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Resumen

Las cepas de Escherichia coli que causan infecciones intestinales o extraintestinales,
(meningitis, infecciones urinarias y vaginales) han sido agrupadas en 8 filogrupos (A, B1,
B2, C, D, Ey F) y el criptico clade I. El objetivo de este estudio fue determinar la
distribucion de los diferentes grupos filogenéticos y su asociacion con los fenotipos de
resistencia a los antibiéticos en un grupo de cepas vaginales de E. coli. Se analizaron 200
cepas de E.coli aisladas de pacientes con infecciones cérvico-vaginales de dos clinicas
del IMSS. La identificacion de E. coli se realiz6 por PCR mediante la amplificacién del gen
16S rRNA. La identificacion de los diferentes filogrupos en las cepas de E. coli se realiz6
por PCR multiplex y la determinacién de los fenotipos de resistencia a los antibiticos se
realizd por el método de Kirby-Bauer. El filogrupo con mayor frecuencia fue B2 con el
46.5% (n= 93), seguido por los filogrupos A con 13% (n= 26), D con 11 % (n=22), C con 8
% (n=16), B1 con 5 % (n= 10), Clade | con 4% (n= 8) y F con 4% (n=8). En el 10.5%
(n=21) de las cepas no se logro identificar el filogrupo. El 74% (n= 149) de las cepas de E.
coli fue resistente a la ampicilina, 63% (n=127) a carbenicilina, 54% (n=109) a cefalotina,
51.% (n=103) a nitrofurantoina, 50% (n=100) a Trimetoprim/sulfametoxazol, 43.5% (n=87)
a norfloxacina, 40.5% (n= 81) a ciprofloxacina, 30% (n=60) a gentamicina, 29% (n=59) a
netilmicina, 28% (n=56) a cefuroxima, 21% (n= 43) a cloranfenicol, y 18% (n=37) a
amikacina. Los resultados evidenciaron la elevada resistencia a los antibioticos en los
diferentes grupos filogenéticos de E. coli, principalmente en los grupos B2, Ay D, por lo
que es importante actualizar los tratamientos médicos en el sector salud, con la finalidad

de disminuir la propagacion de cepas multirresistentes a los antibioticos.



1. Introduccion

1.1. Caracteristicas generales de E. coli y patogenicidad

E. coli es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo de la familia Enterobacteriaceae,
tribu Escherichia (Rodriguez, 2002), movil, con flagelos peritricos, su tamafio es de 3 um
de largo por 1um, no forma esporas (Murray, 2014), posee requerimientos nutricionales
sencillos. Fermenta glucosa, reduce los nitratos, es catalasa-positivo, oxidasa-negativo
(Murray, 2014) y no crece en el medio Citrato de Simmons, produciendo indol en la
mayoria de las cepas (Sanchez, 2009). Se encuentra en el suelo, agua, la vegetacion y
forma parte de la microbiota intestinal normal de muchos animales, incluido el ser
humano, sin embargo, existen algunas cepas que son patégenas para el ser humano
(Murray, 2014).

E. coli puede crecer rapidamente en medios no selectivos; por ejemplo en agar sangre, y
selectivos como agar MacConkey, que contiene sales biliares, violeta de genciana, y la
lactosa como Unico hidrato de carbono (Munrray, 2014). E. coli al fermentar la lactosa

produce colonias rojas rodeadas por una zona de bilis precipitada (Koneman, 2008).

Las cepas de E. coli se pueden diferenciar serolégicamente por sus a los antigenos
somaticos, flagelares y capsulares. Ademas, pueden hallarse fimbrias y estructuras

emparentadas que desempefian un papel en la patogenia (Sanchez, 2009).

Con base en su mecanismo de patogenicidad y el cuadro clinico que causan las cepas
de E. coli se dividen en cepas patdgenas intestinales y cepas patdgenas
extraintestinales (EXPEC). Las cepas intestinales se agrupan en seis patotipos:
Enterotoxigénica (ETEC), Enterohemorragica también conocidas como productoras de
toxina Vero o toxina semejante a Shiga (EHEC o VTEC o STEC), Enteroinvasiva (EIEC),
Enteropatégena (EPEC), Enteroagregativa (EAEC) y adherencia difusa (DAEC)
(Rodriguez, 2002). Los cuadros clinicos que producen estos patotipos se describen en la
Tabla 1.

La microbiota vaginal se compone normalmente de 5 a 15 especies de bacterias aerobias
y anaerobias, algunas de las cuales tienen la capacidad de provocar vaginosis e

inflamacién pélvica. E. coli es uno de los microorganismos que causa infecciones



Grupo
ETEC
EHEC

EIEC

EPEC

EAEC

DAEC

vaginales en las mujeres, su colonizacion esta asociada a diversas complicaciones

genitourinarias, obstétricas y neonatales.

También se ha reportado que E. coli se trasmite sexualmente, afectando de igual forma al

sexo masculino (Obata-Yasuoka, 2002).

Las cepas EXPEC han adquirido genes que codifican diversas proteinas extraintestinales
que les permiten causar infecciones fuera del tracto gastrointestinal, tanto en condiciones
normales como comprometidas. E. coli es la enterobacteria que con mas frecuencia causa
sepsis bacteriana, meningitis neonatal, infeccion del tracto urinario, gastroenteritis, e

infecciones cérvico-vaginales (Wiles, 2008)

En la ultima década se ha demostrado que E. coli patbgena cérvico-vaginal (CVPEC) es
la principal causa de infeccién genital, la cual afecta a mas del 60 % de las mujeres
durante su periodo de vida. La gravedad de las infecciones cérvico-vaginales producidas
por E. coli se complica por la existencia de los multiples factores de virulencia que
poseen (Rashki, 2014).

Las infecciones cérvico-vaginales son una de las principales causas de consulta en las
clinicas de primer nivel de atencibn médica, principalmente en mujeres en edad

reproductiva (Gonzéalez-Pedraza, et al; 2007).

Tablal. Caracteristicas de los grupos de E. coli causantes de gastroenteritis

Sintomas clinicos Epidemiologia
Diarrea aguda acuosa Nifios menores de dos afios y diarrea del viajero
Diarrea sin sangre, dolor abdominal, fiebre, vémito Nifios y adultos que la adquieren por comer carne

cruda o mal cocida

Diarrea con moco y sangre, o diarrea acuosa, también se presenta Nifios menores de seis meses
cuadro disentérico

Diarrea aguda, dolor abdominal, vémito, fiebre baja Nifios menores de seis meses hasta dos afios

Diarrea liquida, verde con moco sin sangre, diarrea persistente Recién nacidos y nifios menores de dos afios
hasta 20 dias

Diarrea acuosa sin sangre Nifios de 1 a 5 afios




1.2. Factores de virulencia de CVPEC

Las cepas de E. coli patdbgenas cérvico-vaginales poseen diversos factores de virulencia
(VFs) (Tabla 2) que incluyen diversas adhesinas, toxinas, protectinas, y genes
relacionados con el hierro (Zhao, 2009). Las adhesinas permiten la colonizacion, las
toxinas provocan inflamacién y lesion en los tejidos del hospedero (Johnson, 2000),
mientras que las protectinas le permiten evadir la respuesta inmune del hospedero. Los
genes involucrados en la adquisicion de hierro favorecen la sobrevivencia y la

multiplicacién (Russo, 2003).

Tabla 2. Factores de Virulencia de E. coli cérvico vaginales

Factor de virulencia

afa

bmaE

fimH

focG

iha

papA

papC

Adhesinas papEF,

papG

papG allele |

papG allele Il

papG allele lil

sfa

sfaS

cdtB
Toxinas cnf-1

hlyD

iss,

kpsMT (K1)

kpsMT Il
Protectinas kpsMT Il

Rfc

traT

feoB
fyuA
ireA
Genes relacionados con el hierro iroN
irp-2
iucC
iutA,
Sita




1.3. Mecanismos de accion y de resistencia a los antibiéticos

En los ultimos afios el tratamiento de las infecciones cérvico-vaginales causadas por E.
coli se ha complicado debido a que las bacterias se han seleccionado como resistentes a
los antimicrobianos (Padilla, 2007), principalmente a [p-lactamicos, estreptomicina,
gentamicina, sulfonamida, cloranfenicol (Van, 2008), tetraciclina (Randall et. al., 2004),
trimetoprim (Toro et.al., 2005) y quinolonas (Mammeri et. al., 2005). La resistencia a los
antibidticos se encuentra codificada por genes (Tabla 3) que frecuentemente se localizan
en elementos genéticos moviles como plasmidos, transposones e integrones (Hall, 2004).
Peleg et al., (2010) describieron siete mecanismos de resistencia a antibiéticos mediados
por plasmidos en bacterias Gram negativas; 1) Disminucién de las porinas, lo que reduce
el movimiento de los antibidticos a través de la membrana bacteriana; 2) Produccién de B-
lactamasas, que hidrolizan a los antibidticos B-lactdmicos, como la penicilina; 3)
Incremento de la expresion de las bombas de flujo transmembranales que conduce a la
expulsion del antimicrobiano antes de que ejerza su efecto; 4) Presencia de enzimas que
modifican al antibiético, impidiendo que la droga actie sobre el sitio blanco; 5)
Modificaciones en el ribosoma, por lo que el antibiético no puede unirse al sitio blanco y
de esta manera no puede inhibir la sintesis de proteinas; 6) Mecanismo bypass
metabdlico, que utiliza una enzima alternativa insensible al antibidtico; 7) Mutacién en el
lipopolisacarido, que impide a los antibiéticos de la clase de las polimixinas unirse al

blanco.
A continuacion se describen los mecanismos de accién de los antibiéticos:

1) B-lactamicos. El grupo de los B-lactdmicos incluye una gran variedad de antibiéticos;
que tienen en comun un anillo B-lactamico (Tafur et al; 2008). Los B-lactamicos se unen
a la Proteinas Fijadoras de Penicilinas (PBP), la union conduce a la liberacion de
autolisinas que rompen a la pared preformada, por lo que la pared celular pierde su
integridad y la bacteria muere. La resistencia a los 3-lactamicos se debe a que E. coli es
portadora de genes que codifican para B-lactamasas, como TEM-1, TEM-2 y SHV-1, con

alta afinidad para amoxicilina y cefalosporinas (Fica, 2014).

2) Polimixinas. El antibiético interactia con la membrana externa a través de sus
segmentos hidrofébicos. Después ocurre un deterioro del ensamblaje de los acidos

grasos de la molécula del lipido A, provocando una expansion estructural de la membrana
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externa, que genera cambios en su estructura fosfolipidica, o que conduce a la pérdida

de la presion osmotica bacteriana. (Aguayo et al., 2016).

3) Aminoglucésidos. Los aminoglucdsidos interactian inicialmente con la superficie
externa de la membrana celular bacteriana, después ocurre el transporte a través de la
membrana interna y, finalmente, la unién a la subunidad 30S de los ribosomas, en donde
inhiben la sintesis de proteinas. Los mecanismos bacterianos de resistencia a los
aminoglucésidos son de tres tipos: modificacién enzimatica del antibiético, alteracién de la
difusion y la mutacion ribosémica que origina menor afinidad por la subunidad 30S.
(Palomino, 2003).

4) Tetraciclinas. Las tetraciclinas ingresan a la bacteria a través de los canales hidréfilos
(porinas) por difusién pasiva. Una vez en el citoplasma bacteriano, las tetraciclinas se
unen a los receptores de la subunidad 30S del ribosoma y de esta manera bloquean la
fijacion del aminoacil-tRNA al sitio aceptor en el complejo mRNA-ribosoma, evitando la
incorporacién de nuevos aminodacidos a la cadena peptidica en crecimiento, inhibiendo de

esta manera la sintesis de proteinas (Mendoza et. al., 2007).

5) Cloranfenicol. Este antibiético inhibe la sintesis de proteinas bacterianas. La resistencia
ante el cloranfenicol es mediada generalmente por un mecanismo enzimatico
(acetilacién). Se han descrito variantes de la acetilasa y los genes respectivos pueden

encontrarse en el cromosoma o en plasmidos (Fica, 2014).

6) Macrdlidos. Los macrdlidos inhiben la sintesis de proteinas de las bacterias. El
mecanismo de resistencia a los macroélidos puede ser debido a alteraciones del sitio
blanco, a mutaciones puntuales a nivel cromosomico de la proteina L15 y a induccion de
una enzima que metila el sitio blanco de la subunidad mayor 23S del rARN, que

frecuentemente se encuentra codificada en pladsmidos y transposones.

7) Quinolonas. Las quinolonas interfieren con la replicaciéon del DNA, conduciendo a la
muerte de la bacteria mediante la fragmentacion cromosémica. Los antibiéticos penetran
la pared celular a través de porinas, inhibiendo directamente la replicacion bacteriana al
interactuar con dos enzimas; DNA girasa y topoisomerasa |V; las cuales son necesarias

para realizar el superenrrollamiento del DNA (Alvarez-Hernandez et al., 2015).

El mecanismo de resistencia a las quinolonas ocurre por mutaciones en las subunidades

de la DNA girasa. Recientemente se han descrito 3 mecanismos de resistencia codificada
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en plasmidos: 1) Proteinas de resistencia a quinolonas (Qnr) que protegen a la DNA
girasa; 2) La enzima modificante de aminoglucésidos Aac(6')-Ib-cr que confiere también
resistencia cruzada a quinolonas (bifuncional) y 3) Un sistema de eflujo (QepA efflux)
(Fica, 2014)

8) Rifampicina. Inhibe la transcripcién de la RNA polimerasa. El mecanismo de resistencia
bacteriana ocurre por mutaciones puntuales o deleciones en el gen rpoB, que codifica

para la subunidad  de la RNA polimerasa.

9) Sulfonamidas y Trimetoprim. Estos antibiéticos inhiben la sintesis del acido félico. Los
mecanismos de resistencia a sulfonamidas y trimetoprim son codificados por genes
localizados en el cromosoma o0 en plasmidos. La resistencia a trimetoprim ocurre por
mutaciones en el gen dfr, que determinan una mayor expresiéon de la enzima dihidrofolato
reductasa o enzimas con menor afinidad por el antibiético; mientras que la resistencia a
sulfonamidas se deben a mutaciones en el gen folP (dihidropteroato sintasa) (Vignoli et.
al., 2008). La resistencia a sulfonamidas ocurre ya sea por a) un aumento de la sintesis
del acido para-aminobenzoico; b) mutaciones en la dihidropteroato sintetasa o; c¢) la
existencia de enzimas alternativas codificadas en pladsmidos que hacen inefectiva la
accion de las sulfonamidas. La resistencia a las sulfonamidas es de tipo cruzada. Asi la
incorporacién de genes sul confiere resistencia a sulfas, y los genes dfr confieren

resistencia a trimetoprim (Vignoli et. al; 2008)

Tabla 3. Genes que codifican resistencia a antibiéticos en E. coli

Antibiodtico Gen que codifica
resistencia
Estreptomicina aadAl
Gentamicina aac(3)-1vV
Sulfonamida sull
B-lactamasa blasSHV
B-lactamasa CITMm
Cloranfenicol catl
Cloranfenicol cmlA
Tetraciclina tet(A)
Tetraciclina tet(B)
Trimetoprim dfrAl
Quinolonas qnr

12



1.4. Filotipificacién

Las cepas de E. coli han sido agrupadas mediante analisis filogenéticos en ocho
principales filogrupos, siete pertenecen a E. coli sensu stricto (A, B1, B2, C,D,Ey F)y
uno pertenece al criptico clade | (Clermont, 2000). Las cepas patogenas de E. coli
extraintestinal y E. coli comensal difieren con respecto a su grupo filogenético y a sus
factores de virulencia. Las cepas patdgenas pueden derivar principalmente de un grupo
filogenético B2, las cepas comensales, por el contrario, son caracteristicamente
pertenecientes a grupos filogenéticos A. La identificacion de los filogrupos de E. coli se
realiza por PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa), identificando principalmente los
genes chua, yjaA y un fragmento de DNA TspE4.C2 (Clermont et al., 2000). También se
ha documentado la existencia de un grupo de cepas emparentadas con el filogrupo B2,
denominadas filogrupo F y recientemente se ha propuesto un filogrupo C, que consta de
cepas estrechamente relacionadas pero distintas del filogrupo B1 (Clermont et al, 2000).

13



2. Antecedentes

Picard et al., (1998) relacionaron los grupos filogenéticos con los distintos factores de
virulencia en cepas de E. coli (n=82) obtenidas de heces e infecciones extraintestinales
de ratones. Los resultados mostraron que los grupos filogenéticos A y B1 fueron menos
virulentos en comparacion con las cepas del grupo filogenético B2.

Clermont et al., (2000) describieron un método répido de PCR para la identificacion de
los grupos filogenéticos en 230 cepas de E. coli mediante la deteccion de los genes chua,
yjaA y el fragmento de DNA TspE4.C2.

Johnson y Stell, (2000) desarrollaron y validaron un ensayo de PCR multiplex para
determinar la prevalencia y distribucién filogenética de E. coli. Estos autores también
demostraron la asociacion de los factores de virulencia con los filogrupos en las cepas de
E. coli aisladas de pacientes con sepsis urinaria.

Rashki (2014) describi6 la asociacién de los marcadores de virulencia de CVPEC con los

grupos filogenéticos y con los genes que codifican resistencia a los antimicrobianos.
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3. Justificacion

Debido a que en nuestro pais existe poca informacién sobre la frecuencia de los grupos
filogenéticos de CVPEC, aunado al incremento de la resistencia bacteriana a los
antimicrobianos, el presente estudio contribuira a establecer los diferentes filogrupos y
su asociacion con los fenotipos de resistencia a los antibi6ticos en un grupo de cepas de

E. coli aisladas de mujeres jévenes con infecciones cérvico-vaginales.
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4. Objetivos

4.1. Objetivo general

-Establecer la distribucion en los diferentes grupos filogenéticos de un grupo de cepas de
E. coli de origen vaginal.

4.2 Objetivos particulares

-Determinar la frecuencia de E. coli en las infecciones cérvico-vaginales

-Determinar la resistencia a los antibiéticos por el método de Kirby-Bauer en las cepas de
CVPEC.

-Correlacionar la resistencia a los antibiéticos con los diferentes filogrupos en las cepas de
CVPEC.
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5. Metodologia

5.1. Obtencién de la muestras

Para el desarrollo del presente trabajo se analizaron 210 cepas de Escherichia coli
aisladas de mujeres con signos y sintomas de infecciones cérvico-vaginales,
caracterizadas por dolor, ardor, secrecién, inflamacion, mal olor, etc., durante su
asistencia al servicio de ginecologia de dos clinicas del IMSS (Clinica No. 62 de la,
Unidad Cuautitlan, y la clinica No. 64, Unidad Tequesquinahuac) y del servicio de
ginecologia de la Clinica Universitaria de la Salud Integral (CUSI) de la FES lIztacala. Por
medio de hisépos estériles y con ayuda de un espejo vaginal se les tomé la muestra de la
cavidad vaginal. Las muestras se depositaron en el medio de cultivo liquido BHI (infusién-
cerebro-corazén), y se incubaron a 37° C por 24 h. Al término se sembraron en EMB
(eosina azul de metileno) y se incubaron a 37° C por 24 h. A partir del crecimiento
bacteriano, una colonia con morfologia tipica de Escherichia coli fue seleccionada para la
identificacidon por las pruebas bacteriologicas estandar como: Kligler, sacarosa, manitol,

indol, citrato y urea.

5.2. Determinacién de la susceptibilidad a los antibidticos

Para probar la susceptibilidad y/o resistencia a los antibidticos a cada una las cepas de E.
coli se utilizé la técnica de Kirby-Bauer (Bauer et al., 1966). Para lo cual se tomaron por
medio de un hisopo estéril 5 colonias de cada cepa crecida en EMB y se inocularon sobre
la totalidad de la superficie del agar de Mueller-Hinton. Por Ultimo se tomé un sensidisco
con los doce antimicrobianos a determinar (BIO-RAD) con una pinza estéril y se coloco
sobre el tapiz bacteriano. Asi el antimicrobiano se difundié formando un gradiente de
concentracion, que inhibié o permitié el crecimiento de la bacteria en un tiempo de 24
horas a 37°C. De esta manera las cepas se clasificaron como susceptibles (S) o
resistentes (R) dependiendo del diametro del halo de inhibicion (el cual se midié con un

vernier), conforme a las recomendaciones del fabricante respecto a los puntos de corte.
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5.3. Extraccién del DNA bacteriano

Las cepas fueron sembradas en el Medio Mueller Hinton e incubadas a 37° por 24 horas,
posteriormente se realizd la extraccion del DNA por el método de ebullicion conforme a lo
descrito por Paniagua et al., (2015), para lo cual y por medio de un asa estéril se tomaron
varias colonias bacterianas, después se depositaron en tubos de rosca de 16x150 con 2
ml de agua desionizada estéril, las muestras se agitaron en un vortex durante 20
segundos, posteriormente se colocaron en bafio maria durante 20 minutos. Al término, las
muestras se colocaron en hielo por 10 minutos, se centrifugaron a 14,000 rpm por 12
minutos, el sobrenadante con el DNA bacteriano se almacené en tubos Eppendorf a

20°C, para su posterior utilizacion.

5.4. Identificacion de E. coli por PCR convencional

La identificacion de E. coli se realizé por PCR mediante la amplificacion del gen 16S rRNA
conforme a lo descrito por Jill (2004). Para lo cual se utiliz el equipo comercial Kapa Taq
Ready Mix™ (Kapa Biosystems™) (1.5 mmol de MgCl2, 0.5 U de AmpliTaq polimerase y
100 mmol de dNTPs). Los oligonucleétidos utilizados fueron: wl-3110
(AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) y wl-3111 (CCGTCAATTCATTTGAGTT). Para un
volumen final de 20 uL por cada mezcla de reaccién se utilizaron 1 pyL de cada
oligonucledtido, 10 yL de Kapa Taq, 5 upl de agua libre de nucleasa y 3 pL de DNA
bacteriano. Las condiciones de amplificacién fueron las siguientes: desnaturalizacion
inicial 95°C por 5 minutos, 30 ciclos (desnaturalizacion a 95°C, por 30 segundos,
alineacién a 55°C por 1 minuto y extension a 72°C por 1 minuto). Finalmente la extension

se prolongd por 5 minutos a 72°C. El tamafio del amplicén fue de 919 pares de bases.

5.5. Identificacién de los diferentes filogrupos de E. coli por PCR.

La identificacion de los filogrupos de E. coli se realiz6 con base en lo establecido por
Clermont et al., (2000). Para lo cual se utiliz6 un PCR multiplex que se basé en la
presencia o ausencia de los siguientes cuatro genes en cada cepa, arpA, chuA, yjaA y
TspE4.C2; dependiendo de los genotipos detectados se determiné el filogrupo. Sin
embargo, varias de las cepas mostraron mas de una combinacién de genes que daban
como resultado la probabilidad de pertenecer a los Filogrupos A o C; D o E; por lo que se
realiz6 un andlisis adicional para las cepas que aparentemente pertenecian a mas de un

filogrupo, con la finalidad de determinar el filogrupo correspondiente (Tabla 4).
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El volumen final para las mezclas de reaccion de la PCR multiplex fue de 21 pL; 1 pL de
cada uno de los ocho oligonucledtidos correspondientes a los genes chuA, yjaA,
TspE4.C2 y arpA (Tabla 5), 10 pL de Kapa Taq, y 3 pyL de DNA bacteriano. Las
condiciones de amplificacion fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial de 4 minutos a
94°C, 30 ciclos (desnaturalizacién a 94°C por 5 segundos, alineacion a 57°C para el grupo
E 0 59°C para el cuddruplex y grupo C) y la extension final a 72 °C por 5 minutos.

Tabla 4. Oligonucledtidos utilizados para la determinacion de los grupos filogenéticos de E. coli.

Oligonucleétido Secuencia de los primers (5-3") Tamario del
amplicon (pb)
Cuédruplex chuA chuA.1b 5-ATGGTACCGGACGAACCAAC-3’ 288
chuA.2 5-TGCCGCCAGTACCAAAGACA-3’
yjaA yjaA.1b 5"-CAAACGTGAAGTGTCAGGAG-3’ 211
yjaA.2b 5-AATGCGTTCCTCAACCTGTG-3"
TspE4.C2 TspE4C2.1b 5-CACTATTCGTAAGGTCATCC-3" 152
TSpE4C2.2b 5-AGTTTATCGTAAGGTCATCC-3"
arpA AceK.f 5"-AACGCTATTCGCCAGCTTGC-3’ 400
ArpAl.r 5-TCTCCCCATACCGTACGCTA-3’
Grupo E arpA ArpAgpE.f 5-GATTCCATCTTGTCAAAATATGCC-3" 301
ArpAgpE.r 5-GAAAAGAAAAAGAATTCCCAAGAG-3’
Grupo C trpA trpAgpC.1 5-AGTTTTATGCCCAGTGCGAG-3 219
TrpAgpC.2 5-TCTGCGCCGGTCACGCCC-3"
Control trpA trpBA.f 5-CGGCGATAAAGACATCTTCAC-3 489
Interno trpBA.r 5"-GCAACGCGGCCTGGCGGAAG-3
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Tabla 5. Genes que determinan los grupos filogenéticos para E. coli.

arpA (400 pb) | chuA (288 pb) yjaA (211 pb) TspE4.C2 (152 pb) Filogrupo Paso siguiente
+ - - - A
+ - - + Bl
- + - F
+ + B2
+ + + B2
+ + B2 Puede ser confirmando con el gen
ibeA.
+ - + - AoC Usar primers especificos. Si obtiene
C+, es C, sino A.
+ + - - DoE Usar primers especificos. Si obtiene
E+, es E, sino D.
+ + - + DoE Usar primers especificos. Si obtiene
E+, es E, sino D.
+ + + - Eoclado| Usar primers especificos. Si obtiene
E-, es clado I.
+ - Clado 1ol Confirmar usando primers
especificos.
- (476°) - - Clado lll, IV o V MLST
- - - + Desconocido MLST
- - + + Desconocido MLST
+ - + + Desconocido MLST
+ + + + Desconocido MLST
- - Desconocido Confirmar la identificacién de E. coli
con el gen uidA o gadA/B, si es
positivo usar primer especifico para
clados cripticos y/o MLST.

5.6. Electroforesis en geles de agarosa

Después de la amplificacién por PCR, los amplicones fueron analizados por electroforesis

en geles de agarosa al 2% utilizando el Midori Green (0.0.3; NiponGenetics,

EuropeGmph) y Tris-Borato EDTA 1x (TBE) como buffer para conducir la corriente

eléctrica. La electroforesis se realiz6 bajo las siguientes condiciones: 120 volts, 94

miliampers durante 60 minutos. Los geles de agarosa fueron fotografiados bajo luz UV
(312 nm) utilizando el transiluminador de fotodocumentacion GEL LOGIC 100™ KODAK®

(Paniagua et al., 2007).
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6. Resultados

6.1. Pacientes analizadas

En el presente estudio se analizaron las muestras de 210 mujeres con infecciones
cérvico-vaginales que acudieron a las clinicas del IMSS, No. 62 y No. 64, y del servicio de
ginecologia de la Clinica Universitaria de la Salud Integral (CUSI) de la FES Iztacala.

E. coli fue identificada en el 95 % (n=200) de las muestras vaginales mediante
amplificacion por PCR del gen 16S rRNA En el 5 % (n=10) de las muestras no se logré

identificar a E. coli (Figura 1).

Negativas
5%
(n=10)

Figura 1. Identificacion de Escherichia coli
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6.2. Edad de las pacientes

El rango de edad mas frecuente entre las pacientes analizadas fue el de 31 a 50 afios con
el 41 % (n= 86), seguido por 51 a 70 afios con el 28.6 % (n= 60), 18-30 afios con el 20 %
(n=42) y 71-90 afos con el 3.8 % (n=8). En el 6.6 % (n=14) de las mujeres no se

determind la edad (Figura 2).

45% -

41 %

40%
35%
30%
25%
20%

Porcentaje

15%
10%
5%

0%
18-30 31-50 51-70 71-90
Edad (afios)

Figura 2. Rango de edad de las pacientes analizadas

6.3. Deteccion de E. coli

E. coli fue identificada en el 95% (n=200) de las muestras vaginales mediante
amplificacion por PCR del gen 16SrRNA (Fotografia 1).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 M 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Fotografia 1. Identificacion de las cepas de E. coli por PCR mediante la deteccidn del gen
16S rRNA (919 pb). Carriles 1-9y 11-17, cepas E. coli vaginales. (M) MWM 100 pb. Carril
18, control positivo (cepa de E. coli ATCC 11775 del Lab. CUSI). Carril 19, control negativo
(sin DNA molde).

6.4 Asignacion de grupos filogenéticos a E. coli por PCR cuadruplex.

A partir de los 8 filogrupos estudiados en las cepas de E. coli, el filogrupo con mayor
frecuencia fue B2 con el 46.5 % (n= 93), seguido por los filogrupos A con 13% (n= 26), D
con 11 % (n=22), C con 8 % (n=16), B1 con 5 % (n= 10), Clade | con 4 % (n=8) y F con
2% (n=4). En el 10.5 % (n= 21) de las cepas no se logré asignar algun grupo filogenético.
(Tabla 7, Fotografias 2, 3, 4 y 5). La asignacion de los diferentes filogrupos se
establecio de acuerdo a lo reportado por Clermont et al; 2000 (Tabla 6).

En el caso de las cepas que se realizd un analisis adicional para poder determinar si
pertenecian a los filogrupos A o C; D o E; en la Fotografia 4 se puede observar la
amplificacion de los genes trpAgpC que determinan al filogrupo C; en el caso de la
Fotografia 5, se puede observar la amplificacion de los genes trpA, lo que determina al

filogrupo D.
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Tabla 6. Filogrupos de E. coli cérvico vaginales por PCR cuadruplex (N=200).

Filogrupo Total de cepas %
A 26 13

Bl 10 5
B2 93 46.5

Cc 16 8

D 22 11

F 8 4

Clade | 4 2
Desconocido 21 10.5

1 23 4 5 6 1 2 10M 11 12 13 14 15 16 17 18 19

’
.

A B2 Cladel Bl B2 Cladol D/E Clade | B2 Cladel B2 D/E

Fotografia 2. Identificacion de los grupos filogenéticos en las cepas de E. coli. Carril 1,
filogrupo A (400 pb). Carriles 4, 9, 11 y 17, filogrupo Clade | (400, 288 y 211 pb).
Carriles 2, 3, 6-8, 12-16 y 18, filogrupo B2 (288, 211 y 152 pb). Carriles 10 y 19,
filogrupo D o E (400, 288 y 152 pb). Carril 5, filogrupo B1 (400 y 211 pb). (M) MWM
100 pb.
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A/C B2 Clado | B2 F
Fotografia 3. Identificacion de los grupos filogenéticos en las cepas de E. coli. Carril 1,
filogrupo A o C (400 y 211 pb). Carriles 2, 3, 5 y 6, filogrupo B2 (288, 211 y 152 pb).
Carril 4, filogrupo Clade | (400, 288 y 211 pb). Carril 7, filogrupo F (288 pb). (M) MWM
100 pb.

Fotografia 4. Analisis filogenético adicional para las cepas D o E. Carriles 1-6 ,
grupo D (se determind que las cepas pertenecian al filogrupo D debido a la
longitud del gen trpA de 489 pb). (M), MWM 100 pb.
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500 pb

trpA 489 pb
trpAgp 219 pb
100 pb

Fotografia 5. Andlisis filogenético adicional para determinar a los filogrupos A o C. Carriles
2-5, 7 Y 9 filogrupo C (se determind que las cepas pertenecian al filogrupo C por la longitud
de los genes trpAgpC y trpA con 219 pb y 489 pb respectivamente). Carriles 6 Y 8 filogrupo
A (se determind que las cepas pertenecian al filogrupo A debido a que la longitud de el gen
trpA de 489 pb). (M), MWM 100 pb.

6.5. Resistencia de E. coli a los antibiéticos

La mayoria de las cepas de E. coli de origen vaginal fue resistente a los antibiéticos (-
lactamicos; ampicilina (AM) con el 74% (n= 149), y carbenicilina (CB) con el 63% (n=
127), seguido de cefalotina (CF) con el 54% (n= 109), trimetoprim con sulfametoxazol
(SXT) con el 50% (n=100), y la quinolona norfloxacina (NOF) con el 43 % (n=87) (Figura
3).
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30%

20%

10%

0%
AM CB CF NF SXT NOF CPF GE NET CFX CL
Antibidticos

AK

Figura 3. Resistencia de E. coli a antibioticos. AM (ampicilina), CB (carbenicilina), CF
(cefalotina), CFX (cefotaxima), CPF (ciprofloxacina), CL (cloranfenicol), NF
(nitrofurantoina), AK (amikacina), GE (gentamicina), NET (netilmicina), NOF
(norfloxacina), SXT (trimetoprim- sulfametoxazol) .

6.5.1. Resistencia a los antibidticos en cepas del Filogrupo A

Las cepas de E. coli pertenecientes al grupo filogenético A (n=26), presentaron la
frecuencia mas alta de resistencia a la ampicilina con el 73% (n=19), carbenicilina (CB)
con el 50% (n=13) y cefalotina (CF) con el 35% (n=9). También se encontro resistencia a
la quinolona ciprofloxacina (CPF) con el 31% (n=8), nitrofurantoina (NF) con 27% (n=7) y
trimetoprim/sulfametoxazol (SXT) con 23% (n=6) (Figura 4).
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23%  23%

NOF STX
Antibidtico

15%

AK
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11%

CFX

8%

CL

8%

GE

Figura 4. Resistencia a los antibiéticos en cepas del Filogrupo A

6.5.2. Resistencia a los antibiéticos en cepas del Filogrupo B1

El 90% (n=9) de las cepas del grupo filogenético B1 fue resistente a ampicilina (AM),

seguido por el 80% (n=8) a norfloxacina, el 60% (n=6) a carbenicilina (CB) y cefalotina

(CF), en cada caso, 50% (n=5) a trimetoprim/sulfametoxazol (SXT) y 40% (n=4) a

gentamicina (GE) vy cloranfenicol (CL), en cada caso (Figura 5).

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
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0%

Porcentaje

90%

AM

80%

NF

60%

CcB

60%

CF

50%

STX

40%  40%

CL GE
Antibidtico

30%

CPF

30%

NET

20%

CFX

20%

NOF

10%

AK

Figura 5. Resistencia a los antibioticos en cepas del Filogrupo B1
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6.5.3. Resistencia a los antibiéticos en cepas del Filogrupo B2

El 86% (n=80) de las cepas de E. coli

perteneceintes al grupo filogenético B2 fue

resistente a ampicilina (AM), seguido por carbenicilina (CB) con el 80% (n=75), cefalotina

(CF) con 67% (n= 62), nitrofurantoina (NF) con 66% (n=61), trimetoprim/sulfametoxazol
(SXT) con 64% (n=60) Yy la quinolona norfloxacina (NOF) con 58% (n=54) (Figura 6).

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Porcentaje

86%

AM

80%

CB

67%

CF

66%

NF

64%

STX

0,
>8% 54%

NOF CPF
Antibidtico

42%

CFX

39%

GE

34%

NET

22%

CL

22%

AK

Figura 6. Resistencia a los antibiéticos en cepas del Filogrupo B2.

6.5.4. Resistencia a los antibiéticos en cepas del Filogrupo C

El 81% (n=13) de las cepas pertenecientes al grupo filogenético C fue resistente a

ampicilina (AM), y cefalotina (CF) en ambos casos, 81% (n=13), seguido por 75% (n=12)

para carbenicilina (CB), 69% (n=11) a trimetoprim/sulfametoxazol (SXT), y 56% (n=9) a

norfloxacina (NOF) y Cloranfenicol (CL), en ambos casos (Figura 7).
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Figura 7. Resistencia a los antibi6ticos en cepas del Filogrupo C

6.5.5. Resistencia a los antibiéticos en cepas del Filogrupo D

El 86% (n=19) de las cepas de E. coli incluidas en el grupo filogenético D fue resistente a
la ampicilina (AM), el 64% (n=14) al trimetoprim/sulfametoxazol (SXT), 59% (n=13) a

carbenicilina (CB) y 50% (n=11) a cefalotina (CF) (Figura 8).
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Figura 8. Resistencia a los antibioticos en cepas del Filogrupo D.
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6.5.6. Resistencia a los antibiéticos en cepas del Filogrupo F

El 100% (n=4) de las cepas del grupo filogenético F fue resistente a ampicilina y
cefalotina, en ambos casos (AM y CF), 75% (n=3) a carbenicilina, nitrofurantoina (NF) y
norfloxacin (NOF), en cada casoy 50% (n=2) a ciprofloxacina (CPF). Todas las cepas
del filogrupo F mostraron sensibilidad a cefotaxima (CFX), siendo el Unico filogrupo que

mostré sensibilidad a este antibidtico (Figura 9).

100%
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AM CF CB NF NOF CPF CL GE NET STX CFX
Antibidtico

Figura 9. Resistencia a los antibiéticos en cepas del Filogrupo F.

6.5.7. Resistencia a los antibiéticos en cepas del Filogrupo Clade |

El 50% (n=4) de las cepas pertenecientes al grupo filogenético Clade | fue resistente a
ampicinilina (AM) y cefalotina (CF) en ambos casos, 37% (n=3) a carbenicilina (CB),

norfloxacina (NOF) y trimetoprim/sulfametoxazol (STX) (Figura 10).
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Figura 10. Resistencia a los antibioticos en cepas del grupo Clade |.
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7. Discusion

7.1 Pacientes estudiadas

Para el desarrollo de este estudio se analizaron 210 mujeres con signos y sintomas de
infeccion cérvico-vaginal, durante su asistencia a las clinicas del IMSS, No. 62 y No. 64,y
del servicio de ginecologia de la Clinica Universitaria de la Salud Integral (CUSI) de la
FES lIztacala, UNAM. En las mujeres los trastornos inflamatorios causados por las
infecciones cérvico-vaginales son el motivo mas frecuente de visitas ginecolégicas, con
elevadas repercusiones en el estado de salud y en la vida social (Rashki, 2014).

En este estudio el rango de edad mas frecuente entre las pacientes analizadas fue el de
31 a 50 afios con el 41 % (n= 86). Se ha descrito que las infecciones vaginales afectan a
miles de mujeres en el mundo, principalmente al grupo de edad que comprende de los 15

a los 44 afios de edad, sean 0 no sexualmente activas (Secretaria de Salud, 2015).

7.2. Identificacion de E.coli en las pacientes con infeccidn cérvico-vaginal

En este estudio E. coli fue identificada en el 96% (n=200) de las infecciones cérvico-
vaginales mediante la amplificacion del gen 16S rRNA por PCR (Fotografia 1). La
amplificacion del gen 16S rRNA es uno de los métodos de biologia molecular mas preciso
para identificar microorganismos (Janda et al.,, 2007). La elevada frecuencia de E. coli
identificada en este estudio en las mujeres estudiadas (Figura 1) pone de manifiesto que
en México esta bacteria es la causa principal de las infecciones cérvico-vaginales,
principalmente en mujeres jovenes en edad reproductiva, en donde los cambios
hormonales, el uso de anticonceptivos orales y/o la mala higiene pueden ser factores
importantes para infeccion por E. coli. Se ha descrito de manera global que E. coli cérvico-
vaginal patdogena (CVPEC) es responsable de la mayoria de las infecciones del tracto
urogenital, que afecta a mas del 60% de las mujeres durante alguna etapa de sus vidas
(Rashki, 2014). Estudios previos han mostrado que la colonizacién vaginal por E. coli es
el primer paso en la patogénesis de la cistitis aguda, de tal manera que la colonizacion
vaginal persistente con E. coli se ha asociado con el desarrollo de infecciones urinarias

recurrentes en mujeres (Kunin et al., 1980)
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7.3. Grupos filogenéticos en E.coli cérvico-vaginales

En este estudio se encontr6 que el filogrupo identificado con mayor frecuencia en las
cepas de E. coli fue B2 con el 46.5 % (n= 93), seguido por los filogrupos A con 13% (n=
26), D con 11% (n=22), C con 8 % (n=16), B1 con 5% (n= 10) (Tabla 6). Estos resultados
son similares con lo reportado en un estudio realizado en Irdn por Rashki (2014), en un
grupo de cepas de E. coli patdgenas cérvico-vaginales (n=132), en donde el filogrupo con
mas frecuencia fue el B2 con un 62% (n=82), seguido por los filogrupos A con el 19%
(n=25) y D con el 7% (n=9). Por otro lado los resultados de este trabajo difieren con lo
reportado por Obata-Yasuoka (2002), en un grupo de 88 cepas vaginales de E. coli
aisladas de mujeres japonesas. Estos autores encontraron que los filogrupos mas
frecuentes fueron el B2 con el 76% (n=66), seguido por los filo grupos D con 16 % (n=14)
y A con el 8% (n=7).

Se ha descrito que las cepas patdgenas extraintestinales derivan principalmente del grupo
filogenético B2 y en menor medida por el filo grupo D. Por el contrario las cepas de origen
comensal pertenecen a los filogrupos Ay B1 (Johnson et al., 2000), comparadas con las
cepas de los grupos B2 y D presentan mas genes de virulencia en relacion a las cepas
de los grupos Ay B1 (Picard, 1999). En este estudio el filogrupo A se encontré en el 13%
(n=26) de las cepas estudiadas (Tabla 6), por lo que probablemente estas cepas tuvieron

un origen comensal y posteriormente colonizaron el tracto cérvico- uterino.

7.4. Resistencia a los antibioticos

La emergencia de cepas bacterianas resistentes a los antibiéticos es un serio problema
de salud que complica el tratamiento de las infecciones (Soto, 2006). En este estudio se
encontr6 que la mayoria de las cepas fue resistente a los antibidticos B-lactamicos,
ampicilina (AM) con el 74% (n=149), carbenicilina (CB) con el 63% (n=127) y cefalotina
(CF) con el 54% (n=109), seguidos por la quinolona norfloxacina (NOF) con un 43 %
(n=87), trimetoprim con sulfametoxazol (SXT) con el 50% (n=100) (Figura 3). Los
resultados de este estudio coinciden con los descritos por Rashki, (2014) para cepas
vaginales de E. coli, cuya resistencia a ampicilina fue del 94.7% (n=124), trimetoprim
91.7% (n=120) y cefalotina 62.4% (n=82). Se ha descrito que los principales antibiéticos
para tratar las infecciones urogenitales son trimetroprim-sulfametoxazol, cefalosporinas,
penicilinas semisintéticas con o sin inhibidores de B-lactamasas y las quinolonas (Arslan,
2005)
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7.5 Asociacion de los fenotipos de resistencia a antibiéticos en los diferentes
Filogrupos en las cepas de E. coli.

Para identificar los diferentes grupos filogenéticos en las cepas vaginales de E. coli, se
utilizé el método descrito por Clermont et al., (2000) que se basa en la presencia de los
genes chuA, un gen requerido para el transporte de grupos hemo; yjaA, un gen
identificado recientemente en la secuencia completa en el genoma de E. coli, y TSpE4.C2
que es un fragmento de DNA. El gen chuA esta presente en los filogrupos A, B1 y B2,
mientras que el gen yjaA se encuentra en los filogrupos B2 y D. El gen TspE4.C2 esta
presente en la mayoria de los filogrupos, excepto en B1 y A. Se ha descrito que la
resistencia a los antibiéticos puede variar segun el grupo filogenético al que pertenecen
las cepas de E. coli (Soto, 2006).

En este estudio la mayoria de las cepas de E. coli de origen vaginal asignadas a los
diferentes grupos filogenéticos fue resistente a los antibidticos B-lactamicos ampicilina con
el 74% (n= 149), y carbenicilina (CB) con el 63% (n= 127), seguido de cefalotina (CF)
con el 54% (n= 109), trimetoprim con sulfametoxazol (SXT) con el 50% (n=100) y la
quinolona norfloxacina (NOF) con el 43 % (n=87) (Figura 3). Estos resultados son
similares a los obtenidos por Rashki (2014) en Iran en cepas vaginales de E. coli, en
donde la mayoria de las cepas fue resistente a ampicilina, cefalotina y trimetoprim con
sulfametoxazol, y también con los descritos en cepas uropatégenas de E. coli aisladas de
pacientes con infecciones del tracto urinario en México, en donde la mayoria de las cepas
fue resistente a ampicilina, carbenicilina y cefalotina (Paniagua et. al., 2015). La
multirresistencia a penicilina, cefotaxima, ceftazidima y tetraciclina ha sido asociada
recientemente con los filogrupos B2, D y A en cepas UPEC (Cortés et al.,, 2017) y la
resistencia a ampicilina, amoxicilina-acido clavulanico, tetraciclina, éacido nalidixico,
ciprofloxacina y trimetoprim-sulametoxazol en cepas UPEC pertenecientes a los filogrupos
B2, A, D y B1 (Oliveira et al., 2017). Los porcentajes de resistencia a antibiéticos
encontrados en nuestros filogrupos son semejantes a los descritos recientemente en los
filogrupos B2, B1 y C de cepas UPEC productoras de ESBL (Extended-spectrum f3
lactamases) (Alyamani et al., 2017), y también con los descritos para los filogrupos B2, A,
Dy Bl de cepas de E. coli uropatégenas (Oliveira et al., 2017). La elevada resistencia a
multiples antibi6ticos en las cepas UPEC analizadas puede deberse a que en el sistema
de seguridad social de salud de México se ha ampliado la administracion terapéutica de
varios grupos de antibidticos para erradicar las infecciones cérvico-vaginales lo que ha

ocasionado la propagacion de cepas multirresistentes entre la comunidad, con capacidad
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para transferir horizontalmente elementos genéticos maviles,

transposones e integrones (Hall & Collis 1998).

como plasmidos,
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8. Conclusiones

1. En este estudio E. coli fue la principal bacteria responsable de las infecciones

cérvico-vaginales.

2. Elfilogrupo mas frecuente entre las cepas de E. coli fue el B2, seguido por el A, D
y C.

3. Los resultados evidenciaron la presencia de los filogrupos F y criptico Clade I.
Existen pocos estudios que mencionen la frecuencia de estos filogrupos, por lo
que es importante impulsar el desarrollo del estudio de estos filogrupos de E. coli

gque causan infecciones extraintestinales.

4. Los resultados evidenciaron la elevada resistencia a los antibidticos en los
diferentes grupos filogenéticos de E. coli, principalmente en los grupos B2, A y D,
por lo que es importante actualizar los tratamientos médicos en el sector salud,
con la finalidad de disminuir la propagaciéon de cepas multirresistentes a los
antibiéticos. La mayoria de las cepas de E. coli pertenecientes a los filogrupos B2,
A y D fue resistente a los antibidticos B-lactamicos ampicilina, carbenicilina y

cefalotina.
5. El presente estudio es la primer investigacion realizada en México, para conocer la

relacion entre la resistencia a los antibidticos con los filogrupos de E. coli que

causan infeccion cérvico vaginal.
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