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RESUMEN

Introduccidén. Escherichia coli uropatdgena (UPEC) es el principal agente causal
de infecciones del tracto urinario (ITU) y sus factores de virulencia son los
responsables de la gravedad de estas infecciones emergentes. El objetivo de este
estudio fue evaluar la relacion entre los determinantes de virulencia,
susceptibilidad a antibidticos y los grupos filogenéticos de Escherichia coli
uropatégena en dos localidades en México. Métodos: Se analizaron un total de
107 aislamientos de Escherichia coli, 50 pertenecientes a una localidad en el
centro del pais y 57 provenientes de una localidad al suroeste. Los aislamientos
fueron caracterizados fenotipica (serotipificacion, ensayos de adherencia,
formacion de biopelicula, produccion de hemolisina y susceptibilidad antibiéticos) y
genotipicamente (grupos filogenéticos y genes de virulencia). Resultados: El
serotipo 025:H4 (16.8%) fue el mas frecuente en ambas localidades. En la
localidad en el centro del pais el grupo filogenético B2 (54%) fue el mas
predominante y presenté mayor frecuencia de los genes fimH (96%), iutA (66%) y
sat (36%) en comparacion con la localidad en el suroeste donde el grupo A
(40.4%) fue el mas frecuente y presento menor cantidad de genes de virulencia.
Se encontré una mayor prevalencia de cepas con un porcentaje de hemdlisis alto
y mayor produccion de biopelicula en la localidad en el centro del pais. La
resistencia a ampicilina (92,5%), tetraciclina (76,6%) y trimetoprim/sulfametoxazol
(70,1%) fueron los mas comunes en ambos grupos. No se encontraron diferencias
en las dos localidades respecto a los genes papC, cnfl y hlyA. Conclusién: Los
aislamientos de UPEC pertenecen al grupo filogenético B2, seguido del grupo A, lo
gue confirma que cepas comensales pueden también ser causa de infecciones del
tracto urinario. De las dos localidades evaluadas, los aislamientos en la localidad
en el centro del pais presentaron mayor cantidad de genes de virulencia. Se
observé una alta resistencia a los antimicrobianos cominmente usados para el
tratamiento de las ITU, lo que complica y disminuye las opciones terapéuticas
causando persistencia y diseminacion de los microorganismos en la comunidad.

Palabras clave: Escherichia coli uropatdgena, infeccién del tracto urinario, grupos

filogenéticos, factores de virulencia, resistencia a antibioticos.



ABSTRACT

Introduction. Uropathogenic Escherichia coli (UPEC) is the major causative
agent of urinary tract infections (UTI) and virulence factors are responsible for
the severity of these emerging infections. The aim of this study was to evaluate
the relationship between virulence determinants, antibiotic susceptibility and
phylogenetic groups of uropathogenic Escherichia coli at two locations in
Mexico. Methods A total of 107 isolates of E. coli, 50 belonging to a locality in
the center of the country and 57 from a town southwest analyzed. The isolates
were characterized phenotypic (serotyping assays, in vitro adhesion, biofilm
formation, production of hemolysin and antibiotic susceptibility) and genotypic
(phylogenetic groups and virulence genes). Results: Serotype 025: H4 (16.8%)
was the most frequent in both locations. In the locality in center of the country
the phylogenetic group B2 (54%) was the most prevalent and had a higher
frequency of genes fimH (96%), iutA (66%), sat (36%) compared the southwest
locality where the group A (40.4%) was the most frequent and present fewer
virulence genes. A higher prevalence of strains found a high percentage of
hemolysis and increased production of biofilm in the center of the country.
Ampicillin resistance (92.5%), tetracycline (76.6%) and
trimethoprim/sulfamethoxazole (70.1%) were the most common in both groups.
No differences in the two locations regarding genes papC, cnfl and hlyA were
found. Conclusion: UPEC isolates belonging to the phylogenetic group B2,
followed by the group A, which confirms that commensal strains can also cause
urinary tract infections, of the two localities evaluated; isolates in the center of
the country had a higher number of virulence genes. High resistance to
antimicrobials commonly used to treat UTIs was observed which complicates
treatment options and decreases causing persistence and spread of

microorganisms in the community.

Keywords: uropathogenic Escherichia coli, urinary tract infection, phylogenetic

groups, virulence factors, antibiotic resistance.



INTRODUCCION

La infeccidn del tracto urinario (ITU) representa una de las enfermedades més
comunes adquiridas en la poblacion en general. Debido a diferencias
anatomicas, las ITU son significativamente mas frecuentes en mujeres que en
hombres. Se estima que la mitad de las mujeres tendran al menos un episodio
de infeccién urinaria a lo largo de su vida. La alta incidencia de las ITU
representa altos costos financieros, en los Estados Unidos se estima que el
costo anual para el tratamiento de las ITU adquiridas en la comunidad
aproximadamente es de $1.6 billones de ddlares (Foxman, 2003). Escherichia
coli uropatogena (UPEC) es el agente causal mas comun de las ITU,
incluyendo cistitis, uretritis, prostatitis y pielonefritis (Mao et al., 2011;
Hernandez et al., 2007). Normalmente, E. coli establece una relacion simbiotica
con su huésped y tiene una funcion importante en la promocién de la
estabilidad de la microbiota normal intestinal, quedando confinado en el lumen
intestinal y por lo tanto, raramente provocando enfermedad. Las cepas
patégenas de E. coli se han clasificado en entéricas (diarrogénicas) y en
extraintestinales (EXPEC), las infecciones extraintestinales causadas por E. coli
son la mayor causa de morbilidad, mortalidad y altos costos asociados a la
salud (Narciso et al., 2011). Las infecciones urinarias son el resultado de la
interaccién entre factores de virulencia de los microorganismos y factores
biolégicos del individuo infectado (Hernandez et al., 2007), estos factores de
virulencia en las cepas UPEC son de dos tipos principales: Aquellos
expresados en la superficie celular y que desempefian funciones de adhesion e
invasion de tejidos ademéas de formacion de biopeliculas e induccion de
citocinas, y los producidos dentro de la célula bacteriana y que son exportados
al sitio de infeccion (Emédy et al., 2003). 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 citotoxico necrotizante tipo 1
(CNF1), la adhesina FimH, la toxina secretada autotransportadora (Sat), la
fimbria P y diversos sistemas de adquisicion de hierro entre ellos la aerobactina
(lutA) (Emédy et al., 2003; Slavchev et al., 2009).



Las diferencias entre E. coli patdgenas y comensales se correlacionan con sus
antecedentes filogenéticos, dividiendo a las cepas de E.coli en cuatro grupos:
A, B1, B2 y D. Asi, las cepas EXPEC, incluyendo las infecciones urinarias y la
sepsis, derivan principalmente del grupo B2 y en menor proporcion del grupo D,
y poseen gran numero de determinantes de virulencia que promueven
funciones patogénicas (adherencia, evasion a los mecanismos de defensa del
huésped, adquisicion de hierro, invasion celular). Mientras que los comensales
derivan de los grupos A y Bl y poseen pocos determinantes de virulencia
(Moreno et al., 2006).

El establecimiento de la infeccion por patdégenos bacterianos requiere la
adhesién a las células huésped, la colonizacién de los tejidos, y en ciertos
casos, la invasion celular o la persistencia. La adhesion especifica esta
mediada por la adhesina FimH, la cual se encuentra en el extremo distal del
pilis tipo 1 y media la adherencia de la bacteria a una serie de glucoproteinas
del huésped vy epitopes peptidicos no glicosilados, incluyendo IgA secretora,
proteinas unidas a glicofosfatidilinositol CD48, miembros de la familia de
moléculas de adhesidon celular relacionados al antigeno carcinoembrionario
(CEACAM), proteinas Tamm-Horsfall, moléculas de adhesion leucocitaria
CD11b y CD18, a3 y B1 integrinas, uroplaquina 1la (UPla) 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 patbgenas como comensales,
distribuyéndose por toda la superficie de la bacteria. La union de FimH a
receptores uroplaquina manosilados en el epitelio de la vejiga conduce a la
internalizacion de la bacteria, formando comunidades bacterianas intracelulares
(CBI). Estudios recientes en modelos murinos han demostrado que UPEC en
cistitis 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 y a la formacion de CBI
(Anderson et al., 2004; Rosen et al., 2007). El pili P (pili asociado a pieloneffritis)
se ha encontrado aproximadamente en el 80% de los aislamientos causantes
de ITU altas (Yamamoto, 2007), 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 operon pap.
PapC es una proteina de membrana externa que forma un poro a traves del

cual el pili es traslocado al exterior (Slavchev et al., 2009).

Tres tipos de toxinas son producidas por UPEC, la a-hemolisina, el factor
citotoxico necrotizante tipo 1 (CNF1) y la toxina secretada autotransportadora
Sat. La a-hemolisina (HIyA), también denominada “toxina formadora de poros”
se inserta dentro de la membrana celular del huésped provocando lisis celular,
facilitando la liberacion de hierro y nutrientes que son esenciales para el
crecimiento bacteriano, es codificada por el operon hlyCABD y es activa contra
muchos tipos celulares, incluyendo células uroepiteliales. Se ha demostrado
que concentraciones subliticas de HIyA pueden modular una variedad de vias
de sefalizacion en el huésped, incluyendo la estimulacién transitoria de
oscilaciones de calcio, la activacion de MAP quinasa, y la alteracion de la
fosforilacién de histonas y patrones de acetilacion e inactivacion de Akt, la cual
tiene una funcién principal en la progresion del ciclo celular, metabolismo y
trafico vesicular (Wiles et al., 2009). EI CNF1 conduce a una activacion
constitutiva de los miembros de la familia Rho, resultado en el rearreglo del
citoesqueleto de la célula huésped, provocando apoptosis de las células de la
vejiga estimulando su exfoliacion in vivo (Mills et al., 2000). La toxina Sat, es
una serina proteasa que se encuentra clasificada dentro de la familia de las
serina proteasa autotransportadora de Enterobacteriaceae (SPATE), la cual se
encuentra predominantemente en cepas de UPEC y se caracteriza por tener
efectos citopaticos en rifién y vejiga, esta toxina tiene la habilidad para inducir
vacuolizacién dentro del citoplasma de células humanas del tracto urinario
(Guyer et al., 2000; Zalewska, 2011).

Una forma de clasificar a las cepas de E. coli se basa en la presencia de ciertos
antigenos: antigeno O (somatico), K (capsular) y H (flagelar). Diversos
antigenos O se han asociado con cepas tipicas de UPEC: CFT073 (06), 536
(06), UTI89 (018), J96 (0O4), y F11 (O6), (Wiles et al., 2009). Asimismo se han
asociado 10 serogrupos “O” de E.coli con cepas UPEC: 01, 02, 04, 06, O7,
08, 016, 018, 025y O75 (Bidet et al., 2007, Ananias y Yano, 2008).



El manejo clinico de las ITU es complicado debido al incremento en la
incidencia de infecciones causadas por cepas de E. coli que son resistentes a
los antibidticos comunmente utilizados y son productores de biopeliculas
(Molina et al., 2011; Ponnusamy et al., 2012), el trimetoprim/sulfametoxazol, las
fluoroquinolonas, los antibidticos del tipo betalactamico, la nitrofurantoina y la
fosfomicina son los antibi6ticos mas comunes usados en el tratamiento de las
ITU (Moura et al., 2009), es importante mencionar algunos factores que
deberian ser considerados antes de seleccionar el tratamiento para una ITU no
complicada como: la prevalencia de la resistencia entre uropatogenos, la
farmacocinética, si el farmaco es activo a pH urinario y el efecto del uso del
antibiotico sobre la microbiota fecal y vaginal. Recientemente una clona de E.
coli, O25-ST131, productora de betalactamasas de espectro extendido,
multirresistentes y con alta virulencia ha emergido a nivel mundial como una

causa importante de las ITU adquiridas en la comunidad (Molina et al., 2011).

A pesar de la identificacibn de multiples genes asociados a la virulencia en
cepas de UPEC, no ha sido posible determinar un perfil de urovirulencia; dado
gue la mitad de todos los aislamientos de UPEC no contienen ninguno o soélo
uno de los determinantes de virulencia identificados (Marrs et al., 2005; Moreno
et al., 2006; Alteri y Mobley, 2012; Jadhav et al., 2011). El objetivo de este
estudio fue evaluar la relacion entre determinantes de virulencia
(serotipificacion, capacidad de adherencia, produccion de biofilm y toxinas) y
perfil de resistencia con los grupos filogenéticos de E. coli en aislamientos de
infecciones del tracto urinario de pacientes ambulatorios en dos localidades en

México.



MATERIAL Y METODOS

Aislamientos bacterianos. Durante el periodo comprendido de Septiembre
2010 a Agosto 2011, se recuperaron 107 aislamientos clinicos de E. coli a
partir de muestras de orina de pacientes con infecciones del tracto urinario
adquiridas en la comunidad, provenientes de dos hospitales en México: el
hospital del ISSSTE en Chilpancingo Guerrero y la clinica nimero 61 del
Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), ubicados en dos localidades al
suroeste y centro del pais respectivamente. Los urocultivos fueron procesadas
por métodos convencionales y se incluyeron las muestras con cuenta viable
>10°> UFC/ml. Los aislamientos clinicos fueron identificados por el sistema

semiautomatizado API20E y pruebas bioquimicas.

Pruebas de susceptibilidad. Las pruebas de susceptibilidad a antibiéticos se
llevaron a cabo por el método de difusion en disco, siguiendo las indicaciones
del Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI). Se utilizaron
discos con ampicilina (10 pug/ml), amoxicilina/acido clavulanico (20/10 pg/ml),
meropenem (10 pg/ml), fosfomicina (200 pg/ml), cefuroxima (30 pg/ml),
cefotaxima (30 ug/ml), ceftriaxona (30 ug/ml), ceftazidima(30 ug/ml), cefepime
(30 upg/ml), amikacina (30 pg/ml), tobramicina (10 pg/ml), gentamicina (10
ug/ml), acido nalidixico (30 ug/ml), norfloxacina (10 ug/ml), ciprofloxacina (5
ug/ml), ofloxacina (5 ug/ml), trimetoprim/sulfametoxazol (1.25/23.75 pg/ml),
tetraciclina y nitrofurantoina (30 ug/ml). La cepa de E. coli ATCC 25922 fue
utilizada como control de susceptibilidad. Los aislamientos con resistencia a

tres 0 mas clases de antibi6ticos fueron considerados multirresistentes.

Ensayo de hemolisina. La capacidad hemolitica de los aislamientos fue
evaluada por el método propuesto por Scheffer et al., (1988) con algunas
modificaciones. Se inoculé cada uno de los aislamientos en 3 ml de caldo
infusion cerebro corazén (BHI) y se incubaron a 37°C durante 24 horas a 150
rpm, posteriormente se tomaron 100 pL del cultivo y se inocularon en 3 ml de
caldo BHI hasta alcanzar una concentracion de 6 x 108 células (estandar 2 de
McFarland). Se incubaron 0.1 ml del cultivo con 0.9 ml de una suspension de
eritrocitos de carnero al 2% en buffer (20 mM 20 mM CacCl2, 10 mM Tris y 140

mM NaCl, pH 7.4) durante 30 minutos a 37°C; transcurrido el tiempo, los tubos



fueron colocados 20 minutos en hielo y centrifugados a 3500 rpm durante 20
minutos. Finalmente se determind la liberacion de hemoglobina a 530 nm. Los
resultados fueron expresados en porcentaje de lisis comparado con los

eritrocitos lisados en agua destilada.

Produccion de Biofilm. La capacidad de formacion de biofilm fue determinada
por el método cuantitativo en microplacas de poliestireno de 96 pocillos, segun
lo descrito por Danese y cols., (1990) con algunas modificaciones. De cultivos
frescos se inocularon 5 colonias en 3 ml de caldo BHI y se incubaron durante 4
horas a 37°C. Se realiz0 la cuantificacion del crecimiento microbiano a 630 nm
y se inocularon nuevos caldos de BHI ajustando la concentracion a una
densidad o6ptica de 0,15 a 630 nm; posteriormente se incubaron durante 24
horas a 37°C. Para la técnica de microdilucion, se tomaron 20 ul del cultivo y se
agregaron a cada uno de los pocillos de la placa con 180 pl de medio Luria
Bertoni (LB) suplementado con 5% de glucosa. La placa se incub6 durante 24
horas a 30°C; se cuantifico el crecimiento bacteriano de cada pocillo con ayuda
del lector de microplacas a 630 nm, se removio el sobrenadante de cultivo y se
realizaron dos lavados con una solucion 5 mM de buffer de fosfato (PBS)
estéril. Se dejo secar por 30 minutos para posteriormente tefiir con cristal
violeta al 1% durante 15 minutos, agregando 200 ul del colorante a cada
pocillo, se retird el colorante con ayuda de una micropipeta y se realizaron dos
lavados con PBS 5 mM, la placa se dej6 secar por 20 minutos. Para
desprender el colorante adherido a biofilm, se agregaron 200 ul de etanol al
96% y se dej6 reposar durante 10 minutos. Las lecturas fueron realizadas a
una densidad Optica de 570 nm en un lector de Elisa (Awareness Stat Fax
2100). Para cuantificar biofilm, se tom6 en cuenta la densidad Optica del
crecimiento (DOc) y la del cristal violeta (DOcv) (Niu y Gilbert, 2004).

Serotipificacién. Se llevd a cabo por aglutinacibn en microplaca con
antisueros preparados en conejo contra los 187 antigenos somaticos y 56
sueros monovalentes de antigenos flagelares. Los aislamientos fueron
cultivados en medio agar soya tripticasa (TSA) para el antigeno somatico y en
medio semisolido de Craige para el antigeno flagelar (Orskov et al., 1975).



Ensayos de adherencia. Para el ensayo de adherencia se utilizo la linea
celular Vero. Las cepas se sembraron en 3 ml de triptona al 1% durante 18
horas, posteriormente se centrifugaron a 2000 rpm/15 minutos; se elimind el
sobrenadante de cultivo y se resuspendi6 el botdn bacteriano en 1 ml de PBS.
Se colocaron 850 ul del medio Medio Minimo esencial de Eagle (MEM) sin
antibiético, 100 pl de D-manosa (1%) y 50 pl de la suspension bacteriana
(2.5x108) en tubo de ensayo para posteriormente ser agregado a la placa. En
cada uno de los pozos de la placa se colocé un cubreobjetos de vidrio de 10
mm de diametro, posteriormente se resuspendidé la monocapa celular con
tripsina y se sembraron 2.5x10° células en cada uno de los 24 pozos de la
placa. Se elimin6 el medio y se lavé con PBS 1x, a la monocapa celular se le
agrego la suspension bacteriana y se incubdé a 37°C durante 3 horas, se
realizaron 3 lavados con PBS para posteriormente fijar con metanol durante un
minuto. Transcurrido el tiempo se realizd la tincion con Giemsa durante 20
minutos y se lavd 3 veces con agua destilada para quitar el exceso de
colorante. Se agregdé una mezcla acetona/xileno (50/50) durante un minuto.
Para observar al microscopio se colocaron las lentejas de cristal en un
portaobjetos y se observaron en inmersiébn en un microscopio. Se considerd
adhesién positiva cuando se encontré por lo menos el 10% de las células con

mas de 10 bacterias adheridas.

Extracciéon de DNA. Para la extraccion de DNA, se utilizo el kit InstaGene
Matrix™ (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Se adicioné 1 ml de agua
destilada en un microtubo de 1.5 ml estéril, se colocaron de 2-3 colonias del
cultivo y se mezcld con el agua en vortex por 10s, se centrifugaron los tubos a
12 000 rpm, y se elimin6 el sobrenadante. Se le adiciond 100 pl de la matriz de
purificacion InstaGene Matrix, los tubos se incubaron durante 20 minutos a
56°C y se mezcld durante 10 s en un vortex. Posteriormente se colocaron los
microtubos 8 minutos en ebullicion. Se centrifugé a 12 000 rpm durante 3

minutos para finalmente separar el sobrenadante a un microtubo nuevo de 600

VIR

Determinacion de grupos filogenéticos. Los grupos filogenéticos se
determinaron por medio de la técnica de PCR multiplex utilizando tres
marcadores de DNA (chuA, yjaA y el fragmento de DNA TspE.4C2); la
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presencia combinada de los distintos fragmentos indico el grupo filogenético al
qgue pertenecen (Clermont et al., 2000). La PCR fue realizada a un volumen de
20 pl, conteniendo 2.5 pl del buffer 10X, 20 pmol de cada primer, 1.5 mM de
MgCl2, 2mM de cada dNTPs, 2.5 U de Taq polimerasa (Life Technologies) y
200 ng de DNA gendmico. La PCR fue realizada en un Termociclador Gene
Amp® PCR System 2400 (Applied Biosystems, USA) bajo las siguientes
condiciones: Desnaturalizacién por 5 minutos a 94°C, 30 ciclos de 30 segundos
a 94°C 30 segundos a 55°C, y 30 segundos a 72°C y una extension final de 7

minutos a 72°C.

Deteccidn de genes de virulencia. Se utiliz6 una PCR mudltiple para los genes
hlyA, fimH, papC, iutA y PCR convencional simple para los genes sat y cnfl.
Los oligonucleédtidos utilizados se muestran en la tabla 1. La mezcla de
reaccion se realiz6 en un volumen final de 25 ul conteniendo 2 ul de ADN, 4
mM de MgClz, 0.08 mM de cada uno de los 4 dNTPs, 0.6 pM de cada
oligonucledtido y 2.5 U de Taq polimerasa (5 U/ pl). Bajo las siguientes
condiciones: Desnaturalizacion por 5 minutos a 94°C, 25 ciclos de 30 segundos
a 94°C 63 °C/30 segundos y 68 °C/3 minutos; y una extension final a 72°C /10
minutos. Para el gen sat se utiliz6é PCR convencional simple, la mezcla de
reaccion contuvo 3 ul del buffer (10X), 0.9 pyl de MgCl2 (50 mM), 0.6 ul de
dNTPs (2 mM), 3 ul (10 pyM) de cada oligonucle6tido, 0.15 pl de Taqg DNA
polimerasa (5 U/ pl), 3 pl del templado de DNA y 16.35 pl de H20 para dar un
volumen final de 25 pl. Bajo las siguientes condiciones: Desnaturalizaciéon por 3
minutos a 94°C, 35 ciclos de 1 minuto a 94°C, alineamiento a 58°C 1 minuto y
una extension final a 72° C /Iminuto. Posteriormente se realizé la electroforesis
en gel de agarosa (1.5%), a 100v durante 90 minutos. Los geles fueron tefiidos
con bromuro de etidio y los amplificados fueron visualizados en un

transiluminador ultra violeta.
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Tabla 1. Oligonucleétidos para la identificacion de factores de virulencia

Gen Oligonucleétidos Temperatura de Tamafio del Referencia
alineamiento producto
amplificado
hlyA 5'- AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT -3' 63 1177 Johnson y cols., 2000
5'- ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA -3’
fimH 5'- TGCAGAACGGATAAGCCGTGG -3’ 63 508 Johnson y cols., 2000
5'- GCAGTCACCTGCCCTCCGGTA -3’
Johnson y cols., 2000
papC 5 GTGGCAGTATGAGTAATGACCGTTA-3’ 63 200
5- ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA-3’
iutA 5-GGCTGGACATCATGGGAACTGG-3’ 63 302 Johnson y cols., 2000
5"-CGTCGGGAACGGGTAGAATCG-3
cfnl 5'- AAGATGGAGTTTCCTATGCAGGAG-3' 63 498 Johnson y cols., 2000

sat

5'- CATTCAGAGTCCTGCCCTCATTATT-3'

5- ACTGGCGGACTCATGCTGT--3 55 387 Ruiz y cols., 2002
5- AACCCTGTAAGAAGACTGAGC-3

Analisis estadistico. El analisis estadistico se llevé a cabo utilizando el
paquete estadistico STATA v.11.0. La distribucion de las variables se reporté
en base a sus frecuencias de aparicion; las comparaciones de la produccion de
biofilm se realizaron con la prueba U de Mann-Whitney. Para comparar las
frecuencias obtenidas de los genes de virulencia, adherencia y hemolisina se
utilizd el test de chi cuadrado (x?) y la prueba exacta de Fisher segin su

aplicabilidad. Se consideraron como significativos los valores de p<0.05.
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RESULTADOS

Caracteristicas fenotipicas

Del total de aislamientos de E. coli causantes de infecciones urinarias,
57(53.3%) pertenecieron a una localidad en el suroeste de México y 50
aislamientos (46.7%) a una localidad en el centro del pais. Las caracteristicas
fenotipicas evaluadas fueron: capacidad litica, produccién de  biofilm,

adherencia, y resistencia antimicrobiana (Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas fenotipicas de los aislamientos de E.coli
en dos localidades en México

No.(%) de aislamientos

Caracteristicas Total Suroeste Centro Valor P2
N=107 N=57 N=50
Hemolisis (% lisis)
Bajo 35(32.7) 7(12.3) 28(56) <0.001
Moderado 37(34.6) 30(52.6) 7(14)
Alto 35(32.7) 20(35.1) 15(30)
Produccion de Biofilm* 1.04(0.17) 1.4(0.3) 0.71(0.15) <0.001*
Adherencia 0.152
Negativa 43(40.2) 18(31.6) 25(50)
Positiva 59(55.1) 36(63.2) 23(46)
Desprendimiento celular 5(4.7) 3(5.3) 2(4)
Resistencia
Ampicilina 99(92.5) 49(86) 50(100) 0.006
Amoxicilina/Acido clavulanico 47(43.9) 24(42.1) 23(46) 0.685
Cefuroxima 67(62.6) 32(56.1) 35(70) 0.139
Cefotaxima 19(17.8) 14(24.6) 5(10) 0.049
Ceftriaxona 20(18.7) 14(24.6) 6(12) 0.096
Ceftazidima 61(57) 14(24.6) 47(94) <0.001
Cefepime 17(15.9) 12(21) 5(10) 0.119
Amikacina 15(14) 11(19.3) 4(8) 0.093
Tobramicina 30(28) 16(28.1) 14(28) 0.994
Gentamicina 35(32.7) 23(40.4) 12(24) 0.072
Acido nalidixico 68(63.5) 30(52.6) 38(76) 0.012
Norfloxacina 40(37.4) 17(29.8) 23(46) 0.084
Ciprofloxacina 49(45.8) 24(42.1) 25(50) 0.413
Ofloxacina 31(29) 17(29.8) 14(28) 0.836
Fosfomicina 9(8.4) A4(7) 5(10) 0.579
Trimetoprim/sulfametoxazol 75(70.1) 43(75.4) 32(64) 0.197
Tetraciclina 82(76.6) 48(84.2) 34(68) 0.048
Nitrofurantoina 14(13.1) 12(21.1) 2(4) 0.009

aPrueba de x2. T Prueba de U de Mann-Whitney; *Media geométrica (Error estandar).
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Al tomar en consideracion la localidad de origen, los aislamientos en la
localidad al suroeste, presentaron significativamente mayor capacidad litica y
produccion de biofilm (p<0.001) en comparacién con los aislamientos en la

localidad en el centro del pais.

Los ensayos de adherencia en células Vero en cultivo mostraron que 59 cepas
(55.1%) fueron positivas, 43 aislamientos (40.2) resultaron negativos y 5
aislamientos (4.7%) ocasionaron desprendimiento celular. El patron de
adherencia en general fue de tipo agregativo (Figura 1).

Figura 1. Adherencia de E. coli a células Vero. Microscopia 6ptica.
Bacterias adheridas a la membrana plasmatica (Objetivo 100X).

El mayor porcentaje de resistencia se detectd frente a ampicilina (92.5%),
tetraciclina (76.6%) y trimetoprim/sulfametoxazol (70.1%). Al evaluar localidad y
resistencia se encontré una diferencia estadisticamente significativa en la
resistencia a ampicilina, cefotaxima, ceftazidima, acido nalidixico, tetraciclina y
nitrofurantoina entre las dos localidades. La mayor resistencia a ampicilina,
ceftazidima y acido nalidixico la presentaron los aislamientos provenientes de
la localidad en el centro del pais, en comparacion con la localidad al suroeste

que presentd mayor resistencia a tetraciclina y nitrofurantoina (Tabla 2).
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Tipificacidn serologica

Los resultados serolégicos mostraron para el antigeno “O” que de 107
aislamientos analizados, 77 (72%) fueron tipificables, 21 (19.6%) fueron no
tipificables y 9 aislamientos (8.4%) presentaron un fenotipo rugoso. Los
aislamientos “O” tipificables se distribuyeron en 43 serotipos diferentes, entre
los cuales el serotipo mas frecuente fue el O25:H4 con 18 aislamientos
(16.8%), 6 (10.5%) en la localidad al suroeste y 12 (24%) en la localidad en el
centro del pais. Para el antigeno “H” se encontré que 70 aislamientos (65.4%)
fueron tipificables, 10 (9.3%) fueron no moviles y 27 aislamientos (25.2%)
fueron no tipificables. Se encontré una diferencia estadisticamente significativa

entre serotipo y localidad (P=0.002).
Grupos filogenéticos

Del total de aislamientos el grupo B2 (36.5%) fue el mas predominante
comparado con los otros grupos. Se encontr6 una mayor frecuencia de
aislamientos pertenecientes al grupo A (40.4%) en la localidad al suroeste, en
contraste con la localidad en el centro del pais donde el grupo filogenético B2
fue el mas frecuente con un 54% (Tabla 3). No hubo diferencia significativa

entre las localidades y el grupo D (P=0.192)

Tabla 3. Distribucién de los grupos filogenéticos en dos localidades en México

No. (%) de aislamientos de E.coli

fil 0(52:]%%?:05 Total Suroeste Centro P
(N=107) (N=57) (N=50)
A 33(30.8) 23(40.4) 10(20) 0.023*
Bl 13(12.2) 13(22.8) - <0.001"
B2 39(36.5) 12(21.1) 27(54) <0.001*
D 22(20.6) 9(15.8) 13(26) 0.192

*Prueba de x2, T Prueba exacta de Fisher
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Genes de virulencia

Los genes de virulencia mas frecuentes independiente de la localizacion
geografica fueron fimH (86%) seguido por iutA (54.2%) y sat (26.2%); 4
aislamientos (3.7%) fueron positivos a los seis genes evaluados. La Figura 2
muestra la distribuciéon de los genes de virulencia entre las cepas UPEC
analizadas en las dos localidades en el pais, los seis genes evaluados fueron
encontrados en las dos localidades. Sin embargo, la carga de genes fue mayor
en los aislamientos en la localidad al suroeste en comparacién con los
aislamientos en la localidad en el centro del pais (U-test, P=0.0152). Cabe
resaltar que en 8 aislamientos (7.5%) no se encontré ninguno de los seis genes
de virulencia evaluados. En el ensayo de hemdlisis todos los aislamientos
positivos para hlyA presentaron actividad hemolitica. No se encontré asociacion
entre la presencia de genes de virulencia y la produccion de biopelicula (datos
no mostrados). Sin embargo, papC y sat se asociaron de manera significativa

con la adherencia a células Vero en cultivo (p<0.001, p=0.010

respectivamente).
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Figura 2. Frecuencia de genes de virulencia en cepas de Escherichia coli uropatégena en
dos localidades en México. *Prueba exacta de Fisher; **Prueba de x2. Unicamente se muestran
los valores de p estadisticamente significativos (p<0.05). ***Relacion entre los grupos
conteniendo de 0-2 genes y de 3-6 genes de virulencia.
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Factores de virulencia, grupo filogenético y resistencia antimicrobiana

Al evaluar los determinantes fenotipicos de virulencia con los grupos
filogenéticos se encontré que de los 35 aislamientos (32.7%) con un porcentaje
de hemodlisis alto, 18(46.1%) pertenecieron al grupo B2, 12 a los grupos Ay D
(18.2% y 27.3% respectivamente) y 5 (38.5%) al grupo B1l. Los ensayos de
adherencia mostraron que 59 aislamientos (55.1%) fueron capaces de
adherirse a células Vero, de los aislamientos con fenotipo positivo, 36 (63.2%)
se localizaron en la localidad al suroeste del pais; el 64.4% se distribuyeron en
los grupos B2 y A, 10 aislamientos (16.9 %) en el grupo B1 y 11 aislamientos
(18.6%) en el grupo D.

Cuando la relacién entre filogenia y genes de virulencia fue evaluada los
aislamientos con mayor cantidad de genes pertenecieron al grupo filogenético
B2, seguido del grupo D (Tabla 4). ElI gen fimH se distribuyé en todos los
grupos (A 78.8%, Bl 84.6%, B2 89.7%, D 90.9%). Se encontr6 mayor
frecuencia de los genes papC y sat en el grupo D en comparaciéon con los
grupos A/B1. Los genes iutA y cnfl fueron significativamente mas frecuentes
en el grupo B2 en comparacion al grupo D. Al comparar el grupo A con el B1 se
encontré que los genes de IutA y hlyA se encontraron Unicamente en los
aislamientos pertenecientes al grupo A. No hubo diferencias significativas entre
los grupos respecto al gen fimH (p=0.505).

Tabla 4. Distribuciéon de genes de virulencia entre los grupos filogenéticos
de E.coli uropatdégena

No. (%) de aislamientos Valor P2
Genes de A/B1 B2 D Avs Bl A/Bl vs B2vs D
virulencia (N=46) (N=39) (N=22) D
papC 2(6.5) 15(38.5) 6(27.3) 0.485 0.006 0.320
iutA 14(25.9) 34(82.2) 10(45.5) 0.005 0.225 0.001
cnfl 1(4.3) 16(41) 2(9.1) 0.107 0.194 0.007
Sat 3(8.7) 19(48.7) 6(27.3) 0.840 0.018 0.079
hlyA 1(4.3) 14(35.9) 3(13.6) 0.526 0.060 0.051
fimH 37(80.4) 35(89.7) 20(90.9) 0.654 0.272 0.841

a Prueba exacta de Fisher.
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Los genes asociados a la virulencia se distribuyeron en 26 distintos perfiles. De
los 8 aislamientos que no presentaron ningun gen de virulencia, 5 (15.1%)
pertenecieron al grupo filogenético A, los tres restantes se distribuyeron en los
grupos B1, B2 y D. En la localidad al suroeste los perfiles mas frecuentes
fueron fimH (31.6%), seguido por la combinacién de iutA y fimH (19.3%);
mientras que en la localidad en el centro del pais los perfiles més frecuentes
fueron fimH (24%) seguido por la presencia simultanea de iutA, fimH y sat
(22%) (Datos no mostrados), se encontré una diferencia estadisticamente
significativa entre los perfiles de virulencia y el grupo filogenético B2 (p<0.001).
Del total de aislamientos, 92 (86%) fueron resistentes a mas de tres clases
antibiéticos (beta-lactamicos, quinolonas, trimetoprim/sulfametoxazol,
aminoglucésidos) fueron clasificados como multirresistentes (MDR). No se
encontré asociacion significativa entre MDR y grupos filogenéticos (Tabla 5). Al
evaluar la produccion de biofilm con la multirresistencia se observo que el 86%
de los aislamientos productores de biofilm fueron multirresistentes. De los
aislamientos MDR 35 (38%) pertenecieron al grupo filogenético B2, 28
(30.4%) al grupo A, 18 (19.6%) al grupo D y 11 (12%) al grupo B1l. Cabe
mencionar que el serotipo 025:H4 fue el mas frecuente entre los aislamientos
MDR con el 16.3%.
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Tabla 5. Relacion entre grupo filogenético, perfil de virulencia 'y multirresistencia
en cepas UPEC

Grupo
Grupo Perfil de virulencia Valor P2 MDR NO filogenético vs
filogenético MDR MDR
Valor P2

A - 0.051 28(30.4) 5(33.3) 0.822
fimH
sat
iutA
fimH, hlyA
iutA, fimH
iutA, fimH, papC
iutA, fimH, sat
Bl - 0.087 11(12) 2(13.3) 0.880
fimH
papC
fimH, cnfl
fimH, sat
B2 - <0.001 35(38) 4(26.7) 0.396
fimH
papC
fimH, papC
iutA, cnfl
iutA, fimH
fimH, hlyA, cnfl
iutA, fimH, cnfl
iutA, fimH, sat
iutA, sat, cnfl
fimH, hlyA, cnfl
iutA, fimH, sat, cnfl
iutA, fimH, cnfl, papC
iutA, fimH, hlyA, cnfl
iutA, fimH, hlyA, papC
iutA, fimH, hlyA, sat
- 0.433 18(19.6) 4(26.7) 0.528
fimH
iutA, fimH
iutA, fimH, papC
iutA, fimH, sat
fimH, hlyA, cnfl
fimH, sat, papC
hlyA, sat, papC
iutA, fimH, sat, papC
iutA, fimH, hlyA, sat

a Prueba exacta de Fisher.

La tabla 6 muestra la relacién entre resistencia antimicrobiana y genes de
virulencia. Se encontr6 una relacién significativa entre la resistencia a
norfloxacina y la presencia de la toxina sat (p=0039). La frecuencia del gen
fimH fue significativamente mayor en los aislamientos resistentes a ampicilina,
ceftazidima y tetraciclina 87.8%, 91.8% y 81.7% respectivamente, en
comparaciéon con los aislamientos susceptibles; el gen iutA se asocié con la
resistencia a amoxicilina/acido clavulanico, ceftazidima, acido nalidixico y

norfloxacina. Cuando se analizé la produccion de biofilm con la resistencia
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antimicrobiana se encontré una diferencia estadisticamente significativa con la

resistencia a ampicilina, ceftazidima, y acido nalidixico.

Tabla 6. Relacién entre factores de virulencia y resistencia a antimicrobianos

Antibiéticos Factores genotipicos de virulencia (Valor P*)
fimH papC iutA sat cnfl hlyA Biofilm ™

Ampicilina 0.047 0.252 0.085 0.329 0.197 0.597 0.019
Amoxicilina/Acido 0.741 0.065 0.003 0.101 0.004 0.033 0.595
clavulanico

Fosfomicina 0.793 0.080 0.433 0.433 0.029 0.174 0.174
Cefuroxima 0.169 0.771  0.140 0.832 0.321 0.497 0.597
Cefotaxima 0.330 0959 0.879 0.576 0.679 0.587 0.100
Ceftriaxona 0.117 0.305 0.283 0.895 0.347 0.081 0.904
Ceftazidima 0.046 0.597 0.020 0.365 0.551 0.364 0.009
Cefepime 0.218 0.824 0.343 0.383 0.647 0.420 0.682
Amikacina 0.472 0.599 0942 0.962 0.524 0.272 0.260
Tobramicina 0.622 0.416 0.106 0.574 0.705 0.261 0.602
Gentamicina 0.516 0.214 0.991 0.941 0.133 0.086 0.083
Acido nalidixico 0.758 0.429 0.004 0.055 0.572 0.190 0.008
Norfloxacina 0.727 0.7712  0.003 0.039 0.957 0.885 0.228
Ciprofloxacina 0.627 0.801 0.180 0.603 0.879 0.900 0.858
Ofloxacina 0.688 0.488 0.073 0.667 0.782 0.309 0.888
Trimetoprim/sulfame- 0.366 0.564 0.156 0.857 0.706 0.140 0.139
toxazol

Tetraciclina 0.021 0.445 0.507 0.778 0.120 0.345 0.355
Nitrofurantoina 0.105 0.161 0.813 0.665 0.240 0.271 0.217

*Prueba de x2; T Prueba de U de Mann-Whitney

Al evaluar resistencia y grupo filogenético se encontré6 que los aislamientos
pertenecientes al grupo filogenético B2 fueron mas resistentes a ceftazidima
(p=0.009) y norfloxacina (p=0.031).
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DISCUSION

En el presente estudio se evalud la relacién entre determinantes de virulencia,
grupos filogenéticos y resistencia antimicrobiana de cepas UPEC en dos
localidades en México. Se ha reportado que las cepas de E. coli causantes de
ITU pertenecen en su gran mayoria a los grupos filogenéticos B2 y D, y poseen
mayor cantidad de determinantes de virulencia en comparacion con las cepas
comensales pertenecientes a los grupos filogenéticos A y B1 (Clermont et al.,
2000; Duriez et al., 2001). De las dos poblaciones estudiadas, los aislamientos
de la localidad en el centro del pais presentaron mayor cantidad de
determinantes de virulencia, de los cuales el 54% pertenecieron al grupo
filogenético B2; en comparacion con la localidad al suroeste del pais donde el
grupo filogenético A fue el mas frecuente (40.4%) y presento menor cantidad
de genes de virulencia; estos resultados no concuerdan con estudios previos
realizados en México donde se encontré que la mayoria de los aislamientos
asociados con ITU pertenecen al grupo filogenético B2 y en menor proporcion
al grupo D (Lopez-Banda et al., 2014). En un estudio realizado en la region de
Faisalabad en Pakistan, se reporté que el 50% de los aislamientos de UPEC
pertenecen al grupo B2, seguido de los grupos A y B1 (19%) (Bashir et al.,
2012); estos resultados confirman que cepas comensales pueden ocasionar
ITU, consistente con la hipétesis que afirma que los aislamientos
pertenecientes al grupo A adquieren genes de virulencia en el tracto
gastrointestinal por transferencia horizontal y de esta manera pueden ser
capaces de colonizar el tracto urinario (Moreno et al., 2006; Lépez-Banda et al.,
2014), ademas de que su prevalencia puede ser diferente en cada poblacion
dependiendo de las condiciones geograficas, dieta, uso de antibiéticos y
factores genéticos (Duriez et al., 2001). Cabe resaltar que no se encontraron
diferencias significativas en las dos poblaciones respecto al grupo filogenético
D.

Se ha demostrado que el numero de genes de virulencia en una cepa es
proporcional a su potencial patdgeno (Bien et al., 2012; Wiles et al., 2009); los
genes fimH, iutA y sat fueron mas frecuentes en la localidad en el centro del
pais con el 96%, 68% y 36% respectivamente. Del total de aislamientos el 7.5%

no presentd ninguno de los seis genes de virulencia analizados, la carencia en
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la carga de genes de virulencia en los aislamientos causantes de ITU ya ha
sido reportada en otros estudios (Oliveira et al., 2011), lo que refleja las
complejas caracteristicas de virulencia en cepas de UPEC. En general el 86%
de todos los aislamientos presentaron el gen de fimH, su alta frecuencia indica
su importancia en la etapa inicial de la infeccion; FimH reconoce a los
receptores uroplaquina manosilados sobre la superficie de las células de la
vejiga, facilitando la colonizaciobn bacteriana, invasion y formacion de
comunidades bacterianas intracelulares (Chen et al., 2009). El pilus P asociado
a pielonefritis media la adherencia de la adhesina PapG a los receptores sobre
la célula huésped que contienen residuos Gal (al-4) Gal; PapC es una proteina
de membrana externa esencial para la biogénesis del pilus P; en nuestro
estudio no se encontraron diferencias significativas entre las dos poblaciones
respecto a papC, el porcentaje observado fue del 21.5%, menor a lo reportado
por Lopez-Banda y cols., (2014) donde encontraron la presencia de papC en el
62% de los aislamientos. Nuestros resultados muestran que el 55.1% de los
aislamientos fueron capaces de adherirse a células Vero, con una diferencia no
significativa entre los aislamientos provenientes del centro y suroeste del pais,
el patron de adherencia observado de manera general fue de tipo agregativo, el
cual es caracteristico de E.coli enteroagregativa (EAEC), Abe y cols., (2008)
reportaron este fenotipo en el 6.9% de las cepas UPEC adherentes, los autores
mencionan que es posible que algunos aislamientos de EAEC causen ITU, por
lo que seria importante determinar caracteristicas de virulencia de patotipos
diarrogénicos en cepas UPEC. Diversos estudios realizados en otros paises
reportan a la a-hemolisina como la toxina mas prevalente (Oliveira et al., 2011;
Ananias y Yano, 2008). En este estudio, Sat fue la mas frecuente con un
26.2%. La toxina Sat, es una serina proteasa perteneciente a la familia de las
SPATE que exhibe actividad citopatica sobre células HEp-2 y Vero; a nivel
renal se ha caracterizado por provocar vacuolizacion y dafio glomerular (Bien et
al., 2012), la mayor frecuencia de la toxina en los aislamientos en el centro del
pais puede ser indicativo de infecciones en vias urinarias altas. Experimentos
realizados en cultivo celular han mostrado que altos niveles de HIyA pueden
causar la lisis osmotica de la célula huésped, mientras que concentraciones
subliticas de la toxina pueden modular las rutas de sobrevivida (Wiles et al.,

2008). Se ha demostrado que la HIyA tiene una funcion importante en el dafio
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al uroepitelio causando hemorragia en la vejiga durante las primeras etapas de
la cistitis en modelos murinos (Smith et al., 2008). La frecuencia de hlyA y cnfl
(16.8% y 17.8% respectivamente) fue mayor en nuestro estudio en
comparacion a reportes previos en México realizados por Lopez-Banda y cols.,
(2014) en donde la prevalencia registrada no alcanzé el 10% (7.4% y 6.5%
respectivamente). La frecuencia de aislamientos con un porcentaje de
hemdlisis alto pertenecieron al grupo filogenético B2; ademés, no se
encontraron diferencias significativas entre el gen hlyA y los grupos
filogenéticos, lo que sugiere que la presencia de HIyA podria estar asociada
con la severidad de las ITU (Bien et al.,, 2012). La presencia combinada de
papC, cnfl y hlyA es evidencia de la isla de patogenicidad llses, la cual ya ha
sido reportada en cepas de Escherichia coli causantes de infecciones urinarias
(Amanda et al., 2009); en nuestro estudio la presencia simultanea de papC,
cnfl y hlyA fue observada en nueve aislamientos; esta frecuencia es mayor a la
reportada en otros paises, la cual va de 2 a 4 aislamientos (Bashir et al., 2012;
Oliveira et al., 2011). Se ha demostrado a través de modelos murinos que IutA
es el receptor hidroxamato mas importante durante la infecciébn del tracto
urinario por su contribucion durante la colonizacion de la vejiga, por lo que es
indispensable en la patogénesis de UPEC (Garcia et al., 2011). En México se
encontré que de 108 aislamientos, 52 (48.1%) presentaron el gen iutA (Lopez-
Banda et al., 2014). En nuestro estudio la aerobactina (iutA) fue encontrada en
el 54.2% de todos los aislamientos; con mayor frecuencia en la localidad del

centro del pais pertenecientes al grupo filogenético B2, seguido por el grupo A.

El tratamiento antimicrobiano para las ITU generalmente es empirico, los
antimicrobianos mas comunmente utlizados son: Fluoroquinolonas,
trimetoprim/sulfametoxazol, cefalosporinas y penicilinas con o sin inhibidores
de betalactamasas (LOpez-Banda et al., 2014; Oliveira et al.,, 2011). La
resistencia a ampicilina, tetraciclina, trimetoprim/sulfametoxazol y acido
nalidixico fueron las mas prevalentes (92.5%, 76.6%, 70.1% y 63.5%
respectivamente), la resistencia observada fue mayor a lo reportado 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 del

21% para acido nalidixico (Arredondo y Amabile, 2008; Oliveira et al., 2011;
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Jadhva et al.,, 2011; Ponnusamy et al., 2012; Lopez-Banda et al., 2014). Al
evaluar resistencia y localidad se encontré que la resistencia a ampicilina,
ceftazidima y acido nalidixico fue mayor en los aislamientos provenientes de la
localidad en el centro del pais, en comparacion con los aislamientos en la
localidad al suroeste, que presentaron mayor resistencia a tetraciclina,
nitrofurantoina y cefotaxima. Se ha documentado que las bacterias formadoras
de biofilm presentan un incremento en la resistencia a antimicrobianos y a la
cronicidad de la infeccion, ademas de estar asociado con ITU recurrentes
(Vollmerhausen y Katouli, 2014; Ejrnaes et al., 2011); en nuestro estudio se
encontré una diferencia estadisticamente significativa entre la produccién de
biofilm y la resistencia a ampicilina, ceftazidima y &cido nalidixico, la cual fue
mayor en la localidad del centro del pais, lo que puede indicar que la
produccion de biofilm puede estar involucrada en la resistencia a
cefalosporinas de tercera generacion y quinolonas (Soto et al., 2006;
Ponnusamy et al., 2012). En México no se ha reportado una alta resistencia a
nitrofurantoina. Sin embargo, en nuestro estudio se encontré6 que el 13.1% de
los aislamientos fueron resistentes; este resultado no coincide con lo reportado
por otros investigadores con porcentajes de resistencia que van del 5.1% al
7.4% (Arredondo y Amabile, 2008; Molina et al., 2014). Los aislamientos en la
localidad al centro del pais fueron mas susceptibles a nitrofurantoina (96%) y
amikacina (92%); a diferencia de la localidad en el suroeste donde los
aislamientos fueron mas susceptibles a fosfomicina (93%). En lo que se refiere
a las fluoroquinolonas (ciprofloxacina, norfloxacina y ofloxacina), la resistencia
vario del 29 al 45.8%; en el caso de ciprofloxacina el porcentaje de resistencia
fue de 45.8% menor a lo reportado anteriormente en México con un 62.3%
(L6pez-Banda et al., 2014). Se ha documentado una asociacion entre el grupo
filogenético B2 y la resistencia a quinolonas y fluoroquinolonas (Basu et al.,
2013), en nuestro estudio se encontr6 un mayor porcentaje de aislamientos
resistentes a norfloxacina en el grupo filogenético B2 (P=0.031). El 16.3% de
los aislamientos MDR pertenecieron al serotipo O25:H4, el cual se ha
relacionado con produccion de betalactamasas de espectro extendido
alrededor del mundo (Jadhav et al., 2011), por lo que es necesario realizar
estudios en el futuro para la determinacién de enzimas betalactamasas y grupo
clonal ST131.

23



Los resultados de resistencia indican que el tratamiento empirico inicial con
ampicilina, quinolonas/fluoroquinolonas, cefalosporinas, tetraciclina vy
trimetoprim/sulfametoxazol pudieran no ser apropiados en las poblaciones
estudiadas en México. Las cepas UPEC pertenecen principalmente a los
siguientes serogrupos O1, 02, 04, 06, 08, 018, 025 y O75 (Ananias y Yano,
2008), los cuales en nuestro estudio fueron mas frecuentes en un 42.1% frente
a un 57.9% de otros serogrupos. El serotipo mas frecuente fue el 0O25:H4
(16.8%), el cual ya ha sido reportado en México, indicando que este serotipo ha
logrado extenderse en el pais (Molina et al., 2011). El serotipo 025:H4 se ha
relacionado con la produccion de betalactamasas de espectro extendido y
resistencia a fluoroquinolonas en la comunidad (Molina et al., 2011; Hussain et
al., 2012; Basu et al., 2013). En nuestro estudio el 63.5% de los aislamientos
fue resistente a acido nalidixico, por lo que decidimos evaluar la relacion entre
genes de virulencia y resistencia a &cido nalidixico; se encontré6 una baja
frecuencia de los genes fimH, cnfl, papC y hlyA (50% al 64.1%) en cepas
resistentes; a diferencia de los genes iutA y sat (75.9% y 78.6%
respectivamente), lo que concuerda con los determinantes de virulencia que
han sido reportados en aislamientos resistentes a acido nalidixico (Basu et al.,
2013; Oliveira et al., 2011), esto podria explicarse dado que la hlyA, papC y
cnfl son usualmente codificadas en la misma isla de patogenicidad
(Yamamoto, 2007). La adquisicion de resistencia a quinolonas y la baja
prevalencia de factores de virulencia se puede deber al hecho de que las
quinolonas inducen el sistema SOS, y esta induccion puede favorecer la
liberacion de islas de patogenicidad, lo que sugiere que la adquisicion de
resistencia a quinolonas puede generar cepas de E. coli con baja virulencia
(Basu et al., 2013). Estos resultados reflejan la heterogeneidad en la
distribucién de genes de virulencia entre las cepas UPEC, si bien no ha sido
posible establecer una asociacidn entre virulencia, resistencia y grupos
filogenéticos; es importante describir las caracteristicas que definen a los

aislamientos de UPEC dentro del pais.
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CONCLUSION

En esta investigacion se encontré que los aislamientos asociados a ITU en la
comunidad en el centro del pais pertenecen en su gran mayoria al grupo
filogenético B2, el cual presentdé un mayor perfil de genes de virulencia; en
contraste con los aislamientos en la localidad en el suroeste, donde el grupo
filogenético A fue el mas prevalente y presentd menor cantidad de genes de
virulencia, esto confirma que cepas comensales pueden ocasionar ITU. De
acuerdo a nuestros resultados los aislamientos en la localidad al suroeste de
México presentaron mayor capacidad litica, produccion de biofilm y adherencia.
Sin embargo, los genes iutA, hlyA y cnfl fueron mas prevalentes en los
aislamientos del grupo B2 y D pertenecientes a la localidad en el centro del
pais, ademas de presentar mayor resistencia a ampicilina, ceftazidima y &cido
nalidixico. Se observdé que la MDR esta presente en los cuatro grupos
filogenéticos lo que complica y disminuye las opciones terapéuticas en
pacientes con ITU causando persistencia y diseminacion de los

microorganismos en la comunidad.
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