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cientificamente, pero no tendria ningin
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1. RESUMEN

En los ultimos afios en nuestro pais el tratamiento de las infecciones de las vias urinarias por
cepas de Escherichia coli uropatégenas se ha complicado debido a la seleccién de cepas
resistentes a los antibidticos, por lo que el propdsito de este trabajo fue caracterizar
molecularmente los diferentes genes que codifican para resistencia a los antibiéticos en un
grupo de cepas de Escherchia coli uropatdgenas. Para el desarrollo de este estudio se
analizaron 194 cepas de E. coli aisladas de pacientes con infecciones de las vias urinarias
(UTls) de pacientes atendidos en un hospital y una clinica del IMSS en Tlalnepantla, Edo. de
México. La identificacion de las cepas de E. coli se realizé por pruebas bioquimicas y por
PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) mediante el gen rRNA. Los genes que codifican
para la resistencia a antibioticos y betalactamasas se realizé por PCR sencillo y por PCR
multiplex. El 30.9% (n=60) de las cepas de E. coli fue portadora del gen sul1 que codifica
resistencia a sulfonamida, 33.5% (n=65) de tetA (tetraciclina), 17% (n=33) de tetB, 12.3%
(n=24) de dfrA1(trimetoprim), 11.8% (n=23) de cat1 (cloranfenicol), 4.1% (n=8) de cmlA
(cloranfenicol), 2% (n=4) de aadA1 (estreptomicina) y 0% de aac(3)-1V (gentamicina) y qnr
(quinolonas), en cada caso. Los resultados demostraron que las cepas de E. coli aisladas de
las UTls de los pacientes fueron portadoras de multiples genes que confieren resistencia a
los antibidticos, por lo que se deben de mejorar los tratamientos médicos para evitar la

cronicidad de los episodios y evitar el desarrollo de cistitis y/o pielonefritis.



2. INTRODUCCION

2.1 Caracteristicas de la familia Enterobacteriace

La familia Enterobacteriaceae constituye un grupo grande y heterogéneo de bacterias Gram
negativas. El nombre de la familia se debe a la localizacion habitual como saprofitos en el
tubo digestivo, aunque se trata de gérmenes ubicuos, encontrandose de forma universal en
el suelo, agua, vegetacion y formando parte de la flora intestinal normal del hombre y de

muchos otros animales (Puerta, 2010).

Estos microorganismos cosmopolitas, con forma de bastén, tienen un tamano de 1 a 3 ym de
largo y 0.5 um de diametro (Kollef, 2005). Como es comun en las bacterias Gram negativas,
su envoltura celular es caracteristica por poseer una estructura multilaminar: la membrana
interna o citoplasma consiste de una doble capa de fosfolipidos que regulan las cascadas de
nutrientes por medio de canales especificos; La siguiente capa, consiste en un
peptidoglucano delgado junto con un pequefio espacio periplasmatico que se distingue del
resto de la capa por presentar una elevada cantidad de proteinas. La membrana externa
consiste en otra doble capa de fosfolipidos que incluyen lipopolisacaridos (LPS) (en la parte
mas externa, son un importante factor de virulencia), lipoproteinas (que estan fijadas al
peptidoglucano), proteinas porinas multiméricas que facilitan el paso de diversas sustancias,

incluidos los antibiéticos betalactamicos (Mandell, 2006) (cuadro1).

Principales caracteristicas microbiol6gicas de la familia
Enterobacteriaceae

e Son aerobios no formadores de esporas que pueden crecer en anaerobiosis
(anaerobios facultativos).

¢ Reducen los nitratos a nitritos (con algunas excepciones).

¢ No licuan el alginato

e Fermentan la glucosa a 4cido con produccion de gas.

¢ Son oxidasa-negativos, a excepcion de Plesiomonas

e Producen catalasa

e No crecen en presencia de NaCl

e La mayoria son moviles (con flagelos peritricos)

Cuadro 1. Caracteristicas de la familia Enterobacteriaceae.



Estas bacterias presentan organelos complejos, como los flagelos, que se proyectan hacia el
exterior y que son utilizados principalmente para la locomocion. Los flagelos se originan
desde una estructura basal localizada en la membrana interna (Puerta, 2010). Otras
estructuras que se consideran factores de colonizacion e invasién, son las fimbrias y/o
adhesinas, asi como también los pilis sexuales; estructuras presentes en las bacterias que
contienen plasmidos conjugativos y que son utilizados para mediar la transferencia de

material genético (Garcia, 1997). (Fotografia 1).
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Fotografia 1. Vista microscépica de las Enterobacterias utilizando la tincion de Gram.

Dentro de la Familia Enterobacteriaceae se reconocen mas de 30 géneros diferentes.
Actualmente, varios de ellos estan siendo sometidos a revision mediante técnicas de

Biologia molecular, estudiando la homologia de su ADN.

2.2 Enterobacterias patégenas oportunistas

Dentro del grupo de las Enterobacterias se incluyen aquellas especies que forman parte de
la flora normal del hombre y de otros animales, pero también suelen producir alteraciones en
las defensas locales del hospedero. Los Géneros oportunistas que con mayor frecuencia se
aislan de muestras clinicas son Escherichia, Klebsiella, Serratia, Enterobacter, Citrobacter,
Proteus, Morganella y Providencia. Estas bacterias pueden ocasionar afecciones extra
intestinales como infecciones urinarias, meningitis, abscesos, neumonia, otitis, sinusitis, y
meningitis (Merino, 2008).



2.3 Enterobacterias patdogenas obligadas
Este grupo no forman parte de la flora normal de hombres y animales, su presencia en las
muestras se relaciona con una infeccion aguda. En esta categoria se incluyen los géneros
Shigella, Salmonella, Yersinia y Escherichia. Se transmiten de hombre a hombre por la via
ano-mano-boca o se adquieren a partir de aguas y alimentos contaminados. Pueden originar
infecciones intestinales a excepcién de Salmonella, que puede producir sepsis y neumonias-
estas bacterias son la primera causa de muerte de etiologia infecciosa en nifios de paises

subdesarrollados (Almirante, 1980).

2.4 Género Escherichia
Dentro de este género, Escherichia coli es la especie con mayor importancia. E. coli tiene la
capacidad de suprimir el crecimiento de microorganismos proteoliticos en el contenido
intestinal del humano, debido a la liberacién de bacteriocinas (sustancias con accion
bactericida). Estas bacterias pueden ser moéviles (la mayoria) o inmdviles, la mayor parte de

ellas fermentan la lactosa y son capaces de producir indol a partir de triptéfano (Rupp, 2003).

Escherichia coli tienen la capacidad de colonizar y aferrarse a numerosos nichos, tanto en
vida libre como dentro de algunos animales, incluyendo al hombre (Foxman, 2003). Esta
bacteria coloniza el intestino de los humanos pocas horas después del nacimiento y se
considera un microorganismo de flora normal, con una relacién simbidtica beneficiosa que
proporciona nutrientes (aspectos basicos para la regulacion del sistema inmune ante
patdgenos extranos). Pero existen cepas que pueden ser patdgenas y causar enfermedades

graves en el tracto intestinal y en otros lugares dentro del hospedero (Johnson, 2002).

Las cepas de Escherichia coli causantes de diarrea se han agrupado en seis tipos
patégenos, cada uno definido por sus propiedades de virulencia: E. coli enteropatdgena
(EPEC), enterotoxigénica (ETEC), enterohemorragica (EHEC), enteroinvasiva (EIEC), con
adherencia difusa (DAEC) y enteroagregativa (EAEC). Cada uno de los grupos patdgenos
de E. colipresenta caracteristicas distintivas relacionadas con su epidemiologia,

patogénesis, manifestaciones clinicas y tratamiento (Matthew, 2013).

2.5 Escherichia coli Patégenas

Escherichia coli enterotoxigenicas (ETEC): Es una de las causas mas frecuentes de

deshidratacién por diarrea en ninos menores a dos afnos y en personas que visitan regiones
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tropicales y/o subtropicales caracterizadas por condiciones de higiene deficientes; los
sintomas son leves, con diarrea acuosa aunque pueden agravarse con fiebre, escalofrios y
vomitos (Rothbaum, 1994). La causa se debe gracias a las enterotoxinas de la cepa que
estimula la secrecion masiva de liquido en las células mucosas. Una vez que se adhiere al
enterocito produce una toxina termolabil (TL) y una termoestable (TS) que activan la
adenilato y guanilato ciclasa, respectivamente. Este mecanismo aumenta la secrecion de
cloruro y bicarbonato, al mismo tiempo que disminuyen la absorcion de agua y electrolitos; el

resultado: una diarrea acuosa de tipo coleriforme (Dytoc, 2002).

El diagnéstico de la infeccidon por ETEC no suele confirmarse, pues se basa en la deteccion
de los genes que codifican a la enterotoxina TL y TS mediante reaccién en cadena de la

polimerasa (PCR). Figura 1.

Figura 1. Mecanismo de accién de ETEC Escherichia coli enterohemorragica (EHEC)

Este tipo de bacterias producen una toxina denominada Shiga-like (o también conocida como
verotoxina) que consisten en citotoxinas que orientan la muerte de la célula huésped. Estas
bacterias productoras de Shiga pueden causar enfermedades de diferente grado: diarrea
acuosa, diarrea sanguinolenta, colitis hemorragica, sindrome hemolitico urémico (SHU) y
muerte (Puerta, 2010). Esto se origina cuando la bacteria se adhiere a la célula intestinal y

secreta la verotoxina la cual produce dafio en los capilares, provocando una diarrea
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sanguinolenta. Esta bacteria también produce una hemolisina que destruye los glébulos
rojos; Aproximadamente 6% de los nifios infectados puede complicarse con Sindrome
Urémico Hemolitico (SUH) y Purpura Trombocitopénica Trombdética (PTT). El serotipo que

con mayor frecuencia se asocia a este mecanismo es E. coli O157:H7 (Merino, 2008).

Las pruebas de identificacion consisten en detectar los genes que codifican las toxinas
Shiga. Existen inmunoensayos enzimaticos para detectar toxina Shiga sobre muestras de
heces. Es importante sefialar que no se deben emplear los antibidticos porque se ha
demostrado que aumentan la produccion de la toxina Shiga y, en algunos estudios se ha

visto que aumenta la incidencia de SHU (Luzzaro, 2002).

2.6 Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC).
Son capaces de invadir las células y clinicamente se manifiestan como un cuadro similar a la
disenteria bacteriana, con una incidencia elevada de fiebre y diarrea. Una vez adherida la
bacteria al enterocito, induce la captacion por la célula intestinal (endocitosis inducida).
Internalizado el organismo, se produce la lisis de las vacuolas y las bacterias liberadas se
reproducen en el citoplasma, invaden células vecinas y producen lesion en el epitelio. Las
bacterias que llegan a la lamina propia son fagocitadas y esto trae como resultado la llegada
de mas cantidad de macréfagos al lugar. Todo este proceso da por consiguiente una materia
fecal con sangre, moco y pus (Pollack, 1992). En la figura 2 se aprecia el mecanismo de

patogenicidad.
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Figura 2. Mecanismo de patogenicidad de E. coli enteroinvasiva.

ECEI se detecta en el cultivo como colonias lactosa-negativas, y se confirman por sondas de
ADN o por PCR para genes asociados a la virulencia. Estos pacientes se benefician del
tratamiento con antibiéticos, aunque es muy importante antes de iniciarlo haber descartado

la infeccion por E. coli enterohemorragica (Puerta, 2010).

2.7 Infecciones del sistema nervioso central

En su primer mes de vida, los neonatos, estan predispuestos a la meningitis bacteriana, E.
coli y los estreptococos del grupo B son responsables de la mayoria de los casos. Las cepas
aisladas de pacientes con meningitis neonatal tienen mas probabilidades que las cepas
fecales de producir la capsula K1 que dota a la bacteria de mayor resistencia frente al suero
y frente a la fagocitosis. El embarazo se asocia con una tasa aumentada de colonizacién por
cepas K1 (Aguado, 1998).

2.8 Infecciones extraintestinales por Escherichia coli

Infecciones del tracto urinario: Dentro de las cepas de Escherichia coli que infectan a los
seres humanos, se han descrito dos grupos principales: Las que causan infecciones
intestinales (cepas diarreogénicas: EPEC, ETEC, EHEC, EIEC, DAEC y EAEC) y las que
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producen infecciones extraintestinales. Este ultimo grupo incluye a los agentes causantes de

meningitis, sepsis y las infecciones del tracto urinario (UTIs), (Arshad, 2015).

Los diferentes patotipos de E. coli se caracterizan por compartir los antigenos somaticos
“O”, que definen los serogrupos, antigeno “H” o flagelar, cuya combinacion define los
serotipos. Se han reconocido mas de 1000 serotipos de E. coli basados en antigenos O y H.
La serotipificacion es importante porque contribuye a distinguir el nimero pequeio de
serogrupos que causan enfermedad. Los serogrupos de E. coli comunmente asociados con
IsTU son: O1, 02, 04, 06, O7, 08, 016, 018, 022, 025y O75, los cuales son responsables

de mas del 75% de estas infecciones (Ulett, 2013).

Las IsTU son una de las enfermedades mas frecuentes alrededor del mundo (Momtaz,
2013). En algunos casos, la transmision de este tipo de cepas puede ocurrir dentro de una
comunidad a través de alimentos contaminados (Manges, 2001). Ademas, las cepas aisladas
de pacientes sexualmente activos a menudo coinciden con aislamientos fecales de sus
parejas, lo que indica que las infecciones urinarias se puede transmitir sexualmente

(Johnson y Delavari, 1982).

En el afio 2007 la secretaria de salud reporté un total de 3, 076,468 casos de infecciones del
tracto urinario, de los cuales 74.5 % fueron mujeres y 23% se presentaron en hombres.
(Hotoon y Gupta, 2011).

Estas infecciones afectan principalmente a las mujeres, debido a que su distancia desde el
colon a la abertura uretral es mucho mas corta que en los hombres, por ende, en los
hombres, las IsTU tienen una incidencia mucho menor (Grigoryan, 2014). La incidencia de
estas enfermedades varia fundamentalmente con la edad y sexo del paciente. Las mujeres
menores de 10 afios y las de 18 a 40 anos (con vida sexual activa) son las que
frecuentemente adquieren estas infecciones. Aproximadamente, la mitad de todas las
mujeres han tenido una ITU antes de alcanzar sus 30 afios de edad. Casi el 26% de las
mujeres con ITU aguda tendran al menos una recurrencia dentro de los primeros seis meses

de la ITU inicial y entre 5 y 10% tendran multiples recurrencias (Lopez, 2014).

A pesar de esto, las IsTU se mantienen como una de las primeras causas de morbilidad, en

donde E. coli es el principal agente ocasionando mas del 90% de este tipo de infecciones,
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seguida por otros géneros bacterianos, como Klebsiella, Proteus y Staphylococcus. Es muy
probable que el niumero de casos de ITU en nuestro pais sea mucho mayor que lo reportado,

por lo que se considera un problema frecuente de salud publica (Almirante, 2002).

Algunos signos y sintomas que presentan los pacientes con IsTU son: Orina turbia o con
sangre que puede tener un olor fuerte o desagradable, fiebre baja en algunas personas,
dolor o ardor al orinar, presién o calambres en la parte inferior del abdomen o en la espalda,
fuerte necesidad de orinar con frecuencia, incluso poco después de haber vaciado la vejiga;
Si la infeccion se propaga a los rifiones, los sintomas pueden incluir: Escalofrios y temblores
o sudoracion nocturna, fatiga y sensacién de indisposicion general, fiebre por encima de 101°
F (38° C), Dolor en la espalda o la ingle, Piel ruborizada, enrojecida o caliente, cambios
mentales o confusion (en las personas ancianas, estos sintomas a menudo son los unicos
signos de una infeccion de las vias urinarias), nauseas y vomitos ademas de dolor abdominal
fuerte (Jepson, 2012).

2.9 Pruebas y exdmenes

Analisis de orina: Este examen se hace para buscar glébulos blancos, globulos rojos,
bacterias y buscar ciertas sustancias quimicas como nitritos en la orina. La mayoria de las

veces, el examen puede diagnosticar una infeccion.

Urocultivo en muestra limpia: Este examen se puede hacer para identificar las bacterias y
determinar el mejor antibiético para el tratamiento. También se pueden hacer examenes de
sangre como un conteo sanguineo completo y un hemocultivo. La Tomografia computarizada
del abdomen, Pielografia intravenosa (PI1V), Gammagrafia del riién, Ecografia del rindn y
Cistouretrograma miccional también son examenes que se pueden necesitar para ayudar a

descartar otros problemas en el aparato urinario (Truls, 2011).

2.10 Vias de infeccidon por Escherichia coli

La via de infeccidbn mas frecuente por E. coli es la ascendente, donde la colonizacion del
area vaginal y periuretral puede ser la primera etapa para la colonizacion por E. coliy otros
organismos uropatégenos (Krieger, 2002). La existencia de sondas, traumatismos o estasis

urinario produce una migracion de las bacterias por la uretra hacia la vejiga, seguida de una
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multiplicacién y colonizacién de esta, donde posteriormente, si se complica la infeccion, el
patdgeno ascendera a través de los uréteres hasta los rinones. Esto es particularmente
frecuente en el caso de existir un reflujo vesicoureteral (Calderon, 2013). El hecho de que la
uretra en la mujer sea mas corta que en varones y exista menor distancia entre meato uretral
y ano, explica que las infecciones urinarias sean mas frecuentes en el sexo femenino,

apoyando la importancia de esta via.

La via Hematégena generalmente se da como consecuencia de una sepsis, siendo poco
comun en las infecciones urinarias en ancianos y la via por continuidad es a través de las

manos del personal y de equipos instrumentales contaminados (Judith, 2002).

La bacteria puede diseminarse en el tracto urinario y establecerse, formando una bacteriuria,
que se considera significativa cuando la concentracion de unidades formadoras de colonias
de bacterias por mililitro de orina supera los 100,000 (Ulett, 2013). La presencia de bacterias
no necesariamente conduce a enfermedad; altas concentraciones de bacterias pueden ser
detectadas en el tracto urinario de individuos durante examenes rutinarios de orina y muchos
de estos individuos no tienen sintomas. Esta condicion es llamada bacteriuria asintomatica y
ocurre en 6% de los individuos sanos y en 20% de los individuos ancianos. Los pacientes
con bacteriuria asintomatica generalmente no necesitan tratamiento. Por otro lado, los casos
de bacteriuria sintomatica son clasificados ya sea como cistitis cuando la infeccién es
limitada a la vejiga o pielonefritis cuando el rifidn esta infectado. Mientras la cistitis en
individuos sanos generalmente se resuelve sin dejar secuelas, la pielonefritis puede causar

serias complicaciones y puede ser fatal (Hotoon y Gupta, 2011).

Clinicamente, las infecciones del tracto urinario se definen como “complicadas” y “no
complicadas”:. Las complicadas se refieren a las infecciones en pacientes con tractos
urinarios anormales, con obstrucciones en vias urinarias o cuando el paciente es sometido a
maniobras de instrumentacion médica, tales como catéteres urinarios. Las infecciones del
tracto urinario no complicadas se refieren a infecciones en pacientes con tractos urinarios
normales y sin instrumentacion (Neil, 2011). La cistitis y pielonefritis son las enfermedades
que mas frecuentemente se encuentran en las clinicas, sin embargo hay una amplia
variedad de otros sindromes clinicos, incluyendo bacteriuria, prostatitis y uretritis. (Hotoon y
Gupta, 2014).
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2.11 Escherichia coli uropatogénicas (UPEC)

UPEC es la bacteria con mayor frecuencia en estas infecciones (IsTU), siendo el agente
responsable de la infeccion en un 70-95% de todos los casos no complicados y de 30% en

infecciones nosocomiales (Farifias, 2010).

Es importante mencionar que la caracteristica mas importante de las bacterias uropatégenas
es la capacidad para adherirse a las células uroepiteliales del tracto urinario; para llevar a
cabo esta tarea las cepas UPEC tienen diferentes apéndices adhesivos en su superficie, los

mas estudiados son el pili P y el pili tipo-1 (Reyna, 2013).

La adherencia de las bacterias induce apoptosis y exfoliacion (desprendimiento celular), y en
algunos casos las bacterias pueden internalizarse en las células uroepiteliales (invadir) y
replicarse dentro de ellas. Esto le da una ventaja de sobrevivencia, lo que evita que las
bacterias sean detectadas por los antibiéticos y eliminadas por los mecanismos de defensa
inmunes del hospedero (Salvatore, 2011). Las células uroepiteliales invadidas que contienen
las bacterias pueden actuar como un reservorio para infecciones recurrentes. Los sistemas
eficientes de adquisicion de fierro, la habilidad de crecer en la orina y otros factores de

virulencia también son cruciales para la sobrevivencia del microorganismo (Neil, 2011).

2.12 Factores determinantes de virulencia

UPEC tiene una gran variedad de factores de virulencia que le permiten evadir las defensas
del hospedero y establecer infeccion en este nicho unico (Cuadro 2). Estos factores de
virulencia estan usualmente codificados en el cromosoma de UPEC y frecuentemente son
parte de regiones cromosomales largas e inestables conocidas como ‘islas de
patogenicidad”. En general, el genoma de las cepas UPEC es rico en genes que codifican

para adhesinas fimbriales y multiples sistemas de adquisicién de hierro (Molina et al., 2011).

Los principales factores de virulencia asociados con UPEC incluyen:

e Las fimbrias o pilis (ejemplos pili tipo-1, P, Sy F1C).

e Los sistemas de adquisicion de hierro (sideréforos, aerobactina y enterobactina)
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e La produccion de toxinas (a-hemolisina, factor necrotizante citotoxico tipo 1 [CNF-1] y

una proteina autotransportadora conocida como Sat).

e Mecanismos de evasion de las defensas del hospedero (capsulas, antigenos
especificos o proteinas de membrana). Estos factores de virulencia tienen su efecto
cuando la bacteria se adhiere a las células del hospedero, participan en la

inflamacién y dafo tisular ademas inducen la produccion de citocinas

e Algunas especies producen exoenzimas como ureasa, gelatinasa, lipasa,
desoxirribonucleasa, las cuales permiten la sobrevivencia de la bacteria dentro del

organo afectado.

Propiedad Factor Funcién
. P!I! t!po P Adherencia e
Adhesinas Pili tipo | . .
. invasividad
Pili S
' HiyA Hemolisina
Toxinas CNF-1 Citotoxina
Sat

\Vacuolizacion

Aerobactina Captacion de

Sideroforos IroN .
hierro
IreA
Proteasas Pic Serina
Tsh proteasa

Cuadro 2. Factores de virulencia que portan las cepas UPEC.

2.13 Adherencia e invasividad de cepas UPEC.

El primer paso de la interaccién entre las cepas UPEC y las células hospederas es la

adherencia, la cual se lleva a cabo por diversos apéndices (como fimbrias o pilis) que portan
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moléculas llamadas adhesinas, encargadas de reconocer a sus receptores sobre la

superficie de las células uroepiteliales (Ulett, 2013). Fotografia 2.

Fotografia 2. Microscopia 6ptica de luz (100X), de un ensayo de

adherencia bacteriana de 3 horas de incubacion y tefido con
Giemsa. Se aprecian los agregados bacterianos (flechas). N =
nucleo; C = citoplasma. Imagen: Dr. José Molina, Fac, de Medicina,

UNAM.

La cepa UPEC expresa ciertas proteinas después de la adherencia, esto les permiten
internalizarse y multiplicarse dentro de las células uroepiteliales (invasion) y formar
biopeliculas (biocapas), por lo cual les brinda una gran ventaja para sobrevivir, les permite
evadir la deteccién y eliminacion por parte de los mecanismos de defensa inmunolégicos.
Las células uroepiteliales invadidas, en consecuencia, tienen bacterias que pueden actuar
como un reservorio y causar infecciones recurrentes. La internalizacion de las bacterias a las
células les permite ademas evitar el flujo de la orina a través de la vejiga y puede darles

acceso a un ambiente mas rico en nutrientes (Truls, 2011).
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En la fotografia 3 se muestra una microscopia 6ptica de un ensayo de invasividad de
proteccion con gentamicina de cepas UPEC en células uroepiteliales (de vejiga) y se

observan las bacterias dentro del citoplasma de las células.

Cltoplasma

Nichkeo

Fotografia 3. Microscopia 6ptica de luz de la linea celular T-24
(vejiga humana), después del ensayo de invasividad de proteccion
con gentamicina. Se observan las bacterias internalizadas en el

citoplasma. Imagen: Dr. José Molina, Fac. de Medicina, UNAM.

2.14 Tratamiento
Debido a que la administracidon de antibiéticos en pacientes que padecen infeccion del tracto
urinario es empirica, es imprescindible considerar la elevada resistencia de las cepas de E.
coli uropatdgenas a los antibiéticos. Aunque los antibiéticos son casi siempre efectivos para
eliminar la infeccién de la vejiga, el tratamiento con antibiéticos no necesariamente previene
infecciones recurrentes en la misma persona a menos de que se eliminen las bacterias

contaminantes del colon y del tracto vaginal (Consejo de salubridad general, 2009).

Para administrar eficazmente un antibiético, es recomendable realizar una prueba de
sensibilidad o antibiograma, que ayude al médico a elegir el antimicrobiano mas efectivo

contra el tipo de microorganismo que esta causando la infeccion. La capacidad de E. coli
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para adquirir genes de resistencia hace impredecible su sensibilidad a diferentes antibioticos,

por ende, es recomendable realizar previas pruebas (Calderon, 2013).

Los mecanismos de accidén de los antibidticos son diversos y a veces multiples, pero todos
operan en alguno de los siguientes puntos: Impidiendo la sintesis de acidos nucleicos, de
proteinas o de la pared celular o bien alterando la membrana celular de la bacteria sobre la

que actuan (Garcia, 1997).

2.15 Tipos de resistencia bacteriana a los antibioticos.
La resistencia intrinseca (o natural) es una propiedad especifica de las bacterias y su
aparicion es anterior al uso de los antibiéticos, como lo demuestra el aislamiento de bacterias
resistentes a los antimicrobianos, de una edad estimada de 2000 afnos encontradas en las

profundidades de los glaciares de las regiones articas de Canada (Hart, 1988).

En el caso de la resistencia natural todas las bacterias de la misma especie son resistentes a
algunas familias de antibidticos y eso les permite tener ventajas competitivas con respecto a

otras cepas ya pueden sobrevivir en caso de que se empleé ese antibidtico (Couvalin, 1994).

Otro tipo de resistencia es la resistencia adquirida; en una bacteria se produce a través de
mutaciones (cambios en la secuencia de bases de cromosoma) y/o por la trasmision de
material genético extra cromosdmico procedente de otras bacterias (Hart, 1988). En el primer
caso, la resistencia se trasmite de forma vertical de generacién en generacion. En el
segundo, la trasferencia de genes se realiza horizontalmente a través de plasmidos u otro
material genético movible como integrones y transposones; esto ultimo no solo permite la
trasmisidbn de genes a otras generaciones, sino también a otras especies bacterianas
(Guerra, 2000). De esta forma una bacteria puede adquirir la resistencia a uno o varios

antibioticos sin necesidad de haber estado en contacto con ellos.

La transferencia horizontal de material genético bacteriano es un fenémeno importante en el
entorno sanitario, la transmision de genes de resistencia a antibidticos y factores de
virulencia son un ejemplo clasico de transferencia horizontal. La transferencia horizontal en
bacterias puede realizarse mediante tres procesos diferentes: transformacion, transduccion y

conjugacion.
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El proceso de transformacion refiere a la introduccién de DNA exdgeno (generalmente a
manera de plasmidos) en las bacterias, y este DNA, pasa a ser parte del material genético,

pudiendo ser heredado cuando ocurra la recombinacion genética bacteriana (Wolska, 2003).

Por otro lado la transduccion es la transferencia de genes de una bacteria a otra por medio
de un virus. La incorporacién de genes bacterianos al interior de la capside de un fago se
produce como consecuencia de errores cometidos durante el ciclo duplicativo del virus.
Cuando el virus que contiene estos genes infecta a una nueva bacteria, y los transfiere al
cromosoma bacteriano. La transduccion es el mecanismos mas frecuente de intercambio y

recombinacion genética en las bacterias (Wolska, 2003).

La conjugacion consiste en la union de dos bacterias de la misma o diferentes especies para
la transferencia del material genético. Las bacterias se unen por medio de un puente
citoplasmatico llamado Pili, por el cual pasan los plasmidos a la célula receptora y asi el

plasmido de conjugaciéon puede integrarse al cromosoma bacteriano (Llosa, 2005).

Es importante mencionar que el transporte de genes de resistencia se da a través de varios
mecanismos como Transduccion: transduccion generalizada, transduccidén especializada,

Conjugacion, Transformacion y Transposicion (Madel et al., 1994).

2.16 Mecanismos de resistencia bacteriana a los antibiéticos

Las bacterias como todos los seres vivos exhiben mecanismos biolégicos para adaptarse a
diversas presiones ambientales. Aunque la resistencia a los antibiéticos es un proceso
natural de la evolucidon y genética bacteriana, ciertos factores también contribuyen al
aumento de la expresion y propagacion de esta caracteristica inherente. El incremento en el
uso de antibidticos y la respectiva presion selectiva que ejercen, es el factor mas importante
que contribuye a la aparicion de multiples tipos de mecanismos de resistencia bacteriana
(Ang et al., 2004).

Durante los ultimos afios el uso indiscriminado de estos productos ha ocasionado que las

bacterias dotadas de multiples mecanismos (bioquimicos, genéticos-moleculares y celulares)

desarrollen estrategias inherentes y adquiridas, que les permiten evadir con efectividad la
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accion de estos compuestos. Se calcula que mas de 50% de las prescripciones médicas de
antibidticos en los hospitales, se ordenan sin pruebas claras de infeccidn o sin una indicacién

médica adecuada (Linares y Martinez, 2004).

2.17 Principales mecanismos de resistencia a antibiéticos por bacterias

Los mecanismos de resistencia a antibioticos por bacterias se agrupan en tres categorias
(Vignoli y Sejia, 2006):

1) Inactivacion del antibiotico por enzimas: La bacteria produce enzimas que inactivan al
antibidtico; el principal mecanismo de inactivacion es la hidrélisis, tal como sucede con las
betalactamasas y los betalactamicos. También existen enzimas no hidroliticas que realizan
acetilaciones, adenilaciones o fosforilaciones inactivantes de aminoglucosidos y aunque no
es su principal mecanismo de resistencia, también el cloranfenicol, las tetraciclinas y los

macrolidos pueden ser inactivados por enzimas.

2) Modificaciones bacterianas que impiden la llegada del antibidtico al punto diana:
Las bacterias producen mutaciones en las porinas de la pared que impiden la entrada de
ciertos antibidticos (betalactamicos) o alteran los sistemas de transporte (aminoglucésidos en
los anaerobios). En otras ocasiones pueden provocar la salida del antibiético por un
mecanismo de expulsion activa, impidiendo que se acumule en cantidad suficiente para que

actue eficazmente.

3) Alteracién por parte de la bacteria de su punto diana, impidiendo o dificultando la
accion del antibittico: Este tipo de alteraciones se aprecia en la enzima DNA girasa
(resistencia a quinalonas), en el ARNr 23S (macrdlidos), en las enzimas PBPs (proteinas
fijadoras de penicilina) necesarias para la formacion de la pared celular que le confiere
resistencia a los antibidticos betalactamicos. Por ende, un solo antibiético puede ser

inactivado por distintos mecanismos de diversas especies de bacterias (Martinez, 1997).

Alteraciones de la permeabilidad

Las alteraciones de las membranas bacterianas se ven fundamentalmente en Gram
negativos, donde la membrana externa de la envoltura celular rica en lipidos es impermeable

a las sustancias hidrofilicas. De este modo dichas sustancias quedan confinadas a la
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penetracion a través de proteinas transmembranales con funcion de porinas. La disminucién
de la expresion de dichas porinas pueden disminuir el flujo de llegada del antibidtico al

espacio periplasmico (Ayala, 1994).

De esta manera, los mecanismos de resistencia a antibiodticos por las bacterias se basan en
evitar que el antibidtico acceda a su diana y en la evolucién han aparecido diversos
mecanismos para que eso ocurra. En la figura 3 se esquematizan los 8 mecanismos de
resistencia conocidos hasta la fecha y se realiza una breve descripcion de estos mismos
(Peleg, 2010):

1. Pérdida de porinas

Las porinas son proteinas localizadas en la membrana de la bacteria encargadas de
transportar sustancias al interior de la célula. Una mecanismo de resistencia a los
carbapenemes por las bacterias consiste en la pérdida de las porinas que permitan su

entrada.

2. Beta-lactamasas

Las beta-lactamasas son proteinas con actividad enzimaticas que hidrolizan el enlace amida
del anillo betalactamico, entre los que se incluyen antibiéticos similares a la penicilina o la
ampicilinas. Las bacterias que poseen estos enzimas son resistentes a este tipo de

antibioticos.

3. Bombas de extrusién de antibiéticos
Algunas bacterias se seleccionan como resistentes a las quinolonas o el cloranfenicol
produciendo elevados niveles de bombas de extrusion, que son proteinas transmembranales

que permiten la exportacion del antibidtico fuera de la célula mediante un gasto energético.

4. Enzimas que modifican quimicamente antibidticos y los inactivan
Algunas cepas bacterianas son capaces de producir enzimas que modifican quimicamente
el antibiético evitando que éstos reconozcan su diana. Ese el caso del ciprofloxacino, un

antibidtico muy empleado en las infecciones de las vias urinarias.
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5. Mutaciones en la diana especifica del antibiético

Los antibiéticos son moléculas capaces de interaccionar con su diana molecular de forma
analoga a como lo hace una llave en una cerradura. Mutaciones en la diana (cambios en la
cerradura) hacen que el antibiético (en este caso la llave) ya no sea capaz de reconocerla.
Muchas de estas mutaciones implican la inactivacion de la diana lo que hace que la célula no
sea viable, sin embargo, otras células permiten que la diana del antibiético funcione y no sea
reconocida por el antibidtico. Por ejemplo la diana de las quinolonas son las enzimas
encargadas de mantener el correcto plegamiento del ADN; la girasay la topoisomerasa.

Mutaciones en esas enzimas seleccionan a algunas bacterias resistentes a las quinolonas.

6. Mutaciones en los ribosomas

Los ribosomas son la maquinaria de sintesis de proteinas. Son estructuras complejas
formadas por ARN vy proteinas, y son dianas de algunos antibiéticos como por ejemplo
la tetraciclina que inhiben su correcto funcionamiento, y por tanto perturban o paralizan la
sintesis proteica necesaria para la vida de la bacteria. Algunas cepas han desarrollado
mutaciones en las regiones de interaccion del antibiotico con el ribosoma, lo que los hace

invisibles a estos compuestos.

7. Mutaciones en la estructura del lipopolisacarido (LPS)

Los lipopolisacarido son un conjunto de polimeros complejos que forma parte de la
membrana externa de las bacterias. Algunos antibiéticos, como la polimixina, son capaces
de interaccionar con los LPS, desestabilizarlo e impedir su correcta sintesis. Mutaciones en

la estructura del LPS impide la unién de la polimixina inhibiendo su accién.

8. Desvios alternativos

Algunos antibiéticos son capaces de inhibir especificamente la actividad de algunas enzimas
esenciales para la célula. Por ejemplo la sulfamida inhibe la dihidropteroato sintasa, un
enzima esencial en la sintesis de acido folico que las bacterias necesitan para poderse
dividir. Sin embargo algunas enzimas pueden mutar o bien otras son capaces de ganar la

actividad enzimatica perdida por la accién del antibiético permitiéndole sobrevivir a la célula.
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Figura 3. Publicada en el ultimo nimero de New England Journal of Medicine en Mayo del 2010,

ilustra los diferentes mecanismos que poseen las bacterias para resistir a los antibiéticos.

2.18 Resistencia bacteriana a antibiéticos

Betalactamicos

La resistencia bacteriana frente a los betalactamicos representa un grave problema de salud
para el tratamiento de las infecciones. La ampicilina es un beta-lactamico de espectro
moderado, cuyo mecanismo de accion ocurre al interferir las Ultimas fases de la sintesis del
peptidoglicano, componente necesario durante la formacién de la pared bacteriana (lvobe,
1997). Uno de los principales mecanismos de resistencia hacia los beta-lactamicos es la
hidrélisis enzimatica, que es debida a la presencia de “beta-lactamasas” que se caracterizan
por hidrolizar el enlace amida del nucleo beta-lactamico, inactivando de esta manera el

antibiotico antes de que genere cualquier efecto (Headberg, 1996).
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Las bacterias desarrollan al menos tres mecanismos para seleccionarse como resistentes,
que son independientes entre si pero que pueden actuar sinérgicamente: alteracion de las
enzimas diana (PBPs), alteracion de la membrana externa y produccién de enzimas

inactivantes (betalactamasas) (Garcia, 1997).

Estas enzimas constituyen una amplia familia que segun la clasificacion de Bush 2010, se
dividen en los grupos 1, 2 y 3, que a su vez estan divididos en 16 subgrupos. El numero de
beta-lactamasas actualmente descrito es sumamente elevado, incrementandose de manera
continua (Lahey, 2011). Dentro de las mas de 890 beta-lactamasas que actualmente se han
caracterizado, las familias de genes mas comunes dentro de las enterobacterias son:
blaTEM, blaSHV, blaOXA-1 y blaCARB. Las dos primeras pertenecientes al grupo 2b, es
decir son penicilasas, inhibidas por el acido clavulanico y que en algunos casos también
tienen accidon contra cefalosporinas de tercera generacién. En el caso de blaOXA-1,
pertenece al grupo 2d donde estan las penicilinasas que se caracterizan por la hidrdlisis de
cloxacilina (oxacilina); por su parte blaCARB pertenece al grupo 2c, el cual se caracteriza por

tener penicilinsas con accién hidrolitica contra carbenicilina (Bush, 2010).

La produccién de enzimas inactivantes es sin duda el mecanismo mas importante de los
betalactdmicos, ya que la adquisicion de betalactamasas (plasmidicas o cromosdmicas), es
la causa mas frecuente de resistencia bacteriana. Las betalactamasas plasmidicas de Gram
negativos producen alto nivel de resistencia y estan muy extendidas sobre todo entre las
enterobacterias, algunas son de espectro amplio y confieren resistencia total a los

antibiéticos betalactamicos (Gomez 1992).
Quinolonas

El mecanismo de accion de las quinolonas es inhibir la actividad de las topoisomerasas tipo
Il (ADN girasa y topoisomerasa V). En bacterias Gram-negativas la ADN girasa, es el blanco
principal mientras que la topoisomerasa IV actuaria como diana secundaria. La ADN girasa
es una enzima compuesta por cuatro subunidades dos tipo A y dos tipo B codificadas por
gyrA y gyrB respectivamente, y que es la encargada de catalizar el super enrollamiento
negativo del ADN (Mufioz, 1997).
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Entre los mecanismos moleculares de resistencia a estos antibiéticos se encuentran las
alteraciones en los blancos de quinolonas, las bombas de expulsion activa y la transferencia
de genes de resistencia plasmidicas. EI mecanismo mayormente descrito es el primero,
donde mediante una mutacién puntual, hay un cambio en el codén 83 y se codifica otro
aminoacido de manera que se modifica la enzima blanco, con lo que se logra una alta

resistencia a quinolonas como el acido nalidixico (Ruiz, 2003).

La alta resistencia hacia fluoroquinolonas, tales como la ciprofloxacina, se relaciona con mas
de una mutacién a nivel de gyrA (normalmente ademas de la posicidon 83 se afecta la
posicion 87) o con mutaciones ademas en gyrA a nivel de otros genes como parC (codones
80 o 84 de manera usual). A lo largo de los afios se han informado las posiciones en donde
ocurren las mutaciones y los cambios de aminoacidos que conlleva cada mutacion

(Lautenbach, 2010), que estan resumidas en la Tabla 1.
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Codén? /Gen Aminoécido Mutaciones
silvestre descritas
gyrA?
51.22 Ala Val
67.2 Ala Ser
812 Gly Cys, Asp
82 Asp Gly
83 Ser Leu, Trp, Ala, Val
84 Ala Pro, Val
87 Asp Asn, Gly, Val,
Tyr, His
1062 Gin Arg, His
gyrB
426 Asp Asn
447 Lys Glu
parC
78 Gly Asp
80 Ser lle, Arg
84 Glu Lys, Val, Gly
parkE
445 Leu His

Tabla 1. Adaptado de: Ruiz J. 1 Las mutaciones en otros
codones, como en el codén 93 han sido descritas, pero su
papel en el desarrollo de resistencia no estd claro. 2 Solo

descritas en mutantes in vitro



Otro tipo de mecanismos de resistencia a quinolonas es el relacionado con la transferencia
de genes mediante plasmidos, como es el caso de los genes qnr que codifican a la familia de
las proteinas Qnr (QnrA, QnrB, QnrS, QnrC y QnrD) que se unen a la ADN girasa (gyrA y
gyrB) y a la topoisomerasa IV (parC y parE) disminuyendo la accion de las quinolonas
(Jacoby, 2008).

Clasicamente, el rol de las bombas de expulsion ha sido considerado como accesorio y, en
general, de baja relevancia, no obstante, obstante cada vez se da mas importancia a la
presencia de mecanismos de expulsion que impiden alcanzar concentraciones intracelulares

de antibiotico suficientes o dificultan el paso a través de la pared bacteriana (Lahey, 2011).

Se ha comprobado que, para el caso del acido nalidixico las bombas de expulsién cumplen
una funcioén importante en el nivel basal de resistencia a este antimicrobiano. Un ejemplo de
este tipo de mecanismo descrito en Escherichia coli es el gen QepA, que codifica una bomba
de expulsion para fluoroquinolonas hidrofilicas tales como norfloxacino, ciprofloxacino y
enrofloxacino (Nicolas, 2008). Este gen ha sido descrito en cepas de E. coli de México en

una frecuencia de 1,7 % (Silva, 2011).
Tetraciclinas

Las tetraciclinas son una familia de antibiéticos cuyo mecanismo de accién ocurre al unirse a
la parte 16S, de la subunidad 30S del ribosoma bacteriano, de manera que se inhibe la
sintesis de proteinas al evitar la unién del aminoacil-tRNA en la posicion A del ribosoma
(Chopra, 2001). La tetraciclina se ha utilizado durante décadas no solo en el tratamiento a
humanos sino también en el tratamiento veterinario y como factor de crecimiento en aves
(Karami, 2006). El mecanismo de resistencia mas comun hacia este antibiético es mediante
sistemas de eflujo, en los Gram negativos son codificados por los genes tetA, tetB, tetC,
tetD, tetE, tetl y tetY, todos ellos previamente informados en E. coli. Sin embargo, existen
otros mecanismos de resistencia como proteccion ribosomal y accidén enzimatica sobre las

tetraciclinas codificados por diferentes genes (Levy, 1999).

Un estudio llevado a cabo en cepas de E. coli comensales aisladas de infantes (Suecia),
muestra que tetB y tetA fueron los genes de resistencia a tetraciclinas mas prevalentes, 51y
49 % respectivamente en un total de 37 cepas (Karami, 2006). Lo cual es importante debido

a que las tetraciclinas no se utilizan en nifios, sin embargo, estos genes fueron identificados

30



en bacterias de la flora intestinal que estan sirviendo de reservorio para la seleccion de
resistencia antibidtica. En el estudio de Mosquito et al, (2010) realizado en un total de 106
cepas de E. coli peruanas, se observd que tetA se encontroé en el 26.4 % de las cepas,

mientras que tetB estuvo presente en el 17.9 % de las cepa.
Cloranfenicol

El cloranfenicol es utilizado en el tratamiento de las infecciones en humanos y animales, al
ser un antimicrobiano de amplio espectro con accion sobre bacterias Gram positivas,
bacterias Gram negativas, clamidias, micoplasmas y Rickettsias. Su mecanismo de accion
es un fuerte y especifico inhibidor de la biosintesis de las proteinas, al prevenir la elongacion
de la cadena de péptidos uniéndose de manera reversible al centro de la peptidil tranferasa
del ribosoma 70S (Schwarz, 2004).

Dentro de los mecanismos de resistencia a cloranfenicol, el mas frecuente es el de la
inactivacion enzimatica por acetilacion mediante los diferentes tipos cloranfenicol
acetiltransferasas (CAT) descritos. Estas CAT se dividen en dos tipos: tipo A y tipo B por sus
diferencias en sus secuencias de aminoacidos. Ademas la resistencia a cloranfenicol puede
estar mediada por sistemas de exportadores especificos para cloranfenicol y florfenicol (su

derivado), relacionados con genes como cm/A y floR (Mandomando, 2009).

Cuantos mas factores de virulencia expresa una cepa, mas grave es la infeccion que pueden
causar. Algunos factores de virulencia favorecen especificamente el desarrollo de
infecciones del tracto urinario, esto contribuye a que el tratamiento de las infecciones
ocasionadas por cepas UPEC se complique debido a la seleccion de cepas resistentes a los

antibiéticos (Svanborg, 1997).

Entre los principales genes que codifican resistencia para antibioticos se encuentran:
estreptomicina (aadA7), gentamicina (aac(3)-1V), sulfonamida (sulf), Beta-lactamasas
(blaSHV 'y CITM), cloranfenicol (catl y cmlA), tetraciclinas (tetA y tetB), Trimethoprim (dfrAl) y

Quinollonas (qnr).
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3. JUSTIFICACION

Debido al incremento de la resistencia bacteriana a los antimicrobianos por cepas UPEC en
nuestro pais, el proposito de este trabajo fue identificar los diferentes genotipos que
codifican para la resistencia a los antibidticos en un grupo de cepas UPEC aisladas de

pacientes con infecciones urinarias.
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4. ANTECEDENTES

o Momtaz et al., en el 2013 identificaron en 123 cepas de Escherichia coli aisladas de
pacientes con UTIs un grupo de genes de resistencia a antibiéticos, encontrando una
frecuencia de 46.3%, 22.7% y 27.6% en los genes qnr, aac(3)-iv y blaSHV
respectivamente. En el mismo trabajo se detectd que la resistencia mas elevada fue

para los genes de tetraciclina tet(A) y tet(b) con el 73.9%, en cada caso.

e Saenz en el 2004 analizaron 13 cepas de Escherichia coli (5 aisladas de humanos y
8 de animales), describiendo que los genes que codifican para resistencia a
tetraciclina (tet(a) y tet(b)) se detectaron en todas las cepas, el gen para
estreptomicina (aadA7) se encontré en 2 cepas de origen humano, mientras que el

gen de beta-lactamasa blaSHV no se identificé en ninguna de las cepas.

e Thi Thu et al., (2008) realizaron un estudio para detectar la resistencia a los
antimicrobianos en 99 cepas de Escherichia coli aisladas de alimentos. El 84% de las
cepas fue resistentes a uno o mas antibiéticos. La resistencia bacteriana se observé
con mayor frecuencia frente a la tetraciclina (77.8%), sulfafurazol (60.6%), ampicilina
(50.5%), trimetoprim (51.5%), cloranfenicol (43.4%) y estreptomicina (39.4%).

e En el 2007 Goémez y colaboradores realizaron un estudio de susceptibilidad a
antibidticos en 2,312 cepas de E. coli aisladas de urocultivos provenientes de
comunidades intra y extrahospitalarias en Bogota. Estos autores describieron que la
resistencia de las cepas de E. coli a trimetropim-sulfametoxazol, quinolonas
(ciprofloxacina), ampicilina y ampicilina-sulbactam fue del 43.4%, 31.4%, 51.9%,
32.2%, respectivamente. Los Antibidticos con bajos porcentajes de resistencias
fueron para nitrofurantoina (1.7%), cefalosporinas de primera (8.76%), segunda

(7.5%) y tercera generacion (2.1%).

e Lopez y colaboradores en el 2009 determinaron en cepas de Escherichia colila
resistencia a tetraciclina, estreptomicina y gentamicina, para lo cual tomaron y
analizaron 51 muestras de agua y 23 muestras de suelo en cuatro regiones del Valle

de Culiacan, Sinaloa, México. En las muestras de suelo analizadas hubo ausencia
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de E. coli, mientras que en las muestras de agua analizadas, el 98 % estaban
contaminadas con minimos de 4 UFC/100 mL. De las 46 cepas de E. coli analizadas,
9 fueron resistentes a tetraciclina, 38 fueron resistentes a estreptomicina y solo una
cepa fue resistente a gentamicina, mientras que 23 cepas presentaron resistencia

intermedia.

Betran y colaboradores en el 2013 estudiaron cepas de E. coli uropatogenas aisladas
de urocultivos de pacientes procedentes de Atencion Primaria del Sector de
Barbastro desde el 1 de enero de 2011 al 31 de diciembre de 2013, donde se
determiné la resistencia in vitro a diferentes antibiéticos. Estos autores describieron
que E. coli fue identificada en el 61.08% del total de los urocultivos positivos
enviados desde Atencion Primaria. En cuanto a la resistencia a los antibiéticos por E.
coli como fosfomicina y nitrofurantoina, la resistencia fue menor al 4%, mientras que
en cefalosporinas de segunda y tercera generacion la resistencia fue del 10%. La
resistencia frente a amoxicilina-clavulanico fue del 21.5%, mientras que el 30% de las

cepas fue resistente a trimetoprim-sulfametoxazol, ciprofloxacino y ampicilina.

Karami y colaboradores en el 2006 detectaron los genes de resistencia a tetraciclina
en cepas de E. coli intestinales obtenidas de 128 bebes suecos con cultivos fecales.
El 12% de las cepas fue resistente a tetraciclina, el 50% fue portadora del gen tet(A)
y 42% de tet(B).
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5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL
Caracterizar molecularmente los diferentes grupos de genes que codifican para resistencia

a los antibioticos en un grupo de cepas de Escherchia coli uropatégenas.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Identificar las cepas de E. coli de los urocultivos por PCR convencional.

2. Detectar por PCR sencillo y mutiplex los genes que codifican para la resistencia a
estreptomicina (aadA17), gentamicina (aac(3)-1V), sulfonamida (sul1), Beta-lactamasas
(blaSHV y CITM), cloranfenicol (catl y cmlA), tetraciclinas (tetA y tetB), Trimetoprim
(dfrAl) y Quinollonas (gnr) en las cepas UPEC.

3. Establecer los diferentes patrones de asociacion de los genes que codifican para

resistencia a los antibioticos en las cepas de Escherchia coli uropatégenas.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Origen de las cepas
Para el desarrollo de este estudio se estudiaron 194 cepas de E. coli previamente aisladas
de urocultivos a pacientes que acudieron al Hospital No. 72 del IMSS y a la Clinica
Tequesquinahuac, ubicadas en el municipio de Tlalnepantla, Edo. de México, por presentar

signos y sintomas de infecciones del tracto urinario (UTIs).

Las cepas fueron resembradas por medio de asas estériles en medios de cultivo de agar
EMB (Eosina-azul de metileno) y se incubaron a 37°C durante 24 h. Las cepas de E. coli
fueron dentificadas por las pruebas de indol, utilizando medio de cultivo SIM y rojo de

metileno en medio MR-VP.

6.2 Extraccion de DNA bacteriano
El DNA fue extraido mediante el método de ebullicion. Para lo cual con la ayuda de un asa
estéril se tomaron varias colonias de las cepas de E. coli crecidas en agar nutritivo a 37°C
durante 24 h y se depositaron en tubos de rosca de 16 x 150 que contenian 2 ml de agua
desionizada estéril. Las muestras se agitaron en un vortex por 20 segundos y posteriormente
se llevaron a bafio maria por 20 minutos. Posteriormente los tubos se incubaron en hielo por
10 min. Finalmente 1.5 mililitros de cada muestra fueron depositados en tubos eppendorf
estériles y al término centrifugados a 14,000 rpm por 10 minutos. El sobrenadante que
contenia el DNA bacteriano fue separado en otro tubo eppendorf y se guardé a -20°C hasta

su utilizacion.

6.3 Identificacion de las cepas de E. coli por PCR
Las cepas de E. coli fueron identificadas por PCR convencional mediante la amplificacion
del gen 16SrRNA (Momtaz, 2013). Para lo cual el volumen final de la mezcla de reaccion fue
de 20 pl; 10ul de Kapa Taq Ready Mix™, 1ul de cada oligonucledtido Forward y Reverse
(Tabla 2, 10pmol) (Integrated DNA Technologies™), 3ul de DNA y 5 ul de agua libre de
nucleasas. Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: desnaturalizacién inicial
de 95°C por 5 minutos seguido de 30 ciclos de desnaturalizacion de 95°C por 30 segundos,
alineacion de 55°C por un minuto y una extension de 72°C por 60 segundos. Finalmente una

extension final de 5 minutos a 72°C.
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La identificacion de los genes sul1, BlaSHYV, catl, acc(3)-lv, CITM, CmIA y tetraciclina (ftet-A y
tet-B) se realiz6 por PCR multiplex tal y como lo describe Van et al., (2008). El volumen final
por mezcla de reaccién fue de 25 microlitros: 10 microlitros de Kapa Taq Ready Mix™, 10
microlitros de agua libre de nucleasas, 1 microlitro de cada primer (Tabla 2, Forward y
Reverse) y 3 microlitros del DNA bacteriano. Las condiciones de amplificacion para estos
genes fueron: desnaturalizacion inicial de 95°C por 7 minutos, seguidos de 30 ciclos de
desnaturalizacion de 94°C por 30 segundos, alineacion de 56°C por 30 segundos y extension

de 72°C por 1 minuto. Finalmente se realizd una extension final de 72°C por 7 minutos.

Los genes addAl 'y qnr (Tabla 2) se identificaron por PCR multiplex siguiendo las condiciones
propuestas por Mammeri et al., (2005), en donde las condiciones de amplificacion fueron:
desnaturalizacion inicial de 95°C por 7 minutos, 30 ciclos de desnaturalizacion de 95°C por
30 segundos, alineacién de 55-58°C por 30 segundos, extension de 72°C por 30 segundos y

una extension final de 72°C por 10 minutos.

El gen dfra se identificd de acuerdo a lo descrito por Toro et al., (2005), para lo cual se
utilizaron 10 microlitros de la Kapa Tagq Ready Mix™, 5 microlitros del agua libre de
nucleasas, 1 microlitro de cada primer y 3 microlitros del DNA bacteriano. Las condiciones
de la amplificacion fueron; desnaturalizacion inicial de 95°C por 5 minutos seguidos de 30
ciclos de desnaturalizacién de 92°C por 30 segundos, una alineacion de 50°C por 30

segundos, extension de 72°C por un minutos y una extension final de 72°C por 10 minutos.
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ANTIBIOTICO GEN SECUENCIA TAMARNO DEL
AMPLICON (pb)
16SrRNA AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 919

CCGTCAATTCATTTGAGTTT

Estreptomicina aadA1 TATCCAGCTAAGCGCGAACT 447
ATTTGCCGACTACCTTGGTC

Gentamicina aac(3)-1vV CTTCAGGATGGCAAGTTGGT 286
TCATCTCGTTCTCCGCTCAT

Sulfonamida sult TTCGGCATTCTGAATCTCAC 822
ATGATCTAACCCTCGGTCTC

Beta-lactamasa blaSHV TCGCCTGTGTATTATCTCCC 768
CGCAGATAAATCACCACAATG

Beta-lactamasa CITM TGGCCAGAACTGACAGGCAAA 462
TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC

Cloranfenicol cat1 AGTTGCTCAATGTACCTATAACC 547
TTGTAATTCATTAAGCATTCTGCC

Cloranfenicol cmiA CCGCCACGGTGTTGTTGTTATC 698
CACCTTGCCTGCCCATCATTAG

Tetraciclina tet(A) GGTTCACTCGAACGACGTCA 577
CTGTCCGACAAGTTGCATGA

Tetraciclina tet(B) CCTCAGCTTCTCAACGCGTG 634
GCACCTTGCTGATGACTCTT

Trimetoprim dfrA1 GGAGTGCCAAAGGTGAACAGC 367

GAGGCGAAGTCTTGGGTAAAAAC

Tabla 2. Oligonucledtidos utilizados para amplificar los genes de resistencia a antibidticos en las cepas

UPEC.
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6.4 Electroforesis en geles de agarosa
Los amplicones obtenidos de la PCR fueron analizados por medio de electroforesis en geles
de agarosa al 2%. Por cada 100 ml de agarosa se adicioné 1 microlitro de Midori Green
(BIORAD). Las condiciones de corrimiento fueron: 120 volts, 94 miliampers por un tiempo de
30 minutos. El tamano del amplicén fue comparado con marcadores de tamafio molecular
de 100 pares de bases. Los geles fueron analizados bajo luz UV y fotografiados con el
sistema de foto documentacion GEL LOGIC 100 (KODAK).
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7. RESULTADOS

7.1 Pacientes estudiados
En la Grafica 1 se observa la distribucién de los pacientes por sexo (n=194). El 80.9%
(n=157) de los pacientes positivos para E. coli correspondié a mujeres y el 19.1% (n=37)

restante a hombres (Grafica 1).

Hombres
(n=37)

Mujeres
(n=157)

Grafica 1. Distribucién de los pacientes por sexo.

7.2 Edad de los pacientes

El rango de edad mas abundante fue el de 41 a 60 afios con un 56% (n=86), seguido por el
de 61 a 86 afios con el 26% (n=40), de 21 a 40 afios con 16% (n=24) y de 1 a 20 afos con

el 2% (n=4). En 40 pacientes no se determiné su edad (Gréfica 2).
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Grafica 2. Distribucién de los pacientes por rango de edad.

7.3 Diagnostico de los pacientes estudiados
En la tabla 3 se observa el diagndstico clinico de los 194 pacientes positivos para E. coli. El
diagnéstico mas frecuente fue el de la infeccion de vias urinarias con el 95.3% (n=185),
seguido por pielonefritis, urosepsis e infeccién vaginal con el 1% (n=2), en cada caso, y de

lupus eritomatoso, cervicovaginitis y litiasis renal con el 0.5% (n=1), en cada caso.
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Diagnostico NUmero (n=194) %
Infeccion de 185 95.3
vias urinarias
Pielonefritis 2 1.0
Urosepsis 2 1.0
Infeccion 2 1.0
vaginal
Lupus 1 0.5
eritematoso
Cervicovaginitis 1 0.5
Litiasis renal 1 0.5

Tabla 3. Diagnéstico clinico de los pacientes estudiados.




7.4 ldentificacién de E. coli por PCR convencional

Escherichia coli se identifico en el 100% (n=194) de las muestras provenientes de los
pacientes con infecciones de vias urinarias por PCR mediante la amplificacion del gen
16SrRNA (Fotografia 4).

919 pb

Fotografia 4. Identificacidn de las cepas de E. coli por PCR mediante la amplificacién del gen 16SrRNA.
Carriles 1-3 y 4-5 cepas E. coli. Carril 6, control positivo (cepa de E. coli del cepario del Lab. CUSI).

Carril 7, control negativo (sin DNA molde). M Marcador de tamafio molecular de 100 pb.

7.5 Deteccion de genes que codifican resistencia a antibioticos en cepas de E.
coli uropatégenas

En el presente trabajo se estudiaron 11 genes que codifican resistencia a antibiéticos en las
cepas de E. coli. Unicamente 8 genes fueron identificaron en las 194 cepas (Tabla 4). Los
genes con mayor frecuencia fueron tet(A) (fotografia 5), sul1 (fotografia 6) y tet(B) (fotografia 7)
con 33.5%, 30.9% y 17.0 respectivamente; seguido de dfrA1 (fotografia 8) con 12.3%, cat1
(fotografia 9) con 11.8%, cmlA (fotografia 10) con 4.1%, CITM (fotografia 11) con 3.0% y
aadAl (fotografia 12) con 2.0%. Mientras que los genes aac(3)-1V, blaSHV y qnr no fueron

detectaros en ninguna de las cepas.
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Gen Numero de cepas Porcentaje
aadAl 4 2.0
aac(3)-IV 0 0
sull 60 30.9
blaSHV 0 0
CITm 6 3.0
catl 23 11.8
cmiA 8 4.1
tet(A) 65 33.5
tet(B) 33 17.0
dfrAl 24 12.3
qnr 0 0

Tabla 4. Porcentaje de genes que codifican para resistencia a antibidticos en las cepas

uropatégenas de E. coli.
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Fotografia 5. Deteccidn del gen tet(A) (577 pb) en cepas de E. coli. Carriles 1-3 y 6-7, cepas
positivas. Carril 5, Control negativo (sin DNA molde). Carril 8, Control positivo (cepa de E. coli del

cepario del Lab. CUSI). M, Marcador de tamafio molecular de 1000 pb.

822 pb

Fotografia 6. Deteccidn del gen sull (822pb) en cepas de E. coli. Carriles 4-7, cepas positivas.
Carril 3, Control negativo (sin DNA molde). Carril 1, Control Positivo (cepa de E. coli del cepario del

Lab. CUSI). M, Marcador de tamafio molecular de 1000 pb.
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Fotografia 7. Deteccidon del gen tet(B) (634pb) en cepas de E. coli. Carrilles 1-3 y 6, cepas positivas.
Carril 5, Control negativo (sin DNA molde). Carril 7, Control positivo (cepa de E. coli del cepario del

Lab. CUSI). M, Marcador de tamafio molecular de 1000 pb.

1 2 3 M 5 6 7

367 pb

Fotografia 8. Deteccion del gen dfrA1 (367 pb) en cepas de E. coli. Carilles 2-6, muestras positivas.
Carril 7, Control negativo (sin DNA molde). Carril 1, Control positivo (cepa de E. coli del cepario del

Lab. CUSI). M, Marcador de tamaiio molecular de 1000 pb.

46



547 pb

Fotografia 9. Deteccion del gen catl (547pb) en cepas de E. coli, carriles 1-3 y 6-7 cepas positivas.
Carril 5, Control negativo (sin DNA molde). Carril 8, Control positivo (cepa de E. coli del cepario del

Lab. CUSI). M, Marcador de tamafio molecular de 1000 pb.

Fotografia 10. Deteccion del gen cmlA (698 pb) en cepas de E. coli. Carriles 1-3, cepas positivas.

Carril 5, Control negativo (sin DNA molde). Carril 4, Control positivo (cepa de E. coli del cepario del

Lab. CUSI). M, Marcador de tamaiio molecular de 1000 pb.
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Fotografia 11. Deteccién del gen CITM (462 pb) en cepas de E. coli. Carriles 1-2 y 5, cepas
positivas. Carril 4, Control negativo (sin DNA molde).Carril 6, Control positivo (cepa de E. coli del

cepario del Lab. CUSI) carril 7. M, Marcador de tamafio molecular de 1000 pb.

Fotografia 12. Deteccion del gen aadA1l (447 pb) en cepas de E. coli. Carriles 1-3, cepas positivas.
Carril 5, Control negativo (sin DNA molde). Carril 4, Control positivo (cepa de E. coli del cepario del

Lab. CUsI). M, Marcador de tamanfo molecular de 1000 pb.

7.8 Patrones de genes que codifican para resistencia a antibiéticos en las cepas
UPEC.

En la tabla No. 5 se muestran los patrones de asociacion de los genes que codifican para
resistencia a antibioticos en las cepas UPEC. Se detectaron 21 patrones de asociacion de los
distintos genes, dentro de los cuales el patrén con mayor numero de cepas fue sul1-tet(A) con
el 10.8% (n= 21), seguido por sul1-dfrAl con el 3.0% (n=6), sul1-tet(B) con el 2.5% (n=5), sul1-
tet(A)-catl con el 2.0% (n=4), tet(B)-catl y catl-sul1 con el 1.5% (n=3), en cada caso, tet(B)-
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dfrAl, tet(A)-dfrAl y catl- dfrAl con el 1.0% (n=2), en cada caso El resto de los patrones solo se

presentaron una vez, con 0.5% (n=1).

El patron No. 1 presentd la mayor asociacién, con 4 genes de resistencia (sul1-catl-tet(A)-
tet(B)), seguido de los patrones 2-6 y 8 con los genes sul1-tet(A)- dfrAl, sul1-tet(A)-catl, sull-
tet(A)-cmliA, tet(B)-catl-CITM, tet(A)-Sul1-CITM y tet(B)-cmIA-CITM respectivamente. La menor

asociacion se registro entre los patrones numero 7 a 21, con solo dos genes cada uno.
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Numero de Patrén Patrén Numero de cepas | Porcentaje
1 sull-catl-tet(A)-tet(B) 1 0.5
2 sull-tet(A)- dfrAl 1 0.5
3 sull-tet(A)-catl 4 2.0
4 sull-tet(A)-cmiA 1 0.5
5 tet(B)-catl-CITM 1 0.5
6 tet(A)-Sull-CITM 1 0.5
7 tet(A)-CITM 1 0.5
8 tet(B)-cmlA-CITM 1 0.5
9 sull-tet(A) 21 10.8
10 sull- dfrAl 6 3.0
11 sull-tet(B) 5 2.5
12 tet(B)-dfrAl 2 1.0
13 tet(B)-catl 3 1.5
14 catl-Sull 3 1.5
15 tet(A)- catl 1 0.5
16 catl- cmlA 1 0.5
17 tet(A)-tet(B) 1 0.5
18 tet(A)- dfrAl 2 1.0
19 tet(A)-cmliA 1 0.5
20 catl- dfrAl 2 1.0
21 catl- CITM 1 0.5

Tabla 5. Patrones de genes que codifican la resistencia a antibidticos en cepas uropatogenas de E. coli.
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8. DISCUSION
8.1 Pacientes estudiados

En este trabajo se encontré que las cepas UPEC fueron las responsables de 194 casos de
un total de 320 pacientes con infecciones del tracto urinario (UTIs) atendidos en el Hospital
Gereral Regional No. 72 y la Clinica de Tequesquinahuac, Edo. de México. Se ha descrito
que las cepas de E. coli uropatégenas ocasionan el 95.3 % de las infecciones urinarias, en
cuyo caso en el 2010 se reportaron 1,204,032 casos de UTIs por E. coli en adultos de 25 a
44 afios de edad, con una tasa de incidencia de 3000 por cada 100,000 habitantes, mientras
que en mayores de 60 afos la tasa de incidencia fue de 6000 por cada 100,000 habitantes,

con predominio en el sexo masculino (informacién epidemologica de morbilidad, 2009).

El hecho de que en este trabajo se haya encontrado que la mayoria de los pacientes con
UTls fueron mujeres (80%, Grafica 1), puede deberse a que las infecciones del tracto
urinario en mujeres son mas frecuentes debido a la vecindad de los tres orificios naturales
(vagina, uretra y ano), este ultimo colonizado principalmente por microorganismos Gram
negativos, y también a la longitud de la uretra que es mas corta, de esta forma es mas facil
llegar a ella y ser colonizada por bacterias (Downs, 1999). Otros factores de riesgo, incluyen
el incremento de orina residual secundaria a problemas de estatica pélvica y la actividad
sexual, ya que el coito favorece la colonizacién de vias urinarias por microorganismos vulvo-

perineales (Hooton, 1999).

También se ha descrito que la edad, la diabetes, la lesibn de médula espinal, sondas
uretrales o cateterismo pueden ayudar a incrementar las UTls. Para las infecciones
recurrentes de las vias urinarias adquiridas en la comunidad los factores de riesgo son la
promiscuidad sexual, anomalias urogenitales (malformaciones), menopausia y cirugia

pélvica previa (Nimri, 2004).

En este estudio se encontré que la mayoria de los pacientes estudiados se situaron en el
rango de edad de 41 a 60 afos con un 56% (n=86) y de 61 a 86 anos con el 26% (n=40)
(Gréfica 2), estos resultados coinciden con lo descrito en el 2010, en donde 1,204,032
adultos (mayores de 35 afios) obtuvieron una tasa de incidencia de 3000 por cada 100,000
habitantes. En mayores de 60 afios, la tasa de incidencia fue de 6000 por cada 100,000
habitantes, con predominio en el sexo masculino (informacién epidemiolégica de morbilidad,
2009).
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8.2 Deteccidn de genes que codifican resistencia a antibi6ticos en cepas de E.
coli uropatégenas

En este estudio se encontré que los genes de resistencia a los antibiéticos detectados con
mas frecuencia en las cepas UPEC fueron tet(A) (fotografia 5), sult (fotografia 6) y tet(B)
(fotografia 7) con 33.5%, 30.9% y 17.0%, respectivamente (Tabla 4), seguido de dfrA1
(fotografia 8) con 12.3%, cat1 (fotografia 9) con 11.8%, cmlA (fotografia 10) con 4.1%, CITM
(fotografia 11) con 3.0% y aadAl (fotografia 12) con 2.0% (Tabla 4). Estos resultados
coinciden con los descritos por Momtaz et al., (2013), quienes en su estudio realizado en
123 cepas de Escherichia coli uropatégenas encontraron que la presencia de tet(A) en las
cepas fue del 43.8%, para sul1 y tet(B) del 35.5%, en cada caso, mientras que discrepan
para aadA17 con el 52.8%, dfrA1 con el 21.9%, qnr con el 46.3%, CIT con el 39.8%, aac(3)-
iv con el 22.7% y blaSHV con el 27.6%. La emergencia de cepas de E. coli multirresistentes
a cuatro o mas antibiéticos pertenecientes a varias familias ha sido previamente reportada y
es considerada un serio problema de salud publica (Ariza et al., 1994; Kazemnia et al.,
2014). La elevada presencia principalmente de los genes tet(A), sul1 y tet(B) en las cepas
UPEC estudiadas en este trabajo refleja probablemente que la tetraciclina y el
sulfametoxazol son antibiéticos que se han utilizado demasiado para el tratamiento de las

UTls, en cuyo caso las cepas se han seleccionado como resistentes a estos antimicrobianos.

La resistencia de las cepas UPEC a los antibiéticos ha sido reportada en varias partes del
mundo, por ejemplo en un estudio realizado en 202 cepas UPEC aisladas de pacientes con
UTls en la provincia de Jiangsu Province (China), se encontré que el 93% (n=188) de las
cepas presento el fenotipo de resistencia al acido nalidixico, 90% (n=181) a ampicilina, 86%
(n= 174) a tetraciclina, 74% (n=150) a ciprofloxacino, 73% (n=148) a trimetoprim con
sulfametoxazol, 71% (n=144) a levofloxacino, 68% (n=137) a kanamicina y 63% (n=127) a

gentamicina.

La frecuencia de los genes tet(A) y tet(B) en las cepas UPEC reportada en este trabajo,
también coincide con lo descrito por Thi Thu Hao Van et al., (2008) en un estudio realizado
en 99 cepas de Escherichia coli provenientes de alimentos que se venden comunmente en el
mercado de Vietnam (pollo, mariscos y carne cruda), donde se detecté una elevada
prevalencia de los genes tet(A) y tet(B). De hecho, se ha reportado que estos dos genes

estan presentes en cepas de E .coli provenientes de carnes de animales en varios paises, ya
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que es comun que los veterinarios suministren constantemente este antibiético al ganado, en

cuyo caso las cepas se han seleccionado como resistentes a la tetraciclina (Bryan, 2004).

La tetraciclina es un antibiético de amplio espectro que posee actividad contra bacterias
Grampositivas y Gramnegativas, motivo por el cual es ampliamente utilizado para combatir
infecciones humanas y para la prevencion y control de infecciones en animales (Miko, 2005).
Debido a que los genes de resistencia a tetraciclina se encuentran en plasmidos, estos
pueden ser transferidos por conjugacion a otros microorganismos de manera rapida vy
sencilla (Pezella, 2004; Chopra y Roberts, 2001).

En este trabajo la frecuencia de los genes de resistencia a estreptomicina aadAl (2%) y
cloranfenicol cmlA (4.1%) fue muy baja (Tabla 4), lo cual puede deberse a que en México el
clorafenicol se utiliza exclusivamente para el tratamiento de la salmonelosis, en donde en
pacientes con hipersensibilidad a este agente o en pacientes con insuficiencia renal o
hepatica, puede provocar depresion de la medula 6sea (Regna, 1955), mientras que la
esptreptomicina se utiliza para combatir la tuberculosis, razoén por el cual la seleccion de
cepas de E. coli resistentes a estos agentes es muy baja. El mecanismo de resistencia al
cloranfenicol se debe a la enzima "cloranfenicol acetiltransferasa" que desactiva el
cloranfenicol al enlazar uno o dos grupos acetilo derivados del acetil-S-coenzima A, a los
grupos hidroxilo del cloranfenicol. Esta acetilacion impide la unién del cloranfenicol al

ribosoma bacteriano (Ehrlich, 1947).

En este estudio la frecuencia del gen aadAl que codifica para la resistencia a la
estreptomicina en las cepas UPEC fue muy baja (Tabla 4), sin embargo se ha reportado
que el fenotipo de resistencia a la estreptomicina es muy frecuente en cepas de E. coli
aisladas de animales y humanos en la ciudad de Culiacan (Lopez, 2009). Se ha descrito que
el uso continuo de la estreptomicina puede provocar un riesgo de toxicidad debido a las
concentraciones séricas elevadas, las cuales pueden producir bloqueo neuromuscular y
debilidad del musculo esquelético, ademas de sufrir una disminucion de la audicién y de la
funcién vestibular, afectando asi el octavo par craneal del paciente, por ende, este
medicamento esta restringido a pacientes con miastemas gravis o parkinsonismo. Sin dejar
de lado, que las diferencias de éste y otros antibidticos puede ser causada por la distribucién

geogréfica, la edad y el sexo (Seputiene, 2006).
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En este trabajo los genes que codifican para la resistencia a la gentamicina (aac(3)-1V),
betalactdmicos (blaSHV) y quinolonas (qnr) no se detectaron en ninguna de las cepas (Tabla
4), lo cual puede deberse al hecho de que estos antibidticos son utilizados con poca frecuencia
entre los médicos del IMSS de la zona norte del Estado de México, en donde las cepas no se
han seleccionado como resistentes. Se ha descrito que durante la década de 1990, las ESBLs
(extended-spectrum b-lactamases) de tipo TEM y SHV fueron dominantes, durante la década
del 2000 los tipos de betalactamasas CTX-M fueron las mas prevalentes en enterobacterias en
Europa vy otras partes del mundo (Coque et al., 2008). Aunque las betalactamasas AmpC
mediadas por plasmidos son menos comunes que las ESBLSs, estas han sido encontradas en
varias areas del mundo, entre estas las betalactamasas CMY2 (Jacoby et al., 2009). También
se ha descrito que los plasmidos que codifican enzimas AmpC acarrean a menudo multiples

genes de resistencia a otros antibioticos (Philippon et al., 2002).

8.3 Patrones de genes que codifican para resistencia a antibiéticos en las cepas
UPEC.

En este estudio se identificaron 21 patrones diferentes de asociacion de los genes que
codifican para la resistencia a los antibiéticos (Tabla 5), dentro de los cuales el patréon con
mayor numero de cepas fue sul1-tet(A) con el 10.8% (n= 21), seguido por sul1-dfrAl con el
3.0% (n=6), sul1-tet(B) con el 2.5% (n=5), sul1-tet(A)-catl con el 2.0% (n=4), tet(B)-catl y catl-
sul1 con el 1.5% (n=3), en cada caso, tet(B)-dfrAl, tet(A)-dfrAl y catl- dfrAl con el 1.0% (n=2),
en cada caso. Estos resultados nos demostraron que 42 de las cepas UPEC responsables
de las UTIs en los pacientes estudiados, acarrearon los genes que codifican para la
resistencia a silfonamida y tetraciclina (genes A y B, Tabla 5), lo que nos hace suponer que
estas cepas probablemente sean poseedoras de plasmidos. La transferencia de los
determinantes de resistencia por elementos genéticos mdviles, incluyendo plasmidos,
transposones y genes de cassettes, presentes en integrons (Hall et al., 1995) y la alteracion
del locus de regulacién mar pueden ser factores importantes que contribuyen al incremento

de la prevalencia de la multirresistencia a los antibiéticos en las bacterias.

Estos resultados demuestras que es importante realizar estudios de sensibilidad a todas las
cepas de E. coli aisladas de pacientes con UTlIs, para que de esta manera se prescriba el

antibiético mas eficaz, a fin de evitar la cronicidad y la agudeza de las infecciones urinarias.
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9. CONCLUSIONES

1. Escherichia coli fue la responsable de la mayoria de las infecciones de las vias
urinarias de los pacientes estudiados.

2. Los genes que codifican para resistencia a los antibiéticos identificados con mayor
frecuencia entre las cepas de E. coli fueron tet(A), sul1, tet(B), dfrA1 y catt,
mientras que los menos frecuentes fueron cmlA, CITM y aadA1.

3. El patrén de asociacién de genes de resistencia a los antibidticos identificado con
mayor frecuencia entre las cepas UPEC fue el conformado por sul1-tet(A).

4. La mayoria de las cepas de E. coli estudiadas fue portadora de mas de dos genes de
resistencia a antibidticos.

5. La elevada distribucion de los genes que codifican para resistencia a antibiéticos en
las cepas de E. coli analizadas, representa un grave problema médico para la
erradicacion de las infecciones de vias urinarias, lo que podria incrementar la
cronicidad de los episodios y el desarrollo de infecciones mas agudas, como cistitis

y/o pielonefritis.
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