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RESUMEN

Las cepas de Escherichia coli patégena extraintestinal (EXPEC) son causantes de diversas
infecciones tanto en el humano como en animales; dentro de EXPEC se encuentran E. coli
patogena aviar (APEC) y E. coli uropatdogena (UPEC), ambos patotipos parecen tener relacion
filogenética asi como en factores de virulencia y perfiles de resistencia, por lo que se considera
que las cepas APEC poseen potencial zoondtico. En este estudio se incluyeron 25 aislamientos
de E. coli de casos clinicos de aves con colibacilosis y 37 aislamientos clinicos de E. coli en
pacientes con infeccion de vias urinarias (IVU) con el objetivo de determinar filogrupos,
factores de virulencia, serotipos y resistencia a antimicrobianos. Se identificd que la mayoria de
los aislamientos de colibacilosis aviar pertenecieron a los serotipos 025, 088, O8 y 020,
mientras que los aislamientos de IVU a los serotipos O128, 025, 02, 086, 012 y 0100. Los
aislamientos de colibacilosis aviar pertenecieron al grupo filogenético A (56%) y D (44%),
mientras que los aislamientos de IVU principalmente al grupo D (54%), seguido del grupo A
(35%) y B2 (11%). Los factores de virulencia de colibacilosis aviar que se encontraron con
mayor frecuencia fueron fimH, focG, iutA, sfa/focDE y en IVU fimH, iutA, fyuA, focG,
considerando a fimH, iutA y focG como los mas frecuentes en ambos grupos. La resistencia mas
elevada en los aislamientos aviares fue en la combinacion de trimetoprim/sulfametoxazol,
ciprofloxacina, ampicilina, piperacilina, cefuroxima, levofloxacina, ampicilina/sulbactam,
gatifloxacina, en los aislamientos de IVU fueron resistentes a ampicilina, piperacilina y
trimetoprim/sulfametoxazol y en ambos tipos de aislamientos mostraron mayor resistencia a
fluoroquinolonas. Todos los aislamientos mostraron pertenecer principalmente a los grupos
filogenéticos de las cepas comensales, con bajo perfil de factores de virulencia y elevada

resistencia.

Palabras clave: Escherichia coli uropatogena, Escherichia coli patogena aviar, serotipo, grupos

filogenéticos, factores de virulencia, resistencia a antimicrobianos



ABSTRACT

Extraintestinal pathogenic Escherichia coli (EXxPEC) strains are cause of many infections in
human and animals like avian pathogenic E. coli (APEC) and uropathogenic E. coli (UPEC) and
both seems to share similar phylogenetic groups, virulence factors and resistance profiles
considering a potential zoonotic risk. This study included 25 isolates of E. coli from clinical
cases of avian colibacillosis and 37 isolates of E. coli from clinical urinary tract infection (UTI)
in order to determine phylogenetic groups, virulence factors, serotypes and antimicrobial drug
susceptibility. We identified that many of the isolates of avian colibacillosis belonged to 025,
088, 08 and 020 serotypes and isolates of urinary tract infection belonged to 0128, 025, 02,
086, 012 and 0100 serotypes. Avian colibacillosis isolates belonged to A (56%) phylogenetic
group and D (44%) whereas in UTI isolates, main phylogenetic groups were D (54%), A (35%)
and B2 (11%). Virulence factors of avian colibacillosis genes was fimH, focG, iutA, sfa/focDE
and in urinary tract infection was fimH, iutA, fyuA, focG, considering fimH, iutA y focG the most
prevalent on both isolates groups. Resistance was higher on trimetoprime/sulfametoxazole,
ciprofloxacine, ampicillin, piperaciline, cefuroxima, levofloxacine, ampiciline/sulbactam,
gatifloxacine on avian isolates, urinary tract infection isolates were resistant to ampiciline,
piperaciline and trimetoprime/sulfametoxazole (68%) and both groups showed higher
fluoroquinolone resistance. Our isolates mainly belonged to commensal phylogenetic groups

with low virulence factors profile and high resistance on both, avian and human E. coli isolates.

K ey words: Uropathogenic Escherichia coli, avian pathogenic Escherichia coli, serotype,

phylogenetic group, virulence factor, resistance



INTRODUCCION

Clasificacion de Escherichia coli

Escherichia coli es un bacilo Gram-negativo, facultativo, fermentativo y pertenece a la
familia Enterobacteriaceae (Gyles et al., 2004). Es la bacteria mas estudiada a nivel
mundial y para su comprensiéon se ha clasificado en tres grupos de importancia
biologica para el humano: cepas comensales, cepas intestinales y cepas extraintestinales

(Croxen y Finlay, 2010).

E. coli comensal

El establecimiento de la microbiota del tracto gastrointestinal (TGI) en el humano y
animales comienza al nacimiento, en ese momento se¢ establece una combinacidén de
hongos, virus, protozoarios, y en mayor abundancia (90%), bacterias anaerobias
facultativas Gram-negativas no formadoras de esporas (Yegani y Kaver, 2008). El
primer sitio de colonizacién del TGI, es el colon (Yan y Polo, 2004), en donde se
conoce que E. coli es una de las primeras bacterias que inicia este proceso (Hooton,
2000). El origen de los primeros microorganismos colonizadores proviene de la madre y
del ambiente (Bettelheim et al., 1974). Actualmente se conocen 30 géneros como
Bacteroides, Eubacterium, Bifidobacterium, Peptostreptococcus y Fusobacteriumy 500
especies (Neish, 2002). Estos ultimos microorganismos, mantienen una relacion
comensal con el hospedero obtiene beneficios sin causar ningun tipo de enfermedad y a
cambio producen nutrientes como vitamina K, riboflavina y vitamina Bj, (Carter y

Darla, 2004). La microbiota del TGI tiene un papel de proteccion, evitando o
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disminuyendo el crecimiento de patogenos y su composicion puede modificarse de
acuerdo a la edad, pH, temperatura, clima, disponibilidad de agua y nutrientes,
secrecion de inmunoglobulinas, area geografica, asi como a administracion prolongada
de antibidticos (Bengmark, 1998). Las cepas comensales de E. coli que habitan el TGI
carecen de la mayoria de los factores de virulencia, sin embargo, pueden estar
relacionados a infecciones extraintestinales en condiciones especificas como presencia
de un cuerpo extrafio (catéter urinario), por alguna anormalidad anatomica local o
funcional (obstruccién urinaria, biliar o inmunocomprometido) o cambio en la
localizacion de especies bacterianas (contaminacion fecal de la cavidad peritoneal)

(Rasko et al., 2008).

E. coli intestinal

Dentro de la microbiota del TGI existe un nimero de microorganismos oportunistas, en
los que se considera a E. coli, la cual puede ocasionar una gran variedad de
enfermedades intestinales como enteritis, enterocolitis y colitis (Russo y Johnson,
2003). Actualmente, E. coli intestinal se clasifica en seis patotipos: E. coli
enteropatogena (EPEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enterotoxigénica
(ETEC), E. cali enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC) y E. coli de
adherencia difusa (DAEC) (Croxen y Finlay, 2010). Sumada a esta clasificacion y en
proceso de estudio, se ha considerado incluir a E. coli diarreogénica en conejos
(RDEC), la cual produce lesiones de adherencia y esfacelamiento (A/E) en las células M

de las placas de Peyer (Cantey y Blake, 1977; Inman y Cantey, 1983).



E. coli extraintestinal (EXPEC)

De la misma manera que E. coli comensal, las cepas EXPEC se encuentran en la
microbiota y no ocasionan enfermedad, difieren de las cepas comensales por la
presencia de cierto grupo de genes de virulencia (Bonnet et al., 2009) y genéticamente
se consideran diferentes tanto a las cepas comensales como a las cepas intestinales. Un
requisito para presentar una infeccion por ExPEC, es su adquisicion y posterior
colonizacion en sitios estériles del hospedero (vejiga, rifiones, cavidad peritoneal,
pulmones) (Rasko et al., 2008). Dichas infecciones pueden presentarse en personas y
animales de cualquier edad e involucra casi cualquier 6rgano o sitio anatdémico
ocasionando diversas infecciones en las que se incluyen, infecciones de tracto urinario
(ITU), meningitis, infecciones intrabdominales, neumonia, infeccion intravascular,
osteomielitis y colibacilosis. Los patotipos de origen extraintestinal se clasifican en
cuatro grupos, E. coli asociada a meningitis (NMEC), E. coli asociada a septicemia
(SEPEC), E. coli patéogena aviar (APEC) y E. coli uropatégena (UPEC) (Johnson y
Russo, 2002; Russo y Johnson, 2000). La patogenicidad de la mayoria de las
enfermedades causadas por E. coli, se atribuye a los genes de virulencia especificos, que
le confieren mayor capacidad de adaptacion a nuevos nichos ocasionando un amplio
espectro de enfermedades intestinales y extraintestinales (Johnson, 1991). Los factores
de (FV) se encuentran codificados en elementos moviles como, plasmidos,
transposones, bacteriéfagos o islas de patogenicidad (PAI), elementos relacionados a la
continua evolucion y mayor diversidad de su genoma (Croxen y Finlay, 2010;
Groisman, 2001, (Russo y Johnson, 2003). En este escenario, se cree que las cepas
patdgenas de E. coli parecen haber evolucionado de cepas no patdogenas adquiriendo

nuevos FV por transferencia horizontal (Hooton, 2000).



E. coli patégena aviar (APEC)

El término colibacilosis denota una infeccion extraintestinal causada por E. coli
patogena como agente primario (Goren, 1978) o secundario (Carter y Darla, 2004). Es
una de las enfermedades mas importantes en la produccion aviar, dado que ocasiona
disminucién en el consumo de alimentacion, retardo en el crecimiento, menor ganancia
de peso, lo que representa grandes pérdidas econdmicas anuales en la industria debido a
la elevada mortalidad y disminucion de la produccion (Ask et al., 2006; Ewers et al.,
2009; Porter, 1998; Rodriguez-Siek, 2005b). Cominmente en aves, la ruta de infeccion
por E. coli patégena es por via oral (Goren, 1978) y posteriormente afecta el tracto
respiratorio pasa a través de la mucosa y entra a torrente sanguineo causando
colisepticemia (Whittam y Wilson, 1988), infeccion en el saco vitelino, aerosaculitis,
perihepatitis, pericarditis, salpingitis, peritonitis, sinovitis, osteomielitis, celulitis y
coligranuloma entérico (Gross, 1994). Los factores que predisponen a las aves a una
infeccion por E. coli son genotipo del ave, enfermedad respiratoria por virus, ruta, dosis
de infeccion y serogrupo de E. coli (Goren, 1978), asi como estrés en las aves por
cambios ambientales (Siegel y Gross, 1973). E. coli es conocida por su gran potencial
para causar enfermedades extraintestinales, dado que puede ser eliminada en heces y
logra persistir durante largos periodos fuera del hospedero, como en: suelo, arena, aguas
residuales, fosas sépticas y plantas (Barnes et al., 2003; Shanon, 2005; Whittam y
Nevers, 2003). El humano puede adquirir cepas provenientes del intestino de las aves
por contacto directo o contaminacion de los subproductos (Vandemaele et al., 2003). El
patotipo de APEC, cuenta con genes especificos esenciales para su patogenicidad y
virulencia, genes conservados involucrados en su metabolismo, fisiologia, adaptacion a

cambios en el ambiente y resistencia a las defensas del hospedero (Dozois et al., 2003).



Los serogrupos que reportan en trabajos previos de APEC son O1, 02, 09, 014, O78 y
085 (Allan et al., 1993; Johnson et al., 2007), en México se han identificado los
serogrupos 019, 084, O8 y 078 como los mas frecuentes (Rosario et al., 2004). Los
FV pueden variar de acuerdo a los diferentes serogrupos (Vandekerchove et al. 2004).
Respecto al grupo filogenético, algunos estudios han encontrado que los aislamientos de
APEC pertenecen principalmente al grupo A y B2 los cuales contienen mayor niumero
de factores de virulencia (Sokurenko et al., 2004; Rodriguez-Sick et al., 2005a).
Actualmente, se sugiere que la identificacion de FV es la mejor forma para diferenciar a
APEC de las E. coli aisladas de heces en pollos sanos, su potencial para provocar
lesiones en 6rganos internos, asi como el criterio y valoracion del grado de virulencia de
una cepa y finalmente la capacidad de la bacteria para persistir sistémicamente (Ewers
et al., 2009). Los genes que suelen encontrarse en cepas de APEC comparadas con E.
coli de animales sanos son: fimH, papC, papG, hra, tsh, fyuA, chuA, iroN ,iucD, iutA,
SitA, cvi/cva, iss, vat, ibeA, gimB, neuC y ompT. Debido a estas caracteristicas, entonces
el patotipo tipico de APEC debe contener genes involucrados en la adherencia como la
fimbria tipo-1, expresada en traquea, varios genes involucrados en la captacion de hierro
(iroN, iutA, sitA, fyuA e irp2) para la persistencia y lesion en 6rganos internos y tracto
respiratorio, sintesis de LPS, resistencia al complemento y células fagociticas y algunos
de ellos codificados en plasmidos. Los factores de virulencia pueden variar de acuerdo a
la enfermedad que cause E. coli (Ewers et al., 2009; Rodriguez-Sick et al., 2005a;
Vidotto et al., 1997). El aumento en la resistencia a antimicrobianos en aves se ha
atribuido al uso indiscriminado y mal uso en el tratamiento, como promotores de
crecimiento y mala higiene en la cadena productiva del alimento de estos animales. En

general se ha podido ver un aumento en la resistencia a diversos antimicrobianos como,



kanamicina y estreptomicina (97%), tetraciclinas (86%), ampicilina (30%),
cloranfenicol (10%) y cefalosporinas (menor a 10%). Generalmente se ha observado
que los aislamientos poseen resistencia a cinco o mas antibioticos (Bass €t al., 1999). En
la década pasada, se dio a conocer el primer reporte de resistencia a enrofloxacina y
acido nalidixico en aislamientos de aves en EUA (White et al., 2000). En la industria de
las aves, se ha adjudicado la resistencia a antimicrobianos al uso de promotores de
crecimiento, sin embargo, es una relacion que no se ha podido demostrar en trabajos que
consideran aislamientos de APEC (Bonnet et al., 2009). Por otro lado, el uso de
diversos grupos de antimicrobianos en veterinaria que son idénticos a los de uso
humano han aumentado y esto representa un riesgo potencial para la salud humana,
debido a la resistencia observada en diversas bacterias como Salmonella spp, y

Campylobacter spp y cepas zoondticas de E. coli (Casewell et al., 2003).

E. coli uropatégena (UPEC)

De la misma manera que APEC, los aislamientos de UPEC tienen la capacidad de
causar infecciones extraintestinales, especificamente infecciones del tracto urinario
(ITU). Las ITU son unas de las infecciones extraintestinales mas comunes en humanos
y UPEC es el responsable de al menos 80%. Afectan a mujeres y hombres de cualquier
edad, sin embargo, en mujeres (1.2%) las visitas al médico representan el doble
comparada con los hombres (0.6%). Las ITU tiene una importante morbilidad e impacto
en la calidad de vida y los costos son muy elevados por su considerable incidencia
incluyendo visitas al médico, prescripciones de medicamentos y hospitalizaciones

(Foxman, 2002; Franz y Horl, 1999; Justice et al., 2004; Stamm, 2002). La orina en



todos los individuos sanos es estéril, frecuentemente es contaminada por comensales de
la uretra anterior (Greenwood y Slack, 1982). La corta longitud de la uretra en la mujer
permite que los uropatogenos que forman parte normal de la microbiota intestinal
colonicen la region anal y asciendan al introito vaginal, 4rea periuretral, uretra, vejiga y
finalmente a los rifiones (Franz y Horl, 1999; Hooton, 2002). La defensa principal del
hospedero contra la infeccion por bacterias es el flujo de orina a través de la uretra
(Norris y Young, 2008). El tracto urinario también cuenta con otros mecanismos para
prevenir la colonizacidén, como respuesta inmune al antigeno fimbrial y el moco que
actia como una barrera a la adherencia (Kaper et al., 2004). El patotipo de UPEC tienen
factores especificos que le permiten colonizar sitios que no habita normalmente y le
confieren mayor capacidad de adherencia por el potencial metabodlico de produccion de
fimbrias, sistemas de secrecion, sider6foros, adhesinas y evasion de la respuesta inmune
del hospedero, lo que le permite persistir en el tracto urinario (Kaper et al., 2004). Los
serogrupos mas representativos son, O1, 02, 04, 06, O7, 08, 016, 018, 025 y O75
(Lloyd et al., 2007). Este patotipo pertenece principalmente al grupo B2 y en menor
medida al grupo D, mientras que la mayoria de las cepas de E. coli comensales
pertenecen al grupo A (Ewers €t al., 2009). Los FV que caracterizan a este patotipo, son
afa/dr, fimH, papC, sat, picU, tsh, iha, iroN, sitABCD, fyuA, iucABCD/iutA, chuA, hlyA,
cnfl y usp (Bower et al., 2005). También se ha propuesto que algunas cepas de UPEC
pueden contener FV de E. coli diarreogénicas (DEC), la mayoria asociados al patotipos
EAEC. Hallazgos que sustentan la posibilidad de que al menos algunas cepas de EAEC
son potenciales uropatogenos (Abe et al., 2008). La adquisicion de hierro también es un
proceso basico para la sobrevivencia de cepas de UPEC, las cuales cuentan con diversos

genes altamente conservados para su captacion como, iUtA, fyuA, iroN, ireA y chuaA,



entre otros (Clarke et al., 2001; Hagan y Mobley, 2007). La resistencia en cepas de
UPEC se visto principalmente a ampicilina, trimetoprim/sulfametoxazol,
ampicilina/sulbactam, amoxicilina/dcido clavuldnico, fluoroquinolonas y con menor

frecuencia a cefuroxima, ceftriaxona y gentamicina (Aypak et al., 2009).

Relacién genética en aislamientosde APEC y UPEC

Una posible via de transmision para cualquier bacteria que colonice el intestino, es por
via fecal-oral. Esta via implicaria que las cepas de APEC colonicen el intestino del
humano proveniente de un alimento contaminado que pueden emerger como cepas
virulentas si hay un cambio en el ambiente o inmunidad del hospedero causando
posterior infeccion extraintestinal en el humano (ITU) y mamiferos dando como
resultado un riesgo potencial zoonoético (Figura 1) (Ewers et al., 2009; Rofriguez-Siek
et al., 2005a). El pollo puede ser facilmente contaminado por E. coli en tres principales
rubros: en el proceso de produccion, tiendas de servicio (carne y huevo) y
establecimientos de comida rapida. Esta contaminacion se debe a poca higiene por parte
del personal u otros productos crudos de pollo con otras bacterias patdgenas (Ali et al.,
2009; Weiss y McMichael, 2004), hipotesis propuesta dada la similitud genética de los
aislamientos de EXPEC, incluyendo aislamientos de humano y subproductos de pollos

(Drugdova et al., 2010; Ewers et al., 2009; Mora et al., 2009).
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Figura 1. Relacion en la contaminacion de aislamientos de E. coli patogena aviar y E. coli uropatogena.

Los serogrupos mas frecuentes en los que coinciden los patotipos de UPEC y APEC
son, O1, 02, 04, 06, 08, O11, 015, 018, 019, 021, 023, 025, 036, 075, 077, 082,
083, 086, 0109, 0112 y O117 y en ambos, el serogrupo O2 es el mas comun (Johnson
et al., 2007; Rodriguez-Siek et al., 2005b). El grupo filogenético que se ha encontrado
con mayor frecuencia en ambos patotipos es el grupo D (Rodriguez-Siek et al., 2005a).
Al clasificar los aislamientos por grupo filogenético y posteriormente por serogrupos,
los resultados difieren dado que en los estudios se encuentran diversos serogrupos, lo
que dificulta tener una coleccion homogénea que considere un niimero de muestra con
el mismo serogrupo y respectivo perfil de factores de virulencia. Mora et al., (2009),
realizaron los primeros trabajos de aislamientos de EXPEC (NMEC, ITU, septicemia y
colibacilosis aviar) con un grupo mas homogéneo de serotipos y observaron que uno de
los mas frecuentes, es 01:K1:H7/NM. Se ha descrito la similitud en ciertos FV entre
UPEC y APEC, como la adhesina P y fimbria tipo 1 y SitA, tratT, ompT, sfa/foc, fyuA,
iUtA (Johnson et al., 2006; Johnson et al., 2007; Rodriguez-Siek et al., 2005a). Por otro

lado, se ha reportado que la cantidad de FV es un pardmetro importante para conocer el
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potencial de virulencia en EXPEC y que éstas tienden a contener menor numero de
genes de resistencia (Bonnet et al., 2009). APEC y UPEC comparten 20 de 37 genes de
virulencia comparado con EHEC (seis genes) o K-12 (cinco genes) (Zhao et al., 2009).
La relaciéon en la resistencia y ambos patotipos se ha demostrado en trabajos que
incluyen aislamientos de E. coli de humanos y aves encontrando un elevado porcentaje
(40%) de aislamientos con integrones ampliamente diseminados en ambos grupos
(Aryal, 2001; Connell, 1996). La manera en que el uso de antimicrobianos en animales
puede contribuir a la resistencia en el humano aun esta en debate. Se ha documentado
que las bacterias resistentes a antibioticos como E. coli, Salmonella spp., y
Campylobacter spp presentes en animales; pueden colonizar o infectar al humano por
contacto directo (exposicion directa con los animales) o por alimentos y que los genes
de resistencia pueden ser transferidos de las bacterias de los animales a los patogenos

del humano en el TGI (Van den Bogaard y Stobberinh, 1999).

Asimismo se han realizado diversos estudios con aislamientos de origen aviar y
humano, en los cuales se ha demostrado que los subproductos de pollo pueden ser una
fuente de E. coli resistente a fluoroquinolonas, bacteria que puede colonizar y causar
bacteremia en humanos, ademas proponen que la resistencia de estas cepas se deba al
uso de fluoroquinolonas en las aves (Johnson et al., 2006). También han logrado
demostrar que la resistencia en aislamientos de E. coli de heces y sangre de humanos,
tienden a tener parecidas a la resistencia y susceptibilidad de E. coli de carne de pollo

(Johnson et al., 2007).
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M étodos para €l estudio de E. coli patdgena

Deter minacion de serotipos en aisamientos E. coli

La serotipificacion es una herramienta 1til para la diferenciacion de cepas patdogenas y
no patégenas, asi como el desarrollo de investigaciones epidemiologicas. A partir de
1947, Kauffmann propone clasificar las cepas de E. coli de acuerdo a los antigenos
superficiales, somatico (O), capsular (K) y flagelar (H) (Hooton, 2000). El antigeno
“0” determina el serogrupo y su combinacion con el flagelar (O:H) se denomina
serotipo; que en ocasiones coincide con un cuadro clinico en particular (Ewers et al.,
2009). De acuerdo al origen de los aislamientos, los serotipos pueden dividirse en dos
grupos, (i) serotipos asociados a enfermedades diarreogénicas y (ii) serotipos de

enfermedades extraintestinales (Orskov y Orskov, 1992).

Deter minacion de grupo filogenético en aisamientos de E. coli

Para el estudio de E. coli comensal y patogena, se ha utilizado un criterio de
clasificacion en cuatro grupos (A, D, B1 y B2), considerando la presencia o ausencia de
los genes chuA, yjaA y TSPE4.C2. El gen chuA, es un gen que codifica para una
proteina de membrana externa requerida para el transporte del grupo hemo en E. coli
enterohemorragica O157:H7, yjaA, gen identificado del genoma completo de E. coli K-
12 que codifica para una proteina de la membrana externa no caracterizada y con
funcion desconocida y TSPE4.C2 es un fragmento de ADN que codifica para una lipasa
esterasa, donde los aislamientos clasificados en los grupos A y B1 son catalogados
como comensales y los grupos B2 y D como patdgenas (Arredondo-Garcia et al., 2004;

Clermont et al., 2000).
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Deter minacion de factores devirulencia en aislamientos de E. coli

La virulencia de cepas EXPEC estd determinada en gran medida por la presencia de
genes que le permite adherirse, colonizar, tomar nutrientes esenciales, multiplicarse,
evadir la respuesta inmune (local o sistémica) y promover una respuesta inflamatoria en
diversos tejidos del hospedero (Johnson et al., 2005). Los FV que predominan en
EXPEC le han permitido causar infecciones fuera del TGI, tales como adhesinas (P y
pili tipo 1), factores que evaden o revierten los mecanismos de defensa del hospedero
(capsula, lipopolisacaridos), mecanismos de captacion de hierro (sider6foros) y toxinas
(hemolisinas, factor necrotizante citotoxicol) (Russo y Johnson, 2003). La ganancia o
pérdida de estos genes se debe a elementos genéticos moéviles que modifican los
genomas de las bacterias patdgenas por transferencia genética horizontal. Este
mecanismo, le permite a la bacteria receptora colonizar nuevos nichos (Croxen y Finlay,
2010). La adquisicion, retencion y expresion de FV en una poblacion bacteriana es el
resultado de la interaccion entre el origen genético de la bacteria y la adquisicion de
nuevos genes. En este punto, es interesante considerar que no hay evidencia que la
ganancia de un FV aumente la probabilidad de retencion de otro FV (Escobar-Péramo et
al., 2004). La expresion de los genes que codifican FV generalmente estd modulada en
respuesta a cambios de temperatura, osmolaridad, pH, disponibilidad de carbono,
niveles de oxigeno o fase de crecimiento de la bacteria (Groisman, 2001; Wu y Fives-

Taylor, 2001).
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Adhesinasfimbriales

Para asegurar la sobrevivencia y crecimiento en un nuevo nicho, las bacterias han
desarrollado diversas estrategias de colonizaciéon y persistencia; adhiriéndose o
invadiendo células superficiales del hospedero (Isberg, 1991). La adherencia a células
eucariotas, es un paso esencial en el inicio de la patogénesis bacteriana, cuya actividad
estd mediada por estructuras llamadas adhesinas, las cuales se unen a receptores
especificos de la célula eucariota. Las adhesinas se pueden localizar en algunas
proteinas de membrana externa (ME) o al final de estructuras denominadas fimbrias;
polimeros de proteinas compuestas por subunidades idénticas (1,000); apéndices muy
delgados con un didmetro de 2 a 7 nm y 0.2 a 20 um de largo. Cada bacteria puede
contener de 100 a 1,000 de estos apéndices bacterianos (Krogfelt, 1991). La adherencia
puede estar mediada por mas de cuatros tipo de fimbrias y los genes que codifican para
estas estructuras estan localizados en el cromosoma bacteriano u otros elementos
moviles (Klem, 1985). EXPEC cuenta con una gran variedad de adhesinas que le
confieren ventajas para adaptarse a nuevos nichos (Antdo et al., 2009), explotando
receptores especificos lo que determina el sitio especifico de infeccion (Morschiuser et
al., 1990). Las fimbrias contribuyen a la virulencia de UPEC, sin embargo, no son el
unico factor asociado a la infeccion y enfermedad del hospedero (Smyth et al., 1996). A

continuacion se describen algunas adhesinas relevantes para el presente trabajo.

FimH

Esta compuesta por una subunidad mayor (FimA) y tres subunidades pequefias (FimF,

FimG y FimH); ésta tltima subunidad contiene el sito de uniéon a manosa y es
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responsable de mediar la adhesion a los receptores de mano-oligosacéridos (Figura 2a).
Para la expresion de la fimbria tipo 1, se requieren por lo menos nueve genes (Madison

etal., 1994).

SfaS, FocG y SfaS/FocDE

La fimbria S la componen ocho proteinas (SfaC, B, A, D, E, F, G, H), sfa§ es el gen
que codifica para la adhesina; proteina de 14 kilodaltones (kDa), que se une al acido
sialico, en unas glucoproteinas terminales de NeuNAca-(2-3)-Gal (Morschduser et al.,
1990). La fimbria S y FC1 pertenecen a la misma familia de adhesinas y estan genética,

inmunologica y funcionalmente relacionadas (Marre et al., 1990).

El gen sfa codifica para la fimbria S y el gen foc codifica para la fimbria FC1, estos dos
genes comparten una similitud del 73% en la composicion de su ADN y epitopes de sus
respectivas proteinas fimbriales. Por otro lado, difieren en regiones que codifican para
las porciones hidrofilicas, las cuales son responsables de la especificidad serologica.
Otro aspecto que las hace diferentes, son sus receptores, la fimbria S se une a a-acido
sidlico-B-D-galactosa (residuos de la pared de células eucariotas) y la fimbria FCI se
une a una secuencia de disacaridos (GalNAcbl1-4Galb) del asiol-GM,; a las células del
uroepitelio. Los estudios se han dirigido a la busqueda de ambas por su relacion
funcional y por que las moléculas de la fimbria S estan coexpresadas junto con la

fimbria F1C en un mismo conjunto de genes (Ott et al., 1988).
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PapC

La estructura encargada de mediar la adhesiéon en el rifidon (tibulos distales y
proximales, glomérulo, tubos colectores) es el pili tipo P, la mayor parte esta formado
por subunidades repetidas de PapA y PapE, PapF y PapG localizadas en la punta del pili
(Figura 2b). PapG tiene propiedades de adhesion a galabiosa, PapE une a la porcion de
la adhesina al filamento del pili y PapF es necesario para la union de la bacteria a los
receptores de galabiosa de PapG. PapK, finaliza la formacion de la punta y envoltura de
la fimbria. PapH es una proteina de anclaje en la base del pili, crecimiento y
mantenimiento estable entre la asociacion del pili y la célula. Los genes involucrados en
la expresion del pili tipo P estan contenidos en un operén. En el operon pap, los genes
accesorios requieren para su ensamblaje de las subunidades PapC y PapD. PapC es un
canal de membrana externa y PapD es una proteina periplasmica que estabiliza cuatro

proteinas antes del ensamblaje del pili (Hultgren et al., 1989).

o g e

PapF
@ t FimH
PapE10-100
FimG
PapK . FimF
: PapA : FimA
Pilitipo P Pilitipo 1

Figura 2. Esquema de los genes involucrados en la biogénesis del pili tipo P (a) y tipo 1 (b).
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Sider 6foros

El hierro es un elemento fundamental para procesos biologicos como la respiracion y
division celular, a las bacterias patogenas les permite colonizar y establecerse en el
hospedero. En mamiferos, el hierro se encuentra principalmente dentro de las células; su
modulacion y mantenimiento se lleva a cabo a partir de la absorcion intestinal,
posteriormente es transportado a diversos oOrganos para su absorcion y utilizacion
celular o puede ser almacenado en tres proteinas, transferrina (sangre), lactoferrina
(fluidos secretores) y ferritina (dentro de las células) (Eisenstein y Blemings, 1998;
Braun y Killmann, 1999). Un desbalance en la homeostasis del hierro en el hospedero
se debe a la patogénesis de alguna enfermedad infecciosa. En el proceso de inflamacion,
el hospedero reduce el hierro disponible, no obstante, las bacterias han desarrollado
mecanismos para su adquisicion a partir de las proteinas del hospedero transferrina,
ferritina y grupo hemo por dos sistemas (Doherty, 1996). Estos dos sistemas consisten
en: aquellos que se unen directamente al hierro o proteinas que lo contienen y aquellos
sistemas que dependen de la excrecion de sideroforos (ligandos de hierro de bajo peso
molecular) y sus receptores. El hierro es reconocido y unido por receptores especificos
de la superficie bacteriana y transportado activamente contra el gradiente de

concentracion al periplasma (White et al., 2000).

lutA

Es un receptor de membrana de la aerobactina presente en E. coli con un peso de 74
kDa. Esta contenido en un operén con cinco genes iUCABCD (iuc, quelante de hierro)

involucrados en la biosintesis del sider6foro y iutA (iut, transportador de hierro) sirve
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como unidn inicial entre el complejo siderdforo-hierro y a la proteina de membrana

interna TonB (Dozois €t al., 2003).

FyuA

Es un gen involucrado en la captacion de hierro de la yersiniabactina (Yersinia
enterocolotica) y pesticina (Morgenella morganii) (Carniel, 1999), expresado como una
proteina de la membrana externa con un peso de 71 KDa (Hancock et al., 2008).
Teoéricamente la proteina FyuA puede contribuir a la formacion del biofilm alterando las
caracteristicas de adhesion de la célula. Se expresa en mayor ntimero en la formacion
del biofilm, sobre todo en la primera fase, dado que la concentracion de hierro en orina

es muy baja (Hancock et al., 2008).

Toxinas

El éxito de las bacterias para poder establecerse en el tejido esta dado por la capacidad
de adherirse, multiplicarse y causar dafio al tejido, ésta ultima es otra caracteristica
importante en la virulencia de UPEC, por la capacidad de expresar diversas toxinas

(Finlay y Stanley, 1989).

HIyA y CNF1

La a-hemolisina (HlyA) es una proteina citolitica (110 kDa) codificada por cuatro

genes estructurales (hlyC, hlyA, hlyB, hlyD) contenidos en un operon (Ludwig et al.,
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1996). El gen hlyA forma poros en la membrana, afectando a los eritrocitos, leucocitos y
células de tubulos renales, por ello, se encuentra principalmente en cepas de E. coli
provenientes de pacientes con pielonefritis (Kerényi et al., 2005; Ludwig et al., 1996) y
ocasiona descamacion del uroepitelio y hemorragia en la vejiga (Smith et al., 2008 ).
CNF1 (factor necrotizante citotoxico 1), es una proteina citoplasmatica de 115 kDa,
miembro de la familia de las toxinas que modifican la funcion de las proteinas de union
a GTP en células de mamiferos. La activacion de Rho-A ocasiona modificaciones del
citoesqueleto, anormalidades del ciclo celular y alteraciones en las vias de sefializacion
de las células del hospedero que involucra a ciertos factores de transcripcion (Davis et
al., 2005). Las cepas positivas a cnfl evaden con mayor facilidad la respuesta
inflamatoria y se encuentran en mayor proporcion en cepas EPEC y UPEC. En UPEC,
modula la funcion de los polimorfonucleares lo cual facilita su sobrevivencia durante la
respuesta inflamatoria aguda en tracto urinario y disminuye la actividad antimicrobiana
de los leucocitos polimorfonucleares ¢ induce inflamacion en la vejiga (Davis €t al.,
2005). Se ha propuesto que HlyA y CNF1 pueden ser responsables de los sintomas de

cistitis en humanos y fuga de liquido vascular (Goren, 1978; Shanon, 2005).

I dentificacion de cepasresistentes a antimicr obianos en aislamientos de E. coli

La importancia de la resistencia a antimicrobianos se consideré a partir de 1990, y
después de esta década es cuando se ha puesto mayor énfasis en el uso de
antibacterianos en cultivos y produccién animal concentrandose en: (1) menor uso de
antibacterianos; (2) uso adecuado de antimicrobianos; (3) prevencion en la infeccion

cruzada y (4) desarrollo de nuevos antibacterianos (Livermore, 2003).
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Las consecuencias que implica la resistencia a antimicrobianos son, costos elevados por
falla en el tratamiento, estancias hospitalarias prolongadas, visitas en repetidas
ocasiones por los mismos pacientes, produccion de nuevos antimicrobianos asi como
una elevada mortalidad y morbilidad (Livermore, 2003). Las enfermedades ocasionadas
por E. coli, han sido tratadas con antibidticos y han sido efectivos por varios afos, sin
embargo, muchas bacterias han adquirido resistencia a uno o mas antibiéticos atin con la
rotacion de éstos. La resistencia puede persistir debido a la presencia de genes de
resistencia y perpetuacion por cambios en la presion de seleccion (Bass et al., 1999).
Estas bacterias se han vuelto resistentes porque cuentan con diferentes estrategias para
evitar la accion de los antibidticos y posteriormente las heredan a su progenie
(Livermore, 2003). La transferencia horizontal (Figura 3), es la principal forma de
adquirir resistencia; fendémeno dado por elementos genéticos como plasmidos, islas de

patogenicidad, integrones y bombas de eflujo (Bonnet et al., 2009).

La entrada de microorganismos a nuevos nichos, es un proceso biologico fundamental
que representa el primer paso en la formacion de nuevas cepas de microorganismos
patdgenos y una transicion en la que algunos genes no logran adaptarse y se eliminan,
mientras que para otros se seleccionan mutaciones benéficas permitiendo su

perpetuacion o expresion (Sokurenko et al., 2004).
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Figura 3. Imagen modificada de McDermott, 2002. Emergencia de resistencia a antimicrobianos.

Existen cuatro mecanismos por los cuales la resistencia de antimicrobianos perjudica la
salud de animales y el humano dado que se puede presentar mayor nimero de
enfermedades, mds severas o dificiles de tratar. 1) Tratamientos sin terminar o por
consumo de antibidticos antes de ser expuestos a un patdgeno. 2) Relacion genética
entre la resistencia y factores de virulencia, dando como resultado el aumento de cepas
resistentes. 3) Tratamiento empirico con previa resistencia del patégeno. 4) Aumento en
el nimero de patégenos (numero o variedad de organismos) en animales. El aumento
en el numero de patégenos en animales para consumo humano puede aumentar la carga
de patogenos en el ambiente y en la cadena de alimentacion hasta los consumidores
(humano). 5) Las bacterias resistentes de origen alimentario pueden incluir patégenos y
no patoégenos como E. coli, la cual puede ser reservorio de genes de resistencia que

puedan colonizar al humano via alimento o ambiente (Aryal, 2001; Barza, 2002).
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JUSTIFICACION

E. coli es la principal causa de diarrea por alimentos de origen animal, debido a su
diversidad, frecuencia e impacto econémico en infecciones extraintestinales comparada
con cualquier patogeno (Thorsteinsdottiret al., 2010). Las ITU en paises desarrollados
es un problema de salud publica que se le ha dado gran importancia por las
consecuencias tanto econdmicas como de salud, que pueden presentarse en la poblacion
de todas las edades pero principalmente en nifios y mujeres. Estos paises cuentan con
datos que se aproximan a la situacion real y les permite tener mayor atencion en las
infecciones de esta naturaleza y evitar mayor dafio en los pacientes. Por otro lado,
APEC es responsable de una elevada mortalidad y morbilidad en aves ocasionando
grandes pérdidas econdmicas. Por ello, tanto UPEC como APEC se les da gran
relevancia por los dafios que ocasionan y la relacion que existe entre estas. A nivel
mundial existen pocos reportes sobre la posible relacion entre las cepas de UPEC y
APEC considerando antigenos de superficie (somaticos, flagelares, fimbriales y
capsulares), resistencia, relacion filogenética y la presencia de factores de virulencia. En
nuestro pais la relacion de trabajos que involucren cepas de UPEC o APEC son pocos,
por lo que es de gran importancia caracterizar cepas de UPEC y APEC para la deteccion

de factores de virulencia, grupos filogenéticos, resistencia a antimicrobianos y serotipos.

HIPOTESIS
Si las cepas de APEC y UPEC muestran similitud en sus patrones de resistencia, grupos
filogenéticos, serotipos y factores de virulencia, entonces puede existir una relacion

entre ambos tipos de aislamientos.
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OBJETIVO GENERAL
Determinar los grupos filogenéticos de aislamientos de E. coli uropatdgena y E. coli

patogena aviar, serotipificacion, resistencia antimicrobiana y factores de virulencia.

OBJETIVOSPARTICULARES

o Identificar los grupos filogenéticos mediante la deteccion de los genes ChUA, yjaA'y
el fragmento TSPE4.C2.

e Determinar la concentracion minima inhibitoria (MIC).

e Identificacion de factores de virulencia (fimH, sfaS sfa/focDE, focG, papC, iutA,
fyuA, cnfl, hlyA).

e Determinar los antigenos O y H.

MATERIAL Y METODOS

Cepas, cultivos eidentificacion de E. coli

Se obtuvieron 37 cultivos de E. coli a partir de muestras de orina de mujeres con
sintomas clinicos de cistitis obtenidos en los afios 2008 y 2009, provenientes del
servicio de laboratorio clinico del Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzalez. El grupo
de APEC, se obtuvo un total de 25 aislamientos de aves con colibacilosis, aislamientos
de: huevo picado (3), pollo de una semana (1) y de 2 semanas (1) asi como pollo de
engorda de 2 semanas (14) y 5 semanas (6), de saco vitelino, médula 6sea, higado y

pulmon, proporcionadas por el Departamento de Medicina y Zootecnia de Aves de la
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Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Auténoma de
México.

Los aislamientos se sembraron en medio MacConkey e incubadas a 37°C por 16 horas.
Cada cepa se sembro en tres placas, el cultivo de una placa se cosechd para hacer
extraccion de ADN, la segunda placa para ser almacenada a -80°C en una suspension de
caldo infusion cerebro (BHI) corazén-glicerol al 50% y la tercera para ser identificados
en el servicio de laboratorio clinico utilizando el sistema automatizado MicroScan

(DADE BEHRING) (Figura 4).

Identificacion
¥ MIC

Figura 4. Aislamiento, identificacion y almacenamientos de APEC y UPEC

Serotipos

La metodologia empleada para la tipificacion serologica fue la descrita previamente por
Orskov y Orskov (1984). En relacion a la tipificacion serologica del antigeno somatico
(O) se utilizaron 186 sueros anti-O del esquema antigénico actualizado de E. coli
obtenidos de conejo y 56 contra el antigeno flagelar (H). El esquema antigénico fue

actualizado por el Dr. Flemming Scheutz del International Escherichia and Klebsiella
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Centre (WHO) en Copenhage. En la tipificacion serologica se incluyeron 45 sueros anti-
O de Shigella spp (S dysenteriae O1-015; S boydii O1-020; S flexneri O1-06, con
sus subtipos a y b de O1, 02, O3, 04 y O5 ademas las variedades X ¢ Y; S. sonnei I y
IT). Adicionalmente se incluyeron dos sueros anti-O del nuevo serogrupo recientemente
propuesto por el laboratorio de Bacteriologia de la Facultad de Medicina (Navarro et al.,

2010).

Extraccion de ADN, determinacion de grupos filogenéticos y factores de virulencia

La extraccion de ADN se realizo con la técnica de tiocianato de guanidina descrita por
Pitcher et al., (1989) basada en la lisis de las células bacterianas y precipitacion del
ADN para la determinacion de grupos filogenéticos y factores de virulencia. Se coloca
una porcion de colonia mas 200ul de solucion inyectable, homogeneizar, centrifugar y
eliminar el sobrenadante y se conserva la pastilla bacteriana. Paso 1. Agregar 550 pl
solucion de lisis, mezclar. Paso2. Agregar 250ul de acetato de amonio, colocar en hielo
por 10 min. Paso3. Adicionar 500 pl de cloroformo-isoamilalcohol y mezclar por 5 min.
Paso4. Tomar el sobrenadante y repetir el paso 3. Paso 5. Tomar sobrenadante y
precipitar con isopropanol o alcohol al 100%, centrifugar por 10 min, decantar
sobrenadante. Paso 6. Lavar con 1ml de etanol al 70% (tres veces), centrifugar y
decantar sobrenadante y dejar secar por 12 h (Figura 5). La cantidad y calidad se analizd
en geles de agarosa al 1.5% tenido con 4 ul de bromuro de etidio a una concentraciéon de
0.5ug/mL. EI ADN total se utilizd6 para la determinacion de grupos filogenéticos y

factores de virulencia.
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550 pl Solucicn
de lisis

i <—1 \::fkf <_I EXT <— i r r

Aleohol al 100% 500 pl Cloreformeo- 250 pl Acetato de amonlo
Isoamilalcohel

Etanol al 70% 100 pl Agua inyectable

Figura 5. Extraccion de ADN gendmico con técnica de tiocianato de guanidina.

La determinacion de los grupos filogenéticos se realizd6 con PCR multiple. Los
iniciadores utilizados fueron descritos por Clermont et al., (2000) para detectar los
genes ChuA, yjaA y TSPE4.C2 (Cuadro 1). Las condiciones de PCR consistieron en 5
min a 94°C de desnaturalizacion inicial seguido de 30 ciclos por 30 s a 94°C, 30 s a
59°Cy 30 s a 72°C y una extension final de 5 min a 72°C. La amplificacion de ChuA +,
yjaA +, corresponde al grupo filogenético B2; chuA +, yjaA -, corresponde al grupo D;

chuA -, TspE4.C2 +, al grupo B1 y chuA -, TspE4.C2 -, grupo A (Figura 6).

Cuadro 1. Iniciadores para la determinacion de grupos filogenéticos

Gen Secuenciadeiniciadores 5°-3 Nombre ™™ Tamafo dd
producto (pb)

chuA gacgaaccaacggtcaggat ChuA.1 62°C 279
tgccgecagtaccaaagaca ChuA.2 62°C

yjaA tgaagtgtcaggagacgct YjaA.l 62°C )11
atggagaatgcgttcctcaac YjaA.2 62°C

TSPE4.C2  gagtaatgtcggggcattca TspE4C2.1 62°C 152
cgcgccaacaaagtattacg TspE4C2.2 62°C
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Figura 6. Determinacion de grupo filogenético en aislamientos de E. coli con la amplificacion de los

genes chuaA, yjaA y fragmento de ADN TspE4.C2.

La identificacion de los factores de virulencia se realizo de acuerdo a lo descrito por
Johnson et al., (2000) modificando los genes integrados en cada uno de las reacciones
(Cuadro 2). El total de genes a identificar fueron nueve (fimH, sfaS sfa/focD, focG,
papC, iutA, fyuA, cnfl, hlyA), realizados en cuatro reacciones diferentes de PCR
multiple y convencional (Cuadro 3). Los productos amplificados se observaron en un

gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio.

Resistencia a antimicrobianos

Se determino la concentracion minima inhibitoria (MIC) y quimioteraéuticos resistentes
asociados a la presencia de beta-lactamasas mediante el sistema automatizado
MicroScan (DADE BEHRING) de 25 antimicrobianos: amikacina, amoxicilina/acido
clavuldnico, ampicilina/sulbactam, ampicilina, aztreonam, cefazolina, cefalotina,
cefepime, cefotaxima, cefotetan, cefoxitin, ceftazidima, ceftriaxona, cefuroxima,
ciprofloxacina, gatifloxacina, gentamicina, imipenem, levofloxacina,
piperacilina/tazobactam, piperacilina, tircacilina/acido clavulanico, tobramicina y

trimetoprim/sulfametoxazol.
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Cuadro 2. Iniciadores para la deteccion de factores de virulencia

Gen Secuencia deiniciadores5-3° Nombre ™ Tamafio del
producto (pb)
fyuA tgattaaccccgegacgggaa FyuA f 64.5°C 880
cgcagtaggcacgatgttgta FyuAr 62.6°C
iutA ggctggacatcatgggaactgg Aer] f 66.4°C 300
cgtcgggaacgggtagaatcg Aer] r 66.5°C
fimH tgcagaacggataagecgtgg FimH f 64.5°C 508
gcagtcacctgecctecggta FimH r 68.4°C
sfa/focDE ctccggagaactgggtgcatcttac Sfal 67.9°C 410
cggaggagtaattacaaacctggea Sfa2 64.6°C
focG cagcacaggcagtggatacga FocG f 64.5°C 360
gaatgtcgectgeccattget FocGr 64.5°C
sfaS gtggatacgacgattactgtg SfaS f 60.6°C 240
ccgccagcattccctgtatte SfaSr 64.5°C
papC gtggcagtatgagtaatgaccgtta PapC f 62.9°C 200
atatcctttctgcagggatgcaata PapCr 61.3°C
hlyA aacaaggataagcactgttctgget hly £ 62.9°C 1177
Accatataagcggtcattcccgtca hly r 64.6°C
cnfl aagatggagtttcctatgcaggag cnfl 62.9°C 498
cattcagagtcctgcectcattatt cnf2 62.9°C
Cuadro 3. Condiciones de PCR para amplificacion de FV en APEC y UPEC
Reaccién Genes Desnaturalizacion Alineacion Extension
30s 30s 30s
Reaccion 1 fimH, fyuAy iutA 94 °C 65.5°C 68 °C
30ciclos
30s 30s 30s
Reaccion 2 sfa/focDE, cnfl, sfaS, focG 94 °C 65.5°C 68°C
30ciclos
Reaccion 3 30s 30s 10 min
hlyA 94 °C 63°C 68°C
30ciclos
30s 30s 40 s
Reaccion 4 papC 94 °C 58.2°C 72 °C
40 ciclos
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RESULTADOS

Serotipos

De los 25 aislamientos de APEC se identificaron 11 diferentes serogrupos (Cuadro 4),
los mas frecuentes fueron O25 con cinco aislamientos, O88 con cuatro aislamientos, O8
y 020 con tres aislamientos cada uno, y O128 con dos aislamientos, el resto de los
serogrupos con un aislamiento. Solo dos aislamientos no fueron tipificables. De acuerdo
al antigeno “H”, 17 aislamientos fueron moviles y ocho no moviles y el serotipo més
frecuente fue O25:H1 (cinco aislamientos).

En los 37 aislamientos de UPEC, se encontraron 13 diferentes serogrupos. Los
serogrupos mas frecuentes fueron 025 (seis aislamientos), O2 y O86 (cuatro
aislamientos cada uno), O12 y O100 (tres aislamientos cada uno), mientras que siete
aislamientos resultaron no tipificables. Los resultados del antigeno H, indican que 21
aislamientos son modviles y 16 no moviles. El serotipo mas frecuente fue O86:H18

(Anexo 1y 2).

Determinacion del grupo filogenético y factores de virulencia

En los aislamientos de APEC se determind que 14 (56%) aislamientos pertenecieron al
grupo A y 11 (44%) al grupo D y en UPEC, 4 (11%) aislamientos pertenecieron al

grupo B2, 20 (54%) al grupo D y 13 (35%) al grupo A (Cuadros 4 y 5).

En APEC, los genes que se encontraron con mayor frecuencia fueron fimH con un 96%,
seguido de focG con un 84%, iUutA con 80% y sfa/focDE con 68%. Con menor
frecuencia sfaS con un 28%, cnfl con 24%, hly con 12% y fyuA con 8%. En UPEC, los

genes que se detectaron con mayor frecuencia fueron, fimH con 89%, seguido de iutA
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con 84%, fyuA con 68%, focG con 59% y con menor frecuencia sfa/focG con el 32%,

sfaS con 27%, cnfl con un 24%, papC con el 3%, hlyA con 3%. Los genes con mayor

frecuencia en ambos grupos de APEC y UPEC, fueron fimH, iutA y focG (Cuadros 4).

Cuadro 4. Grupo filogenético, FV y serotipos en aislamientos de APEC y UPEC

Frecuencia de UPEC y APEC No. (%) de aislamientos

Categoria APEC

Grupo filogenético

Grupo A 14 (56)
Grupo B1 0
Grupo B2 0
Grupo D 11 (44)

Adhesinas
fimH 24 (96)
sfaS 7(28)
sfa/focDE 17 (68)
focG 21 (84)
papC 0

Sider 6foros
fyuA 2(8)
iutA 20 (80)

Toxinas
hlyA 3(12)
cnfl 6 (24)

UPEC

13 (35)
0
4(11)

20 (54)

32 (66)
10 (27)
12 (52)
22(59)

127)

30 (61)

24 (64)

9 (24)

127)
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Resistencia a antimicrobianos

En los 25 aislamientos de APEC se observd una elevada resistencia a los
antimicrobianos probados. La combinacion trimetoprim/sulfametoxazol (88%),
ciprofloxacina (76%), ampicilina y piperacilina (72%), cefuroxima (64%),
levofloxacina (60%) ampicilina/sulbactam (52%) y gatifloxacina (52%). De acuerdo a
los grupos de antimicrobianos, observamos con mayor frecuencia a las fluoroquinolonas
(52-76%). Todos los aislamientos mostraron ser sensibles a imipenem, piperacilina/

tazobactam, tircacilina/acido clavulanico y amikacina (Cuadro 5).

La resistencia asociada a beta-lactamasas esta relacionada en 4 aislamientos
principalmente ligados al grupo de cefalosporinas (Cuadro 5). Los patrones de
resistencia mas frecuentes fueron cuatro: (SXT), (AMP, PRL, SXT), (AMC, SAM,
AMP, ATM, KZ, KF, FEP, CAZ, CRO, CXM, CIP, GAT, LEV, PRL, SXT) y (AMC,
SAM, AMP, ATM, KZ, KF, FEP, CTX, FOX, CAZ, CRO, CXM, CIP, GAT, LEV,
PRL, SXT) con dos aislamientos cada uno. Once aislamientos fueron resistentes a mas

de 12 antimicrobianos (Cuadro 6).

Los resultados de los aislamientos de UPEC en humanos, se observd que los
antimicrobianos con mayor resistencia fueron: ampicilina (76%), piperacilina (73%) y
la combinacion de trimetoprim/sulfametoxazol (68%). En el mismo ejercicio para los
grupos de antimicrobianos, observamos con mayor frecuencia en el grupo de las
fluoroquinolonas (32-38%). Todos los aislamientos mostraron ser sensibles a
imipenem, meropenem, cefotetdn y amikacina. La resistencia asociada a beta-
lactamasas estuvo relacionada en 11 aislamientos principalmente ligado al grupo de

cefalosporinas (Cuadro 5). El patrén de resistencia mas frecuente fue, AMC, AMP,
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PRL, SXT en un total de con ocho aislamientos. Ocho aislamientos fueron resistentes a

mas de 12 antimicrobianos (Cuadro 7).

Al comparar ambos grupos de aislamientos (APEC-UPEC), la resistencia es mayor en
los aislamientos de APEC, y respecto a la susceptibilidad resultaron similares en solo
tres antimicrobianos, imipenem, piperacilina/tazobactam y amikacina. Los
antimicrobianos que coinciden con elevada resistencia son, ampicilina/sulbactam,
ampicilina,  piperacilina,  piperacilina/tazobactam,  trimetoprim/sulfametoxazol,

ciprofloxacina, gatifloxacina y levofloxacina (Cuadro 5).

Los aislamientos de APEC pertenecientes al serotipo O25:H1, no estuvieron asociados a
algun grupo filogenético en particular, pero en altos porcentajes los genes de virulencia
fimH y iutA. Los aislamientos clasificados en el grupo filogenético A, contiene
principalmente los genes fimH, focG y iutA, mientras que en los aislamientos con el

grupo D, los genes fimH, sfa/focDE, focG y iutA fueron los mas frecuentemente.

Los aislamientos de UPEC con el serotipo O25:NM correspondieron en su mayoria al
grupo filogenético D, asimismo contienen en mayor proporcion los genes fimH y iutA.
El total de los aislamientos del grupo filogenético A contiene principalmente los genes
fimH, focG, iutA y fyuA 'y del total de los aislamientos del grupo D, los genes fimH, iutA
y fyuA fueron los mas frecuentemente encontrados, mientras que el gen focG estuvo mas
asociado al grupo B2. Dada la gran diversidad en la combinacion del total de
quimioterapéuticos utilizados en este estudio, no se observo alguna relacion en ambos
tipos de aislamientos APEC y UPEC con respecto a la resistencia a antimicrobianos,

serotipos, grupos filogenéticos y factores de virulencia.
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Cuadro 5. **Resistencia a antimicrobianos y presencia de betalactamasas en

aislamientos de APEC y UPEC

No. (%) de aisamientosresistentes a cada antimicrobiano

Antimicrobiano APEC UPEC
R *ESBL R *ESBL
Amoxicilina/acido clavulanico 10 (40) 0 2(5) 0
Ampicilina/sulbactam 13 (52) 0 16 (43) 0
Ampicilina 18 (72) 0 28 (76) 9
Aztreonam 11 (44) 1 9 (24) 8
Imipenem 0 0 0 0
piperacilina/tazobactam 0 0 0 0
piperacilina 18 (72) 0 27 (73) 7
trimetoprim/sulfametoxazol 22 (88) 0 25 (68) 0
tircacilina/acido clavulanico 0 0 1(3) 0
cefazolina 11 (44) 0 9 (24) 9
cefalotina 11 (44) 0 2 (5) 2
Cefepime 11 (44) 0 9 (24) 9
ceftriaxona 11 (44) 3 6 (16) 6
cefotetan 5(20) 0 0(0) 6
Cefoxitin 10 (40) 0 0 0
ceftazidima 10 (40) 9 8 (22) 7
cefalotina 11 (44) 0 9 (24) 8
ceftriaxona 11 (44) 11 7(19) 7
cefuroxima 16 (64) 0 14 (38) 7
ciprofloxacina 19 (76) 0 12 (32) 0
gatafloxacina 13 (52) 0 13 (35) 0
levofloxacina 15 (60) 0 2(5) 0
amikacina 0 0 0 0
Gentamicina 3(12) 0 8 (22) 0
Tobramicina 3(12) 0 9 (24) 0

R= resistente; *ESBL= betalactamasa de amplio espectro ** Para este cuadro, solo se consideraron los

aislamientos resistentes y se omitieron los resultados de aislamientos susceptibles e intermedios.
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Cuadro 6. Patrones de resistencia en aislamientos de APEC

Patron deresistencia en aislamientos de APEC

No. aislamientos

resistentes

SXT

AMP, PRL, SXT

CIP, GAT, LEV,

CXM, CIP, GAT, LEV, SXT

CIP, GAT, CN, LEV, TOB, SXT

AMP, CIP, GAT, LEV, PRL, SXT

SAM, AMP, CN, PRL, TOB, SXT

SAM, CIP, GAT, LEV, PRL, SXT

AMP, CIP, GAT, LEV, PRL, TOB, SXT

SAM, AMP, CXM, CIP, GAT, LEV, PRL, SXT

AMC, SAM, AMP, ATM, KZ, KF, FEP, CAZ, CRO, CUX, PRL, SXT

AMC, AMP, ATM, KZ, KF, FEP, CTX, CTT, FOX, CAZ, CRO, CXM, CIP, PRL
AMC, SAM, AMP, ATM, KZ, KF, FEP, CTX, FOX, CRO, CXM, CIP, PRL, SXT
AMC, SAM, AMP, ATM, KZ, KF, FEP, CAZ, CRO, CXM, CIP, LEV, PRL, SXT
AMC, SAM, AMP, ATM, KZ, KF, FEP, CTX, CRO, CXM, CIP, GAT, LEV, PRL, SXT
AMC, SAM, AMP, ATM, KZ, KF, FEP, CAZ, CRO, CXM, CIP, GAT, LEV, PRL, SXT

AMC, SAM, AMP, ATM, KZ, KF, FEP, CTX, FOX, CAZ, CRO, CXM, CIP, LEV, PRL

SAM, AMP, ATM, KZ, KF, FEP, CAZ, CRO, CTX, CXM, CIP, GAT, CN, LEV, PRL, SXT

AMC, SAM, AMP, ATM, KZ, KF, FEP, CTX, FOX, CAZ, CRO, CXM, CIP, GAT, LEV, PRL, SXT

R>5

R>10

R>15

2

2

R>4= niimero de aislamientos resistentes a mas de 4 antimicrobianos; R>8= a mas de 8 antimicrobianos; R>12= a mas de 12

antimicrobianos; AMC=amoxicilina/acido clavulanico, SAM=ampicilina/sulbactam;

IPM=imipenem; TZP=piperacilina/tazobactam; PRL=piperacilina; SXT=trimetoprim/sulfametoxazol;

AMP=ampicilina;

ATM=aztreonam;

TIM=tircacilina/acido

clavulanico KZ=cefazolina; KF=cefalotina; FEP=cefepime; CTX=cefotaxima; CTT=cefotetan; FOX=cefoxitin; CAZ=ceftazidima;

CRO=ceftriaxona;, CXM=cefuroxima;  CIP=ciprofloxacina; =~ GAT=gatifloxacina;

CN=gentamicina; TOB= tobramicina.
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Cuadro 7. Patrones de resistencia en aislamientos de UPEC

Patrén deresistencia No. aislamientosresistentes
AMP, SXT 1
AMP, PRL 1
AMP, PRL, SXT 3
AMP, TIM, SXT 1
GAT, PRL, SXT 1
AMP, CIP, PRL, SXT 1
SAM, AMP, PRL, SXT 8
AMC, AMP, PRL, SXT 1
CIP, GAT, CN, LEV, TOB 1
SAM, AMP, CIP, GAT, CN, LEV, PRL, SXT 1
SAM, AMP, CIP, GAT, CN, LEV, PRL, TOB, SXT 1
SAM, AMP, CAZ, CIP, GAT, LEV, PRL, TOB, SXT 1
AMP, ATM, KZ, FEP, CTX, CAZ, CRO, CXM, CIP, LEV, SXT 1
SAM, AMP, ATM, KZ, FEP, CAZ, CRO, CXM, LEV, PRL, SXT 1
SAM, AMP, ATM, KZ, FEP, CTX, CRO, CIP, GAT, LEV, PRL, SXT 1
AMP, ATM, KZ, FEP, CTX, CAZ, CRO, CIP, GAT, LEV, PRL, TOB 1
AMC, AMP, ATM, KZ, KF, FEP, CAZ, CRO, CXM, CIP, GAT, CN, LEV, PRL, SXT 2
SAM, AMP, ATM, KZ, FEP, CTX, CAZ, CRO, CXM, CIP, GAT, CN, LEV, PRL, TOB, 2
SAM, AMP, ATM, KZ, FEP, CTX, CAZ, CRO, CXM, CIP, GAT, CN, LEV, PRL, TOB, SXT 1
R>5 4
R>10 4
R>15 5

R>4= niimero de aislamientos resistentes a mas de 4 antimicrobianos; R>8= a mas de 8 antimicrobianos;
R>12= a mas de 12 antimicrobianos; AMC=amoxicilina/4cido clavulanico; SAM=ampicilina/sulbactam;
AMP=ampicilina; ATM=aztreonam; [PM=imipenem; TZP=piperacilina/tazobactam; PRL=piperacilina;
SXT=trimetoprim/sulfametoxazol; TIM=tircacilina/acido clavulanico KZ=cefazolina; KF=cefalotina;
FEP=cefepime; CTX=cefotaxima; CTT=cefotetan; FOX=cefoxitin; CAZ=ceftazidima; CRO=ceftriaxona;
CXM=cefuroxima; CIP=ciprofloxacina; GAT=gatifloxacina; LEV=levofloxacina; AK=amikacina;

CN=gentamicina; TOB= tobramicina.
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DISCUSION

El analisis de grupos filogenéticos es una herramienta que es utilizada para diferenciar
cepas comensales (B1 y A) de cepas patdgenas (B2 y D) (Clermont et al., 2000). Las
cepas comensales de E. coli que habitan el TGI se caracterizan por no presentar un gran
numero de factores de virulencia (Ask et al., 2006). Estas necesitan una combinacion de
elementos genéticos moviles o sefales que afecten la expresion de ciertos genes de
virulencia, para convertirse en un patdogeno altamente adaptable capaz de causar
enfermedad fuera del TGI tanto en aves como en humanos (Croxen y Finlay, 2010;
Drugdova et al., 2010; Johnson et al., 2008). Nuestros aislamientos mostraron
pertenecer principalmente al filogrupo de comensales con bajo perfil de factores de
virulencia y elevada resistencia. Fenomeno que ha sido explicado por Moreno €t al.
(2006), quienes proponen que las cepas que han adquirido una gran diversidad de

factores de virulencia, generalmente cuentan con poca resistencia y viceversa.

El estudio serologico sigue siendo un método de clasificacion muy util para el estudio
de cepas de E. coli y otros microorganismos. La importancia del estudio seroldgico
radica en varios puntos, ya que permite determinar la prevalencia de una serovariedad
en distintas areas geograficas, realizar estudios de brotes, conocer la fuente de infeccion,
asi como las vias de transmision (Terragno et al., 2001). En este estudio, en los
aislamientos de pollos se identifico un total de 11 diferentes serogrupos y dentro de
ellos, los mas frecuentes fueron 025, 088, 08, 020, seguido de O128 y en UPEC se
encontraron 13 diferentes serogrupos y los mas frecuentes fueron 025, 02, 086, O12,
0100. Los serotipos mas frecuentes como O2 y O78 y la diversidad de serotipos en
pollos con colibacilosis, son comunes en estudios de diversos 6rganos (Rodriguez-Siek,

2005a). De la misma manera sucede en UPEC, existen serogrupos frecuentes y una gran
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diversidad de ellos en pacientes con ITU: O1, 02, 04, 06, O7, 08, O15, O16, O18,
025, 026, O75 (Lloyd et al., 2007; Zhao €t al., 2009). En ambos tipos de aislamientos
coincidié el serogrupo O25, el cual ha sido reportado en pollos con colibacilosis,
aunque es considerado entre los menos frecuentes (Zhao et al., 2005), caso contrario a
UPEC, dado que es uno de los serotipo mas frecuente (Lloyd et al., 2007; Zhao €t al.,
2009). Respecto al namero de aislamientos no tipificables, dos (8%) correspondieron a
los aislamientos de pollo y siete (18.9%) a los aislamientos de infeccion urinaria,
fendmeno que ha sido reportado en otros estudios con el mismo tipo de aislamientos. El
nimero de cepas no tipificables en UPEC ha sido reportado hasta un 17.41% del total
de los aislamientos (Jadhav et al., 2011), mientras que en APEC llega a cubrir el 1.3%

(Ewers et al., 2004).

Actualmente se sabe que existe una desventaja por el traslape en los serogrupos de
APEC, E. coli aislada de heces en pollos sanos y también en otros aislamientos de
ExPEC (Ewers et al., 2009). Por ello la importancia de trabajar serotipos de acuerdo a
las manifestaciones clinicas, dado que frecuentemente el serotipo esta relacionado con
el lugar de infeccion y a esto se suma la variable de encontrar serogrupos no tipificables,
lo que es comtn en todos los patotipos de E. coli (Ali et al., 2009). En general, los
serogrupos encontrados en este estudio, no coinciden con los reportados tanto en APEC
y UPEC. En nuestro pais y en trabajos reportados en otros paises, esta situacion podria
radicar en la medidas sanitarias y previa exposicion de E. coli, situacion que difiere en
paises desarrollados y en vias de desarrollo (Terragno et al., 2001; Weiss y McMichael,

2004).

En lo que refiere a los grupos filogenéticos, se encontrdo que en los aislamientos de

pollos con colibacilosis el 56% correspondieron al grupo filogenético A y 44% al grupo
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D. De acuerdo al estudio reportado por Zhao et al. (2009) determinaron que los
aislamientos de pollos con colibacilosis corresponden al grupo A y B2 y con menor
frecuencia D y BI1, lo que difiere con lo reportado por Johnson et al. (2008) y
Rodriguez, (2005b) quienes lo asocian principalmente al grupo A y D. En los
aislamientos de pacientes con [VU de nuestro estudio, pertenecieron principalmente al
grupo A, B2 y D, no encontrando aislamientos correspondientes al grupo B1. Rodriguez
et al. (2005b) y Zhao et al. (2009) en aislamientos de E. coli en pacientes con IVU
encontraron que principalmente pertenecen al grupo B2 y D. Se ha propuesto que tal
variedad en la distribucion de los grupos filogenéticos puede cambiar de acuerdo al area
geografica, condiciones climaticas, alimentaciéon, uso de antibioticos o factores
genéticos del hospedero. También es importante considerar que ain cuando las cepas
del grupo B2 son escasos, son potencialmente virulentos, lo que explica que sean

aisladas de infecciones extraintestinales (Duriez et al., 2001).

Con respecto a los factores de virulencia, en este estudio, fimH se observo en el 96% y
89% de los aislamientos de APEC y UPEC, respectivamente; frecuencia que coincide
con lo reportado por Zhao et al. (2009), quienes observaron que en ambos patotipos
fimH se encuentra en el 90% de los aislamientos. La presencia de fimH en éste y otros
estudios, se debe a que E. coli ha evolucionado complejos mecanismos para regular la
expresion de diferentes adhesinas en etapas tempranas de infeccion (Graham et al.,
2001; Justice et al., 2004). En UPEC, este fenomeno se desarrolla en la superficie
luminal del epitelio vesical conocida como uroplaquinas, las cuales contienen receptores
que promueven la persistencia de la bacteria y aumentan la respuesta inflamatoria en

ITU (Connell, 1996; Zhao et al., 2001). En APEC, la fimH estad involucrada en la
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primera etapa de la infeccidn permitiéndole persistir en vias respiratorias altas

(Rodriguez-Siek, 2005a), especificamente en traquea (Connell, 1996).

Otra adhesina de interés en APEC y UPEC es la que esta codificada por el gen sfa§ el
cual estuvo presente en el 28% de los aislamientos de APEC, este resultado es elevado
en comparacion con lo reportado por otros autores, dado que el porcentaje se mantienen
en una frecuencia baja y homogénea, incluso en aislamientos de aves con celulitis
(2.9%) o lesiones sistémicas (3.6%) (Rodriguez-Siek, 2005a; Rodriguez-Siek, 2005b).
Respecto a UPEC, en este estudio la frecuencia fue de 27% en pacientes con cistitis.
Aunque la presencia del gen sfaS se ha asociado a pacientes con pielonefritis, se ha
encontrado que su frecuencia (71%) también puede ser elevada en pacientes con cistitis
(Yamamoto €t al., 1995), ademas en un estudio comparativo, los resultados no varian en
pacientes con cistitis (19%) o pielonefritis (21%). Aparentemente, se espera mayor
numero de aislamientos positivos a este gen en pacientes con pielonefritis, dado que es
una adhesina que estd involucrada especificamente en la adhesion a células tubulares

renales (Marre et al., 1990).

El gen sfa/focDE codifica para una adhesina que se ha reportado en cepas ExPEC.
Dentro de éstas, principalmente en cepas de UPEC productoras de biofilm y definida su
expresion en el rifion junto con el gen cnfl para que E. coli alcance el torrente
sanguineo causando bacteremia (Moreno €t al., 2005; Moolin-Schouleur et al., 2007).
En este trabajo, el operon sfa/focDE se presentd con mayor frecuencia en aislamientos
de APEC (68%) que en los aislamientos de UPEC (32%). El alto porcentaje encontrado
en APEC no puede ser comparado con otros trabajos dado que son pocos los autores
que integran este operon en estudios de pollos con colibacilosis. Dentro de ellos, se

encuentra el trabajo de Cortés et al. (2010), quienes encontraron en un 1.8% de los
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aislamientos del suelo en granjas de pollos. En UPEC, Johnson et al. (2005) reportan
una frecuencia del 76% en pacientes con cistitis y asociado principalmente al grupo B2
y Johnson et al. (2008) reportan una frecuencia del 26.4%. Pensamos que posiblemente
este gen puede estar asociado a la primera etapa de infeccion tanto en APEC como en
UPEC, sin embargo, atin no se ha descrito cual es el papel de éste en la infeccion por E.

coli en ninguno de los dos patotipos.

Otro gen encontrado con mayor frecuencia en APEC (84%) con relacion a los valores
en UPEC (59%) fue focG, gen que codifica para una adhesina presente en la fimbria
F1C. Este gen ha sido reportado por Zhao et al. (2009), tanto en el patotipo de APEC
(1%) como en UPEC (11%) y por Johnson et al (2008), quienes no encontraron este gen
en pollos de engorda, pavos y gallinas de postura y en UPEC, integrando pacientes con
cistitis y pielonefritis solo lo encontraron en el 14.3% de los aislamientos. Por otro lado,
el trabajo de Johnson et al. (2005), reportan un valor mas elevado (40%) en UPEC.
Posiblemente la diversidad en los resultados de estos autores y nuestros resultados, se
deba al origen de los aislamientos de APEC, dado que no se ha trabajado con
aislamientos exclusivos de pollo de engorda. Respecto a UPEC, la adhesina FocG se ha
reportado tanto en aislamientos de pacientes con cistitis como con pielonefritis, esto se
debe a que la adhesina tiene receptores en células epiteliales en los tibulos renales
distales y colectores, asi como en células endoteliales del rindn y vejiga (Ott et al.,

1988).

El gen papC codifica para una proteina que en E. coli tiene gran importancia en el
estado tardio de la infeccidn denominada pielonefritis, especificamente en la fase de
adhesion al rifion y en pollos con colibacilosis esta relacionada con la presentacion de

poliserositosis y septicemia (Hultgren et al., 1989; Kariyawasam et al., 2006). En
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nuestro trabajo, la deteccion del gen papC fue muy baja, en APEC no se observo ningin
aislamiento y en UPEC s6lo se encontr6é un 3%. Respecto a APEC, el gen papC se ha
reportado en aislamientos de heces de pollos sanos en 9.6% y en pollos con
colibacilosis en el 40.4% de los aislamientos, valor que puede variar dependiendo del
tipo de lesion ocasionada por E. coli, ya sean lesiones sistémicas (44.1%), celulitis
(33.8%) u onfalitis (7.69%) dado que se encarga de mediar la adhesién en organos
internos (Rodriguez-Siek, 2005a; Rodriguez-Siek, 2005b; Zhao et al., 2009). En cuanto
a UPEC, papC estimula a una respuesta inflamatoria durante la colonizacion renal y
dafio renal en pacientes con pielonefritis aguda (Lane y Mobley, 2007), cuya frecuencia
puede variar entre el 51.5 y 54% (Rodriguez-Siek, 2005b; Zhao et al., 2009), y por ello
consideramos que el bajo porcentaje encontrado en nuestros aislamientos puede radicar

a que éstos son de pacientes con cistitis y en las aves al tipo de lesiones.

La presencia de genes relacionados con la captacion de hierro es importante en ambos
patotipos de E. coli dado que le permite sobrevivir en el hospedero. Dentro de los genes
mas importantes e involucrados en la captacion de hierro en ambos patotipos se
considera a iutA (Rodriguez-Siek, 2005a). En nuestro estudio, la frecuencia en APEC
fue del 80%, lo que coincide con estudios de pollos con colibacilosis el cual se
encuentra en el 70 a 80% y en UPEC encontramos una frecuencia del 84% (Drugdova et
al., 2010; Ons et al., 2007; Zhao et al., 2009), lo que difiere con previos estudios
realizados en pacientes con ITU adquiridas de la comunidad, los cuales reportan un
valor del 36% (Hagan y Mobley, 2007). Otro gen involucrado en la captacion de hierro
es fyuA, el cual se detectd un 68% en los aislamientos de UPEC y solo un 8% en APEC
en este trabajo. El gen fyuA se ha reportado en ambos patotipos encontrando valores del

58.6% en APEC y 80% en UPEC (Rodriguez-Siek, 2005a). En pollos con colibacilosis,
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la frecuencia de este gen puede variar de acuerdo a la presencia de lesiones sistémicas
(58.6%) o celulitis (41.2%) (Rodriguez-Siek, 2005b). La presencia de ambos genes en
nuestros aislamientos y otros trabajos, se debe a que en ambos procesos de infeccion
(colibacilosis e ITU) se desarrolla un proceso de inflamacion del cual el hospedero
invariablemente retira el hierro disponible evitando que sea captado por las bacterias.
Estas, han desarrollado diversos sistemas de captacion de hierro para lograr crecer y
permanecer en nuevos nichos (Doherty et al., 1996), por lo que son frecuentes valores

elevados en ambos patotipos.

Actualmente se reconoce la relevancia y relacion entre las toxinas CNF1 y la a-
hemolisina de E. coli en las ITU (predominantemente en ITU hemorragica), sin
embargo, la virulencia que le confiere a esta bacteria, aun no esta clara (Real et al.,
2007). La frecuencia de cnfl en este trabajo fue similar en ambos patotipos (24%), no
asi en la toxina HIyA, en los aislamientos de pollos fue del 12% y 3% en los
aislamientos de pacientes con ITU. Cortés et al. (2010), quienes trabajaron en pollos
con colibacilosis encontraron que el gen cnfl sélo estaba presente en el 1.1% de los
aislamientos, frecuencia similar a lo reportado por Rodriguez et al. (2005) quienes
compararon en pollos con lesiones sistémicas (2.7%) y celulitis (1.5%). En el caso de
UPEC, la frecuencia de cnfl varia atin en el mismo tipo de infeccion, por ejemplo, en
pacientes con cistitis aguda no complicada, Mitsumori €t al., (1998) encontraron este
gen en el 32% de los aislamientos y Yamamoto et al. (1995) en el mismo tipo de
aislamientos, reportan que se encuentra en el 61% de ellos. Respecto a la toxina HlyA,
Cortés et al. (2010) en su trabajo no lograron identificar éste gen en aislamientos del
alojamiento de pollos, sin embargo, tampoco se ha encontrado en aislamientos de pollos

con septicemia (Ewers et al., 2009). Este escenario difiere en UPEC, en el que se
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encuentra con mayor frecuencia. Por ejemplo, Yamamoto, (1995) reporta la presencia

del gen hlyA en el 80% de los aislamientos y Kerenyi et al. (2005) en 35%.

Con respecto a la resistencia a los antimicrobianos evaluados, se observd un mayor
numero de aislamientos resistentes en APEC y con menor frecuencia en UPEC,
situacion similar a la reportada en otros trabajos (Ali et al., 2009; Huang et al., 2009;
Kolar et al., 2002; Li et al., 2007; Thrsteinsdottir et al., 2010; Zhao et al., 2005). En
nuestro estudio, en los aislamientos de pollos encontramos mayor resistencia en la
combinacion trimetoprim/sulfametoxazol, ciprofloxacina, ampicilina, piperacilina,
cefuroxima, levofloxacina, ampicilina/sulbactam y gatifloxacina, de mayor a menor
resistencia de 88% a 52%. Se han reportado perfiles de resistencia similares en otros
paises (Ali et al., 2009; Yang et al., 2004; Zhao et al., 2005), en donde la mayoria de los
aislamientos son resistentes a ampicilina, ciprofloxacina, gatifloxacina, levofloxacina y

trimetoprim/sulfametoxazol.

En los aislamientos de orina en pacientes con cistitis, encontramos mayor resistencia a
ampicilina, piperacilina, trimetoprim/sulfametoxazol, ampicilina/  sulbactam,
ciprofloxacina, gatifloxacina. El trabajo de Gupta et al. (1999) realizado en Estados
Unidos en pacientes con cistitis no complicada reportaron resistencia a ampicilina
(29%), cefalotina (11%) y trimetoprim/sulfametoxazol (11%) contrario a este trabajo,
no encontraron resistencia a fluoroquinolonas. En otros paises, la relacion de UPEC y su
resistencia a norfloxacino y ciprofloxacina aun es baja, en paises como México empieza
a emerger un problema de multirresistencia a ciprofloxacina, ampicilina,
trimetoprim/sulfametoxazol, cloranfenicol y tetraciclina (Nivon-Bolan et al., 1998), lo

cual nos obliga a conocer la situacion actual de la resistencia en aislamientos de UPEC.
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Con relacion al grupo de antimicrobianos, encontramos una alta resistencia a
fluoroquinolonas (ciprofloxacina, levofloxacina y gatifloxacina) en los aislamientos de
pollos (52-76%) comparado con los aislamientos de orina en humanos (32-38%). En
pollos de engorda, la resistencia a quinolonas ha sido ampliamente descrita, incluso
comparado con otras especies como, en porcinos (40.9%) y bovinos (20.7%) (Ruiauskas
et al., 2010), por ello se ha implicado al alimento como fuente de cepas resistentes (por
el uso de antimicrobianos como promotores de crecimiento) y fuente de resistencia en
E. coli de humanos (Thrsteinsdottir €t al., 2010). Se ha demostrado que el uso de
antimicrobianos en la dieta de las aves puede fomentar la resistencia en APEC, cambiar
la composicion de los patotipos de E. coli y la distribucion de de los FV (Bonnet et al.,
2009), factor que suma la complejidad de la caracterizacion en cada patotipo
considerando previos factores como localizacion y tipo de infeccion y serotipos. En el
caso de los aislamientos de UPEC, a nivel mundial, las fluoroquinolonas son los
antimicrobianos mas recetados por los clinicos (77.9%) seguido de la combinacion de
trimetoprim/sulfametoxazol, fosfomicina, (9.2%) y nitrofuranoina (2.1%) (Aypak et al.,

2009).

Por otro lado, la multirresistencia en nuestros resultados en los aislamientos de pollos y
de orina de pacientes con cistitis a mas de cinco antimicrobianos, no difiere de los
resultados de otros autores que comparan este fenomeno en ambos patotipos de APEC y
UPEC (Ali et al., 2009; Zhao et al., 2005). La susceptibilidad en este trabajo en los
aislamientos de E. coli en pollos fue a tircacilina/acido clavulanico y amikacina y en los
aislamientos de E. coli de orina fueron sensibles a cefotetan, cefoxitin y amikacina y en
ambos tipos de aislamientos a imipenem y la combinacion de piperacilina/tazobactam.

El uso de imipenem y la combinacion de piperacilina/tazobactam en pollos no es
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frecuente su uso y en humanos son antimicrobianos que se dejan como ultima opcion,
dado que se utiliza para infecciones complicadas (Kolat et al., 2002; Ena et al., 2006),

lo que explica su nula resistencia.

Existen consideraciones importantes tanto en UPEC como en APEC para la continua
diseminacion de cepas resistentes y factores de virulencia. Actualmente no se siguen las
consideraciones clinicas para el manejo de ITU como urocultivo, antibiograma y
pruebas de laboratorio, ademas, considerar no solo la cantidad de antibiotico
administrado, también se debe contemplar al nimero de individuos que lo reciben
(Levy, 2001). En el caso de los animales, la corta edad, el alojamiento en grupos
grandes y frecuente movilidad, facilita la introduccion y diseminacion de enfermedades.
También se considera que la mayoria de los antibidticos son administrados en el
alimento y agua de los animales como profilaxis (Wegner, 2003). Ademas, una buena
limpieza, vacunacion y tratamiento terapéutico no provee suficiente proteccion contra la
colibacilosis, el tratamiento terapéutico es caro y con frecuencia no se recuperan por

completo previo al sacrificio (Ask et al., 2006).

Los antibidticos son esenciales para el tratamiento de infecciones bacterianas en
humanos y animales por lo que es prioritario preservar su eficacia (Allen et al., 2010).
La formacion médica en humanos y veterinarios han concentrado su atencion en la
infeccion por patégenos de animales a humanos y se han realizado pocos estudios
cientificos que reporten lo contrario (Barber, 2001). Una vez que la resistencia de
antibioticos alcanza una prevalencia elevada en hospitales (mayor al 15%) o en granjas,
se vuelve endémica y extremadamente dificil de revertir (Morton, 2002). En este
contexto parece poco probable anticipar un gran control sobre la resistencia y el

esfuerzo debe concentrarse en el manejo de antibidticos de uso humano y veterinario,
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mas que en la eliminacion con el objetivo de disminuir el desarrollo de nueva resistencia
(Livermore, 2003) y entender la epidemiologia de los patdogenos resistentes y genes de
resistencia (Casewell et al., 2003) por las implicaciones en el futuro tratamiento y

prevencion de enfermedades infecciosas (McDermott et al., 2002).

CONCLUSIONES

En este estudio se determinaron los serotipos, grupos filogenéticos, factores de
virulencia y resistencia a 25 antimicrobianos cominmente utilizados en el tratamiento

de infecciones causadas por cepas APEC y UPEC.

Nuestros aislamientos mostraron pertenecer principalmente a los grupos filogenéticos A

y D, con bajo perfil de factores de virulencia y elevada resistencia a los antimicrobianos.

Los datos obtenidos en este estudio sugieren que APEC y UPEC comparten
caracteristicas similares, tanto en el, perfil de resistencia y susceptibilidad a
antimicrobianos, como algunos factores de virulencia, lo que puede dar a APEC
adaptaciones fuera del intestino y posiblemente sea la causa enfermedades
extraintestinales en el humano o ser un contaminante durante el constante manejo que el

humano hace de los productos y subproductos del pollo.

Para conocer el impacto epidemiologico que pueda tener este tipo de cepas de E. coli, se

debe continuar con estudios que incluyan mayor niimero de muestras de origen clinico y

muestreo del personal que estd en contacto directo en la cadena de produccion.
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Anexo 1. Grupos filogenéticos, FV y serotipos de aislados APEC

Grupo .
Clave de Genes filogenpético Serotipo
muestra
fimH sfaS sfa/focDE focG papC iutA fyuA cnfl hlyA
APEC-1 + - + + - + - + + D 020:H31
APEC-2 + - + + - + - + - D 020:NM
APEC-3 + - + + - + + + - D 020:H 31
APEC-4 + - + + - + + + - D 08:H30
APEC-5 + - + + - + - - + D 08:NM
APEC-6 + - + + - + - - - D 025:H1
APEC-7 + - - - - + - - - A 025:H1
APEC-8 + - + + - + - - - A 025:H1
APEC-9 + - + + - + - - - D 025:H1
APEC-10 + - + + - + - - - D 0128:H2
APEC-11 + - + - - + - - - D 088:NM
APEC-12 + - - + - + - - - A 025:H1
APEC-13 + - + + - + - - - A 088:NM
APEC-14 + - + + - - - - - A 0128:H2
APEC-15 + - + + - + - - - A 0O34:NM
APEC-16 + - + + - - - - - D 0155:H2
APEC-17 - - - - - + - - - D O?:H4
APEC-18  + - - - - - . - - A 0?7:H31
APEC-19 + + - + - - - + - A 088:NM
APEC-20 + + - + - + + - - A 088:NM
APEC-21 + + + + - - - - - D 044:H30
APEC-22 + + - + - + - + - A 08:H278
APEC-23 + + + + - + - - - D O7:H21
APEC-24 + + - + - + - - - D 084:H31
APEC-25 + + + + - + - - + A 0100:NM
% 96 28 68 84 - 80 8 24 12

NM=no movil; 0?= no tipificable



Anexo 2. Grupos filogenéticos, FV y serotipos de aislados de UPEC

Clave de Genes _ Grupo Serotipo
muestra filogenético

fimH sfaS sfa/focDE focG papC iutA fyuA cnfl hlyA
UPEC-1 - - - - - - - - - D 086:H18
UPEC-2 + - - + + + + - - D O12:NM
UPEC-3 + - + - - + - + + D O2:NM
UPEC-4 + - - + - + + - - D 0O25NM
UPEC-5 + - + - - - + - - D 02 H4
UPEC-6 - - - - - - - - - D 025 NM
UPEC-7 + - - + - + - - - D 025 NM
UPEC-8 + - - - - + + - - D 0100 H18
UPEC-9 + - + + - + + - - D 086 H18
UPEC-10 + - - + - + - + - D O?H5
UPEC-11 + - - - - + + - - D 025 NM
UPEC-12 + - - - - + + - - D Ol11NM
UPEC-13 + + - + - + + + - D 0O153H18
UPEC-14 + - - + - + + + - D Ol1NM
UPEC-15 + - - + - + + + - A 012 NM
UPEC-16 + - - + - + + - - A 012 H18
UPEC-17 + - - + - + + + - A 025 NM
UPEC-18 + + + + - + + - - A 0O? H2
UPEC-19 + - - - - + + - - D 025 H4
UPEC-20 + - + + - + + - - A 0164 H4
UPEC-21 - - + + - - - + - A 012 NM
UPEC-22 + + + + - + + + - A 0O20H9
UPEC-23 + + + + - + + - - D 0? NM
UPEC-24 - - - + - - - - - B2 O?NM
UPEC-25 + + + + - + + + - B2 02 NM
UPEC-26 + + - + - + - - - A 0100 H28
UPEC-27 + + - + - + + - - A 0O? H18
UPEC-28 + + - - - + + - - A 02 NM
UPEC-29 + - - - - + + - - A O?H2
UPEC-30 + - + + - + - - - A 0O86H18



UPEC-31

UPEC-32

UPEC-33

UPEC-34

UPEC-35

UPEC-36

UPEC-37

%

+

89

27

32

59

O? H6
O1NM
0169 H9
086 H18
Odys11 H4
0171 H12

0100 H12

NM=no movil; 0?= no tipificable
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