfomicina. En el
tratamiento de pielonefritis se usan antibidticos como: Ceftriaxona, Cefotaxima,
Ciprofloxacina, Levofloxacina, Amikacina y Gentamicina (Zarate y cols.,2006).

En el presente trabajo se obtuvieron cepas del ISSSTE con resistencia intermedia
a antibiéticos como Amikacina 35% y Ampicilina 22% los cuales son usados como
eleccion de tratamiento en nuestro pais. Dentro de estas cepas se encuentran
clonas resistentes y/o en proceso de adquirir la capacidad de resistir a esos
antibioticos, por lo cual se sugiere tener estricto cuidado al emplear estos
antibidticos, prescribiéndolos después de realizarse pruebas de susceptibilidad a
antibioticos a cada paciente. De este modo se verificara que el antibiético sea el
indicado para erradicar el agente causal, evitando someter a las cepas a un proceso
de presién de seleccion creando cepas resistentes. Por dicha razén en este estudio
todas las cepas clasificadas como intermedias fueron consideradas como
resistentes.

Por otro lado, el estudio de susceptibilidad de las 51 cepas aisladas del ISSSTE
muestra alta resistencia a B-lactamicos 95.2% y Quinolonas 94.9% lo cual coincide
con lo reportado por Stephenson y cols., en el 2016, quien reporta una resistencia
a B-lactamicos del 93% y Quinolonas 98.5% en cepas de UPEC de pacientes
cursando ITU en Kingston, Jamaica.

Ademas, se obtuvo en alto porcentaje resistencia a las otras familias de antibidticos
como son Tetraciclinas 86.2%, Nitrofurantoina y Cloranfenicol 62.7%,
Trimetropim/sulfametoxazol 60.7% y Aminoglucosidos 52.2%. Entre los trabajos
reportados en nuestro pais, donde se incluye la misma gama de antibiéticos
probados en el presente trabajo, destaca lo reportado por Ballesteros, 2018 quien
encuentra un alto porcentaje en cepas de E. coli aisladas de ITU en mujeres no
gestantes para las familias de antibiéticos p-lactamicos 77.3 %, Quinolonas 70%
Tetraclinas 72%, Nitrofurantoina y Trimetropim/sulfametoxazol 68%, vy
Aminoglucésidos 45.3%. Asi como el estudio de Garcia, 2017 quien reporta un alto
porcentaje para las familias de antibidticos Trimetropim/sulfametoxazol 73%, B-
lactamicos 71%, Quinolonas 70% Tetraclinas 70%, Nitrofurantoina 50%, y
Aminoglucosidos 29% en cepas de E. coli aisladas de ITU en nuestro pais. Al
comparar los resultados obtenidos en las cepas de ISSSTE y los estudios previos
realizados en nuestro grupo, se observa un mayor porcentaje de resistencia a las
diferentes familias de antibi6ticos en las cepas aisladas en el 2016 del Hospital de
Salud Publica del estado de Puebla.
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Los resultados con estas cepas son diferentes a los reportados por Estraday cols.,

en el 2017 quien encontré un bajo porcentaje de resistencia a antibidticos usados
como segunda eleccidon (Norfloxacina 45% y Ofloxacino 29%) en cepas de E.coli
aisladas de ITU en México en el periodo 2010-2011.

Estos datos resultan alarmantes, pues al presentar estas cepas altos porcentajes
de resistencia a los antibidticos usados como primera opcién en el tratamiento de
ITU como lo es Cefalotina, y los usados como segunda opciéon Norfloxacina,
Ofloxacina y Levofloxacina se observa la capacidad de las cepas provenientes del
ISSSTE de resistir a los tratamientos actuales, al oscilar los porcentajes de
resistencia en un aumento de mas del 50% en el presente trabajo.

Se obtuvieron altos porcentajes de sensibilidad a Fosfomicina 88% y Netilicina 84%,
por lo que en las cepas del ISSSTE se recomienda el uso de estos antibiéticos como
una terapia alternativa para tratar ITU. Ademas, se obtuvieron altos porcentajes de
sensibilidad a Ertapenem y Colistina 88%. Sin embargo, el uso de antibibticos
polimixinas como Colistina no se pueden usar de manera prolongada debido a sus
riesgos de neurotoxicidad, hepatotoxicidad y secrecién en leche materna siendo
esto un riesgo para los lactantes.

El estudio de susceptibilidad de las 65 cepas del serogrupo O25 muestran alta
resistencia a pB-lactdmicos de primera generacion 96.9%, asi como a Quinolonas de
segunda generacién 81.1%, concordando con lo reportado por Tsukamoto y cols.,
en el 2014 quien encuentra altos porcentajes de resistencia a Quinolonas en cepas
de E.coli serogrupo O25 de diferentes tipos de pacientes en Japén. La importancia
de este tipo de antibiéticos radica en el uso frecuente como antibiéticos de primera
eleccién en el tratamiento de ITU. Siendo una caracteristica de este serogrupo la
multiresistencia, tratAndose este tema mas adelante en este trabajo.

Los principales porcentajes de resistencia reportados en este trabajo para el
serogrupo 025 se presentan en las siguientes familias de antibiéticos: Quinolonas
81.8%, Trimetropim sulfametoxal 66.1%, B-lactamicos 61.3%, Cloranfenicol 55.3%
y Aminoglucosidos 53.8%. Estos resultados son diferentes a lo reportado por Molina
y cols.,2011 quien encuentra altos porcentajes de resistencia a las familias de
antibiéticos Trimetropim/sulfametoxazol 66%, Quinolonas 58.2%, y p-lactdmicos
33.2% en cepas de E. coli serogrupo 025 ST131 aisladas de ITU del 2004 al 2007
en la ciudad de Mexico. Se observa un bajo porcentaje de resistencia en familias de
antibioitocos usados como primera y segunda eleccién en los afios del 2004 al 2007,
a comparacion de las cepas aisladas del 2011 al 2015 en el presente trabajo, donde
se encuentra un incrementeo del porcentaje en estas familias. Presentandose un
incremento de resistencia de mas del 50% en antibiéticos como Amoxicilina/Acido
Clavulanico y Amikacina en cepas del serogrupo O25.
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Los altos porcentajes de resistencia presentes en estas cepas concuerdan con lo
reportado a nivel mundial sobre el serogrupo, ya que estas cepas presentan altos
porcentajes de resistencia a los antibiéticos usados como primera opcion en el
tratamiento de ITU como lo es Cefalotina y Trimetropim/sulfametoxazol, y a casi
todos los antibidticos usados como segunda opcion.

Se obtuvieron porcentajes elevados de sensibilidad a Fosfomicina, Netilmicina y
Trimetropim/sulfametoxasol, por lo que en las cepas del serogrupo 025 se
recomienda el uso de estos antibidticos como una terapia alternativa para tratar ITU.
Se encontré un porcentaje elevado de sensibilidad a Colistina 90%; sin embargo,
hay que considerar los riesgos del uso de Colistina como una primera opcion de
tratamiento por los efectos adversos que puede ocasionar a largo plazo, por lo cual
se sugiere solo se use este antibidtico después de hacer un perfil de susceptibilidad,
corroborando que el patdégeno sea resistentes a otros antibiéticos usandose como
altima eleccion (Biswas y cols.,2012).

En el presente trabajo, se realizo el perfil de susceptibilidad antibidtica por la técnica
de difusion de disco. Esta técnica es comunmente utilizada en muchos laboratorios
clinicos y de investigacion, es una técnica confiable para el escrutinio de la
resistencia antibiética y la seleccién de la terapia mas adecuada, sin embargo, si se
requiere de conocer la diferencia entre las cepas estudiadas respecto a su nivel de
resistencia debemos usar los métodos basados en CMI. El método de difusion en
disco es poco confiable para la deteccion de resistencia a Colistina (Dafopoulou y
cols.,2015). Por lo cual, como metodologia de complemento, se realizé la CMI a
Colistina. La importancia de este antibiético como opcion terapéutica en la
actualidad se da tras el surgimiento de cepas Gram negativas multiresistentes a
otros antibidticos. La importancia de aplicar un test de sensibilidad en Colistina
surge en el aflo 2016 segun lo reportado por la Organizacibn Panamericana de la
Salud y la Organizacion Mundial de la Salud quienes emitieron una alerta
epidemiologica al encontrarse en varios paises de la region de las Américas,
microorganismos con mecanismos de resistencia transferible a Colistina, entre los
que se destaca a E.coli productora de BLEE (OPS y OMS, 2016).

En el 2015, Dafopoulou y cols., realizan un ensayo comparativo de métodos para
determinar la susceptibilidad en Colistina por CMI. Se toma a la técnica de dilucion
en agar y micro dilucion en caldo como métodos estandar, en ese trabajo se explica
que la prueba para determinar CMI Liofilchem SRL no presenta reportes de
evaluacion de forma que no se puede asegurar su precision y exactitud. Por lo cual,
a pesar de que en este trabajo nos basamos en dicha prueba, se realizé una
combinacion con la técnica de micro dilucion en caldo usando tubos de vidrio de
13x100mm. Tras la realizacion de la técnica en difusion por disco por el método
Kirby- Bauer, se seleccionaron 21 cepas resistentes a este antibibtico provenientes
de ambos ceparios. De estas el 29% (6 cepas) pertenecen al cepario del ISSSTE
mientras que el 71% (15 cepas) son de serogrupo O25. Se us6 como control
negativo la cepa Escherichia coli ATCC® 25922 siendo su CMI 0.25-2 ug/ml segun
lo reportado por (CLSI,2017). La CMI se realiz6é usando sensidiscos para extraer el
antibiotico, conteniendo este proceso una variante importante a considerar en los
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resultados. Pues segun lo reportado por Karvanen y cols.,2017 el antibiético
Colistina tiende a adherirse a un amplio rango de materiales incluida una amplia
gama de plasticos y vidrio. Karvanen realiza una evaluacion de concentracion de
Colistina sobre tiempo en diferentes materiales, encontrando que en los ensayos
realizados en vidrio presentaban un porcentaje de perdida menor que aquellos
realizados en polipropileno, a pesar de lo cual la perdida sigue siendo significativa
en ambos casos. Ademas, reporta que los ensayos en donde se hacen diluciones
seriadas presentan un rango de pérdida del antibiético del 0 al 80%.

En este trabajo, se reporta una CMI de 16ug/ml de Colistina para el 100% (n=21)
de las cepas, considerandose como cepas resistentes. Sin embargo, nuestro
trabajo no se encuentra exento de la perdida en la concentraciéon de Colistina.
Dafopoulou y cols.,en el 2015 reporta el uso del Polisorbato 80 o Tween 80 en
ensayos con Colistina puesto que presenta la capacidad de minimizar la adhesiéon
de este antibidtico en los tubos ademas de presentar sinergia con el mismo. Por lo
cual, para futuros estudios, se propone modificar la técnica empleada,
experimentando con diferentes surfactantes de la familia Polisorbato, con la
finalidad de encontrar el surfactante ideal para los ensayos de CMI a Colistina.

A lo largo de los afios, se han publicado multiples estudios en la literatura médica
acerca de la susceptibilidad antibiética en uropatégenos, pero solo unos pocos se
han enfocado en la multidrogo resistencia (Arana y cols.,2017). En este estudio se
aplico una clasificacion para determinar los diferentes tipos de resistencia segun lo
reportado por el ECDC, CDC y CLSI para la familia Enterobacteriacea (Magiorakos
y cols.,2012).

El perfil de susceptibilidad realizado mostré que las cepas del ISSSTE fueron MDR
en un 90% mientras que el 10% de las cepas fue XDR. Esto concuerda con el
estudio reportado por Taheriy cols.,2016 quien encontr6 un porcentaje de MDR del
90% y un porcentaje de cepas XDR del 8.5% en cepas de E.coli aisladas de
pacientes con ITU en Iran. En nuestro pais, el presente estudio concuerda con lo
reportado por Garcia y cols., en el 2017, quien encuentra un porcentaje de MDR del
97% y un porcentaje de cepas XDR resistentes del 3% en cepas de E.coli aisladas
de ITU, siento ese Ultimo porcentaje menor a lo encontrado en el presente trabajo.
Lo cual nos indica el potencial patégeno que tienen estas cepas al resistir a mas de
un antibiético, enfatizando el hecho de la importancia del uso de terapias quimicas
alternativas.

La multidrogo resistencia es un grave problema de salud publica que complica y
limita el tratamiento de las ITU causadas por el serogrupo 025, retrasando la
eficacia del tratamiento y aumenta el riesgo al usar antimicrobianos de Ultima
eleccion. Este grupo clonal pertenece al grupo filogenético B2, caracterizada por
presentar co-resistencia a varias clases de antibiéticos y por su habilidad de adquirir
nuevos mecanismos de resistencia antibioticas a traves de plasmidos (Coque y cols
., 2008).
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El estudio y la clasificacion en las cepas serogrupo O25 nos muestra que el 100%
de las cepas fueron multidrogo resistentes, esto concuerda con las caracteristicas
reportadas del serogrupo por Estrada y cols., en el 2017 quien trabajo con 40 cepas
de E.coli aisladas de pacientes cursando con ITU en México, pertenecientes a el
serogrupo O25. Encontrando que el 86% de las cepas fueron multidrogo resistente.
Indicando un incremento de la capacidad de multidrogo resistencia en nuestro pais
para este serogrupo.

La aparicion de microorganismos productores de B-lactamasas de espectro
extendido, capaces de inactivar potentes cefalosporinas, ha generado gran
preocupacion, debido a las implicaciones clinicas y terapéuticas que representa.
Esto dada la capacidad de transmitirse por elementos como plasmidos diseminando
la resistencia (Oliver y cols., 1990; Alvarez, 2010).

En el presente trabajo se realizé la determinaciéon de B-lactamasas de espectro
extendido (BLEE) a las cepas aisladas del ISSSTE. 23.5% de las cepas analizadas
presentan el fenotipo positivo de produccion de BLEE. Este resultado es diferente a
los reportado por Navarro y cols.,2011 quien trabajo con cepas de E. coli aisladas
de pacientes hospitalizados y de la comunidad, recopiladas de hospitales en
Sonora, México quien reporté un porcentaje del 31.8% de cepas productoras de
BLEE. Asi como a lo reportado por Ballesteros en el 2018, quien reporta un
porcentaje 46% en mujeres no gestantes de los estados de Puebla y Sonora.

En nuestro grupo Zarzosa, reportdé 17% de BLEE positivas para las mismas cepas
del serogrupo O25 (Zarzosa y cols.,2016). Esto es similar a lo reportado a nivel
mundial para este serogrupo. En el 2014 Ferjani y cols., analizaron la produccién de
BLEE en 201 cepas de UPEC, encontrando que 17.4% (35 cepas) fueron BLEE
positivas presentando simultaneamente el den blactx-v-15. El rango de cepas BLEE*
va de 17 al 23.5%, por lo que es posible que estas cepas posean mas de un
mecanismo de resistencia a betalactamicos, como puede ser mutaciones en PBP
(penicillin bindin protein), bombas de flujo y alteracién de la permeabilidad (Blair y
cols.,2015).

La formacion de biofilm es un mecanismo de patogenicidad el cual protege al
organismo de su erradicacién, es un factor clave en la cronicidad de infecciones
bacterianas, sobre todo aquellas involucradas con la presencia de catéteres
urinarios. El crecimiento de biofilm, constituido por bacterias patégenas en tejidos
frecuentemente deriva en infecciones, las cuales presentan elevada tolerancia a los
antimicrobianos, asi como al sistema inmune del hospedero (Naves y cols., 2008 ;
Crémety cols., 2013).

Las cepas de UPEC, forman facilmente comunidades multicelulares denominadas
como biofilm. Este se forma tanto en la superficie de catéteres como en paredes y
células epiteliales de la vejiga. En este proceso, las bacterias se encuentran en
estrecha proximidad, permitiendo el intercambio de material genético, por medio de
plasmidos conjugativos los cuales pueden transportar genes asociados a la
resistencia antibidtica.
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Por lo cual comprender los factores del hospedero y del microorganismo que
facilitan este proceso durante una ITU, permitira el desarrollo de mejores estrategias
para combatir la formacion de biofilm y lograr tratamientos mas eficaces (Flores-
Mireles y cols., 2015; Eberly y cols., 2017).

En la determinacion de la formacién de biofilm, el ensayo en microplaca es una
herramienta importante para estudiar estadios tempranos de la formacién de
biopelicula. Esta técnica, resulta efectiva para identificar factores requeridos para
iniciar este proceso y permite la formacion de biofilm en paredes y fondo de la
microplaca siendo ideal para el analisis de multiples muestras (O'Toole, 2011).

En el presente trabajo, se determiné la capacidad de las cepas de formar biofilm,
por medio de la metodologia de cristal violeta en microplaca de 96 pocillos, siendo
complementado con la determinacion de proteina en ensayos de microplaca. Las
proteinas extracelulares se pueden unir firmemente a superficies celulares,
asociarse con la matriz extracelular o encontrarse difundida libremente en la matriz
del biofilm. Dependiendo de la especie bacteriana, la composicién de la matriz
extracelular variara, entre exopolisacaridos, acidos nucleicos, lipidos y proteinas,
demostrandose que proteinas especificas en el biofilm juegan un papel importante
en su adhesion y fijacion (Wu y cols.,2014).

Tras el analisis de la formacion de biofilm en ensayo de microplaca, se obtuvo que
el 15% de las cepas del ISSSTE presentan la capacidad de formar biofilm. Estos
resultados concuerdan con lo reportado por Mittal y cols.,2015 y Ponnusamy y
cols.,2012 quienes reporta un 13.5% y un rango de 6 al 16% de formacion de biofilm
para 135y 166 cepas de UPEC aisladas de ITU provenientes de Haryana, Indiay
Tamil Nadu, India respectivamente. Sin embargo, es mas bajo que el 50% reportado
por Rijavec en el 2008, quien trabajo con 105 cepas de E.coli provenientes de
pacientes de Slovenia de ambos sexos cursando con ITU complicada a bacteremia.
Asi como lo reportado por Sargol y cols, 2015 quien trabajo con cepas de E. coli
aisladas de pacientes con ITU en el Noroeste de Iran. Reportando que el 48% de
estas cepas fueron positivas a la formacion de biofilm por el método de deteccion
en micro placa.

Ademas, en el presente estudio se encontrd que el 30% de E. coli serogrupo 025
son productoras de biofilm. Estos resultados concuerdan segun Clermon y cols,
2008, quien reporta por primera vez la capacidad de este serogrupo de formar
biofilm asociado a la presencia de plasmidos CTX-M. Contribuyendo de este modo
a la persistencia de estas clonas en ambientes hostiles. En conjunto, Kudinha y cols
2013, realizaron la deteccién de biofilm en cepas 025 ST131 por ensayos de
microplaca en 131 cepas de mujeres cursando cistitis y pielonefritis en Australia.

Encontrando que el 95% presentan la capacidad de formar biofilm en comparacion
de las cepas pertenecientes a un serogrupo diferente de las cuales solo el 56.7%
formaba biofilm. Explicandose esta alta prevalencia de biofilm con la expresion de
la fimbria tipo 1, pues se ha reportado esta se encuentra en estrecha relacion con
este fenomeno(Kudinha y cols., 2013 ;Sarkar y cols, 2016).
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Esto concuerda con lo encontrado en el presente trabajo al comparar las cepas
serogrupo O25 con las cepas aisladas del ISSSTE, en donde se puede ver una clara
disminucion de la formacion de biofilm.

Se realizo un ensayo seleccionando las cepas con alto rango de formacion de
biofilm provenientes de ambos ceparios (n=21). Siendo 17 del serogrupo 025y 4
del cepario proveniente del ISSSTE, obteniéndose la concentracion de proteina total
a para cada cepa expresandose la formacion de biofilm en DO/mg de proteina. Las
cepas control alta formadora de biofilm presenta un valor de 125.42 mientras que
para el control negativo (medio LB sin inocular) fue de 6.86. EI 100% de las cepas
probadas (n=21) presenta un valor menor a la cepa control ATCC completar, pero
mas cercano a aquel de UPEC CFTO73, siendo el promedio de 32.6.

Se sugiere continuar con el andlisis de la formacion de biofilm considerando la
concentracion de proteinas totales para el resto de las cepas, con el fin de tener una
medicidbn mas exacta, asi como determinar la identidad y proporcion de las proteinas
presentes. Esto debido a que la presencia de la familia de proteinas DNABII se ha
reportado en cepas de UPEC como una familia de proteinas importante para el
crecimiento del biofilm y se ha demostrado que la adicion exdgena de estas
proteinas promueve la formacion de biofilm dependiente del DNA extracelular
(eDNA) (Devaraj y cols., 2015).

Se ha reportado que la formacion de biofilm en interfaz aire-medio liquido, esta
conformada por células bacterias rodeadas de peliculas de curliy celulosa. Depende
del regulador maestro de biofilm CsgD (Hufnagel y cols., 2015). Este tipo de biofilm,
se puede inhibir principalmente en presencia de glucosa y cambios de osmolaridad.
Lo que explicaria la ausencia de este fendmeno en las cepas analizadas en este
estudio en fase solida ya que el medio fue suplementado con este azucar. Por lo
cual se sugiere como en otros trabajos reportar la formacién de la pelicula indicando
las condiciones y medios usados.

A la par de la determinacion de biofilm en microplaca, se realizo la estandarizacion
de la técnica para detectar fenotipo positivo a biofilm en medio agar Rojo Congo
para ambos ceparios. Los resultados obtenidos en cada uno de los métodos fueron
comparados segun dos categorias: formadoras y no formadoras de biofilm. La
categoria intermedia, fue considerada dentro de las cepas formadoras de biofilm en
ambos métodos. Encontrandose una discordancia entre los datos obtenidos entre
ambos métodos, pues la técnica de agar Rojo Congo arroja porcentajes elevados
en la categoria Formadoras de biofilm en ambos ceparios.

Segun lo reportado por Hassan y cols en el, 2011 la metodologia de microplaca
presenta un porcentaje de sensibilidad del 73% y 92.5% de especificidad a
diferencia de la metodologia en agar Rojo Congo la cual presenta un porcentaje de
sensibilidad del 11% y 92% de especificidad. Por lo cual se hipotetiza que la técnica
de agar Rojo Congo al ser una técnica basada en el viraje de las colonias
sembradas, permite falsos positivos pues la mayoria de las cepas intermedias se
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muestran de color rosa obscuro, pudiéndose confundir con las cepas negativas las
cuales se muestran rosa claro.

Recordando que al final, las cepas intermedias se consideraron dentro de las
formadoras de biofilm al comparar las técnicas. Dado que la técnica en Rojo Congo
presenta una exactitud de solo el 41% en contra de la técnica en micro placa (80%),
se decidi6 descartar los resultados obtenidos por esta técnica, eliminando la
posibilidad de usarla como método de seleccion de cepas formadora de biofilm.

Las cepas de UPEC posen factores de virulencia los cuales le permiten infectar a
su hospedero, haciendo posible colonizacién, invasion y la persistencia en el tracto
urinario. Los factores de virulencia son principalmente de dos tipos: los expresados
en la superficie celular (Qque ademas desemperfian funciones de adhesion e invasion
de tejidos, asi como formacion de biofilm) y los producidos dentro de la célula
bacteriana. Entre estos factores se encuentran las adhesinas, fimbrias, sideréforos,
toxinas entre otros (Terlizzi y cols., 2017; Walsh y cols., 2017).

En este trabajo, se determind la prevalencia de los genes asociados a factores de
virulencia en las 51 cepas del ISSSTE obteniéndose de 1 a 9 factores de virulencia
en el 100% de las cepas del ISSSTE. Se encontré que el 96% de las cepas de E.
coli aisladas de pacientes femeninos del hospital del ISSSTE presentan el gen fimH,
que codifica la adhesina de la fimbria tipo 1, concordando con lo reportado por
(Estrada y cols.,2017) quien trabajé con dos poblaciones de cepas de E. coli
aisladas de ITU, en México, observando un porcentaje del 91% del gen fimH y con
un estudio de Eslovenia donde la frecuencia del gen fue de 97% ( StarCi¢-Erjavec,
Darja Zgur-Bertok, 2008) .

El gen iucD relacionado a la captacion de hierro, fue el segundo més prevalente en
el presente trabajo, encontrado en un 65%, seguido del gen iha el cual se relaciona
a la captaciéon de hierro y adherencia en un 35%. Siendo el valor de iucD menor a
lo reportado en un estudio previo el cual encuentra en un 91% este gen (Rijavecy
cols.,2008). Asi como lo reportado por Panigua y cols., en el 2015 quien reporta un
porcentaje mayor para iha 64.9%. Los genes hlyA y cnf-1 que codifica la toxina alfa
hemolisina y el factor necrotizante citotoxico 1, fueron encontrados en un porcentaje
del 19% y 11% respectivamente, estos porcentajes concuerdan con lo reportado por
Paniagua, y cols. en el 2015 con el gen hlyA en un 15.4%, mientras que cnf-1
reportado por Rijavec,y cols.,2008 quien observa en sus cepas un 12% de este gen
(Rijavec y cols.,2008).

Las fimbrias tipo P estan codificadas por un clister de genes, El cluster incluye el
gen papA, que codifica para la subunidad estructural mayor, siendo papG la
adhesina (Merino, 2018). En el presente estudio se condiera la presencia de los
genes papA+ papGll/papGlll como cepas pap+. Se encontraron en menor
porcentaje los genes papA en un 8% de las cepas en combinacion con el gen papGli
y Il que codifica el alelo 11 y Il de la adhesina papG. Sin embargo en trabajos previos
estos genes se han reportado en porcentajes mayores, pues Firoozeh y cols.,2014
encuentra el gen pap en un 16% de las 150 cepas de UPEC que analizo.
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El gen sat codificante de una de las toxinas encargadas de provocar dafio celular
a nivel de rifidn y el subsecuente paso de UPEC al torrente sanguineo; y el gen fliC
que codifica la adhesina flagelar fueron encontrados en un 8% ambos. Estos
resultados difieren de lo reportado por Estrada y cols., en el 2017 y Naves y cols.,
2008, donde el gen sat aparece en un 26% y 46.7% respectivamente. Respecto al
gen fliC en nuestro grupo de trabajo se encontro en un 16% en mujeres no gestantes
y 44% en mujeres gestantes con ITU y no se ha reportado en ningun otro trabajo la
frecuencia de este gen.

La importancia del flagelo radica en que este es un factor importante en la
patogenicidad de UPEC, ya que este le permite la capacidad de ascender desde la
vejiga por los uréteres y llegar a rifidn. El bajo porcentaje de los genes que codifican
la adhesina flagelar y la fimbria Pap, indica que son pocas las cepas capaces de
causar pielonefritis ya que necesitan estos factores que le permiten ascender por
los uréteres y alojarse en el rifidn.

Como técnica complementaria en este trabajo se realizo la deteccion de genes
codificantes de 4 tipos de BLEE’s: blacTx-m, blaoxa-1, blatem y blasny, para ambos
ceparios. Se encontro en las cepas del ISSSTE una mayor proporcion de blatem con
un 66%, seguido de blactx-v con 25% y blaoxa-1 con 9%, cabe mencionar que el gen
blasnv no se detecto en ninguna de las muestras de este cepario.

El porcentaje obtenido en este trabajo para blarem concuerda con lo reportado por
Shahi y cols., en el 2013 quien trabajo con cepas de E.coli en Pradesh, India
detectando el gen blatem en un 68%. Estos porcentajes concuerdan con lo reportado
en la literatura universal, pues esta betalactamasa es la mas comun(Alvarez
D.,2010). El 9% obtenido en el presente trabajo para blaoxa-1 concuerda con el 10%
reportado por Zhao y cols., en el 2015 quien analiza cepas de UPEC aislada de
pacientes hospitalizados durante periodos largos en el Hospital Universitario
Soochow en Asia. Sin embargo, los porcentajes para blacrx-m, y blashv encontrados
en el presente trabajo (25% y 0% respectivamente) no concuerda con lo reportado
por Zhao y cols., en el 2015 donde estos genes se encontraron en un 90%, y 10%
respectivamente.

Al analizar el fenotipo y genotipo BLEE+ presente en las cepas del ISSSTE, se
reporta la presencia de 1 a 3 genes bla por cepa. Presentandose un solo gen en un
54.5%, dos genes en un 9% y un 18.1% en la presencia de tres genes bla (blacTx-
M, blaoxa1, blaTEM). La ausencia de genes bla buscados en este trabajo, se
presentd en un 18.1%. Por lo cual se piensa, que estos bajos porcentajes son
causados por la expresion de otros genes asociados a BLEE, los cuales no se
buscaron en el presente trabajo, sugiriéndose ampliar la busqueda de estos.

En las cepas 025 se encontré en mayor proporcion blarem con 40%, seguido de
blactx-m con 13%, y blaoxa-1con 17%, a pesar de que se realizo la deteccion del gen
blasnv tampoco se detectd su presencia en ninguna de las muestras de este cepario,
siendo diferente a lo reportado por Hussain y cols.,2012 quien trabajo con cepas de
E. coli aisladas de ITU en Malasia del serogrupo 025 obteniendo a blatem con 12%,
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blactx-vm €n un 24%, blaoxa-1 16%, mientras que el gen blasnwv no se detecté. Los dos
estudios coiciden respecto a bla oxa-1y a SHV.

Existen diversos estudios donde las cepas del serogrupo O25 presentan en altos
porcentajes el gen blactx-v (50%) pertenecientes al grupo filogenetico B2 (Coque y
cols., 2008; Alvarez, 2010). Al analizar el fenotipo y genotipo BLEE+ en las cepas
de este serogrupo, se encontrd de 1 a 3 genes bla por cepa. Presentandose un solo
gen en un 50%, dos genes en un 16.6% y un 8.3% en la presencia de tres genes
bla (blactx-m, blaoxa-1, blatem ) concordando con el fenotipo CTX, FEP y ATM en
cepas con ambos genes ( blactx-v y blatem ). La ausencia de genes bla buscados
en este trabajo, se presentd en un 25%. Por lo que se hipotetiza algunas de las
cepas presentan otro mecanismo de resistencia a estos antibidticos ya que su
fenotipo es de resistencia a beta lactamicos.

Diversos estudios sobre los plasmidos, reportan que estos son elementos
autoreplicativos que a pesar de no ser esenciales para la bacteria, frecuentemente
cargan y diseminan genes que le confieren ciertas caracteristicas como resistencia,
virulencia, la habilidad para metabolizar substancias raras y persistir bajo
condiciones extremas (Beceiro y cols.,2013; Mathers y cols., 2015). En este trabajo
se encontré que el 43% de las cepas del ISSSTE aisladas en el 2016 alberga
bandas plasmidicas. Reportandose de 1 a 5 bandas plasmidicas por cepa, con un
tamafio relativo de 0.25 a 10.5 kb. Estos resultados discrepan con lo reportado con
anterioridad en nuestro grupo de estudio por Garcia, 2017 quien trabajo con cepas
provenientes del ISSSTE en el afio 2011, reportando una oscilacion entre el tamafio
de las bandas plasmidicas de 1 a 179 kb, siendo los mas frencuentres 1,2,3 y 250
kb.

A pesar de este hecho se sugiere confirmar estas bandas plasmidicas por un
método de mayor especificidad para la deteccién del peso y numero de plasmidos
como lo es la metodologia de electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE). Esto
con el fin de identificar plasmidos de mayor peso molecular, pues se ha reportado
gue plasmidos de mas de 88Kb confieren genes relacionados a la resistencia
antibiética y factores de virulencia.

Zarzoza y cols., en el 2016, realizo el perfil plasmidico para las cepas
pertenecientes al serogrupo 025, encontrando una prevalencia del 80% en las
cepas, las cepas posen de 1 a 7 plasmidos, siendo dos y 5 los mas frecuentes. Los
tamafios relativos se encontraron de 0.85 kb y 127 kb, siendo los mas frecuentes 1-
3 kb y 100-127 kb. Esto resulta de suma importancia dado que los plasmidos
grandes podrian contener genes de resistencia a antibiéticos, asi como genes que
codifican BLEE. Estas cepas presentan una amplia variacion en el numero de
bandas plasmidicas.

El conocer el contenido plasmidico para ambos ceparios, ISSSTE y del serogrupo
025 nos permiti6 evaluar y seleccionar las cepas que posteriormente fueron
sometidas a ensayos de conjugacion. Posteriormente se seleccionaron 23 y 25
cepas del ISSSTE vy del serogrupo O25 respectivamente, se priorizaron las cepas
con 3 a 6 bandas plasmidicas. Con finalidad de conocer las cepas capacez de
conjugar a estas cepas se les determind la presencia de los genes traT (solo cepas
ISSTE) y MOBF12 como factores determinantes de la movilidad de los plasmidos.
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La importancia de la presencia de dichos genes en las cepas radica en que los
genes tra, son algunos de los genes necesarios para la transferencia de material
genético en bacterias Gram negativas (Grohmann y cols.,2003). Ademas, el locus
tra incluye el gen de pilina y genes reguladores, que juntos forman un Pili
conjugativo en la superficie celular, asi como las proteinas poliméricas que pueden
adherirse a la superficie de bacterias F~ e iniciar la conjugacion, segun lo cual
logramos reconocer la importancia de estudiar la deteccion del gen tra como uno de
los principales involucrados en la transferencia de material genético, asi como en la
adherencia. Mientras que el set de genes de movilidad (MOB) es esencial para el
proceso de conjugacion de ADN, ademés de un complejo de formacion de cuatro
pares de apareamiento (MPF) asociado a la membrana, el cual es una forma de
sistema de secrecion tipo 4 (T4SS), proporcionando el canal de acoplamiento
(Smillie y cols., 2010).

Estos genes contribuyen a la movilidad de los plasmidos incrementando la
posibilidad de la presencia de plasmidos movilizables en las cepas. En este grupo
de 23y 25 cepas, se encontr6 el gen traT en un 48% (n=11) y el gen MOBF12 €n un
34.7% (n=8) en las cepas del ISSSTE. En las cepas del serogrupo 025 el gen
MOBF12 se encontré en un porcentaje del 40% (n=10) y el 100% (n=25) de las cepas
son traT* (Vasquez-Sanchez, 2017).

Al concluir el andlisis de las cepas de ambos ceparios en busca de las cepas
candidatas para los ensayos de conjugacién se seleccionaron tres cepas
provenientes del cepario del serogrupo 025 las cuales ademas de las
caracteristicas previamente mencionadas, presentan los genes traT y MOBF12, son
multidrogo resistente, presentan una amplia variedad de factores de virulencia,
presentan sensibilidad al antibiético Rifampicina y son resistentes a Ampicilina.
Rijavec y cols., en el 2006, realizaron un estudio con 110 cepas de UPEC, aisladas
de la comunidad en Slovenia y reporto la transferencia de resistencia antibiética por
conjugacion.

En el presente trabajo se realizaron tres ensayos de conjugacion, obteniéndose 4
clonas transconjugantes, 3 de la cepa CR67 y 1 de la cepa CR213, las cuales
ademas de crecer en medio con los antibioticos Rifampicina y Ampicilina, poseen
los mismos factores de virulencia, fimH, fliC, satAP, iucD e iha, que su cepa
donadora. En cuanto a la presencia de los genes codificantes a BLEE, las
transconjugantes son blaremt+ simlar a las cepas donadoras. De estos ensayos
podemos decir que las cepas donadoras presentan plasmidos conjugativos
asociados a resistencia bacteriana, siendo una caracteristica de estos ensayos su
baja frecuencia de conjugacion ya que solo se obtuvieron transconjugantes en la
placa sin diluir. Se requiere caracterizar el perfil de susceptibilidad de las clonas
transconjugantes para determinar que otros genes aparte de Amp fueron
transferidos por conjugacion.

Ademas, se propone detectar la presencia de secuencias rep con la finalidad de

identificar la prevalencia de plasmidos tipo F que son los mas frecuentemente
reportados como plasmidos conjugativos en la familia Enterobacteriaceae.
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Se ha reportado que lo plasmidos que pertenecen al grupo de incompatibilidad F
acarrean genes codificantes para resistencia antibiotica y factores de virulencia
(Rijavec y cols.,2006).

Como parte del andlisis integral de los resultados obtenidos en el presente trabajo,
se realizo un analisis de las cepas tomando como principal variable, la clasificacion
de la resistencia en multidrogo y extremadamente drogo resistentes, comparando
estas cepas con su capacidad de formar biofilm y la presencia de genes asociados
a factores de virulencia. Obteniéndose los siguientes resultados por cada cepario.
En las cepas del ISSSTE de pacientes femeninos cursando ITU, el 20% de las
cepas XDR presentaron la capacidad de formar biofilm, presentando en alto
porcentaje los factores de virulencia fimH 100% e iucD 40%. El 17% de las cepas
MDR presentaron la capacidad de formar biofilm, presentando en algo porcentaje
los factores de virulencia fimH 95%, iucD 67%, iha 33%, hlyA 18%, cnf-1 12% y
papA+papG 10%.

Esto concuerda con lo reportado mundialmente, pues una de las caracteristicas
fenotipicas que le proporciona la formacion de biofilm a las cepas es la resistencia
antibiotica al formar una barrera o incluso degradar o modificar la composicién
quimica de los antibi6ticos (Mittal y cols., 2015).

Se encuentra una estrecha relacion entre los porcentajes de las cepas MDR y su
incremento en el nimero y porcentaje de factores de virulencia (Rijavec y cols.,
2008). En las cepas del serogrupo 025, el 34% de las cepas MDR presentaron la
capacidad de formar biofilm, presentando en alto porcentaje los factores de
virulencia fimH 100%, iucD 89%, sat 77% iha 66%, fliC 12% y vat, hlya 8%. No se
presentan cepas XDR en este cepario, por lo cual se omitié esa relacién. Se ha
reportado que la formacion de biofilm, se encuentra significativamente asociada a
la presencia de los genes fimH, y pap, asi como a los genes asociados a
betalactamasas (Tajbakhsh y cols.,2016). Estos resultados reflejan la
heterogeneidad en la distribucion de genes de virulencia y resistencia antibioticos
entre las cepas de UPEC.

Los estudios que se realizan en la actualidad sobre transferencia de material
genético en cepas de UPEC son limitados, siendo el presente trabajo el primero en
nuestro grupo de investigacion y en nuestro pais en comparar las caracteristicas de
virulencia, formacion de biofilm, resistencia, presencia del genotipo BLEE positivo y
transferencia del material genético por conjugacion en dos ceparios diferentes. En
nuestros resultados se pueden observar diferencias en cuanto al porcentaje de
resistencia, capacidad de formacién de biofilm y potencial para transferir material
genético por conjugacion en ambos ceparios.
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Estos resultados permitirAn comprender mejor el comportamiento de UPEC
causante de ITU, en poblacién cuya patologia es causada por el serogrupo 025, asi
como en poblacion femenina a nivel nosocomial de la ciudad de Puebla (ISSSTE),
forjando las bases para investigaciones en nuestro Pais, dado que se ha observado
que las cepas que analizamos cuentan con diversas caracteristicas tanto de
virulencia como de resistencia que han sido reportadas previamente en la literatura
internacional, por lo cual podemos afirmar que las cepas de E.coli uropatdégena que
afectan a la poblacion Mexicana presentan caracteristicas Unicas en comparacion
con lo reportado en otros paises.
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13.CONCLUSIONES

1.- Las cepas de E. coli aisladas de mujeres cursando con ITU son
multidrogoresistentes en un alto porcentaje. La resistencia mas elevada fue a
antibioticos de primera eleccién como son los 3-lactamicos y Quinolonas.

2.- Los antibidticos recomendados para el tratamiento de ITU son Ertapenem y
Fosfomicina.

3.-Se recomienda realizar un tratamiento antibiético individualizado de los pacientes
cursando ITU.

4.- Los genes de virulencia fimH e iucD se encontraron en altos porcentages en las
cepas del ISSSTE. Reportandose 4 virotipos comunes, una cepa con los nueve
genes de virulencia y 8 cepas que solo presentaron fimH.

5.- El 23% de las cepas del ISSSTE son resistentes a antibiéticos betalactamicos
por la produccion de BLEE. El 50% de cepas UPEC con fenotipo BLEE+
amplificaron al menos un gen para BLEE.

6.- El 54% de UPEC 025 con fenotipo BLEE+ amplificaron al menos un gen para
BLEE.

7.-La prevalencia media de genes BLEE en el serogrupo 025, nos habla de que se
debe ampliar la gama de genes determinados, con el fin de encontrar el mecanismo
de resistencia a esta familia de antibidticos.

8.-Las cepas UPEC 025:H4 son més formadoras de biofilm (30%) respecto de las
cepas del ISSSTE (15%).

9.- El serogrupo 025 presenta un mayor potencial (40%) para transferir

caracteristicas de resistencia y/o virulencia a través de los plasmidos presuntamente
conjugativos respecto a las cepas del ISSTE (8.6%)).
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14. PERSPECTIVAS

1)Determinar el grupo filogenético de las cepas del ISSSTE

2) Determinar el serogrupo de las cepas del ISSSTE

3) Determinar la presencia de islas de patogenicidad en las cepas del ISSSTE
4) Realizar ensayos de adherencia e invasion en cepas 025 e ISSSTE
5)Determinar el perfil plasmidico de ambos ceparios por campos pulsados

6) Continuar con los ensayos de conjugacion para las cepas 025

7) Continuar el analisis de las cepas transconjugantes de las 025 empleadas en el
presente trabajo

8) Determinar la concentracion de proteinas a las cepas altamente formadoras de
las cepas restantes en ambos ceparios.

9) Completar para todo el cepario la determinacion de biofilm considerando la
concentracion proteica y como controles una cepa de UPEC CFTO73 y EAEC

10) Buscar otros mecanismos de resistencia a esta familia de antibioticos.

11) Determinar la asociacion de formacién de biofilm y la presencia de genes que
codifican el curli
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16.1 Informacion por cepario de las cepas de E. coli usadas en este trabajo

Cepario ISSSTE

16. ANEXOS

Genero del | Edad del Fecha de No. de factores No. de No. de bandas Categoria de Formacién
Cepas paciente paciente aislamiento de virulencia | resistencias plasmidicas Resistencia de Biofilm
101-I F 83 16/06/2015 1 21 4 XDR NO
104-1 F 21 15/10/2015 2 19 1 MDR NO
105-| F 53 11/11/2015 2 19 5 MDR NO
106-| F 40 05/11/2015 2 20 0 MDR NO
107-1 F 62 13/10/2015 9 21 0 MDR Sl
109-I F 57 15/10/2015 2 19 3 MDR NO
111-| F 66 13/10/2015 7 18 0 MDR NO
112-| F 55 26/11/2015 5 17 1 MDR NO
1131 F 53 19/10/2015 9 18 3 MDR NO
114-| F 12/10/2015 2 12 0 MDR NO
116-| F 73 22/10/2015 1 14 4 MDR NO
119-| F 3 27/10/2015 8 16 1 MDR NO
120-| F 70 22/10/2015 1 20 2 MDR NO
121-| F 86 17/11/2015 1 20 1 MDR SI
122-| F 75 28/09/2015 2 20 1 MDR SI
123-| F 75 23/10/2015 6 21 2 MDR NO
124-| F 59 26710/15 1 19 0 MDR NO
131-| F 79 26/10/2015 1 20 5 MDR NO
133-| F 22 20/10/2015 1 19 1 MDR NO
134-| F 65 19/10/2015 1 21 3 XDR SI
135-| F 86 21/10/2015 1 21 2 XDR NO
136-| F 61 28/10/2015 3 18 0 MDR NO
137-1 F 54 26/10/2015 1 19 5 MDR NO
138-| F 78 28/10/2015 7 18 3 MDR NO
139-| F 78 28/10/2015 5 22 1 MDR NO
140-| F 74 20/10/2015 6 12 2 MDR NO
141-| F 14/12/2015 6 17 0 MDR NO
142-| F 72 10/12/2015 3 15 2 MDR NO
143-| F 33 02/12/2015 2 16 4 MDR NO
145-| F 55 10/12/2015 2 19 0 MDR NO
146-| F 66 02/12/2015 4 19 3 MDR NO
147-1 F 63 07/12/2015 3 18 0 MDR NO
148-| F 56 09/12/2015 3 18 2 MDR NO
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149-| F 54 06/01/2016 2 18 0 MDR NO
150-I F 54 09/12/2015 5 20 0 XDR NO
151-1 F 76 14/12/2015 2 18 0 MDR SI
152-| F 78 01/12/2015 2 17 0 MDR NO
153-| F 17/12/2015 2 16 0 MDR NO
156-1 F 27 26/01/2016 5 19 0 MDR NO
157-1 F 67 25/01/2016 6 20 0 MDR SI
158-| F 63 14/01/2016 6 18 0 XDR NO
160-I F 62 21/01/2016 6 13 0 MDR NO
163-I F 51 11/02/2016 3 17 3 MDR SI
164-| F 61 15/02/2016 6 10 0 MDR S|
165-| F 55 10/02/2016 3 20 1 MDR NO
166-I F 49 17/02/2016 1 18 3 MDR NO
169-1 F 75 17/02/2016 5 10 0 MDR NO
170-| F 73 22/09/2015 6 18 1 MDR NO
171-l F 65 18/09/2015 2 19 0 MDR NO
172-1 F 53 22/09/2015 1 20 3 MDR NO
175-I F 67 17/02/2016 2 15 0 MDR NO

Cepario serogrupo 025
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*Cepas aisladas en el periodo 2011-2015

Genero de Edad del No. de factores de No. de No. de bandas Categoria de Formacién de biofilm

Cepas paciente paciente virulencia resistencias plasmidicas Resistencia

CRO4 F 75 4 14 2 MDR Sl
CRO7 F 59 3 15 2 MDR Sl
CR14 F 79 3 15 2 MDR NO
CR15 F 57 4 17 2 MDR NO
CR19 F 38 4 16 5 MDR NO
CR22 M 75 4 20 3 MDR Sl
CR33 F 34 2 7 1 MDR Sl
CR35 F 67 5 19 5 MDR NO
CR50 F 78 4 15 5 MDR N
CR51 F 26 4 19 4 MDR N
CR52 M 77 5 20 6 MDR NO
CR53 F 30 4 17 4 MDR N
CR59 F 23 4 18 2 MDR Sl
CR69 F 4 6 7 0 MDR N
CR70 F 37 5 9 1 MDR Sl
CR72 F 88 1 15 5 MDR NO
CR93 F 59 4 5 5 MDR NO
CR98 F 73 6 14 2 MDR NO
CR99 F 65 4 7 6 MDR NO
CR115 F 19 3 13 1 MDR NO
CR117 F 87 4 18 2 MDR Sl
CR122 F 4 4 13 5 MDR NO
CR141 F 42 1 5 2 MDR Sl
CR150 F 21 4 14 2 MDR Sl
CR152 M 52 4 12 3 MDR Sl
CR153 F 64 9 15 4 MDR NO
CR156 F 96 4 12 5 MDR Sl
CR159 F 77 4 18 6 MDR Sl
CR162 F 70 2 14 0 MDR NO
CR182 F 84 4 14 0 MDR NO
CR185 F 53 4 16 1 MDR Sl
CR192 M 53 4 13 2 MDR Sl
CR193 F 53 6 13 2 MDR NO
CR204 F 81 1 19 0 MDR NO
CR210 F 83 6 12 4 MDR NO
CR211 F 60 4 13 4 MDR NO
CR214 M 59 5 16 4 MDR NO
CR222 F 62 6 16 3 MDR NO
CR237 F 3 3 12 0 MDR NO
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003 | F 56 4 17 0 MDR NO
0181 F 46 4 18 4 MDR NO
019 | F 3 5 14 3 MDR NO
0301 F 61 4 18 6 MDR NO
052 | F 63 5 13 3 MDR NO
070 | F 78 9 15 0 MDR NO
0791 F 54 5 13 0 MDR NO
07 H F * 5 12 4 MDR NO
12 H F * 5 15 0 MDR NO
15U 4 15 2 MDR Sl
46U 1 8 0 MDR Sl
55U 3 14 4 MDR NO
56U Nifios 0-5 afios 3 12 0 MDR NO
63U 3 13 5 MDR NO
73U 2 9 0 MDR NO
168U 4 6 2 MDR NO
CD2- NO
26 8 19 3 MDR
CD2- NO
40 F 1 10 0 MDR
CR67 F 59 4 11 6 MDR NO
CR161 M 94 4 10 5 MDR NO
CR213 F 35 4 12 6 MDR NO
CR240 F 21 6 11 1 MDR NO
CR245 M 4 5 8 1 MDR NO
028 bl * * 5 9 3 MDR NO
095 | M 65 4 14 5 MDR NO
6U Nifios 0-5 afios 4 13 3 MDR NO

SOLUCIONES Y REACTIVOS

Soluciones para Extraccion de DNA gendmico y plasmidico
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Solucién 1;

EDTA .5M ---------- 4ml
TRIS 2M ------------ 2.5 ml
Sacarosa ----------- 309

H20 TDE ------------ 193.5 ml

Aforar a 200ml y esterilizar por filtracion

Solucion 2:

Mezcla 50:50 de NaOH .4N y SDS 2%

Solucion 3:

CHsCO2K 2.7M pH 5.7 (ajustar pH con Acido Acético Glaciar)
Reactivos para Electroforesis en gel de agarosa

Buffer de Carga:

Azul de bromofenol ----- .025¢g
Xilencianol ---------------- .025¢g
oo [ 1.59
H20 TDE ---------m-mmmme- 10ml

Disolver el ficol en 10 ml de H20 TDE, una vez que no haya grumos agregar el
bromofenol y xilencianol y disolver, alicuotar en tubos eppendorf de 1.5 mly
esterilizar a 10 Lb durante 10 minutos

TAE 50X:

TRIS base ---------======mmmmmmmeae 2429
Acido Acético Glaciar -------------- 57.1ml
S ~---e----37.29
H20 TDE ----m--mmmmmmmeemmeeeeeeee 600ml

Disolver el EDTA en los 600 ml de H20 TDE, una vez disuelto ir agregando poco a
poco el TRIS base, ya disuelto agregar el Acido Acético y ajustar pH a 8.3, aforar a
1L y esterilizar a 10 Lb durante 15 minutos

TRIS 10mM pH 8:

Usar la formula C1V1 = C2V2
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El stock es TRIS 1M pH 8 (ajustar pH con HCI)
Reactivos para PCR

Buffer 10X taq pol:

L 211 o] [ ——— 200mM
0.2 M >0.242 g

o — 500Mm
0.5M-0 .372g

Ajustar pH 8.4

Buffer MgSO4 para pfu:

TRIS-HCI pH8 mmmmeememeneee - 3ml
KCIl 10MM -----m-mmmmmmmm oo 15ml
MgS04 10MmM---------mmmmmmm oo 0.3ml
Trifon x100 al 1%--------------------- 0.150ml
H2O - m e 1mi
BSA-----m oo 0.015gr
NH4S04--=--=-==n=oemmemem oo ccccecceeeee 0.2gr

El total se afora a 15ml- Esterilizar por filtracion

Buffer MgCl. para Taq.pol:

MQCl2 .05M----mmmmmmmmmm oo 0.10165¢g
KCI 0.5M------------- mmmmmmeeee - --- 0.372¢g
TS, 2M-mmmm e 2429

Aforar a volume final de 10ml
Repartir en tubos eppendorf

Esterilzar 10 Ib 10minutos

Medios de cultivo

Medio LB:
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Extracto de levadura ------ 59
Peptona de Caseina ----- 10g

Ajustar a pH 7.4 usando HCl y aforar a 1L

Agar Muller-Hinton:

Extracto de carne--------------=-=---m-m-mommnmo- 29
Peptona de Caseina &cida -------------------- 17.59
AlMidON-----=-=-mm e 1.5¢9
Agar ---=-=smmmemm e eee 179

Formula para 1L de medio

Agar MacConkey:

Peptona de gelatina ------------------------oomoum- 179
Peptona de Caseina -----------------=-=-=-=---—--- 1.5¢9
Petona de carne-------------------m-momomommm oo 1.5¢9
LactosSa ----------=---=m-m oo 10g
Sales Billiares------------=-=-=-m-mcmommm e 1.5¢9
Cloruro de s0dio--------======mm=mmmmmmmmmm oo eeee 59
Agar --=-m-smmmmem e ee 13.5¢9
Rojo Neutro e 0.03¢g
Cristal Violeta------------=-=-=-=-=-=-m-momommmeoo- 0.001g

Formula para 1L de medio

Agar Rojo Congo:

Caldo BHI-------=-=m-mmmm oo 3749l
Sacarosa----------==-=-=s=ssmemeomcnmeanas 50¢9/I
Agar Bacterioldgico-------------------- 15¢g/I
Rojo Congo-----------------=------ 0.8g/l
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