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GLOSARIO

IVU: Infeccion de vias urinarias.

UFC: Unidades formadoras de colonias.

E. coli: Escherichia coli.

ADN: Acido desoxiribonucleico.

LPS: Lipopolisacarido

CFA: Antigenos del factor de colonizacion.

LT: Enterotoxina termol&bil.

STa: Enterotoxina a termoestable.

STh: Enterotoxina b termoestable.

UPEC: Escherichia coli uropatégena.

ExXPEC: Formas Extraintestinales.

ETEC: Enteropatégenas

EPEC: Enteroinvasivas.

EIEC: Enterotoxigénicas.

EHEC: Enterohemorragicas.

EAEC: Enteroagregativas.

DAEC: Adherentes y difusivas.

Pap: Pyelonephritis associated pili.

ESBL.: Betalactamasas de espectro extendido.
MIC: Concentracién minima inhibitoria.

PCR: Reaccidn en cadena de la polimerasa.
gnrA: Gen de Resistencia Plasmidica a Quinolonas A
gnrB: Gen de Resistencia Plasmidica a Quinolonas B
Palabras Clave:

Escherichia coli; ESBL; gnrA; gnrB



RELACION DE FIGURAS Y TABLAS
Fig 1. Frecuencia (%) de genes de resistencia a quinolonas gnr Ay B, de acuerdo al grupo

filogenético (A, B2 y D), en cepas de E. cali.
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Fig. Determinacion de los genes chuA, yjaA y tspE4C2 (grupos filogenéticos) y genes gnrA y
gnrB



Fig 3: Frecuencia de comorbilidades de acuerdo a la presencia de los genes de resistencia a
quinolonas gnr Ay B.
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Tabla 1: Resistencia antimicrobiana de cepas de E. coli, de acuerdo a la presencia de los genes de
resistencia a quinolonas gnr A - B

gnr A-B Positivo (n=11) gnr A-B Negativo (n=24)

Antimicrobiano Resistencia n (%) Resistencia n (%) p

Amikacina 2(18.2) 4(16.7) 0.629*
Amoxicilina/Clavulanato 3(27.3) 7 (29.2) 0.282
Ampicilina 8 (72.7) 21 (87.5) 0.269*
Ampicilina / Sulbactam 8 (72.7) 20 (87) 0.288*
Aztreonam 3(27.3) 14 (58.3) 0.089*
Cefalotina 1(9.1) 5(20.8) 0.615
Cefazolina 6 (54.5) 14 (58.3) 0.540
Cefepima 4 (36.4) 14 (58.3) 0.200*
Cefotaxima 2(18.2) 12 (50) 0.078
Cefotetan 0 1(4.2) 0.318
Cefoxitina 1(9.1) 3(12.5) 0.221
Ceftazidima 3(27.3) 14 (58.3) 0.089*
Ceftriaxona 3(27.3) 14 (58.3) 0.089*
Cefuroxima 2(18.2) 10 (41.75) 0.225
Ciprofloxacino 10 (90.9) 24 (100) 0.314*
Gatifloxacino 8 (72.7) 14 (58.3) 0.162
Gentamicina 4 (36.4) 9(37.1) 0.626*
Imipenem 0 0 -

Levofloxacino 10 (90.9) 24 (100) 0.314*
Meropenem 9 (81.3) 14 (58.3) 0.165*
Moxifloxacino 9 (81.3) 14 (58.3) 0.165*
Piperacilina 8 (72.7) 21 (87.5) 0.269*
Piperacilina/Tazobactam 2(18.2) 0 0.045
Ticarcilina/Clavulanato 5(35.5) 8 (33.4) 0.885
Tobramicina 6 (44.6) 15 (62.5) 0.261
Trimetoprim/Sulfametoxazol 9 (81.8) 16 (66.6) 0.309*
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N = nlmero de casos. El valor de p fue calculado con la prueba de chio prueba exacta de Fisher (*)

gnr A - B positivo

Tabla2: n (%) A =9 B2 n=13 D n=13 Frecuencia
de edad <60 3(333) 3(23.1) 4(30.8)

Litiasis Renal 0(0.0) 0(0.0) 2(15.4)

Litiasis Ureteral 0(0.0) 0(0.0) 0 (0.00)

Litiasis Vesical 0(0.0) 0(0.0) 1(7.7)

caracteristicas clinicas y la positividad a gnr A - B.
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Tabla3: Estenosis Ureteral 0(0.0 2(15.4) 1(7.7) Frecuencia

de algunas Estenosis Uretral 0(0.0) 1(7.7) 0 (0.00)
RAO 4(44.4) 8 (61.5) 6 (46.2)
Sonda Foley 7(77.8) 10 (76.9) 7 (53.8)
Prostatitis 8(88.9) 10 (76.9) 12 (92.3)
Pielonefritis 1(11.1) 1(7.7) 0 (0.00)
Vejiga Neurogénica 2(22.2) 6 (46.2) 2(15.4)
DM 3(33.3) 2(15.4) 4(30.8)
IRC 1(11.1) 3(23.1) 2(15.4)
Céncer 2(22.2) 4(30.8) 2 (15.4)
HAS 2(22.2) 6 (46.2) 2(15.4)

caracteristicas clinicas y comorbilidades, en varones con infeccion de vias urinarias, de acuerdo a
la presencia de genes de resistencia a quinolonas.

n (%) gnr Ar\]B:pflsltlvo gnr Arl?:nggatlvo D
Edad >60 afios 8 (72.7) 16 (66.7) 0.521*
Litiasis Renal 2(18.2) 0 0.092*
Litiasis Vesical 0 14.2) 0.686*
Estenosis Ureteral 3(27.3) 0 0.025*
Estenosis Uretral 0 14.2) 0.686*
RAO 4 (36.4) 14 (58.3) 0.200*
Sonda Foley 6(54.5) 18 (75) 0.205*
Prostatitis 9 (81.8) 21 (87.5) 0.509*
Pielonefritis 2(18.2) 0 0.092*
Vejiga Neurogénica 2(18.2) 8(33.3) 0.309
Diabetes Méllitus 2(18.2) 7(29.2) 0.403*
Insuficienciarenal crénica 4 (36.4) 2(8.3) 0.063*
Céncer 4 (36.4) 4(16.7) 0.194*
Hipertension arterial 2(18.2) 8(33.2) 0.309
RTUP 4 (80) 6 (46.2) 0.225*

El valor de p fue calculado con la prueba de Ch 2 y prueba exacta de Fisher (*)

Imagen 1:

Gen gnr B:

« Gel de agarosa al 1.5%.

« Amplificacion del gen gnr B.

« Carril 1: Marcador de peso molecular 50
pb.




« Peso molecular de 468 pb.
« Marcador positivo de las muestras 229, 260, 264.

Imagen 2:

Gengnr A:

« Gel agarosa al 1.5%.
« Amplificacién del gen gnr A
« Carril 1: Marcador peso molecular 100 pb

Peso molecular 543 pb.
Marcador positivo de las muestras 261,
318, 332, 334, 317.
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RESUMEN
Las infecciones de vias urinarias son la infeccion mas frecuente en nuestro medio. Las

alteraciones inmunoldégicas, las instrumentaciones recientes del tracto urinario y la asociacion a
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contaminacion o relaciones sexuales favoreceran la frecuencia, tipo especifico y cepa del
microorganismo causal. En hombres, al aumentar la edad, la tasa de IVU se incrementa debido a
factores como cateterismo vesical, enfermedades prostaticas y obstruccion de la salida o
instrumentacién en el tracto urinario; de forma menos frecuente, las estenosis de uretra,
cateterizaciones, inmovilidad, incontinencia fecal, ingestién baja de liquidos, litos, e ingresos
hospitalarios. El agente mas comun es Escherichia coli. Este tipo presenta cuatro grupos
filogenéticos: A, B1, B2 y D. Como en nuestro pais los estudios que involucran cepas de UPEC son
limitados, se propone caracterizar molecularmente las bases de la resistencia a quinolonas en
cepas de UPEC de hombres adultos mediante la deteccion de los genes plasmidicos gnrA y gnrB.
Estas determinaciones permitieron identificar los grupos filogenéticos de E. coli: Grupo A:
9/35 (25.71%); Grupo B2: 13/25 (37.14%) y grupo D: 13/35 (37.14%).
La expresién encontrada para genes de resistencia fue de: 51.4% (18/35) gnr A y 62.8% qnr
B (22/35). La asociacion de ambos fue encontrada en litiasis renal (18%) y la estenosis de uretra
(27.3%). Predominaron con la presencia de gnr A - B en: IRC (36.4% vs 8.3%) y el cancer (36.4%
vs 16.7%). Sin predominancia en: sonda Foley (54.5% vs 75%), Prostatitis (81.8% vs 87.5%) y
vejiga neurogénica (18.2% vs 33.3%).
La asociacion de estos genes y su expresion clinica en términos de resistencia
antimicrobiana (antibiogramas) y las caracteristicas clinicas (instrumentaciones, factores
inmunolégicos o factores patoldgicos) pueden establecer una descripcion de la poblacion afectada

asi como probables factores de riesgo directo.
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Abstract
Urinary tract infections are the most frequent in our population. Immunologic alterations, recent
urinary tract instrumentations, and the association to contaminants or sexual relations, will promote
the frequency and the specific type and group of the causal microorganism. This differentiation has
clinical implications, the selection and duration of the antimicrobial therapies, and the probable
surgical procedures. In men, as they grow older, the rate of UTI's increases by factors such as
vesical catheterism, prostatic diseases, outlet obstruction or urinary tract instrumentation; with less
frequency urethral stenosis, catheterizations, immobility, fecal incontinence, low fluid intake, calculi,
and hospital admissions. Escherichia coli is the most common causal microorganism. This type
have four phylogenetic groups: A, B1, B2 y D. In Mexico, studies about UPEC strains are limited,
hence the proposition to molecularly characterize the bases of quinolone resistance in UPEC
strains from adult males via the detection of the plasmid genes, gnrA and gnrB.

This determination allow to identify between the phylogenetic groups of E. coli: A: 9/35
(25.71%); B2: 13/25 (37.14%) and D: 13/35 (37.14%).

The isolate found for this genes was: 51.4% (18/35) gnr A y 62.8% gnr B (22/35).

The correlation found in renal calculi (18%) and urethral estenosis (27.3%) was only in gnr A -
B (+). Predominance in: IRC (36.4% vs 8.3%) and cancer (36.4% vs 16.7%). With out
predominance: urethral catheter (54.5% vs 75%), Prostatitis (81.8% vs 87.5%) and neurogenic
bladder (18.2% vs 33.3%).

The link between these genes and their clinical expression in terms of antimicrobial

resistance (antibiograms) and the clinical criterion can establish a description of the affected

populations as well as the probable direct risk factors.
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1. INTRODUCCION

Las infecciones de vias urinarias son la infeccion mas frecuente en nuestro medio, se definen
como la respuesta inflamatoria de cualquier linea celular como respuesta a una infeccién que
puede ocurrir a lo largo del tracto urinario. Las alteraciones inmunoldégicas, las instrumentaciones
recientes del tracto urinario y la asociaciéon a contaminacion o relaciones sexuales favoreceran la
frecuencia y tipo especifico del microorganismo causal. Esta distincién es relevante dadas las
implicaciones clinicas, la seleccién y duracién de las terapias antimicrobianas y las posibles
intervenciones quirargicas. Las IVU son 30 veces mas frecuentes en mujeres; fuera de este grupo
las infecciones son mas frecuentes en hombres. En hombres, al aumentar la edad, se incrementa
la tasa por factores como enfermedades prostaticas y obstruccién de la salida o instrumentacion en
el tracto urinario; de forma menos frecuente, las estenosis de uretra, cateterizaciones, inmovilidad,
incontinencia fecal, ingestion baja de liquidos, litos, e ingresos hospitalarios. Prevaleciendo de
forma directa sobre todos el uso de cateterismo vesical.

El microorganismo causal mas comun es Escherichia coli, un anaerobio facultativo, fermentador de
lactosa, catalasa positivo y oxidasa negativo. No presenta motilidad, muestran motilidad debido a la
presencia de un flagelo de tipo fimbria.

Este tipo de organismo presenta resistencias antimicrobianas a través de modificacién de genes.
La caracterizacion de los grupos filogenéticos permite la identificacion puntual de estas
mutaciones. Mediante técnicas de electroforesis enzimatica en E. coli se han identificado cuatro
grupos filogenéticos: A, B1, B2 y D. Esta diversidad dentro de la especie es el resultado de dos
procesos evolutivos: la mutacion y la transferencia horizontal de genes. Basandose en criterios
clinicos, las cepas de E. coli pueden ser clasificadas en tres grupos: cepas comensales, cepas
patdgenas intestinales y cepas patdgenas extraintestinales. La identificaciéon de organismos
resistentes con reportes de adquisicion de mecanismos transferibles de resistencia a -lactamicos
tales como las [B-lactamasas de espectro extendido (ESBL), significa que algunos grupos de
antimicrobianos (penicilinas o cefalosporinas, excepto cefamicinas y carbapenems) que han sido
utilizados por muchos anos para infecciones ya no son efectivas.

Como en nuestro pais los estudios que involucran cepas de UPEC son limitados, se propone

caracterizar molecularmente las bases de la resistencia a quinolonas en cepas de UPEC de
15



hombres adultos mediante la deteccion de los genes plasmidicos gnrA y qnrB. Aunque estos son
de baja resistencia implican la transferencia de otros factores mas importantes como lo son
gnrC,D,S; AAC(6’)-Ib-cr aminoglucosido acetiltransferasa; los genes de las proteinas con
repeticiones pentapéptido (mcbG y mfpA); la bombas de eflujo para OgxAB; QepA; y los genes
cromosomales gyrA,B y parC.

La asociacion de estos genes y su expresion clinica en términos de resistencia antimicrobiana
(antibiogramas) y las caracteristicas clinicas (instrumentaciones, factores inmunolégicos o factores
patoldgicos) pueden establecer una descripcién de la poblacién afectada asi como probables

factores de riesgo directo.
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2. ANTECEDENTES
2.1 Generalidades.

La via urinaria y la orina en condiciones normales se encuentra estéril, con excepcion de la
uretra distal, misma que se encuentra colonizada por flora cutanea. En ausencia de alteraciones
las colonizaciones bacterianas procedentes del colon pueden migrar en pequefas cantidades
hacia el tracto urinario, algunas de estas ascienden a la vejiga y al parénquima renal. Estos
organismos son controlados por la impermeabilidad y polaridad del urotelio, el aclaramiento
urinario, las propiedades antimicrobianas de la orina, asi como por IgA secretora y los
polimorfonucleares existentes en la superficie urotelial. Cuando dichas bacterias no pueden ser
eliminadas, se inicia una colonizacién del urotelio, con la consecuente lesion al tracto urinario. Esta
colonizacion dependera de la virulencia de la bacteria, el tamafo del inoculo, los mecanismos de
defensa locales y la presencia o no de alteraciones anatdmicas o funcionales del tracto urinario.
Como resultado existe una eliminacion de bacterias por la orina, mismas que pueden ser
registradas a través de el examen urinario. (1,2)

La infeccion de vias urinarias (IVU) se define como la respuesta inflamatoria de cualquier
linea celular como respuesta a una infeccion que puede ocurrir a lo largo del tracto urinario. Por
localizacion se ha dividido en infecciones del tracto urinario alto (rifidn y uréteres) e infecciones del
tracto urinario bajo (vejiga, prostata y uretra). Los sintomas se encuentran en relacion directa al
sitio afectado; los mas comunes en la infeccion urinaria baja son: cistitis, disuria, poliaquiuria, pujo,

tenesmo, hematuria y dolor suprapubico (en orden de frecuencia). La pielonefritis (infeccion del



tracto urinario alto, especificamente parénquima y pelvis renal) se manifiesta por fiebre, nausea,
vomito y dolor en flanco. Por el grado de severidad se divide en: complicadas (cuando se asocian a
problemas funcionales de produccién vy filtracién), estructurales (como algunas malformaciones y
problemas obstructivos), alteraciones inmunolégicas (patolégicas y naturales como el embarazo),
instrumentaciones recientes del tracto urinario, y asociadas a relaciones sexuales. Por grupos de
riesgo, las IVU son 50 veces mas frecuentes en mujeres entre 20 y 50 afos de edad. Fuera de
este grupo las infecciones son mas frecuentes en hombres y mujeres mayores de 50 afios, en este
momento la proporcion de hombre/mujer disminuye dado el aumento de la incidencia de

hiperplasia prostatica. (1,2,3,4)

Los factores de riesgo pueden ser variables y asociarse a infecciones. Algunos son
variables, como edad, diabetes, embarazo, habitos sexuales y condiciones fisiolégicas y
anatomicas del tracto urinario. La susceptibilidad a las IVU esta determinada por factores
genéticos, biologicos y anatomicos. Es importante tomar en cuenta que el uso inadecuado de
antibiéticos favorece la seleccidon de cepas multirresistentes.

Aunque las IVU son consideradas un problema principalmente en la poblacion femenina
(30 veces mas frecuente en las mujeres que en los hombres), ocurre en ambos sexos de todas las
edades. Durante el primer afio de vida las infecciones del tracto urinario son mas comunes en
varones; posterior a los primeros afos de vida la frecuencia es cada vez mayor en mujeres,
habiendo una proporcion después de la pubertad y hasta los 65 afos de edad de 20:1; a los 65
afios de edad se iguala la proporcién y al avanzar la edad aumenta en hombres. La prevalencia e
incidencia es superior en mujeres por la diferencia anatdémica, efectos hormonales y patrones de
comportamientos. En mujeres jévenes el principal factor de riesgo es el coito; de acuerdo a la
frecuencia en su practica se proyecta desde valor 0 sin coitos en 7 dias, 2.6 con 3 coitos en 7 dias
y 9 veces por 7 coitos en 7 dias. El uso de espermicidas y diafragmas, asi como episodios previos
de IVU, incrementan el riesgo de contraer una IVU.

En hombres, al aumentar la edad, se incrementa la tasa por factores como enfermedades
prostaticas, obstruccion de la salida o instrumentacion en el tracto urinario; de forma menos

frecuente las estenosis de uretra, cateterizaciones, inmovilidad, Incontinencia fecal, ingestion baja



de liquidos, litos, e ingresos hospitalarios. Prevaleciendo de forma directa sobre todos el uso de

cateterismo vesical. (3, 4, 5)

El diagnostico se lleva a cabo principalmente por examen general de orina, el cual esta
caracterizado por nitratos elevados, leucocituria y hematuria. Es confirmatorio el aislamiento del
microorganismo en las diferentes tomas. La presencia de 100,000 (UFC/mL) en orina puede ser
considerada como una IVU en mujeres, mientras que en hombres un cultivo de orina con un
crecimiento de mas de 1,000 UFC/mL de orina se considera como positivo.

Los cultivos son realizados con el fin de determinar el organismo causal y la susceptibilidad
a los antimicrobianos, dando una interpretacion cualitativa para estos resultados. (sensible,
intermedio o resistente). La seleccion de antibidticos esta determinada por los comités infecciosos,

el Comité Clinico de estandares de laboratorios de Estados Unidos y los formularios del Hospital.

Las infecciones de vias urinarias generalmente se encuentran causadas por bacterias
gramnegativas. El 95% se produce cuando las bacterias ascienden desde el tracto digestivo al
introito vaginal y posteriormente a la uretra, colonizando la vejiga y, en casos de pielonefritis aguda
no complicada, por via uretral hacia el rindn. Dentro de las enterobacterias, la bacteria que se aisla
con mas frecuencia es Escherichia coli, responsable de 80-90%% de las infecciones
extrahospitalarias; Staphylococcus saprophyticus causa un 10% de ellas. En los pacientes
hospitalizados E. coli produce 50% de los casos; las especies de gramnegativos Klebsiella,
Proteus, Enterobacter y Serratia 40% de los casos; y el resto las producen los cocos grampositivos,
Enterococcus faecalis, y S. aureus, y S. saprophyticus. En contraste con otras infecciones
nosocomiales y adquiridas en la comunidad, E. coli es el principal agente etiolégico de las IVU,

75% al 90% de los aislamientos de infecciones bacterianas.

2.2 Caracteristicas Microbiolégicas.

El género Escherichia comprende cinco especies: Escherichia blattae, Escherichia
fergusonnii, Escherichia hermanni, Escherichia vulneris y Escherichia coli, siendo Gnicamente esta
ultima de importancia clinica. Escherichia coli es una bacteria de la familia Enterobacteriaceae,

tiene forma de baston, alrededor de 1um de diametro y cerca de 2um de longitud. Es un bacilo



gram negativo ya que esta rodeado por una pared celular rigida compuesta de polisacaridos y
péptidos. Dentro de la pared celular se encuentra la membrana plasmatica, que es una bicapa de
fosfolipidos y proteinas asociadas. Mientras que la pared celular es porosa y puede ser penetrada
por una variedad de moléculas, la membrana plasmatica proporciona una separacion funcional
entre el interior de la célula y su medio externo.

Escherichia coli es un anaerobio facultativo, fermentador de lactosa, catalasa positiva y
oxidasa negativa. No presenta motilidad sino que la muestra debido a la presencia de un flagelo de
tipo fimbria.

El ADN de E. coli es una molécula circular Unica en el nucleoide, que en comparacién con
el nucleo de los eucariotas, no esta rodeado por una membrana que lo separe del citoplasma y
este contiene aproximadamente 30.000 ribosomas, que es el lugar donde se realiza la sintesis de
proteinas y se destaca por su apariencia granular. Ademas del cromosoma, a menudo las células
bacteriales contienen plasmidos, estas moléculas de ADN son encontradas en todo tipo de
bacterias y juegan un papel importante en la adaptacion de la bacteria y su evolucién. También
sirven como herramientas importantes en estudios de biologia molecular. Los plasmidos, se
encuentran ampliamente distribuidos en las bacterias, su tamafo varia desde menos de 1 X 10°
daltons hasta mas de 200 X 10°daltons, y son replicones que se heredan de manera estable en
estado extracromosomico. Al igual que los cromosomas, los plasmidos codifican proteinas y la
replicacion de sus copias es usualmente distribuida dentro de cada célula hija cuando la célula se
divide. Sin embargo, a diferencia del cromosoma, los plasmidos por lo general no codifican
funciones esenciales para el crecimiento de la bacteria. Ellos, en lugar de genes, proporcionan
productos que pueden beneficiar a la bacteria; como los genes que codifican para las proteinas

que las hacen resistentes a los antibioticos y estan frecuentemente en los plasmidos.

2.3 Serologia de Escherichia coli

En 1944, Kauffmann desarrollé un esquema de clasificacion seroldgica de E. coli el cual es
utilizado hasta el dia de hoy en su forma modificada. La serotipificacion sirve para determinar el
grupo patoégeno al que pertenece cada cepa, E. coli es serotipificado en base a sus antigenos de
superficie, que son el antigeno somatico O, que es un polisacarido termoestable que forma parte

del lipipolisacarido (LPS) presente en la membrana externa de la pared celular; el antigeno flagelar



H, que se encuentra en el flagelo, de naturaleza proteica y es termolabil; y el antigeno capsular K,
que es un polisacarido que envuelve la pared celular y tiene un factor de virulencia importante.

El antigeno “O” determina el serogrupo, que es la variedad antigénica basada sélo en
antigenos O (LPS). La determinacion del antigeno somatico y flagelar (O:H) indica el serotipo, que
es la variedad antigénica distinta dentro de cada especie bacterial, el serotipo en ocasiones se
asocia con un cuadro clinico en particular.

Las cepas patdgenas de E. coli poseen estructuras de superficie especificas denominadas
antigenos del factor de colonizacion (CFA). Son proteinas fimbricas implicadas en la fijacién
especifica a la mucosa del intestino delgado, donde pueden colonizar y producir enterétoxinas que
causan diarrea y otras enfermedades.

Las toxinas de E. coli son secretadas por diferentes elementos estructurales que afectan a
una variedad de procesos fundamentales de las células eucariotas, tales como AMP ciclico, GMP
ciclico y el ion Ca®". El ion Ca* puede ser incrementado, conduciendo a una secrecién del ion por
las acciones de la enterotoxina termolabil (LT), enterotoxina a termoestable (STa) y enterotoxina b

termoestable (STb), esto es producido por algunas cepas de E. coli.

Algunas cepas de E. coli son patégenas por naturaleza y causan diarreas entéricas. Estas
cepas se han englobado en seis diferentes grupos o categorias: E. coli enteropatégenas (ETEC),
E. coli enteroinvasivas (EPEC), E. coli enterotoxigénicas (EIEC), E. coli enterohemorragicas
(EHEC), E. coli enteroagregativas (EAEC), E. coli adherentes y difusivas (DAEC). Cada grupo
causa enfermedades usando diferentes combinaciones de factores de virulencia, con diferentes
vias moleculares. Las cepas extraintestinales de E. coli pueden afectar a casi todos los érganos y
localizaciones anatdmicas, excepto al tracto gastrointestinal. Dentro de las cepas extraintestinales
se encuentran las cepas de E. coli uropatégenas (UPEC), que poseen factores de virulencia
unicos. Existe diversidad genética dentro de cada grupo, dentro del mismo sobresale UPEC asi

como el grupo filogenético B2 y en menor medida el D.

2.4 Grupos filogeneticos de Escherichia coli.
Mediante técnicas de electroforesis enzimatica en E. coli se han identificado cuatro grupos

filogenéticos: A, B1, B2 y D. Esta diversidad dentro de la especie es el resultado de dos procesos



evolutivos: la mutacion y la transferencia horizontal de genes. Basandose en criterios clinicos, las
cepas de E. coli pueden ser clasificadas en tres grupos: cepas comensales, cepas patégenas
intestinales y cepas patégenas extraintestinales.

Las cepas comensales constituyen una gran parte de la flora fecal en humanos sanos;
tienen diferentes funciones en el intestino sintetizando vitaminas, ya que contribuye a la
anaerobiosis del ambiente del intestino grueso. Estas cepas no producen enfermedad y se
encuentran en un equilibrio homeostatico con el huésped (11). Cuando este microorganismo posee
factores de virulencia, como adhesinas, hemolisinas, enterotoxinas y toxinas citotoxicas, se
convierte en un patégeno. Se considera como un patégeno oportunista ya que produce
enfermedad en pacientes inmunosuprimidos a causa de otras enfermedades como el cancer,
diabetes, cirrosis, 0 que han recibido tratamiento con medicamentos que afectan el sistema
inmunitario, como los corticosteroides y los efectos secundarios de la quimioterapia (11). La
mayoria de las cepas E. coli comensales humanos derivan de los grupos filogenéticos A 'y B1 y
poseen muy pocos factores de virulencia.

Las cepas de E. coli patégenas se encuentran raramente en la flora fecal de las personas
clinicamente sanas. Se comportan esencialmente como patégenos obligados y causan
gastroenteritis cuando son ingeridos en determinadas cantidades, aunque la mayoria de ellos son
incapaces de producir enfermedad fuera del tracto intestinal. Se reconocen seis categorias
patogénicas: ETEC, EPEC, EIEC, EHEC, EAEC y DAEC. Existe diversidad filogenética dentro de
cada uno de estos tipos patdgenos, ya que derivan de los grupos A, B1 o D; en cambio, cada tipo
presenta una combinacion unica de factores de virulencia.

A diferencia de las cepas E. coli comensales y patégenas intestinales, las E. coli
extraintestinales (ExPEC), derivan principalmente del grupo filogenético B2 y en menor medida del
grupo D y albergan genes que codifican factores extraintestinales de virulencia. Las ExPEC
pueden afectar a casi todos los drganos y localizaciones anatomicas, excepto el tracto
gastrointestinal. Dentro de las EXPEC se encuentran las cepas de E. coli uropatégena (UPEC), que
son capaces de causar infecciones en el tracto urinario (ITU). Las cepas de estos grupos
presentan mecanismos de patogénesis especificos, serotipos distintos y producen sindromes e

infecciones diferentes. Asi las cepas de E. coli utiliza multiples fases de patogénesis, las cuales



consisten en colonizaciéon de un sitio mucoso, evasion de la defensa del huésped, multiplicacién y

dafo al huésped.

2.5 Escherichia coli uropatégena (UPEC).

El término E. coli uropatdgena ha sido utilizado para describir las cepas de Escherichia coli
capaces de causar IVU. El principal factor de virulencia de las cepas UPEC que causan IVU en
seres humanos es la fimbria P 6 fimbria Pap (pyelonephritis associated pili). La fimbria P le permite
a la bacteria fijarse a los receptores celulares y colonizar el epitelio urinario sin ser arrastrada por la
orina. Otra adhesina importante es la fimbria S que se ha asociado especialmente con cepas
causantes de septicemias y meningitis.

En las infecciones extraintestinales, el hierro se convierte en uno de los principales factores
que limita el crecimiento bacteriano; esta limitacion se debe a que todo el hierro esta en
hemoproteinas, como la hemoglobina y la mioglobina, o en proteinas quelantes de hierro
involucradas en su transporte, como la transferrina o la lactoferrina. Para poder incorporar el hierro
la mayoria de las cepas de E. coli causantes de infecciones extraintestinales poseen el sideréforo
aerobactina formado por un compuesto quelante de hierro que la bacteria excreta y puede volver a
captar. La bacteria secreta el sideréforo cuando hay poco hierro disponible y cuando el complejo
hierro-sideroforo alcanza la superficie celular se une a una proteina receptora del sideréforo que se
encuentra en la membrana externa de la pared celular. Una via alterna para que la bacteria
adquiera hierro es la hemdlisis provocada por la a-hemolisina (Hly). Muchas cepas uropatégenas

producen a-hemolisina y el factor citotoxico necrosante CNF1.

2.6 Mecanismos de resistencia antimicrobiana.

La identificacion de organismos resistentes desde finales de 1980 con reportes de
adquisicion de mecanismos transferibles de resistencia a B-lactamicos tales como las B-lactamasas
de espectro extendido (ESBL por sus siglas en inglés). Estas resistencias significan que algunos
grupos de antimicrobianos (penicilinas o cefalosporinas excepto cefamicinas y carbapenems) que
han sido utilizados por muchos afios para infecciones comunes como las infecciones de vias
urinarias ya no son efectivas. Actualmente se encuentran mundialmente difundidos con prevalencia

de 4% en E. coliy 19% de Klebsiella spp.



Este tipo de resistencia no era frecuente en nuestro pais y ha ido incrementado su
frecuencia de forma importante. De esta forma ha creado multiresistencias, las cuales se traducen

en un incremento en la mortalidad, hospitalizacion prolongada y mayores costos de tratamiento.

Las resistencias se presentan de forma directa con el tipo de antibacteriano utilizado, la
forma de prescribirlo y el control que se tiene posterior a la prescripcion. En estudios prospectivos
realizados en E. coli y el cambio de trimetoprim-sulfametoxazol a levofloxacino se observé la
velocidad en que se presentaron las resistencias a este medicamento. Tomando como periodo de
1998 a 2005, el uso de levofloxacino se incrementé de 3.1 a 12.7 prescripciones por cada 1000
visitas (p<0.01) observando un incremento de las resistencias en pacientes de consulta externa de
1 a 9% (p<0.01). Aunque la disminucion de las prescripciones de sulfonamidas disminuyeron a la
mitad durante este periodo, la resistencia a este antibacteriano se incrementé de 26.1 a 29.6%. Las
E. coli resistentes a levofloxacino resultaron en un incremento en la resistencia a otras clases de
antimicrobianos mas que los susceptibles a levofloxacino (90% vs 43%, P < 0.0001). Se concluyé
que los riesgos mas importantes en el desarrollo de resistencia a levofloxacino son la estancia en
hospitalizacion (R.R. por cada semana de hospitalizacion de 2.0; IC 95%, 1.0-3.9) asi como el uso
de levofloxacino (R.R. 7.6; IC 95%, 2.1-27.5 con respecto al afio anterior). Otras condiciones que
se estudiaron sin llegar a ser estadisticamente significativas fueron: Diabetes mellitus (R.R: 2.6; p<

0. 03) y el uso de sondas (R.R: 6.2; p< 0.03)

Como en nuestro pais los estudios que involucran cepas de UPEC son limitados, se
propone caracterizar molecularmente las bases de la resistencia a quinolonas en cepas de UPEC
de adultos mayores (hombres y mujeres) mediante la deteccién de los genes plasmidicos
gnrA,B,C,D,S; AAC(6’)-Ib-cr aminoglucosido acetiltransferasa; los genes de las proteinas con
repeticiones pentapéptido (mcbG y mfpA); la bombas de eflujo para OgxAB; QepA; y los genes

cromosomales gyrA,B y parC. (32, 33, 34, 35, 36, 37)



3. JUSTIFICACION

La infeccién de vias urinarias es la patologia infecciosa mas comun en el medio
hospitalario, la afeccién a la calidad de vida se observa en pérdidas de dias laborales y gastos en
medicamentos de forma prolongada o como sobretratamiento. El tiempo que conlleva el
diagnéstico por clinica a posteriormente corroborarlo o corregirlo de acuerdo a los antibiogramas

representa gastos importantes para los sistemas de salud.

Las infecciones de vias urinarias son parte de las infecciones bacterianas mas comunes,
con una incidencia mundial de aproximadamente 150 millones de casos al afio. El costo de las
mismas se estima en mas de $6 billones de dolares en manejo hospitalario y tratamiento. Estados
Unidos de Norte América reporta 13 millones de casos anuales. Se calcula que 60% de las
mujeres en los Estados Unidos de Norte América han presentado una IVU durante su vida y el
11% ha experimentado al menos un episodio al afio, asimismo mas de 8 millones de visitas al
médico se atribuyen a infecciones urinarias de tipo crénico generando asi un problema econémico
importante. En México se desconoce el nimero real de casos, asi como el costo de las IVU's y el

impacto en la salud publica (10, 11, 12).
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL:

Identificar los grupos filogenéticos de E. coli resistentes a quinolonas, en pacientes

masculinos con infeccidn de vias urinarias que acuden al Hospital “Dr. Manuel Gea Gonzalez”.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES:
1. Identificar los grupos filogenéticos mediante la deteccion de los genes chu A, yja Ay
TSPE4.C2
2. ldentificar cepas resistentes a quinolonas mediante la deteccion de los genes plasmidicos
qnr Ay B.
3. Identificar los perfiles plasmidicos de las cepas aisladas.
4. Conocer la frecuencia con que los pacientes responden al tratamiento médico establecido.

5. Caracterizar a la poblacion portadora de cepas de E. coli resistentes a quinolonas. (Edad,

Hiperplasia prostatica, Uso de sondas, vejiga neurogénica, Diabetes y Litiasis)
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Tipo de Estudio

Descriptivo. Abierto. Observacional. Retroprolectivo. Transversal.

5.2 Ubicacion Temporal y Espacial
1 de Enero 2010 a 10 de Agosto 2010
Consulta Externa de Urologia
Archivo

L aboratorio de Urologia Clinica

5.3 Criterios de Seleccion de la Muestra

Criterios de Inclusion

Expedientes de pacientes masculinos mayores de 18 afios de edad, tratados en consulta externa u
hospitalizacion, con urocultivos positivos a E. coli, presencia positiva de ESBL, expedientes
completos que reporten Edad, Hiperplasia prostatica, Uso de sondas, Diabetes y Litiasis como

factores, asi como terapias antimicrobianas. En el Hospital “Dr. Manuel Gea Gonzalez".

Criterios de no Inclusion

Expedientes incompletos

Criterios de Exclusion
Urocultivos positivos a otro microorganismo diferente a E. coli, presencia de ESBL (-), expedientes

incompletos.

Criterios de Eliminacion
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Pacientes perdidos en el seguimiento, cambio de antibiéticos por facultativo externo al Hospital,

falta de desarrollo de la cepa.

5.4 Variables

Independientes Dependientes

Variable Escala Variable Escala
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Organismos:
» Patégenas
Cepas con mas del
90% de factores de
virulencia

*Comensales
Cepas con menos
del10% de factores
de virulencia

eCaracteristicas clinicas
y sociodemograficas.

*ESBL

*Nominal

*Nominal

Nominal

Nominal

- Patrén de

resistencia

- Resistencia a

quinolonas

- Grupo filogenético

- Edad

- Diabetes Mellitus
- Sondas

- Litos

- Hiperplasia

prostatica

Ordinal:
Resistente,
Intermedio,
Sensible.

Nominal: gnrA,
y qnrB.

Nominal: A; B;;
B, Yy D

Cuantitativa
Nominal
Nominal
Nominal

Nominal
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5.5 Tamano de la Muestra

35 Pacientes.

5.6 Métodos de Laboratorio

5.6.1 MUESTRAS

Los cultivos se obtendran de muestras de orina de hombres mayores de 18 afios de edad
con infeccion urinaria a lo largo del afio 2009-2010, provenientes del servicio de laboratorio clinico
del Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez”. Las cepas provenientes de las muestras de orina
serdn identificadas en el servicio de laboratorio clinico utilizando el sistema automatizado
MicroScan (DADE BEHRING), asimismo se determinard la presencia de beta-lactamasas y la
concentracién minima inhibitoria (MIC) mediante el mismo sistema. Posteriormente las cepas seran
almacenadas a -80°C en una suspension de caldo infusion cerebro corazon-glicerol 50% hasta ser

utilizadas en el laboratorio de investigacion.

5.6.2 METODOLOGIA

5.6.2.1 Cepas de Escherichia coli.

Se utilizardn 23 cepas de E. coli que seran aisladas de muestras de orina de hombres
mayores con infecciones en vias urinarias del Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez”. Las
muestras seran identificadas en el servicio de laboratorio clinico utilizando el sistema automatizado
MicroScan4 (DADE BEHRING), asimismo se determinara para la seleccion inicial, la presencia de
beta-lactamasas y la concentracion minima inhibitoria (MIC) mediante el mismo sistema. Las cepas
posteriormente seran almacenadas a -80°C en una suspension de caldo infusién cerebro corazén-
glicerol 50% (crioviales) hasta ser utilizadas.

Posteriormente los crioviales se sembraran en placas de medios de cultivo bacteriano
(agar Mac Conkey), se adicionaran 100 pl de suspension de caldo infusion cerebro corazén-glicerol
50% (criovial), se deja que la muestra se absorba en el medio y produzca estrias. Dejando incubar

a 37°C + 2 durante 24 horas para tener cepas viables para su utilizacion.
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5.6.2.2 Extraccion y manipulacion del DNA.

La extraccion de DNA se realiza utilizando la técnica descrita por Pitcher et al (1989)
empleando Tiocinato de guanidina. Esta técnica se basa en la lisis de las células bacterianas y
precipitar el DNA.

En un tubo de 1,5ml estéril se colocan 550ul de buffer de lisis (tiocinato de guanidina 5M,
EDTA 0.1M vy sarkosyl 0.5% p/v), posteriormente se colocan en cada tubo de 3 a 5 colonias de
cada muestra, se homogeniza con la pipeta cuidadosamente, vortexear 10 minutos o mas,
después adicionar 250l de acetato de amonio, volver a vortexear 1 minuto y dejar el tubo en hielo
durante 10 minutos. Pasado ese tiempo agregar 250ul de precipitador (Procipitate ™), vortexear 3
minutos, agregar cloroformo hasta el volumen maximo del tubo (750ul aprox.), volver a vortexear
de 3 a 4 minutos y centrifugar a 10,000 rpm durante 5 minutos.

Se sacan los tubos con mucho cuidado ya que se forman una pequefia nata que no se
deben mezclar, retirar el sobrenadante sin tocar la masa y colocarlo en un tubo estéril de 1,5 ml,
adicionar etanol al 100% hasta el volumen maximo del tubo (750 aprox.), este va a precipitar el
DNA, observandose tres fases, agitar lentamente y centrifugar a 15,000 rpm durante 10min, se
obtiene un pequefio pellet que es el DNA y se decanta el resto del etanol. Posteriormente se lava
el pellet con etanol al 70%, se centrifuga a 15,000 rpm durante 10 minutos, se vuelve a decantar y
se deja secar, invertir el tubo sobre una toalla de papel durante 24 horas, tapandolo para que la luz
no degrade el DNA. Por Ultimo, después de que se seco el DNA se hidrata con 100ul de H,O y se
guarda en refrigeracién a 4°C hasta su utilizacion.

Para confirmar que el DNA extraido esta puro se corren las muestras por electroforesis en
gel de agarosa al 1.5%, en solucion amortiguadora de TAE 1X (Tris base 40 mM, &cido acético 20
mM y EDTA 1 mM) tefiido con 4l de bromuro de etidio (10 mg/ml). Se cargan 5ul del DNA extraido
en cada pocillo y el gel se corre a 85V durante 40min. La visualizacion del DNA se realizara en un
transluminador de luz ultravioleta. Se guardan las extracciones para su posterior uso en la

amplificacion.
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Identificacién de grupos taxondmicos mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Iniciadores de PCR

Los iniciadores utilizados seran:

SECUENCIA (5 3)

INICIADOR TAMANO (pb)
chuA GACGAACCAACGGTCAGGAT | TGCCGCCAGTACCAAAGACA 279
yjaA TGAAGTGTCAGGAGACGCT | ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC 211

TSPE4.C2 | GAGTAATGTCGGGGCATTCA | CGCGCCAACAAAGTATTACG 152

Condiciones de PCR.

La identificacion de grupos taxonémicos de las cepas aisladas se realiza con las
condiciones e iniciadores descritos por Clemont et al (2000), para detectar los genes chu A, jya Ay

TSPE4.C2. las condiciones de amplificaciones seran las siguientes:

FASES DESNATURALIZACION ALINEACION EXTENSION
NUMERO DE CICLOS 1 30 1
TEMPERATURA 94°C 94°C | 55°C | 72°C 72°C
TIEMPO 5 min 30s 7 min
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Amplificacion del DNA mediante PCR

Para la amplificacion se utiliza el DNA que se extrajo con la técnica de tiocinato de

guanidina mencionada anteriormente. El DNA es amplificado con los iniciadores y condiciones ya

mencionados.

Las mezclas de las reacciones son las siguientes:

COMPONENTE CANTIDAD
H,O 29ul
Buffer Mg (10X) 5ul
MgCl (50mM) 3ul
dNTP (10mM) 5ul
Primer 1 pl
Primer 2 1l
DNA templete 5ul
Taq DNA polimerasa 1l

El volumen final de la mezcla fue de 50pl.

La amplificacion se realiza en un termociclador MaxyGene Axygen® y los productos
amplificados se corren por electroforesis en gel de agarosa al 3%, en solucion amortiguadora de
TAE 1X (Tris base 40 mM, acido acético 20 mM y EDTA 1 mM) tefiido previamente con 4l de
bromuro de etidio (10 mg/ml). Se cargan 10pl del producto de la reaccién en cada pocillo y el gel se
corre a 85V durante 40min. La visualizacién de la reaccion se realiza en un transluminador de luz

ultravioleta. Se guardan los productos en un congelador a -20°C para su posterior uso.

5.6.2.3 Extraccion de plasmidos de E. coli.

La extraccién de plasmidos se realiza mediante el kit QlAprep® Miniprep (50).

Preparacién de las muestras:
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En un tubo estéril de 15ml, se adicionan 10ml de caldo BHI (Infusion Cerebro Corazon),
posteriormente se toman de 3 a 5 colonias viables de la muestra y se resuspenden en el
caldo BHI.

Incubar las muestras a 37°C por 24 horas a 200rpm.
Pasado el tiempo, centrifugar las muestras a 3500rpm durante 25 min.
Se obtiene un pellet y se decanta el sobrenadante.

El pellet se deja secar, poniendo el tubo boca abajo durante 3 horas.

Protocolo del kit QIAprep® Miniprep (50) para la extraccién de plasmidos.

Una vez seco el pellet se adicionan 250ul de solucion P1, previamente preparada con
RNAsa y Lyse Blue, homogenizar lentamente con la pipeta sin hacer espuma, pasar el contenido
del pellet ya disuelto a un tubo estéril de 1,5ml, adicionar 250ul de la solucion P2, agitar muy
lentamente. Posteriormente adicionar 350pl de solucion N3 y homogenizar muy lentamente hasta
que la mezcla obtenga un color blanquecino, centrifugar las muestras a 13,000rpm durante 10min.
A continuacion el sobrenadante se coloca en una columnilla, teniendo precauciéon de no tocar el
pellet, centrifugar la columnilla 13,000rpm durante 1min, decantar los residuos de la columnilla,
adicionar 750pl de PE previamente preparado con etanol al 100%, centrifugar 13,000rpm durante
1min, volver a decantar la columnilla, centrifugar la columnilla sin nada para quitarle restos de
solucion PE. Cambiar la columnilla a un tubo estéril de 1.5ml, dejar reposar a temperatura
ambiente las columnillas por 3 a 4 minutos. Pasado el tiempo agregar 40ul de agua estéril en el
centro del filtro de la columnilla; centrifugar la columnilla 13,000rpm durante 1min, lo que se obtiene
de la columnilla se pasa a un tubo estéril de 0.5ml y se guarda en el congelador a -20°C para su

conservacion hasta su utilizacion.

Posterior a la obtencién de los resultados por el laboratorio, se obtienen los expedientes de
Archivo Clinico para documentar los datos, Edad, Hiperplasia prostatica, Uso de sondas, Diabetes
y Litiasis. Se documentan en hojas de Excel de forma binaria con valores de “0” y “1". La

realizacion de tablas comparativas para el reporte de resultados y andlisis de factores.
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6. Andlisis Estadistico
I) Se utilizara estadistica descriptiva: medidas de tendencia central y dispersion: rango, media,

mediana, moda, desviacion estandar, proporciones o porcentajes.

II) Otra(s) prueba(s) estadistica(s).

1. Prueba de concordancia Kappa para la frecuencia de los factores filogenéticos.

2. R

® Pacientes Masculinos.
»  Urocultivo Positivo a E. coli.
» ESEL[+]

[Laboratorio de Microbiclogia)

,—r///\_\\

Megativo: Fuera de la Investizacion. Positivo a Infeccion y ESEL
(Informacion de Lab. Microbiologia a Conzulta
6 vy lab. de Ecologia de Agentes Patozencs)
Lab. Ecologia de Azentes Patogenos. Determinacion de MIC.
- Eqtrascian de DHA d= £ ool pers Enupas f a;\e-.é: 0. Resistencia antimicrobiana.

= Extraccion del DHA de kos pitsmidas pars |
ampiifimdan par POR

consulta Externa de Urologia.

s Determinacion de factores de riesgo:
Edad

Litizziz.

Uso de Sondas.

Hiperplasia prostatica.

Ciabetes Mellitus.

Analisis de los resultados:

= Tabla de grupos filogensticos de E. coli.
# Tabla de plasmidos de E. coli.

# Tabla comparativa entre respussta clinica y

grupos filogensticos. consulta Externa de Urclogia.

Tratamiento Antimicrobiano.

Respuesta Positiva a Tratamisnto. Respuesta Negativa 3 Tratamisnto.
s Ausencia de Sintomas. ®  Persistencia de Sintomas.
*  Urocultivo Megativo. *  Urocultivo Positivo.

34



7.RESULTADOS

Se estudiaron 35 cepas de E.coli obtenidas de urocultivos provenientes de pacientes varones
con infeccién de vias urinarias que acudieron a tratamiento al Hospital General “Dr. Manuel Gea
Gonzalez". La edad media de los pacientes con IVU fue de 65.3 +/- 13.5 afios (Rango de 27 a 87
afios). La frecuencia de presencia de los genes fue: chuA 85.7% (30/35), yjaA 62.8% (22/35) y
tspE4C2 0%(0/35). (Fig. 2). Estas determinaciones permitieron identificar los grupos filogenéticos
de E. coli: Grupo A: 9/35 (25.71%); Grupo B2: 13/25 (37.14%) y grupo D: 13/35 (37.14%).

La expresion encontrada para genes de resistencia fue de: 51.4% (18/35) gqnr A y 62.8% qnr
B (22/35). (Fig. 1)

La expresion dentro de los grupos fue: Gen gnr A similar dentro de los tres grupos
filogenéticos D 42.9%, B2 35.7% y A 21.4%. Dentro de los mismos el gen gnr A, fue muy similar en
el grupo D (53.8%(-)/46.2%(+)), mientras que en el grupo A (66.7%(-)/33.3%(+)) la expresion no fue
similar.

Gen gnr B: Expresién predominante en el grupo B2 47.4%, seguido de el grupo D 36.8%, y A
15.8% con una expresion reducida. La presencia y ausencia del gen gnr B, fue muy similar en el
grupo D (46.2%(-)/53.8%(+)), mientras que en el grupo A (66.7%(-)/33.3%(+)) y en el B2 si fue
predominante la expresion (30.8%(-)/69.2%(+)).

Factores clinicos:

Se observé una presencia de factores exclusivos para la presencia de genes gnr A - B como
lo fue la litiasis renal (18%) y la estenosis de uretra (27.3%). El resto se expresé en ambos grupos,
con predominancia para la presencia o ausencia de los genes gnr A - B. Los que predominaron con
la presencia de gnr A - B son la IRC (36.4% vs 8.3%) y el cancer (36.4% vs 16.7%). Se
encontraron también factores donde la ausencia de expresion de gnr A - B fue distintiva como son:
sonda Foley (54.5% vs 75%), Prostatitis (81.8% vs 87.5%) y vejiga neurogénica (18.2% vs 33.3%).

La terapia empirica inicial fue con fluorquinolonas en todos los casos; no se consiguié
respuesta en el 68.57% (24/35). Ya en el seguimiento de el total de pacientes dos fueron finados
consecuencia de sepsis 5.7% (2/35), perdidos en seguimiento persistiendo la infeccién 11.42%

(4/35), con persistencia de la infeccién 42.85% (15/35) y con E. coli erradicadas 40% (14/35).
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La erradicacion de los microorganismos fue con lavados quirdrgicos en un paciente con
Sindrome de Fournier de origen anal (3.5%) y realizacion de RTUP al 68% de los pacientes.

Un hallazgo particular sin ser el motivo del estudio fue que al observar los manejos
terapéuticos para cada uno de los casos se encontré un porcentaje importante de manejos para

prostatitis con RTUP en el grupo de expresion de gnr A - B (80% vs 46%). (Fig. 3)

Las resistencias antimicrobianas encontradas en los cultivos reflejan que ademas de la
presencia de betalactamasas de espectro extendido las resistencias en todos los casos con
presencia y ausencia del gen para fluorquinolonas es cercana al 100%. De forma cruzada la
expresion de resistencias en aminoglucdésidos se presentd de forma importante. Por el contrario los
carbapenémicos no presentaron resistencia alguna.

De forma individual la Cefoxitina fue el nico antimicrobiano que en presencia de gnr A - B se

tuvo significancia estadistica.
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8.DISCUSION y CONCLUSIONES

La expresion de los grupos filogenéticos permite inicialmente la distincion entre los
principales sitios infeccion. Tradicionalmente B2 es la cepa UPEC por excelencia seguida de D;
mientras que A y Bl se comportan principalmente como comensales, al ser patdgenos
gastrointestinales. De acuerdo a los trabajos de Mi Young Lee “et al” 129 E. coli se identificaron los
grupos filogenéticos donde se encontré el subgrupo D como el mas frecuente (35.7%), seguido de
B2 (34%), A (16.3%) y B1 (14.0%). Los subgrupos filogenéticos permitieron identificar a ST131
como el subgrupo mas frecuente asociado a B2, conocido por su alta virulencia, mientras que los
aislados ST393 pertenecieron Unicamente al subgrupo D. Tanto ST131 y ST393 se asociaron a
factores papA, papG allele I, y genes traT, pero ST131 se asocié con mayor frecuencia mostrando
mayor virulencia. Nuestro trabajo no identificé los subgrupos pero se encontré la misma tendencia
en los grupos en general Grupo A: 25.71%; Grupo B2: 37.14% y grupo D: 37.14%.

Los resultados encontrados encontrados hablan de una mayor frecuencia de infeccién por
parte de las cepas de A en mayores de 60 afios (66% >60a. vs 33.3% <60a). este incremento se
debe a la mayor asociacién que se presentd con mayor frecuencia asociada a prostatitis tanto en
<60a (88.9%) como en >60a. (88.9%) y asociada a sonda foley en >60a. (77.8%). Esta cepa no
tuvo presentacién alguna en litiasis existente a cualquier nivel del tracto urinario. Las cepas B2
tradicionalmente UPEC fueron presentes en los casos de litiasis e IRC en todos los casos. En
estudios realizados en el Hospital de Val' de Hebrén en Barcelona se ha encontrado una expresién
importante del grupo A, por lo que se debe caracterizar de forma mas especifica la transmision y
expresion de estas cepas mismas que se encuentran en relacion a los factores del huésped como
condicién inmunolégica y comorbilidades asociadas.

La expresion de estas resistencias gnr A y B, no son como se observa en la significancia
estadistica determinante importante de la resistencia per se del microorganismo ya que existen 13
genes asociados a resistencias antimicrobianas dentro de las E. coli agrupados en grupos de
porinas, transposones, bombas de eflujo. En nuestra muestra las resistencias encontradas son
superiores en todos los casos al 20% para todos los antibidticos utilizados. Comparados con los

trabajos de Lixiang “et al”, la resistencia antimicrobiana encontrada fue: 73% ampicilina, 25-70%

36



gentamicina, 41-80% a ciprofloxacino y 23% a Nitrofurantoina. comparados con 72.7% ampicilina,
36.4% gentamicina, 90.9% para ciprofloxacino y 90.9% para levofloxacino.

Diferencias importantes radican en que en el estudio inicial no se hace distincién entre
hombres y mujeres o caracteristicas clinicas de los pacientes que puedan explicar estas
diferencias. Cuando se realizé la comparaciéon con la resistencia por grupos y las concentraciones
minimas inhibitorias se observa en el trabajo de Yang “et al” en trabajo realizado en 579 cultivos
con E.coli se analizaron 74 (12.8%) con Resistencia a quinolonas. Se identificaron alelos gnr, gepA
y aac-(6")-lb-cr por amplificacion de DNA. La mayoria de los gérmenes aislados contienen alelos
gepA gue mostraron una alta resistencia a ciprofloxacino (MIC > o = 512 mg/L). Pertenecientes al
grupo D (22/25), mientras que los aislados que contienen acc-(6")-Ib-cr pertenecientes al grupo A
(17/35) o D (16/35). Al ser comparadas a pesar de la resistencia con MIC >0 =a 4 mgl/l.

No se encontré trabajo que muestre una relacién entre los factores de resistencia por
grupo en poblacién masculina asociada a factores clinicos y resultados de las terapias
antimicrobianas sin embargo de acuerdo al trabajo de Kurt G. Naber los tiempos de tratamiento y
erradicacion para prostatitis son al menos por 1 mes en el uso de fluorquinolonas encontrando una
respuesta de 92% entre 5 -12 dias y disminuyendo al 65% de erradicacién con levofloxacino en el
uso a 6 meses.

La predileccion mostrada por las cepas que expresaron gnr A - B, en la litiasis, estenosis
de uretra fue complementada por la caracterizacion del grupo B2 en todos estos casos. Cuando
solo existia una mayor frecuencia se obtuvieron la IRC 36.4% y el cancer vs 16.7%. Se
encontraron también factores donde la ausencia de expresion de gnr A - B fue distintiva como son:

sonda Foley (54.5% vs 75%), Prostatitis (81.8% vs 87.5%) y vejiga neurogénica (18.2% vs 33.3%).

Como conclusiones se observa una presencia importante de cepas uropatdgenas en la
poblacion pero con un aumento y expresion clinica de cepas que no debieran tener una
repercusion importante en la patologia urolégica como lo es el grupo A. La terapia empirica inicial
se ha manejado de forma tradicional con fluorquinolonas en periodos de 3 a 6 semanas de
tratamiento, sin embargo aunque las bacteriurias disminuyeron, si se encontré dentro de las piezas
de patologia en los pacientes con prostatitis la presencia de microabscesos. Cabe destacar que sin

ser el objetivo de estudio, como hallazgo se encontr6 que estos pacientes en tratamiento por
37



prostatitis presentaron antigenos prostaticos elevados, con una o dos series de biopsias
prostaticas no resolvid la sintomatologia urinaria si no hasta después de la RTUP. Esto nos habla
de la naturaleza invasiva de las colonias.
Estos hallazgos deben ser tomados en cuenta en pacientes con seguimiento por antigenos
elevados aunados a la falta de respuesta antimicrobiana en el EGO.
Un hallazgo particular sin ser el motivo del estudio fue que al observar los manejos
terapéuticos para cada uno de los casos se encontré un porcentaje importante de manejos para

prostatitis con RTUP en el grupo de expresién de gnr A - B (80% vs 46%).

Estos hallazgos aunque podrian ser explicados por las condiciones del huésped ya que la
mayoria era mayor a 60 afios, no pueden ser considerados como determinantes dado el tamafio de

la muestra y la existencia de otros genes de resistencia que presentan una mayor expresion.

9.
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