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RESUMEN

Escherichia coli uropatégena (UPEC) es el agente etiolégico causante de entre el
80-90% de las infecciones del tracto urinario. Una caracteristica de estas cepas es que
frecuentemente causan infecciones recurrentes del tracto urinario (IrTU). En México no
existen estudios sobre las cepas de E. coli uropatogena causantes de IrTU, se
desconoce si las cepas causantes de recurrencias cuentan con caracteristicas distintas
respecto a las cepas de infecciones no-recurrentes. El objetivo es conocer la relacion
genética entre los diferentes aislados de E. coli provenientes de pacientes con
infecciones recurrentes del tracto urinario, y determinar si los aislados pertenecen a los
grupos clonales de E. coli ST131 y ST69; ademas conocer el perfil de susceptibilidad a
los antimicrobianos.

Se obtuvieron 88 cepas de UPEC aisladas de pacientes con IrTU. Las cepas se
genotipificaron mediante RAPD-PCR para conocer la relacion genética entre ellas y su
huella genética y su relacion genética entre los diferentes aislados. La identificacion de
los grupos clonales ST131 y ST69 se realizé utilizando alelos-especificos en el ensayo
de PCR, finalmente se obtuvo el perfil de susceptibilidad a los antimicrobianos mediante
el método de difusién en agar (método de Kirby-Bauer). Los resultados de aislados de
IrTU revelaron un aumento (del 10% al 30%) en la resistencia a los antimicrobianos en
contraste con cepas no-recurrentes; el 62.5% de los aislados fueron multiresistentes,
duplicando el valor observado en cepas no-recurrentes. Se encontré que el 31.8% de las
cepas pertenecieron al linaje ST131, lo cual representa un aumento de casi 3 veces en
comparacion con aislados de infecciones urinarias no-recurrentes. Respecto a la
genotipificacion se encontré diversidad genética entre las cepas estudiadas, sin
embargo, se identificaron 3 clusters, en uno de ellos se agruparon la mayoria de las
cepas pertenecientes al ST131. Se encontrd que el 50% de las recurrencias se debieron
a la persistencia de la misma cepa en el tracto urinario. En conclusion, nuestros
resultados indican que los aislados de IrTU frecuentemente tienen la caracteristica de
ser multirresistentes a los antimicrobianos en contraste con los aislados no-recurrentes.
Los miembros del clon ST131 se asociaron significativamente con las infecciones
recurrentes y con resistencia a los antimicrobianos. En este estudio el 50% de las
recurrencias se debieron a la misma cepa de E. coli que causo la infeccion primaria, lo
cual significa que las bacterias persistieron en el tracto urinario a pesar de los
tratamientos antimicrobianos.



ABSTRACT
Uropatogenic Escherichia coli (UPEC) is the cause of 80-90% of the urinary tract

infections. A characteristic feature of these strains is that they frequently cause recurrent
urinary tract infection (RUTI). In Mexico, there are no studies about strains of
uropathogenic E. coli causing RUTI, it is unknown whether the strains that cause
recurrences have different characteristics to those of the causative strains of non-
recurrent infections. The aim of the study is to know the genetic relationship between
different E. coli isolates obtained from patients with recurrent urinary tract infections and
to know if they belong to the clonal groups of ST131 and ST69; also to know the antibiotic

susceptibility profiles.

Eighty-eight UPEC isolates were obtained from IRTU patients; Strains were
genotyped by RAPD-PCR to know the genetic relationship between the isolates and their
genetic fingerprint. Identification of clonal groups ST131 and ST69 was performed using
an allele-specific PCR-based assay, finally the profile of antibiotic susceptibility was
obtained. The results of RUTI isolates revealed an increase (from 10% to 30%) in
antimicrobial resistance in contrast to non-recurrent strains; 62.5% of the isolates were
multiresistant, doubling the value observed in non-recurrent strains. It was found that
31.8% of the strains belonged to the ST131 lineage, which represents an increase of
almost 3 times compared with isolates of non-recurrent urinary tract infections. Regarding
genotyping, genetic diversity was found among the strains studied, however, 3 clusters
were identified and in one of them the majority of strains belonging to ST131 were
grouped. It was found that 50% of the recurrences were due to the persistence of the
same strain in the urinary tract. In conclusion, our results indicate that IRTU isolates
frequently have the characteristic of being multiresistant to antibiotics in contrast to non-
recurrent isolates. Members of the clone ST131 were significantly associated with
recurrent infections and antibiotic resistance. In this study, 50% of the recurrences were

due to the same strain of E. coli that caused the primary infection.



INTRODUCCION

Escherichia coli (E. coli) es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo, de la
familia Enterobacteriaceae. Esta bacteria coloniza el intestino de los humanos pocas
horas después del nacimiento. Las cepas de E. coli y los huéspedes pueden coexistir
con mutuos beneficios por décadas. Sin embargo hay cepas patdégenas que pueden
causar dafo y diferentes cuadros clinicos (Kaper, et al. 2004). Los atributos de virulencia
estan frecuentemente codificados en elementos genéticos que pueden transferirse entre
diferentes bacterias, creando nuevas combinaciones de genes de virulencia dentro de

una comunidad (Rodriguez-Angeles, 2002).

Donnenberg, 2013

Figura 1. Diagrama de Venn de los diversos patotipos de E. coli que causan enfermedades en humanos.
Los patotipos son representados por sus siglas en inglés. Los patotipos intestinales corresponden a ETEC
(morado) — Escherichia coli enterotoxigénica; DAEC (naranja) — Escherichia coli Adherente Difusa; EIEC
(lineas horizontales) — Escherichia coli enteroinvasiva: EAEC (azul) — Escherichia coli enteroagregativa;
STEC (verde) — Escherichia coli productora de Toxina Shiga; EHEC — Escherichia coli enterohemorréagica;
AEEC (lineas diagonales) — Escherichia coli de Adherencia y Esfacelamiento, que a su vez contiene a
EPEC - Escherichia coli enteropatégena. ExPEC (amarillo claro) — Escherichia coli patdgena
extraintestinal. MAEC (amarillo) — Escherichia coli asociada a meningitis; UPEC (lineas verticales) —

Escherichia coli uropatégena (Tomado de Donnenberg, 2013).



La presencia de E. coli en el organismo se compone de cepas comensales no
patdgenas, las cuales forman parte habitual de la microbiota intestinal de animales y
humanos; sin embargo, también se encuentran cepas causantes de infecciones
intestinales, a las que se les conoce como E. coli patdgenas intestinales, mientras que
existen otras que también causan infecciones fuera del tracto gastrointestinal, mejor
conocidas como E. coli patégenas extraintestinales o EXPEC por sus siglas en inglés
(Pitout, 2012). El potencial patégeno de las diversas cepas de E. coli depende del
repertorio especifico de factores de virulencia que porten. Las combinaciones
particulares de factores de virulencia define a cada patotipo de E. coliy a su vez, cada
patotipo causa manifestaciones clinicas especificas (Donnenberg, 2013). Los diversos

patotipos se muestran en la figura 1y 2.

E. coli uropatégena es la bacteria causante de entre el 80-90% de las infecciones
del tracto urinario. Estas cepas pueden causar infecciones del tracto urinario recurrentes
y se favorecen de caracteristicas especificas que posiblemente contribuyen al
establecimiento de dichas infecciones (Erjnaes, 2011; Hisano, et al. 2015; Schwartz, et

al. 2015; Soto, et al. 2006).



Kaper, et al. 2013

Figura 2. Esquema de los seis patotipos de E. coli intestinal. Se muestra la forma en que las cepas se
adhieren a la célula, y en el caso particular de EIEC la forma en la que se internaliza a la célula. Imagen
tomada de Kaper, et al. 2004.

Este trabajo es uno de los primeros en estudiar las caracteristicas de cepas de E.
coli causantes de IrTU en pacientes de la Ciudad de México, con el fin de determinar
caracteristicas bacterianas que faciliten la identificacion de cepas con potencial de

establecer infecciones recurrentes. Esta investigacién contribuye a la seleccion de

tratamientos mas efectivos para este tipo de infecciones.



ANTECEDENTES

Epidemiologia de las infecciones del tracto urinario

Las infecciones del tracto urinario (ITU) son de las infecciones mas comunes en
humanos junto con las infecciones gastrointestinales y las infecciones del tracto
respiratorio, afectando aproximadamente a 150 millones de personas al afio en todo el
mundo (Cusumano, et al. 2010; Flores-Mireles, et al. 2015; Oelschlaeger, et al. 2002;

Pitout 2012; Schappert y Rechtsteiner, 2008).

Las ITU corresponden a la primera causa de morbilidad en nifios, mujeres y
hombres en edad avanzada. En México, las ITU representan la primer causa de consulta
médica en mujeres en edad reproductiva, es la causa mas frecuente de complicaciones
perinatales serias y la tercer causa de sepsis neonatal (Calderon, et al. 2010; Flores-

Mireles, et al. 2015).

La incidencia de las ITU es significativamente superior en mujeres debido a las
diferencias anatémicas entre géneros, entre las que destacan la corta distancia del ano
a la uretra femenina y de la uretra a la vejiga, lo cual favorece el ingreso de las bacterias
al tracto urinario. Se estima que aproximadamente 1 de cada 2 mujeres presentan al
menos un evento antes de los 20 anos y cerca del 80% de ellas presentan por lo menos
una ITU en algun momento de su vida (Barber, et al. 2013; Cusumano, et al. 2010;

Foxman y Brown, 2003; Pitout, 2012).



E. coli uropatégena (UPEC) es causante de entre 80 y 90% del total de las ITU,
del 10-20% restantes las infecciones son provocadas por bacterias Gram positivas y
otras bacterias Gram negativas (Barber, et al. 2013; Calderén, et al. 2013; Flores-Mireles,

et al. 2015; Foxman y Brown, 2003).

Escherichia coli

E. coli es una de las bacterias mas estudiadas y es un importante miembro del
tracto gastrointestinal de mamiferos. En condiciones habituales, E. coli establece
relaciones simbidticas benéficas con su portador, ayudando a regular la microbiota,
favoreciendo la homeostasis intestinal (Bien, et al. 2012). Actualmente, se reconocen
cuatro grupos filogenéticos entre las cepas de E. coli, los cuales han sido nombrados: A,
B1, B2 y D. Las cepas de los cuatro grupos tienen caracteristicas fenotipicas diferentes
entre si. Las cepas de los cuatro grupos filogenéticos usualmente tienen nichos distintos
entre ellas, asi como el potencial de causar enfermedades. Historicamente, se han
relacionado las cepas de los grupos A y B1, como cepas comensales del tracto
gastrointestinal de mamiferos. En cambio, los grupos B2 y D, estan relacionados a cepas

causantes de enfermedades intestinales y extraintestinales (Gordon, et al. 2008).

Las cepas causantes de infecciones intestinales, se conocen como E. coli
patdgenas intestinales y las cepas de E. coli causantes infecciones fuera del tracto
gastrointestinal, se conocen como E. coli patdégenas extraintestinales o EXPEC por sus
siglas en inglés. No se han encontrado factores de virulencia que compartan entre cepas

ExPEC (Pitout, 2012; Rasko, et al. 2008, Riley, 2014, Sokurenko y Johnson 2011).



Flores-Mireles, et al. 2015

Figura 3. Patogenia de las ITU. Comienza cuando los microorganismos contaminan el area periuretral
facilitando la colonizacion de la uretra. Subsecuentemente, las bacterias migran hacia la vejiga mediante
la expresioén de pilis y adhesinas que también facilitan la colonizacién e invasién de las células “sombrilla”
superficiales. En este punto, el sistema inmunitario del hospedero actiua y responde con inflamacién e
infiltracion de neutréfilos para eliminar a las bacterias, sin embargo, algunas logran evadir la respuesta
inmunitaria mediante la invasién de las células del epitelio de la vejiga y mediante cambios morfolégicos
para resistir el ataque de los neutroéfilos permitiendo su multiplicacion. Otro mecanismo de evasion es la
formacion de biopelicula. Algunas bacterias pueden producir toxinas y proteasas que inducen dafio en las
células del tejido, provocando la liberacion al medio de nutrientes esenciales para la supervivencia de las
bacterias y propiciando el ascenso hacia los rifiones. Ya en los rifiones, colonizan el tejido produciendo de
nuevo dano por medio de la secrecion de toxinas. Si aun la infeccién no ha sido tratada, las bacterias
pueden provocar bacteremia silogran cruzar la barrera epitelial tubular para ingresar al sistema circulatorio.

(Tomado y editado de Flores-Mireles, et al. 2015)



De las cepas causantes de enfermedades extraintestinales, encontramos a un
grupo de cepas que tienen la capacidad de colonizar principalmente la sangre, el sistema
nervioso central y el tracto urinario. Las cepas que colonizan la sangre y el sistema
nervioso central se denominan E. coli asociadas a meningitis y las que colonizan el tracto
urinario, E. coli uropatégena (MNEC y UPEC, por sus siglas en inglés, respectivamente)

(Bien, et al. 2011; Kaper, et al. 2004; Wiles, 2008).

E. coli uropatégena (UPEC)

Las cepas de E. coli aisladas de las ITU no comparten los mismos factores de
virulencia entre ellas; por lo tanto, no se puede definir a estas cepas como un patotipo
(Marrs, et al. 2005). En la tabla 1 se muestran los factores de virulencia que mas
frecuentemente portan las cepas UPEC que causan ITU.

Tabla 1. Factores de virulencia de UPEC que facilitan la colonizacién del tracto urinario

Funcién Factores de virulencia
Adherencia Pili F1C
Pili P
Pili S
Pili tipo 1
Adhesinas Dr
Toxinas HIyA
CNF1
Evasion del sistema inmune HIyA
Antigenos capsulares
CNF1
Yersiniabactina
Captacién de hierro Aerobactina
Enterobactina
Salmoquelina
Yersiniabactina
Otros Antigeno 43
Flagelo
HIlyA - Hemolisina; CNF1 - Factor necrotizante citotoxico tipo 1. Tomada y modificada de Flores-

Mireles, et al. 2015.




Grupos clonales de E. coli uropatégena

Las infecciones del tracto urinario no son usualmente relacionadas con brotes
epidémicos; sin embargo, algunas cepas de UPEC han mostrado la capacidad de
diseminarse en la poblacién. Se han reportado algunos grupos clonales en aislados de
ITU, entre estos los mas conocidos son: grupo clonal A (CGA o ST69), ST131 y E. coli
0O15:K52:H1, sin embargo, los grupos CGA y ST131 han sido mas ampliamente

reportados (Johnson, et al. 2009).

La identificacion de los grupos clonales se ha llevado a cabo por medio de la
tipificacion de secuencia de multilocus (MLST) y se basa en la comparacion de la
variacion genética de enzimas esenciales para el metabolismo de la bacteria. El analisis
se lleva a cabo por la amplificacion de las regiones centrales de siete genes
housekeeping de la bacteria y que son secuenciados para determinar las mutaciones en
los siete loci; se asigna un numero de alelo de acuerdo a la secuencia especifica de
nucleodtidos de la regiéon amplificada del gen. La secuencia tipo se asigna mediante el
perfil de los alelos especifico de los siete loci para cada cepa (Wang, et al. 2015).

Actualmente se han reportado 8301 secuencias tipo.

El grupo clonal A fue caracterizado en 2001, en un estudio realizado en tres
centros universitarios de Estados Unidos, se encontrd que el 22% de las cepas aisladas
mostro resistencia a trimetoprim-sulfametoxazol, y de estos aislados se evaluaron cinco
caracteristicas: perfil de ERIC2-PCR [Amplificacidon de secuencias intergénicas de
consenso repetitivas de enterobacterias, es una técnica de tipificacion utilizada para

estudiar la relacién clonal en diversas bacterias Gram negativas. Esta técnica esta

10



basada en la existencia de un elemento de ADN intergénico repetido a lo largo del
genoma de las bacterias. Una secuencia consenso de estos elementos repetitivos fue
usada para disefar iniciadores que han sido utilizados en muchas especies bacterianas.
Estos iniciadores se usan para amplificar por PCR, fragmentos del genoma entre cada
elemento repetitivo, generando un patron diferente para cada cepa (Talavera, et al.
2011)], perfil de PFGE [La electroforesis de campos pulsados es un método de huella
gendmica que discrimina entre cepas bacterianas por los patrones de bandeo generados
a partir de la digestion con enzimas de restricciéon del ADN cromosémico para formar
fragmentos de distinto tamafio del material genético. La comparacién de los patrones de
bandeo generados favorece la identificacion de cepas bacterianas genéticamente
relacionadas (Wang, et al. 2015).], serotipo, perfiles de factores de virulencia y perfil de
resistencia a antibidticos. Aproximadamente el 50% mostré patrones similares,

sugiriendo una relacion clonal entre ellas (Manges, et al. 2001).

El grupo clonal A ha sido identificado como causante del 33 al 57% de los casos
de cistitis agudas no complicadas con resistencia a trimetorpim-sulfametoxazol en
Estados Unidos. Mediante la identificacion por MLST, el grupo clonal A pertenece al
ST69; también se conoce que cuenta con polimorfismos de un solo nucledétido en el gen
fimH y esta asociada al grupo filogenético D comunmente relacionado con cepas

patdgenas (Platell, et al. 2010; Skjot-Rasmussen, et al. 2012).

11



Se han identificado cepas de CGA en regiones de Estados Unidos, Canada, Brasil
y Europa. Se ha observado que estan distribuidas en la poblacion en general, y pueden
transmitirse de persona a persona o a través de fuentes en comun como alimentos o
agua contaminada. La importancia de identificar este grupo clonal radica en que el
tratamiento de primera eleccion para las ITU suele ser con SXT (Platell, et al. 2010; Skjot-

Rasmussen, et al. 2012).

En el afio 2008 se identificd un grupo de E. coli serotipo 025:H4 causante de
infecciones urinarias en tres continentes. La caracterizacién del grupo mostré que la
mayoria de las cepas pertenecen al grupo filogenético B2; sin embargo, los diversos
perfiles de PFGE y de genes de virulencia indican la presencia de diversas subclonas

localizadas en todo el mundo (Banerjee y Johnson, 2014; Nicolas-Chanoine, et al. 2008).

El grupo de E. coli serotipo 025:H4 fue evaluado mediante la secuenciacién de 7
genes housekeeping para la tipificacion multilocus de secuencias o MLST por sus siglas
en inglés, y se le otorgo la secuencia tipo 131 (ST131). También se asocia a la portacion
de enzimas BLEE y a una gran cantidad de genes de virulencia. De acuerdo a diversos
estudios, el 70 al 80% de las cepas identificadas con esta secuencia tipo presentan
resistencia a fluoroquinolonas y cerca del 66% son productoras de BLEE (Barenjee y

Johnson, 2014; Nicolas-Chanoine, et al. 2008).

12



Las infecciones asociadas al ST131 han sido relacionadas con pacientes que han
hecho viajes internacionales; también se han encontrado en diversas fuentes no
humanas como animales de compafia y alimentos. Sin embargo, la colonizacién y la
prevalencia de este grupo es mas exitosa en humanos que en otros organismos, lo que

favorece su diseminacion en la poblacion (Barenjee y Johnson, 2014).

UPEC en ITU recurrentes.

A pesar de la frecuencia de las ITU causadas por E. coli, se sabe poco sobre las
caracteristicas bacterianas asociadas con las IrTU. Se creia que las IrTU eran causadas
principalmente era causa de reinfeccion con una nueva cepa de E. coli. Sin embargo,
recientemente se demostré que las infecciones recurrentes son causadas por recaidas
con la misma cepa que causo la primer infeccion, y a esto se le llama infeccion
persistente. Los términos utilizados son los siguientes: recurrencia se utiliza para las ITU
que ocurren repetidamente; la reinfeccién se utiliza para las IrTU causada por una nueva
cepa, es decir, una cepa diferente de la primera cepa; y la persistencia se usa para la
IrTU casuada por la misma cepa que causo el primer proceso infeccioso (Skjot-

Rasmussen, et al. 2011).

Las ITU pueden complicarse si se convierten en recurrentes; los tratamientos
clinicos con antimicrobianos frecuentemente fallan y no erradican las bacterias del tracto
urinario. Las ITU recurrentes (IrTU) se identifican cuando un mismo paciente tiene dos
episodios de ITU en 6 meses o 3 episodios en un aino, comprobadas mediante urocultivos
(Barber, et al. 2013). El 77% de las IrTU son causadas por una misma cepa de E. coli

responsable de la primer infeccion (Erjnaes, et al. 2011).
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Se ha encontrado que UPEC puede invadir las células epiteliales de la vejiga y
formar biopelicula en ensayos en vejiga de ratdn. Las bacterias también pueden
permanecer en estado de latencia, lo cual implica que las células bacterianas no se
dividen por periodos largos de tiempo, favoreciendo la sobrevivencia de las bacterias en
presencia de antibidticos, asi como la evasion de los mecanismos inmunitarios (Barber,

et al. 2013; Erjnaes, et al. 2011; Sokurenko y Johnson, 2011).

De acuerdo con Rosen y colaboradores, existe evidencia de que en episodios de
cistitis en humanos hay formacién de comunidades bacterianas intracelulares, lo cual
sugiere que en la vejiga humana las cepas de UPEC podrian estar siguiendo una
estrategia similar a la descrita en vejigas de ratones (Rosen, et al. 2007). En México, no
existen reportes sobre este tipo de infecciones recurrentes, no obstante que es un

problema que ha aumentado y afecta en la poblacion en general (Molina, et al. 2011).

El problema de las IrTU en el mundo es frecuente y se han encontrado un alto
porcentaje de cepas multirresistentes a los antibidticos utilizados para el tratamiento de
estas infecciones; desde hace algunos afos se ha investigado un gran numero de
factores de virulencia asociados a la patogenicidad de UPEC, donde la invasividad ha
sido reportada como un factor clave que explique la persistencia de estas bacterias en
el tracto urinario. Ademas no se conoce si las cepas pertenecientes a grupos clonales de
E. coli tienen caracteristicas que favorezcan el establecimiento de IrTU en la poblacion
de nuestro pais. En este trabajo se busca caracterizar a los aislados de E. coli de
pacientes ambulatorios con IrTU de un hospital en la Ciudad de México para ampliar el

conocimiento sobre estas cepas y sentar las bases para futuras investigaciones.
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Barber, et al. 2013

Figura 4. Eventos que promueven el establecimiento y recurrencia de las infecciones del tracto urinario
(ITU). 1) Durante la ITU, E. coli uropatégena (UPEC) puede replicarse en el lumen de la vejiga o 2)
adherirse a las células epiteliales. 3) Continuando con la invasién, UPEC ingresa a las células formando
compartimentos parecidos a endosomas cubiertos por filamentos de actina. 4) La alteracién de estos
compartimentos, permite a UPEC entrar al citosol de la célula, permitiendo una rapida replicacién
intracelular y la formacién de comunidades bacterianas intracelulares (IBC). Durante estos eventos, la
morfologia de las bacterias puede variar, como formar células parecidas a filamentos largos que evaden
la respuesta inmunitaria de los neutréfilos. 5) La infeccion puede desencadenar la exfoliacién de las células
dado que este proceso puede ayudar a la eliminacion de las bacterias adheridas e internalizadas. El flujo
que siguen las bacterias después de la exfoliacion puede promover la diseminacién de los patégenos
provocando el recrudecimiento de la ITU. 6) UPEC permanece en reservorios quiescentes de larga
duracion dentro de las células, gracias a los compartimentos parecidos a endosomas rodeados de actina
que formaron al internalizarse. Esto hace que sea extremadamente dificil erradicar las bacterias dada su
insensibilidad a los tratamientos con antibioticos. El resurgimiento de UPEC desde estos reservorios

puede iniciar ITU recurrentes. Tomado y editado de Barber, et al. 2013.
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OBJETIVOS
Objetivo general
- Investigar la susceptibilidad a los antimicrobianos en los diferentes aislados de E.
coli provenientes de pacientes con infecciones recurrentes del tracto urinario.
Identificar los grupos clonales de E. coli ST131 y CgA (ST69) y conocer si las

cepas aisladas estan relacionadas genéticamente entre si.

Objetivos particulares

- Evaluar la susceptibilidad a los antimicrobianos en los aislados clinicos de UPEC
y obtener sus perfiles de resistencia.

- Determinar la presencia de los grupos clonales de E. coli ST131 y CgA (ST69)
entre los aislados de infecciones recurrentes.

- Investigar la relacion genética entre los diversos aislados de E. coli mediante

RAPD vy la construccion de dendogramas.

HIPOTESIS

La mayoria de los aislados de E. coli obtenidos de infecciones recurrentes se
relacionan genéticamente entre ellas mismas, y algunas de estas cepas pertenecen a
los grupos clonales ST131 y CgA (ST69). Dichas cepas ademas muestran patrones de

resistencia a los antimicrobianos distintos a los aislados de infecciones no-recurrentes.
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METODOLOGIA
Cepas bacterianas

Se estudiaron 88 cepas de E. coli aisladas de muestras de orina de pacientes
ambulatorios con infecciones recurrentes del tracto urinario del Hospital General “Dr.
Manuel Gea Gonzalez”. Los aislados fueron recolectados por el laboratorio de analisis
clinicos y la identificaciéon de las cepas de E. coli se realizé6 por medio del sistema
automatizado MicroScan WalkAway (Beckman Coulter). Se consideraron los aislados de
los pacientes que tuvieran un registro previo en la base de datos del laboratorio clinico
de ITU causada por E. coli, de acuerdo a la definicion de las infecciones recurrentes
como se ha reportado: 2 o0 mas en 6 meses o mas de 3 infecciones en un afo. La
valoracion clinica se realizd por los médicos de dicho hospital. Los pacientes no
presentaron alteraciones morfoldgicas en el tracto urinario; en el caso de las mujeres no

presentaban embarazo y no padecian alguna enfermedad degenerativa grave.

Para confirmar la identidad de las cepas se sembraron en placas de agar UTI
(Chromogenic UTI Medium catalogo: CM0949A, OXOID, Inglaterra), que es un medio
cromogénico selectivo y diferencial para identificar presuntivamente cepas de E. coli
cuando las colonias bacterianas se tornan de color rosa debido a la hidrolisis de un
cromogeno por parte de la enzima B-galactosidasa. Se incubaron de 16 a 18 horas a
37°C y para la conservacion de los aislados se mantienen en medio Luria-Bertani con

glicerol en congelacion a -20°C.
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Prueba de susceptibilidad a antimicrobianos
La evaluacion de la susceptibilidad a los antibiéticos se realizé mediante el método
de Kirby-Bauer (Bauer, et al. 1966), de acuerdo a los lineamientos de la Clinical and

Laboratory Standard Institute (CLSI) documento M100-S25 de 2015.

Los aislados se sembraron una noche previa al ensayo para tener bacterias
viables. Se tomd muestra de una colonia y se diluydé en solucién salina isotonica esteéril

alcanzando un valor de 0.5 en la escala de MacFarland.

Se inocularon placas de agar Mueller-Hinton de 4 mm de espesor y se colocaron
los discos con los antibidticos a probar. Los antibiéticos utilizados fueron: Penicilinas -
Ampicilina 10 pg (AMP10); Amoxicilina-Acido clavulanico 2:1 30 pg (AMC30);
Cefalosporinas - Cefazolina 30 ug (KZ30); Ceftriaxona 30 ug (CRO30); Cefepima 30 ug
(FEP30); Fluoroquinolonas - Ciprofloxacina 5 ug (CIP5); Nitrofuranos - Nitrofurantoina
300 pg (F300); Sulfas - Trimetoprim-Sulfametoxazol 25 pg (SXT25); todos los

sensidiscos marca OXOID.

Las placas se incubaron de 16 a 18 horas a 37°C. Se midieron los halos de
inhibiciéon con un vernier para cada uno de los antibiéticos probados. El resultado de la
sensibilidad a los antibidticos fue interpretado segun los parametros recomendados por

la CLSI.
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Identificacion de grupos clonales mediante PCR

La identificacion de grupos clonales mediante PCR se realiz6 con el ADN
bacteriano de las 88 cepas utilizadas. EI ADN se obtuvo mediante el kit de Qiagen
DNeasy tissue kit (Qiagen, Cat. 69506) siguiendo las indicaciones del fabricante. EI ADN
se utilizé inmediatamente, o en algunos casos, se conservé en congelacion a -20°C hasta

Su USO.

Identificacion del grupo clonal ST131

La identificacion se llevdo a cabo mediante PCR. Se utilizaron los iniciadores
disefiados por Clermont y colaboradores. Estos iniciadores son utilizados en los
esquemas de MLST Achtman para el gen pabB especifico de la clona O25b (enzima
aminodesoxicorismato sintasa, involucrada en la sintesis de acido folico):
O25pabBspe.F  (5-TCCAGCAGGTGCTGGATCGT-3') y 0O25pabBspe.R (5
GCGAAATTTTTCGCCGTACTGT-3'), que amplifican un fragmento de 347 pares de
bases. Como control positivo de la reaccion de PCR se utilizaron los iniciadores para el
gen trpA (enzima triptéfano sintasa, involucrada en la biosintesis de triptéfano): trpA.F
(5'-GCTACGAATCTCTGTTTGCC-3) y trpA2.R (5-GCAACGCGGCCTGGCGGAAG-3"),

que amplifican un fragmento de 427 pares de bases. (Clermont, et al. 2009).
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Tabla 2. Concentraciones de reactivos para identificacion del grupo clonal ST131. (Clermont, et
al. 2009).

Mezcla de reaccion (1X) para PCR (025-ST131)
Reactivo Concentracion
dNTPs 0.02 mM
MgClz 1.5 mM
Solucién amortiguadora 10X 2X
Iniciador: pabB 1 (100 pmol/uL) 1 pmol/pL
Iniciador: pabB 2 (100 pmol/uL) 1 pmol/pL
Iniciador: trpA 1 (100 pmol/uL) 0.6 pmol/uL
Iniciador: trpA 2 (100 pmol/uL) 0.6 pmol/uL
Taq pol 1U
DNA 100 ng
Volumen final 20 uL

Tabla 3. Condiciones de PCR para identificacion del grupo clonal ST131 (Clermont, et al. 2009).

Programa para PCR (025-ST131)
Ciclos Temperatura (°C) Tiempo (s)
1 94 240
94 5
35 65 10
72 30
1 72 420

Se utilizé el set de Taq polimerasa Vivantis (Vivantis, No. PL1202) y dNTP’s de
Thermo-Scientific (Thermo-Scientific, No. R0192). La reaccién se llevd a cabo en el

termociclador T100 ThermalCycler (BioRad).

Al término de la reaccién se realizé la electroforesis correspondiente. Se preparé
un gel de agarosa (Agarose, Low EEO. Research Organics. Cat. 1170A) al 1.7% (m/v) y
se corrié en una camara para electroforesis Sub-Cell GT Mini (Bio Rad) a 70 V con una
fuente de poder PowerPac Basic (BioRad), durante 90 minutos. El gel de agarosa se tino
con bromuro de etidio (Bio Rad) 10% (v/v) durante 30 minutos, se enjuagd dos veces y

se colocd en un transiluminador con luz ultravioleta (High Performance Ultraviolet

20



Transilluminator, UVP). Una cepa se considera perteneciente al grupo O25ST131
cuando en la imagen del gel se observan las bandas correspondientes al control positivo

de la trpA (427 pb) y la amplificacién del alelo especifico pabB (347 pb).

Identificacion del grupo clonal CgA

La identificacion se llevd a cabo también mediante PCR. Los iniciadores se disefiaron
a partir de un consenso de los cebadores utilizados para amplificar un alelo especifico
del gen fumC de las cepas identificadas como CGA. Los iniciadores son CGAr (5'-
CGTGCATCGCCGTTGGAAAG-3') y CGAf (5-GCTATCTGGCAGACT-3') (Johnson, et
al, 2004).

Tabla 4. Concentraciones de reactivos para identificacién del grupo clonal A (Johnson, et al.
2004).

Mezcla de reaccion (1X) para PCR (CgA)
Reactivo Concentracion
dNTPs 0.4 mM
MgCl, 3 mM
Solucién amortiguadora 10X 1X
Iniciador: CgA 1 (10 pmol/pL) 0.6 pmol/uL
Iniciador: CgA 2 (10 pmol/pL) 0.6 pmol/uL
Taq pol 1.25U
DNA 100 ng
Volumen final 25 L
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Tabla 5. Condiciones de PCR para identificacion del grupo clonal A (Johnson, et al. 2004).

Condiciones del termociclador para PCR (CgA)
Ciclos Temperatura (°C) Tiempo (min)
1 95 10
94 0.5
25 61 0.5
68 3
1 72 10

Se utilizo el set de Taq polimerasa de Vivantis (Vivantis, No. PL1202) y dNTP’s de
Thermo-Scientific (Thermo-Scientific, No. R0192). La reaccion se llevd a cabo en el

termociclador T100 ThermalCycler (BioRad).

Al término de la reaccion se realizé la electroforesis correspondiente. Se preparé
un gel de agarosa (Agarose, Low EEO. Research Organics. Cat. 1170A) al 1.7% (m/v) y
se corrié en una camara para electroforesis Sub-Cell GT Mini (Bio Rad) a 70 V con una
fuente de poder PowerPac Basic (BioRad), durante 90 minutos. El gel de agarosa se tino
con bromuro de etidio (Bio Rad) 10% (v/v) durante 30 minutos, se enjuagé dos veces y
se colocé en un transiluminador con luz ultravioleta (High Performance Ultraviolet
Transilluminator, UVP). Una cepa se considera perteneciente al CgA cuando la imagen
del gel muestra una banda correspondiente al fragmento amplificado de 175 pb.
Adicionalmente se realizd un experimento para comprobar la especificidad de la prueba
al repetir las condiciones de PCR con los controles y dos repeticiones de mezclas de

ADN del control negativo (90%) y ADN del control positivo (10%).
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Amplificacion aleatoria de ADN polimérfico (RAPD)

El RAPD se basa en la deteccion de polimorfismos aleatorios a lo largo del genoma
bacteriano sin la necesidad de tener una secuencia de nucledtidos especifica. Esto
permite que la informacién obtenida de esta amplificacién sirva como marcadores
genéticos (Williams, et al. 1990). EI RAPD se basa en la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), sin embargo cuenta con una modificacion correspondiente a la
utilizacién de un solo iniciador para la reaccidén, ya que se basa en la amplificacion

aleatoria de regiones del ADN, para lo cual se utilizan iniciadores de 10 bases.

Para el ensayo se utilizaron dos iniciadores: 1254 (5’- CCGCAGCCAA-3’). Se realiz6
la estandarizacion de las concentraciones de reactivos y las condiciones de PCR y se
llegd a las descritas en las tablas 6 y 7 (Bart, et al. 1998; Nielsen, et al. 2014; Schmidt,

et al. 1999; Williams, et al. 1990).

Tabla 6. Concentraciones de reactivos para RAPD-PCR.

Mezcla de reaccion (1X) para RAPD-PCR
Reactivo Concentracion
dNTPs 0.2 mM
MgCl, 3 mM
Solucién amortiguadora 10X 1X
Iniciador: 1254 (100 pmol/uL) 5 pmol/uL
Taq pol 1U
DNA 100 ng
Volumen final 30 uL
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Tabla 7. Condiciones para RAPD-PCR.

Condiciones para RAPD-PCR
Ciclos Temperatura (°C) Tiempo (min)
1 94 1
94 4
4 36 4
72 4
94 1
35 36 1
72 2
1 72 10

Se utilizo el set de Taq polimerasa de Vivantis (Vivantis, No. PL1202) y dNTP’s de
Thermo-Scientific (Thermo-Scientific, No. R0192). La reaccion se llevd a cabo en el

termociclador T100 ThermalCycler (BioRad).

Los productos de PCR se revelaron mediante una electroforesis SDS-PAGE, en
geles de poliacrilamida al 10%. A cada reaccion se le agregaron 7.5 uL de solucion de
Laemmli 4X como amortiguador de corrida. En los pozos del gel se colocaron 15 uL de
las muestras y la electroforesis se corrié a 25 mA hasta pasar el gel concentrador y a 35
mA en el gel separador con una fuente de poder BioPac (BioRad), durante 60 minutos.
El gel de poliacrilamida se tifid con bromuro de etidio (Bio Rad) 10% (v/v) durante 15
minutos, se enjuagd con agua corriente y se colocd en un transiluminador con luz

ultravioleta (High Performance Ultraviolet Transilluminator, UVP).
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Las imagenes de las cepas fueron procesadas en el software Geld v.2.0 (Heras, et
al. 2015), se utilizé el coeficiente de Jaccard para determinar el porcentaje de similitud
entre las muestras, el método de grupo de pares no ponderado con media aritmética o
UPGMA por sus siglas en inglés para la formacién de agrupamientos para la

representacion grafica en un dendrograma.

RAPD de cepas obtenidas de un mismo paciente

Debido a que el resultado del analisis del RAPD con todas las cepas del estudio no
se lograron identificar agrupamientos, se decidié realizar de nueva cuenta el
experimento. El ensayo se realizé con 16 pares de cepas, que fueron parte del total de
muestras del estudio. Cada par se seleccioné debido a que fueron aisladas de un mismo

paciente en diferentes momentos.

La metodologia es la misma empleada en el ensayo RAPD para todas las cepas,
la mezcla de reaccion y las condiciones para la reaccion se describen en las tablas 6 y
7. La electroforesis fue modificada y se cambid el gel de poliacrilamida por un gel de
agarosa al 1.7% (m/v) y se corrié en una camara para electroforesis Sub-Cell GT Mini
(Bio Rad) a 70 V con una fuente de poder PowerPac Basic (BioRad), durante 90 minutos.
El gel de agarosa se tifié con bromuro de etidio (Bio Rad) 10% (v/v) durante 30 minutos,
se enjuagd dos veces y se colocd en un transiluminador con luz ultravioleta (High

Performance Ultraviolet Transilluminator, UVP).
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El cambio en la electroforesis se debid a que fue recomendado realizar el analisis de
las imagenes solo con las bandas representativas de cada cepa, para lo que la
realizacion de geles de agarosa ofrece un mejor resultado que con los geles de
poliacrilamida. El procesamiento de las imagenes fue el mismo utilizado en el ensayo
con el total de las cepas, sin embargo, en un primer agrupamiento se realizd una
comparacion entre las cepas de cada paciente y posteriormente se realizdé la

comparacion entre los 16 pares de cepas.

RESULTADOS

» Patrones de resistencia a los antibioticos

De los 88 aislados se encontrd que el 77.8% de las cepas son resistentes a ampicilina,
75% a ciprofloxacino y 55.6% a trimetoprim-sulfametoxazol. De la misma manera la
resistencia a la familia de las cefalosporinas fue alta, no importando la generacion a la
cual pertenece cada antibiético; la cefazolina (primera generacion) 44.4%, ceftriaxona
(tercera generacion) 44.4% y cefepime (cuarta generacion) 41.7% (Tabla 8).

El aumento en la resistencia observada en los aislados de infecciones recurrentes se
comparé con los datos de los aislados de infecciones no- recurrentes, dicha comparacion
es pertinente debido a las muestras de orina, en ambos estudios se obtuvieron de
pacientes de la Ciudad de México. La tabla 8 muestra que con ciprofloxacino la
resistencia aumenté 20% respecto a cepas de ITU no-recurrentes, pasando de 55.5% a

75%.

26



Tabla 8. Comparacion de la resistencia a antibidticos entre cepas aisladas de infecciones
recurrentes y cepas aisladas de infecciones no-recurrentes, colectadas de pacientes

ambulatorios de hospitales de la Ciudad de México.

La multirresistencia se considera cuando una cepa presenta resistencia a 3 o mas
familias de antibidticos. El 62.5% de las cepas colectadas de IrTU presentaron
multirresistencia mientras que en cepas aisladas de ITU no-recurrentes el 30.2% fueron
multirresistentes. El resultado presentdé mayor incidencia de cepas multirresistentes en
aislados de IrTU, duplicando el porcentaje respecto a cepas de infecciones no
recurrentes.

= Grupos clonales

Los resultados del ensayo de PCR para la identificacion de las cepas
pertenecientes al grupo clonal ST131 mostraron que 28 de las 88 cepas mostraron
las dos bandas esperadas, que corresponden a un ensayo positivo (Fig. 5), indicando
que el 31.8% de las recurrencias fueron causadas por este grupo clonal de E. coli. El
ensayo de PCR se baso en el reconocimiento y amplificaciéon del alelo-especifico

pabB de este grupo clonal de E. coli O25-ST131.
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Figura 5. Identificacion del grupo clonal ST131. Pozo 1: control positivo cepa TN03, Pozo
2: Control negativo cepa CFT073, Pozos 3-11 (Aislados clinicos de IrTU). El ensayo se
considera positivo cuando se observan las bandas para la amplificacion del fragmento del
gen trpA (427 pb) y el fragmento del alelo especifico del gen pabB (347 pb) que portan los
aislados del grupo clonal ST131; es negativo cuando solo se amplificé el fragmento del gen
trpA (427 pb).

La identificacién de cepas pertenecientes al grupo CgA mostré que 4 (6.66%)
de las 88 cepas evaluadas fueron positivas para este grupo, como se presenta en
la figura 6. La identificacion se realizé mediante el ensayo de PCR especifico para
un alelo representativo del gen fumC de E. coli CgA (Johnson et al, 2004). La figura
7 muestra el ensayo de la especificidad de la prueba, se observa la banda
representativa para la region del gen fumC especifico para CgA. En las reacciones
se coloco una décima parte de ADN de una cepa perteneciente a CgA y el resto de
ADN de una cepa no perteneciente al grupo clonal; lo que indica que la prueba es

especifica para la identificacion del grupo clonal A.
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Figura 6. Identificacion del grupo clonal A. Pozo 1: control positivo cepa ECOR13, Pozo 2:
Control negativo cepa CFT073, Pozos 3-11: Aislados clinicos de IrTU. El ensayo se
considera positivo cuando se observa las banda para la amplificacion del fragmento del gen
fumC (175 pb) que portan los aislados del grupo clonal CGA; es negativo en ausencia de la

banda.

Figura 7. Especificidad de la reaccion de identificaciéon de CGA. Pozo 1: control positivo
cepa ECOR13, Pozo 2: Control negativo cepa CFT073, Pozo 3 y 5: Reaccion con mezcla
de ADN de una cepa de resultado negativo (90%) y ADN de la cepa control positivo (10%).
Pozo 4: reaccion con ADN de un aislado de resultado negativo. El ensayo se considera

positivo cuando se observa las banda para la amplificacion del fragmento del gen fumC

(175 pb).
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» Relacién genética entre los aislados

La relacién genética se evalué mediante el ensayo de RAPD-PCR, se utiliz6 el
iniciador llamado 1254. Las imagenes de las bandas se analizaron en el software
libre Geld (Heras, et al. 2015). Para la formacion del dendograma se utilizo el indice

de Jaccard y el algoritmo UPGMA, con una tolerancia de 2.0% para las bandas.

De acuerdo al porcentaje de similitud mostrado en el dendograma se observo
una gran diversidad entre las cepas. Se logré diferenciar en tres agrupaciones o
clusters, se observa que hay una region donde se agruparon la mayoria de las

cepas pertenecientes al grupo ST131.

Se realiz6 una comparacion del patron de amplificacion (RAPD-PCR) para cada
par de cepas provenientes del mismo paciente (de dos infecciones recurrentes),
para obtener el porcentaje de similitud entre los aislados. El porcentaje calculado

junto con las caracteristicas que se encontraron se muestran en la tabla 9.
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Figura 8. Relacion genética inferida entre 88 aislados clinicos de UPEC por analisis RAPD con

el iniciador 1254.
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Figura 9. Patrones de bandeo generados por RAPD-PCR (huella genética). Gel de agarosa
que muestra el patrén de amplificacion de dos cepas aisladas del mismo paciente en dos

episodios o infecciones recurrentes. Se empleé el iniciador 1254 en la PCR.
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Tabla 9. Comparacion de dos cepas (A y B) aisladas de un mismo paciente en dos

episodios o infecciones recurrentes.

Cepa Multirresistente ST131 CgA Similitud (%)

RGA1 (1A) - - -
100

RGDS (1B) + - -

RGB6 (2A) - - -
100

RGD?7 (2B) - - -

RGBS (3A) + - B
54

RGE2 (3B) - - -

RGC4 (4A) + T -
100

RGD2 (4B) + + -

RGE9 (5A) + + =
100

RGF6 (5B) + + -

RGD3 (6A) + - -
100

RGF7 (6B) + - -

RGG2 (7A) - - -
62

RGH1 (7B) + + -

RGG6 (8A) + AF -
55

RGH?9 (8B) + - -

KIRA (9A) - - -
54

KIRB (9B) - - -

NA (10A) + - -
62

NB (10B) + - -

ELYA (11A) - - -
100

ELYB (11B) - - -

1162A (12A) + + =
100

1162B (12B) + + -

RA (13A) + o =
63

RB (13B) - - -

AmaA (14A) + - B
100

AmaB (14B) + - -

LoA (15A) + - -
54

LoB (15B) - - -

VA (16A) - 4 -
53

VB (16B) + - -

(+) Positivo, (-) Negativo; ST131 — Secuencia tipo 131, CgA — Grupo Clonal A.
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Se observd que 8 de los 16 pares de cepas recolectadas de un paciente
muestran un porcentaje de similitud del 100% entre los aislados. Esto indica que el

50% de las cepas aisladas de IrTU pueden ser persistentes.

De los 8 pares que presentaron 100% de similitud, 6 fueron multiresistentes
a los antimicrobianos. De la misma manera, 3 de estos pares pertenecieron al grupo
clonal ST131 y del total de cepas analizadas ninguna pertenecié al grupo clonal
CoA.

Se construyé un dendrograma con los 16 pares de cepas estudiadas en este
apartado (Fig. 10), se determiné que a partir de 60% de similitud podrian generarse
agrupamientos de acuerdo a las bandas que se observan en las imagenes de las
electroforesis realizadas; de acuerdo con esto, se identificaron 3 grupos o clusters
(A,ByC).

El cluster A lo integran 7 cepas, no pertenecen a grupos clonales y las 7
cepas muestran resistencia a ampicilina. Tres de las 7 cepas, son multiresistentes
y se encuentra que dos pares (11 y 14) tienen 100% de similitud, ademas comparten
resistencia a ampicilina y trimetoprim-sulfametoxazol. El cluster B esta formado por
7 cepas, todos los integrantes de este grupo pertenecen al grupo clonal ST131 y
son multiresistentes a antibidticos, comparten resistencia a ampicilina, amoxicilina-
acido clavulanico, ciprofloxacino y trimetoprim-sulfametoxazol. Los pares de cepas
4, 5y 12 presentan similitud del 100%. El grupo C consta de 10 cepas, donde solo
2 cepas son multiresistentes y ninguna pertenece al grupo clonal ST131. En este

grupo se encuentran 3 pares de cepas con similitud de 100% (1, 2, 6).
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Figura 10. Dendograma generado a partir de las comparaciones entre cepas aisladas de
un mismo paciente
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DISCUSION

En este trabajo se estudiaron cepas de UPEC aisladas de infecciones
recurrentes para conocer las caracteristicas que puedan ser exclusivas de cepas
causantes de IrTU. De acuerdo con nuestra hipotesis las cepas causantes de
infecciones recurrentes deben tener algunas caracteristicas particulares que
favorezcan su permanencia en el tracto urinario. Hasta ahora no se han identificado
genes individuales o en conjunto, que estén claramente asociados a las IrTU
(Donnenberg, 2013; Luo, et al. 2012). También se determind en los aislados la
susceptibilidad a los antimicrobianos y se compard con las cepas aisladas de
infecciones no-recurrentes. En este estudio se identificaron cepas pertenecientes a
los grupos clonales ST131 y ST69 (CgA) y finalmente se determind la relacion

genética entre todos los aislados de IrTU.

En general los resultados muestran que las cepas aisladas de infecciones
recurrentes tienen porcentajes elevados de resistencia a los antimicrobianos. Esto
incluye los antimicrobianos de primera eleccion en México y en otras partes del
mundo (Al-Mayahie y Al-Kuriashy 2016; Arrendondo-Garcia, et al. 2007; Flores-
Mireles, et al. 2015; Hisano, et al. 2015; Molina, et al. 2011). Se encontré un
incremento de hasta 30% de resistencia en las cepas de E. coli aisladas de
infecciones recurrentes respecto a las cepas no-recurrentes. Podemos hacer esta
comparacion porque ambos estudios de susceptibilidad microbiana se realizaron
con cepas aisladas de la misma poblacion de la Ciudad de México y con los mismos
criterios en la recoleccion de las muestras (Arredondo-Garcia y Amabile-Cuevas,

2008; Molina, et al. 2011).
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También se encontré en las cepas de IrTU un aumento en el porcentaje de
cepas que presentaron multirresistencia a los antimicrobianos; el 62.5% de las
cepas de IrTU resultaron multirresistentes superando a las cepas aisladas de
infecciones no-recurrentes con 30.2% (Derakhshandeh, et al. 2015; Molina, et al.
2011; Ochoa, et al. 2016; Totsika, et al. 2011). En 2009, en cepas recolectadas de
diversas partes del mundo, Schito y colaboradores describieron que solo el 10% de
las cepas de UPEC aisladas de ITU mostraron multirresistencia a antibioticos
(Schito, et al. 2009). De acuerdo a nuestra hipotesis, la multirresistencia a los
antibidticos podria ser una caracteristica distintiva de entre cepas aisladas de
infecciones recurrentes, ya que la eliminacién parcial de las bacterias durante las
infecciones favorece la seleccion de las bacterias resistentes, y con esto la
adaptacion de las bacterias al tracto urinario. Por lo tanto, es probable que las cepas
que sobreviven a la administracién de los antimicrobianos se transmiten a otras
bacterias los genes de resistencia y de esta manera formar una comunidad

bacteriana resistente a los antimicrobianos a los que han sido expuestos.

La resistencia a nitrofurantoina mostrada por nuestras cepas causantes de
recurrencia es notable ya que fue 10% superior a lo reportado en cepas aisladas de
ITU (Molina, et al. 2011). Los porcentajes de cepas resistentes a nitrofurantoina en
estudios realizados en la Ciudad de México y en otros paises varian entre 2 'y 9%,
las cepas aisladas de recurrencias han desarrollado mecanismos para resistir a los
antimicrobianos, incluyendo a la nitrofurantoina, que en algunos estudios ha
demostrado las tasas mas bajas de resistencia en cepas aisladas de ITU (Alcantar-

Curiel, et al. 2015; Arredondo-Garcia, et al, 2007; Hisano, et al. 2015; Momtaz, et
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al. 2013). Existen pocos estudios realizados con cepas aisladas de IrTU dirigidos a
evaluar la susceptibilidad antimicrobiana; Luo y colaboradores, no encontraron
diferencias significativas de susceptibilidad antimicrobiana entre los dos grupos de
aislados de UPEC (Luo, et al. 2012). Nuestros resultados sugieren que la resistencia
a antimicrobianos de los aislados de UPEC favorece el desarrollo y progresion de
las IrTU. Es posible que la resistencia a los antimicrobianos pueda aumentar la
prevalencia de cepas UPEC y los antibidticos puedan facilitar la formacién de cepas
UPEC persistentes, mas estudios sobre las caracteristicas de resistencia de las
cepas UPEC proporcionaran una mejor comprension molecular de las ITU (Luo, et

al. 2012).

El aumento de la resistencia a antibidticos podria estar asociado a la
transferencia horizontal de genes entre los que destaca la presencia de plasmidos
(Akingbade, et al. 2014; Brolund, et al. 2013; Cusumano, et al. 2010; Nuesch-
Inderbinen, et al. 2017). Al respecto sabemos, por estudios de este mismo grupo
de trabajo, que 85% de estas cepas aisladas de IrTU portan plasmidos de alto peso
molecular (mayores a 45 kb), y demostraron que la pérdida de algunos de estos
plasmidos ocasiond la pérdida de resistencia a trimetoprim-sulfametoxazol,
ampicilina, amoxicilina-acido clavulanico y disminuyo la resistencia a gentamicina
(Datos de una tesis elaborada en nuestro laboratorio con algunas de nuestras

cepas).

Una de las interrogantes iniciales del presente estudio era conocer si cepas

pertenecientes al grupo clonal de E. coli O25-ST131 eran causantes de IrTU. Al
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respecto se encontré que mas del 30% de las cepas aisladas de IrTU pertenecieron
a esta secuencia tipo. EI 80% de estas cepas mostraron resistencia a ciprofloxacino,
lo cual concuerda con el linaje clonal ST131 que es responsable del incremento
global en la resistencia a las fluoroquinolonas (Nicolas-Chanoine, et al. 2014;
Oelesen, et al. 2013; Rogers, et al. 2010). La presencia de cepas pertenecientes a
este grupo clonal aumento casi 3 veces en comparacion con aislados de infecciones
urinarias no-recurrentes: en las muestras de pacientes ambulatorios de la Ciudad

de México se encontré que 10.9% eran ST131 (Molina, et al. 2011).

Este grupo clonal ha sido reportado en muestras de ITU no recurrentes en
paises como Australia (13%), Hong Kong (8.5%) y Turquia (12%); los porcentajes
sugieren que estas cepas tienen diferentes niveles de penetracion en la poblacion
mundial (Ismail, et al. 2018; Nicolas-Chanoine, et al. 2014). La asociacion entre el
grupo clonal ST131 con las infecciones recurrentes del tracto urinario no ha sido
reportada claramente. Johnson y colaboradores aislaron una cepa de E. coli de un
paciente con IrTU, la cual fue secuenciada e identificada como ST131, la cepa porta
dos plasmidos grandes de 107 kb y 130 kb y en dichos plasmidos se encontraron
genes de resistencia a las cefalosporinas (expresion de beta lactamasas),
fluoroquinolonas, trimetoprim-sulfametoxazol y aminoglucésidos. Esta cepa de E.
coli llamada JJ1887 tiene caracteristicas similares a nuestras cepas aisladas de

recurrencias (Johnson, et al. 2016).

Las E. coli ST131 tienen informacion genética que las hace potencialmente

patdgenas, con ventajas que les permiten invadir nichos que tradicionalmente no
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ocupan y asi favorecen la persistencia (Johnson, et al. 2010; Hannan, et al. 2012).
Estas cepas pueden ser productoras de betalactamasas de espectro extendido
(BLEE) y actualmente representan uno de los grupos dominantes de las cepas
multirresistentes a antibiéticos a nivel internacional (Banerjee, et al. 2013; Nicolas-

Chanoine, et al. 2014; Totsika, et al. 2013).

En cepas pertenecientes al linaje clonal ST131 se identificaron las subclonas
H30, H30-R y H30-Rx las cuales han sido poco estudiadas. La subclona H30-R
muestra hasta 100% de resistencia a ciprofloxacino y menos del 10% para
ceftriaxona, mientras que H30-Rx, que es productora de BLEE, muestra resistencia
superior al 98% para ampicilina, amoxicilina-acido clavulanico y mas del 75% para
ceftriaxona (Banerjee y Johnson, 2014). En nuestro trabajo se encontré que las
cepas identificadas como ST131 mostraron alta resistencia a ampicilina,
trimetoprim-sulfametoxazol, las cefalosporinas y ciprofloxacino, lo que podria indicar
la presencia de las subclonas mas representativas de este grupo clonal: H30, H30-
R y H30-Rx. Estas subclonas varian en sus perfiles de resistencia que ejemplifican
la importancia de la transferencia horizontal de genes y las mutaciones en la

expansion clonal de la secuencia tipo.

En el presente estudio solo el 4.5% del total de cepas aisladas de infecciones
recurrentes pertenecieron al grupo clonal A (CgA) de E. coli, el cual es un ST69,
seguido en importancia por su distribucion después del ST131. En principio, se
pensé que este grupo clonal tendria mayor presencia; dado que, el 55% de los

aislados son resistentes a trimetoprim-sulfametoxazol y esta resistencia esta
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asociada a CgA (Johnson, et al. 2002; Manges, et al. 2001; Platell, et al. 2010).
Podemos concluir que el grupo clonal CgA no esta involucrado con las infecciones
recurrentes. Algunos estudios reportan que entre el 6 y el 11% de cepas UPEC
colectadas de infecciones agudas pertenecen al grupo CgA (Johnson, et al. 2005;
Manges, et al. 2006; Manjarrez-Hernandez, et al. 2016). En un estudio realizado en
Dinamarca con cepas UPEC causante de ITU agudas, del 10 al 17% pertenecieron
a este grupo clonal, el 38% y el 81% de ellas presentaron resistencia a trimetoprim-
sulfametoxazol (Jakobsen, et al. 2010; Platell, et al. 2010; Skjgt-Rasmussen, et al.

2012).

Con respecto a la relacion genética que hay entre nuestros aislados de IrTU
se encontro en general una alta diversidad genética entre las cepas (Figura 8). No
obstante, el analisis de los perfiles de RAPD y formacion de dendogramas muestra

que todos los aislados formaron tres grandes clados (I a Ill).

En el cluster | se agruparon la mayoria de las cepas pertenecientes al linaje
clonal ST131 (25 de las 28 cepas que resultaron ST131). La agrupacion de la
mayoria de las cepas ST131 en un solo cluster indica, por un lado, que el ensayo
de RAPD facilité la identificacion de las cepas, ya que los perfiles de bandas
similares se agruparon en un cluster y las cepas identificadas como ST131 son
efectivamente un grupo clonal. En el cluster | también se observa claramente la
presencia de dos subclados, esto ya ha sido reportado por Petty y colaboradores,
quienes encontraron que a pesar de ser un grupo clonal hay gran diversidad

genética entre cada cepa. Se conoce que la diversidad genética entre diversos
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aislados pertenecientes a ST131 es amplia debido a la rapida adaptacion y

diseminacion de las cepas a lo largo del planeta (Petty, et al. 2014).

El ensayo de identificacion por PCR realizado en este trabajo fue disefiado
para identificar solo a las cepas 025-ST131, por lo que cabe la posibilidad de que
dentro de las cepas de estudio se encuentren mas cepas de este grupo clonal con
un serotipo O distinto (Matsumura, et al, 2017, Olesen, et al. 2013); la realizacion
de mas pruebas de identificacion para ST131 complementaria la informacion y
enriqueceria el analisis de las cepas. Los clados Il y lll se mostraron bien
delimitados, sin embargo, con las caracteristicas que se evaluaron en este trabajo

no permiten observar alguna otra relacién entre ellas.

Al determinar si las recurrencias en las ITU se deben a la misma cepa que
causo la primera infeccion (recaida) o a nuevas cepas que estan infectando el tracto
urinario (reinfeccién), se encontrd que el 50% de los pacientes mostraron 100% de
similitud entre las cepas causantes de los dos eventos infecciosos, lo cual indica
que al menos el 50% de las recurrencias se deben a cepas de E. coli persistentes,
las cuales no han sido erradicadas del tracto urinario, a pesar de numerosos
tratamientos con los antimicrobianos apropiados. Esto se debe en parte a que estas
cepas son invasivas, y cuando estan dentro de las células estan protegidas de los
antimicrobianos y de la respuesta inmunitaria. Este resultado se acerca a lo
reportado por Ejrnaes y colaboradores, donde indican que el 77% de las cepas de
UPEC aisladas de una ITU son causantes de un segundo evento (Ejrnaes, et al.

2006).
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Para complementar este resultado se agregaron las caracteristicas
evaluadas sobre multirresistencia y pertenencia a grupos clonales y con ello
favorecer los criterios de agrupamiento de las cepas causantes de IrTU. Con estos
datos se observo que 5 cepas persistentes presentan multirresistencia, 3 de ellas
pertenecen al grupo clonal ST131. Estas caracteristicas no han sido reportadas
anteriormente en cepas aisladas de IrTU. En el dendograma correspondiente se
observa un clado que agrupa las cepas pertenecientes a ST131 y multirresistentes,
lo cual podria indicar que la pertenencia a este grupo clonal y la multirresistencia a

antibidticos podrian estar involucradas en el establecimiento de IrTU.

CONCLUSIONES

Los resultados de nuestro trabajo permitieron identificar un aumento en el
porcentaje de cepas de UPEC que presentan resistencia a los antibiéticos mas
utilizados para el tratamiento de las ITU y el aumento del porcentaje de cepas
multirresistentes respecto a las aisladas de cepas de ITU. Se encontré la presencia
de los grupos clonales ST131 y CgA en las cepas aisladas de IrTU. Se observo

diversidad genética entre las cepas de UPEC causantes de IrTU.
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