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Resumen

Las infecciones en el tracto urinario (ITU) representan un problema de salud
mundial. Se estima que anualmente se presentan de 130 a 175 millones de casos
alrededor del mundo, lo que genera un gasto de cerca de 6 millones de dolares
(1). En humanos, Escherichia coli es el agente causal mas frecuente de ITU,

causa mas del 80% de ellas y abarca todos los rangos de edad (2).

En los adultos mayores, las ITU son las infecciones mas frecuentes; de ellas E.
coli es el agente mas aislado, identificandose en mas del 50% de los casos; otros
agentes menos frecuentes son Klebsiella pneumoniae y Enterococcus spp (3,4).
En adultos mayores las ITU cursan con una presentacion clinica atipica, alta
prevalencia de comorbilidades y riesgo incrementado de interacciones farmaco-

farmaco y enfermedad-enfermedad (5).

En México no contamos con una vigilancia exhaustiva de las ITU, por lo cual es
complicado estimar su verdadera incidencia (6). Los estudios realizados alrededor
del mundo indican que existe una alta correlacién entre el grupo filogenético al que
pertenecen las cepas de E. coli y sus respectivos factores de virulencia (1). Por
ejemplo, las cepas patdégenas extraintestinales de E coli pertenecen
principalmente al grupo filogenético B2 y producen una gran variedad de factores
de virulencia que facilitan la colonizacion del tracto urinario; entre ellos destacan
las adhesinas, toxinas, sistemas de captacion de hierro y capsula (7). Ademas,
presentan resistencia a los antibioticos de eleccién tales como ampicilina,

trimetoprim y ciprofloxacino (8).

Por lo antes expuesto, el objetivo del presente trabajo consistio en la
caracterizacion de 105 aislamientos de E. coli en adultos mayores con infeccion
urinaria, a fin de conocer si presentan las mismas caracteristicas de E. coli
aisladas alrededor del mundo. Para lo cual se determing la presencia de los genes

de virulencia implicados en la adhesion, captacion de hierro y sintesis de toxinas;



fimH, sfaS, focG, papC, sfa/focDE, ecpA, ecpR-B, hlyA, ibeA, iutA y fyuA mediante
la técnica de PCR, los grupos filogenéticos; A, B1, B2 y D mediante la técnica de
PCR multiple y la determinacion de la susceptibilidad a antibiéticos a través del

sistema automatizado MicroScan.

Los resultados indican que entre los aislamientos de E. coli el grupo filogenético
mas frecuente fue el B2, los antibioticos para los cuales mas del 50% de las cepas
presentaron resistencia fueron: ampicilina/sulbactam, trimetoprim/sulfametoxazol,
ciprofloxacino, gatifloxacina, levofloxacina y moxifloxacina. Y los genes de
virulencia encontrados en alta frecuencia fueron; ecpA, papC, fimH, sfa/focDE,
sfaS, fyuA e iutA.



Marco teérico

Escherichia coli

E. coli se encuentra naturalmente en el tracto gastrointestinal de los humanos y
otras especies animales, junto con otros microorganismos que integran la
microbiota intestinal de los mamiferos; sostiene una relacion simbittica benéfica
con el hospedero al proveer vitaminas y sefales para la regulacion de la respuesta
inmune. Ciertas cepas de E. coli pueden divergir de sus caracteristicas como
comensales, para adquirir una naturaleza patdégena y la capacidad de generar
enfermedades intra y extraintestinales (9, 2). Las cepas patdégenas se han

subclasificado como patdégenas intestinales y extraintestinales (EXPEC) (2).

Entre las EXPEC, las cepas de E. coli uropatogena (UPEC) son las mas asociadas
a enfermedades en humanos, puesto que son la causa primaria en el 70 al 95%
de los casos de ITU. El origen filogenético y sus atributos de virulencia son las
caracteristicas que diferencian las cepas de E. coli extraintestinales patégenas de
las comensales. Un sello caracteristico de las cepas patdgenas es la posesion de
factores de virulencia especializados (10,11), los cuales generalmente no se
encuentran en las cepas comensales (10). Mas aun, las cepas patdgenas pueden

actuar como patdgenos Intracelulares oportunistas (12).

Infecciones del Tracto Urinario (ITU)

El tracto urinario incluye érganos pareados: rifiones y uréteres, asi como vejiga y
la uretra. La mucosa de la pelvis renal, el uréter y la vejiga, se encuentran
revestidos por un epitelio estratificado conocido como urotelio, que actda como

componente del sistema inmune (13).



En condiciones fisioldgicas, la orina y el tracto urinario (Figura 1) son estériles,
excepto por la porcién distal de la uretra que esté colonizada (7).

Uréteres

1 Vejigo
Uretra____

Figura 1. Representacion del tracto urinario (16).

Una infeccion en el tracto urinario (ITU) se define como un namero significativo de
al menos 10° unidades formadoras de colonias (UFC)/ml de orina de organismos
patdogenos, en las éareas normalmente estériles del tracto urinario, con la

consiguiente respuesta inflamatoria (14, 15).

Las ITU son las infecciones extraintestinales mas frecuentes en humanos. Su
diagndstico se establece a partir de bacteriuria (10° UFC/ml) y leucocituria (= 10*
leucocitos/ml) (7).

Clasificacion

Las infecciones en el tracto urinario, se dividen en; bajas, altas, complicadas, no

complicadas, y segun el sitio donde se desarrollan en; bacteriuria asintomatica



(orina), cistitis (vejiga), pielonefritis (rifiones), urosepsis (sangre) y prostatitis
(préstata) (1).

e Bajas. Se caracterizan por la colonizacion bacteriana a nivel de uretra y
vejiga. Normalmente se asocian a la presencia de sintomas y signos
urinarios, como urgencia para orinar, disuria, poliaquiuria, turbidez y olor

fétido de la orina. Incluyen a la cistitis y uretritis (10).

e Altas. Ademas de presentar signos y sintomas de ITU baja, presentan signos
y sintomas sistémicos como escalofrios, fiebre, dolor lumbar, nausea y
vomito. Estdn asociadas a colonizacién bacteriana a nivel uretral y del

parénquima renal. En este grupo se encuentra la pielonefritis (10).

e No complicadas. Ocurren en pacientes que tienen un tracto urinario normal,
sin alteraciones funcionales o anatdbmicas, sin una historia reciente de

instrumentacién, cuyos sintomas estan confinados a la uretra y vejiga. (17).

e Complicadas. Son ITU sintomaticas en individuos que presentan
anormalidades funcionales o estructurales en el tracto genitourinario. Los
factores del hospedero que predisponen a su desarrollo son: edad, diabetes
mellitus, cateterizacion, comorbilidades y lesiones en la médula espinal (18).

e Bacteriuria asintoméatica (BUA). Es definida como presencia de bacterias en
orina de un paciente que no presenta sintomas tipicos de ITU. Su
diagnéstico requiere de la confirmacion en dos muestras consecutivas (19,
17).

e Cistitis. Se caracteriza por polaquiuria, disuria y a veces dolor suprapubico
(20).



¢ Pielonefritis. Presenta los mismos sintomas que la cistitis, ademas de fiebre,
dolor en los costados, escalofrios y en ocasiones vomito. Se considera como

el punto de partida de una septicemia (20).

Epidemiologia

En general, las ITU son las infecciones bacterianas mas comunes en la poblaciéon
adulta (17, 21), su prevalencia se incrementa con la edad hasta ser del 10 al 20%
en las personas de 65 a 75 afos (7). Las ITU en adultos mayores constituyen un
riesgo debido a que en dos terceras partes de los casos la infeccion se localiza en
el tracto urinario alto (17, 21). Ademas, su presentacion es atipica, por lo que en
ocasiones cursan asintomaticamente y pueden complicarse debido a interacciones

con otras enfermedades y antibi6ticos (22).

Las mujeres son mas propensas a desarrollar una ITU que los hombres debido a
las diferencias anatémicas Yy fisioldgicas (23). Las mujeres adultas experimentan
con mayor frecuencia enfermedades sintomaticas. La bacteriuria asintomatica
(BUA) se incrementa con la edad, llegando a una prevalencia de 20% en mujeres
de 80 afos de edad. En hombres sanos, la BUA es inusual hasta los 60 afos,

donde se incrementa hasta llegar a ser del 10% en hombres mayores de 80 afios

(3).

La hospitalizacion debida a pielonefritis aguda se incrementa con la edad
alcanzando sus maximos valores en los grupos con mayor edad. Las infecciones
recurrentes en adultos mayores son problematicas cuando se acompafian de
anormalidades uroldgicas. En pacientes que se encuentran en casas de retiro, la
frecuencia de BUA se incrementa en comparacion con aquellos que viven en la

comunidad (3).



Los factores que predisponen a los adultos mayores al desarrollo de una ITU son:

La disminucién, durante la postmenopausia, de la proporcion en que se
encuentra colonizando la vagina el bacilo de Ddderlein; éste mantiene el pH
de la vagina y al encontrarse en menor proporcion se genera un aumento del
pH que favorece la colonizacion por E. coli y especies de Enterococcus spp
(3). Para mujeres postmenopausicas la ITU recurrente estd asociada a un

historial de ITU durante la juventud.

La hipertrofia prostatica contribuye al desarrollo de una ITU en hombres
mayores, debido a que causa obstruccion uretral y flujo turbulento de orina.
Esto ultimo facilita el ascenso de la bacteria hacia la vejiga. La bacteria
establecida en la prostata de adultos mayores puede persistir indefinidamente
exacerbado por la difusion restringida de los antibiéticos hacia las glandulas

y/o a la presencia de E. coli en piedras prostaticas (3).

Patogénesis

El estudio de la patogénesis por E. coli implica el conocimiento de los procesos

mediante los cuales produce enfermedad en el hospedero. La colonizacién del

tracto urinario por E. coli, se sustenta en su capacidad para adherirse a las células

y tejidos del hospedero, a través de organelos filamentosos adherentes conocidos

como pili o fimbrias. Los mas comunes son los tipos 1, P, Sy FIC, codificados por

los operones fim, pap, sfa y foc, respectivamente (7).

Existen tres rutas para la infeccion del tracto urinario por E. coli:

e Ruta ascendente: En la mayoria de los casos, E. coli infecta el tracto
urinario a través de esta ruta (12); las cepas patdégenas que se encuentran

en la microbiota rectal colonizan progresivamente la mucosa vaginal (en el



caso de las mujeres), el area periuretral y la mucosa uretral antes de llegar
a la vejiga. Después, pueden seguir su ascenso hacia los rifiones via los
uréteres. Por lo cual, una ITU inicia usualmente como infeccion en la uretra,
vejiga (cistitis) y segun la cepa, puede ascender hacia los rifiones
(pielonefritis) y finalmente resultar en falla renal y diseminacion hacia la

sangre (urosepsis) (1).

¢ Ruta hematdgena: Esta ruta alude a la infeccion de los rifiones a partir de la

sangre y no es comun en pacientes sanos (24).

e Ruta linfatica: En raras ocasiones, la bacteria que se encuentra en érganos
adyacentes puede penetrar al tracto urinario a través de los vasos linfaticos.
Esta ruta esta asociada a abscesos retroperitoneales e infecciones

intestinales (24).

La capacidad de adherirse a los tejidos del hospedero, es uno de los principales
factores que favorecen la colonizacion, le permiten a la bacteria resistir el vaciado
de la orina y promueven la invasion de las células uroteliales. Una vez en estas, E.
coli es transportada dentro de membranas, las cuales poseen caracteristicas
similares a lisosomas o endosomas tardios. Dentro de estas células, el
microrganismo es capaz de multiplicarse rapidamente formando comunidades

intracelulares similares a biopeliculas (Figura 2) (9).



Figura 2. Mecanismo empleado por E. coli para la colonizacion e invasion de las
células del epitelio. Eventos que tienen lugar durante una ITU [1]. Expresion de los
pili tipo [; [2] Secrecidn de toxinas y otros factores de virulencia, solos 0 asociados
a vesiculas de membrana externa; [3, estructuras azules] Liberacion de
sideréforos como enterobactina y salmoquelina para la obtencion de hierro en
competicion con moléculas quelantes de hierro del hospedero y lipocalina 2
(discos blancos); [4] Los pili tipo 1 median la adhesion e invasion de las células
uroteliales, las células superficiales diferenciadas del lumen de la vejiga que son
en ocasiones binucleadas y poseen formas hexagonales o pentagonales son los
blancos primarios para la invasion; [5] UPEC puede multiplicarse rapidamente
dentro de éstas, formando comunidades similares a biopeliculas (9).

Factores de virulencia

La virulencia se define como la capacidad de un organismo para causar
enfermedad en un hospedero particular (25). En E. coli, la virulencia resulta del
impacto acumulativo de uno o mas factores de virulencia (11). Estos determinan si
una cepa puede invadir al hospedero, y le permiten sobrevivir en ambientes

menos favorables, como la orina (2).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=An external file that holds a picture, illustration, etc.Object name is nihms67160f1.jpg [Object name is nihms67160f1.jpg]&p=PMC3&id=2595135_nihms67160f1.j
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Figura 3. Representacion esquematica de E. coli y sus factores de virulencia (11).

En el genoma de E. coli, de aproximadamente 4.6 a 5.6 Mb, se encuentran
estructuras de mosaico que consisten de un centro conservado de genes, mas un
banco de genes especifico de cada cepa. Este banco de genes contiene aquellos
gue codifican para factores tejido-especificos y, en el caso de las cepas

patégenas, para factores de virulencia (1).

Estos factores de virulencia que incluyen a adhesinas, toxinas, invasinas y
sistemas de captacion de hierro (Figura 3) (26), facilitan la colonizacion e invasion
del tracto urinario, al disminuir o interrumpir los mecanismos de defensa, causar
dafo al tejido y permitir la estimulacion de la respuesta inflamatoria. Los factores
de virulencia (FV) son codificados por genes que generalmente se encuentran
asociados a islas de patogenicidad cuyo contenido de guanina-citosina es distinto
al resto del genoma (9, 16), y se adquieren a través de transferencia horizontal de

material genético.
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Fimbrias y adhesinas

Las fimbrias son organelos adhesivos de maxima importancia para la colonizacion
exitosa de tejidos especificos del hospedero; son glicoproteinas de superficie que
funcionan como ligandos para receptores de glicolipidos y glicoproteinas
presentes en las células uroepiteliales. Las fimbrias presentes en cepas de E. coli
asociadas a ITU pueden clasificarse en tres categorias basandose en sus
caracteristicas de hemaglutinacion. La primera categoria abarca fimbrias que
producen hemaglutinacion D-manosa resistente; por ejemplo, las fimbrias P y S.
La segunda, incluye a fimbrias que producen hemaglutinacion D-manosa sensible
como las fimbrias tipo 1. En la tercera clase se incluyen fimbrias que no poseen
caracteristicas de hemaglutinacion; el representante mas comuin de esta clase es
la fimbria FIC (27).

Las adhesinas se encuentran en la superficie de las bacterias, como componentes
de las fimbrias, o como moléculas afimbriales monomeéricas o multiméricas
ancladas a la membrana externa de la bacteria. Estas estructuras adhesivas son
codificadas por grupos de 6 a 11 genes y consisten de 260 a 340 aminoé&cidos que
corresponden a una proteina de 28 a 35 kDa con cuatro cisteinas implicadas en la

formacion de dos puentes disulfuro.

UPEC produce diversas adhesinas cuyo “blanco” incluye a un gran numero de
receptores en el hospedero; proteinas extracelulares o presentes en la superficie
de las células; las mas comunmente asociadas a UPEC son las de la familia
Afa/Dr, S, FIC, Py las del tipo 1.

La adhesion resulta de la interaccion entre una adhesina producida por E. coliy un
receptor especifico localizado en la superficie de las células del hospedero. Los
receptores para adhesinas son producidos por las células uroepiteliales, eritrocitos
y por la mucosa del tracto urinario (7). La capacidad de E. coli para adherirse

especificamente a las células uroepiteliales le permite resistir los mecanismos de
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defensa del hospedero, como el vaciado de la orina que es la mayor defensa
fisiolégica y permite la eliminacion del 99.9% de las bacterias; sin embargo, ésta
resulta insuficiente cuando la bacteriuria excede los 10° UFC/ml. Las
caracteristicas de la orina tales como su alta osmolaridad, contenido de acidos
organicos y pH é&cido, contribuyen a la inhibicion del crecimiento bacteriano. Las
células uroepiteliales constituyen otro mecanismo de defensa, ya que actian como
una barrera fisica a través del moco que ellas mismas producen; este moco actla
como un elemento que enmascara los receptores en las células uroepiteliales.
Finalmente, a través de la exfoliacion de las células uroepiteliales se logra la

eliminacion de las células que contienen bacterias (7).

Fimbria tipo 1

La fimbria tipo 1 es manosa sensible. Esta altamente conservada entre las cepas
patégenas y las cepas comensales de E. coli (9), se considera uno de los FV méas
importantes involucrados en el establecimiento de una ITU. Estd compuesta por
subunidades repetidas 1,000 a 2,000 veces, arregladas en una hélice que gira en

sentido derecho (7).

Tiene una distribucion peritrica, mide mas de 7 nm y esta formada por repeticiones
de la subunidad FimA. EI fibrillum estd compuesto de dos subunidades
adaptadoras; FimF y FimG, asi como de la adhesina FimH que reconoce
receptores de glicoproteinas con manosa. FimH consiste en un dominio C-terminal
de pilina, involucrado en la incorporacion de FimH a la punta del fibrillum. Esta

adhesina también se encuentra distribuida a lo largo de todo el fibrillum (Figura 4)

(7).
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Figura 4. Representacion esquemética de la morfologia y composicion de la
fimbria tipo 1 (7).

FimH se adhiere a receptores manosilados que se encuentran en el uroepitelio. La
interaccién de FimH con su receptor es esencial para la colonizacién e infeccion
del epitelio de la vejiga. El proceso de unién especifico ocurre cuando FimH se
une a uroplaquina la y 1b; después de la unidn, las adhesinas activadas migran
hacia capas mas profundas y penetran la membrana celular. Una vez dentro de la
célula el proceso invasivo continda, la bacteria prolifera dentro del citosol
formando grupos o biopeliculas (13). La invasion requiere de un reordenamiento
dinamico del citoesqueleto de la célula hospedera, asi como de un nimero de

factores de sefalizacion asociados a integrinas y proteinas adaptadoras (9).

Los aislamientos de UPEC expresan comunmente variantes de FimH que se unen
tanto a receptores de glicoproteinas que contienen monomanosa o trimanosa. En
contraste, los aislamientos de E. coli comensales muestran alta afinidad por

residuos de trimanosa. La alta afinidad por los residuos de monomanosa esta
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asociada a la facilidad para la interaccion de UPEC con las células uroepiteliales,
puesto que le permite una mayor resistencia al vaciado de la orina (28).

Fimbria P

La fimbria P esta altamente asociada a cepas que causan pielonefritis. Interviene
en la union a receptores del grupo P-sanguineo en las células uroepiteliales (14).
Esta compuesta por estructuras de 1um de longitud, arregladas en una hélice que
gira en sentido derecho 3.3 subunidades por turno (7).

Posee una adhesina PapG localizada en la punta distal de la fimbria, posicién que
favorece la interaccion con su receptor: a-D-galctopiranosil-(1-4)-3-D-
galctopiranésido. Existen tres variantes de esta adhesina PapG; I, Il y Ill, que
reconocen variantes de globotriacilceramidas localizadas en los antigenos de la

superficie de las células “blanco” que se encuentran particularmente en el rifion

9).

La fimbria P se compone por otras subunidades menores: PapE, PapF, PapH y
PapK (Figura 5). PapE constituye la subunidad mayor del fibrillum, PapF une a la
adhesina y controla la polimerizacion del fibrillum. La biogénesis de la fimbria
requiere de dos proteinas auxiliares PapD y PapC. PapD es una chaperona
periplasmica, que permite mantener la estructura tridimensional (7). Mientras que
PapC de 86 KDa es una proteina de membrana externa requerida para el
ensamblaje y secrecion de los pili tipo P en E. coli uropatdgena. En ausencia de
PapC, los diferentes complejos de chaperona-subunidad, acumulados en el
periplasma, no serian capaces de producir estructuras adhesivas. Esto sugiere
gue es una molécula similar a porina, requerida para el paso de subunidades a

través de la membrana externa (7).
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Figura 5. Representacion esquemética de la morfologia y composicién de la
fimbria tipo P (7).

Fimbria S

La fimbria S es una adhesina manosa resistente y debe su nombre al hecho de
gue se une especificamente a residuos con sialil-galactésidos terminales (11);
glicoproteinas con terminacion a-sialil-acido-1-2-3-B-galactosamina, es expresada
por cepas causantes de meningitis e ITU (29, 30). Los sitios de unién para la
fimbria se encuentran en las células epiteliales de los tubulos proximales y
distales, ductos colectores, glomérulos, intersticio renal y en el endotelio renal

vascular.
La fimbria S estd compuesta por las subunidades: mayor SfaA, que forma parte

del fibrillum; menor SfaG y la adhesina fimbrial SfaS que media la actividad

hemaglutinante (39).

15



Fimbria FIC

La fimbria FIC carece de actividad hemaglutinante y se une a residuos de [3-
GalNac-1,4-B-Gal (31) y a esfingolipidos presentes en los ductos colectores y
tubulos distales del rifion. Pertenece a la misma familia que la fimbria S y, al igual

que ésta, tiene su composicion a base de subunidades mayores y menores (27).

El gen focA codifica para la subunidad mayor, el gen focH codifica para la
subunidad menor, los genes focC y focD se requieren para producir la proteina

chaperona (32), y el gen focG codifica para la adhesina FocG.

Esta fimbria esta asociada a cepas de UPEC O4 y O6, que expresan comunmente
la fimbria P (32).

Pili comun de E. coli

Los pili comunes de E. coli. (ECP) desempefian un rol potencial en la colonizacion
de las células epiteliales y pueden representar un factor de adherencia, tanto en
cepas de E. coli comensales como en las patégenas. Los ECP estan compuestos
por subunidades de pilina de 21KDa, cuya secuencia de aminoacidos corresponde

al producto del gen yagZ, renombrado ecpA (33, 34).

El gen ecpA codifica para la subunidad mayor del ECP; EcpA corresponde a un
segmento de 488 pb y esta flanqueado por los genes ecpR y ecpB. La subunidad
proteica EcpA es 60% hidrofébica y su C-terminal no posee los dos residuos de

cisteina presentes en muchos tipos de pili (33, 34, 35).
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Toxinas

UPEC secreta un complejo de proteinas tdxicas para las células eucariotas, que

incluyen a la a-hemolisina y al factor citotoxico necrotizante 1 (CNF-1).

a-hemolisina

La a-hemolisina es una toxina de 107 kDa secretada por cepas patdgenas de E.
coli; es miembro de la familia RTX, un grupo de proteinas caracterizadas por la
presencia de secuencias ricas en glicina y asparagina repetidas en tAndem cerca
de la regién C-terminal. Estas repeticiones constituyen el dominio de unién a Ca?*
(36).

La a-hemolisina se une al receptor integrina-2 de leucocitos o a glicoporinas del
eritrocito (37) y causa hemodlisis a través de la formaciébn de poros en la
membrana, aumentando la permeabilidad hasta la lisis celular (38). Asi mismo,

media la entrada de la bacteria a las células uroepiteliales (28).

La produccion de esta toxina predomina en las ITU altas, es codificada por un
operdn compuesto por cuatro genes, designados hlyABCD; hlyA es el gen
estructural y su activacion requiere de acetilacién postraduccional, mediada por el
producto HIyC. Las proteinas asociadas a membrana HlyC y HlyD, forman el

aparato de secrecion de HIyA (7).

Factor citotoxico necrotizante tipo 1
El factor citotoxico necrotizante tipo 1 (CNF1) es una toxina de 113 kDa, se

identificd hace 20 afios en base a sus efectos necrotizantes en la piel de conejos.

Estudios posteriores demostraron que se produce en cerca de una tercera parte
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de las cepas de UPEC y estimula la produccion de fibras de actina, lamellipodia y
filopodia (28)

CNF1 es capaz de entrar en las células del hospedero a través de un pH bajo por
la via endocitica, mediante la union al precursor del receptor de laminina, el cual
es una proteina de membrana del hospedero que funciona también como un

receptor para varios virus (28).

Dentro de las células del hospedero CNF1 funciona como una deamidasa que
convierte residuos especificos de glutamina a acido glutamico a través de las Rho
GTPasas; RhoA, Rac y Cdc42. Este cambio de aminoacido inhibe la hidrdlisis de
GTP inducida por proteinas activadoras de GTPasa (GAP). Estas GTPasas son
las principales moléculas de sefalizacion en una variedad de procesos celulares,

incluyendo la reorganizacion de actina en el citoesqueleto.

Sistemas de captacion de hierro

En los mamiferos, el hierro esta fuertemente unido a varias proteinas, incluidas las
hemoproteinas tales como la ferritina, que es capaz de almacenar hasta 4,500
moléculas de Fe*" por oligdmero y contiene cerca del 30% de la reserva de éste.
Por lo cual, la concentracién de hierro libre es de 10*M; esta restriccién, provoco
qgue durante la evolucion E. coli desarrollara mecanismos para la captacion de
hierro a través de contactos directos e indirectos. Los contactos directos
comprenden la captacion de hierro a partir de diversas fuentes como lactoferrina,
transferrina, ferritina, el grupo hemo y/o hemoproteinas. La desventaja es la
necesidad de un receptor especifico para cada fuente de hierro. Por lo cual, E. coli
usa grupos de sideroforos especificos para cada fuente de hierro presente en los

diferentes compartimentos del hospedero (39).
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Tanto las cepas patdégenas como las comensales de E. coli codifican para
sistemas complejos de captacidén de hierro a través de la sintesis, exportacion y
captacion de pequefias moléculas quelantes de hierro conocidas como sideréforos
(40). La obtencién de hierro es un proceso critico para la supervivencia de E. coli
in vivo, ya que éste es un nutriente esencial requerido como donador y aceptor
para muchas proteinas, incluidas las que participan en la fosforilacion oxidativa el

metabolismo y las condiciones de estrés oxidativo.

Los sideréforos son pequefias moléculas quelantes de hierro que se unen a iones
de hierro férrico con una alta afinidad (Kd=102°-10"° M) (42). El genoma de UPEC
CFTO073 codifica para 14 diferentes receptores de membrana externa para hierro,

los cuales se muestran en la tabla 1.

Gen Sustrato de hierro
entD, fepA, fes entF fepE fepDGC fepB entCEBE Enterobactina
iuCABCD iutA Aerobactina
chuAS chuTWXYUV Hemo/hemoglobina
iroN iroBCDE Salmoquelina
fhuACDB Ferricromo
fhuEz Coprogeno/acido

rodotolUrico

fitA fitBCER Desconocido
ybtPQXS ybtA irp2 irpl ybtUTE fyuA Yersiniabactina
CirA Catecolatos

fiu Catecolatos

iha Enterobactina

hma Hemo/hemoglobina
ireA Desconocido

Tabla 1. Genes que codifican para sideréforos en UPEC (39).
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Los sideroforos se dividen en tres clases, dependiendo de la naturaleza quimica
de los residuos donadores de oxigeno, que son ligandos para la coordinacién de
Fe®*; (I) catecolatos que incluyen a los fenolatos, (Il) hidroxamatos o hidroxi-

carboxilatos y (lll) los mixtos.

La mayoria de las cepas comensales y patdgenas de E. coli producen receptores
para enterobactina; sin embargo, la produccion de aerobactina ha sido apreciado
como un marcador epidemioldgico de virulencia en UPEC (38). Un estudio del afio
2009 revel6 que las cepas de E coli provenientes del tracto urinario expresan

preferentemente los sideroforos yersiniabactina y salmoquelina (41).

Otro sideroforo es ChuA, el cual es un receptor de membrana externa de 69kDa
dependiente de TonB; éste es un complejo de membrana interna que se encarga
de la transduccion de la fuerza motriz de protones (Figura 6). ChuA contribuye a la
supervivencia de UPEC in vivo y a la formacion de comunidades bacterianas
intracelulares, todas las cepas patdégenas de E. coli que pertenecen a los grupos

filogenéticos B2 y D expresan este sideréforo (42).
La captacion de hierro del grupo hemo a través de ChuA juega un rol en la

colonizacion de la vejiga y los rifiones, asi como en la formacién de comunidades

intracelulares en el epitelio de la vejiga (40).
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Figura 6. Complejo de membrana interna TonB y ChuA. El grupo hemo es
reconocido por el receptor especifico de membrana externa ChuA y transportado
hacia el interior del periplasma con la energia aportada por el complejo
TonB/ExbB/ExbD. La proteina de unién ChuT transfiere el sustrato a la permeasa
de membrana interna ChuU donde la ATPasa ChuV conduce el transporte hacia el
citoplasma (43).

Invasinas

Las invasinas son proteinas que favorecen la invasion celular. La invasina IbeA es
una proteina de 50kDa y el gen que la codifica (ibeA) esta localizado en la isla
GimA. Este gen fue descrito por primera vez en la cepa RS218 aislada de un
paciente con meningitis cerebral. La delecidén de ibeA en la cepa RS218 disminuye
su virulencia en un modelo de rata infantil con meningitis (43). Ademas, posee un

rol importante en la invasion de EXPEC productora de meningitis cerebral (46).
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Grupos filogenéticos

Los andlisis realizados han agrupado a E. coli en cuatro grupos filogenéticos: A,

B1, B2 y D. Las cepas patdgenas extraintestinales pertenecen en su mayoria al

grupo B2 y, en menor proporcion, al grupo D. Mientras que las cepas comensales

al grupo A (42).

Las técnicas de electroforesis multilocus de enzima o ribotipificacion usadas

anteriormente como referencia para determinacion del grupo filogenético son

complejas y requieren de mucho tiempo y de una amplia coleccion de cepas; por

ello, se desarroll6 una técnica que permite efectuar la identificacion de los cuatro

grupos filogenéticos antes mencionados a través de PCR triple, con una precision

del 99%. Este método emplea una combinacion de dos genes; chuA y yjaA, asi

como un fragmento de DNA denominado TSPE4.C2 (Figura 7) (42).
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Figura 7. Diagrama para la diferenciacion del grupo filogenético, basado en los

resultados de la amplificacién génica de chuA, yjaA y TSPE4.C2 (42).
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Las posibles combinaciones de chuA, yjaA y TSPE4.C2 que pueden encontrarse

en los cuatro grupos filogenéticos se muestran en la tabla 2.

Grupo filogenético chuA | yjaA | TSPE4.C2
A o + )
Bl - F F
- - +
B2 + + +
+ + -
D & - -
+ - +

Tabla 2. Combinaciones de los dos genes y el fragmento de DNA TSPE4.C2, para
la clasificacion de E. coli en grupos filogenéticos.

Los genes chuA vy yjaA, asi como el fragmento de DNA TSPE4.C2 son
marcadores especificos de los grupos filogenéticos (43). El gen chuA es requerido
para el transporte del grupo hemo en E. coli enterohemorragica O157:H7, y es
adquirido por los grupos filogenéticos hermanos B2 y D; es decir, esta presente en
un ancestro comun y fue perdido por los grupos hermanos Ay B1. El gen yjaA se
identificd en la secuencia gendmica de E. coli K-12; sin embargo su funcion es

desconocida (43).

La comparacion de los perfiles gendmicos de 45 cepas provenientes de diferentes
fondos clinicos como urosepsis, pielonefritis, cistitis y BUA, demostré que existe
una débil correlacion entre los genotipos de las cepas y las presentaciones de ITU,
pero si una fuerte correlacion entre el genotipo y el grupo filogenético. Los
aislamientos pertenecientes a los grupos A, B1 y D poseen menos genes de
virulencia que los B2, lo que concuerda con la nocidon de que una alta proporcion
de cepas B2 son mas virulentas, debido a que poseen una mayor cantidad de
factores de virulencia (1).
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Las ITU en México

En México, la mayoria de las ITU son causadas por bacilos Gram negativos; el
80% de ellas estan asociadas a E. coli y el 20% a Proteus spp. Los organismos
Gram positivos causan ITU en menor proporcion. Los mas comunes son:
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus y Enterococcus spp. Ademas,
pueden detectarse micobacterias, hongos y otros microorganismos como

Chlamydia trachomatis, Uroplasma y Trichomonas vaginalis (45).

Desde el aflo 2003 hasta el 2008, las ITU han ocupado el tercer lugar dentro de
las 20 principales causas de morbilidad, que se reportan en la Republica
Mexicana. En el afio 2003 se notificaron 3'287,111 casos para una tasa de
3,154.2; para el 2008 se notificaron 3'244,994 casos con una tasa de 3,041.7 (45).

3500000 3300.0
3400000 + + 3200.0
+ 3100.0

C 3300000 + mmmm Casos —o— Tasa |
a T
S 3200000 + a
(] S
S 3100000 + a

3000000 + I I

2900000 A 4 ‘ + + +

2003 2004 20058 2006 2007 2008

Anos

FUENTE: SUIVE/DGAE/Secretaria de Salud
*Incidencia por 100 000 habitantes

Gréfica 1. Casos y tasa de infecciones en el tracto urinario en México para el
periodo 2003 — 2008. El valor de la tasa es por cada 100.000 habitantes.

En el 2008, el porcentaje presentado por cada sexo fue: para hombres de 24.4%

mientras que para mujeres de 75.6% (45).
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Los grupos mas afectados en el 2008 de acuerdo a la edad son: de 65 y mas afios
con una tasa de 5,767.9 casos; de 60 a 64 afios con 5,793.4 casos; y de 50 a 59
afios con 4,658.0 casos por cada 100.000 habitantes (46).

Tratamiento

En forma general los agentes antimicrobianos mas usados para el tratamiento de
una ITU sintomética en adultos mayores, son: trimetoprim/sulfametoxazol, las
fluoroquinolonas, los B-lactamicos, nitrofurantoina y fosfomicina (47). Sin embargo,
en los adultos mayores que presentan BUA, el tratamiento con antimicrobianos no
estd indicado porque se asocia a efectos adversos y reinfeccibn por

microorganismos mas resistentes (3).

En el caso de las ITU sintomaticas en adultos mayores, el tratamiento de eleccién
para la cistitis incluye trimetoprim/sulfametoxasol. La nitrofurantoina no esta
indicada para infecciones renales o de prostata, pero si para E. coli productoras de
B-lactamasas (ESBL). El uso de las fluoroquinolonas esta restringido a casos
severos como pielonefritis, debido a la alta resistencia que presenta E. coli, o en
pacientes incapaces de tolerar otros antibidticos. Las cefalosporinas son una
efectiva segunda linea de tratamiento, dependiendo de la susceptibilidad
microbiana y de la tolerancia del paciente al medicamento (3).

El tratamiento clinico de las ITU es complicado debido al aumento, en afios
recientes, en cuanto a la incidencia de infecciones causadas por cepas de E. coli
resistentes a los antibioticos de eleccion: cefalosporinas, fluoroquinolonas y
trimetoprim (2). Esta resistencia a quimioterapéuticos reviste gran importancia

debido a las limitadas opciones terapéuticas disponibles.

En México, la situacion es similar, por lo cual existe una preocupacion creciente

por el aumento de la resistencia a los antibioticos de eleccion para tratar las ITU.
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Aproximadamente el 10% de los aislamientos de E. coli son resistentes a
ceftazidima, y el 6% de los aislamientos son productores de [-lactamasas.
Ademas, en México, la tasa global de resistencia es mas alta que en los paises

desarrollados, e incluso, que en diversos paises de Latinoamérica (6, 8).
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Planteamiento del problema

Es necesario el conocimiento de los factores de virulencia, del grupo filogenético y
del perfil de resistencia antimicrobiana de E. coli en la poblacion de adultos
mayores en México. Ya que ello permitird el mejor entendimiento de su
patogenicidad y el mejoramiento de la terapia y las medidas de prevencion para el

control de las ITU en dicha poblacién.

Debido a que en México no se cuenta con una vigilancia exhaustiva de las ITU, es
complicado estimar su verdadera incidencia (6). Los estudios realizados alrededor
del mundo indican que existe una alta correlacién entre el grupo filogenético al que
pertenece una cepa de E. coli y los factores de virulencia; es decir, las cepas
patdgenas extraintestinales de E. coli pertenecen principalmente a los grupos
filogenéticos B2 y D, y son mas virulentas que las de los grupos B1 y A, porque
codifican para una gran variedad de factores de virulencia que promueven la
colonizacion del tracto urinario; por ejemplo, adhesinas, toxinas, sistemas de
captacion de hierro, capsula e invasinas (45). Finalmente, los principales agentes
causales presentan resistencia a los antibidticos de eleccion tales como

ampicilina, cefalosporinas, trimetoprim y ciprofloxacino (8).

Objetivo general

Caracterizar aislamientos de E. coli provenientes de adultos mayores con ITU

obtenidos en el Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez”, a través de la

determinacion de los genes de virulencia, la identificacion de los grupos

filogenéticos y el establecimiento de susceptibilidad a antibi6ticos.
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Objetivos particulares

¢ Identificar los grupos filogenéticos A, B1, B2 y D, en los aislamientos de E,
coli en adultos mayores mediante la deteccion de los genes chuA, yjaA y
TSPE4.C y determinar su distribucion entre los aislamientos en hombres y

mujeres.

e Determinar la presencia de los genes de virulencia fimH, sfaS, focG, papC,
sfa/focDE, ecpA, ecpR-B, hlyA, ibeA, iutA, fyuA; su distribucion entre los
aislamientos en hombres y mujeres, asi como entre los cuatro grupos

filogenéticos.

e Determinar la susceptibilidad a antibiéticos en los aislamientos de E. coli y
determinar si existe diferencia para la distribuciébn de ésta entre los
aislamientos en hombres y mujeres, asi como entre los grupos

filogenéticos.

e Determinar si existe diferencia para la distribucion de los genes de

virulencia entre los aislamientos susceptibles a quinolonas.

e Determinar si los aislamientos de E. coli en adultos mayores en México
muestran algun predominio en cuanto a factores de virulencia, grupos

filogenéticos y susceptibilidad a antibitticos.

Hipotesis

Los aislamientos de E. coli en adultos mayores pertenecen principalmente al grupo
filogenético B2, presentan mayor resistencia a ciprofloxacino,
trimetoprim/sulfametoxazol y cefalosporinas y evidencian mas genes de virulencia

que los pertenecientes a los grupos Ay B1.
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Metodologia

En el siguiente diagrama se resume la metodologia empleada para la caracterizacion de los aislamientos de E. coli

obtenidos de urocultivos de pacientes adultos mayores con ITU.
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Materiales

Equipo

Sistema automatizado MicroScan (DADE BEHRING) para la identificacion y

determinacion de sensibilidad a antibi6ticos.

Termocicladores; TECHNE TC-3000, Axygen Maxigene y Corbett research,
empleados para la amplificacion de los genes de virulencia mediante la

técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Camara de electroforesis horizontal (APOLLO). Fuente de poder (500-2
POWER SUPPLY). Equipo empleado para la visualizacion de los

fragmentos amplificados por PCR.

Varios: incubadora (Forma Scientific). Campana de flujo laminar (The Baker
Company). Vortex (Velp scientifica). Foto-documentador (UVP Epi Chemi lI
Dakroom). Balanza analitica digital (Satorius BP1215). Equipos empleados

en la propagacion, seleccion y conservacion de las Cepas de E. coli.

Reactivos

PCR: kit invitrogen (dNTPs mix 100 mM, tag DNA polimerasa, MgCl, 50
mM, Buffer 10x); kit promega (ANTPs mix 100 mM, Gotaq DNA polimerasa,
MgCl, 25 mM, Buffer 5x); kit Altaenzymes (dNTPs mix 100 mM, tag DNA
polimerasa, MgCl, 50 mM, Buffer 10x); kit Qiagen (dNTPs mix 100 mM,
Toptag DNA polimerasa, MgCl, 50 mM, Buffer 10x).

Electroforesis en geles de agarosa: Agarosa (Promega). Buffer para
electroforesis Tris-Acido Acético-EDTA (TAE) 1X. Bromuro de etidio 0.5
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pg/ml. Marcador de peso molecular: 1Kb plus DNA Ladder (Invitrogen). 100
bp Ladder DNA Marker (Axygen).

e Cepas bacterianas de estudio: Se trabajé con 105 aislamientos de E. coli
provenientes de urocultivos realizados a pacientes adultos mayores con
infeccion en el tracto urinario del Hospital General “Dr. Manuel Gea

Gonzalez”.

e Cepas de referencia: Escherichia coli uropatégena CFT073 de la Coleccién
Americana de Cultivos Tipo (ATCC) aislada de la sangre de una mujer con

pielonefritis aguda.

e Medios de cultivo: Agar Tripticasa-Soya (BDBioxon), Agar MacConkey
(BBL™). Infusién Cerebro-Corazén; BHI (BDBioxon)/Glicerol 50% (Sigma)

para la conservacién de las cepas en criotubos a -70°C.

Métodos

Poblacién de estudio

Se incluyeron en este estudio, 105 pacientes adultos mayores hombres y mujeres
cuyas edades estuvieron en el rango de 60 a 91 afios, que fueron atendidos en los
servicios de consulta interna, externa y urgencias, de las divisiones de urologia,
ginecologia, reumatologia, neurologia y cirugia general del Hospital General “Dr.
Manuel Gea Gonzalez”. El 37.14% de los pacientes son hombres y el 62.86% son
mujeres. La edad promedio de acuerdo al sexo para la poblacion estudiada es de

72 afios para hombres y 71 afios para mujeres.

La utilizacién de las muestras no requirid consentimiento informado por parte de

los pacientes debido a que solo se trabajé con muestras clinicas.
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Las caracteristicas de los pacientes de donde se aislé a E coli en el momento en

que la muestra fue llevada al laboratorio clinico para realizar el urocultivo se

describen en la tabla 3.

Cepa Paciente
Sexo | Edad Procedencia Enfermedades asociadas
1 F 60 Endocrinologia
2 F 80 Urologia Céncer
3 F 76 Urologia ITU
4 F 60 Preconsulta
5 F 60 Medicina Interna
6 F 70 Urologia ITU
7 F 60 Urologia
8 F 80 Urologia Céncer vesical
9 F 74 Medicina Interna
10 F 75 Urologia
11 F 65 Urologia ITU con tratamiento con Macrodantina
12 F 73
13 F 66 Urologia ITU
14 F 76 Urologia ITU
15 F 63 Urologia
16 F 84 Medicina Interna
17 F 82 Urgencias adultos
18 F 80 Medicina Interna
19 F 67 Reumatologia
Tratamiento con Elequin 20 dias antes del
20 F 71 Urologia urocultivo
Urologia
21 M 66 Consulta externa
Urologia
22 F 66 Consulta externa
Enfermedad cerebral vascular
Insuficiencia renal crénica
Sindrome de respuesta inflamatoria severa
23 F 75 Medicina Interna Sin antibiético
Urologia
24 F 63 Consulta externa
Ginecologia
25 F 67 Consulta externa
Urologia
26 F 64 Consulta externa
27 M 73 Urgencias Adultos
Sepsis
Psoriasis eritrodérmica
28 F 64 Medicina Interna Hipernatremia
Urologia
29 M 63 Consulta externa
Urologia
30 M 75 Consulta externa
31 M 60 Urologia
F 78 Cirugia General Derrame pleural bilateral
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Posible sepsis

32 Tratamiento con Ampiciclina y Ertapenem

33 M 79 Medicina Interna
Urologia

34 M 73 Consulta externa
Urologia

35 M 78 Consulta externa

36 F 71 Medicina Interna

37 M 75 Urologia Hiperplasia prostatica benigna

38 M 88 Urologia

39 M 71 Medicina Interna

40 M 60 Medicina interna
Urologia

41 F 71 Consulta externa
Urologia

42 F 67 Consulta externa
Urologia

43 F 67 Consulta externa
Urologia

44 F 73 Consulta externa
Urologia

45 M 70 Consulta externa

46 M 85 Medicina Interna

47 F 81 Medicina Interna Paciente en silla de ruedas
Ginecologia

48 F 68 Consulta externa
Urologia

49 F 64 Consulta externa
Urologia

50 F 71 Consulta externa

51 M 91 Medicina Interna
Urologia

52 F 79 Consulta externa

53 F 84 Medicina Interna

54 F 61 Medicina Interna,

55 M 64 Medicina Interna
Urologia

56 M 81 Consulta externa
Urologia

57 M 77 Consulta externa
Urologia

58 F 60 Consulta externa

59 M 65 Neurologia

60 Urologia

M 63 Consulta externa

61 M 87 Urgencias ITU

62 F 85 Urgencias adultos
Urologia

63 M 61 Consulta externa

64 F 78 Urologia

65 F 63 Medicina Interna

66 F 75

67 F 60

68 M 67
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69 M 62
70 M 84
71 F 63
72 F 83
73 M 65
74 M 65
75 M 69
76 F 86 Cirugia General ITU
77 F 84 Medicina Interna ITU
78 F 64 Urologia
79 F 68 Urologia
80 M 77 Medicina Interna Pancitopenia
81 M 81 Medicina Interna
82 F 66 Urgencias Adultos
83 F 73 Consulta Externa
Urologia
84 F 82 Consulta Externa
85 M 84 Urologia
86 F 79 Medicina Interna
Urgencias Adultos
87 F 80 Consulta Externa
88 M 71 Cirugia General
89 M 50 Urgencias Adultos Choque séptico
Urologia
90 M 65 Consulta Externa
91 F 75 Medicina Interna
Urologia
92 M 67 Consulta externa
93 F 68 Urologia
94 F 66 Cirugia General
Urologia
95 F 62 Consulta Externa
96 F 73 Medicina Interna
97 M 70 Urgencias Adultos
98 M 73 Consulta Externa
99 F 69 Medicina Interna
100 M 80 Consulta Externa
101 F 70 Consulta Externa
102 F 69 Consulta Externa
Enfermedad vascular cerebral isquémica +
103 F 86 Medicina Interna choque séptico
104 F 63 Consulta Externa
105 M 80 Consulta Externa

Tabla 3. Caracteristicas de los pacientes de donde se aislo E. coli
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Urocultivos

Las muestras de orina obtenidas por miccion media, fueron sembradas por el
meétodo de asa calibrada en agar sangre y CROMAgar. Transcurridas las 24 h de
incubacién a 37°C se realiz6 el conteo de UFC. Conteos mayores o iguales a 10°
UFC/ml fueron seleccionados para la identificacion del agente aislado y la
realizacion de las pruebas de susceptibilidad a antibioticos.

Identificacidn y sensibilidad a antibidticos

A partir del cultivo de 24 h en placa de agar, con asa estéril, se tocan
superficialmente de 4 a 5 colonias grandes o 5 a 10 colonias pequefias aisladas y
morfolégicamente similares. Se emulsionan en 3 ml de agua desionizada y
esterilizada, hasta obtener una turbidez similar a la del estandar de 0.5 de
MacFarland, la suspension se agita de 2 a 3 segundos en el vértex, se pipetean

100 pL de la suspension en 25 ml de agua desionizada y se mezcla.

Antes de cargar los paneles del sistema automatizado MicroScan se realiza la
prueba de oxidasa, posteriormente se instila el inoculo en cada pocillo del panel
con ayuda de un cuentagotas. Los pocillos correspondientes a las pruebas GLU
(glucosa), URE (ureasa), H,S (4cido sulfhidrico), LYS (lisina), ARG (arginina),
ORN (ornitina), y DCB (descarboxilasa base) se recubrieron con tres gotas de
aceite mineral. Enseguida, se incuban los paneles a 35°C durante 16 h
Finalmente, los resultados son interpretados por el software autoScan®-4 para la

identificacion y sensibilidad a antibiéticos de cada aislamiento.

Conservacion

Los aislamientos identificados como E. coli procedentes de urocultivos con
conteos mayores o iguales a 10° UFC/ml y con prueba de sensibilidad a

antibidticos, se sembraron en agar MacConkey y transcurridas 24 h se
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recolectaron las colonias para conservarlas en criotubo con 5 ml de medio liquido
infusién cerebro-corazén (BHI) / Glicerol al 50% v/v y se conservaron a -70°C,
identificados con el nimero consecutivo en base a la fecha de realizacién del

urocultivo.

Determinacion de grupo filogenético

Se utilizé la técnica de PCR mudltiple de acuerdo a Clermont et al, 2000. Esta es
una técnica simple y rapida que usa una combinacién de dos genes; chuA y yjaA,
asi como un fragmento de DNA; TSPE4.C2 para determinar los grupos
filogenéticos A, B1, B2 y D. Las condiciones para la amplificacion de fragmentos
de PCR se describen en la tabla 4. La amplificacion se realizé en un ciclo inicial de
desnaturalizacion, 35 ciclos de amplificacibn y un ciclo de extension final, el
volumen de reaccion para cada muestra fue de 10 pl, con las siguientes
concentraciones de reactivos; 3.9 mM de MgCl,, 0.7 U de taq polimerasa, 1.2
mM/ul de dNTPs vy los iniciadores chuaAF (4.17 pmol), chuAR (8.34 pmol), yjaA
(2.1 pmol) y TSPE4.C2 (7 pmol) se describen en la tabla 5.

Fase Desnaturalizaciéon | Desnaturalizacion Alineacién Extension Extension
Inicial final
Temperatura 94 94 58 72 72
°C
Tiempo 5 30” 24” 30” 5
Ciclos 1 35 1

Tabla 4. Programa utilizado para la amplificacion de los genes chuaA, yjaA, y el
fragmento TSPE4.C2.

Gen Iniciadores (5’-3’) Producto Ref.
(pb)
chuA GACGAACCAACGGTCAGGAT | TGCCGCCAGTACCAAAGACA 279 42
yjaA TGAAGTGTCAGGAGACGCT | ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC 211 42
TSPE4.C2 | GAGTAATGTCGGGGCATTCA | CGCGCCAACAAAGTATTACG 152 42

Tabla 5. Secuencias de los iniciadores empleados para la determinacion del grupo
filogenético, asi como el peso del producto amplificado respectivamente.
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Identificacién de genes de virulencia

Se identificaron los genes ecpA, ecpA* (ecpR-B para variantes del gen ecpA),
fimH, papC, sfa/focDE, focG, sfaS, hlyA, iutA, fyuA e ibeA, mediante la técnica de

PCR. Los programas de amplificacion se describen en la tabla 5 y los iniciadores

utilizados se describen en la tabla 6. El volumen final para cada reaccion fue de 10

pl, con las concentraciones de cada reactivo descritas en la tabla 7.

Gen Fase Desnaturalizacion Desnaturalizacion Alineacion Extension Extension
Inicial final
ecpA °C 96 94 62 72 72
Tiempo 5 30” 45” 45” 5
Ciclos 1 35 1
ecpR-B °C 95 95 57.5 72 72
Tiempo P 30” 33” 1'30” &
Ciclos 35 1
fimH °C 96 94 65.5 72 72
Tiempo 5 30” 30” 30” 5
Ciclos 1 35 1
°C 95 94 58.2 72 72
papC
Tiempo 5 30” 30” 40” 5
Ciclos 1 40 1
°C 95 94 68 68 72
sfa/ - ; > > - ;
Tiempo 5 30 30 40 3
foc
Ciclos 35 1
°C 95 95 68 72 72
focG  Miempo 5 30” 40" 30" 5
Ciclos 30 1
°C 95 94 64 72 72
sfaS Tiempo 5 30” 30” 25” 5
Ciclos 1 35 1
°C 95 94 63 68 72
hlyA -
Tiempo 5 30” 30” 1 3
Ciclos 1 35 1
fuya °C 95 94 67 68 72
iutA " ; m m T ;
ibeA Tiempo 5 30 30 140 5
Ciclos 1 30

Tabla 6. Programas de amplificacién para los genes de virulencia.
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Gen Oligonucleoétido delantero (5°-3’) | Oligonucledtido reverso (5°-3’) | Producto Ref
(pb)

ecpA TGAAAAAAAAGGTTCTGGCAATAGC CGCTGATGAGGAGAAAGTGAA 488 35
ecpR-B GTGACATGGCAAAATGATACAGC TCACGGGAATGAACTTATCACC 1300 35
fimH TGCAGAACGGATAAGCCCGTGG GCAGTCACCTGCCCTCCGGTA 508 10
papC GTGGCAGTATGAGTAATGACCGTTA | ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA 200 10
sfa/focDE | CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC | CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGA 410 10
focG CAGCACAGGCAGTGGATACGA GAATGTCGCCTGCCCATTGCT 360 10
sfasS GTGGATACGACGATTACTGTG CCGCCAGCATTCCCTGTATTC 240 10
hlyA AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT | ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTC 1117 10
fyuA TGATTAACCCCGCGACGGGAA CGCAGTAGGCACGATGTTGTA 880 10
iutA GGCTGGACATCATGGGAACTGG CGTCGGGAACGGGTAGAATCG 300 10
ibeA AGGCAGGTGTGCGCCGCGTAC TGGTGCTCCGGCAAACCATGC 170 10

Tabla 7. Oligonucleétidos para la amplificacion de los genes que de virulencia.

Gen Mg 2* Taq dNTPs | Iniciadores | BSA | Sol. Q
mM polimerasa mM/ pL pmol mg
U
ecpA 15 1 2.5 20
ecpR-B 2.5 1.25 1 10 2.5 1.5x
fimH 2.0 0.75 1 7.5
papC 2.0 0.9 1 8.2 2.0x
sfa/focDE 2.5 0.5 1 15
focG 3.0 0.63 1 10
sfaS 15 0.6 1 7.5
hlyA 3.0 0.6 1 10
filuA 3.0 0.5 1 4
iutA 3.0 0.5 1 4
ibeA 3.0 0.5 1 4

Tabla 8. Concentracion de reactivos para la amplificacion de cada gen.
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Analisis estadistico

Para determinar diferencias significativas entre la poblacion de aislamientos de E.
coli provenientes de hombres y mujeres, asi como entre los grupos filogenéticos
para la resistencia a antibioticos y factores de virulencia, se emple6 el software
GraphPad Prism v5. Mediante éste se aplicé la prueba de Fisher, con un intervalo

de confianza de 99% y significancia estadistica cuando P * <0.05.
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Resultados

Urocultivos

Para los fines de este trabajo solo se seleccionaron los urocultivos positivos cuyo
agente aislado e identificado fue E. coli. De los 105 urocultivos realizados; 103
tuvieron un conteo de UFC 2= 100,000, 1 aislamiento con un conteo de 80,000 UFC
y un aislamiento con un conteo de 30 000 UFC, ambos se incluyeron debido a que
presentaban antecedentes de ITU recurrente, asi como de haber recibido

tratamiento previo con ceftriaxona.

Distribucion del grupo filogenético entre los aislamientos de E. coli

Para determinar qué grupo filogenético es el mas frecuente entre los aislamientos
de E. coli se realizd la amplificacion de los genes chuA, yjaA y el fragmento
TSPE4.C2 (42) Se encontré que el grupo mas frecuente es el B2, seguido del A, D
y Bl, con los siguientes porcentajes 59.05%, 24.76%, 9.52% y 6.67%
respectivamente. En cuanto a la distribucion de grupos filogenéticos entre los
aislamientos de E. coli en hombres y mujeres, el analisis estadistico indic6 que no
existe diferencia significativa para la distribucion en ambos grupos, como se ilustra

en la tabla 9.

Prevalencia, no. (%)
Grupo Aislamientos en | Aislamientos en P*<0.05
filogenético hombres mujeres
n=39 n=66
A 9 (23.08) 17 (25.76) 0.818
B1 2 (5.13) 5 (7.58) 1.000
B2 26 (66.67) 36 (54.55) 0.304
D 2 (5.13) 8 (12.12) 0.315

Tabla 9. Distribucion de grupos filogenéticos entre los aislamientos de E. coli en
hombres y mujeres adultos mayores (p significativa <0.05).
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Susceptibilidad a antibiéticos en los aislamientos de E. coli

Para determinar la resistencia que presentaron los aislamientos de E. coli, se
determind la susceptibilidad a los siguientes antibidticos; ampicilina,
ampicilina/sulbactam, amicacina, amoxicilina/acido clavdlanico, aztreonam,
ceftriaxona, ceftazidima, cefotaxima, cafoxitina, cefalotina, cefazolina, cefepime,
cefotetan, cefuroxima, ciprofloxacino, gatifloxacina, gentamicina, imipenem,
levofloxacina, meropenem, moxifloxacina, piperacilina/tazobactam, piperacilina,
trimetoprim/sulfametozaxol, ticarcicilina/acido clavalanico, tobramicina. También se
determind la presencia de aislamientos productores de [-lactamasas. Los

resultados indican que de los 105 aislamientos de E. coli:

e Mads del 50% de las cepas aisladas fueron resistentes a
ampicilina/sulbactam, ciprofloxacino, gatifloxacina, levofloxacina,

moxifloxacina y trimetoprim/sulfametoxazol.

e Entre el 10% y 50% fueron resistentes a ampicilina, amoxcicilina/acido
clavulanico, cefoxitina, cefalotina, gentamicina, piperacilina/tazobactam,

piperacilina y ticarcicilina/acido clavulénico.

e El 90% o mas fueron sensibles a amicacina, cefotetan, imipenem vy

meropenem.
e El 34.29% producen algun tipo de B-lactamasa; ESBL? y ESBL™ para los
siguientes antibiéticos; ampicilina, aztreonam, ceftriaxona, ceftazidima,

cefalotina, cefazolina, cefepima, cefuroxima, y piperacilina.

Estos resultados se ilustran en la grafica 5, los datos porcentuales de resistencia a

antibioticos se presentan en la tabla 10
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Antibidtico %Sensibles | %Resistentes %ESBL
SAM 18.63 81.37 0
AMK 89.52 10.48 0
AMP 15.46 45.36 39.18
AMC 52.31 47.69 0
ATM 62.89 0 37.11
CRO 62.5 0 37.50
CAZ 62.89 0 37.11
CTX 64.18 2.99 32.84
FOX 74.29 25.71 0
CEF 24.24 27.27 48.48
CFz 51.58 10.52 37.89
CIP 24.76 75.24 0
FEP 60.64 2.13 37.23
CXM 52.24 4.48 43.28
CTN 98.55 1.45 0
ESBL™? Scrn 0 0 100
ESBL™ Scrn 0 0 100
GAT 25.37 74.63 0
GEN 66.35 33.65 0
IPM 98.10 1.90 0
LVX 24.76 75.24 0
MEM 97.22 2.78 0
MOX 15.63 84.37 0
TZP 81.90 18.10 0
PIP 18.95 45.26 35.79
SXT 45.19 54.81 0
TLC 60.81 39.19 0
TOB 45.71 54.29 0

Tabla 10. Prevalencia de resistencia a antibiéticos entre los 105 aislamientos de

E. coli.
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Gréafica 5. Resistencia global a antibioticos (ESBL: E. coli productora de B-
lactamasas de espectro extendido).

La resistencia por grupo de antibiéticos: () quinolonas: ciprofloxacino,
gatifloxacina, levofloxacino y moxifloxacino, (Il) cefalosporinas de tercera
generacion: ceftriaxona, ceftazidima, cefotaxima y cefotetan, (lll) trimetoprim con
sulfametoxazol, (IV) aminoglucésidos: gentamicina, amiikacina y tobramicina.
Mostré que el grupo de quinolonas es el que presenta mayor resistencia, seguido
por trimetoprim/sulfametoxazol, aminoglucosidos y finalmente el de Ilas
cefalosporinas de tercera generacién, en este Ultimo grupo la resistencia esta

dada por la produccion de B-lactamasas (Grafica 6).
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Resistencia por grupo de antibioticos
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| B % 76.05 29.48 5481 32.80

Gréafica 6. Resistencia global a los cuatro grupos de antibidticos para el
tratamiento de una ITU, quinolonas, cefalosporinas de tercera generacion,
trimetoprim/sulfametoxazol y aminoglucésidos.

Resistencia a antibioticos en los aislamientos de E. coli entre hombres

y mujeres

Para saber si los aislamientos de E. coli en hombres y mujeres presentaron
diferecia en la resistencia a antibidticos se analizaron los datos de susceptibilidad

por medio de la prueba de Fisher, el analisis indic6 que:

e Los aislamientos de E. coli en hombres son significativamente mas

resistentes a ampicilina, amoxicilina/acido clavulanico, cefazolina,

ciprofloxacino, gatifloxacina, levofloxacina y tobramicina, que los

aislamientos en mujeres (Tabla 11).
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Antibiético | Aislamientos en mujeres no (%) Aislamientos en hombres no (%) *P
n R n R
AMP 40 27(67.50) 39 17(43.59) 0.024
AMC 40 15(37.50) 25 16(64.0) 0.045
CFZ 58 3(5.17) 37 7 (18.92) 0.043
CIP 66 42 (63.64) 39 37 (94.87) 0.0003
GAT 41 26 (63.41) 26 24(92.31) 0.009
LVX 66 42(63.64) 39 37(94.87) 0.0003
PIP 57 26(45.61) 38 17(44.74) 0.032
TOB 66 29(43.94) 39 28(71.79) 0.008

Tabla 11. Sensibilidad a antibidticos de los aislamientos de E. coli entre hombres y
mujeres.

Para determinar si existe diferencia para la distribucion de aislamientos resistentes
en los cuatro grupos de antibiéticos; quinolonas, cefalosporinas de 3" generacion,
trimetoprim/sulfametoxazol y aminoglucdsidos se realizo el analisis estadistico por
medio de la prueba de Fisher. El analisis indicé que los aislamientos de E. coli
provenientes de hombres fueron significtivamente mas resistentes a quinolonas,
cefalosporinas de tercera generacién y aminoglucosidos que las aisladas en

mujeres (Tabla 12).

Quinolonas C3G (%) STX(%) AG

Sexo (%) (%)
Hombres 94.78 37 52.31 41.59
Mujeres 64.58 25.25 60.53 28.28
*P 0.0001 0.026 0.538 0.017

Tabla 12. Resistencia para los cuatro grupos de farmacos de elecciéon en los
aislamientos de hombres y mujeres, *P < 0.05 significativa.

Resistencia a antibioticos por grupo filogénetico

Con el objetivo de determinar si los aislamientos provenientes de cada grupo
filogenético presentaban diferencia en la distribucion de la resistencia para los

antibioticos probados, se analizaron los datos con la prueba de Fisher (Tabla 13).
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El analisis indicd que los aislamientos pertenecientes al grupo filogenético A son
significativamente mas sensibles a tobramicina que los de los grupos B1, B2 y D.
Que los aislamientos pertenecientes al grupo Bl son significativamente mas
resistentes a cefotaxima que los de los grupos A, B2 y D. Ademas de que los
aislamientos de E. coli pertenecientes al grupo B2 son significativamente menos
resistentes a cefotaxima, gentamicina y a cefuroxima que los aislamientos de los

grupos A, B1yD.

Grupo A % Bl % B2 % D%

AB R *p R P R P R P
ctx [ 667 [0.759 0 0.046 2.78 0.022 0 0.299
CXM 0 0.608 0 0.607 5.56 0.006 16.67 0.100
GEN [ 46.15 [0.146 | 50 0.393 24.19 0.031 44.44 0.473
TOB 0 0.003] 50 1.000 50 0.155 50 0.747

Tabla 13. Sensibilidad a antibiéticos en cada grupo filogenético, *P <0.05 es
significativa.

En la distribucion de aislamientos resistentes a los grupos de antibioticos;
quinolonas, cefalosporinas de 3™ generacién (C3G), trimetoprim/sulfametoxazol
(SXT) y aminoglucoésidos (AG), entre los grupos filogenéticos, los resultados en la
tabla 14 muestran que los aislamientos de E. coli que pertenecen al grupo D son
menos resistentes a quinolonas que los de los grupos A, B1 y B2; los aislamientos
pertenecientes al grupo B2 son significativamente menos resistentes a

cefalosporinas de 3™ generacion que los que pertenecen a los grupos A, B1y D.

Grupo Quinolonas
Filogenético % *P % C3G *P | % SXT | *P % AG *P
A 76.32 1.000 | 33.33 | 0.338 | 57.69 [0.821 | 24.59 | 0.432
Bl 75 1.000 | 47.62 | 0.079 | 83.33 [ 0.218 | 38.10 | 0.239
B2 79.12 0.138 | 22.83 | 0.004 | 48.39 | 0.159 | 27.96 | 0.691
D 58.06 0.024 | 41.67 | 0.118 70 0.505 | 37.93 | 0.283

Tabla 14. Resistencia entre los aislamientos de los cuatro grupos filogenéticos
para los grupos de antibiéticos en el tratamiento de una ITU, *P significante
cuando es <0.05.
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Prevalencia de genes de virulencia entre los aislamientos de E. coli

La prevalencia de los genes de virulencia fimH, sfaS, focG, papC, sfa/focDE,
ecpA, ecpR-B, hlyA, ibeA, iutA, fyuA entre los 105 aislamientos de E. coli se
muestra en la gréfica 7 y figura 8. Se observa que los aislamientos de E. coli
causantes de ITU poseen alta prevalencia de genes que codifican para fimbrias y
adhesinas, no sélo para los tipos comunes como ECP (con sus variantes
genéticas) o mas conservados como el tipo 1, sino también para fimbrias; FIC, P y
S cuyos receptores se encuentran en el rifidn, en las células epiteliales de los
tubulos proximales y distales, en los ductos colectores, glomérulos, intersticio renal
y en el endotelio renal vascular, lo que les confiere la capacidad de generar ITU

altas y por lo tanto complicadas.

Cerca del 70% de los aislamientos poseen genes que codifican para sistemas de
captacion de hierro frecuentemente encontrados en UPEC: iutA para aerobactina y
fyuA para yersiniabactina, ademés de que el 68.57% de los aislamientos poseen el
gen chuA que ayuda a la captaciéon de hierro del grupo hemo y a la formacion de
comunidades intracelulares o biopeliculas, ademas de estar presente en todas las

cepas patdgenas de E. coli que pertenecen a los grupos filogenéticos B2 y D.

El 16.19% de los aislamientos poseen el gen hlyA (gen estructural de la a-
hemolisina) presente en cepas patdgenas con capacidad de producir ITU altas.
Ademas se encontré que el 2.86% de los aislamientos poseen el gen ibeA
involucrado en la sintesis de la invasina IbeA que se expresa preferentemente en

cepas de E. coli productoras de meningitis.
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Gréfica 7. Prevalencia de los genes de virulencia entre los aislamientos de E. coli.
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Figura 8. Visualizacion en gel de agarosa al 2% de los fragmentos amplificados de
los genes de virulencia utilizando la cepa de referencia CFT073 (Pozos 2, 3, 4, 5,

6, 7, 8, 9y 10). Marcador de peso molecular de 1Kb (Pozo 1).

48



Distribucion de genes de virulencia en los aislamientos de E. coli entre

hombres y mujeres

Para determinar si los aislamientos de E. coli en hombres y mujeres mostraban

una distribucion diferente de genes de virulencia debido a las diferencias

anatoOmicas y hormonales entre ambos grupos, ademas de las secreciones

prostéticas en hombres y la microbiota genital en las mujeres. Se analizaron los

resultados para ambos grupos. El andlisis indica que los aislamientos de E. coli no

muestran diferencia significativa entre hombres y mujeres (Tabla 15). Sin embargo

se puede notar que el gen ibeA y las variantes del gen ecpA* s6lo se encuentran

en E. coli aisladas de mujeres. Ademas de que todos los aislamientos de E. coli

de hombres con ITU presentan los genes ecpA y sfa/focDE.

Sexo Hombres Mujeres
Gen Frecuencia % Frecuencia % P*<0.005
n= 39 n= 66

ecpA 39 100 63 95.43 0.292
ecpA* (ecpR-B) 0 0 6 9.09 0.082
papC 30 76.92 50 75.76 1.000
fimH 37 76.92 62 93.94 1.000
sfa/focDE 39 100 63 95.45 0.292
focG 1 2.56 2 3.03 1.000
sfaS 24 61.54 39 59.09 0.839
hlyA 4 10.26 13 19.7 0.276
chuA 28 71.79 44 66.67 0.666
fyuA 31 79.49 49 74.24 0.638
iutA 26 79.49 44 66.67 1.000
ibeA 0 0 3 4.55 0.292

Tabla 15. Distribucion de los factores de virulencia entre los aislamientos para la

poblacién de hombres y mujeres.
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Distribucion de genes de virulencia por grupo filogenético

Para determinar si existia relacion entre los genes de virulencia y el grupo
filogenético al que pertenecen los aislamientos de E. coli, se analizo la frecuencia
de genes de virulencia en los diferentes grupos filogenéticos. El analisis indico
(Tabla 16) que todos los aislamientos del grupo B2 y D poseen el gen chuA,
mientras que ningun aislamiento de los grupos Ay B1 lo poseen. Que el grupo B2
abarca significativamente mas aislamientos que el gen fyuA, y que el gen iutA se
encontré distribuido significativamente en menor proporcion entre los aislamientos

del grupo A que entre los de los otros tres grupos.
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Grupo

filogenético A B1 B2 D
Gen n=26 % p<0.05 n=7 % p<0.05 n=62 % p<0.05 n=10 % p<0.05
ecpA 26 100 1.000 7 100 1.000 61 98.39 1.000 10 100 1.000
papC 17 65.38 0.197 4 57.14 0.360 50 80.65 0.167 8 80 1.000
fimH 24 92.31 0.635 6 85.71 0.345 59 95.16 0.687 10 100 1.000

sfa/focDE 25 96.15 1.000 7 100 1.000 61 98.39 0.566 9 90 0.261
focG 0 0 0.572 0 0 1.000 2 3.23 1.000 1 10 0.262
sfaS 13 50 0.255 5 71.43 0.699 42 67.74 0.068 3 30 0.085
hlyA 5 19.23 0.759 0 0 0.595 10 16.13 1.000 2 20 0.663
chuA 0 0 0.0001 0 0 0.001 62 100 0.0001 10 100 0.028
fyuA 15 57.69 0.016 4 57.14 0.353 54 87.10 0.002 7 70 0.698
iutA 13 50 0.003 5 71.43 1.000 46 74.19 0.059 6 60 0.728
ibeA 1 3.85 1.000 0 0 1.000 1 1.61 0.566 1 10 0.261

Tabla 16. Distribucion de los factores de virulencia en cada grupo filogenético, *P significativa cuando es <0.05.
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Aislamientos multiresistentes

Para determinar la prevalencia de aislamientos multiresistentes (MR) de E. coli en
adultos mayores se determiné el porcentaje de aislamientos resistentes a tres 0
mas antibibticos, los resultados indican que el 89.52% de los aislamientos son

resistentes a tres o mas antibidticos.

La distribucion de aislamientos MR entre hombres y mujeres indica que en el
grupo de hombres hay significativamente mas aislamientos multiresistentes (Tabla
17).

Sexo MR % (frecuencia)
Hombres (n=39) 100 (39)
Mujeres (n=66) 83.33 (55)

p=<0.05 0.006

Tabla 17. Distribucion de los aislamientos de E. coli MR entre la poblacion de
hombres y mujeres con ITU.

En la distribucion de aislamientos multiresistentes en cada grupo filogenético se
observa que el grupo B2 es el grupo que posee significativamente mayor nimero
de aislamientos multresistentes, aunque existe un alto porcentaje de aislamientos

multiresistentes en los grupos A, B1 y D (Tabla 18).

Grupo filogenético %MR (frecuencia) p=<0.05
A (n=26) 80.77 (21) 0.135
Bl (n=7) 85.71 (6) 0.550
B2 (n=62) 95.16 (59) 0.047
D (n=10) 80 (8) 0.281

Tabla 18. Distribucién de los aislamientos de E. coli MR entre los
filogenéticos.

grupos
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En referencia a los genes de virulencia entre los aislamientos de E. coli que fueron

multiresistentes y los que no lo fueron, es significativa la presencia de los genes

fyuA e iutA que se encuentran distribuidos principalmente entre los aislamientos

multiresistentes (Tabla 19).

Tabla 19. Distribucién de los genes que codifican para FV entre las cepas
multiresistentes (MR) y las no multiresistentes (NO-MR). *P significativa cuando es

<0.05.

Gen MR (n=94) NO-MR (11) p*
(n) % (n) %
ecpA (87) 92.55 (9) 81.81 0.239
papC (74) 78.72 (6) 54.55 0.127
fimH (89) 94.68 (10) 90.91 0.494
sfa/focDE (92) 97.87 (10) 90.91 0.285
hlyA (13) 13.83 (4) 36.36 0.076
focG (2)2.13 (1) 9.09 0.285
sfaS (56) 59.57 (7) 63.63 1.000
chuA (67) 71.27 (6) 45.45 0.096
fyuA (76) 80.85 (4) 36.36 0.003
utA (67) 71.28 (3) 27.27 0.005
ibeA (2) 2.13 (1) 9.09 0.285
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Aislamientos resistentes a quinolonas

El 76.20% de los 105 aislamientos de E. coli fueron resistentes por lo menos a dos
de los siguientes antibidticos; ciprofloxacino, gatifloxacino, levofloacino vy
moxifloxacino. El grupo filogenético mas frecuente en estos aislamientos
resistentes a quinolonas fue el B2, seguido del A, D, y B1 con 61.25%, 25%, 7.5%
y 6.25% respectivamente.

Finalmente para determinar si se cumple la premisa de que los aislamientos que
son resistentes a quinolonas poseen menos factores de virulencia que los que son

sensibles se realiz6 el analisis estadistico.

El analisis indica que la premisa no se cumple pues no existe diferencia
significativa para la distribucion de los genes de virulencia; papC, fimH, sfa/focDE,
hlyA, sfaS, chuA, iutA e ibeA, entre los aislamientos que fueron resistentes y
sensibles a quinolonas, ademas de que los aislamientos que son resistentes a
quinolonas poseen significativamente mas proporcion de los genes ecpA y fyuA
(Tabla 20).

Resistentes a quinolonas Sensibles a quinolonas
n=80 n=25
Gen n (%) n (%) P
ecpA 77 (96.25) 20 (80) 0.018
papC 61 (76.25) 18 (72) 0.791
fimH 76 (95) 23 (92) 0.626
sfa/focDE 79 (98.75) 23 (92) 0.140
hlyA 10 (12.5) 7 (28) 0.115
focG 0 3(12) 0.012
sfaS 49 (61.25) 14 (56) 0.648
chuA 55 (68.75) 17 (68) 1.000
fyuA 66 (82.5) 14 (56) 0.014
iutA 57 (71.25) 13 (52) 0.091
ibeA 2 (2.5) 1(4) 0.562

Tabla 20. Distribucién de los genes de virulencia entre los aislamientos que son
resistentes y sensibles a quinolonas.
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Discusion

Los 105 aislamientos de E. coli en adultos mayores con infeccién en el tracto
urinario pertenecieron, en su mayoria, al grupo filogenético B2 lo cual fue similar a
lo reportado en la literatura (42, 48) y lo encontrado en estudios realizados en la
ciudad de México (Molina et al 2011) y en adultos mayores con ITU en
Nottingham, UK (Croxall et al 2011). La distribucidon de los grupos filogenéticos
entre los aislamientos obtenidos de hombres y mujeres adultos mayores indica
gue es similar para ambos grupos con una naturaleza patodgena, lo que concuerda
con lo encontrado en estudios realizados alrededor del mundo en hombres y

mujeres en edad reproductiva y en infantes.

Los genes que se encontraron en alta frecuencia fueron los implicados en la
adhesion ecpA, papC, fimH, sfa/focDE y sfaS, asi como los implicados en la
sintesis de sistemas de captacién de hierro como chuA, fyuA e iutA. Esto se
explica dado que el gen chuA se presentd en todas las cepas patdégenas de E. coli
(38), a que fyuA esta implicado en la sintesis del sideroforo yersiniabactina y es
expresado preferentemente por las cepas de E. coli provenientes del tracto
urinario (41), y a que el sideroforo aerobactina es considerado como un marcador
de virulencia en UPEC (32). Estos resultados nos indican que las cepas de E. coli
gue causan ITU en México poseen una mayor prevalencia de genes involucrados
en adhesion; papC, sfaS y sfa/focDE que las cepas aisladas en Esparfia de adultos

mayores con ITU en el trabajo de Craxall et al, 2011.

El gen hlyA que codifica para la a-hemolisina, en este trabajo se observo presente
en una proporcién semejante a la encontrada en el trabajo de Craxall et al, 2011
realizado en adultos mayores. Sin embargo, al comparar la prevalencia del gen
hlyA en las cepas de E. coli en mi trabajo y en el realizado por Johnson et al, 1999
en aislamientos de E. coli en adultos con urosepsis realizado en Seattle,
Washington, se observa que la prevalencia de hlyA es menor en adultos mayores

gue en adultos con urosepsis debido a que la frecuencia con que se aislan cepas
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hemoliticas de E. coli incrementa con la severidad de la enfermedad; heces <

bacteriuria asintomatica < cistitis < pielonefritis (51).

El hecho de que exista un porcentaje considerable de cepas que poseen el gen
hlyA entre los aislamientos de E. coli en adultos mayores, puede sugerir que éstas
tienen un potencial mas virulento que las que no poseen el gen hlyA en base a
estudios previos (51), que indican que la hemolisina juega un rol en el desarrollo
de la enfermedad ya que al generar mutantes no-hemoliticas, éstas pierden
virulencia, asi mismo existe evidencia de que en los organismos nefrotoxicos la
hemolisina tiene un papel decisivo en la virulencia. Ademas de que estudios
realizados en ratones indican que las cepas hemoliticas son mas toxicas que las

no-hemoliticas (51).

Los genes que se encontraron en menor proporcion fueron; focG e ibeA. La
frecuencia en que se encontr6 el gen focG fue notablemente menor que la
encontrada en el trabajo de Johnson et al 2000 (10). El gen ibeA, se encontrd en
baja frecuencia entre los 105 aislamientos de E. coli debido a que éste se
encuentra con una alta prevalencia en los aislamientos de E. coli productores de
meningitis (50), sin embargo, se considera que puede promover la invasion del
torrente sanguineo durante una urosepsis al promover la penetracion de la barrera
sanguinea cerebral durante la meningitis (10, 52). El analisis estadistico indicé que
no existe diferencia entre la distribucion de estos factores de virulencia en la
poblacion de hombres y mujeres adultos mayores. En contraste, la distribucién de
los factores de virulencia entre los cuatro grupos filogenéticos indica que los
aislamientos del grupo B2 poseen mayor proporcion del gen fyuA, y que el gen
iutA se encuentra en menor proporciéon en el grupo filogenético A que en los otros

tres grupos.

Los aislamientos de E. coli de adultos mayores mostraron alta resistencia a los
antibioticos de eleccion en el tratamiento de una ITU principalmente en el grupo de

las quinolonas. La resistencia a ciprofloxacino fue mayor que la encontrada en
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aislamientos de E. coli en adultos mayores en Nottingham, UK (49) y mayor a lo
reportado en aislamientos de la poblacion mexicana (6, 8). Los aislamientos de E.
coli provenientes de hombres adultos mayores fueron significativamente mas
resistentes a quinolonas que las provenientes de mujeres y estos aislamientos
preponderantemente pertenecen a los grupos A, y B2. Esto significa que las cepas
productoras de ITU en hombres adultos mayores son mas resistentes a
fluoroquinolonas que las de mujeres, lo que corresponde con el estudio de
Sahuiquillo et al, 2011 realizado en Espafia, donde se analizé la resistencia en
més de 100,000 aislamientos de E. coli en pacientes de la comunidad Valenciana
y se encontr6 que los aislamientos en hombres son mas resistentes a
Ciprofloxacino que los aislamientos de E. coli en mujeres, ademas de que la
prevalencia de aislamientos resistentes a este antibiético aumenta conforme lo

hace la edad del paciente (53).

Las cepas resistentes a quinolonas poseen generalmente menos factores de
virulencia que las cepas susceptibles (54). Sin embargo, dentro de los 105
aislamientos analizados e identificados como resistentes por lo menos a dos de
las cuatro quinolonas que se probaron (ciprofloxacino, gatifloxacina, levofloxacina
y moxifloxacina) sze encontr6 un alto porcentaje de genes implicados en la
sintesis de adhesinas, ecpA, papC, fimH, sfa/focDE y sfaS, asi como genes
implicados en la sintesis de sistemas de captacion de hierro chuA, fyuA e iutA, con
lo cual se observa que estas cepas no cumplen la premisa de poseer pocos
factores de virulencia. Ademas, la distribucion de cepas resistentes a quinolonas
entre los grupos filogenéticos indica que la mayoria de los aislamientos resistentes
pertenecen al grupo B2, lo que corresponde con lo previamente reportado para E.

coli causante de ITU resistente a quinolonas en trabajos recientes (55).

Otro farmaco de eleccion para el tratamiento de una ITU para el que se encontrd
alta resistencia fue trimetoprim/sulfametoxazol, resultado que coincide con lo
previsto en México (6, 8). Sin embargo, el porcentaje de aislamientos resistentes

en este trabajo fue mayor que el encontrado en el trabajo de Croxall et al., 2011
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(49) para aislamientos en adultos mayores. Este resultado pone de relieve el
hecho de que los aislamientos de E. coli en adultos mayores en México muestran
mayor resistencia a trimetoprim/sulfametoxazol que los aislamientos de E. coli en
adultos mayores en Nottingham, UK (49). Asi mismo, no se identifico diferencia
significativa en la distribucién de cepas resistentes a trimetoprim/sulfametoxazol, ni
entre los grupos filogenéticos entre hombres y mujeres, lo que indica que no existe
diferencia entre la poblacion por género.

La resistencia para los antibidticos de eleccion cefalosporinas de tercera
generacion 'y aminoglucésidos fue menor que para las quinolonas y
trimetoprim/sulfametoxazol. Sin embargo, debe considerarse como alta ya que
cerca del 30% de los aislamientos son resistentes a alguno de los farmacos que
forman parte de estos grupos, los aislamientos provenientes de hombres fueron
significativamente mas resistentes a estos dos grupos de farmacos que los
obtenidos de mujeres, la distribucibn de cepas entre los cuatro grupos
filogenéticos indicé que no existe diferencia para la distribucion de aislamientos
resistentes a aminoglucosidos, y la distribucion de cepas entre las cefalosporinas
de tercera generacion indicé que el grupo B2 es el que presenta una menor

cantidad de cepas resistentes a este grupo que los otros tres grupos.

El porcentaje de aislamientos que producen [B-lactamasas en la poblacion de
adultos mayores estudiada, fue mayor que el porcentaje encontrado en el estudio
de Arredondo G J et al, 2008 (8), trabajo realizado en la poblaciébn mexicana.
Estos resultados nos indican la necesidad de conocer el tipo de B-lactamasa
producida en la poblacibn mexicana a fin de conocer el fondo genético y orientar

hacia el disefio de mejores tratamientos.

Los farmacos para los cuales las cepas de E. coli presentaron la menor resistencia
fueron cefotetan, imipenem, y meropenem, antibiéticos que no se consideran
como primera linea de eleccion para el tratamiento de las infecciones en el tracto

urinario. Estos farmacos fueron demostrados con éptima actividad antimicrobiana
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contra ESBL en Espafia (56), por lo cual son considerados buena opcion para el
tratamiento de las ITU en adultos mayores. La actividad y resistencia ante las [3-
lactamasas bacterianas de los carbapenemos; imipenem y meropenem estan
dadas por sus caracteristicas estructurales, en el caso del imipenem, la sustitucion
del atomo de azufre, que contienen en su anillo principal la mayor parte de los
antibiéticos B-lactamicos, por un grupo metileno aumenta la reactividad del
imipenem con las proteinas fijadoras de penicilina de las bacterias. Ademas, tiene
una cadena lateral hidroxietilica que esta unida al anillo B-lactamico en posicion
trans; esta singular configuracion lo hace excepcionalmente estable ante las -
lactamasas bacterianas. En el caso del meropenem, en su estructura contiene un
grupo metilo en el C1 y un grupo dimetilcarbamoilpirrolidintio en C2 que sustituye a
la cadena lateral tio-alquilica del imipenem. Es precisamente esta sustitucion la
que incrementa la actividad del meropenem respecto a imipenem. Ademas el
meropenem cuenta con la ventaja respecto al imipenem de alcanzar

concentraciones terapéuticas en liquido cefalorraquideo (57).

En este trabajo se observé que ademas de que un gran niumero de aislamientos
de E. coli en adultos mayores fueron resistentes a antimicrobianos empleados
para el tratamiento de ITU, estos aislamientos mostraron multiresistencia. Esta
multiresistencia se observo principalmente en los aislamientos provenientes de

hombres y pertenecen en mayor proporcién al grupo filogenético B2.

La distribucibn de genes que codifican factores de virulencia entre las cepas
multiresistentes y las sensibles, mostr6 que ambos grupos poseen un alto
porcentaje de genes involucrados en la adhesion (ecpA, papC, fimH, sfa/focDE y
sfaS). La distribucion de los genes hlyA ibeA, focG y chuA en los dos grupos no
fue diferente. Los Unicos genes que presentan diferencia significativa entre el
grupo de cepas MR y NO-MR fueron fyuA (yersiniabactina) e iutA (aerobactina),
genes que codifican para sistemas de captacion de hierro y en este trabajo se

encontraron significativamente en mayor proporcion en las cepas MR.
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Conclusiones

e Los aislamientos de E. coli en adultos mayores con ITU pertenecen en su
mayoria al grupo filogenético B2, y presentan distribucion equitativa en

ambos géneros.

e Los aislamientos de E. coli en adultos mayores presentan alta resistencia a
quinolonas, trimetoprim/sulfametoxazol, aminoglucésidos y cefalosporias de

tercera generacion.

e Los aislamientos de E. coli en adultos mayores presentan un alto porcenaje
de genes involucrados en la sintesis de fimbrias e implicados en la sintesis

de sistemas de captacion de hierro.

e Los aislamientos de E. coli en adultos mayores con ITU presentaron alta
frecuencia del gen papC lo que indica que les califica como potencialmente

productores de pielonefritis.
e Los aislamientos de E. coli en adultos mayores son altamente
multiresistentes, entre estos aislamientos se identifico alta frecuencia de los

genes fyuA y iutA.

e Los farmacos mas efectivos para el tratamiento de ITU en adultos mayores

son cefotetan y los carbapenemos; imipenem y meropenem.
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