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RESUMEN

Las infecciones del tracto urinario (ITU) son muy comunes, afectan principalmente a
mujeres y en la mayoria de los casos son causadas por Escherichia coli uropatégena (UPEC).
Un problema de salud que se ha incrementado entre la poblacion son las infecciones del tracto
urinario recurrentes (ITUr), dichas infecciones son dificiles de erradicar a pesar de multiples
tratamientos antimicrobianos. En México no existen estudios sobre ITUr, no obstante es un
problema que un gran numero de personas padece, se desconoce si las cepas causantes de
ITUr tienen caracteristicas especiales o diferentes de las cepas causantes de ITU no-
recurrentes. El propdsito de la investigacion es caracterizar cepas de UPEC aisladas de
infecciones recurrentes en particular se evalud la susceptibilidad a los antimicrobianos, su
capacidad para formar biopelicula, su portaciéon de plasmidos y fueron genotipificadas para
conocer la relacion genética entre los aislados. Para esto se obtuvieron 32 cepas de pacientes
ambulatorios de la Ciudad de México con infeccion recurrente en el tracto urinario.

Metodologia: la susceptibilidad a los antimicrobianos se realizé mediante la técnica de
difusion en agar, la produccién de enzimas R-lactamasas de espectro extendido (BLEE)
mediante la técnica de sinergismo de doble disco, para el ensayo de formacién de biopelicula
se empled cristal violeta y se realizé en medio minimo M9, la obtencién de ADN plasmidico por
lisis alcalina y los aislados se genotipificaron mediante el Amplificacién Aleatoria del ADN
polimorfico (RAPD)-PCR utilizando dos iniciadores con actividad discriminatoria intraespecie.

Los resultados mostraron que el 75% de las cepas fueron multirresistentes a los
antimicrobianos, esto es que son resistentes a 3 o mas familias de antimicrobianos, y el 37% de
las cepas expresan enzimas tipo BLEE. Con respecto a la biopelicula 24 de las 32 cepas (75%)
formaron biopelicula del tipo fuerte y moderada. En relacion al perfil plasmidico, 84% de los
aislados mostraron la presencia de plasmidos de alta masa molecular, mayores a 50 kb. Con la
genotipificacion se determind el grado de similitud entre las cepas y se construyé un
dendograma, el cual mostré6 2 grupos clénales o cluster uno con 13 aislados y otro con 11
donde las cepas que los integran tienen una alta similitud genética, demostrando el origen
clonal de los aislados.

Nuestros resultados indican que los aislados de ITUr han desarrollado multiresistencia a
los antimicrobianos en mayor grado que los aislados de ITU no-recurrentes, también son en su
mayoria formadoras de biopelicula, se desconoce el papel de los plasmidos en estas cepas
pero creemos que deben contribuir a la virulencia, finalmente la mayoria de los aislados (75%)

estan relacionadas clonalmente puesto que formaron dos grupos o linajes.
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1. INTRODUCCION

Las infecciones del tracto urinario (ITU) son la segunda infeccion bacteriana mas
frecuente en humanos (Oelschlaeger, et al. 2002, Schappert y Rechtsteiner, 2008). La
incidencia de ITU es significativamente superior en mujeres que en hombres, esto a
causa de las diferencias anatomicas entre ambos géneros, se estima que
aproximadamente 1 de cada 2 mujeres presentan al menos un evento antes de los 20
afnos y cerca del 70% de las mujeres en el mundo presentaran por lo menos una ITU
en algun momento de su vida. (Barber, et al. 2013; Cusumano, et al. 2010; Foxman,
2002; Pitout, 2012).

Algunos pacientes padecen varias ITU en periodos muy cortos de tiempo por lo
que se denominan como infecciones del tracto urinario recurrentes (ITUr). Al menos el
25% de los pacientes que padecen una ITU podrian presentar recurrencia dentro de los
proximos 6 meses y la mayoria de las veces es causada por la misma cepa causante
del primer evento. (Aydin, et al. 2015; Erjnaes, et al. 2011; Lorenzo-Gomez, et al. 2015;

Sokurenko y Johnson, 2011).

Escherichia coli es el patégeno predominante que causa entre el 80-90% de las
infecciones del tracto urinario (Erjnaes, et al. 2011). De acuerdo a lo reportado, estas
cepas que causan ITUr poseen algunas caracteristicas especificas que posiblemente
contribuyen al establecimiento de dichas infecciones recurrentes, entre las cuales
destacan la formacién de biopelicula, la invasividad de las células, la portacion de
material plasmidico y la multirresistencia a antibiéticos (Erjnaes, 2011; Hisano, et al.
2015; Schwartz, et al. 2015; Soto, et al. 2006).

Este trabajo es uno de los primeros en estudiar las caracteristicas de cepas de
E. coli causantes de ITUr en pacientes de la Ciudad de México, con el fin de identificar
algun patron de caracteristicas bacterianas que ayude a la identificacion de cepas con
potencial de causar infecciones recurrentes y desarrollar un método de diagnéstico.
Este tipo de investigacion también puede contribuir al establecimiento de tratamientos

mas efectivos para este tipo de infecciones.



2. MARCO TEORICO

2.1 Epidemiologia de las infecciones del tracto urinario.

Las infecciones del tracto urinario (ITU) son de las infecciones mas comunes en
humanos junto con las infecciones gastrointestinales y las infecciones del tracto
respiratorio, afectando aproximadamente a 150 millones de personas al afio en todo el
mundo (Cusumano, et al. 2010; Flores-Mireles, et al. 2015; Oelschlaeger, et al. 2002;
Pitout 2012; Schappert y Rechtsteiner, 2008).

Solo en Estados Unidos durante el ano 2007, se estimaron 10.5 millones de
visitas a los servicios de salud por sintomas de ITU y de 2 a 3 millones de visitas a los

servicios de urgencias por este padecimiento. (Flores-Mireles, et al. 2015).

Las ITU corresponden a la primer causa de morbilidad en nifios, mujeres y
hombres en edad avanzada. En México, las ITU representan la primer causa de
consulta médica en mujeres en edad reproductiva, es la causa mas frecuente de
complicaciones perinatales serias y la tercer causa de sepsis neonatal (Calderén, et al.
2010; Flores-Mireles, et al. 2015).

La incidencia de ITU es significativamente superior en mujeres dadas las
diferencias anatémicas entre géneros, entre las que destacan la corta distancia del ano
a la uretra femenina y de la uretra a la vejiga, lo que favorece el ingreso de las
bacterias al tracto urinario. Se estima que aproximadamente 1 de cada 2 presentan al
menos un evento antes de los 20 anos y cerca del 80% de las mujeres en el mundo
presentaran por lo menos una ITU en algun momento de su vida. (Barber, et al. 2013;
Cusumano, et al. 2010; Foxman y Brown, 2003; Pitout, 2012).

Todos los seres humanos son susceptibles a padecer ITU, sin embargo, también
existen algunos factores de riesgo que facilitan la colonizacion del tracto urinario como

lo son: edad, cateterizacion, hospitalizacion, anormalidades anatomicas, diabetes,



obesidad, obstrucciones del tracto urinario, predisposicion genética y actividad sexual

(Flores-Mireles, et al. 2015; Foxman y Brown, 2003).

Las ITU pueden clasificarse como no complicadas y complicadas. Las no
complicadas aparecen en personas sanas, sin anormalidades anatomicas y pueden
presentarse como cistitis 0 en casos severos como pielonefritis. En cambio, las ITU

complicadas estan asociadas a las anormalidades en el tracto urinario y la obstruccion

del mismo, cateterismo, el embarazo, inmunosupresién y dafo renal entre otras.
(Flores-Mireles, et al. 2015).
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Figura 1. Epidemiologia de las ITU. Porcentajes de los principales microorganismos causantes de ITU,
asi como factores de riesgo determinantes para las infecciones complicadas y no complicadas.
Escherichia coli uropatégena (UPEC). Tomado y editado de Flores-Mireles, et al. 2015.

Las ITU son provocadas por bacterias tanto Gram positivas como Gram
negativas asi como algunos integrantes del grupo fungi. Dentro de las bacterias Gram
positivas encontramos que los principales causantes de este tipo de infecciones son
Enterococcus sp., Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus aureus vy
Streptococcus agalactiae. Por parte de los organismos fungicos el principal agente
etiologico es Candida sp. Por ultimo, de las bacterias Gram negativas encontramos a
Klebsiella sp., Proteus sp., Pseudomonas aeruginosa y en donde destaca Escherichia

coli uropatogena (UPEC), la cual es causante de entre 80 y 90% del total de ITU
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(Barber, et al. 2013; Calderon, et al. 2013; Flores-Mireles, et al. 2015; Foxman y Brown,
2003). La figura 1 presenta los porcentajes de los principales microorganismos

causantes de ITU asi como algunos de los factores de riesgo mas determinantes.
2.2 Escherichia coli

Escherichia coli (E. coli) es una de las bacterias mas estudiadas y es un
importante miembro del tracto gastrointestinal de muchos mamiferos. En condiciones
normales, E. coli establece relaciones simbiodticas benéficas con su portador, ayudando
a regular la microbiota asi como procurar la homeostasis intestinal (Bien, et al. 2012).
También es reconocida por intervenir de manera activa en algunos roles de la salud en
humanos (Fujimura, et al. 2010). Toma gran importancia el estudio de E. coli después
de que se identificaron grupos de bacterias patdégenas causantes de enfermedades
tanto gastrointestinal como extraintestinales (Rasko, et al. 2008, Riley, 2014,

Sokurenko y Johnson 2011).
2.2.1 Caracteristicas morfolégicas y bioquimicas

E. coli es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo de la familia
Enterobacteriaceae. El tamafo promedio de los bacilos es de 0.5 y de ancho por 3 u de
largo, algunas especies son moviles por la expresion de flagelos peritricos, no

esporulados (Rodriguez-Angeles, 2002).

Las pruebas bioquimicas empleadas para la identificacion de cepas de E. coli se

muestran en la tabla 1.



Pruebas bioquimicas de identificacion de E. coli

Bateria de pruebas primara

Bateria de pruebas secundaria

Prueba
Adonitol
Arginina

Citrato

DNAsa

Produccion de gas
a partir de glucosa
H2S
Indol
Lisina
Movilidad
Ornitina
Fenilalanina
Sacarosa
Ureasa

Voges-Proskauer

Resultado

Variable
Variable
Variable
Negativo

Positivo

Negativo
Positivo
Positivo
Variable
Variable
Negativo
Variable
Negativo

Negativo

Prueba
Arabinosa
Inositol
KCN
Lactosa

Malonato

Manitol
Melibiosa
ONPG
Rafinosa
Ramnosa
Salicina
Sorbitol
Trehalosa

Xilosa

Resultado
Positivo
Negativo
Negativo
Variable

Variable

Positivo
Variable
Positivo
Variable
Variable
Variable
Variable
Positivo

Positivo

Tabla 1. Conjunto de pruebas bioquimicas de significado clinico para la identificacién del genero
Escherichia. (Tomado de Lennette, E. H., Ballows, A., Hausler Jr, W. J., Shadomy, H. J. Manual Of

Clinical Microbiology, 4th edition, Washington, USA. 1985. pp 268)

2.2.2 E. coli patégena

Como se menciond anteriormente, E. coli es un miembro habitual del tracto
gastrointestinal, coloniza el intestino de los humanos a las pocas horas del nacimiento,
a pesar de que la mayoria de las cepas logran establecer relaciones simbidticas con

sus hospederos, algunas de las cepas pueden llegar a causar ciertas enfermedades

(Kaper, et al. 2004; Rodriguez, 2002, Wiles, 2008).



La presencia de E. coli en el organismo corresponde a cepas comensales no
patégenas, las cuales forman parte habitual de la microbiota intestinal de animales y
humanos, sin embargo, también pueden encontrarse cepas causantes de infecciones
intestinales, a las que se les conoce como E. coli patégenas intestinales, mientras que
existen otras que también causan infecciones fuera del tracto gastrointestinal, mejor
conocidas como E. coli patégenas extraintestinales o EXPEC por sus siglas en inglés
(Pitout, 2012).

Existen 6 patotipos (poblaciones de una misma especie que difiere de las demas
por su capacidad patogénica) diferentes en E. coli patdgenas intestinales. Si las
bacterias expresan una toxina termolabil y/o termoestable se denomina Escherichia coli
enterotoxica (ETEC); si la diarrea causada va acompanada de sangre se denomina a la
bacteria que lo produce como Escherichia coli enterohemorragica (EHEC); si la bacteria
logra colonizar e invadir el epitelio intestinal se denomina Escherichia coli
enteroinvasiva (EIEC); si se adhieren a la mucosa intestinal y destruyen las
microvellosidades se les conoce como Escherichia coli enteropatdogena (EPEC); si las
bacterias se adhieren de forma caracteristica, autoaglutinandose en las células del
intestino se denominan Escherichia coli enteroagregativa (EAEC); en cambio si en las
células no se forman microcolonias de las bacterias al adherirse se denomina
Escherichia coli adherente difusa (DAEC) (Donnenberg, 2013; Riley, 2014; Rodriguez,

2002). Algunos de los mecanismos de estos patotipos se muestran en la figura 3.

En lo referente a las cepas causantes de enfermedades extraintestinales
(ExXPEC), encontramos a un grupo de cepas que tienen la capacidad de colonizar otros
nichos en su hospedero ademas del intestino, estos nichos corresponden a la sangre,
el sistema nervioso central y el tracto urinario. Las causantes de la colonizacion de la
sangre y del sistema nervioso central se denominan Escherichia coli asociada a
meningitis (MNEC) y las que se encargan de colonizar el tracto urinario se denominan
Escherichia coli uropatégena (UPEC) (Bien, et al. 2011; Kaper, et al. 2004; Wiles,
2008).
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Figura 2. Esquema de los seis patotipos de E. coli intestinal. Se muestra la forma en que las cepas se
adhieren a la célula y en el caso particular de EIEC la forma en la que se internaliza a la célula. Imagen
tomada de Kaper, et al. 2004.

2.2.3 Escherichia coli uropatogena (UPEC).

Escherichia coli uropatégena o UPEC, por sus siglas en inglés, a diferencia de
las cepas intestinales, no puede ser considerada patotipo porque la mayor parte de las
cepas no comparten los mismos factores de virulencia entre si, lo cual las hace dificil
de identificar. En general el grupo UPEC es muy diverso y bien se podrian establecer

al menos 4 patotipos (Donnenberg, 2013, Marrs, et al. 2005).

El principal reservorio de UPEC en el cuerpo humano es el tracto intestinal y se
ha demostrado que algunos brotes de UPEC estan relacionados al consumo de agua y
alimentos contaminados con estas cepas (Pitout, 2012). Llegan al tracto urinario

valiéndose de algunos factores de virulencia diferentes a los que tienen las cepas
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comensales habituales del intestino, mismos que ayudan al establecimiento,

colonizacion e infeccion del tracto urinario (Bien, et al. 2011; Wiles, 2008).

2.2.4. Factores de virulencia de UPEC

Los factores de virulencia promueven y facilitan la colonizacién e invasion de las
bacterias a los tejidos del hospedero. La patogenia asociada a las cepas UPEC se

muestra representada en la figura 3.

A pesar de que se tienen identificados algunos de los factores de virulencia que
expresa UPEC no todas las cepas aisladas presentan el mismo patréon de factores de
virulencia, por lo cual no se ha demostrado un conjunto de factores de virulencia que
defina UPEC como un patotipo (Marrs, et al. 2005). En la tabla 2 se muestran algunos

de los factores de virulencia que le permiten a UPEC causar ITU.

Caracteristica Factores de virulencia

Pili F1C
Pili P
Adherencia Pili S
Pili tipo 1
Adhesinas Dr
HIyA
CNF1
HIyA
Antigenos capsulares
CNF1
Yersiniabactina
Aerobactina
Enterobactina
Salmoquelina*®
Yersiniabactina
Antigeno 43
Flagelo

Toxinas

Evasion del sistema inmune

Adquisicion de hierro

Otras

Tabla 2. Factores de virulencia de UPEC. HIyA - Hemolisina; CNF1 - Factor necrotizante citotoxico tipo 1.
(Tomado y editado de Flores-Mireles, et al. 2015)
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Figura 3. Patogenia de ITU. Comienza cuando los microorganismos contaminan el area periuretral
facilitando la colonizacion de la uretra. Subsecuentemente, las bacterias migran hacia la vejiga mediante
la expresion de pilis y adhesinas que también facilitan la colonizacion e invasion de las células “sombirilla”
superficiales. En este punto, el sistema inmunitario del hospedero actia y responde con inflamacion e
infiltracion de neutrdéfilos para eliminar a las bacterias, sin embargo, algunas logran evadir la respuesta
inmunitaria mediante la invasion de las células del epitelio de la vejiga y mediante cambios morfoldgicos
para resistir el ataque de los neutrofilos permitiendo su multiplicacién. Otro mecanismo de evasion es la
formacion de biopelicula. Algunas bacterias pueden producir toxinas y proteasas que inducen dafio en
las células del tejido, provocando la liberacion al medio de nutrientes esenciales para la supervivencia de
las bacterias y propiciando el ascenso hacia los rifiones. Ya en los rifiones, colonizan el tejido
produciendo de nuevo dafo por medio de la secrecidén de toxinas. Si alun la infeccion no ha sido tratada,
las bacterias pueden provocar bacteremia si logran cruzar la barrera epitelial tubular para ingresar al
sistema circulatorio. (Tomado y editado de Flores-Mireles, et al. 2015)
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2.31TU recurrentes

Las ITU pueden agravarse si se vuelven recurrentes. Se consideran ITU
recurrentes (ITUr) cuando un mismo paciente tiene dos periodos de ITU no complicada
en 6 meses o 3 episodios en un afio (Barber, et al. 2013). Aunado a esto, se ha
descrito que el 77% de las ITUr es causada por la misma cepa de E. coli que provoco

la primera infeccién (Erjnaes, et al. 2011).

Bajo esa premisa, se ha investigado el por qué estas cepas no logran ser
erradicadas del tracto urinario, aun cuando los pacientes terminan un tratamiento con el
antimicrobiano al cual es susceptible. Se ha demostrado que UPEC puede invadir las
células epiteliales de la vejiga, y algunas cepas tienen la posibilidad de formar
biopelicula en el tejido. Estas caracteristicas hacen que las cepas que las pueden
expresar tengan mas armas para evadir los mecanismos inmunitarios (Barber, et al.
2013; Erjnaes, et al. 2011; Sokurenko y Johnson, 2011).

No obstante, datos como el grupo filogenético, la presencia de diversos factores
de virulencia y ciertas caracteristicas como la formacion de biopelicula completan la
informacion que hasta la actualidad se ha publicado referente a estas cepas UPEC
(Erjnaes, et al. 2011; Sokurenko y Johnson, 2011).
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Figura 4. Eventos que promueven el establecimiento y recurrencia de las infecciones del tracto urinario
(ITU). 1) Durante la ITU, E. coli uropatégena (UPEC) puede replicarse en el lumen de la vejiga o 2)
adherirse a las células epiteliales. 3) Continuando con la invasiéon, UPEC ingresa a las células formando
compartimentos parecidos a endosomas cubiertos por filamentos de actina. 4) La alteracion a estos
compartimentos, permite a UPEC la entrada al citosol de la célula, permitiendo una rapida replicacion
intracelular y la formacién de comunidades bacterianas intracelulares (IBC). Durante estos eventos, la
morfologia de las bacterias puede variar como la formacién de células parecidas a filamentos largos que
pueden evadir la respuesta inmunitaria de los neutréfilos. 5) La infeccion puede desencadenar la
exfoliaciéon de las células dado que este proceso puede ayudar a la eliminaciéon de las bacterias
adheridas e internalizadas. El flujo que siguen las bacterias después de la exfoliacion puede promover la
diseminacién de los patdgenos provocando el recrudecimiento de la ITU. 6) UPEC permanece en
reservorios quiescentes de larga duracion dentro de las células, gracias a los compartimentos parecidos
a endosomas rodeados de actina que formaron al internalizarse. Esto hace que sea extremadamente
dificil erradicar las bacterias dada su insensibilidad a los tratamientos con antibidticos. El resurgimiento
de UPEC desde estos reservorios puede iniciar ITU recurrentes. Tomado y editado de Barber, et al.
2013.
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3. JUSTIFICACION.

Las infecciones del tracto urinario causadas por E. coli uropatégena se
encuentran entre las enfermedades infecciosas mas comunes a nivel mundial, siendo

en este caso, las infecciones crénicas y recurrentes especialmente problematicas.

Investigaciones recientes acerca de estas bacterias han demostrado que
bacterias de E. coli pueden invadir y replicarse dentro de las células del epitelio de la
vejiga de ratones (modelo de cistitis en raton), lo cual implica que las bacterias
adquieran ventajas para evadir su erradicacion del tracto urinario. La invasion de las
bacterias a estas células les permite replicarse intracelularmente evitando el contacto
con los antibidticos durante el tratamiento de la enfermedad, siendo eliminadas sélo las

bacterias presentes en el lumen de la vejiga.

La presencia de las bacterias dentro de las células les permite invadir a las
células vecinas y migrar a capas mas profundas y menos maduras del epitelio,
logrando establecer reservorios de bacterias. Durante la exfoliacion natural del epitelio,
las bacterias pueden salir de sus reservorios y siendo completamente viables pueden
causar una nueva infeccion. Sin embargo, aun no se han descrito las caracteristicas en
comun de las E. coli causantes de infecciones recurrentes. De hecho aun no se puede

conocer el potencial de una E. coli aislada de ITU para causar infecciones recurrentes.

En México, no hay precedentes de investigaciones sobre este tipo de
infecciones recurrentes, no obstante es un problema real que aqueja a la poblacion en
general, por lo que es importante conocer las caracteristicas basicas que pueden
presentar estas bacterias recurrentes. Este conocimiento puede facilitar la identificacion
rapida de cepas de E. coli recurrentes y puede contribuir al establecimiento de

tratamientos especificos y adecuados para este tipo de infecciones.
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4. HIPOTESIS

Las cepas de E. coli uropatdgenas causantes de infecciones recurrentes tienen
con mayor frecuencia ciertas caracteristicas como la multirresistencia a los
antimicrobianos, la expresion de R-lactamasas de espectro extendido, la capacidad de
formar biopelicula y presencia de material plasmidico, las cuales las distingue de los
aislados de infecciones no-recurrentes. Ademas dichas cepas estan relacionadas

genéticamente y forman clusters.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general:
- Investigar las caracteristicas bacterianas de cepas de Escherichia coli
uropatdgena aisladas de pacientes con infecciones recurrentes del tracto

urinario.

5.2 Objetivos particulares:

Evaluar la susceptibilidad de los aislados a diversos antimicrobianos y

determinar los perfiles de resistencia.

- Determinar la produccion de R-lactamasas de espectro extendido por los
aislados.

- Determinar la presencia de plasmidos en las cepas estudiadas.

- Determinar la capacidad de formar biopelicula por parte de las bacterias
estudiadas.

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

RAPD.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Aparatos.

- Centrifugacion: Microcentrifuga Biofuge pico (Heraeus); Centrifuga de mesa
para tubos eppendorf (Sigma 1-15K).

- Electroforesis en geles de agarosa: Camara de electroforesis horizontal (Minicell
Primo EC320); Fuente de poder EPS 3500 (Pharmacia).

- Electroforesis en geles de poliacrilamida: Camara de electroforesis vertical (Bio-
Rad, Mini protean II, Comb, 10 well, 1.00 mm, Teflon); Fuente de poder: Fuente
de poder EPS 3500 (Pharmacia) y Fuente de poder Power Pac Basic (Bio Rad).

- Formacion de Biopelicula: Espectrofotometro (JENWAY 6320D)

- Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR): Termociclador (Bio-Rad, T100
Thermal cycler).

- Oftros: Incubadora (Fisher, Modelo 230F); Vortex (Scientific Industries, Vortex-
Genie 2); Transiluminador UV (UVP, Upland, CA); Balanza analitica digital

(Adventurer Ohaus, Capacidad 310g); Refrigerador (Lab-line Instruments, Inc).

6.2 Reactivos

Identificacion: Agar Mac Conkey (BD Bioxon, México); Medio Cromogénico ITU
(Oxoid, Inglaterra).

Resistencia a antimicrobianos y expresion fenotipica de BLEE: Agar Mueller-
Hinton (BD Difco, E.U.A.); Discos impregnados con diversos antimicrobianos (Oxoid,
Inglaterra).

Extraccién de plasmidos: Solucién de lisis alcalina I, Il y Il (Apéndice); etanol
(Quimica Meyer); fenol (Ultra-Pure™, Invitrogen); Cloroformo (Quimica Meyer); TE
(Apéndice).

Electroforesis en geles de agarosa: agarosa grado Biologia Molecular (Research
Organics); solucion amortiguadora para electroforesis TAE 1X (Apéndice);

amortiguador de carga 6X (Fermentas); bromuro de etidio (BIO-RAD).
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Formacion de biopelicula: Solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) (Apéndice);
Solucion de cristal violeta (Hycel); Etanol (Quimica Meyer); Acetona (Baker Analyzed);

Placas de poliestireno de 96 pozos (NUNC)

6.3 Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento.

Se estudiaron 32 cepas de E. coli aisladas de orina de pacientes ambulatorios
con infecciones recurrentes de vias urinarias del Hospital General “Dr. Manuel Gea
Gonzalez”. Las infecciones recurrentes se definieron como 3 o mas infecciones
documentadas mediante cultivo en un afo, o0 2 o mas en 6 meses (Rahn, 2008), la
valoracion clinica se realizé por los médicos de dicho hospital. Los pacientes no tenian
alteraciones morfolégicas en el tracto urinario, en el caso de las mujeres no

presentaban embarazo y no padecian alguna enfermedad degenerativa grave.

La identificacion de las bacterias se realizd en el laboratorio clinico del Hospital
“Dr. Manuel Gea Gonzalez” utilizando el sistema automatizado MicroScan WalkAway.
Para confirmar la identidad de las cepas se sembraron en placas de medio UTI
(Chromogenic UTI Medium catalogo: CM0949A, OXOID, Inglaterra), el cual es un
medio cromogénico selectivo y diferencial para presuntiva identificacién de E. coli. Las
cepas se incubaron de 16 a 18 horas a 37°C, si la coloracion adquirida por las colonias
fue de color rosa se consideraba como E. coli, luego se sembraron en tubos de gelosa
especial (Apéndice) para su conservacion, asi como en medio Luria-Bertani con glicerol
para su congelacion. Las cepas se denominaron con claves para facilitar el manejo de

los datos.

6.4 Ensayo de resistencia a antimicrobianos.

Para la evaluacion del ensayo de resistencia a los antimicrobianos se realizo la
técnica de difusion en agar método Kirby-Bauer (Bauer, et al. 1966) acuerdo a los
lineamientos del Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI) publicados en

Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing del afio 2005.
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Las cepas se sembraron una noche previa al ensayo para tener células viables.
El primer paso fue realizar una dilucion de las células en solucion salina isotdnica a un
valor de 0.5 en la escala de MacFarland. Enseguida, con un hisopo estéril se
inocularon placas de agar Mueller-Hinton de 4 mm de espesor, tratando de cubrir en su
totalidad la superficie de la placa, se incub6 un momento a que la disolucion de
bacterias se absorbiera en el agar y se colocaron los discos impregnados de los
antimicrobianos a estudiar. Los antimicrobianos utilizados fueron los siguientes:
Ampicilina 10 ug (AMP10); Amoxicilina-Acido clavulanico 2:1 30 ug (AMC30);
Cefazolina 30 ug (KZ30); Ceftriaxona 30 ug (CRO30); Cefepima 30 ug (FEP30);
Ciprofloxacino 5 ug (CIP5); Gentamicina 10 ug (CN10); Nitrofurantoina 300 ug (F300);
Trimetoprim-Sulfametoxazol 25 ug (SXT25); Meropenem 10 ug (MEM10), todos los

sensidiscos fueron marca OXOID.

Las placas de agar Mueller-Hinton inoculadas y con los discos colocados se
incubaron de 16 a 18 horas a 37°C. Al término de la incubacién se midieron con un
vernier los halos de inhibicibn que se presentaron con cada uno de los discos. Los
resultados fueron interpretados segun lo reportado por el CLSI en Performance
Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing; Fifteenth Informational Supplement
de 2005 (CLSI, 2005).

6.5 Ensayo de deteccion fenotipica de R-lactamasas de espectro extendido (BLEE).

Para el ensayo de la deteccion fenotipica de enzimas BLEE se ultilizé la técnica
de sinergismo de doble disco de Jarlier (Jarlier, et al. 1988), esto basado en la actividad
inhibitoria del acido clavulanico. La prueba consiste en colocar un disco de
amoxicilina/clavulanato (20/10 ug/ml) en el centro de una placa de Mueller Hinton a
distancia de 30 mm de uno de ceftazidima (30 ug), ceftriaxona (30 pg) y cefepima (30
Mg). El sinergismo observado entre algunas de las cefalosporinas y la

amoxicilina/clavulanato expresa la produccion de la BLEE.
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6.6 Ensayo de formacién de biopelicula.

Para la formacion de la biopelicula se realizé lo reportado por O'Toole (O’Toole,
et al. 1999), se utilizaron placas de poliestireno de 96 pozos de fondo redondo. Las
cepas bacterianas se cultivaron de 16 a 18 horas en 1 mL de caldo Luria-Bertani a
37°C, después se realizd una dilucidén 1:100 de esta siembra ahora en medio M9. De la
dilucion se tomaron 200 pl por cepa y se colocaron dentro de cada uno de los pozos,
realizandose por triplicado. Ya con los pozos de la placa de poliestireno conteniendo el
medio inoculado se procedié a cubrir con pelicula plastica adherente la parte superior

de las placas para evitar la evaporacioén del mismo.

Las placas se incubaron durante 48 horas a 37°C. Al término de la incubacion,
se retird el medio de cada uno de los pozos y se lavd con solucidn amortiguadora de
fosfatos (PBS), tratando de no dejar residuos de PBS en los pozos. Posteriormente, se
agrego a cada pozo 200 pL de solucion de cristal violeta al 3% y se dejé actuar durante
30 minutos, al término de este tiempo se retir6 el colorante y se lavaron los pozos
nuevamente con PBS tratando de no dejar exceso de liquido dentro de los pozos. La
placa se dejo secar al aire durante 1 hora. A continuacién se agregaron 200 yL de una
mezcla de etanol-acetona (4:1) para solubilizar y retirar el colorante adherido a las

células.

La cuantificacion se llevd a cabo mediante espectrofotometria, colocando el
contenido de 3 pozos (600 uL) de la disolucion de etanol-acetona con el colorante
dentro de una celda de plastico de 1 cm de paso Optico para la medicion de la
absorbancia a una longitud de onda de 600 nm en un espectrofotometro JENWAY
6320D. La cepa de E. coli denominada “Naranjo” se utilizé como control positivo, la cual
se ha confirmado por microscopia su capacidad formadora de biopelicula, mientras que

como control negativo se utilizé una cepa inocua de laboratorio llamada E. coli K12.
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Para la obtencion de las imagenes y evaluar la biopelicula de forma cualitativa
se utilizaron portaobjetos dentro de tubos para centrifuga de 50 mL, una vez
esterilizados se colocé dentro de los tubos 25 mL de medio M9 con la misma
concentracion de bacterias (1:100) que en el ensayo cuantitativo. Se incubaron durante
48 horas a 37°C. Al término del periodo de incubacion se sacaron los portaobjetos de
los tubos, se lavaron suavemente con PBS y se fijaron con una mezcla de metanol -
acido aceético (3:1) dejandolos secar al aire. Después se tifieron con cristal violeta al 1%
durante 30 minutos, se retir6 el exceso de colorante y se procedid a hacer las

observaciones en el microscopio optico.

6.7 Obtencion de ADN plasmidico.

La obtencion de ADN plasmidico se llevé a cabo mediante la técnica de lisis
alcalina. Las cepas se sembraron en 2 mL de caldo LB, se incubaron a 37°C por 18
horas con agitacion, después se centrifugaron a 15,000 x g en la microcentrifuga de
mesa durante 1 minuto, el botdén se resuspendid en 100 yL de solucion de lisis |
(Apéndice) fria y se agité vigorosamente en vortex, se agregé 200 yL de solucion de
lisis Il (Apéndice), recientemente preparada, se invirtieron varias veces los tubos (sin
agitacion), después se agregaron 150 uL de solucion de lisis Il (Apéndice) sobre una
cama de hielo, agitando por inversion los microtubos para formar un liquido viscoso, se
dejé durante 5 minutos en hielo. El lisado se centrifugd a 17,000 x g por 5 min a 6°C,
posteriormente se separo6 el sobrenadante y se colocé en un tubo limpio y se agregé
solucion de fenol-cloroformo (1:1 v/v) agitando en vortex para formar una emulsion y se
centrifugd a 17,000 x g por 2 min a 6°C, la fase acuosa resultante se transfirié a un tubo

limpio.

Se anadieron 2 volumenes de etanol y se mezclé la solucidén en vortex durante 2
minutos, se centrifugd durante 5 min a 14,000 rpom a 6°C. Se retiré el sobrenadante de
los tubos mediante una aspiracion suave, para retirar el exceso de liquidos se
colocaron en posicion invertida sobre un pedazo de papel absorbente. Se afiadié 1mL

de etanol al 70% (v/v) y el botén se resuspendié suavemente mediante inversion del
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tubo, luego se centrifugd durante 2 min a 17,000 x g a 6°C. Se retir6 cuidadosamente el
sobrenadante y el botdon se dejé secar durante 10 minutos, luego se resuspendio en 50
ML de solucion amortiguadora TRIS-EDTA (TE) pH 8.0 (Apéndice).

El ADN plasmidico se observd en geles de agarosa (Agarose, low EEO,
Molecular Biology Grade; Research Organics, cat: 1170A) al 0.5% (m/v), se mezclaron
las muestras obtenidas con solucion de corrida para ADN (6x DNA loading dye,
Fermentas) y se colocaron en los pozos del gel. El gel se coloc6 en una camara de
electroforesis (BioRad) con solucién amortiguadora TRIS-Acido acético-EDTA 1x (TAE)
(Apéndice), con ayuda de una fuente de poder para electroforesis (EPS3500,

Pharmacia) a las condiciones: 70V, 45mA, 4W.

Se procedio a tenir el gel con bromuro de etidio (Bio Rad) 10% (v/v) durante 30
minutos con agitacion ligera, se enjuagd dos veces con agua corriente y se coloco en
un transiluminador con luz ultravioleta (High Performance Ultraviolet Transilluminator,

UVP) para su posterior lectura con el software del instrumento (UVP).
6.8 Obtencion del ADN bacteriano.

Se utilizé la técnica de Le Bouguenec (Le Bouguenec, 1992), las cepas
bacterianas se sembraron en 1 mL de medio Luria, se incubaron por 18 horas a 37° C,
posteriormente se centrifugaron a 8000 x g durante 3 minutos en una microcentrifuga
de mesa, y el botdn bacteriano se lavé una vez con 500 pL de agua destilada. El botén
se resuspendio en 200 pL de agua destilada estéril, los tubos se dejaron incubar en
hielo durante 5 minutos, posteriormente se colocaron en bafio maria a ebullicion
durante 10 minutos. Al término de este tiempo se colocaron nuevamente en hielo
durante 2 minutos. Los tubos se centrifugaron a 8000 x g durante 5 minutos, finalmente

el sobrenadante se coloco en un tubo estéril nuevo.
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6.9 Analisis de amplificacion aleatoria de ADN polimoérfico (RAPD).

El analisis mediante la amplificacion aleatoria de ADN polimorfico (RAPD)
requiere de la obtencion de ADN correspondiente a cada una de las cepas estudiadas,

para lo cual se extrae mediante la técnica de ebullicion.

El RAPD se basa en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), sin embargo
cuenta con una modificacion correspondiente a la utilizacién de un solo iniciador para la
reaccion, ya que se basa en la amplificacion aleatoria de regiones del ADN, para lo cual
se utilizan iniciadores de 10 bases, estos iniciadores pueden o no amplificar segmentos
de ADN de la muestra, lo cual depende de diversos factores entre los que destacan los
siguientes: que se encuentre una secuencia complementaria a los iniciadores y/o que
los iniciadores se acoplen a la cadena de ADN en extremos muy alejados. Por lo tanto,
si se han producido mutaciones en el ADN en sitios donde antes era complementario el
iniciador, ya no se producira este producto de PCR, lo que da por resultado un patron
diferente del amplificado. EI ADN obtenido mediante lo descrito anteriormente es
utilizado como el templado para el analisis RAPD, para el iniciador utilizado
corresponden las cantidades de los reactivos en la mezcla de reaccion asi como las
condiciones utilizadas para llevarla a cabo, estas especificaciones se muestran en la

tabla 2.

Mezcla de
Iniciador Secuencia . Programa Referencias
reaccion
Vol. final: 30 pL 1 ciclo:
dNTP: 0.2mM 95°C; 15 min
Sol. amortiguadora 35 ciclos: Schmidt, et al.
1247 5- AAG AGC 10X: 1X 94°C; 1 min 1999.
CCGT-3& Iniciador: 35°C; 1 min Nielsen, et al.
30pmol/uL 72°C; 2 min 2014.
Taq polimerasa:2 U 1 ciclo:
ADN: 5 yL 72°C; 10 min
Vol. final: 30 uL 1 ciclo: Bart, et al.
1254 5- CCG CAG dNTP: Q.2mM 94°Q; 1min 1998.
CCA A-3 Sol. amortiguadora 4 ciclos: Schmidt, et al.
10X: 1X 94°C; 4 min 1999
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Iniciador: 6pmol/uL 35°C; 4 min
Taq pol: 125 U 72°C; 4 min
ADN: 10 uL 35 ciclos:

94°C; 1 min

35°C; 1 min

72°C; 2 min

1 ciclo:
72°C; 10 min

Tabla 2. Volumenes de reactivos y condiciones para la realizacién de analisis RAPD.

7. RESULTADOS

Resistencia a antimicrobianos

Se obtuvieron 32 cepas de E. coli uropatégena (UPEC) de pacientes
ambulatorios con infecciones recurrentes del tracto urinario. Se determind la
susceptibilidad de todas las cepas ante 10 diferentes agentes antimicrobianos:
ampicilina y amoxicilina con acido clavulanico del grupo de las penicilinas; cefazolina,
ceftriaxona y cefepima del grupo de las cefalosporinas; ciprofloxacino por las
fluoroquinolonas; gentamicina por los aminoglucdsidos; meropenem por los
carbapenémicos; trimetoprim-sulfametoxazol para el grupo de las sulfas; vy

nitrofurantoina como de otros grupos.

Respecto a los resultados obtenidos 24 de las 32 cepas (75%) fueron resistentes
a tres o0 mas antimicrobianos de diferentes familias, con lo que se observa que la

multirresistencia es una caracteristica importante en este tipo de cepas.

Los diferentes aislados de E. coli presentaron un alto porcentaje de resistencia a
cuatro de los 10 antimicrobianos probados, siendo ampicilina el que mostré el
porcentaje mas elevado (78.13%), seguido por ciprofloxacino (71.88%), trimetoprim con
sulfametoxazol (68.75%) y la cefalosporina cefazolina (56.25%). El antimicrobiano al
cual los aislados no presentaron resistencia fue meropenem (0%) y seguido con
resistencia muy baja nitrofurantoina (15.63%). Estos resultados son mostrados en la
figura 5.
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Resistencia a antimicrobianos

Amoxicilina-Acido clavulanico
Ampicilina

Cefazolina

Cefepime

Ceftriaxona
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Gentamicina

Meropenem

Nitrofurantoina

Trimetoprim-Sulfametoxazol
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Figura 5. Porcentaje de resistencia a 10 diferentes agentes antimicrobianos. Se muestran los
porcentajes de resistencia de 32 diferentes aislados de E. coli uropatégena. La prueba de susceptibilidad

antimicrobiana se realiz6 por difusion en agar.

Analisis fenotipico de cepas productoras de enzimas R-lactamasas de espectro
extendido (BLEE).

Para demostrar si las cepas que resultaron resistentes a cefalosporinas son
productoras de enzimas BLEE, se realizé la prueba que nos indica inhibicion de las
enzimas BLEE por el clavulanato, el cual se une de manera irreversible a la enzima y
provoca su inactividad. Los resultados mostraron que 12 (37.5%) de las 32 cepas
UPEC estudiadas poseen capacidad para producir enzimas BLEE (grafica 2) , es decir
que las 12 cepas produjeron enzimas que rompieron el anillo [-lactdmico de 3
diferentes cefalosporinas (Ceftazidima, ceftriaxona y cefepime), desactivando con esto

las propiedades antimicrobianas de las 3 moléculas.
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Capacidad de formacion de biopelicula por los aislados de UPEC

La formacion de biopelicula se determind de forma cualitativa y semicuantitativa.

En la forma cuantitativa se determiné el valor de absorbancia después de tefiir con

cristal violeta a la biopelicula formada. En la figura 6 se presentan los valores obtenidos

para cada una de las cepas estudiadas.

e 0075 Formacion de biopelicula

0.584
Nj 0.585
0.2585

A3 0.497

A4 0.439

A7 0.569
B6 0.483

B9 : 0.538
0.504

AX 0.473

0.414

0.5075

0.6495

. 0.3 0.4 0.5 0.6
\_ Absorbancia (600 nm)

0.7

Figura 6. Capacidad de las cepas UPEC para formar biopelicula. DO600nm de bacterias UPEC

adheridas. Controles positivos: Pseudomonas aeruginosa (Pa) y E. coli (Nj); control negativo: E. coli

(K12); control del experimento: Pozo de la placa de poliestireno sin inocular (M s/i).

La capacidad de los distintos aislados de formar biopelicula se determiné

semicuantitativamente y los valores obtenidos a una DO 600nm se los clasificd en 4
categorias: fuerte: >6.00, moderada: 5.99 - 4.00; débil: 3.99 - 2.00 y no formadora:
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<1.99; de acuerdo con la férmula propuesta por Faleiro en 2010 (Faleiro, 2010): Abs

600nm (muestra) / Abs 600nm (medio sin inocular).

Bajo este criterio, 10 (31.25%) de las 32 cepas fueron consideradas fuerte
productoras de biopelicula, 14 (43.75%) productoras moderadas y 8 (25%) como
productoras débiles, ninguna de las cepas de estudio fue considerada como no

formadora. En la tabla 3 se muestran los resultados obtenidos.

Capacidad de produccién de biopelicula

Categoria Cepas Porcentaje (%)
Fuerte 10 31.25
Moderada 14 43.75
Débil 8 25
No formadora 0 0

Tabla 3. Clasificacion semicuantitativa de la formacion de biopelicula en 4 categorias, segun
Faleiro 2010.

Perfil plasmidico

La presencia de material plasmidico le da ventajas a las bacterias que lo portan,
dada esta importancia en este estudio se encontré que 27 de las 32 cepas presentan al
menos un plasmido (84.38%), de acuerdo a su corrimiento en geles de agarosa
(electroforesis) la masa molecular de estos plasmidos es mayor a 50 kb. También se
encontraron cepas que presentaron 2 o 3 plasmidos, en la figura 7 se muestra un gel
de agarosa donde se determind el numero de plasmidos para cuatro cepas y en la
figura 8 se presenta el numero de plasmidos que contienen cada una de las cepas

estudiadas.
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Figura 7. Gel de agarosa de ensayo de extraccion de plasmidos. Se observa que en los cuatro

carriles hay 3, 2, 1 y 0 plasmidos respectivamente.
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Figura 8. Perfil plasmidico que indica la cantidad de plasmidos presentes en

cepas evaluadas.
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Analisis y relacion entre las caracteristicas bacterianas evaluadas

Con el objetivo de encontrar un perfil de caracteristicas en comun entre los
aislados de infecciones recurrentes se elabord una tabla y se analizaron las cuatro
caracteristicas evaluadas en el presente estudio; multirresistencia a agentes
antimicrobianos, presencia de plasmidos, produccion de enzimas BLEE y capacidad de
formar biopelicula. La tabla 4, muestra las cuatro caracteristicas evaluadas en este
estudio. Para estas asociaciones se consideran como positivas a las cepas productoras
de biopelicula moderada. Sélo 6 cepas (18.18%) mostraron la presencia de las cuatro

caracteristicas evaluadas.

También se buscaron las asociaciones entre cada una de las caracteristicas, la
relacion entre la multirresistencia y la presencia de plasmidos fue de 62.5%, la relacion
entre la multirresistencia y la expresion de BLEE fue de 34.38%, entre multirresistencia
y biopelicula 53.13%.

La relacion entre presencia de plasmidos y expresion BLEE es de 28.13% y
entre plasmidos y formacion de biopelicula es de 59.38%. Para finalizar la relaciéon
entre la expresion BLEE y la formacion de biopelicula corresponde al 31.25%. Estos

valores se muestran en la figura 9.
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A3 SI 1 - F
A4 SI 2 - M
A5 SI 2 - M
AB SI 1 S| D
AT SI 1 - F
B5 SI 3 - M
B6 _ 2 - F
B7 _ 2 - D
B8 S| 0 si M
BY S| 1 si F*
C1 _ 0 - M
c2 Si 0 si F
c3 SI 1 - M
Ax SI 0 - F

RGA1 _ 1 - M

RGA2 SI 1 S| M

RGA3 SI 1 - D

RGA4 SI 1 - M

RGAS5 S| 1 si F

RGAS S| 1 - D

RGA7 Si 1 - D

RGAS Si 1 - D

RGA9 - 1 sI M

RGB1 Si 1 sI M

RGB2 SI 1 sI F

RGB3 - 1 - F

RGB4 SI 1 S| D

RGB5 _ 3 - M

RGBS _ 1 - D

RGB7 SI 1 S| F

RGBS SI 0 sI M

RGBY SI 1 - M

Tabla 4. Agrupacion de los resultados de los estudios realizados.
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Asociacion entre caracteristicas evaluadas

MR + PL + BP + BLEE — 18.75

R -+ pL [ S S S 6250
MR + 8P [ T 5313
MR+ BLEE [ T 3438
PP [ T 5038
PL+BLEE I 28,13

BLEE + BP — 31.25

0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 60.00 70.00
% de asociacion

o

Figura 9. Asociacidn entre las caracteristicas evaluadas. MR - Multirresistencia a antimicrobianos; PL
- Presencia de material plasmidico; BP - Formacion “fuerte/moderada” de biopelicula; BLEE - Expresion

fenotipica de enzimas R-lactamasas de espectro extendido.

Andlisis de amplificacion aleatoria de ADN polimorfico (RAPD)

Se investigo la relacion genética entre los 33 cepas aisladas mediante el RAPD

utilizando dos iniciadores de secuencia arbitraria, estos se conocen como 1247 y 1254.

La figura 10 muestra los perfiles electroforéticos obtenidos mediante el RAPD, con
cada uno de los iniciadores utilizados. En el dendograma se pueden observar 4
agrupamientos o clusters (I-1V), en los grupos | y Il se encontraron el mayor numero de
cepas (13 y 11 cepas respectivamente). La tabla X muestra la distribucién de los
rasgos de virulencia entre los diferentes clusters formados. No hay diferencia

significativa entre los clusters en cuanto a la multirresistencia (61.5, 90.9, 75 y 75%
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respectivamente). En el cluster Il se concentraron mas rasgos de virulencia que en los

otros.

La figura 11 muestra el dendograma resultante del analisis asi como una tabla

indicativa de las demas evaluaciones realizadas en el estudio.

Figura 10. Perfil electroforético del analisis RAPD con el iniciador 1254.
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Figura 11. Dendograma y analisis de agrupamiento por medio del indice de Jaccard y el método UPGMA, se complementa con los datos
de multirresistencia a antimicrobianos, produccion de enzimas BLEE, formacion de biopelicula y numero de elementos plasmidicos
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Rasgo de

virulencia Cluster | Cluster Il Cluster IlI Cluster IV
Multirresistencia
a 61.5% 90.9% 75% 75%
antimicrobianos
BLEE 38.5% 36.3% 25% 100%
Biopelicula 53.8% 72.7% 100% 100%
Plasmidos 76.9% 81.8% 75% 25%

Tabla 5. Distribucion de los rasgos de virulencia entre los diferentes clusters formados mediante el RAPD

con los iniciadores 1247 y 1254.

8. DISCUSION

E. coli uropatégena UPEC es causante de aproximadamente el 90% de las ITU.
UPEC presenta muchos factores de virulencia que le permiten colonizar e invadir la
mucosa uroepitelial del hospedero. Un problema comun en las ITU es la recurrencia,
esto es infecciones repetidas que a pesar de los tratamientos con antimicrobianos las
infecciones continuan. Dichas infecciones se deben, en la mayoria de los casos a la
misma cepa que origind la primera infeccidén. Asi la tendencia de estas infecciones es
convertirse en infecciones permanentes, lo cual representa un serio problema de

salud.

En este trabajo se estudiaron las cepas de UPEC causantes de infecciones
recurrentes, pensamos que estas cepas (recurrentes) son diferentes a las causantes de
infecciones urinarias agudas, estas ultimas generalmente son eliminadas después de
un tratamiento con antibidticos que incluye prueba de antibiograma. Se ha reportado
que las cepas recurrentes tienen factores de virulencia adicionales que favorecen su
permanencia en el tracto urinario. En este estudio se analizé algunas caracteristicas de
las cepas recurrentes; su perfil de susceptibilidad a los antimicrobianos incluyendo la
produccion de R-lactamasas de espectro extendido, presencia de plasmidos, su
capacidad de formar biopelicula y su posible relacion clonal entre dichos aislados.
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Varios estudios han demostrado en general un incremento en los niveles de resistencia
a antimicrobianos de cepas E. coli causantes de infecciones del tracto urinario de
pacientes ambulatorios (Daza, et al. 2001; Goettsch, et al. 2000; Goldstein, 2000).

En este trabajo se muestra que 75% de las cepas aisladas resultaron
multirresistentes, considerando como multirresistentes aquellas cepas que son
resistentes a tres o mas familias de antimicrobianos. Este porcentaje de cepas
multiresistentes es muy alto comparado con el de los aislados provenientes de ITU no-
recurrentes, un reporte de este mismo grupo de estudio (Molina, et al. 2013) mostrd
que 30.2% de las cepas aisladas de ITU fueron multiresistentes, el estudio se realiz6
en la misma poblacién de la Ciudad de México. En dicho estudio s6lo se considerd que
las muestras sean de ITU sin saber si se trataba de infeccion recurrente o no. En otros
estudios en paises como India, Iran y Serbia los porcentajes de cepas multirresistentes
en aislados de ITU no-recurrentes son similares (30-36%) a los mostrados por Molina y
colaboradores (Derakhshandeh, et al. 2015; Kothari, et al. 2008; Molina, et al. 2011;
Neamati, et al. 2014; Rijavec, et al. 2006).

En particular las cefalosporinas son un grupo de antibiéticos muy efectivos y la
resistencia reportada en cepas de E. coli aisladas de ITU es en promedio maximo de
20% para las cefalosporinas de primera y segunda generaciéon (Cefazolina), mientras
que las cefalosporinas de tercera y cuarta generacién (Ceftriaxona y Cefepime)
presentan menos del 10% de cepas resistentes. En contraste, en este estudio 40% y
33% de las cepas aisladas de ITU recurrentes resultaron resistentes a cefalosporinas
de tercera y cuarta generacion (Ceftriaxona y Cefepime), respectivamente,
demostrando que en general las cepas aisladas de ITU recurrentes han adquirido
resistencia en mayor proporcion que las cepas aisladas de ITU no-recurrentes. Esto se
puede observar claramente en un estudio anterior, con cepas aisladas de ITU no-
recurrentes en la misma poblacion de la Ciudad de México, donde los porcentajes de
resistencia para las cefalosporinas de tercera y cuarta generacién fueron de 10% y

7.6%, respectivamente (Molina, et al. 2011).
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Los resultados obtenidos en este estudio indican que una consecuencia de las
infecciones recurrentes, es favorecer en las bacterias el desarrollo de resistencia a los
antimicrobianos. Se sabe que los tratamientos con antibiéticos que no logran erradicar
a las bacterias, o que hacen es seleccionar a las resistentes, e inducir en ellas su
adaptacion en ambientes con antibidticos, esto es desarrollar resistencia. Por lo tanto,
es muy posible que las cepas causantes de infecciones recurrentes estén expuestas

con mayor frecuencia a los antimicrobianos que las cepas de infecciones agudas.

La resistencia a los farmacos no es el unico mecanismo que utilizan estas cepas
de UPEC para prevalecer en su hospedero, dentro del mismo contexto, la produccion
de enzimas como las R-lactamasas de espectro extendido (BLEE) también colaboran
con la evasion de los tratamientos contra la infeccion. Desde que fueron reportadas por
primera vez en 1983 (Knothe, et al. 1983), el aumento de cepas productoras de estas
enzimas ha ido en aumento (Machado, et al. 2007). Aqui demostramos que 36% de las
cepas aisladas de ITU recurrentes son productoras de enzimas BLEE es decir que 12
de las 33 cepas produjeron enzimas que rompieron el anillo R-lactdmico de 3
diferentes cefalosporinas (Ceftazidima, ceftriaxona y cefepime) y que son inhibidas por
el clavulanato, el cual se une de manera irreversible a la enzima. Este porcentaje de
cepas productoras de BLEE es muy alto, sobre todo si consideramos que se trata de
pacientes ambulatorios. Porcentajes mas bajos (promedio de 20%) de E. coli
productoras de BLEE son reportados en casos de ITU no-recurrentes de la Ciudad de
México (Lopez-Banda, et al. 2014),

En Francia, un estudio ha descrito que en aguas residuales se encuentra una
gran cantidad de cepas de E. coli productoras de BLEE (96% de los aislados),
sugiriendo que estas concentraciones de bacterias productoras son reflejo de que gran
parte de la poblacion tiene estas bacterias presentes en su tracto digestivo (Brechet, et
al. 2014). Debido al uso de aguas residuales para procesos agropecuarios, los
animales de corral como puercos y pollos pueden convertirse en reservorios de estas
cepas y que a su vez sirven de fuente de contaminacién para humanos (Cornejova, et
al. 2015; Machado, et al. 2008).
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Las biopeliculas bacterianas son complejas comunidades microbianas que
muestran limitada sensibilidad a los antimicrobianos tradicionales, a la reaccion del
sistema inmunoldgico y a estimulos externos, la adquisicion de estas ventajas hace que
sea mas complejo el tratamiento de las infecciones recurrentes (Cegelski, et al. 2009;
Ito, et al. 2009; Mittal, et al. 2015; Teodosio, et al. 2012; Soto, et al. 2005)

En nuestros resultados observamos que 24 de 32 cepas (75%) formaron
biopeliculas de las consideradas “fuertes” y “moderadas”, este porcentaje es superior a
lo reportado por Mittal y colaboradores, donde se mencionan porcentajes cercanos al
20% en ITU no-recurrentes (Mittal, et al. 2015). Un estudio, pero en aislados de ITU
recurrentes reporté porcentajes cercanos al 70% (Soto, et al. 2006). Dicha
investigacion apoya nuestros resultados ya que encontraron que la formacion de
biopelicula in vitro es mas frecuente entre las E. coli causantes de ITU recurrentes
(recaidas con la misma cepa) que las E. coli asociadas con reinfecciones (causada por
una cepa nueva de E. coli). En otro estudio con muestras de 155 mujeres no se
encontré una correlacion entre la formacion de biopelicula in vitro y las cepas
causantes de infeccion recurrente, en este caso los experimentos de biopelicula se
realizaron con medios de cultivo diferentes al utilizado en nuestra investigacion, el cual
es un medio minimo (M9) compuesto Unicamente de sales y adicionado con glucosa
(Sambrook 2001).

La formacién de biopelicula es considerada como un factor de virulencia dentro
del repertorio de las cepas UPEC, ya que favorece el establecimiento de las bacterias
en el epitelio del tracto urinario (Oliveira, et al. 2015; Ponnusamy, et al. 2012) Se ha
descrito que uno de los factores importantes para que las cepas UPEC establezcan
infecciones recurrentes es la formacion de comunidades bacterianas intracelulares, las
cuales corresponden a asociaciones parecidas a las biopeliculas al interior de las
células que han sido colonizadas y a su vez éstas pueden migrar a las células
adyacentes para evadir la exfoliacion del epitelio (Flores-Mireles, et al. 2015; Oliveira,
et al. 2014; Schwartz, et al. 2015).
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Esta no es la unica implicacion que tienen las biopeliculas en las ITU
recurrentes, diversas publicaciones han demostrado que la formacion de biopelicula
esta relacionada directamente con la multirresistencia a antimicrobianos y la produccion
de enzimas BLEE (lto, et al. 2009; Mittal, et al. 2015; Oliveira, et al. 2014; Ponnusamy,
et al. 2015). Este aumento en la resistencia a los farmacos y la activa participacion de
las enzimas BLEE corresponde a que los antimicrobianos tienen dificultad de llegar a
los estratos mas internos de las biopeliculas, por lo tanto son inefectivos, de la misma
manera las enzimas BLEE se acoplan a la matriz que forma la biopelicula, realizando
su funcion en beneficio de un mayor numero de bacterias (Aslam, 2002; Tenke, et al.
2006).

Respecto a los plasmidos, en nuestro estudio se encontré que el 84% de las
cepas portan al menos un plasmido grande, mayor de 50 kb, al respecto no existen
estudios publicados que hablen acerca de la presencia de material plasmidico en cepas
causantes de infecciones recurrentes, pero existen trabajos que hablan sobre el perfil
plasmidico de cepas UPEC que causan infecciones agudas, se menciona que del 79 a
88% de las cepas portan plasmidos pero en su mayoria son plasmidos pequefios (Ali,
et al. 2014; Farshad, et al. 2012). Recientemente se reportd que un plasmido grande de
UPEC (114 kb) llamado UTI89 esta involucrado en la invasion de la bacteria a las
células de vejiga (modelo de cistitis en ratdén), sobre todo en las primeras etapas de la
infeccion (Cusumano, et al. 2010). Practicamente no hay estudios que muestren la
frecuencia en la que aislados de UPEC porten plasmidos grandes, sin embargo parece

ser que es mas frecuente de lo esperado.

La virulencia en enterobacterias se ha asociado con la adquisicion de plasmidos
grandes que confieren atributos patégenos. Estos plasmidos virulentos estan
generalmente en pocos numeros de copias, en tamafo son aproximadamente de 60 a
200 kb, y son usualmente similares a los plasmidos F o al plasmido R100 (Venkatesan,
et al. 2004). Plasmidos virulentos de este tipo se han reportado en E. coli
enteropatégena (EPEC), E. coli enterotoxigénica, y E. coli enteroagregativa, y son
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plasmidos grandes tipo F que tipicamente codifican para diferentes adhesinas
fimbriales que facilitan la colonizacion del epitelio intestinal. A pesar de que se ha
descrito que un gran numero de genes de resistencia a antimicrobianos son portados
por plasmidos y ademas que son reservorio de factores de virulencia aun no se ha
demostrado que tengan una participacion directa sobre el establecimiento de las

infecciones recurrentes (Erjnaes, 2011; Johnson, 2003).

La tipificacidon mediante RAPD-PCR nos permiti¢ identificar grupos bacterianos
relacionados clonalmente a partir de los 33 aislados de ITU recurrentes. El analisis
filogenético basado en RAPD, utilizando dos iniciadores arrojé resultados interesantes;
Encontramos claramente dos diferentes grupos clénales, el grupo | que esta compuesto
por 13 cepas que se relacionan genéticamente y el grupo Il que tiene 11 cepas, en total
tenemos 24 cepas (73%) que pertenecen a dos diferentes linajes. Esto significa que
los aislados que forman un grupo muy probablemente tienen un origen ancestral en
comun, y que entre los aislados de diferentes grupos existen diferencias genéticas

significativas.

Este resultado es importante porque nos indica que ciertos linajes en particular
de E. coli se han adaptado muy bien al ambiente del tracto urinario, especialmente a la
vejiga, y que posiblemente estos dos grupos clonales estan capacitados para
permanecer en el tracto urinario a pesar de los tratamientos. Sin embargo todavia hace
falta realizar mas estudios como PFGE para corroborar esta observacion. Es frecuente
encontrar grupos clénales entre los aislados provenientes de pacientes que estan
hospitalizados, porque se trata de cepas que estan circulando dentro del hospital, sin
embargo en este estudio los aislados fueron de pacientes ambulatorios que llegaron al
hospital a consulta externa, y tienen en comun que viven en la Ciudad de México y que
tienen infecciones recurrentes del tracto urinario. El hecho de encontrar dos grupos
clénales que comprenden el 73% de los aislados indica que las cepas de E. coli
causantes de infecciones recurrentes estdn relacionadas genéticamente y
posiblemente tienen caracteristicas en comun que las capacita a permanecer en el

tracto urinario. Al respecto hay pocos estudios que analicen la relacion filogenética de
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aislados de infecciones recurrentes, en general en los diversos estudios no se ha
reportado alguna relacion clonal entre los aislados. La diferencia de dichos estudios
con respecto al nuestro puede deberse a la seleccion de los pacientes con

recurrencias, o a la region geografica.

El grupo clonal Il parece ser el mas virulento debido a que la mayoria de sus
cepas tienen determinantes de virulencia como plasmidos donde el 82% los posee, el
73% de los aislados son capaces de formar biopelicula, y 91% de los aislados son

multiresistentes a los antimicrobianos.

Entre nuestros aislados posiblemente hay otros dos grupos clonales Ill y IV con
cuatro cepas en cada grupo, sin embargo, sabemos que son pocas las cepas como
para considerarlos grupos clonales. Al respecto en un futuro pensamos completar este
estudio con mas aislados de infecciones recurrentes para analizar la formacion de los

grupos clonales y saber si los grupos se mantienen o si surgen otros grupos clonales.

De acuerdo con la hipétesis de trabajo esperamos que nuestros aislados de
infecciones recurrentes formen pocos grupos clénales con cepas especializadas o
adaptadas al tracto urinario. Pensamos que seria muy util tipificar nuestros aislados
mediante MLST para identificar grupos clénales en especifico involucrados con las
infecciones recurrentes. Con esto podriamos comparar nuestros resultados con los de

otras partes del mundo, a través de la tipificacion del MLST.

Es bien sabido que existen diversos grupos filogenéticos entre las E. coli, de
hecho varios de los patotipos de E. coli tienden a ser clénales, también el grupo de las
E, coli extraintestinales incluyen grupos clénales uropatégenos tales como el 025:H4
ST131 y el grupo CGA ST69, los cuales, se han diseminado en todo el mundo. Los
clones de E. coli altamente adaptados han adquirido atributos de virulencia especificos,
los cuales les confieren mayor habilidad para adaptarse a un nuevo nicho y de esta
forma poder causar un amplio espectro de enfermedades (Kaper, et al. 2004). Las

diferentes cepas de E. coli responsables de la mayoria de los casos de UTI, sepsis y
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meningitis neonatal representan un numero limitado de clones virulentos que se derivan
predominantemente del grupo filogenético de E. coli B2, y en menor grado al grupo D,
de acuerdo con lo establecido por el ensayo de electroforesis de enzimas multilocus
(Johnson, et al. 2001; Russo y Johnson 2000).

9. CONCLUSIONES

Las cepas de infecciones recurrentes han desarrollado significativamente
multirresistencia a los agentes antimicrobianos, posiblemente debido a que han estado

sobreexpuestas a dichos agentes en el hospedero.

La capacidad bacteriana de formar biopelicula y la presencia de plasmidos grandes
deben ser muy importantes en el establecimiento de las infecciones, particularmente en

las infecciones recurrentes.
Las cepas aisladas de infecciones urinarias recurrentes estan relacionadas

genéticamente y pertenecen en su mayoria a ciertos cluster o grupos clonales, los

cuales aparentemente se han adaptado al ambiente del tracto urinario.
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APENDICE

Medios de cultivo

o Gelosa Especial:
Base gelosa sangre: 20 g
Agar bacterioldgico: 15 g
Extracto de carne: 1.5 g
Agua destilada: cbp 1 L
pH=7.4

« Caldo Luria-Bertani:
Triptona: 10 g

Extracto de levadura: 5 g
Cloruro de sodio: 10 g
Agua destilada: cbp 1 L
pH=7.0

e Agar Mueller-Hinton:

Infusion deshidratada de carne deres: 2 g

Peptona de caseina acida: 17.5 g
Almidén: 1.5 g

Agar: 17 g

Agua destilada: cbp 1 L

pH=7.3

e Medio sintético M9:

Sulfato dibasico de sodio: 6 g
Sulfato monobasico de potasio: 3 g
Cloruro de sodio: 0.5g

Cloruro de amonio: 1g

Agua destilada: cbp 1L

e Medio para congelar bacterias:
70% caldo Luria-Bertani
30% glicerol

e Agar MacConkey:
Peptona de caseina: 1.5 g
Peptona de gelatina: 7 g
Peptona de carne: 1.5g
Lactosa: 10 g

Sales biliares: 1.5 g
Cloruro de sodio: 5 g
Agar:13.5g

Rojo neutro:0.03 g
Cristal violeta: 0.001 g
Agua destilada: cbp 1 L
pH=7.0

La preparacién de este medio
incluye la adicion de 10 mL de
solucion de glucosa al 20% y
100 mM de sulfato de magnesio
esterilizada mediante filtracion.

Electroforesis en gel de poliacrilamida con Dodecil Sulfato de Sodio (SDS-PAGE)

e Solucién de poliacrilamida:
Acrilamida: 29.2 g
Bisacrilamida: 0.8 g

Agua destilada: cbp 100 mL
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o Gel separador (10%)
Solucién de poliacrilamida: 2.5 mL
Solucion amortiguadora TRIS-HCI 3.0M
pH 8.8: 0.935 mL
SDS 10%: 0.075 mL
Persulfato de amonio 1.5%: 0.375 mL
Agua destilada: 3.61 mL
TEMED: 0.004 mL.



e Gel concentrador:

Solucién de poliacrilamida: 0.65 mL
Solucion amortiguadora TRIS-HCI
0.5M pH 6.8: 1.25 mL

SDS 10%: 0.05 mL

Persulfato de amonio 1.5%: 0.25 mL
Agua destilada: 2.82 mL

TEMED: 0.004 mL

e Solucion Laemmli:
SDS: 2%
b-mercaptoetanol: 5%
TRIS-HCI: 0.063M
pH: 6.8

Electroforesis en gel de agarosa

o TAE:

TRIS-Base: 4.84 g

Acido acético: 1.142 mL
EDTA 0.5M pH 8.0: 2 mL
Agua destilada: cbp 1 L

e Solucion alcalina de lisis I:
Glucosa: 50 mM

TRIS-CI pH 8.0: 25 mM
EDTA pH 8.0: 10 mM

e Solucioén alcalina de lisis Il:
NaOH: 0.2 N (a partir de una
solucion patron 10N)

SDS: 1% (p/v)

e Solucion alcalina de lisis lll:
Acetato de potasio 5M: 60 mL

Acido acético glacial: 11.5 mL

Agua destilada: 28.5 mL

e Solucion amortiguadora de
corrida 1X:

TRIS: 3.03 g

Glicina: 144 g

SDS:1g

Agua destilada: cbp 1L

e Gel de agarosa 0.8%:

Agarosa grado biologia molecular:
08¢

TAE: 100 mL

Soluciones de lisis para la extraccion de ADN plasmidico

Debe prepararse a partir de soluciones
patrén y esterilizarse enautoclave
durante 15 minutos. Refrigerar a 4°C.

La preparacion de esta solucion
debe ser inmediatamente antes de
utilizarse.

Mantener en refrigeracién y colocarla
en un bafo de hielo para mantenerla
fria justo antes de utilizarse

e Soluciéon amortiguadora TRIS-EDTA (TE) pH 8.0

TRIS-CI pH 8.0: 100 mM
EDTA pH 8.0: 10 mM

Mantener a temperatura ambiente
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