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RESUMEN

Las infecciones del tracto urinario (ITUs) causadas por microorganismos son de alta
prevalencia, por lo que representan una carga econémica considerable, pueden ser
debidas a una gran variedad de patdgenos, entre las que se incluyen bacterias Gram
negativas, bacterias Gram positivas y hongos (Flores-Mireles et al., 2015).

La bacteria Escherichia coli uropatégena (UPEC), es un bacilo Gram negativo
anaerobio facultativo mas frecuente relacionado tanto en ITUs no complicadas (75%)
como en ITUs complicadas (65%). Ademas, E. coli también es un patdgeno intestinal
y es causa importante de la enfermedad diarreica aguda en nifios menores de 5 afios
en paises de América Latina, Africa y Asia, estan asociadas con alta mortalidad en
nifios en las comunidades mas pobres de Africa y el Sudeste Asiatico (Gomez-Duarte,
2014).

En este estudio se analizaron 37 cepas de E. coli aisladas de muestras de
infecciones del tracto urinario y de muestras fecales de nifios menores de 5 afos,
dichas cepas se obtuvieron del Hospital Infantil de México, en la Ciudad de México y
de la comunidad de Tlaltizapan en el estado de Morelos. Con el fin de determinar si la
bacteria obtenida de las dos fuentes presentaban caracteristicas fenotipicas y
genotipicas similares al de la cepa de la clona de E. coli O25:H4 ST131, asimismo,
poder entender aspectos epidemiolégicos que presentan las cepas de E. coli
causantes de infecciones urinarias. Para ello, se realizd la serotipificacién para
determinar los serotipos de las cepas, para este propoésito se utilizaron 188 sueros
preparados en conejos (SERUNAM) contra antigenos somaticos (O) y 53 sueros
contra antigenos flagelares (H). Por PCR se identificaron genes de virulencia del
patotipo UPEC (hlyA, cnfl, fimH, saty cdt) y el gen ST131 de la clona de E. coli 0O25:H4
ST131. Con la misma metodologia y utilizando el método cuadruplex de Clermont et
al. (2013) se determinaron grupos filogenéticos de las cepas. Finalmente, por el
método de Kirby-Bauer se evalud la resistencia a los antimicrobianos empleando
sensidiscos de cefoxitina, ceftriaxona, ceftazidima, cefotaxima, cefepima, ofloxacina,
norfloxacina, acido nalidixico, ciprofloxacina, imipenem, aztreonam,
trimetoprim/sulfametoxazol y tetraciclina, de manera similar, se evaluo la produccion

de pB-lactamasas de espectro extendido (ESBL) empleando ceftriaxona,



amoxilina/acido clavulanico y cefuroxima, ademas se incluyeron dos pruebas PCRs
para identificar los integrones 1y 2 (Int 1 e Int 2).

Los resultados mostraron que, los serotipos mas frecuentemente identificados
fueron O25:H4 y O16:H5, cada serotipo con 14 (40.5%) cepas y OR:H4 y O? en 7
(18.9%) y 2 (5.40%) respectivamente. En el caso de los factores de virulencia, se
identificaron los genes 025-ST131, fimH y sat, en 37 (100%), 33 (89.2%) y 28 (75.7%)
de las cepas, el andlisis estadistico no mostro diferencias significativas. En el caso de
los grupos filogenéticos los més frecuentes, fueron el B2 y A con 19 (51.4%) y 11
(29.7%) cepas, existiendo diferencias significativas en comparacién de los otros
grupos B1, D y ND. Las cepas analizadas mostraron resistencia a tetraciclina, acido
nalidixico y trimetoprim/sulfametoxazol en 30 (80%), 17 (56.7%) y 2 (40%) cepas;
mientras que para imipenem todas las cepas fueron sensibles. En el caso de las ESBL,
13 (35.2%) de las cepas fueron positivas para la produccién de B-lactamasas. En la
amplificacion del Integron 1 se obtuvieron 7 (18.9%) cepas positivas, mientras que para
el Integron 2, 3 (8.1%) cepas fueron positivas.

Se concluye que las cepas de E. coli de origen del tracto urinario se ubicaron
principalmente en el grupo filogenético B2 reportado como virulento de origen
extraintestinal, lo anterior tiene coincidencia con el filogrupo de la clona E. coli 025:H4-
ST131, en contraste con lo anterior las cepas de origen fecal se clasificaron en el
filogrupo A considerado como comensal avirulento. Ambas fuentes presentaron en
relacion el gen ST131 de la clona de E. coli O25:H4-ST131, ademés de que también
en ambas fuentes se presentaron los genes fimH y sat, que a su vez lo presentan las
cepas 025:H4-ST131. Las cepas 025:H4 de las dos fuentes presentaron
multirresistencia a los antimicrobianos, esta caracteristica fue similar a lo reportado en
la clona 025:H4-ST131 que es multirresistente a los B-lactamicos y fluoroquinolonas,
la emergencia de cepas multirresistentes con factores de virulencia pudiese
representar un riesgo para la poblacion susceptible, no solo en las infecciones del

tracto urinario sino también de infecciones intestinales.

Vi



|. INTRODUCCION

Escherichia coli (E. coli) forma parte de la microbiota normal del intestino de los
humanos y animales, teniendo una relacion mutua de beneficio con su hospedero,
constituyendo una de las especies bacterianas mas abundantes en dicha region
anatomica (Tannock, 1995). Esta bacteria coloniza el intestino de los humanos pocas
horas después del nacimiento, como tal, hay cepas que pueden ser patdgenas y
causar dafio produciendo diferentes cuadros clinicos, uno de ellos es la diarrea
(Rodriguez-Angeles, 2002). Sin embargo, hay varias clonas de E. coli adaptadas que
adquieren atributos especificos de virulencia, los cuales les confieren un aumento a su
capacidad para adaptarse a nuevos nichos, y asi causar un amplio espectro de
enfermedades, estos atributos de virulencia estan codificados en elementos genéticos
gue pueden ser movilizados a diferentes cepas para crear nuevas combinaciones de
factores de virulencia, cuyo combinaciones mas prominentes o exitosas han convertido
a las cepas en patotipos especificos de E. coli (Kaper et al., 2004). Se le denomina
patotipo a las poblaciones de la misma especie que presentan factores de virulencia
comunes y que en los pacientes producen un cuadro clinico similar (Servicio de
Investigacion Agricola e Instituto Interamericano de Cooperacion para la Agricultura;
SdelA e lICA, 2009).

Existen dos tipos de E. coli que producen enfermedades, las intestinales que se
designan como E. coli diarreagénicas (DEC) y la extraintestinal (EXPEC) (Croxen y
Brett-Finlay, 2010). De acuerdo con la patogénesis y las caracteristicas
epidemioldgicas, el grupo DEC se divide en seis patotipos: E. coli enteropatégena
(EPEC), productora de toxina Shiga (STEC), enterotoxigénica (ETEC), enteroinvasiva
(EIEC), enteroagregativa (EAEC) y difusamente adherente (DAEC) (Nataro y Kaper,
1998).

Con relacion a la segunda variedad, se incluye E. coli causante de meningitis
neonatal y E. coli uropatdgena (UPEC), esta ultima es el principal agente etiologico de
las infecciones del tracto urinario la cual se asocia con el 80 % los registros (Secretaria
de Salud, 2009).



Cabe mencionar que las cepas de UPEC del grupo B2, de acuerdo con el
sistema de cuatro genes de Clermont et al. (2013) producen el 69 % de las cistitis, 67
% de las pielonefritis y el 72 % de las sepsis con punto de partida en el tracto urinario
(Bien et al., 2012; Vimont et al., 2012). Las infecciones del tracto urinario constituyen
una de las causas mas frecuentes de enfermedades infecciosas encontradas en la
practica médica, la cual, se caracteriza por altas tasas de incidencia y morbilidad en la
poblacion pediatrica y adulta en diferentes regiones del mundo (Thomas y Hooton,
2003).

A pesar de la amplia cobertura de antibioticos existentes para tratar estas
infecciones del tracto urinario, en ocasiones la sintomatologia urinaria no desaparece
debido a diversos factores de riesgo que presentan en los pacientes o0 mas aun por un
fendmeno creciente y que preocupa a la comunidad médica nacional e internacional,
la multirresistencia a los antimicrobianos de las cepas asociada a las ITUs.

En 2008 Nicholas-Chanoine et al. reportaron una clona de E. coli con
distribucion mundial denominada E. coli ST131, esta cepa presenta el serotipo (formula
antigénica O:H) O25:H4 causante de infecciones del tracto urinario en paises de los
continentes de Europa, Asia y América del Norte, dicho grupo de E. coli 025:H4 fue
evaluado mediante la secuenciacion de siete genes housekeeping 0 genes
constitutivos, los cuales se expresan de manera constitutiva, por secuencias multilocus
(MLST) por lo que se le designo la secuencia tipo 131 (ST131) (Nicholas-Chanoine et
al., 2008). Dicha variedad se caracteriz6 por la produccion de B-lactamasas de
espectro extendido (ESBL). De acuerdo con diversos estudios, el 70 al 80 % de las
cepas identificadas con esta secuencia tipo presentan resistencia a fluoroquinolonas y
aproximadamente el 66% son productoras de ESBL (Nicholas-Chanoine et al., 2014).
Sin embargo, recientemente en diferentes paises reportaron una nueva variedad
antigénica designada como E. coli 016 con propiedades genotipicas y un perfil MLST
similar al de las cepas 025:H4 ST131 (Dahbi et al., 2013; Blanc et al., 2014).

Por todo lo antes sefialado, esta investigacion tuvo como propdsito caracterizar
cepas de E. coli de los serogrupos 016, OR y O25 aisladas de infecciones del tracto
urinario y cepas de origen fecal de nifios menores de cinco afios, para determinar si la

o las bacterias obtenidas de los dos tipos de muestras presentaban caracteristicas



fenotipicas y genotipicas similares a las de cepas de E. coli O25:H4 ST131. La
caracterizacion de los serogrupos contribuira a entender los aspectos epidemiologicos

gue presentan las cepas de E. coli causantes de infecciones urinarias.



Il. MARCO TEORICO

2.1 Escherichia coli

Esta bacteria fue aislada por primera vez de las heces de un nifio en 1885 por Theodor
Escherich, pediatra aleman, quien denomino a la bacteria como Coli Comunn
(Fernandez-Ferran et al., 2003), pero después, fue descrito bajo multiples sinénimos
por otros investigadores, la denominacién E. coli no fue completamente reconocido
sino 1954 (Cowan, 1954). Junto a otras especies de incidencia notable, forma el
género Escherichia (Algorta y Schelotto, 2006) y hoy en dia es la bacteria mejor
estudiada.

E. coli es un habitante comun del tracto intestinal de humanos y animales,
ademas es una de las causas comunes de crear infecciones nosocomiales y
comunitarias (Von-Baum y Marre, 2005).

Es un bacilo Gram negativo, que posee pocas exigencias nutritivas, por lo que
crece en medios comunes (Dominguez-Carmona y Dominguez-De la Calle, 2003) es
anaerobio facultativo de la familia Enterobacteriaceae, la cual constituye un grupo
grande y diverso de bacterias Gram negativas. Las enterobacterias presentan una
doble membrana, la interna y externa, ademas presentan una pared celular que
contiene un lipopolisacarido (LPS), este LPS esta constituido por el lipido A, una region
central o region core y una cadena lateral de polisacéaridos la cual le da especificidad
serolégica a los antigenos O por las unidades repetidas de la cadena lateral (Puerta-
Garcia y Mateos-Rodriguez, 2010).

El lipido A también es conocido por sus propiedades toxicas por lo que se le
denomina endotoxina en las enterobacterias. La pérdida de los antigenos O produce
virulencia atenuada, lo que sugiere su importancia en las interacciones hospedero-
patdgeno (Sarkar et al., 2014).

E. coli es capaz de crecer tanto aerébicamente como anaerdbicamente,
preferiblemente a 37 °C (Nataro y Kaper, 1998), y puede ser no movil o movil, con
flagelos peritricos, se aisla facilmente de las muestras fecales en medios selectivos.

El cambio de pH debido a la fermentacién de lactosa se puede utilizar para
diferenciar entre bacterias que fermentan lactosa y las que no la fermentan, dado que

las colonias de E. coli positivas para lactosa apareceran rojas o rosas en medios como
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Agar MacConkey y Agar Eosina Azul de Metileno, donde crecen los miembros de
Enterobacteriaceae y permite diferenciar el organismo en base a su morfologia (Nataro
y Kaper, 1998) cabe mencionar que no todas las cepas de E. coli, fermentan la lactosa
particularmente la mayoria de EIEC y Shigella, por lo que se debe tener precaucioén al
usar esta caracteristica como diagnaostico (Croxen et al., 2013).

Clasicamente, debido a la presencia abundante de E: coli en el intestino, la
deteccion de estas cepas se utiliza como el indicador principal para detectar y medir la
contaminacion fecal en la evaluacién de la inocuidad del agua y de los alimentos
(Paiva, 2006).

2.2 Habitat

El habitat principal de E. coli es el intestino de los mamiferos y algunos otros
vertebrados. Este es organismo anaerobio facultativo, vive en estrecho contacto con
su huésped (Tenaillon et al., 2010). Aunque Savageau (1983) menciona que E. coli
realiza ciclos entre dos habitats principales, el primario esta localizado en el intestino
inferior (colon) de animales de sangre caliente (Smith, 1965), mientras que el
secundario, esta conformado por agua, los sedimentos o el suelo (Faust 1976; Doran
y Linn 1979).

Cada uno de estos habitats consiste a su vez en numerosos microambientes, el
hébitat primario esta determinado por factores geométricos y fisicos complejos, la dieta
del huésped, el sistema inmunitario del hospedero, el estado fisiologico del huésped y
las interacciones con los otros microorganismos que se encuentran en la misma region
(Drasar y Hill, 1974). Ademas, cabe recalcar, que la microbiota gastrointestinal tiene
la capacidad de adaptarse metabdlicamente y desarrollarse rapidamente para
renovarse (Berg, 1996).

Como ya mencionamos, el colon es el sitio primario de la colonizacion
bacteriana debido a su lento movimiento, se caracteriza por tener un ndmero
considerable de bacterias (10'°-10%! por gramo), ademas de tener un potencial de
redox bajo y una alta concentracion de acidos grasos de cadena corta (Rivera-Tapia,
2002).



Las bacterias intestinales en nifios recién nacidos, son adquiridas a través del
canal de parto y es importante mencionar que en su colonizacion distintos
microorganismos gastrointestinales pueden ocupar diversos sustratos disponibles
(Dubos, 1965), por tanto, las poblaciones bacterianas en el tracto gastrointestinal se
mantienen estables en cuanto a su tamafio y tiempo, y no se requiere de la periddica
reintroduccion de bacterias en dosis orales repetidas (Freter, 1992).

El habitat secundario es igualmente complejo, sus determinantes incluyen
factores geomeétricos y fisicos asociados con el agua, sedimento o suelo, los nutrientes
que fluyen hacia una pradera o cuencay, por supuesto, los otros microorganismos que
componen el mismo ecosistema (Bitton y Marshall, 1980).

En el habitat secundario, E. coli solo subsiste y, de hecho, exhibe una rotacion
con una tasa de crecimiento negativa neta, que, en promedio, debe equilibrarse con la
llegada de otros organismos vivos del habitat primario para mantener una poblacion
relativamente estable en el habitat secundario. Faust (1976) ha estimado que, en
promedio, el 1% de E. coli excretada por el ganado alcanza la cuenca asociada.

La concentracion de E. coli en el agua varia desde un minimo de 0.01-10 por
mL en agua de pozo y arroyos de montafia (Geldreich 1976; McFeters et al., 1978), a
10-100 por mL en las cuencas hidrograficas de pasturas no pastadas, a 100-1 000 por
mL en las cuencas hidrograficas de pasturas y pastizales de Texas (Doran y Linn,
1979), a valores superiores a 104 por mL en aguas muy contaminadas (Geldreich,
1976).

Las concentraciones de E. coli en el sedimento estan altamente correlacionadas
con las del agua suprayacente, pero en general el nivel en el sedimento es
aproximadamente de 100 a 1 000 veces mayor (Van-Donsel y Geldreich, 1971).
Mientras que los niveles en el suelo varian considerablemente de 0.2 a 20 por gramo
en campos abiertos y sombreados sin pasto (Van-Donsel et al., 1967) a valores que
pueden aproximarse a los de las heces en los corrales de engorda (Geldreich, 1976).

La vida media de E. coli en un habitat secundario es de aproximadamente 1 dia
en agua (Gerba y McLeod, 1976), 0.5-2 dias en sedimento (Van-Donsel y Geldreich,
1971; Gerba y McLeod, 1976) y alrededor de 1-5 dias en el suelo (Van-Donsel et al.,
1967; Temple et al., 1980).



Los habitats primarios y secundarios difieren notablemente con respecto a las
condiciones fisicas y la disponibilidad de nutrientes, en el primario, la temperatura es
bastante uniforme, de aproximadamente 37°C, mientras que en el secundario puede
variar desde esta temperatura hasta bajo cero con un promedio de aproximadamente
10°C - 14°C (Savageau, 1983).

El colon es un ambiente anaerdbico, mientras que el suelo superficial y el agua
pueden ser bastante aerdbicos. Los sedimentos tienden a ser mas anaerdbicos,
particularmente en aguas mas profundas; sin embargo, E. coli generalmente no se
encuentra en los sedimentos de aguas profundas (Bonde, 1967).

Aunque STEC puede sobrevivir meses en suelo y estiércol, durante largos
periodos de tiempo en agua, siendo aislado de estanques, arroyos, pozos y pozos de
agua. Incluso se ha notificado transmision de STEC por via acuatica, tanto desde agua
potable contaminada como de agua recreativa contenida en piletas y piscinas
(Organizaciéon de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura-
Organizacion Mundial de la Salud; [FAO-WHO], 2011).

2.3 Caracteristicas antigénicas de E. coli.

Los serotipos clasicos se basan en el esquema de clasificacion de Kauffman, donde
se determinan los lipopolisacaridos (LPS) o antigenos somaticos (O) y antigenos de
superficie flagelares (H) (Nataro y Kaper, 1998) (Figura 1). Los antigenos O son muy
inmunogénicos y se clasifican con facilidad, por lo que casi todas las cepas de E. coli
se clasifican de esta manera. Sin embargo, es importante hacer notar que el serogrupo
O especifico no determina la patogenicidad de un aislamiento especifico de E. coli
(Asociacion Esparfiola de Ciencia Avicola, [AECA], 2011). La combinacién especifica
de los antigenos O y H definen el serotipo de una bacteria, en tanto que la identificacion
del antigeno somatico hace referencia solo al serogrupo en cepas de E. coli.

La serotipificacion de E. coli requiere de un gran nimero de antisueros,
actualmente hay pocos laboratorios que se dediquen a ello, se prefiere identificar las
cepas mediante sus factores de virulencia empleando pruebas in vitro como por
ejemplo ensayos de adherencia en células Hep-2 y pruebas de toxigenicidad en

células. Ademas, se pueden realizar ensayos in vivo, como el asa ligada o la prueba



de Sereny, ensayos inmunolégicos y pruebas de biologia molecular, para poner de
manifiesto la presencia de fragmentos de genes involucrados en el mecanismo de
patogenicidad y que sirvan de marcadores moleculares (Rodriguez-Angeles, 2002).
Los métodos moleculares, como la reacciébn de cadena de la polimerasa
(conocida por sus siglas en inglés como PCR) de genes implicados en la biogénesis
del antigeno O (por ejempolo, genes wzx y wzy) y de fliC para el antigeno H, también
se pueden utilizar para identificar el serotipo (Wang et al., 2003; DebRoy et al., 2011).
Una designacién de NM o H - indica una ausencia del antigeno H, y que el
aislado no es movil. Actualmente, hay 186 E. coli O (DebRoy et al., 2011; Fratamico et

al., 2016) y 53 E. coli H (Fratamico et al., 2016) antigenos reconocidos.
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Figura 1. Estructura antigénica de E. coli (AECA, 2011).



2.4 Patotipos de E. coli intestinal o diarreagénica (DEC)
De acuerdo con el mecanismo de patogenicidad, infeccién y cuadro clinico, las cepas
de E. coli causantes de diarrea, se clasifican en seis grupos: enterotoxigénica (ETEC),
enterohemorragica también conocidas como productoras de toxina Vero o toxina
semejante a Shiga (EHEC o VTEC o STEC), enteroinvasiva (EIEC), enteropatégena
(EPEC), enteroagregativa (EAEC) y adherencia difusa (DAEC) (Rodriguez-Angeles,
2002).

2.4.1 E. coli enterotoxigénica (ETEC)

El estudio de este patotipo comienza en Calcuta en 1956 donde se inyectaron cepas
vivas de E. coli aisladas de nifios y adultos, que poseian una enfermedad similar al
céblera, dentro del ileon de conejos y descubrieron que acumulaba una fuerte cantidad
de liquido, semejante a la producida por Vibrio cholerae (Nataro y Kaper, 1998; Qadri
et al., 2005).

En 1968, se realizaron los primeros estudios en el mismo lugar, aislaron muchas
cepas de E. coli enterotoxigénica de casos hospitalarios de nifios y adultos de diarrea
"no causada por Vibrio cholera”, tanto en las heces, como en el intestino delgado. Mas
adelante, estos hallazgos se confirmaron por corroboracion de estudios en Dhaka,
Bangladesh (Evans y Evans, 1973).

Se sabe que es la segunda causa mas comun de muertes en paises de
desarrollo en niflos menores de cinco afos y es responsable de la muerte de alrededor
de 525 000 nifios cada afio que solo es superada por enfermedades respiratorias
agudas que abarcan acerca del 20% de todas las muertes infantiles (Kosek et al.,
2003). Es un problema mundial que también afecta a animales y adultos, responsable
de producir 400 000 a 800 000 muertes por afio (Diarrhoeal Diseases Collaborators
[GBD], 2017).

ETEC posee factores de virulencia que son especificos, como las enterotoxinas
y los factores de colonizacion diferencian a este patotipo de otros grupos DEC (Qadri
et al., 2005).



Como tal, ETEC es un grupo diverso de E. coli fermentadora de lactosa, que
pertenece a una amplia variedad de tipos antigénicos O, que producen dos
enterotoxinas, una que es labil al calor (LT) y otra que es estables al calor (ST), factores
de colonizacién (CFAs) que permiten a los organismos colonizar facilmente el intestino

delgado, dando como resultado la diarrea (Nataro y Kaper, 1998).

2.4.2 E. coli productora de la toxina Shiga (STEC)

Este patdgeno se caracteriza por producir una o mas toxinas Shiga (Stx) similares a
las producidas por Shigella dysenteriae tipo 1, por lo que se les denomina Shiga-
toxigénicas (O’Brien y LaVeck, 1983). Esta asociada a enfermedades transmitidas por
alimentos (ETA) (Zotta et al., 2016), este patotipo puede causar desde diarrea con
sangre (DS), hasta enfermedades severas en el hombre, por ejemplo, colitis
hemorragica (CH), sindrome urémico hemolitico (SUH) y purpura trombocitopénica
trombatica (PTT) (Mead y Griffin, 1998).

El principal reservorio animal de STEC son los rumiantes, particularmente el
ganado bovino y ovino (Gyles, 2007). Generalmente las epidemias de STEC de forma
alimentaria, se dan por la ingesta de productos de origen animal no pasteurizados o
mal cocidos, como carne picada cruda, vegetales frescos, jugos no pasteurizados,
salami, queso, leche cruda sin pasteurizar (Yoon y Hovde, 2008).

Los brotes por la ingesta de frutas y vegetales contaminados pueden deberse
al riego con agua contaminada o al suelo tratado con efluentes que provienen de

granjas (Fremaux et al., 2008).

2.4.3 E. coli enteroinvasiva (EIEC)

El patotipo EIEC y Shigella spp. estan relacionados genética y bioquimicamente

porque son descarboxilasas negativas, ademas no son moviles y no fermentan lactosa.
El mecanismo de patogenicidad que tiene EIEC es la invasion del epitelio del

colon, para ello el primer paso es la adherencia de la bacteria a las vellosidades de la

mucosa requiriendo de mucinasas y adhesinas, para después entrar por endocitosis a

la célula, y posteriormente multiplicarse dentro de la célula para la posterior
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diseminacién a células sanas adyacentes, cuando la infeccion es severa, hay reaccién
inflamatoria que se manifiesta con ulceraciones (Nataro y Kaper, 1998).

La informacion genética para este mecanismo esta localizada en el loci del
cromosoma y de un plasmido, los genes necesarios para la invasion se encuentran en
un plasmido de 140 MDa llamado plInv, que codifica para proteinas, como, por ejemplo,
las Ipa (Invasion de antigenos plasmidicos) que permiten la fijacién y la posterior
invasion, y otras que estan involucradas en el proceso de patogénesis (Sethabutr,
2000).

Estos patdgenos se adaptan facilmente a los diversos desafios ambientales que
enfrentan durante el curso de la infeccién, incluido el pH gastrico bajo, los cambios de
temperatura, la disponibilidad de oxigeno y el estrés oxidativo, asi como la osmolaridad
(Marteyn y Gazi, 2012). Las cepas EIEC se asocian mas con brotes que con casos
aislados, en los cuales la transmision puede ser de persona a persona, por ingestion
de alimentos y agua contaminada, convirtiéndose en un patdégeno importante en nifios
mayores de seis meses (Snyder et al., 1984). Los sintomas caracteristicos en
personas infectadas por EIEC son diarrea acuosa, con sangre y moco, pero algunos
casos solo presentan diarrea que en ocasiones es indiferenciable de la que produce
ETEC (Rodriguez-Angeles, 2002).

2.4.4 E. coli enteropatogena (EPEC)

La asociacion de EPEC con infecciones intestinales, comenzé en Inglaterra a
mediados de la década de los cuarenta (Neter et al., 1995), donde hubo brotes de
diarrea en nifios de guarderias asociados a E. coli, las cuales se denominaron E. coli
enteropatdgenas (EPEC) para diferenciar a este tipo virulento de las bacterias de flora
normal (Levine et al., 1978).

Este es uno de los agentes causantes de enfermedades diarreicas en México y
se debe a que en el ambito local se desconocen diversos aspectos que son
sobresalientes respecto a su virulencia y al diagnostico exacto de UPEC (Vidal et al.,
2007). EPEC se identificd serologicamente y se asocié con casos de diarrea en nifos,
siendo la adherencia su principal factor de patogenicidad. Ademas, presenta una

variedad de factores de virulencia que causan dafio mediante un mecanismo complejo,
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a nivel intestinal induce una alteracion histopatolégica conocida como lesion A/E
(adherencia y esfacelamiento) que se caracteriza por la degeneracion de las
microvellosidades del enterocito, por la reorganizacibn de algunas proteinas
importantes que se encuentran en el citoesqueleto (Celli et al., 2000).

Para la induccién de la lesién A/E la bacteria necesita adherirse al enterocito y
translocar hacia las células del huésped proteinas que le son fundamentales para su
virulencia (Goosney et al., 2000). Se sabe, ademas, que los brotes de EPEC muestran
una distribucion estacional con picos durante los meses del verano (Afset et al., 2003;
Afset et al., 2004).

EPEC puede ocasionar brotes o casos aislados de diarrea, ya que afecta
principalmente a nilos menores de seis meses y a los de dos afos, pero también se
puede aislar de adultos enfermos y sanos, siendo su principal reservorio,
principalmente cuando hay un factor predisponente como diabetes, la forma de
transmision de la enfermedad es por medio de la ruta fecal-oral por manos
contaminadas de manipuladores de alimentos (Rodriguez-Angeles, 2002). Ademas,
los sintomas de la enfermedad inducidos por EPEC suelen ser graves, la caracteristica
principal es la diarrea, que puede surgir en diversos grados de severidad, aunque
también pueden presentarse vomitos, fiebre en el cuadro clinico (Vidal-Graniel, 2003;
Vidal et al., 2007)

2.4.5 E. coli enteroagregativa (EAEC)

Puede causar diarrea persistente de un color verde caracteristico y con presencia de
moco, tanto en nifios como en adultos, en paises en vias de desarrollo y se identifica
con frecuencia en cuadros diarreicos de personas de paises industrializados y en
pacientes infectados por VIH (Farfan-Garcia et al., 2016)

Scaletsky y Nataro en 1984 aislaron cepas de pacientes con diarrea, las cuales
por el método de serologia no correspondian al grupo EPEC, pero si presentaban un
patrén caracteristico de adherencia diferente a EPEC y que ademas eran negativas a
la prueba de EAF.
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En estudios posteriores, se encontré el fenotipo de adherencia agregativa,
caracterizado por auto aglutinacion de las bacterias entre si y por ser inespecifica,
porque las bacterias se adhieren a la superficie de las células HEp-2 y a la superficie
del cubreobjetos libre de células HEp-2 (Nataro y Kaper, 1998).

En el mecanismo de patogenicidad de EAEC estan implicadas la bacteria y
diversas moléculas que ella produce; también se sabe que las cepas EAEC tienen la
capacidad de incrementar en la mucosa la produccion y secrecién de moco que atrapa
a las bacterias que se autoaglutinan en una fina pelicula en el epitelio intestinal
(Rodriguez-Angeles, 2002).

2.4.6 E. coli adherencia difusa (DAEC)

Estas cepas se han asociado mas a procesos diarreicos de tipo agudo y persistente
en nifos que en adultos. Los adultos, al igual que los nifios, pueden ser portadores
asintomaticos. Dentro de las principales caracteristicas observadas en la patogénesis
de este patotipo, estan las siguientes: union mediante adhesinas a la mucosa
intestinal, formacion de microcolonias tipicas en forma de ladrillos apilados, la
produccion de citotoxinas y enterotoxinas y finalmente, el desarrollo de una inflamacion
grave de la mucosa (Farfan-Garcia et al., 2016).

Las cepas de E. coli de adherencia difusa, no forman microcolonias cuando se
adhieren a células HEp-2, ademas, se sabe poco de su mecanismo de patogenicidad,
pero se ha caracterizado una fimbria de superficie, conocida como F1845, involucrada
en el fendmeno de adherencia difusa (Bilge et al., 1989). Los genes que codifican para
esta fimbria se pueden encontrar en el cromosoma o en un plasmido. El fendmeno de
adherencia difusa también se ha asociado con una proteina de membrana externa de
100 kDa, en una cepa del serotipo 0126:H27, cuyos genes se han secuenciado, pero
solo se han encontrado en una minoria de las cepas aisladas (Benz y Schmidt, 1992).
Al realizar ensayos in vitro en células CaCo y HEp-2, las cepas DAEC tienen la
capacidad de inducir la formacién de estructuras protuberantes, semejantes a dedos,
las cuales confieren proteccion a las bacterias, pero la presencia de dichas estructuras

no se ha demostrado in vivo.
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2.5. E. coli extraintestinales (EXPEC): uropatégena (UPEC)

Es la principal causa de las infecciones urinarias adquiridas en la comunidad con
valores que oscilan del 80-90%, las infecciones del tracto urinario (ITU) estan muy
extendidas y afectan a una gran proporcion de la poblacién humana. Alrededor de 150
millones de personas en todo el mundo desarrollan ITU cada afo, con altos costos
sociales (Flores-Mireles et al., 2015).

Sobre la base de la aparicién de islas de patogenicidad genémica (PAIl) y la
expresion de factores de virulencia, como adhesinas, toxinas, polisacéridos de
superficie, flagelos y hierro, muchos de estos factores de virulencia son necesarios
para que la UPEC cause ITU (Hannan et al., 2012). Sin embargo, ademas de UPEC,
la infeccion del tracto urinario puede ser causada por Klebsiella pneumoniae
(aproximadamente el 7%), Proteus mirabilis (aproximadamente el 5%) y Pseudomonas
aeruginosa, Enterococcus faecalis, Enterobacter cloacae, Streptococcus bovis y el
hongo Candida albicans para el porcentaje restante (Hof, 2017).

Durante las infecciones urinarias, la patogénesis de UPEC incluye de acuerdo
a Terlizzi et al., (2017) (Figura 2):

e Colonizacion de UPEC de las areas periuretral y vaginal con colonizacion
de la uretra

e Ascendente a la luz de la vejiga y crecimiento como células planctonicas
en la orina.

e Adherencia a la superficie e interaccion con el sistema de defensa del
epitelio de la vejiga.

e Formacion de biopeliculas.

e Invasion y replicacion mediante la formacion de Comunidades
Bacterianas Intracelulares de la vejiga (RIG) donde los reservorios
intracelulares inactivos (QIR) se forman y residen en el urotelio
subyacente.

e Colonizacién renal y dafio en el tejido del huésped con mayor riesgo de

bacteriemia / septicemia.

14



<« Prostata

“4_ Uretra

Figura 2. El tracto urinario y los sitios de infeccion (Terlizzi et al., 2017).

La UPEC coloniza la vejiga utilizando diversos factores de virulencia que, por lo
tanto, juegan un papel critico en la patogénesis de las infecciones urinarias. Estos
incluyen componentes estructurales de superficie, como LPS, capsula de polisacarido,
flagelos, vesiculas de membrana externa, pili, curli, adhesinas no pilus, proteinas de
membrana externa (OMP), asi como toxinas secretadas, sistemas de secrecion y
receptores de captacion de hierro TonB-dependientes, incluyendo los receptores de
sideréforos como se aprecia en la Figura 3, todos estos componentes son candidatos

atractivos para el desarrollo de nuevos medicamentos y vacunas (O'Brien et al., 2016).
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Figura 3. Adhesinas y estructuras celulares de E. coli (Terlizzi et al., 2017).

La secuenciacion completa de los genomas de las cepas clinicas de UPEC F11,
IAI39, UMNO026, UTI89, 536, CFT073, ABU 83972 y VR50, ha mostrado que la
adquisiciéon de factores de virulencia ocurre en islas de patogenicidad, plasmidos y
fagos a través de la transferencia horizontal de genes (Lloyd et al., 2007).

Estos factores de virulencia estan localizados en la superficie bacteriana.
Algunos de ellos, que la bacteria utiliza para colonizar el tracto urinario (TU) y para
generar patologia clinica, son exportados para anclarse en la membrana externa de la
bacteria (Subashchandrabose y Mobley, 2015).

Las infecciones del tracto urinario se consideran como una de las principales
causas de morbilidad en el mundo, aunque son causados por patdgenos de origen

intestinal que contaminan la uretra y ascienden a la vejiga, E. coli uropatogénica
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(UPEC), es el agente causal asociado a estas infecciones en mas del 80% (Luna-
Pineda et al., 2018). Las ITU pueden ser adquiridas en la comunidad y en los
hospitales, estan asociadas con elevadas tasas de morbilidad en todo el mundo
(Foxman, 2014).

El mecanismo de patogenicidad de las cepas UPEC, incluye una serie de
eventos (Figura 4), entre ellos el inicio de la adherencia intima a las células
superficiales del tracto urinario, el segundo evento es donde se activa un proceso de
invasion para que el tercer evento permita a la bacteria permanecer intracelularmente
para formar comunidades bacterianas intracelulares.

En el cuarto evento, es la interacciéon de UPEC con la célula que promueve un
estado de oxidacion intracelular, asi mismo, promoviendo la filamentacion de la
bacteria 'y su posterior eflujo por la lisis de la célula.

El quinto evento, la interaccidn célula-bacteria estimula un proceso de apoptosis
(muerte celular) y el desprendimiento de las células protectoras del TU, como un
mecanismo de defensa en el TU.

En el sexto evento, el epitelio intermedio del TU queda expuesto y UPEC se
encarga de colonizar nuevamente para un nuevo ciclo de infeccion.

Después de la reinfeccidon, el séptimo evento es cuando UPEC puede
permanecer intracelularmente en estado quiescente hasta por varios meses.

El octavo evento, se basa en el eflujo de UPEC que es estimulado por la misma
bacteria o a través de la célula del huésped, saliendo y colonizando el tracto urinario.
Por otra parte, la lactoferrina, la uromodulina, los anticuerpos IgA, la catelicidina y las
defensinas son secretados por diversos tipos celulares del huésped para inhibir la
union de UPEC al TU. Ademas, el uroepitelio produce IL-6 e IL-8, estimulando la

migracion de células de la respuesta inmunitaria, principalmente de neutrdfilos.
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El noveno evento, consiste en la activacion de las células presentadoras del
antigeno (APC, por sus siglas en inglés) por la captacion de antigenos asociados a
UPEC, lo que permite la presentacion de péptidos a las células T y la diferenciacién
de células B a células plasméticas (CP) que producen inmunoglobulinas, concluyendo
como décimo evento (Luna-Pineda et al., 2018).
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Figura 4. Mecanismo de patogenicidad de E. coli uropatégena en el tracto urinario (Luna-
Pineda et al., 2018).
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La patogenicidad de UPEC por diferentes mecanismos promueve la
colonizacion, la persistencia y la recurrencia de la infeccion, aunque el huésped

también desarrolla una respuesta inmunitaria contra las ITUs.

2.5.1. Principales factores de virulencia de cepas UPEC

Los genes asociados a la virulencia se pueden encontrar codificados en islas de
patogenicidad (PAIs), los aislamientos de UPEC pueden contener mas de una PAIls
(Smith et al., 2008). Entre los factores de virulencia mas importantes en la patogénesis
de UPEC se encuentra la a-hemolisina (HIyA), el factor citotéxico necrotizante tipo 1
(CNF1), la adhesina FimH, la toxina secretada auto-transportadora (Sat), la fimbria P
y diversos sistemas de adquisicion de hierro entre ellos la aerobactina (lutA) (Emody
et al., 2003; Slavchev et al., 2009)

Las adhesinas fimbriales (FimH, CsgA y PapG) de UPEC son factores de
virulencia que contribuyen a la adherencia, la invasion y la formacién de comunidades
bacterianas intracelulares. Pocos estudios in vivo e in vitro han mostrado que las
proteinas de fusion promueven una respuesta inmunitaria eficiente y de proteccion
contra las ITU causadas por UPEC (Luna-Pineda et al., 2018).

La adhesion especifica esta mediada por la adhesina FimH, la cual se encuentra
en el extremo distal del pilis tipo 1 y participa en la adherencia de la bacteria a una
serie de glucoproteinas del huésped y epitopes peptidicos no glicosilados, incluyendo
IgA secretora, miembros de la familia de moléculas de adhesion celular relacionados
al antigeno carcino-embrionario (CEACAM), proteinas Tamm-Horsfall, moléculas de
adhesién leucocitaria CD11b y CD18, a3 y B1 integrinas, uroplaquina 1a (UP1a) y
proteinas de la matriz extracelular, laminina y fibronectina (Weichhart et al., 2008;
Dhakal et al., 2008). Esta fimbria es expresada en mas de un 90% en todos los
aislamientos de E. coli, incluyendo tanto cepas patdgenas como comensales,
distribuyéndose por toda la superficie de la bacteria.

Estudios recientes en modelos de ratén han demostrado que en una infeccion
de la vejiga (cistitis), UPEC en utiliza un ciclo patogénico multietapa, en el cual, la
bacteria progresa a través del nicho intracelular dentro de las células epiteliales de la
vejiga; este nicho intracelular conduce a la replicacion de UPEC vy la formacion de
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comunidades bacterianas intracelulares (CBI) (Anderson et al., 2004; Rosen et al.,
2007).

El pili P (pili asociado a pielonefritis) se ha encontrado aproximadamente en el
80% de los aislamientos causantes de ITU altas, los genes que codifican las distintas
subunidades estructurales de las fimbrias P, asi como las proteinas que participan en
su ensamblaje se encuentran codificadas por el operén PapC, que es una proteina de
membrana externa que forma un poro a través del cual el pili es traslocado al exterior
(Slavchev et al., 2009). Cabe mencionar que el 28% de las cepas tiene al menos un
factor de virulencia, lo cual es suficiente para causar infeccion de vias urinarias y un
alto porcentaje, ademas, son cepas virulentas al presentar mas de dos factores de
virulencia, el factor encontrado con mayor frecuencia en las cepas de UPEC es el gen
fimH presente en un 84% de las mismas, el cual media la adherencia de la bacteria
(Felipe-Diaz, 2016).

2.6. Grupos filogenéticos de E. coli con el sistema de Clermont.
Las cepas de E. coli son genéticamente diversas, de forma que las diferencias entre
cepas patogenas y comensales se fundamentan en sus antecedentes filogenéticos, es
decir de acuerdo a la fuente de origen o reservorio. Estas cepas de E. coli han sido
clasificadas inicialmente en cuatro grupos filogenéticos (Clermont et al., 2000), de este
modo se conocen las cepas comensales que estan integrados a los grupos Ay B1 son
consideradas con bajo potencial virulento, mientras que las patogenas
extraintestinales, ademas de albergar genes que codifican factores de virulencia
responsables de promover las etapas de colonizacién, adherencia, invasion y la
evasion de los mecanismos de defensa del hospedero humano, derivan principalmente
de los filogrupos B2 y D (Bien et al., 2012). El tamafio del genoma varia entre los cuatro
filos grupos con cepas A y B1 que tienen genomas mas pequefos que las cepas B2 o
D (Bergthorsson y Ochman, 1998). Estos estudios han dado una mejor comprension
de cédmo las cepas patdgenas adquieren genes de virulencia (Bingen et al., 1998).

La agrupacion filogenética se puede efectuar mediante electroforesis

enzimatica multilocus (Herzer et al., 1990) o ribotipado (Bingen et al., 1998), pero estas
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técnicas de referencia son complejas y se necesita mucho tiempo, ademas de requerir
una coleccion de cepas tipificadas (Clermont et al., 2000).

Para llevar a cabo la clasificacion, Clermont et al. (2013) establecieron una
PCR-Quadruplex como herramienta molecular, mediante la utilizacion de diferentes
genes tales como arpaA, chuA, yjaAy TSPE4.C2 (Figura 5). Sin embargo, debido a la
complejidad estructural genética de este microorganismo, se han logrado implantar
nuevos grupos filogenéticos de E. coli, incluyendo A, B1, B2, C, D, E, F y un ultimo
grupo el cual aun no ha sido completamente identificado, por tal razén es importante
conocer cuales son los grupos filogenéticos que estan presentes en cada una de las
regiones mediante el uso de técnicas moleculares que permitan realizar la
caracterizacion filogenética de dicho microorganismo y de esta manera lograr
establecer los perfiles de resistencia y evaluar los posibles factores de virulencia

asociados al proceso de infeccién (Serrano et al., 2016).

o | arpA

B chuA r;huA
y | _

| | © &
W g,’ N |77 . ji ! ;

\ |/ \}{

V

yiaA || yjaA | | yjaA | | yjaA |

o S 9 of @ 2 @
N 72 h { l' N |7 LL 7 1 '; “

N WV

TspE4.C2 \TspE4.Cz| TspE4.C2 TspE4.C2 . | TspEa.C2. | TspEa.C2, | TspE4.C2 ' TspE4.C2

Figura 5. Arbol dicotomico de decision para la asignacion de los grupos de E. coli mediante

DoE

ovd Nofec] [ml4] [s2)(sd (][ :ﬂj 5
lolll

el genotipo obtenido a través de la amplificacion de los genes arpA, chuA, yjaA'y TspE4
(Clermont et al., 2013).
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2.7. Principales mecanismos de resistencia a los antimicrobianos.
El fenotipo de resistencia a los antimicrobianos es perceptible gracias a la presencia
de uno o0 mas mecanismos moleculares de resistencia antibiética en la bacteria. Dentro
de los tipos de mecanismos moleculares de resistencia destacan por su relevancia:
inactivacién enzimatica, alteraciones en el sitio blanco y alteraciones de la
permeabilidad (Tenover, 2006).

Las enterobacterias a nivel mundial presentan alta resistencia a: ampicilina
(B-lactamico), trimetoprim/sulfametoxazol, tetraciclina, cloranfenicol y acido nalidixico
por lo que se debe determinar la prevalencia de los diferentes genes relacionados a

nivel molecular (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Principales mecanismos de resistencia antibidtica estudiados en E. coli (Mosquito

etal., 2011).

Familia de
antibioticos

B-lactamico

Quinolona

Tetraciclina

Cloranfenicol

Mecanismo de
accion
Infiere en las
Gltimas fases de la
sintesis del

peptidoglucano,
componente
necesario para la
formacion de la
pared bacteriana.

Inhibe la accion de
las topoisomerasas
y de la ADN girasa
bacteriana.

Se unen al
ribosoma
bacteriano,
inhibiendo la
sintesis de
proteinas.

Inhibidor de Ia
biosintesis de las
proteinas, previene
la elongacién de la
cadena de péptidos
al unirse al centro

de la peptidil
transferasa del
ribosoma 70.

Mecanismos de

resistencia

Produccién de
B-lactamasas:
enzimas que se
caracterizan por
hidrolizar el enlace
amida del ndcleo
B-lactamico,

inactivando de esta
manera el antibiético.

Presenta mutaciones
puntuales que generan
el cambio de
aminoacidos en la
enzima blanco
del antibiético

Sistemas de expulsiéon

Presencia de genes
plasmidicos
antibidtica.

Presencia de bombas
de eflujo especificas
para tetraciclinas

Inactivacion
enzimatica por
acetilacion
Exportadores
especificos de

cloranfenicol

Genes implicados
Genes que codifican
B-lactamasas:

blaTEM, blaSHV, blaCARB,
blaOXA, blaCTX-M y blaGES.

Mutaciones a nivel gyrA (gen
qgue codifica la subunidad de
ADN girasa) y parC (gen que
codifica una subunidad de la
topoisomerasa V).

ArcAB-like (sistemas presentes
en diferentes enterobacterias)

Familia de genes gnr (A, B, C,
D S) que codifican proteinas
Qnr que impiden estéricamente
la unién del antibidtico al
blanco.

Gen que codifica la variante cr
de la acetiltransferasa 6’ (AAC
(6’)-Ib-cr), capaz de acetilar
fluoroquinolonas.

Genes tetA y tetB que codifican
sistemas de eflujo.

Gen cat que codifica a la
enzima cloranfenicol
acetiltransferasa

Genes floR y cmlA
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Trimetoprim- Inhibe la sintesis de Presencia de genes Genes sull y sul2

sulfametoxazol la enzima que codifican formas  (sulfametoxazol) y genes dfr
dihidropteroato mutantes de la enzima (trimetoprim).
sintasa blanco.

(sulfametoxazol) vy
de la enzima
dihidrofofato
reductasa
(trimetoprim),  las
cuales son enzimas
necesarias en la
ruta del acido félico.

2.7.1 Resistencia a B-lactdmicos

Uno de los principales mecanismos de resistencia hacia p—-lactamicos es la hidrolisis
enzimatica, que es debida a la presencia de enzimas llamadas p-lactamasas, que se
caracterizan por hidrolizar el enlace amida del nacleo p-lactamico, inactivando de esta
manera el antibiético antes de que genere cualquier efecto, estas enzimas constituyen
una amplia familia que segun la clasificacion de Bush y Jacoby (2010), donde se
dividen en los grupos 1, 2y 3, que a su vez estan divididos en 16 subgrupos.

El ndmero de p-lactamasas actualmente descrito es muy elevado y va
aumentando cada vez mas, dentro de las mas de 890 B-lactamasas que se han
caracterizado hasta el momento, las familias mas comunes dentro de las
enterobacterias son: blaTEM, blaSHV, pertenecientes al grupo 2b, es decir son
penicilasas, inhibidas por el acido clavulanico y que en algunos casos también tienen
accion contra cefalosporinas de tercera generacion; blaOXA-1 pertenece al grupo 2d
donde estan las penicilasas que se caracterizan por la hidrélisis de cloxacilina
(oxacilina); y blaCARB pertenece al grupo 2c, el cual se caracteriza por tener
penicilasas con accién hidrolitica contra carbenicilina (Bush y Jacoby, 2010).

En afios recientes, se ha descrito la creciente importancia clinica en
enterobacterias de la familia CTX-M (cefotaximasas) (Pallecchi et al., 2007) un grupo
de p-lactamasas de espectro extendido que afecta la actividad de cefalosporinas de
tercera y cuarta generacion.

Otro grupo de p-lactamasas descritas por primera vez en Pseudomonas
aeruginosa y en E. coli son las blaGES (Poirel, 2010), estas se caracterizan por

hidrolizar a la ceftazidima (Lee y Jeong, 2005). En el caso de E. coli esta enzima ha
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sido relacionada con el integron clase 3, clase menos frecuente respecto a la clase 1

y la clase 2 (Poirel, 2010). En el Cuadro 2, se presenta un resumen de la clasificacion

de las B—lactamasas.

Cuadro 2. Clasificacion de las B-lactamasas (Bush y Jacoby, 2010).

Grupo Clase Substratos Inhibidos por: Principales Enzimas
molecular preferidos caracteristicas | representativas
subclase ACl1 | EDTA

1 C Cefalosporina No No Mejor hidrolisis de  AmpC, P99,
cefalosporinas ACT-1, CYM-2,
que de FOX-1, MIR-1.
bencilpenicilina
le C Cefalosporina No No Hidrdlisis GC1, CYM-27
incrementa hacia
cefatazidima y
otros amino-
B-lactamicos.
2a A Penicilina Si No Mejor hidrélisis de PC1
bencilpenicilina
que de
cefalosporinas
2b A Penicilina Si No Hidrolisis similar  TEM-1, TEM-2,
Cefalosporina de SHV-1
bencilpenicilinas y
de cefalosporinas
2be A Cefalosporina de Si No Hidrdlisis TEM-3, SHV-2,
espectro incrementada CTX- -M-15,
extendido y hacia PER-1, VEB-1
monobactamico cefatazidima y
otros oximino-
B-lactamicos
(cefotaxima,
ceftazidima,
ceftriaxona,
cefepime)
2br A Penicilina No No Resistencia a TEM-30, SHV-
acido clavulanico, 10
sulfabactam y
tazobactam
2ber A Cefalosporina de No No Hidrolisis TEM-50
espectro incrementada
extendido y hacia oximino-
monobactamico p-lactamicos

combinados con
resistencia a AC,
sulfabactam y
tazobactam
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2C A
2ce A
2d D
2de D
2df D
2e A
2f A

3a B (B1)

B (B3)

3b B (B2)

Carbenicilinas

Carbenicilina,
cefepime

Cloxacilina

Cefalosporina de
espectro
extendido

Carbapenem

Cefalosporina de
espectro
extendido

Carbapenem

Carbapenem

Carbapenem

Si

Si

Variable

Variable

Variable

Si

Variable

No

No

No

No

No

No

No

No

No

Si

Si

Hidrdlisis
incrementada de
la carbenicilina
Hidrélisis
incrementada de
la carbenicilina,
cefepime y
cefpirome
Hidrdlisis
incrementada de
la cloxacilina o de
la oxacilina
Hidrdlisis de
cloxacilina u
oxacilina 'y
oximino-
B-lactamicos
Hidrdlisis de
cloxacilina u
oxacilina 'y
carbapenems
Hidrdlisis de
cefalosporinas.
Inhibido por acido
clavulanico, pero
no por aztreonam
Hidrdlisis
incrementada de
carbapenems,
oximino-
B-lactamicos,
cefamicinas
Hidrdlisis de
espectro
extendido
incluyendo
carbapenems,
pero no
monobactams

Hidrolisis
preferente de
carbapenems

PSE-1, CARB-3
RTG-4

OXA-1, OXA-10
OXA-11, OXA-
15

OXA-23, OXA-
48

CepA

KPC-2, IMI-1,
SME-1

IMP-1,  VIM-1,
CrA, IND-1

L1, CAU-1,
GOB-1, FEZ-1
CphA, Sfh-1
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2.7.2 Resistencia a Quinolonas

A E. coli uropatogena se le ha descrito como una bacteria con resistencia creciente a
ampicilina, amoxicilina y cefalosporinas de primera y segunda generaciéon, debido a
esta situacion, se recomienda el uso de fluoroquinolonas, siendo ciprofloxacina y
norfloxacina, los mas usados por prescripcion médica y automedicacion. Sin embargo,
el uso de quinolonas como terapia de primera linea para el tratamiento de ITU no
complicada se deberia evitar para disminuir la resistencia (Kucheria et al., 2005).

En bacterias Gramnegativas como E. coli, el blanco o sitio de accion de las
qguinolonas es la ADN girasa, que contiene dos subunidades alfa y dos B-s, y es
codificada por los genes gyrA y gyrB, respectivamente y que es la encargada de
catalizar el superenrollamiento negativo del ADN (Mosquito et al., 2011).

Entre los mecanismos moleculares de resistencia a estos antibioticos se
encuentran las alteraciones en los blancos de quinolonas, las bombas de expulsion
activa y la transferencia de genes de resistencia plasmidicos (Ruiz, 2003).

La alta resistencia hacia fluoroquinolonas, tales como la ciprofloxacina (Ruiz,
2003), se relaciona con mutaciones puntuales en los codones del gen gyrA que
codifican los aminoacidos Ser 83 y Asp 87 de la ADN girasa A en la Regién
Determinante de Resistencia a Quinolonas (QRDR), via mas comun de resistencia a
este grupo de antimicrobianos (Leyva y Leyva, 2008) o con mutaciones en gyrA a nivel
de otros genes como parC (codones 80 o 84 de manera usual). Durante los afios, se
han informado las posiciones en donde ocurren las mutaciones y los cambios de
aminoéacidos que conlleva cada mutacion (Ruiz, 2003).

Otros mecanismos de resistencia son la disminucion del nUmero de porinas en
la membrana, un sistema de eflujo de la droga del citosol hacia el espacio extracelular
(Kucheria et al., 2005) y el relacionado con la transferencia de genes mediante
plasmidos, como es el caso de los genes gnr que codifican a la familia de las proteinas
Qnr (QnrA, QnrB, QnrS, QnrC y QnrD) que se unen a la ADN girasa (gyrAy gyrB) y a
la topoisomerasa IV (parC y parE) disminuyendo la accion de las quinolonas.

El aumento de la resistencia a esta familia de antibiéticos se puede relacionar
con el aumento de la concentracion minima inhibitoria (CIM) hacia diferentes

guinolonas en E. coli, por lo que se habla de una “susceptibilidad disminuida”, dado
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gue en los ultimos afios se han descrito numerosos genes gnr, se ha efectuado una
propuesta de nomenclatura (Jacoby et al., 2008) y se ha dispuesto una pagina web
para recoger aquellos genes descritos hasta la fecha y los que surjan en un futuro.

El incremento de resistencia a diversos antimicrobianos, y en particular a
guinolonas, se traduce en un deterioro de la calidad del tratamiento afectando no sélo
al paciente, sino que, al reducir la disponibilidad de antimicrobianos, afectan su eficacia

y por tanto el tratamiento de las infecciones en el futuro (Horna-Ruiz et al., 2013).

2.7.3 Resistencia a Tetraciclinas

Las tetraciclinas son una familia de antibiéticos cuyo mecanismo de accion es unirse
a la parte 16S, de la subunidad 30S del ribosoma bacteriano, de manera que inhibe la
sintesis de proteinas al evitar la unién del aminoacil-tRNA en la posicion A del ribosoma
(Chopra y Roberts, 2001).

El mecanismo de resistencia mas comun hacia este antibiético es mediante
sistemas de flujo, que en Gram negativos son codificados por los genes tetA, tetB,
tetC, tetD, tetE, tetl y tetY, todos ellos previamente reportados en E. coli. Sin embargo,
existen otros mecanismos de resistencia como proteccion ribosomal y accién
enzimatica sobre las tetraciclinas codificados por diferentes genes (Levy et al., 1999;
Chopra y Roberts, 2001).

2.7.4. Resistencia a Cloranfenicol

El cloranfenicol se aisl6 por primera vez en 1947 a partir Streptomyces venezuelae.
Debido a su simplicidad estructural, desde 1950 se obtiene por sintesis quimica. A
pesar de ser un antibiético con un amplio espectro de accion, su elevada toxicidad en
humanos y en animales ha conllevado a reducir significativamente su uso, como tal el
florfenicol, un derivado fluorado del cloranfenicol es otro compuesto aprobado
exclusivamente para su empleo en animales de consumo humano. El cloranfenicol es
utilizado en el tratamiento de humanos y animales, al ser un antimicrobiano de amplio
espectro con accion sobre bacterias Grampositivas y Gramnegativas, clamidias,

micoplasmas y Rickettsias (Schwarz et al., 2004).
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La modificacién enzimatica (plasmidica o cromosémica) es el mecanismo de
resistencia principal, aunque también se han detectado cambios en la permeabilidad
de la membrana externa (Garcia-Sanchez et al., 1997). Penetra en la bacteria por
difusioén facilitada y se une a la subunidad 50s del ribosoma, causando inhibicién de la
sintesis de proteinas. Esto impide la translocacion del aminoacil-tRNA cargado en el
ribosoma (Werner, 1973). La resistencia a cloranfenicol se debe a la presencia de una
enzima intracelular, cloranfenicol acetil transferasa (CAT), existente tanto en Gram
positivos como en Gram negativos. Esta enzima acetila los dos grupos hidroxilo y
previene la unién del cloranfenicol al ribosoma 50s (Fuchs et al., 1994).

El principal mecanismo de resistencia frente al cloranfenicol es el de la
inactivacion enzimatica por acetilacion, mediado por los diferentes tipos de
cloranfenicol acetiltransferasas (CAT), enzimas habitualmente codificadas por genes
plasmidicos que reaccionan con el grupo hidroxilo del alcohol primario del
cloranfenicol. La reaccion queda impedida frente al florfenicol, ya que en este
compuesto el grupo hidroxilo es sustituido por un atomo de flior no acetilable. Ademas,
la resistencia a cloranfenicol también puede darse por exportadores especificos por
genes como cmlA o floR (este Ultimo confiere resistencia al florfenicol), que expulsa el

antibiotico de la célula (Schwarz et al., 2004).

2.7.5 Resistencia a Trimetoprim-sulfametoxazol
A partir de 1935, las sulfonamidas han sido extensamente aplicadas en medicina
humana y veterinaria, 1o que generé rapidamente una alta resistencia antibiotica, por
ello se empezé a utilizar de manera combinada con diaminopirimidinas como es el
caso del trimetoprim, el mecanismo de accion de las sulfonamidas es inhibir la sintesis
de la dihidropteroato sintasa enzima clave en la ruta del acido folico. Mientras que en
el caso del trimetoprim este actta inhibiendo la enzima dihidrofolato reductasa (dfr),
otra enzima importante en la sintesis de &cido félico (Ho et al., 2009).

Los mecanismos de resistencia a sulfonamidas y a trimetoprima mayormente
descritos son los relacionados con la adquisicion de genes mutantes mediante
elementos moviles. En el caso de las sulfonamidas se han descrito los genes sull, sul2

y sul3 relacionados con integrones y que codifican formas mutantes de la enzima
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dihidropteroato sintasa que no pueden ser inhibidas por el antibidtico. Lo mismo
sucede en el caso del trimetoprim, se han descritos multiples genes dfr que generan

resistencia antibidtica (Dahmen et al., 2010).

2.7.6 B-lactamasas de espectro extendido (ESBL)

El inicio del uso de las penicilinas fue en el afio 1940, con el descubrimiento de la
resistencia bacteriana, Edward P. Abraham y Ernest Chain, quienes habian participado
junto con Howard Florey y Heatley en la purificacion y aplicacion de las penicilinas,
observaron en ciertos cultivos de E. coli la inactivacion de las soluciones de penicilinas
por una sustancia producida por dichas bacterias (Abraham y Chain, 1940). Unos afos
después, Kirby identifico la existencia de cepas de Staphylococcus aureus que
producian una sustancia capaz de inactivar las penicilinas, que resultaron ser las
penicilinasas (Abarca y Herrera, 2001).

Después fue descrita una enzima nueva que realizaba la misma funcion, a la
gue se le denominé pB-lactamasa, especificamente Temoniera (TEM), por el nombre
del paciente del que se aislé, alrededor de 1960 en Grecia (Bradford, 2001).

Posteriormente, fue aislada una cepa de Klebsiella pneumoniae productora de
una B-lactamasa capaz de inactivar tanto a las aminopenicilinas como a las incipientes
cefalosporinas de primera generacion, carboxipenicilinas y las ureidopenicilinas, le
llamaron SHV-1 (Casellas, 2011).

Asi continu6 el desarrollo de estas enzimas inactivadoras de betalactdmicos
hasta que producto de mutaciones de los genes que codificaban las betalactamasas
tipo TEM-1, TEM-2, SHV-1 aparecieron las actuales betalactamasas de espectro
extendido (BLEE) (Morejon-Garcia, 2013).

Un grupo de investigadores alemanes, encabezados por Knothe et al. (1983)
aislaron de una cepa de Klebsiella ozaenae, siendo una nueva betalactamasa producto
de mutaciones de la SHV-1, la nombraron SHV-2, la misma era capaz de hidrolizar las
cefalosporinas de tercera generacion (ceftriaxona, cefotaxima, ceftazidima) y el
aztreonam, fueron Philippon et al., (1989), quienes la llamaron, por primera vez,

betalactamasas de espectro extendido (BLEE).
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Las enzimas que inactivan penicilinas y cefalosporinas incluyendo las de tercera
y cuarta generacion (Oliver y Canton, 2004) son denominadas B-lactamasas, estas
son capaces de romper el puente amida del anillo penicilanico o cefalosporanico para
producir derivados acidos sin propiedades bactericidas, esto evita que dichos
antibioticos puedan unirse a las proteinas fijadoras de penicilina (PBP—penicillin
binding protein), y de esta forma impedir la formacion de la pared bacteriana, por lo
gue no se logra la lisis bacteriana (Morejon, 2005) y se caracterizan por ser inhibidas
por el acido clavulanico, sulbactam y tazobactam (Seral-Garcia et al., 2010).

El mecanismo mas importante de resistencia a los B-lactdmicos en las
enterobacterias es la produccion de B-lactamasas. El incremento de la resistencia
bacteriana es un hecho notable, a la vez un problema antiguo y aun cuando existan
nuevos antibioticos disponibles, la presencia de microorganismos multirresistentes es
cada vez mas frecuente (Garcia-Hernandez et al., 2011). Muchos integrantes de la
familia Enterobacteriaceae poseen p-lactamasas cromosomicas naturales, que son
probablemente derivadas de las propias PBP con las que tienen analogia secuencial
y estructural (Seral-Garcia et al., 2010).

E. coli puede producir enzimas p-lactamasas cromosomicas o0
extracromosomicas (mediadas por plasmidos) (Martin-Clavo et al., 2012), ademas, se
sabe que es el agente etiol6gico mas frecuente en infecciones del tracto urinario y una
de las principales causas de meningitis neonatal, ademas de ocasionar infecciones
intestinales y otras como neumonias nosocomiales, colecistitis, peritonitis,
osteomielitis, artritis infecciosa, ademas, otitis externa, siendo también una de las
causas mas frecuente de bacteriemia (Garcia-Lopez et al., 2008). Por razones que no
son bien conocidas, E. coli-ESBL se identifica con mayor frecuencia en pacientes que
provienen de la comunidad o de centros de larga estancia (Pujol y Pefa, 2002), el
aislamiento de cepas de E. coli con ESBL tanto en la comunidad como en el hospital
se ha convertido en un problema creciente.

Las cepas productoras de ESBL presentan resistencia a los B-lactamicos,
excepto a las cefamicinas y a los carbapenémicos, ademas, los plasmidos que
codifican las ESBL portan genes de resistencia que se les denominan transposones,

a otros antimicrobianos como aminoglucosidos, tetraciclinas y cotrimoxazol, es por lo
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gue el fendbmeno de resistencia cruzada es muy frecuente y el tratamiento de las
infecciones producidas por estas cepas tiene una mayor dificultad (Sanchez-Artola,
2004). Los genes que codifican las ESBL y los que codifican la resistencia a otros
antimicrobianos, pueden residir en el mismo pladsmido conjugativo y, por lo tanto, se
transmiten juntos de un microorganismo a otro, confiriendo el perfil de resistencia
antibiotica multiple (Pujol y Pefia, 2002).

La prevalencia de cepas ESBL es un problema mundial, en Europa hay un
importante aumento, habiendo diferencias entre distintos paises, regiones e incluso
centros sanitarios de una misma localidad. En Espafia actualmente la frecuencia de
cepas E. coli con ESBL se encuentra entre el 5-10%, variando el porcentaje segun la
zona geografica; y aproximadamente un 60% es de procedencia extrahospitalaria 'y de
infecciones urinarias (Angel-Diaz et al., 2006)

La importancia que tienen las ESBL, es porque cepas de bacilos Gram
negativos, especialmente K. pneumoniae-ESBL, es responsable de infecciones
nosocomiales graves, habitualmente en pacientes criticos, cursando muchas veces
con bacteriemia; aunque naturalmente pueden producirse también infecciones de
menor gravedad, como la que provoca E. coli-ESBL en el tracto urinario, observadas
en pacientes ambulatorios (Pujol y Pefia, 2002), sin embargo, no deja de ser

importante el hecho de que causen infecciones que al tiempo podrian agravarse.

2.8 Integrones
Se ha reportado la existencia de la clase de unidades genéticas que se denominan
integrones, estos se han detectado principalmente en bacilos Gram negativos
fermentadores, de las familias Enterobacteriaceae y Vibrionaceae (Jones et al., 1997).
Son elementos pertenecientes a la familia de transposones Tn2l y Tn3,
capaces de albergar genes de resistencia a antibidticos, estan constituidos por dos
regiones de ADN muy conservadas, situadas en sus extremos. En la region
conservada 5 (5°CS) existen tres elementos necesarios para la captura y expresion
de genes exdgenos (cassettes): uno que codifica una integrasa (int I), el otro es el lugar
de recombinacion sitio-especifico (attl), y un promotor (Pant) para la expresion de los
genes cassettes integrados. En la region conservada 3" (3'CS) se hallan insertados el
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gen gacEA1l y el gen sull (Lévesque et al., 1995). Entre estas dos zonas se pueden
insertar uno o varios tipos de genes (casettes géenicos) de resistencia, en una zona
denominada region variable (Martinez-Freijo, 1997) (Figura 6).

Hasta la fecha se han descrito varias familias de integrones de acuerdo a la
secuencia nucleotidica del gen intl (Paulsen et al., 1993), al menos tres de ellas estan
relacionadas con la expresion de genes de resistencia. Sus integrasas presentan entre
45% y 58% de homologia, sugiriendo una divergencia evolutiva por un periodo superior

a 50 afos, lo que corresponde, aproximadamente, a la era antibiética (Bennett, 1999).

REGION VARIABLE 3Cs

.
- >

et on}qac%m)

Figura 6. Estructura genética de los Integrones clase | (Martinez-Freijo, 1997).
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[Il. ANTECEDENTES

Cravioto et al. (1990) trabajaron en el estudio denominado: riesgo de diarrea durante
el primer afio de vida asociado a colonizacion inicial y posterior por enteropatdégenos
especificos, lo realizaron en la vereda Lugar sobre la Tierra Blanca, en el estado de
Morelos. Las pruebas de la colonizacion intestinal se realizaron cada 15 dias, ademas
de cada vez que un infantil tenia diarrea. En el 82% de los infantes se detect6 diarrea
con aislamiento inicial de E. coli enterohemorragica y 64% con E. coli enteropatégena
o Shigella spp.

El factor de adherencia de E. coli enteropatdégeno, las enterotoxinas
termoestables humanas o porcinas, los antigenos del factor de colonizacion fimbrial y
las toxinas | y Il similares a Shiga fueron caracteristicas patogénicas importantes
relacionadas con la presencia de diarrea y con la proteccion contra la infeccion

posterior por los mismos organismos.

Nicholas-Chanoine et al. (2008) desarrollaron estudios con cepas de Escherichia coli
B-lactamasas de espectro extendido de tipo CTX-M-1 (CTX en referencia a la hidrolisis
de la cefotaxima). Seleccionaron 41 aislamientos de E. coli positivos para ESBL de
tres continentes y ocho paises, determinaron el grupo filogenético, el perfil de ERIC-
PCR (secuencias consenso intergénicas repetitivas enterobacteriana- PCR), el
serotipo O:H, la variante de adenosin monofosfato ciclico (AMPc) y el patron de
resistencia a los antimicrobianos.

Se obtuvieron que 36 (88%) de las 41 cepas de E. coli presentaron las mismas
caracteristicas genotipicas: grupo filogenético B2, ERIC2-PCR perfil 1, serotipo
025:H4 (causante de infecciones del tracto urinario), AmpC de tipo EC6, resistencia a
ciprofloxacina y perfil MLST ST131, cabe mencionar que un MLST se refiere a la
tipificacion multilocus de secuencias, la cual sirve para la caracterizacion taxonémica
de bacterias. Las 36 cepas de E. coli exhibieron perfiles de FV muy similares (91% a
100%). Concluyeron describiendo un grupo clonal de E. coli virulento positivo para
CTX-M-15 y ampliamente distribuido con genotipos y subgrupos de virulencia
altamente homogéneos que presentan perfiles de PFGE muy similares, lo que sugiere

una emergencia reciente de las cepas.
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Dahbi et al. (2014) trabajaron en el estudio denominado: Epidemiologia molecular y
factores de virulencia de E. coli O16:H5-ST131: Comparacion con las subclonas H30
(fimbria H30) y H30-Rx de O25b: H4-ST131, donde la subclona H30 representa la
mayoria de las cepas de E. coli resistente a los antimicrobianos y es la cepa dominante
en general, a diferencia de esta, la subclona H30-Rx, es denominada asi debido a su
perfil de resistencia antimicrobiana mas extensa.

El grupo clonal ST131 representd 490 (16%) de los 2995 aislamientos obtenidos
de muestras clinicas en cinco hospitales espafoles durante el periodo de estudio
(2005-2012). Entre las 490 cepas ST131, 456 pertenecian al serotipo O25b:H4, 27 a
016:H5 y siete eran O-no tipificables:H4 (ONT:H4). Los 27 aislamientos O16:H5
mostraron las fimbrias H41 (fimH41), mientras que los alelos fimH30 y fimH22 fueron
los més frecuentemente entre las cepas O25b:H4.

La mayoria (381/490; 78%) de las cepas ST131 pertenecian a la subclona H30,
y 302 de 381 (79%) cepas H30 pertenecian a la subclona H30-Rx. De los 27 las cepas
016:H5, el 48% produjo CTX-M-14; sin embargo, ninguno produjo CTX-M-15. En
contraste, el 46% de los aislamientos O25b:H4 produjeron CTX-M-15, mientras que
solo el 2% produjo CTX-M-14.

Los 27 aislamientos O16:H5 y 127 O25b:H4, se analizaron por PCR para
detectar la presencia de 32 genes que codifican factores de virulencia tipicos de
EXPEC, solo el gen kpsM II-K2 se asoci6 significativamente con los aislamientos
016:H5-ST131 (70% positivos) mientras que 12 genes de virulencia (papEF, papG II,
papG lll, afaFM955459, cnfl, hlyA, iucD, iroN, kpsM II- K5, cvaC, iss y ibeA) se
asociaron significativamente con los aislamientos O25b:H4-ST131. El gen kpsM 11-K2
también se encontré con frecuencia (44%) entre el subclona H30-Rx.

Mas de la mitad de las cepas 016:H5 (56%) mostraron propiedades de EXPEC
(con dos o mas de los siguientes cinco genes de virulencia: papEF, sfa/focDE,
afa/draBC, iucD y kpsM 1) que era significativamente mas frecuente en las cepas
0O25b:H4 (81%) (P <0.01), especialmente entre los aislamientos H30-Rx (97%).
Aplicaron un esquema de virotipo, basado en la presencia o ausencia de genes de

virulencia extraintestinal analizado por PCR, dentro del cual aproximadamente la mitad
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(52%) de los aislamientos O16:H5 mostraron el virotipo especifico C1, mientras que
los virotipos B, C2, D1, D2, D4, D5, E y F se encontraron solo en O25b:H4-ST131.

A pesar de su baja puntuacion en el gen de virulencia, el 60% de los
aislamientos de O16:H5 mostraron una alta virulencia en el modelo de sepsis en
ratones, el ensayo de dosis letal mostré que las cepas mataron 90-100% de ratones.

Ademas, cuatro aislamientos O16:H5 de los virotipos A 'y C1, portadores de las
variantes del grupo Il, mostraron letalidad a las 24h. Por lo tanto, ciertos aislamientos
016:H5 fimH41 mostraron una virulencia in vivo similar a la reportada con los
aislamientos altamente virulentos O25b:H4 H30-Rx (Mora et al., 2014), lo que respalda

su potencial de virulencia para los humanos.

Mora et al. (2014) trabajaron con patrones de virulencia en un modelo de sepsis murina
de aislados clinicos de E. coli ST131 que pertenecen a los serotipos O25b:H4 y
016:H5 estan asociados a virotipos especificos. El objetivo del estudio mencionado
fue comparar la virulencia en un modelo de sepsis subcutanea en modelo de ratén con
cepas de origen clinico ST131 representativos de los serotipos (025b:H4, 016:H5) y
nueve virotipos y subtipos (A, B, C, D1, D2, D3, D4, D5y E), basandose en la presencia
0 ausencia de ciertos genes de virulencia extraintestinal.

La mayoria de las cepas ST131 pertenecen al serotipo O25b:H4, se han
informado nuevas variantes con diferentes serotipos, ST131 que utilizan el esquema
de tipificacién de secuencia multilocus discriminatoria del Instituto Pasteur y perfiles de
genes de virulencia (virotipos) con implicaciones desconocidas en las formas de
diseminacioén, persistencia y virulencia. En el estudio los autores, tomaron en cuenta
diferentes patrones de virulencia en asociacion con virotipos, desde letalidad muy
rapida (muerte en menos de 24h) hasta baja letalidad (muerte a los 7 dias) pero con
presencia de una inflamacién aguda. A pesar de su bajo puntaje de virulencia, las
cepas del serotipo O16:H5 que exhibieron virotipo C, no mostraron diferencias
significativas en la letalidad en comparacion con las cepas 0O25b:H4 altamente
virulento pertenecientes a los virotipos A, B y C. Observando que las cepas O16:H5,

mataron a los ratones mas lentamente. Sin embargo, entre los virotipos A, B, C del
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serotipo O25b:H4 se encontraron diferencias significativas (letalidad final 280% de los
ratones desafiados).

La diversidad de virulencia in vivo reportada en este estudio muestran la
variabilidad genética dentro del grupo clonal ST131 determinada por la tipificacién
molecular. Como tal, Mora et al., (2014) concluyeron que el esquema MLST del
Instituto Pasteur, asi como la clonacion, son herramientas moleculares importantes
para la discriminacién de subtipos dentro del grupo clonal ST131 que presentaron

patrones de virulencia in vivo asociados a virotipos especificos.

Nicholas-Chanoine et al. (2014) describieron las principales caracteristicas de las
cepas del grupo clonal ST131, cabe mencionar que actualmente, ST131 es el linaje
predominante las cepas de E. coli patdgenas extraintestinales (EXPEC) en todo el
mundo, esto es debido al espectro de infecciones que causan tanto en ambientes
comunitarios como hospitalarios y la gran cantidad de genes asociados a los factores
de virulencia que presenta.

Ellos describen las principales caracteristicas de cepas del grupo clonal ST131,
en base a la creciente informacion publicada, como caracteristicas bioldgicas,
patogénicas y epidemioldgicos importantes de la clon. Nicholas-Chanoine et al., 2014
concluyeron que la clona ST131 es la mas competitiva del grupo B2 de E. coli. Ademas,
estas clonas se distinguen por colonizar el tracto digestivo humano y causar
infecciones del tracto urinario humano, en términos de su capacidad para adherirse a
las células epiteliales del intestino, la vejiga y el riidn.

Sin embargo, las caracteristicas bacterianas inherentes a estas propiedades de
virulencia siguen siendo desconocidos porque ningun estudio ha establecido una
correlacion entre el potencial de virulencia y el contenido del gen VF. Una de las
caracteristicas mas notables de E. coli ST131 es su bajo nivel de recombinacién del
genoma de la bacteria. Una comprension mas detallada del nicho ecolégico especifico
de E. coli ST131 seria de interés particular estudiar, debido a que E. coli ST131 ha
sido identificada como el componente predominante del tracto digestivo de individuos

Sanos.
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Se ha demostrado que la clona evoluciona bajo la presion selectiva de los
antimicrobianos al adquirir resistencia a las fluoroguinolonas codificada en el
cromosoma y plasmidos que codifican las enzimas CTX-M. La posibilidad de que este
clona pueda adquirir plasmidos que codifican carbapenemasas no es muy remota por

lo que es un tema de gran importancia que debe de abordarse a la brevedad posible.

Varela et al. (2017) trabajaron en la diversidad genética de cepas extraintestinales de
E. coli productoras de las p-lactamasas TEM, SHV y CTX-M asociadas a cepas
aisladas de casos clinicos. Estudiaron 12 cepas extraintestinales de E. coli con
sensibilidad a las cefalosporinas de amplio espectro. La resistencia a los
antimicrobianos se determind por concentracion minima inhibitoria, deteccion de
grupos filogenéticos, factores de virulencia y genes que codifican la resistencia a los
antimicrobianos, la determinaron por PCR y la relacion clonal se establecié mediante
PCR de elementos palindrébmicos extragénicos repetitivos (Repetitive Element
Palindromic-PCR, REP-PCR).

Los resultados mostraron que todas las cepas presentaron resistencia a las
cefalosporinas, quinolonas y aminoglucosidos, la distribucion filogenética mostro que
los grupos A 'y B1 fueron los mas frecuentes, seguidos por D y B2; en este ultimo, se
detectaron todos los factores de virulencia evaluados y el gen mas frecuente
identificado fue el fimH. En todas las cepas analizadas, se encontré blaCTX-M, con
predominio de las blaCTX-M-8, y en dos de estas cepas se revelo la presencia
simultanea de blaCTX-M-9, variantes blaCTX-M-65 y blaCTX-M-147.

Concluyendo que las cepas estudiadas demostraron diversidad genética y
albergaron diferentes genes de virulencia y p-lactamasas de espectro extendido
(ESBL) sin predominio de ningun grupo filogenético en particular. Como tal, constituye
el primer reporte de la variante blaCTX-M-65 identificada en Venezuela y de la variante

blaCTX-M-147 en diversas partes del mundo.
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V. OBJETIVOS

4.1 General

Analizar las caracteristicas antigénicas y genotipicas de cepas de E. coli de los

serogrupos 016, OR y 025 aisladas de muestras urinarias e intestinales para

establecer si dichos serogrupos presentan similitud con la clona 025:H4 ST131 de las
cepas UPEC.

4.2 Particulares

Determinar la identidad fenotipica del perfil bioquimico, serogrupo y serotipo de
cepas de E. coli 016, OR y O25.

Identificar la presencia de genes de virulencia en las cepas de E. coli del
patotipo UPEC.

Determinar la clasificacién de los grupos filogenéticos de las cepas de E. coli
mediante la técnica descrita por Clermont et al. (2013).

Definir el patrén de resistencia a los antimicrobianos de las cepas de E. coli de
los serogrupos 016, OR y O25.

Analizar la multirresistencia las cepas de E. coli e identificar la presencia de

genes de las B-lactamasas de espectro extendido.
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V. HIPOTESIS

Si las cepas de los serogrupos de 016, OR y 025 de E. coli aisladas de infecciones
del tracto urinario y de nuestras fecales presentan caracteristicas fenotipicas y
genotipicas de las cepas UPEC, entonces perteneceran a la clona de E. coli O25:H4-
ST131.
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VI. ZONA DE ESTUDIO

Las cepas de E. coli provenientes de muestras de pacientes ambulatorios menores a
cinco afos, identificados con infecciones de vias urinarias no complicadas que acuden
a consulta en el Hospital Infantil de México (Figura 7), ubicado en la calle Doctor

Mérquez 162, Delegacién Doctores, Codigo Postal 06720 en la Ciudad de México.
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Figura 7. Hospital Infantil de México (Fuente: Creadores Universitarios, s. d.).

La Ciudad de México colinda al norte, este y oeste con el estado de México y al
sur con el estado de Morelos (Figura 8), con coordenadas geogréficas al norte
19°35'34"; al sur 19°02'54" de latitud norte; al este 98°56'25"; al oeste 99°21'54" de
longitud oeste, el clima puede variar entre semiseco templado, semifrio himedo con
lluvias abundantes en verano, semifrio subhumedo con lluvias en verano, de mayor
humedad, templado subhumedo con lluvias en verano, de menor humedad, templado
subhimedo con lluvias en verano, de humedad media, templado subhimedo con
lluvias en verano, de mayor humedad, ademas, mencionando que posee un total de 8
918 653 habitantes, constituyendo 4 687 003 mujeres y 4 231 650(Instituto Nacional
de Estadistica, Geografia e Informatica [INEGI], 2017).
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Figura 8. Mapa de la ciudad de México, sefialando la ubicacion del. Hospital Infantil de
México (Fuente: Google, s.d).

Con respecto a las cepas de E. coli de origen intestinal se obtuvieron de heces
de nifios menores de cinco afos, del Laboratorio de Analisis Clinicos del Instituto
Mexicano del Seguro Social en la Ciudad de México y pertenecientes al municipio de
Tlaltizapan, del estado de Morelos. El Instituto Mexicano del Seguro Social se
encuentra ubicado en calle Roma norte, 06700 Ciudad de México, CDMX.

El municipio de Tlaltizapan colinda al norte con los municipios de Emiliano
Zapata, Yautepec y Ayala, al oeste con el municipio de Ayala, al sur con los municipios
de Ayala y Tlaquiltenango, al oeste con los municipios de Tlaquiltenango, Jojutla,
Zacatepec de Hidalgo, Puente de Ixtla, Xochitepec y Emiliano Zapata (Figura 10),
posee un clima calido subhimedo con lluvias en verano de menor humedad A (w0) y
consta con un total de 9491 habitantes siendo la mayoria mujeres con 4862 y 4629
hombres (INEGI, 1997).
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VII. METODO

7.1. ORIGEN DE LAS CEPAS.
En este estudio se incluyeron cepas de E. coli obtenidas de muestras fecales de nifios

menores de cinco afos y de infecciones del tracto urinario.

7.1.1 IDENTIDAD FENOTIPICA DE LOS AISLADOS DE E. COLI
7.1.2 PUREZA Y AISLAMIENTO DE E. COLI

Debido a que las que las cepas se conservan en medio de Dorset se confirmdé la
viabilidad y la pureza. Con respecto a la viabilidad de las cepas, se determind
inoculandolas en agar MacConkey (DIFCO; MI) y se incubaron a 37 °C durante 24h.
Posteriormente, de cada placa de agar se eligié una colonia con caracteristicas de
lactosa positiva y se inoculé en tubos de agar soya tripticaseina (TSA) que se
consideré como copia de trabajo.

7.1.3 IDENTIFICACION BIOQUIMICA

La identidad fenotipica de las cepas se realizé utilizando las siguientes pruebas
bioguimicas estandares que se prepararon en el laboratorio (Barrow, 1993): lactosa,
glucosa, Indol, rojo de metilo, Voges-Proskauer, urea, malonato fenilalanina,

movilidad, acido sulfhidrico, gluconato y citrato de Simons.

7.2 CONFIRMACION DE IDENTIDAD ANTIGENICA DE LAS CEPAS DE E. COLI

La identidad antigénica de las cepas de E. coli se realizd utilizando 188 sueros
preparados en conejos (SERUNAM) contra los antigenos somaticos (O) y 53 contra
los antigenos flagelares (H) del esquema antigénico de E. coli de acuerdo con la

metodologia reportada por Orskov y Orskov (1984).

7.2.1 ANTIGENOS SOMATICOS (O)

Para obtener el antigeno somatico, a partir de las copias de trabajo, las cepas se
inocularon en agar TSA en tubos de 16x150 mm y se incubaron a 37 °C durante 24h.
Al crecimiento bacteriano del TSA, se agrego solucién salina (0.85% de NaCl 0.15M)

hasta cubrir el pico de flauta.

44



El sobrenadante se colocé en tubos de ensaye de 16x150 mm, se calent6 a
100°C con vapor fluente durante 1hr. Posteriormente, se le agrego formalina (solucion
de NaCl 0.15M con 0.6% de formaldehido) y se conservaron a temperatura ambiente
hasta su uso.

Para el caso de la identificacibn del antigeno somatico, en microplacas
serolégicas de 96 pozos de fondo U se distribuyeron 50 pL de cada uno de los 188
sueros anti-O (SERUNAM) del esquema antigénico de E. coli diluidos en 1:100.

Se incluyeron sueros anti-O del O1 hasta el 0188, adicionalmente, en el sistema
de antisueros se incluyeron 50 sueros obtenidos en conejo contra antigenos de
Shigella (15 de S. dysenteriae, 13 de S. flexneri, 20 de S. boydii y 2 de S. sonnei).
Posteriormente, las microplacas con las suspensiones suero/antigeno se incubaron a
50°C durante 24h, al finalizar la incubacidn, se registraron las reacciones de

aglutinacion.

7.2.2 ANTIGENOS FLAGELARES (H)

Para la preparacion del antigeno H, las cepas de E. coli se inocularon en tubos de
Craigie con medio semisélido y se incubaron a 30°C durante 14 dias
aproximadamente.

Cuando en los tubos Craigie hubo presencia de crecimiento bacteriano, se
procedié a inocular en caldo biotriptasa y se incubaron a 30 °C durante 24h. Al
crecimiento bacteriano se le agrego formalina y se dej6 actuar durante 1hr.

Para la identificacién del antigeno flagelar, en microplacas serologicas de 96
pozos con fondo U y se distribuyeron 50 pL de cada uno de los 53 sueros (SERUNAM)
anti-H de E. coli y se incubaron a 50°C durante 2h. Al finalizar la incubacién, se

registraron las reacciones de aglutinacion.

7.3 EXTRACCION DE DNA

Se utilizé el método de ebullicion para extraer ADN de las cepas reportado Islam et al.
(2006). Inicialmente se necesitd que creciera el indéculo en un medio de
enriguecimiento, en este caso, caldo Luria-Bertani (LB) en 2.0 mL y se incubaron a
37°C durante 24h.
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Del crecimiento bacteriano, se tomé 1 mL y se colocé en un microtubo para
centrifugarlo a 13000 rpm durante 5 min, al finalizar, el sobrenadante se decanté muy
bien y se le quit6 el exceso de agua sobre una tira de papel absorbente.

Posteriormente, al pellet se le adicion6 200 pL de agua ultra pura, removiéndolo
y re-suspendiéndolo con agitacidén vigorosa con vértex, verificando que el tubo se
mantenga muy bien tapado.

Se hirvié durante 10 min e inmediatamente se coloc6 en hielo durante 5 min,
asimismo, se volvio a re-suspender el pellet con vortex hasta homogenizarlo, después
se centrifugd a 13000 rpm durante 10 min y del sobrenadante se tomaron 100 pL que
se pasaron un nuevo microtubo y se congelaron a -20°C hasta el uso en la PCR.

Se corrobor¢ la integridad del DNA, para esto se mezclaron 2.5 uL de colorante
azul de bromofenol glicerol con 8 uL de DNA, esta misma suspension, se distribuyé en
los pozos de un gel de agarosa al 1.6 % dentro de la camara de electroforesis
(BIO*RAD) con buffer de Tris Borato etilendiamina-tetra acético (TBE) 0.5X.
Finalmente, el DNA se visualizd con un programa del digitalizador de imagenes

AXYGEN y se tomo una fotografia.

7.4 GRUPOS FILOGENETICOS.

Para este proposito, se utilizé la técnica de PCR cuadruplex descrita por Clermont et
al. (2013), para clasificar las cepas de E. coli en los grupos filogenéticos (A, B1, B2, C,
D, E, F, y clado 1) de acuerdo con la presencia de los genes arpA, chuA, yjaA y
TspE4.C2. En el Cuadro 3, se presenta la secuencia de nucleétidos de los iniciadores
para identificar los genes del sistema de Clermont.
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Cuadro 3. Secuencia de nucleétidos de los iniciadores del cuadruplex (Clermont et al., 2013).

Reaccion
de PCR

Cuadru-

plex

Grupo E

Grupo C

Control

Interno

Genes

chuA

yjaA

TspE4

arpA

ArpAgp
Cc

trpAgpC

TrpBA

pb: pares de bases
ref: referencia

Nombre del
iniciador
chuA.1b-F
chuA.2-R
yjaA.1b-F
yjaA.2b-R
TspE4C2-F
TspE4C2.2b-
R
AceK.F
ArpAl.R
ArpAgpE-F
ArpAgpE-R

trpAgpC.1-F

trpAgpC.2-R
trpBA.F
trpBA.R

Secuencia (5'- 3)

5-ATGGTACCGGACGAACCAAC-3
5-TGCCGCCAGTACCAAAGACA-3

5-CAAACGTGAAGTGTCAGGAG-3
5-AATGCGTTCCTCAACCTGTG-3

5-CACTATTCGTAAGGTCATCC-3
5-AGTTTATCGCTGCGGGTCGC-3

5-AACGCTATTCGCCAGCTTGC-3
5-TCTCCCCATACCGTACGCTA-3

5-GATTCCATCTTGTCAAAATATGCC-3
5-GAAAAGAAAAAGAATTCCCAAGAG-3

5-AGTTTTATGCCCAGTGCGAG-3
5-TCTGCGCCGGTCACGCCC-3

5-CGGCGATAAAGACATCTTCAC-3
5-GCAACGCGGCCTGGCGGAAG-3

7.5 FACTORES DE VIRULENCIA.

Para la identificacion de los genes de virulencia del patotipo UPEC (hlyA, cnfl, fimH,

Tamario

(pb)
288

211

152

400

301

219

489

Ref.

Clermont
et al.
(2013)

Lescat et
al.
(2012)

Clermont
etal.
(2008)

sat y cdt) y el gen ST131 de la clona O25:H4, se realizd6 una PCR con iniciadores

previamente reportados por Schmidt et al. (1995) y Clermont et al. (2009) (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Secuencia de iniciadores para identificar los factores de virulencia de E. coli.

Genes Nombre Secuencia (5’ - 3’) Tamafo | Referencia.
del b
Iniciador (pb)
hlyA hly-F AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT 1177 Yamamoto
hly-R AC56CATATAAGCGGTCATTCCCGTCA et al. (1995)
cnfl cnfl-F GGCGACAAATGCAGTATTGCTTGG 468 '
cnfl-R GACGTTGGTTGCGGTAATTTTGGG
fimH fimH-F TGCAGAACGGATAAGCCGTGG 508 Johnson 'y
fimH-R GCAGTCACCTGCCCTCCGGTA Stell (2000)
sat sat-F GGTGAGTCCGGTGCATGGGC 412 Morales-
sat-R CAAGTTCCGCCTGCGGCTCA .
Espinosa et
al. (2016)
cdt cdt-S1 GAAAGTAAATGGAATATAAATGTCCG 466 Toéth et al.
cdt-S2 GAAAATAAATGGAACACACATGTCCG (2003)
cdt-AS1 AAATCACCAAGAATCATCCAGTTA
cdt-AS2 AAATCTCCTGCAATCATCCAGTTA
ST131 | O25pabBs TCCAGCAGGTGCTGGATCGT 347 Clermont et
025:H4 pe.F GCGAAATTTTTCGCCGTACTGT al. (2009)
0O25pabBs '
pe.R

pb: pares de bases
ref: referencia

7.6 CONDICIONES DE LA PCR PARA GRUPOS FILOGENETICOS Y FACTORES
DE VIRULENCIA Y ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA

Para la identificacion de cada uno de los genes, la PCR se llevo a cabo en microtubos
de 200 pL, donde se prepar6é una suspension que contenia agua ultra pura, buffer,
dNTP’s, iniciadores, Tag-polimerasa'y DNA como se muestra en el Cuadro 5. Ademas,
se utilizaron controles positivos, negativos y un blanco el cual contenia los reactivos,
excepto DNA.

Una vez preparada la mezcla de la reaccion, los microtubos se colocaron en un
termociclador (AXYGEN), se establecieron las condiciones de los ciclos de extension
para cada uno de los genes, ademas de alineamiento y elongacion de la reaccion de
PCR como se aprecia en el Cuadro 6.
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Cuadro 5. Composicion de la mezcla de reactivos utilizados para cada reaccion de PCR.

GENES
Reactivo arpA, | Grup | Grupo hlyA / ST131 | fimH sat cdt
(Invitrogen | chuA, 0s sDoE cnfl 025:H4
) yjaA, | AoC
TspEA4.
Cc2
(MWL)
Agua ultra 6.00 8.7 8.7 7.62 10.05 8.82 9.45 8.25
pura

Buffer 15 15 15 15 15 15 15 15

MgCl2 0.45 0.45 0.45 1.2 0.9 1.2 0.6 0.6

dNTP’s 15 1.2 1.2 15 0.6 15 15 15

Iniciadores 4.35 24 2.4 24 1.2 1.2 1.2 24
Taq 0.6 0.15 0.15 0.18 0.15 0.18 0.15 0.15

DNA 0.6 0.6 0.6 0.6 0.6 0.6 0.6 0.6
TOTAL 15.00 | 15.00 | 15.00 15.00 15.00 | 15.00 | 15.00 | 15.00

Cuadro 6. Condiciones de temperatura (°C) y ciclos de desnaturalizacion, extension y

alineamiento de la PCR para la amplificacién de cada uno de los genes.

GENES
Fase Grupo Grupo Grupo hlyA/ | ST131 | fimH sat cdt
filo- AoC DoE cnfl | O25:H4
genético
T (°C) /t (min)
Desnaturali- 94 /4 94 /4 94 /4 94 /2 94 /4 94/2 | 94/2 | 94/5
zacion inicial
Extensién 94/0.5 94 /0.5 95/0.5 94/1 | 94/0.05 | 94/1 94/1 | 94/1
Alineamiento | 58/0.20 58 / 58/0.20 | 63/1 | 65/0.10 | 63/1 | 605/ | 55/1
0.20 1
Elongacion | 72/0.40 721 721040 | 72/1 7215 | 72/1 | 72/1 | 72/1
0.40
Extension 7215 7215 7215 7212 7215 7212 | 72/2 72/
final 10
% Agarosa 1.6 1.6 1.6 1.6 1.6 1.6 1.6 1.6
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Al finalizar la PCR, se tomaron 8 pL de los amplicones obtenidos, se mezclaron
con 2.5 pL de colorante azul de bromofenol glicerol y se distribuyeron en los pozos de
un gel de agarosa de 1.6 %. El gel se coloc6 en una cadmara de electroforesis
(BIO*RAD) con una solucion amortiguadora TBE 0.5X, aplicandole corriente de 100
voltios (V), en cada uno de los geles.

Ademas de los amplicones, se colocé un marcador de peso molecular de 1600
pb y un blanco que contenia los reactivos para la reacciéon de la PCR, con excepcion
del DNA.

El gel se tifid con colorante Red-Gel y al finalizar, se visualizé el producto
amplificado con un programa digitalizador de imagenes AXYGEN y se tomO una

fotografia.

7.7 RESISTENCIA A LOS ANTIMICROBIANOS

Mediante el método difusion de agar de Kirby-Bauer se establecieron patrones de
resistencia a los B-lactamicos utilizando el método reportado en la décima edicion del
manual Comité Nacional de Normas de Laboratorio Clinico (CLSI, 2018).

En este ensayo, se evalud la sensibilidad a los siguientes antimicrobianos:
cefoxitina (FOX) 30 upg (cefalosporinas 2 generacién), ceftriaxona (CRO) 30 ug,
ceftazidima (CAZ) 30 pg, cefotaxima (CTX) 30 ug (cefalosporinas 32 generacion),
cefepima (FEP) 30 pg (cefalosporinas 42 generacion), ofloxacina (OFX) 5 ug,
norfloxacina 10 ug (NOR), &cido nalidixico (NA) 30 pg, ciprofloxacina (CIP) 5 ug,
imipinem (IMP) 10 pg, aztreonam (ATM) 30 pg, trimetoprim/sulfametoxazol (SXT)
1.25/23.73 ug y tetraciclina (TE) 30 ug.

7.7.1 DIFUSION DE AGAR - METODO DE KIRBY BAUER
Se prepararon 7 placas con agar TSA y 88 placas de agar Mueller Hinton (M-H)
estandarizadas con 20 mL, se incubaron a 37°C durante 24h para prueba de
esterilidad. Ademés, 50 tubos con 1.8 mL con solucién salina estéril.

Al dia siguiente, de cada una de las cepas, con el asa se tomé un indculo y se

sembro6 en octavos en las placas de TSA, al final, se incubaron a 37°C durante 24h
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para obtener un cultivo fresco. En el ensayo se incluyeron dos cepas controles de E.
coli ATCC 25922 y E. coli ATCC 35218.

Del crecimiento bacteriano de cada una de las cepas en las placas de TSA, se
tomd un indculo para preparar una suspension bacteriana en tubos con 1.8 mL de
solucion salina fisioldgica estéril, se agité con vortex hasta homogenizarlo y se ajusté
al tubo 0.5 del Nefelémetro de McFarland (1.5X108 bacterias/mL).

Después de ajustar la suspension bacteriana, en un tiempo no mayor a 15 min,
se sumergié un hisopo de algoddén estéril y se escurrié el exceso de la suspension
girando el hisopo en las paredes del tubo, el hisopo impregnado con la suspension
bacteriana se utilizo para sembrar de forma masiva dos placas de agar M-H.

Una vez realizada la siembra masiva, a una de las placas se le colocé con
pinzas estériles 7 sensidiscos y a la otra placa 6 sensidiscos de cada antimicrobiano
(BBL Sensi Disc BD ™) a una distancia no menor a 24 mm entre ellos.

Finalmente, las placas de M-H con los sensidiscos se incubaron a 37 °C durante
24h, al término de la incubacion, con un vernier se tomaron medidas del diametro de
los halos de inhibicion del crecimiento bacteriano.

En el Cuadro 7, se presentan los diametros de inhibicion de cada uno de los
antimicrobianos recomendados por la CLSI para considerar el ensayo como resistente,

intermedio o sensible.
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Cuadro 7. Interpretacion del diametro de inhibicion de los antibioticos (CLSI, 2018).

Agente Cddigo | Concentracion Diametro recomendado (mm)
antimicrobiano del disco (ug)
R I S
Cefoxitina FOX 30 <14 15-17 =18
Ceftriaxona CRO 30 <19 20-22 =23
Ceftazidima CAZ 30 <17 18-20 =21
Cefotaxima CTX 30 <22 23-25 =26
Cefepima FEP 30 <18 19-24 225
Ofloxacina OFX 5 <12 13-15 =19
Norfloxacina NOR 10 <12 13-16 217
Acido Nalidixico NA 30 <13 14-18 219
Ciprofloxacina CIP 5 <15 16-20 =21
Imipenem IPM 10 <19 20-22 =23
Aztreonam ATM 30 <17 18-20 > 21
Trimetoprim/ STX 25 <10 11-15 216
Sulfametoxazol

Tetraciclina TE 30 <11 12-14 =15

R: resistente

I: intermedio

S: sensible

7.8 DETECCION DE GENES RELACIONADOS CON LA PRODUCCION DE B-
LACTAMASAS DE ESPECTRO EXTENDIDO (ESBL).
7.8.1 DETECCION FENOTIPICA DE ESBL
Se realiz6 un ensayo mediante el método difusion de agar de Kirby-Bauer que se
explica con anterioridad en el apartado 7.7.1, donde se establecieron patrones de
resistencia utilizando el método reportado en la décima edicion del manual Comité
Nacional de Normas de Laboratorio Clinico (CLSI, 2018).

En este ensayo, se evalu6 la sensibilidad a los siguientes antimicrobianos:
ceftriaxona (CRO) 30 pg (cefalosporinas 32 generacion), cefuroxima (CXM) 30 ug
(cefalosporinas 22 generacion), finalmente amoxicilina y &cido clavulanico (AMC) 20/10

ug.
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En el Cuadro 8, se presentan los didmetros de inhibicién de cada uno de los
antimicrobianos recomendados por la CLSI para considerar el ensayo como resistente,
intermedio o sensible para la deteccién de las ESBL.

Cuadro 8. Interpretacién del didmetro de inhibicion de los antibibticos para las p-lactamasas
de espectro extendido (ESBL) (CLSI, 2018).

Agente Caodigo Concentracion Diametro interpretativo (mm)
antimicrobiano del disco (ug)
R I
Ceftriaxona CRO 30 <19 20-22 =23
Cefuroxima CXM 30 <14 15-22 =23
Amoxicilina / AMC 30 <13 14-17 =18
acido clavulanico

R: resistente
I: intermedio
S: sensible

7.8.2 DETECCION DE INTEGRONES POR PCR

Para esto, inicialmente se necesitaron primers especificos de los integrones 1y 2 como
se muestran en el cuadro 9. La PCR se llevd a cabo en microtubos de 200 uL, se
prepard una suspension que contenia agua ultra pura, buffer, dNTP’s, iniciadores, Taqg-
polimerasa y DNA (Cuadro 10). Ademas, se utiliz6 un control positivo (ECORS3,
FMU91022) y negativo (FMU111974, Shigella flexneri 2a), un blanco el cual contenia
los reactivos, excepto DNA.

Una vez preparada la mezcla de la reaccion, los microtubos se colocaron en un
termociclador (AXYGEN), se establecieron las condiciones de los ciclos de extension,
alineamiento y elongacion de la reaccion de PCR como se aprecia en el Cuadro 11.

Al finalizar, se tomaron 8 uL de los amplicones obtenidos, se mezclaron con 2.5
ML de colorante azul de bromofenol glicerol, se distribuyeron en los pozos de un gel de
agarosa de 1.6 %, se colocd un marcador de peso molecular de 1600pb. El gel se
coloco en una camara de electroforesis (BIO*RAD) con una solucion amortiguadora

TBE 0.5X, aplicando corriente de 100 voltios (V), en cada uno de los geles.
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El gel se tifid con colorante Red-Gel y al finalizar, se visualizé el producto

amplificado con un programa digitalizador de imagenes AXYGEN y se tomO una

fotografia.
Cuadro 9. Secuencia de nucleétidos de los integrones 1y 2.
PCR Secuencia (5’ - 3’) Tamafo Referencia
(pb)
Integron 1 Intl-F GGTCAAGGATCTGGATTTCG 483 Mazel et al.
Int1-RACATGCGTGTAAATCATCGTC
(2000)
Mazel et al.
. IntI2-F CACGGATATGCGACAAAAAGGT
Integron 2 Intl2-R GTAGCAAACGAGTGACGAAATG 788 (2000)

pb: pares de bases
ref: referencia

Cuadro 10. Composicion de la mezcla de reactivos utilizados para las reacciones de PCR.

Reactivo (Invitrogen) Integron 1y 2
(uL)

Agua ultra pura 10.08
Buffer 15
MgCl; 0.9
dNTP’s 0.6
Iniciadores 1.2

Taq 0.12
DNA 0.6

TOTAL 15.00

Cuadro 11. Condiciones de temperatura (°C) y ciclos de desnaturalizacion, extension y
alineamiento de la PCR para la amplificacién de cada uno de los integrones.

INTEGRONES
Fase 1 2
T (°C) / t (min)
Desnaturalizacidn inicial 94 /5 94 /5
Extension 94/0.30 94/0.30
Alineamiento 62/0.30 62/0.30
Elongacion 72/1 72/1
Extension final 7218 7218
% Agarosa 1.6 1.6
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VIII. RESULTADOS

Se analizaron un total de 37 cepas, de las cuales 20 fueron de origen fecal de nifios
menores de cinco afos del estado de Morelos y 17 de infecciones del tracto urinario
de pacientes del Hospital Infantil de México de la Ciudad de México, en el Cuadro 12,

se observa el porcentaje total de cepas y su fuente de aislamiento.

Cuadro 12. Origen de las cepas de E. coli del estudio.

Origen N (%)
Fecal 20 (54.05)
UTls 17 (45.94 %)

N: nimero.

8.1 IDENTIDAD FENOTIPICA
Después de transportar las muestras al laboratorio, se realiz6 una prueba de viabilidad

en el medio selectivo Agar MacConkey (Figura 10).

Figura 10. Placas de Petri con medio selectivo Agar - MacConkey.
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Como resultado de esta prueba, se obtuvieron dos tipos de colonias de E. coli
blanquecinas y rojo grosella, como se aprecia en la Figura 11. Las colonias
blanquecinas indican que no hay consumo de lactosa o que la utilizan lentamente, por
lo tanto, el indicador rojo neutro no se activo; por el contrario, las colonias rojizas
indican el consumo de la lactosa del agar MacConkey, por lo tanto, se asume la pureza
de las cepas de origen fecal y de vias urinarias y el 100% corresponden a E. coli.

Figura 11. Cepas de E. coli cultivadas en medio selectivo — Agar MacConkey.

8.2 IDENTIFICACION BIOQUIMICA
Con base a los resultados obtenidos de las pruebas bioquimicas, se confirmé que las
cepas de estudio eran E. coli.

El perfil bioguimico evaluado consistié en fermentacion de glucosa, lactosa,
produccion de Indol, rojo de metilo, Voges-Proskauer, urea, malonato, fenilalanina,
movilidad, &cido sulfhidrico, gluconato y citrato de Simmons, los resultados se

observan en el Cuadro 13.
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Cuadro 13. Resultados de pruebas bioquimicas de las cepas de E. coli.

PRUEBA

Fermentacién de glucosa
Fermentacién de lactosa
Indol
Rojo de metilo
Voges-Proskauer
Desaminacién fenilalanina
Malonato
Ureasa
Acido sulfhidrico
Gluconato

Citrato de Simmons

RESULTADO
+
+

+

8.3 SEROTIPIFICACION

La tipificacion serolégica de las cepas de E. coli de origen fecal permitio la identificacion

de dos serogrupos; 016, 025, asi mismo, una no tipificable (O?) y dos rugosas (OR),

como puede apreciarse en el Cuadro 14.

Cuadro 14. Frecuencia de serogrupos en 20 cepas de E. coli aisladas de muestras fecales.

Serotipificacion de cepas de origen SEROGRUPOS Numero de cepas
fecal (%)
Tipificables 016 8 (40)
025 9 (45)
Rugosos OR 2 (10)
No tipificables (o) 1(5)
Total 20 (100)

Para las cepas de E. coli aisladas de infecciones de vias urinarias se

identificaron dos serogrupos: 016, 025, una no tipificable (O?) y cinco rugosas (OR),

como puede apreciarse en el cuadro 15.
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Cuadro 15. Frecuencia de serogrupos en 17 cepas de E. coli aisladas de muestras urinarias.

Serotipificacion de cepas de UTls SEROGRUPOS Numero de cepas
(%)
Tipificables 016 6 (35.3)
025 5 (29.4)
No tipificables 0? 1(5.9)
Rugosos OR 5 (29.4)
Total 17 (100)

Finalmente, una vez obtenidos los serotipos de las cepas se realiz6 una gréafica
de frecuencias (Figura 12).
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Figura 12. Frecuencia de serotipos de cepas de E. coli aisladas de muestras urinarias e
intestinales.

8.4 FACTORES DE VIRULENCIA
Los genes de virulencia encontrados para las cepas aisladas de origen fecal fueron:
20 (100%) cepas positivas para el gen 025 ST131, para el gen fimH fueron 16 (80%),

para el gen sat 11 (55%) cepas, por lo contrario, los genes hlyA/cnfl, cdt no se

detectaron en las cepas del estudio.
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Con el propoésito de conocer si hubo diferencias significativas entre los genes
presentes en ambos tipos de cepas se realiz6 un andlisis de X? de proporciones. El
andalisis, no mostro diferencias significativas (p>0.05) entre los genes 025 ST131, fimH
y en el gen sat (Cuadro 16).

Cuadro 16. Andlisis de X? de proporciones de las cepas de E. coli.

ORIGEN DE LAS GENES
CEPAS
025-ST131 fimH sat
N (%)
UTIs 17 (100) 17 (100) 14 (82)
Fecales 20 (100) 16 (80) 11 (55)
p* >0.05 >0.05 >0.05

*p: X? de proporciones

Ademas, se realiz6 un el andlisis de X? de proporciones para calcular el puntaje
de virulencia por cada cepa, con el fin de conocer si hay diferencias significativas, en
el cual, no se encontraron diferencias significativas entre los dos tipos de muestras en

cuanto a contenido de genes de virulencia.

Cuadro 17. Andlisis de X? de proporciones de puntaje de virulencia de las cepas de E. coli.

N CEPAS CON 2 O MAS GENES DE %
VIRULENCIA
20 11 55
17 14 82.4
p=0.0079

*p: X2 de proporciones

De forma general, en ambos grupos de cepas los genes que tuvieron mayor
frecuencia fueron 025 ST131 con 37 (100%) cepas positivas (Figura 13), fimH con 33
(89.2%) cepas positivas (Figura 14), el gen sat lo presentaron 25 (67.6%) cepas
positivas (Figura 15), en los genes hlyA-cnfl y cdt se observéd ausencia total con 0
(0%) cepas (Figuras 16 y 17).
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Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa al 1.0% de los amplicones del gen 025-ST131
(347pb). Carriles: 1-6 (MF), 7 (MTU), 8 C1 (115122), 9-13 (MU), 14-15 (MF), 16 (MPM), 17-23
(MF), 24 C2 (115148), 25 (MF), 26-29 (MU), 30 blanco.

MF: muestras fecales

MU: muestras urinarias

MPM: marcador de peso molecular

C1: control 1
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Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa al 1.0% de los amplicones del gen fimH (508pb).
Carriles: 1-6 (MF), 7-9 (MU), 10 C1 (120671), 11-13 (MU), 14-19 (MF), 20 (MPM), 21-24 (MF),
25-29 (MU), 30 blanco.

MF: muestras fecales

MU: muestras urinarias

MPM: marcador de peso molecular

C1: control 1.
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Figura 15. Electroforesis en gel de agarosa al 1.0% de los amplicones del gen sat (412pb).
Carriles: 1-6 (MF), 7-9 (MU), 10 C1 (116979), 11-13 (MU), 14-19 (MF), 20 (MPM), 21-24 (MF),
25-29 (MU), 30 blanco.

MF: muestras fecales

MU: muestras urinarias
MPM: marcador de peso molecular
C1: control 1.
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Figura 16. Electroforesis en gel de agarosa al 1.0% de los amplicones de los genes hlyA
(1177pb) y cnfl (498pb). Carriles: 1-6 (MF), 7-9 (MU), 10 C1 (E 57), 11-13 (MU), 14-19 (MF),
20 (MPM), 21-24 (MF), 25-29 (MU), 30 blanco.

MF: muestras fecales

MU: muestras urinarias

MPM: marcador de peso molecular

C1: control 1.
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6 C1 8 9 10 11 1243, MpM 15, 16 17 18 C2 B

Figura 17. Electroforesis en gel de agarosa al 1.0% de los amplicones del gen cdt (466pb).
Carriles: 1-6 (MF), 7 C1 (E6448/62), 8-13 (MU), 14 (MPM), 15-18 (MF), 19 C2 (DH5 (K12), 20
blanco.

MF: muestras fecales

MU: muestras urinarias

MPM: marcador de peso molecular

C1: control 1.

8.5 GRUPOS FILOGENETICOS
Para establecer los grupos filogenéticos de las cepas de E. coli se utilizo el esquema
de Clermont et al. (2013), de acuerdo con la ausencia o presencia de los genes arpA,

chuA, yjaA y al fragmento TspE4.C2, mediante una PCR cuadruplex (Figura 18).
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Figura 18. Electroforesis en gel de agarosa al 1.0% de los amplicones al 1.8% de los
amplicones de arpA (400pb), chuA (288pb), yjaA (211pb) y TspE (152 pb). Carriles: 1-4 (MF),
5 C1 (K12) para arpA y yjaA, 6-7 (MF), 8-9 (MU), 10 (MM), 11-14 (MU), 15 C2 (116979) para
chuA, yjaA, TspE, 16-19 (MF), 20 blanco.

MF: muestras fecales

MU: muestras urinarias

MPM: marcador de peso molecular

C1: control 1

C2: control 2.

La distribucion de los grupos filogenéticos fue agrupada de la siguiente forma:
de las cepas aisladas de muestras fecales 9 (45%) cepas se ubicaron en el grupo A,
6 (30%) cepas en B2, 2 (10%) cepas en Bl y finalmente en el grupo D y categoria ND,
una (5%) cepa para cada uno.

Para el caso de las cepas aisladas de infecciones de vias urinarias, 13 (76.5%)
cepas se ubicaron en el grupo B2, 2 (11.8) cepas en el grupo A, 1 (5.9%) cepa en el

grupo D y 1 (5.9%) cepa en no determinado.
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En el cuadro 17, se aprecian los grupos filogenéticos obtenidos con mayor

frecuencia, es el caso del grupo B2 que presenta una alta representacién con un total

de 19 cepas que representando el 51.4% siendo aproximadamente mas de la mitad

de las cepas estudiadas, seguido del grupo A con 11 cepas que representa el 29.8%

y finalmente con una menoria los grupos Bl, D y la categoria ND con 2 cepas

representando 5.4% cepas cada uno. Ademas, se realizé un andlisis de X? de

proporciones para conocer si hubo diferencias significativas entre los filogrupos

presentes en ambos tipos de cepas.

El

analisis estadistico mostro diferencias significativas entre grupos

filogenéticos A y B2. Por lo que respecta a las cepas de infecciones de vias urinarias

el filogrupo B2 fue el mas frecuente y en segundo lugar el grupo A.

Cuadro 18. Frecuencia de los grupos filogenéticos con base a las cepas aisladas de

muestras urinarias e intestinales. Y andlisis estadistico X2 de proporciones.

GRUPOS FILOGENETICOS

ND: No determinado

ORIGEN DE LAS A B1 B2 D ND TOTAL
CEPAS
N (%)
FECALES 9 (45.0) 2 (10) 6 (30.0) 1(5.0) 2 10) 20
TRACTO 2 (11.8) 13 (76.5) 1(5.9) 1(5.9) 17
URINARIO
TOTAL 11 (29.7) 2(5.4) | 19(51.4) | 2(5.4) | 3(8.10) 37
*n 0.03 >0.05 0.005 >0.05 >0.05
N: Namero
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8.6 RESISTENCIA A LOS ANTIMICROBIANOS

Respecto al analisis de sensibilidad a los antimicrobianos, se determindé que 30
(81.1%) de las 37 cepas de presentaron resistencia a uno 0 mas antimicrobianos
(Figura 19).

Figura 19. Halos de inhibicién y de resistencia a los antimicrobianos. Del lado derecho se

muestran halos de crecimiento bacteriano de la cepa (103297) sensible a seis antibiéticos,
lado izquierdo se observan 2 halos de inhibicién y cuatro de resistencia a NOR, CIP, SXT y
OFX de la cepa (LHH(U) 2-7).

De estas 30 cepas, 24 (80%) presentaron resistencia a tetraciclina, 17 (56.7%)
a acido nalidixico, 12 (40%) a trimetoprim/sulfametoxazol, 11 (36.7%) a norfloxacina,
ciprofloxacina y ofloxacina, 9 (30%) ceftriaxona, 8 (26.7%) a cefotaxima, 3 (10%) para
ceftazidima, 2 (6.7%) cefoxitina, aztreonam y cefepima, finalmente para imipenem
(IPM) todas las cepas fueron sensibles (Cuadro 18). Por otra parte, las dos cepas

control de E. coli, no presentaron resistencia a algun antimicrobiano.
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Cuadro 19. Patron de resistencia a los antimicrobianos de las cepas de E. coli.

ORIGEN Serotipo
(O:H)

O?:H4
OR:H4
016:H7
016:H1

4

016:H4
8

omr>0mT

016:H3
9

025:H4

025:H4

2

OR:H4

O?:H4

016:H?

016:H5

nr—aurzZz—xC

025:H4

TOTAL
N (%)

O:H:serotipos

No.
de
cepa

37

AT
M

IP
M

0

FOX

2 (5.4)

B-lactamico
CRO CTX

3 2

1 1

1 1

1 1

3 3
9 (24.3) 8(21.6)

CAZ

3(8.10)

Fluoroquinolonas

FEP NA CIP NOR OFX
4 2 2 2

1 5 4 4 4

3 1 1 1

1 5 4 4 4

2(54) 17(45.9) 11(29.7) 11(29.7) 11 (29.7)

Tetraci
clina

TE

24 (64.8)

Trimetoprim /
sulfametoxazol

STX

12 (32.4)

Integrones

1 2

2 1

1

2

2 2

7 3(8.1)
(18.9)
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Respecto a las cepas aisladas de muestras fecales, se obtuvo que de las 20
(100%) cepas analizadas de E. coli, al menos 17 (85%) presentaron resistencia a alguin
antimicrobiano.

De estas 17 cepas, 15 (88.2%) presentaron resistencia a tetraciclina (TE), 5
(29.4%) a trimetoprim/sulfametoxazol (SXT), 4 (23.6%) a acido nalidixico (NA), 3
(17.7%) para ceftriaxona (CRO), 2 (11.8%) para norfloxacina (NOR), ciprofloxacina
(CIP), ofloxacina (OFX), ceftazidima (CAZ), cefotaxima (CTX) y para cefoxitina (FOX),
y finalmente, aztreonam (ATM), cefepima (FEP) e imipenem (IPM). Adicionalmente, se
determind el porcentaje de cepas Multi drogo resistentes (MDR) y extremadamente

resistentes (XDR), en este caso, fueron 7 cepas MDR, siendo el 18.91%.

8.7 B-LACTAMASAS DE ESPECTRO EXTENDIDO (ESBL).

De acuerdo con el ensayo realizado, de las 37 (100%) cepas se obtuvo presencia de
al menos 13 (35.2%) cepas positivas con presencia de ESBL + (Figura 20). Mas un
control positivo (122421).

De estas 13 cepas, 6 (46.2%) presentaron resistencia a amoxicilina/acido
clavulanico (AMC), 3 (36.1%) cepas presentaron resistencia a cefuroxima (CXM) y 0
para ceftriaxona (CRO).

De las 20 muestras aisladas de origen fecal, se encontraron 5 (25%) cepas
positivas, mientras que, de las 17 muestras aisladas de infecciones de vias urinarias,
solamente se obtuvieron 2 (11.8%) de cepas positivas. Por lo que, de forma general,
en ambos grupos obtuvieron un total de 7 muestras positivas para el integron 1 siendo
el 18.9 % (Figura 21).
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LXM AMC

Figura 20. Halos de inhibicion de B—lactamasas de espectro extendido positivas de las cepas
de E. coli.
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Figura 21. Electroforesis en gel de agarosa al 1.0% de los amplicones del integron 1 (483pb).
Carriles: 1-7 (MF), 8 C1, 9-14 (MF), 15 (MPM), 16-21 (MF), 22 (MU), 23 C1, 24-29 (MU), 30
blanco.

MF: muestras fecales

MU: muestras urinarias

MPM: marcador de peso molecular

C1: control 1
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Respecto al integrén 2, de las 20 muestras aisladas de origen fecal, se encontrd
una 1 (5%) cepa positiva, mientras que, de las 17 muestras aisladas de infecciones de
vias urinarias, se obtuvieron 2 (11.8%) cepas positivas. Por lo que, en ambos grupos
obtuvieron un total de 3 muestras positivas para el integrén 2, siendo un 8.1 % (Figura
22).

1 2 3 45 C 7 8 9 10 11MPM13 14 15 16 17 18 C
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Figura 22. Electroforesis en gel de agarosa al 1.0% de los amplicones del integron 2 (788pb).
Carriles: 1-5 (MU), 6 C1, 7-11 (MU), 12 (MPM), 13-18 (MU), 19 C1.

MF: muestras fecales

MU: muestras urinarias

MPM: marcador de peso molecular

C1: control 1
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IX. DISCUSION

IDENTIFICACION FENOTIPICA Y BIOQUIMICA

Se han realizado distintos estudios con el fin de conocer la incidencia de infecciones
de vias urinarias y de diarrea, ademas de que el tamafio de la poblacion continda
incrementando, esto va siendo un problema cada vez mas importante para la salud
publica de México y varias regiones del mundo. Como bien se ha mencionado
anteriormente, E. coli es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo de la familia
Enterobacteriaceae, tribu Escherichia (Rodriguez-Angeles, 2002), generalmente es
ubicua, se encuentra en la microbiota intestinal de humanos y también de los animales
(Chaudhuri y Henderson, 2012), ademas, se puede encontrar en el medio ambiente,
el suelo, arena, sedimentos de esteros y de agua dulce y ambientes templados,
tropicales y subtropicales (Jang et al., 2017). Es por ello que las ITUs adquiridas en la
comunidad, el agente causal mas frecuente es E. coli, en especial en las infecciones
urinarias no complicadas que van del 80-90% y cuando son adquiridas en el hospital,
se aisla en el 50% de los casos (Gonzéalez-Monte, 2012).

Para llevar a cabo la identificacion fenotipica de las cepas, se utiliz6 un medio
moderadamente selectivo denominado Agar MacConkey (Figura 10), en el cual, el
100% de las cepas de E. coli desarrollaron crecimiento de colonias (Figura 11). Becton-
Dickinson (2014) menciona que este agar, es un medio de cultivo que sirve para la
diferenciacion selectiva y aislamiento de bacterias pertenecientes a la familia
Enterobacteriaceae, por lo que puede utilizarse para el aislamiento de E. coli,
Enterobacter, Klebsiella, Salmonella, Shigella y Pseudomonas a partir de muestras
clinicas.

De acuerdo con lo mencionado anteriormente, en el Cuadro 13, se observa el
perfil bioquimico obtenido de nuestras cepas, el cual fue similar al reportado por
Framer (1995) para la identificacion bioquimica de E. coli, dicho perfil se basa en:
fermentacion de glucosa positiva, donde las bacterias anaerobias facultativas a
menudo fermentan otros carbohidratos con formacion de acidos organicos y gas (H2
o CO2).

Las enterobacterias en un agar Kliger (glucosa y lactosa), utilizan primero la

glucosa, acidificandose la columnay virando el indicador al amarillo, cuando se agota
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dicho carbohidrato, comienzan a usar la lactosa. En un tiempo de incubacién de 18-
24h, la lactosa se ha consumido y la acidez se observa en todo el medio (Facultad de
Ciencias Naturales y Ciencias de la Salud, [FCN], 2017). Una vez agotada la glucosa
y lactosa, el microorganismo comienza a utilizar las peptonas aerébicamente
alcalinizando el pico de flauta (vira a rojo) por liberacién de NH3 (Fernandez-Olmos et
al., 2010).

La produccion de Indol 98%, es detectado por a la liberacion del producto en el
cultivo bacteriano. Dicha produccién se debe a la degradacién del aminoéacido
triptéfano mediante el enzima triptofanasa (Fernandez-Olmos et al., 2010), el triptéfano
puede ser oxidado por ciertas bacterias para formar tres metabolitos principales: indol,
escatol e indolacético (Bailon-Lira et al., 2003).

La prueba de rojo de metilo 99%, la cual sirve para comprobar la capacidad de
un microorganismo de producir acidos de la fermentacion de la glucosa por la via de
la fermentacién acido-mixta. Se utiliza como parte de la identificacidon a nivel de
especie de los bacilos entéricos Gramnegativos (Fernandez-Olmos et al.,, 2010).
Mientras que Voges-Proskauer, desaminacion fenilalanina, malonato, ureasa, &cido
sulfhidrico, gluconato y citrato de Simmons fueron pruebas negativas. Finalmente, se
saben que las pruebas bioquimicas son una serie de analisis para determinar la
actividad metabolica de una cepa pura de microorganismos y que, ademas, algunas
pruebas bioquimicas permiten identificar con un alto grado de precision a las cepas
(Fernandez-Olmos et al., 2010).

SEROTIPIFICACION

La serotipificacion es un método fenotipico (De Carlos-Rodriguez et al., 2002), que
sirve para conocer las caracteristicas antigénicas de los microorganismos y cémo se
distribuyen en una zona geografica determinada, permite detectar brotes y distinguirlos
de los casos esporadicos, identificar fuentes de infeccion y averiguar si existe
asociacion entre los diferentes serotipos y la resistencia a los antimicrobianos (Vugia
et al., 2004).
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Las cepas de UPEC pertenecen a un limitado nimero de serogrupos entre ellos
01, 02, 04, 06, O7, 08, 016, 018, 025, 062 y O75 y las cepas de E. coli que
producen UTI se relacionan principalmente con los serotipos: O1:H4, O1:H6, O1:H7,
O1:H-, O2:H1, O2:H4, 04:H5, O6:H1, O7:H4, O7:H6, O7:H-, 08, 016, H7, H4, H14
H25, H39, H42 O18ac:H7, O18ac:H-, 022:H1, O25:H1, O75:H5y O75:H7 (Wiles et al.,
2008; Sainz et al., 2008).

El serotipo mas frecuente fue el 025:H4, el cual ya ha sido reportado en México,
indicando que este serotipo ha logrado esparcirse en el pais (Molina et al., 2011), y se
ha relacionado por la produccidon de betalactamasas de espectro extendido y
resistencia a fluorogquinolonas en una comunidad (Basu et al., 2013).

En estudios previos por Molina-Lopez et al. (2011) analizaron cepas de E. coli
uropatogena de pacientes de la Ciudad de México, se determinaron serotipos, siendo
025:H4 el mas frecuente entre sus cepas. Mas adelante, Issazadeh et al. (2015)
reportaron en el norte de Iran, que los serogrupos mas frecuentes de sus cepas de E.
coli uropatégena fueron el 025y el O2.

Cabe mencionar, que, en 2015, se publicé el primer reporte de 016-ST131 en
China y se aislé de muestras fecales de individuos sanos (Zhong et al., 2015) y en la
actualidad se ha identificado a nivel mundial. Por lo que esto enfatiza la importancia
de estudiar mas la clona de E. coli O16.

Li et al., (2017) encontraron que la tipificacion serolégica de cepas aisladas de
un hospital chino, mostré que la clona O25b (66.3%) fue la méas frecuente entre los
aislamientos ST131, seguido del 016 (33.7%). Ademas, en estudios posteriores
reportados por Zhong et al. (2019) encontraron que la clona O16-ST131 represento
una alta proporcion (34.1%) de los aislamientos ST131, mientras que ese mismo tipo
de clona en Australia representd el 1%, en Espafia el 4.3%, en Francia el 8% y en
Japon el 12% (Platell et al., 2011; Blanc et al., 2014; Nicolas-Chanoine, et al., 2014).

La distribucion de serogrupos que observamos en el estudio actual (Cuadros 14
y 15), es muy similar a los previamente reportados de aislamientos consecutivos de E.
coli de varias muestras clinicas. Cabe mencionar, que, Fiallos-Lépez et al., (2018)
realizaron un trabajo que incluia la caracterizacion seroldgica de cepas de E. coli de

origen humano, donde mencionan otros serotipos, como O16:H48 y O?:H4 los cuales
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se ubicaron en el filogrupo A, mientras que O25:H4, se ubicé en el filogrupo B. Dichos
datos también que concuerdan con nuestros resultados.

En contraste a lo anterior, no se ha reportado algun estudio sobre los serotipos
OR:H4, 016:H?, 016:H7, 016:H39, siendo que podrian ser serotipos nuevos (Figura
12), por lo que esto refuerza la importancia de caracterizar cepas de E. coli asociada
con UTls e inclusive de origen fecal tanto de humanos como de animales porque

pudieran ser los reservorios naturales de la bacteria.

FACTORES DE VIRULENCIA

Los resultados obtenidos en este estudio revelan la presencia de genes de codifican
la produccion de toxinas presentes cepas de E. coli, situacion que podria presentar
serios riesgos para la salud publica en México. Las cepas de E. coli patdgenas son
detectables empleando técnicas de biologia molecular mediante la amplificacion de
genes que codifican factores de virulencia especificos (Torres et al., 2010). Se han
documentado los mecanismos por medio de los cuales los factores de virulencia
promueven el desarrollo de ITUs, y el nimero de genes puede ser proporcional al
potencial patégeno (Bien et al., 2012).

En el Cuadro 16 de nuestro estudio, los genes 025-ST131, fimH y sat (100%,
89.2%, 67.6% respectivamente) fueron los mas frecuentes tanto para las cepas
aisladas muestras urinarias y de muestras fecales, y, se aplicé un analisis estadistico
de proporciones en el cual, no se encontrd alguna diferencia significativa. Weissman
et al. (2012) menciona que el gen de virulencia fimH, esta uniformemente presente en
todas las cepas ST131, pero Peirano et al. (2014) mencionan que no en todos los
aislamientos, pero si en la mayor parte de las cepas de E. coli O25:H4 ST131. En el
Cuadro 17, se calculé el puntaje de virulencia de cada cepa y con el andlisis estadistico
de proporciones se determiné que no hay diferencia significativa en cuanto a contenido
de genes de virulencia.

En estudios previos, Li et al., (2017) analizaron varios factores de virulencia,
donde los mas frecuentes fueron fim-H1, fyuA (yersiniabactina), iutA (gen de absorcién
de hierro), malX (marcador de isla asociado a la patogenicidad), kpsMT Il (capsula del

grupo 1) y traT (lipoproteina de membrana externa). Por lo que, la alta frecuencia del
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gen de fimH indica su importancia en la etapa inicial de la infeccion, por el hecho de
gue fimH reconoce a los receptores sobre la superficie de las células de la vejiga,
facilitando la colonizacion bacteriana (Garcia et al., 2011). Por consiguiente, la toxina
Sat es una serina-proteasa que exhibe actividad citopatica sobre células HEp-2 y Vero;
a nivel renal esta toxina se caracteriza por provocar vacuolizacién y dafio glomerular
(Bien et al., 2012). Algunos estudios reportan a la a-hemolisina como la toxina mas
prevalente (Oliveira et al., 2011), en contraste, en nuestros resultados los genes de las
toxinas, a-hemolisina, factor necrotizante citotoxico y citoletal distensora (hlyA, cnfl y
cdt) tuvieron escasa presencia en las cepas analizadas.

Es probable que la coexistencia de factores determinantes de virulencia y de
mecanismos de resistencia en cepas de E. coli sea el resultado de un proceso de
evolucion gradual concertada; ademas, la asociacion de estas caracteristicas depende
del nicho ecoldgico, la presion selectiva del ambiente, las caracteristicas bacterianas
en diferentes regiones geograficas y de la reaccion del sistema inmunitario del
huésped sensible (Beceiro et al., 2013; Yun et al., 2014).

Ademas, cepas comensales y patdgenas de diferentes regiones, indican que
las condiciones geogréficas y climaticas, la dieta, el uso de antibiéticos y los factores
genéticos pueden influir en la flora comensal para adquirir genes de virulencia y

volverse potencialmente patdgenas (Duriez et al., 2001).

GRUPOS FILOGENETICOS

Se ha reportado que las cepas de E. coli causantes de ITUs pertenecen en su gran
mayoria a los grupos filogenéticos B2 y D, ademas, una de sus caracteristicas es que
poseen mayor cantidad de determinantes de virulencia en comparacion con las cepas
consideradas comensales pertenecientes a los grupos filogenéticos A y B1 (Johnson
y Stell, 2000).

En el cuadro 18, la mayoria de las cepas pertenecieron al grupo filogenético B2
con 19 (51.4%), que, de forma prominente, fueron aisladas de infecciones de vias
urinarias y de muestras fecales y presentaron mayor cantidad de factores de virulencia.
En contraste, para el grupo A se encontraron un total de 11 (29.7%) cepas, donde 9

(45%) pertenecian a las cepas de muestras fecales y 2 (11.8%) de muestras urinarias
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y dichas cepas presentaron menor cantidad de genes de virulencia. Mientras que el
grupo Bl y el D tuvieron un total de 2 (5.4%) cepas, teniendo en cuenta que solamente
tuvieron una cepa por cada grupo (10%), estos fueron los menos frecuentes tanto en
las cepas aisladas muestras urinarias y muestras fecales, ademas no se encontraron
diferencias significativas. Finalmente, los grupos A y B2, tuvieron diferencias
significativas en el analisis estadistico, por lo que en un estudio previo realizado en
dos regiones de México por Miranda-Estrada et al., (2017), encontraron del total de
cepas analizadas, que el grupo filogenético predominante fue el B2 (42%), seguido del
grupo A (26,1%). Los grupos A y B1l fueron méas prevalentes (35 y 21%,
respectivamente) en la localidad al suroeste, en contraste con los grupos filogenéticos
B2y F (60% y 12%, respectivamente), que fueron mas frecuentes en la localidad en el
centro del pais, observandose diferencias estadisticamente significativas en estos
grupos filogenéticos. El grupo filogenético E no fue detectado.

Por consiguiente, en el estudio de Lopez-Banda et al., (2014) en México, se
determinaron 4 grupos filogenéticos donde se encontr0 que la mayoria de los
aislamientos asociados con ITUs pertenecian al grupo filogenético B2 (55.6%),
seguido del grupo A (30.6%). Ademas, en el trabajo elaborado por Bashir et al., (2012)
reportaron resultados similares en la region de Faisalabad, en Pakistan, donde el 50%
de los aislamientos de UPEC pertenecieron al grupo B2, seguido de los grupos Ay B1
(19%).

Por lo tanto, nuestros resultados confirman que cepas consideradas
comensales (grupos A y B1) pueden ocasionar ITUs y estas cepas pueden adquirir
genes de virulencia en el tracto gastrointestinal por transferencia horizontal de genes
gue les permita colonizar el tracto urinario (Moreno et al., 2006 y Lépez-Banda et al.,
2014).

RESISTENCIA A LOS ANTIMICROBIANOS

El tratamiento antimicrobiano para las ITUs generalmente es empirico, los
antimicrobianos comunmente utilizados son las fluoroquinolonas,
trimetoprim/sulfametoxazol, cefalosporinas y penicilinas con o sin inhibidores de

betalactamasas (LOpez-Banda et al., 2014).
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La resistencia a diversos antimicrobianos puede considerarse como otro factor
de virulencia de estas cepas, entre otros aspectos porque son factor importante en las
fallas en el tratamiento (Arenas-Hernandez, 2013).

En el Cuadro 19 de nuestros resultados, se observa que la mayoria de los
aislamientos de O16 fueron susceptibles a la Ciprofloxacina, Norfloxacina y Ofloxacina,
en contraste, las cepas de 0O25:H4 fueron resistentes a dichos antimicrobianos. De
acuerdo con Johnson et al., (2014), reportan que la mayoria de los aislamientos de
016 eran susceptibles a la ciprofloxacina. En contraste, el 96.3% de las cepas O25b
eran resistentes, lo que sugiere que los aislamientos de 016-ST131 han surgido
recientemente entre los aislamientos de ST131 susceptibles a las fluoroquinolonas.
Esto va que con el uso a largo plazo y la exposicion a quinolonas, estas cepas
susceptibles a las fluoroquinolonas pueden estar en condiciones de adquirir resistencia
a los antimicrobianos como las fluoroquinolonas.

En un estudio realizado por Prado et al., (1995), reporto en cepas de E. coli que
el 21% era resistente a ampicilina, 20% de resistencia a cotrimoxazol, 4% de
resistencia a cloranfenicol y 3% de resistencia a tetraciclina. En otro estudio realizado
por Reyes et al. (2004) reportaron que el nivel de resistencia de TE habia mantenido
en un 3.5% hasta ese momento. Oliveira et al., (2011) tuvieron un resultado mayor de
acuerdo a los reportes en México y otros paises, con frecuencias del 55% al 74% para
ampicilina, del 61.3% al 74% para tetraciclina, del 44% al 60.1% para
trimetoprim/sulfametoxazol y 21% para &cido nalidixico. En contraste, en las figuras 27
y 28, de forma general, TE present6 la mayor resistencia con 24 (80%) cepas, 17
(56.7%) para NA, 12 (40%) para SXT, 11 (36.7%) para NOR, CIP y OFX, 9 (30%) para
CRO, 8 (26.7%) CXT, 3 (10%) CAZ, 2 (6.7%) FOX, ATMy FEP. Por lo sugiere que TE
actualmente no es un antimicrobianos que se pueda recomendar en el tratamiento de
infecciones por E. coli y se ha convertido en un problema mundial emergente.

De las propiedades antimicrobianas que presenta el tracto urinario de manera
normal, ante la infeccién por UPEC, el hospedero presenta una respuesta del sistema
inmune innato y del sistema inmune adaptativo. Una de estas respuestas es la de tipo
inflamatoria que tiene como proposito la eliminacion del patégeno. Aunque el tracto

urinario humano presenta varios mecanismos antimicrobianos, UPEC presenta
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diversos mecanismos que le permiten persistir en el tracto urinario del hospedero,
fendmeno que esta relacionado con la recurrencia y cronicidad del padecimiento.
Finalmente, UPEC posee el potencial de convertirse en un patdgeno
epidemiolégicamente importante por el incremento en el aislamiento de cepas

multirresistentes a los antimicrobianos (Arenas-Hernandez et al., 2012).

B-LACTAMASAS DE ESPECTRO EXTENDIDO (ESBL).

Tradicionalmente, los antibidticos B-lactamicos se han utilizado para el tratamiento de
las infecciones producidas por E. coli. Sin embargo, en los ultimos afios su efectividad
se ha visto disminuida por el incremento en la prevalencia de cepas productoras de (3-
lactamasas de espectro extendido (Cantén et al., 2012). El grupo O25b-ST131 se ha
asociado con la produccion de B-lactamasas de espectro extendido (principalmente
del tipo CTX-M-15) y resistencia a fluoroquinolonas en la comunidad (Clermont et al.,
2009). Ante la emergencia de cepas multirresistentes y productoras de 3-lactamasas
se ha reportado en diversos estudios, como el caso de Lina (2014) en Bangladesh,
reportaron que cepas aisladas de UTIs y de heridas, presentaron una alta prevalencia
(43.2%) de E. coli productora de ESBL.

En el presente estudio el 13 (35.13%) cepas fueron positivas para la produccion
de ESBL, el serotipo 025:H4-ST131 se identific6 como el serotipo mas frecuente,
dicho serotipo se ha caracterizado por ser productor de ESBL, que se ha diseminado
en varios paises de Europa y Asia (Nicholas-Chanoine et al., 2008).

Otra de las propiedades de la cepa de E. coli O25:H4 es que asocia
principalmente con la produccion de B-lactamasa CTX-M15. En las cepas del presente
estudio productoras de pB-lactamasas, se tuvo correlacibn con la resistencia a
cefotaxima, por lo que pudiera tratarse de cepas CTX-M15, lo cual tendria que
confirmarse la presencia de dicha enzima. A la vez que la produccién de la B-lactamasa
CTX-M15 se ha reportado asociada con la resistencia a la ceftazidima (Lina et al.,
2014), aunque en las cepas analizadas del presente estudio la resistencia a
ceftazidima tuvo una frecuencia muy baja, solo una cepa OR:H4 de UTIs y dos O25:H4
de origen fecal fueron resistentes. Por lo que se hace necesario, confirmar por

metodologias moleculares si las cepas OR:H4 pertenecen al serogrupo 025, por el
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hecho de que cepas no tipificables (O?) e inclusive cepas con un antigeno somatico
rugoso (OR) multirresistentes a los antimicrobianos, con una PCR e iniciadores
especificos se puede establecer si dichas cepas presentan los genes del antigeno
025, tal como fue reportado por Hernandez-Chifas et al., (2019)

Los resultados de este estudio muestran la presencia de E. coli (virulenta y
comensal) aisladas de UTIS y de muestras fecales pertenecen a la clona de E. coli
025:H4 ST131. Las cepas fecales representan un importante reservorio de genes de
resistencia, a los antimicrobianos, a la vez que los resultados obtenidos apoyan que
las UTlIs tienen su origen en cepas de origen intestinal y en México cepas de la clona
025:H4 ST131 tienen presencia en comunidad desde mucho antes de que se

describiera por primera vez en 2008 dicha clona con distribucion mundial.
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X. CONCLUSIONES

Las cepas de E. coli estudiadas confirmaron el 100% de las cepas aisladas y perfil
bioquimico pertenecieron a E. coli. En cuanto a los serogrupos, los mas frecuentes de
las cepas de aisladas de muestras de ITUs y fecales fueron O16 y 025, junto con lo
anterior, los serotipos mas frecuentes de las cepas de E. coli fueron O25:H4 con 12
cepas (32.5%), seguido de OR:H4 con 7 cepas (21.9%) y O16:H5 con 3 cepas (8.1%).
Adicionalmente los perfiles de genes de virulencia mostraron que aproximadamente la
mitad (55%) de las cepas de origen fecal presentaron un perfil similar al de las cepas
del tracto urinario. La otra mitad de las cepas de origen fecal se distinguieron por la
ausencia del gen sat. Otro aspecto del analisis de las cepas de ambas fuentes fue
gue se detecto la presencia de los genes fimH y sat, ambos genes lo presentan cepas
025:H4-ST131, sin embargo, las cepas de este estudio carecen de otros genes
relacionados con otras toxinas como son hlyA, cnf y cdt, que estan presentes en cepas
de las clonas 0O25:H4-ST131, por lo que las cepas de este estudio se pueden
considerar como variantes de la clona ST131, de hecho, son de serotipo distinto a la
clona O25:H4-ST131

Los grupos filogenéticos de las cepas de E. coli de acuerdo al sistema de
Clermont et al. (2013), las de origen del tracto urinario se ubicaron en el grupo B2 que
contiene cepas que poseen mayores factores de virulencia de origen extraintestinal, lo
anterior tiene coincidencia con el filogrupo de la clona E. coli O25:H4-ST131, en
contraste con lo anterior, las cepas de origen fecal se clasificaron en el filogrupo A
considerado como comensal avirulento, pero que pueden considerarse como
causantes de ITUs. Sin embargo, las cepas de ambas fuentes, en comun presentaron
el gen ST131 de la clona de E. coli O25:H4-ST131.

Las cepas aisladas de muestras fecales presentaron mayor resistencia a la
tetraciclina y las cepas aisladas de muestras urinarias presentaron mayor resistencia
a acido nalidixico (NA) y fluoroguinolonas. Independientemente de los genes de
virulencia, las cepas 025:H4 de las dos fuentes presentaron multirresistencia a los
antimicrobianos, esta caracteristica fue similar a lo reportado en la clona O25:H4-
ST131 que es multirresistente a los B-lactamicos y fluoroquinolonas, lo que significa

gue la emergencia de cepas multirresistentes con factores de virulencia pudieran
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representar un riesgo para la poblacion susceptible, no solo en las infecciones del
tracto urinario sino también de infecciones intestinales.

Las caracteristicas de genes de virulencia y del gen ST131 conducen a inferir
gue ambos tipos de cepas pudieran tener un origen comun, esta propuesta puede ser
posible debido a la pedida o adquisicion de genes de virulencia que se da en los
microorganismos mediante un mecanismo de trasferencia horizontal de genes. En
cuanto a la propuesta de establecer el origen comun, conduce a llevar a cabo un
estudio mas detallado de los genes de virulencia en estos grupos de cepas, para

conocer si estas cepas derivaron de una clona ancestral de E. coli 025:H4-STS131.
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Xl. PROPUESTAS Y RECOMENDACIONES

Estos hallazgos indican que es imperativo mantener las medidas basicas de higiene,
asepsia y antisepsia, con el fin de evitar la transmisibn de microorganismos
potencialmente patdégenos, asi como implementar programas de vigilancia
epidemioldgica que permitan racionalizar el uso de los antimicrobianos de amplio
espectro, reforzar los protocolos para prevenir y controlar las infecciones asociadas
con microorganismos multirresistentes.

Asimismo, se recomienda estudios adicionales, empleando técnicas
moleculares, para detectar factores de virulencia adicionales o genes que confieren
resistencia a antimicrobianos, con el fin de reforzar programas de Vvigilancia

epidemiolégica y medir sus efectos sobre la salud publica.
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Xll. ANEXOS
PRUEBAS BIOQUIMICAS

Fermentacion de glucosa y lactosa en agar Kligler. Resultados positivos fermentacién

A B

de glucosa (A) y fermentacién de lactosa (B).

Produccion de Indol y de acido en medio de SIM y caldo RM-VP. Resultados positivos
de produccién de Indol (A) y acido (rojo de metilo, B).

A B

Prueba de Voges-Proskauer. Resultados negativos (A) con ausencia de produccion de
acetoina y de la pruaba desaminacion de la fenilalanina (B) observando ausencia en

la transformacion de &cido fenil piravico.
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Prueba de malonato y produccion de ureasa. Resultados negativos de la prueba de

malonato (A) y ureasa (B).

Produccion de acido sulfhidrico. Prueba negativa de produccién de acido sulfhidrico.

Finalmente, no utilizaron fuente de carbono en la prueba de citrato de Simmons, por lo

tanto, la prueba tuvo una reaccion negativa.
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