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ADQUIRIDO EN LA COMUNIDAD EN UNA INSTITUCION DE TERCER NIVEL EN BOGOTA

RESUMEN
Introduccidn: La emergencia de bacterias de importancia clinica multirresistentes es un

problema de salud publica a nivel mundial muy importante por el incremento en los
costos del tratamiento y las vidas humanas afectadas. Sin embargo, en los ultimos afios
se ha incrementado la circulacién de estos patdgenos multirresistentes en la
comunidad causando diferentes tipos de infecciones como: infecciones gastricas,

respiratorias, neumonias e infecciones del tracto urinario (ITU), principalmente.

Las ITU adquiridas en la comunidad son causadas en su mayoria por Escherichia coli
extraintestinal (grupo filogenético B2 y D), que son mas virulentos que los aislamientos
intestinales o comensales (grupo filogenético A y B1). Ademas los aislamientos
extraintestinales estdn aumentando su resistencia a los antibiéticos empleados para el
tratamiento empirico o de primera eleccion terapéutica como: sulfonamidas,
quinolonas y B-lactamicos. Esto se debe a la adquisicion de genes que codifican
diversos mecanismos de resistencia, los cuales son transferidos por la incorporacién de
elementos genéticos moviles como plasmidos, transposones e integrones que tienen la
funcién de almacenar, transportar y facilitar la inserciéon en el genoma bacteriano de

DNA foraneo, lo cual se traduce en un fenotipo de multirresistencia.

La vigilancia activa en algunos paises del mundo incluyendo latinoamericanos como
Brasil han reportado la emergencia de un nuevo clon pandémico de E. coli de
circulacién en la comunidad, el cual se caracteriza por tener un tipo de secuencia (ST)
131, asi como resistencia a todos los antibidticos B-lactamicos (excepto cefamicinas y

carbapenemicos) por la accién de una BLEE tipo CTX-M-15, y ademas pueden tener



corresistencia a otros antibidticos como aminoglicdsidos, quinolonas, sulfonamidas y
tetraciclinas. La mayoria de estos aislamientos son clasificados como patdgenos
extraintestinales (B2 y D) que pueden tener un perfil de virulencia muy amplio que
incluyen toxinas, adhesinas, sistemas de adquisicion de hierro y otros factores de
virulencia que permiten la invasion y patogénesis que desencadenan una respuestas
nocivas por el hospedero, ocasionando cuadros clinicos muy severos o incluso la
muerte. En Colombia no ha datos que permitan establecer como es el comportamiento
de las ITU, ni la frecuencia de la resistencia de los aislamientos de E. coli y si estd
circulando el clon ST131. Por esta razén es importante iniciar con la caracterizacion
microbioldgica y molecular de aislamientos de E. coli causantes de infeccidn, en
pacientes de la comunidad, con el fin de proporcionar datos sdélidos de nuestra
epidemiologia para, en un futuro, brindar soporte para desarrollar o acoger nuevas

guias de manejos y tratamiento de infecciones en la comunidad.

Objetivo: Determinar los mecanismos de resistencia a antibiéticos de uso clinico en
aislamientos de Escherichia coli causantes de infeccién del tracto urinario adquirida en

la comunidad en una institucién de tercer nivel en Bogota.

Materiales y métodos: Estudio descriptivo prospectivo, realizado entre Abril a
Noviembre del 2009, donde se incluyeron 133 aislamientos de E. coli causantes de ITU
en pacientes de consulta externa, urgencias y salas de partos de un hospital de tercer

nivel de Bogota.

Ensayos fenotipicos y genotipicos: Se determind la concentracién inhibitoria minima
(CIM) a 8 antibidticos por medio del método de microdilucién en agar, siguiendo las
recomendaciones dadas por el CLSI (2010). En todos los aislamientos se determind la

presencia de los genes blacrx.m, blasyy y blarey, que codifican para B-lactamasas, por



medio de PCR multiple. Adicionalmente se detectaron los genes de resistencia a
sulfonamidas Sull, Sul2 y Sul3, tetraciclinas tetA, tetB y tetC, integrones clase 1, 2y 3y
seis factores de virulencia papC, cnf, hly. fimG/fimH, usp y sfaD/SfaE. La relacion

genética de los aislamientos se realizé por medio de REP-PCR.

Resultados: De los 133 pacientes analizados, 91 (68.4%) fueron atendidos por consulta
externa, 27 (20.3%) en urgencias y 15 (11.3%) en sala de partos. Ciento seis (80.0%)
pacientes correspondieron al sexo femenino. Solo el 12.0% de los pacientes
presentaron como antecedente diabetes mellitus. Del total de aislamientos analizados
se encontrd un perfil de resistencia a TET en 87 (65%), AMP 68 (51%), SXT 65 (49%), CIP
46 (34%), GEN 22 (17%), AMK 21 (15%). Dos aislamientos (1,5%) fueron resistentes a
cefalosporinas de tercera generacién (cefotaxime y ceftazidime) por la presencia del
gen bla crx.m-15, estos aislamientos presentan relacion con el clon ST131. Los genes tetA
y sull fueron detectados en 31(23.0%) y 33(24.8%) de los aislamientos
respectivamente. Los integrones 1 y 2 se encontraron en 50(37.5%) y 5(6.7%)
aislamientos, respectivamente. El 61% de los aislamientos fueron clasificados como
extraintestinales y el restante 39.0% como intestinales. Los aislamientos
extraintestinales presentan mayor variabilidad de perfiles de virulencia y presentando
un alto porcentaje de los genes fimG/fimH, cnf, hly y papC. Este ultimo con una
marcada diferencia entre ambos tipos de aislamientos (extraintestinales 40.0% e
intestinales 6.0%). En los aislamientos extraintestinales también se encontraron las
adhesinas usp y sfaD/SfaE en 11(13.0%) y 10(12%) aislamientos, respectivamente. En la
relacion genética de los aislamientos se evidencié que tienen un comportamiento
clonal conservando un porcentaje de similiridad mayor al >80% respecto a la cepa
ATCC 25922. De los nueve aislamientos seleccionados para determinar la relacién

genética con el clon ST 131 cinco aislamientos fueron relacionados con este clon.



Conclusiones.

Estos resultados confirman la circulacién de aislamientos de E. coli ST131 causantes de
ITU adquirida en la comunidad en pacientes colombianos, con y sin la adquisicion de la
cefotaximasa CTX-M 15. Ademds se determind que los aislamientos de E. coli de
circulacién en la comunidad tienen un comportamiento clonal y que presentan un gran
repertorio de factores de virulencia y resistencia (hasta a seis antibidticos). Este estudio
también permite iniciar una caracterizacion del fendmeno de resistencia en
aislamientos en la comunidad y asi poder en un futuro iniciar un seguimiento

epidemioldgico.
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1. JUSTIFICACION

Los aislamientos de E. coli productoras de BLEE es uno de los problemas mas
importantes a nivel mundial por causar infecciones en el hospital, sin embargo en los
ultimos cinco afos se ha incrementado rapidamente la diseminacidn de estos
patdgenos en la comunidad causando infecciones en pacientes sin factores de riesgo
aparentes o con antecedentes de consumo de antibidticos y patologias de base

(renales o diabetes mellitus).

La infeccién de tracto urinario (ITU) es la infeccion mds frecuente causada por estos
aislamientos de E. coli productoras de BLEE, seguida por bacteriemias e infecciones
gastrointestinales. Desde el afio 2003 se ha reportado la emergencia y diseminacién de
un clon de E. coli causante de infecciones en la comunidad y asociadas al cuidado de la
salud en diferentes paises Europeos, en Norte América y Sur América [1] .Este clon
tiene un tipo de secuencia 131 (ST131), y ademas alberga una mayor cantidad de
factores de virulencia que los clones circulantes en el ambiente hospitalario, También
ha adquirido multiples mecanismos de resistencia contra antibidticos de primera
eleccidn terapéutica como B-lactamicos, sulfonamidas, inhibidores de la via de los
folatos y quinolonas. La cefalosporinasa CTX-M-15 es la enzima mas frecuentemente

encontrada en aislamientos relacionados con este clon [2-5].

En Colombia es poco lo que se conoce de E. coli productoras de CTX-M
multirresistentes de la comunidad, los reportes existentes han estudiado aislamientos
hospitalarios, por ejemplo, Valenzuela de Silva en el 2006 reportd la presencia de
Enterobacterias de circulacion hospitalaria productoras de cefalosporinasas tipo CTX-
M-15, CTX-M-1 y CTX-M-2 [6, 7]. También se ha realizado diversos programas de
vigilancia epidemioldgica para los agentes infecciosos de circulacidon hospitalaria con
mayor impacto clinico y analisis estadisticos que permite conocer los perfiles y
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tendencias de la resistencia en estos patégenos circulantes en los hospitales

colombianos, como los realizados por GREBO (www.grebo.org); pero

infortunadamente, no se cuentan con una caracterizacidn clinica, epidemiolégica y
molecular de los aislamientos que estan circulando en la comunidad en nuestro pais.
De acuerdo a varios reportes realizados a nivel mundial los patégenos de circulacion en
la comunidad estan perdiendo su perfil tipico de multisensibilidad, por la adquisicién
de mecanismos de resistencia, previamente detectados en los aislamientos
hospitalarios, con el agravante que estos aislamientos de la comunidad pueden ser
mucho mds agresivos y virulentos [8-10]. Por esto es importante iniciar la vigilancia del
comportamiento de la resistencia a los antibidticos en aislamientos de circulacién en la

comunidad y verificar si el clon ST131 esta circulando en nuestros aislameintos.
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2. MARCO TEORICO

2.1. Generalidades de Escherichia coli

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo que tienen la habilidad de colonizar varios
nichos ambientales, animales y humanos. En este ultimo, pocas horas después del
nacimiento coloniza la mucosa intestinal, ya que estd proporciona condiciones
favorables para su crecimiento, como presencia glutamato y gran variedad de azucares.
En algunas ocasiones cuando las concentraciones de azucares en el intestino son bajas,
estas bacterias pueden potencializar su crecimiento al usar respiracién microaerofila o
anaerobia [11]. La relacién del hospedero y E. coli se denomina comensalismo, en la
cual se benefician los dos organismos, en el primero favorece la absorcién de
nutrientes, estabiliza el microambiente evitando la colonizacidn de bacterias patégenas
por la produccion de bacteriocinas especificas, activacion de sefiales y estimulos que
desarrollan o regulan el sistema inmune, entre otros [12]. Mientras que el segundo

obtiene la mayoria de nutrientes necesarios para su crecimiento y replicacién.

Algunos aislamientos de E. coli divergen de este grupo comensal por tener la capacidad
de desarrollar gran variedad de patologias con un espectro de accién muy amplio,
cursando desde afecciones agudas a crdnicas, hasta infecciones invasivas e incluso
causar la muerte [13]. Estos patdgenos se han clasificado en dos grupos: 1. E. coli
patégeno intestinal (variedades entéropatogena, hemorragicas, invasivas, toxigénica y
agregativa) pertenecientes al grupo filogenético A1 6 B1 y 2. E. coli extraintestinal
(EXxPEC) que se relacionan frecuentemente con infecciones del sistema nervioso
central, meningitis neonatal, bacteriemias, infecciones del sitio operatorio y del tracto

urinario (ITU). Estos patdgenos se asocian al grupo filogenético Dy B2 [11, 14].

Entre las EXPEC, el grupo mdas comun es la UPEC (siglas en ingles para E. coli

uropatogénica) las cuales son las responsables del 70% al 90% de las infecciones del

14



tracto urinario adquiridas en la comunidad (ITU-AC). En el ambiente hospitalario
pueden llegar a causar alrededor del 50% de todas las infecciones ocasionadas por E.
coli, aumentando considerablemente los indices de mortalidad y costos de

hospitalarios.

Las UPEC son bacterias oportunistas intracelulares que poseen diversos factores de
virulencia como adhesinas, toxinas, hemolisinas y sistemas de adquisicién de hierro que
les permite invadir las células uroepiteliales. Las ITU pueden cursar desde la
colonizacidén de la vejiga (bacteuria asintomatica o cistitis) hasta la invasién por medio
del uréter hasta el rifién causando pielonefritis. La respuesta producida por este tipo de
tejido, normalmente estéril, es la inflamacidn, causada por la produccién de citoquinas
y la activacién de la quimiotaxis de neutrofilos y macrofagos, exfoliacién del epitelio
renal, generacion de compuestos nitrogenados y compuestos antimicrobianos. Estos
productos son los responsables de ocasionar gran variedad de sintomas clinicos como

dolor, fiebre, disuria y leucocituria [15].

2.2. Patogénesis y Factores de virulencia.

E. coli intestinal induce una alteracidn histopatoldgica en el intestino conocida como
lesion A/E (Adherencia y Eliminacién), que se lleva a cabo mediante mecanismos de
virulencia complejos y especificos de cada tipo de cepa, e induce la degeneracion de las
microvellosidades y altera la morfologia normal de la regién apical de la célula
endotelial. Este modelo de patogénesis se divide en tres fases importantes: adherencia

inicial, inyeccion de factores y transduccién de sefiales, e invasion [12].

Las UPEC tienen la habilidad de adherirse al epitelio y colonizarlo, debido a su mayor
capacidad de soportar la circulacion de voliumenes grandes de orina que participan en

el mantenimiento, limpieza y esterilidad de los conductos urinarios. La estrecha
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interaccion célula—bacteria permite que se efectué la invasidn epitelial de la vejiga y
uréter por medio de un proceso de internalizacidn facilitado por una activacion del
transporte de membrana y la produccidon bacteriana de compuestos dcidos con
caracteristicas similares a los endosomas tardios eucariéticos. Cuando las células
uroepiteliales contienen gran cantidad de patdgenos, se activa un mecanismo de
exfoliacion celular, el cual tiene como objetivo eliminar gran cantidad de bacterias de
forma simultanea haciendo un recambio celular [16]. Sin embargo, este proceso puede
dejar expuesto capas subyacentes de células inmaduras que cursan por el proceso de
reordenamiento de los filamentos de actina (caracteristicos de la etapa final de
diferenciaciéon celular), los cuales pueden favorecer la multiplicaciéon bacteriana

intracelular [17].

La patogénesis de la ITU puede ser explicada teniendo en cuenta factores dependientes
del huésped como vaciamiento vesical incompleto u orina residual, reflujo
vesicoureteral, presencia de cuerpos extrafios o litiasis y lesiones inflamatorias
persistentes. Respecto al patégeno la adquisicién de factores de virulencia que
aumenten su adhesién, evasién de la respuesta inmune, secrecién de toxinas vy

sistemas de adquisicién de nutrientes, entre otros [18].

2.2.1. Sistema de adhesinas.

Las bacterias expresan adhesinas sobre su superficie que pueden estar conformadas
por mondmeros, oligomeros o compuestos supramoleculares, como es el caso de
estructuras muy importantes son las denominadas fimbria o pili. Estos componentes de
adhesién son asociados a los pilis tipos 1, Py S, F1C y las adhesinas relacionadas a la

familia Dr.
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2.2.1.1. Pili tipo 1

Estos organelos estan constituidos por fibras helicoidales compuestas de subunidades
repetidas de la proteina FimA, acopladas a una estructura de 3 nm de ancho
denominada fimD, dos proteinas adaptadoras (FimF y FimG) y otra proteina variante
(FimH), esta ultima ubicada en su extremo C- terminal, la cual le permite interaccionar
con receptores de manosa de las diferentes células del hospedero. Todas las variantes
naturales de FimH pueden tener estructuras trimanosa o monomanosa, que pueden o
no variar la capacidad de unién a diferentes receptores como carbohidratos o colageno

tipo I y IV, laminina y fibronectina [7].

El pili es una de las adhesinas mas comunes, estd presente en aproximadamente el 80%
de las Enterobacterias comensales y casi en el 70% de las UPEC. Estas ultimas expresan
el fenotipo de unién a monomanosa el cual tiene un alto tropismo por los receptores
de glicoproteinas presentes en las células uroepiteliales, favoreciendo la colonizacidn
del tracto urinario. Estos receptores se pueden expresar mas facilmente cuando hay

alguna alteracidn del epitelio que recubre la vejiga o el sistema urinario [19].

2.2.1.2. Pili tipo P

El pili tipo P es una estructura muy similar al pili tipo 1, y esta constituido por una fibra
redonda flexible, conformada por varias subunidades de la proteina PapA, que se
encuentra anclada a la membrana por medio de la proteina PapC. En el extremo distal
del pili P esta presente la proteina PapG, la cual esta asociada a tres subunidades mas:
PapE, PapF y PapK (figura 1). La adhesina PapG reconoce los receptores glicopeptidicos
gue son expresados por las celular renales y los eritrocitos, por esta razon este factor
de virulencia se ha asociado mas al desarrollo de pielonefritis que al proceso de
colonizacidn del epitelio urinario. Sin embargo Mahmood y colaboradores en el 2000

demostraron que PapG puede unirse a particulas surfactantes secretadas por el
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hombre y algunos animales, lo que permite suponer que estas bacterias pueden ser

mas estables en la mucosa intestinal y persistir como flora normal [20].

La adhesina PapG es reconocida por el receptor denominado GbO3
(globotriacilceramida) y se une a él por medio de la B-glucosa del residuo de ceramida.
Sin embargo se han reportado algunas variaciones de esta adhesina, como PapGl,
PapGll y PapGlll, que interaccionan con los receptores modificados GbO4 y GbO5 que,
mantienen la misma estructura de GbO3, pero con la presencia de uno o dos residuos

de N-acetil-galactosamina (GalNAc) (figura 1) [21-23].

a Pap Vord b Fim
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Figura 1. . Esquemas de las diferentes estructuras encontradas en los pilis. A. Esquema del pili tipo P. B.
pili tipo 1. Los numeros indican el numero de copias de las diferentes subunidades ensambladas para la
formacién de los tipos de pili. En la membrana externa (OM) se encuentra ancladas las subunidades de
terminacién como PapH y FimC respectivamente, las cuales se encuentran unidas a las chaperonas (color
amarillo) permitiendo la uniéon de las diferentes subunidades que pueden estar en dimeros (color azul) o
mondmeros. E. exterior y P: espacio periplasmatico [24]

2.2.1.3. Pilitipo S/F1C

El pili S esta formado por la subunidad SfaA y tres subunidades menores denominadas
SfaG, SfaH y SfaS. SfaA tiene la capacidad de interactuar con los residuos de acido
sidlico presentes en las membranas de células del endotelio vascular y renal, facilitando
la diseminacion bacteriana y causando infecciones complicadas como meningitis, sepsis

y pielonefritis. También se han identificado organelos homélogos al pili S como FIC, que
18



se encuentra presente en el 14% de los aislamientos UPEC, lo cual indica que puede

tener un papel importante en la patogénesis de las infecciones urinarias [25].

2.2.1.4. La familia de adhesinas Dr.

Este grupo de adhesinas tienen una asociacién de uropatogenicidad debido a que
facilitan el ascenso en la colonizacién, permanencia y desarrollo de infecciones
intestinales crénicas y del tracto urinario como pielonefritis. Los miembros de esta
familia reconocen secuencias consenso repetidas presentes en factores de activacidon y
regulacion de eritrocitos, asi como el coldgeno tipo IV y diferentes tejidos incluyendo el
uroepitelial, permitiendo la adherencia e invasién bacteriana [26, 27] En la tabla 1 se

muestra un resumen de las adhesinas comunmente asociadas a aislamientos UPEC.

Tabla 1. Adhesinas comunes en aislamientos UPEC

Organelo Adhesina Receptor en el Célula afectada Enfermedad
especifica hospedero asociada
Glicoproteinas Células epiteliales, renales,
e . manosiladas, colageno eritrocitos, macroéfagos, neutro Cistitis, sepsis,
Pili tipo 1 fimH . . g . . g - 'p
tipo IV, laminina, filos, matriz extracelular e meningitis
fibronectina implantes

Células epiteliales renales,

Pili tipo P PapG (LILII)  GbO3, GbO4, GbOS5. . . Pielonefritis
eritrocitos

pili tipo Acido §3I|C|I|co, Células endoteliales, epiteliales y Asociacion a ITU,

s/Flc Sfas, plasminogeno y B-G renales sepsis y meningitis
alNac-1,4-Gal

Adhesinas . CD%S' o G_66, .Celula_s epiteliales, componentes Cistitis, pielonefritis,

varios coldgeno tipo IV, aff intestinales o renales . .

Dr . ;i diarrea y sepsis

integrinas

2.2.2. Sistemas de adquisicion de Hierro

El hierro es uno de los elementos esenciales para las células procariotas y eucariotas,
ya que son indispensables para el crecimiento y el desarrollo de multiples procesos; las
concentraciones de hierro en el hospedero puede ser muy bajas (10'6M), lo cual puede
contribuir a evitar el crecimiento bacteriano. Por esta razén, las bacterias han
desarrollado varias estrategias para adquirir este elemento del huésped, una de estas

19



es por medio de siderdforos, los cuales son moléculas de bajo peso molecular con alta
afinidad por hierro (Fe*®) (que es insoluble como catién libre), que permite captarlo del

ambiente y almacenarlo en el citoplasma bacteriano.

Las bacterias recuperan los sideréforos unidos a hierro por medio de receptores que
facilitan el transporte del complejo hierro-sideréforos a través de la membrana [11] .
Otra estrategia empleada por las bacterias para sobrevivir en estas condiciones
hostiles, es la produccién de la proteina enterobactina, la cual compite con la
transferrina por la unién al hierro; en contraste, el hospedo puede contrarrestar esta
accién produciendo la proteina lipocalin 2, la cual actia eficazmente secuestrando el

complejo enterobactina — hierro.

2.3. Tratamiento de las ITU y resistencia a los antibioticos

Actualmente se cuenta con varios antimicrobianos efectivos para el tratamiento de las
ITU causadas por bacterias Gram negativas (en especial E. coli) como fluoroquinolonas,
tetraciclinas, aminoglicdsidos, sulfonamidas, inhibidores de la via de los folatos y beta-
lactamicos. Sin embargo, en los ultimos afos se ha reportado un aumento significativo
de aislamientos productores de BLEE, y lo que es mas preocupante con corresistencia a
uno o varios antibidticos de otras familias. Adicionalmente, este fendmeno estd
emergiendo rapidamente en el ambiente comunitario, lo cual complica la situacion,
porque se hace necesario direccionar adecuadamente el tratamiento empirico de
pacientes con este tipo de infecciones, debido a que no se han actualizado las guias de
manejo para este tipo de infecciones y se sigue considerado que las infecciones de
inicio en la comunidad son generalmente no complicadas, de féacil resolucion por
intuirse que son causadas por patdgenos multisensibles, lo cual puede conllevar en

algunos casos a falla en el tratamiento [28].
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En casos de infecciones complejas se pueden emplear cefalosporinas como cefotaxima,
ceftazidima, cefepime o incluso carbapenemicos. Pero también se han encontrado
registros en los cuales, estan circulando en la comunidad mecanismos de resistencia
como las cefalosporinasas. Por todo esto es muy importante siempre direccionar el
tratamiento de estas patologias con la ayuda de la sintomatologia y el perfil de
susceptibilidad que permite disefar estrategias de sinergismo que pueden evitar la
seleccion de clones multirresistentes, que pueden permanecer como colonizadores, y
asi contribuir con la diseminacion de estos patdgenos en la misma comunidad o en

pacientes hospitalizados con gran nimero de factores de riesgo [29, 30] .

Las Enterobacterias en especial E. coli de circulacidon hospitalaria, y ahora en la
comunidad, adaptan y acumulan diferentes mecanismos de resistencia que adquieren
por la transferencia horizontal de elementos genéticos méviles que pueden contener
varios genes de resistencia de forma simultanea. Estos genes codifican enzimas capaces
de generar mutaciones puntuales del sitio blanco o de reconocimiento del antibidtico
impidiendo su unién, enzimas con actividad inhibitoria o hidrolitica, o sistemas de

expulsidn que disminuyen la concentracidn intracelular del antibidtico [8, 31].

2.3.1. Quinolonas
Las quinolonas como el acido nalidixico u oxolinico y las fluoroguinolonas tipo

ciprofloxacina o norfloxacina son antibidticos que tienen como objetivo dos enzimas: la
ADN girasa y la topoisomerasa |V, implicadas en la replicacion y la transcripcién del
ADN bacteriano. La primera codificada por el gen gyrA que actia en el control del
superenrollamiento que se produce durante la transcripcidén y replicacion del DNA
bacteriano, la segunda es codificada por los genes parC y parE que ayudan a la

separacion del DNA, permitiendo la formacion de la horquilla de replicacién [32].
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La resistencia bacteriana a esta familia de antibidticos estd dada por cuatro
mecanismos diferentes: el principal es la acumulacidon secuencial de mutaciones
puntuales espontaneas en estas dos enzimas (DNA girasa y topoisomerasa V), lo cual
disminuye la afinidad del antibiético. El segundo mecanismo son los mediados por
pldsmidos que transportan los genes qnrA, qnrB, gnrS que codifican proteinas que
protegen la DNA girasa de la accién del antibiético [33]. Otro mecanismo
recientemente reportado es la adquisicion y produccion de la proteina aac(6’)-Ib-cr,
gue es una enzima bifuncional capaz de acetilar varios aminoglicésidos vy
fluoroquinolonas como ciprofloxacina y norfloxacina [34]. Por ultimo se encuentra la
disminucion en la expresion de porinas causando cambios en la conformacién de la
membrana externa, disminuyendo la permeabilidad y de esta forma evitando el ingreso

del antibidtico al citoplasma bacteriano [35, 36].

2.3.2. Trimetoprim — sulfametoxazol

Las sulfonamidas y el trimetoprim son antibidticos bacteriostaticos que inhiben la
sintesis de acido félico en las bacterias. La sulfonamida es un antagonista competitivo o
un antimetabolito del PABA (Acido Para-aminobenzoico), e inhibe competitivamente la
dihidropteroato sintasa, enzima que en condiciones normales participa en la formacion
de 4acido dihidrofélico, que subsecuentemente se convierte en acido tetrahidrofélico
(tetrahidrofolato), purinas, y por ultimo en ADN. Estas también pueden actuar como un
sustrato para esta enzima, resultando en la sintesis de formas no funcionales de acido

félico, que conlleva a inhibir la sintesis del ADN [37].

La resistencia a estos antibidticos puede ser de naturaleza cromosdmica aumentando la
produccién de PABA que actua de dos formas: neutralizando las sulfonamidas y
causando cambios enzimaticos que disminuye la afinidad del antibidtico por su sitio

blanco. La resistencia extracromosomal es mediada por la adquisicion de plasmidos
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gue contiene el gen drf que codifica una variante de la enzima hidrofolato reductasa, la
cual posee baja afinidad por el trimetoprim evitando su acciéon. En el caso de las
sulfonamidas, la presencia de integrones portadores de genes Sull, sul2 y Sul3 que
codifican variantes de la dihidripteroato sintetasa (DHPS) mil veces menos sensible a la

accion del antibiotico [37].

2.3.3. B- lactamicos

Los antibidticos B-lactdmicos como penicilinas, cefalosforinas, monobactamicos vy
carbapenemicos son muy utilizados en las practicas clinicas para el tratamiento de
infecciones por bacilos Gran negativos, por su amplio espectro y baja toxicidad. Esta
familia inhibe el sistema enzimatico implicado en la transpeptidacién del
peptidoglicano naciente, evitando la formacién de la pared bacteriana. La resistencia se
puede atribuir a cuatro mecanismos diferentes: la inactivacion enzimatica del
medicamento, alteracién del sitio blanco, incapacidad del antibiético de alcanzar su
sitio de accién debido a alteraciones de las porinas a nivel de la membrana celular y

eflujo de las moléculas una vez ingresan al citoplasma [36, 38, 39].

El primer mecanismo es el mdas frecuente y esta dado por un grupo de enzimas
denominadas B-lactamasas, las cuales se clasifican en B-lactamasas de amplio espectro
BLAE y de espectro extendido BLEE, las primeras capaces de hidrolizar antibidticos
derivados de las penicilinas, y las segundas, ademas de estos, también tienen accion
sobre otros B-lactdmicos como las cefalosporinas de primera, segunda, tercera
generacion (a excepcidn de las cefamicinas) monobactamicos, aztreonam, pero no

hidrolizan carbapenémicos [8, 40].

La primera BLEE fue identificada en un aislamiento de Kluyvera spp en Alemania en

1983. Desde entonces se han reportado una gran diseminacion de bacterias
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productoras de estas enzimas en todas partes del mundo afectando varios servicios
hospitalarios incluyendo las unidades de cuidado intensivo (UCI). Las BLEE se han
clasificacién de acuerdo a sus caracteristicas funcionales (clasificacién de Bush) o segun
su estructura primaria (clasificacion de Ambler). Esta ultima, es la mas sencilla y las

divide en cuatro grupos moleculares A, B, Cy D [41-43].

Las BLEE de clase A, son las mas comunes en la familia Enterobacteriaceae, en el sitio
activo posee un residuo de serina al igual que la clase C y D, siendo sus principales
representantes la nuevas variantes de las enzimas TEM, SHV y CTX-M [44]. Unas de las
primeras BLEE descritas en aislamientos hospitalarios fue la enzima TEM (Temoneira)
que tiene la capacidad de hidrolizar penicilinas y cefalosporinas de primera generacion.
Actualmente se han reportado mds de 130 isoformas originadas por mutaciones
puntuales del gen blar, haciendo un cambio considerable en el espectro de acciéon

cubriendo hasta cefalosporinas de tercera generacién.

Las enzimas SHV (Sulfhydryl reagent variable) es otro grupo de enzimas presente en los
bacilos Gram negativos, su precursor es SHV-1, el cual se puede encontrar
universalmente en Klebsiella pneumoniae. Esta BLEE confiere resistencia a penicilinas
pero no a cefalosporinas. En 1983 se identificaron en tres aislamientos de K.
pneumoniae una mutacidén en esta enzima, que se le asignd el nombre de SHV-2
plasmidica, la cual se demostré que conferia resistencia a cefotaxime. Estas enzimas
son derivadas de TEM y poseen mas del 70% de identidad. En la actualidad se conocen
mas de 50 isoformas que les permite ampliar su espectro de accién. Lo anterior indica
gue este mecanismo de resistencia tiene gran capacidad de diversificaciéon evolutiva y
diseminacién en un corto tiempo, debido a la seleccidn que ejerce el uso
indiscriminado de antibidticos en los patdgenos de circulacién hospitalaria y en la

comunidad [45-47].
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El dltimo representante de la clase A es CTX-M que fue descrita simultaneamente en
Alemania y Argentina en un aislamiento humano de E. coli y Salmonella spp a
mediados de 1989 [48, 49]. Esta nueva familia de BLEE constituida por 80 enzimas
clasificadas en cinco grupos (CTX-M-1, 2, 8, 9 y 25) de acuerdo a la similitud en la
estructura primaria, tienen actividad hidrolitica sobre cefalosporinas de tercera
generaciéon como cefotaxima (de alli deriva su nombre de cefotaximasas), ceftaxidima o

ceftriaxona, y otras de cuarta generacién como cefpirona y Cefadizima [50].

Actualmente CTX-M es muy comun encontrar en aislamientos de K. pneumoniae, E.
coli, Salmonella, Shigella, Citrobacter freundii, Enterobacter, spp., y Serratia marcescens
de circulacidn hospitalaria. Por ejemplo, durante los afios noventa se inicio la
diseminacion de Enterobacterias productoras principalmente de CTX-M-2 en el
ambiente hospitalario, en Surdmerica (Argentina y Colombia) y Europa [6, 51]. Pero en
el afio 2000 inicio la emergencia a nivel mundial de E. coli productora CTX-M-15
causando ITU en la comunidad. En la actualidad esta situacién esta categorizada como
un problema de salud mundial con caracteristica de pandemia puesto que también
tiene una gran diseminacion en los diferentes ambientes comunitarios. Los principales
factores de riesgo para la adquisicidon de bacterias productora de CTX-M en la
comunidad son: el consumo de cefalosporinas y fluoroquinolonas, ITU a repeticion,
enfermedad renal, diabetes mellitus y hospitalizaciones previas [52]. Hasta la fecha en
Colombia no se han reportado evidencia que esta B-lactamasa CTX-M-15 se encuentre

circulando en aislamientos comunitarios.

La diseminacién de este mecanismo de resistencia estd relacionada a diferentes
elementos genéticos involucrados en su movilizacién, el principal es el plasmido
conjugativo, el cual permite la transferencia no solo entre cepas de la misma especie
sino también, entre diferentes especies. La insercion de estos genes de resistencia

dentro de estos plasmidos esta mediada principalmente por secuencias de insercidn
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(por ejemplo: ISEcpl o insercion de secuencias ligada a ISEcpl) incorporadas a su vez
en transposones o integrones. La presencia de estos genes en los elementos genéticos
moviles determinan su asociacién con otros determinantes genéticos de resistencia
transferibles como los que confieren resistencia a aminoglicésidos y quinolonas,

otorgandole a los microorganismos un fenotipo de multirresistencia [53].

2.3.4. Movilizacién de los mecanismos de resistencia: los integrones.

El desarrollo de la multirresistencia ocurrié en parte por el advenimiento del uso
indiscriminado de antibidticos, que llevd a seleccionar eventos asociados a mutaciones
puntuales, y en menor grado al desarrollo de novo mecanismos de resistencias; pero el
principal motivo se debid a que las bacterias adquirieron la resistencia a partir de la
transferencia horizontal de genes que le suministraban nuevas alternativas de
supervivencia en diferentes condiciones. Esto mediado por diferentes elementos
moviles como plasmidos, transposones y secuencias de insercion capaces de transferir

su material mediante mecanismos como conjugacién, transformacién y transduccion.

En 1980, aquellos elementos genéticos asociados a la adquisicion y pérdida de genes
fueron identificados como integrones [54], que son un nuevo sistema de
recombinacion sitio-especifica, totalmente independiente de la proteina RecA,
encargada de los eventos de recombinacién homaéloga bacteriana [55]. Los primeros
integrones descritos se movilizaban por la maquinaria aportada por un transposon
puesto que ellos se encuentran flanqueados por los genes tnpA y tnpR, los cuales estdn
involucrados en la transposicion del Tn21. Pero con la caracterizacion de nuevos
integrones, se pudo observar que la mayoria tenian estas regiones ausentes o
desorganizadas por la presencia de una secuencia de insercion (IS). Esto se pudo

comprobar para los integrones de la familia In2 e In4, pertenecientes a la familia de
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Tn21 y Tn1696 respectivamente, los cuales perdieron los genes de involucrados en la

transposicion (Figura 2) [56].

La estructura basal de los integrones esta formada por el gen de la integrasa, intl, que
posee actividad de recombinasa sitio-especifica, una regién reguladora (identificada
como P) y un sitio de recombinacién attl. A continuacidén del sitio att/, se encuentra la
region variable que esta formada por uno o mas casetes integrados mediante eventos
de recombinacidn, los cuales aportan los determinantes de resistencia a antibidticos,

que se indica en la Figura 2 [57].

La clasificaciéon de los integrones estd dada segun la integrasa que codifican, hasta el
momento se han descrito cinco clases que se encuentran asociadas a la diseminacion
de los mecanismos de resistencia a antibioticos (denominadas clases 1 a 5). Estas clases
estan unidas fisicamente a un elemento mavil, ya sea una secuencia de insercion (IS),
un transposén o un plasmido conjugativo. Entre estas clases, tres (1, 2 y 3) se

encuentran histéricamente involucradas en el fenotipo de multirresistencia [58].

Los integrones de clase 1 son los mds ampliamente distribuidos en aislamientos clinicos
y estdn asociados a transposones funcionales o no funcionales derivados del Tn402,
gue a su vez pueden encontrarse insertados en Tn21. Los integrones de clase 2 estan
exclusivamente asociados con la familia del Tn7 [59, 60]; la integrasa (Int2) asociada a
esta clase de integrones tiene la particularidad de poseer una mutacién puntual que
crea un coddén de terminacion prematuro por lo que resulta en una enzima defectiva.
La remocién del coddn de terminacidén mediante la sustitucidon por un residuo que
permite la sintesis completa de la proteina, permitié evaluar la funcionalidad de la Int2

mutada, la cual actia de forma similar a la Intl. Los integrones de clase 3 se
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encontrarian insertados en un transposén no caracterizado. Los integrones de clase 4 y

5 poseen un rol menor en la resistencia a antibiéticos [7, 61, 62].

En Colombia solo dos grupos de investigacidon han reportado la presencia de
integrones. Pinilla y colaboradores en el 2006 identificaron la presencia de la integrasa
clase 1 en ailsmientos de Staphylococcus epidermidis aislados de puntas de catéter de
neonatos de una institucién en Bogota y en el 2010 Najar y colaboradores reportd la
presencia del 79.9% de integrones clase 1 en Enterobacterias asiladas de pacientes
hospitalarias. Hasta la fecha no se ha identificado la presencia de aislamientos con

integrasa clase 2 0 3.

A. p[ B. jntil attlloocAd  cmlAS qacEAl sull  orfS
s x
/ e A / /

I e 4 4
Gen en casete
Intl1 : circular blg g

59-be o attC
Pﬂt int/l ottil blay,, GacAd cmIAS qocENl sull  orfS
byl : / J y
] £/ e e [y

Figura 2. A. Estructura basica del integron: se observan los componentes fundamentales para la
recombinacién sitio especifica de esta plataforma genética: int gen que codifica la integrasa, attl sitio
adyacente de la recombinacién, Pc y P2, posibles promotores para la expresién de los genes casete
insertados. P int promotor de la integrasa. B. Modelo de integracion y escision de los genes casetes:
Proceso por el cual el sitio especifico att/1 del integrdn clase 1 reconoce el sitio attC (secuencia de 59 pb)
del casete circular que contiene el gen de resistencia a carbapenemicos (VIM-2), para su posterior
integracion en la regién variable. La regidn variable del integréon contiene otros genes de resistencia a
aminoglicésidos (aacA4) y cloranfenicol (cmIA5)[57].
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2.4  Epidemiologia de E. coli.

E. coli es uno de los microorganismos mas importantes en la epidemiologia clinica por
su amplia diseminacion en el ambiente hospitalario y en la comunidad. También, por la
capacidad de diversificacion que permite la formacién de nuevos grupos genéticos, que
tienen la capacidad de causar gran variedad de enfermedades de relevancia clinica
como: bacteriemias, osteomielitis, infecciones de sitio operatorio o infecciones
urinarias con gravedad variable [11]. Uno de estos grupos esta formado por EXPEC, que
reune patégenos como E. coli asociada a sepsis (SEPEC), E. coli asociada a meningitis
neonatal (NEMEC) y por ultimo E. coli uropatogena (UPEC) que puede afectar a

hombres y mujeres de diferentes edades [15].

El grupo de UPEC puede causar infecciones en la comunidad, presentando mas de ocho
millones casos de ITU no complicada (como cistitis) y hasta 127.000 casos de sépsis en
los Estados Unidos anualmente. Las ITU adquiridas en la comunidad se desarrollan con
mas frecuencia en mujeres jovenes, sexualmente activas y sin enfermedades de base.
Algunos de los factores de riesgo para la adquisicidon de estas infecciones puede ser el
uso de anticonceptivos orales, relaciones sexuales frecuentes y consumo de

antibidticos como trimetoprim/sulfametoxazol o fluoroquinolonas [63].

En las ultimas décadas se ha registrado el cambio clonal de E.coli causante de ITU en la
comunidad. En Inglaterra durante los afios 1986 y 1987, se reportd un brote E. coli
015:K52:H1 que causd ITU y bacteriemias en pacientes jévenes no hospitalizados.
Posteriormente este clon fue reportado en otros paises europeos y estadounidenses
[64, 65]. Luego otro brote de 14 casos de ITU adquirida en la comunidad fue
caracterizado en Copenhague causando por E. coli 0O78:H10 [66]. En Calgary, Alberta y

Canada se disemind rapidamente un brote causado por E. coli productora de BLEE [67].
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En el afo 2001 fueron recuperados aislamientos de E. coli multirresistentes
perteneciente al grupo clonal A (denominado CgA) y con un serotipo 073:K52:H18, de
los cuales el 11% fueron aislados de pacientes con infeccidon urinaria. El 49% de estos
aislamientos presentaron resistencia a sulfonamidas. En el 2008 dos grupos de
investigacion analizaron un grupo de aislamientos de E. coli productores de BLEE y
describieron la presencia del serotipo 025b, tipo secuencia 131 (ST131). Estos
aislamientos relacionados genéticamente se han asociado a la produccién de BLEE tipo
CTX-M-15, y la presencia de un amplio repertorio de genes de virulencia que

potencializa su patogenicidad como toxinas , hemolisinas y adhesinas [68].

La emergencia de este clon se ha registrado en vario paises del mundo. En Europa un
estudio realizado durante el afio 2006 indicd que el 13.0 % de los aislamientos
productores de BLEE fueron ST 131, en Francia el 61.0% de aislamientos resistentes a
fluoroquinolonas que presentaban BLEE también pertenecia a este clon pandémico. En
general se estima que aproximadamente el 25.0% de aislamientos de E. coli
extraintestinal adquiridos en la comunidad pertenecen a este clon emergente ST131, y

solo el 3,0% de los aislamientos no productores de BLEE [69, 70].

En Colombia no se cuenta con estudios epidemiolégicos y moleculares que permitan
determinar el comportamiento y el perfil de resistencia de los patégenos en el
ambiente comunitario. Sin embargo, E. coli ocupa el primer lugar en la lista de
patdégenos de importancia clinica y epidemiolégica de pacientes hospitalizados
colombianos de los servicios de UCl y no UCI segun el reporte de GREBO (grupo para el
control de resistencia bacteriana en Bogotad), presentando un perfil de multirresistencia
en el cual se incluye 45,0% de resistencia a trimetoprim/sulfametoxazol (23.0%),
ciprofloxacina (24.0%), ampicilina sulbactam (25.0%) y cerca del 10.0% de resistencia a

cefalosporinas de tercera generacion.
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Por estas razones el objetivo del presente trabajo fue realizar una caracterizacion
microbioldgica, genética y molecular de aislamientos de E. coli causantes de infeccion
de tracto urinario en pacientes de la comunidad, en una institucién de salud de tercer
nivel en Bogota y determinar si existe o no la circulacion de aislamientos

pertenecientes al clon ST131 en nuestro pais.
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3. OBIETIVO

3.1. Objetivo General

Determinar los principales mecanismos de resistencia a los antibidticos de uso clinico

en aislamientos de Escherichia coli causantes de infeccion del tracto urinario adquirida

en la comunidad en pacientes de una institucidn de tercer nivel en Bogota.

Objetivos especificos:

Identificar los factores de virulencia presentes en los diferentes grupos
filogenéticos de E. coli por medio de PCR multiple.

Determinar el perfil de resistencia de aislamientos de E. coli causantes de infeccidn
del tracto urinario adquirida en la comunidad.

Identificar los genes que confieren resistencia a antibidticos B-lactamicos,
tetraciclinas y sulfonamidas en aislamientos de E. coli por medio de PCR (Reaccidn
en Cadena de la Polimerasa).

Determinar la presencia de integrones clase 1, 2 y 3 en aislamientos de E. coli
causantes de infeccidn del tracto urinario adquirida en la comunidad por medio de

PCR.

Establecer la relacién genética de los patdgenos causantes de infeccion urinaria
por medio de ERIC-PCR (repetidos intergénicos consenso de Enterobacterias)
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4. Materiales y métodos
En la figura 3 se muestra un esquema donde se resumen las principales estrategias
metodoldgicas empleadas para la caracterizacion de los aislamientos de E. coli
recuperados en este estudio.

Pacientes con

Consulta externa

Urocultivo positivo

sintomatologia de
ITU

v

Urgencias
Sala de partos

E. coli

Revision informacion clinica

Criterios de inclusion

¥ v

Caracterizacién microbiolégica Caracterizacién molecular

¥

Relacién genética
ERIC-PCR

S Determinacion de
Concentracion inhibitoria «Genes de resistencia

minima a 8 antibioticos “Genesde virulencia

*Grupos filogenéticos

*Integronesclase 1,2y 3 Identificacion del clon

ST131 por PCR

Figura 3: Diagrama de flujo de la metodologia empleada en el estudio

4.1. Tipo de estudio y obtencion de los aislamientos bacterianos
Se realizd un estudio observacional de cohorte transversal, en una institucion

hospitalaria de tercer nivel en Bogota durante Abril a Diciembre de 2009. En este
periodo de tiempo se recolectaron 317 aislamientos de E. coli provenientes de
urocultivo correspondientes a 247 pacientes que fueron atendidos en los servicios de
consulta externa, urgencias y sala de partos en una institucion de salud publica de
tercer nivel en Bogota; de los cuales se incluyeron al estudio 133 pacientes que
cumplieron con los siguientes criterios: sintomatologia de infeccidon de via urinaria, en
los pacientes hospitalizados esta sintomatologia debié manifestarse antes de las 72

horas del ingreso a la institucion hospitalaria, resultado de urocultivo positivo para E.
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coli con un recuento mayor a 10° Unidades Formadoras de Colonia (UFC)/ml, no estar
en tratamiento de enfermedades crénicas de manejo hospitalario como cancer o
dialisis y no estar utilizando dispositivos de uso clinico como: sondas, catéter, bolsas de

dialisis, etc.

A todos los pacientes se les realizé una encuesta y se les diligencié una ficha clinica con
informacién sobre antecedentes clinicos y epidemiolégicos, la cual fue complementada
con la informacion registrada en la historia clinica (previa firma de un consentimiento
informado) con el objetivo de determinar si la infeccidn fue adquirida en la comunidad

o en el ambiente hospitalario.

Los 317 aislamientos fueron enviados al Laboratorio de Genética Molecular Bacteriana
en medio de transporte AMIES con carbdn BBL® con previa identificacion y perfil de
susceptibilidad realizado por el método automatizado vitek®2 de Biomereiux. Luego
fueron sembrados en agar macconkey e incubados a 37°C por 24 horas para confirmar
su pureza y viabilidad. Finalmente fueron almacenados en crioviales de polipropileno
en caldo LB (Luria Bertani) con glicerol al 20% a -70°C, hasta su uso en los ensayos

microbioldgicos y moleculares.

4.2. Extraccion de ADN
Se realizd una siembra de los aislamientos en agar infusién cerebro corazén (BHI) y se

incubaron a 37°C por 24 horas, se tomé una colonia y se inoculo en 2 ml de caldo BHI a
37°C durante 4 horas en agitacion constante (250 rpm) hasta alcanzar la fase de
crecimiento exponencial; después de la centrifugacién (10.000 rpm durante 5 minutos)
el pellet bacteriano se resuspendié en 50 pl de buffer lisis (TRIS HCL 1M pH 8.0, EDTA
0.5M pH 8.0, sacarosa 7%, lisostafina 1ug/ ul y SDS 1.25%) y fue incubado a 372C por 30
minutos en bafio de Maria. Luego se adicionaron 150 ul de una solucion de fenol

cloroformo (1:1); se mezclé en vortex muy bien y se centrifugd a 10.000 rpm durante
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20 minutos, al sobrenadante se le adicioné 10 pl de agua destilada estéril y se
centrifuga de nuevo por |0 minutos. El sobrenadante se pasa a un tubo de 0.6 mly se
adiciona 200 ml de Etanol frio al 95% para precipitar el DNA, se incubo a -802C por 15
minutos y luego se centrifuga a 10.000 rpm, se descarta el etanol y se deja secar a
temperatura ambiente para eliminar el exceso de etanol, finalmente se resuspende el
DNA con 50 ul de agua destilada estéril. La cuantificacion del ADN obtenido se hizo por
densidad optica (DO260nm) y calidad con la relacién DO260/280nm empleando el
NanoDrop 2000c marca BIORAD®.

4.3. Estandarizacion de PCR miultiple para la confirmacion de especies de
Enterobacterias.

Se realizd una busqueda bioinformatica de genes especie especificos para la
identificacion simultanea por PCR multiple de Escherichia coli, Proteus mirabilis,
Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae y Klebsiella oxytoca. La secuencia de cada
gen fue descargada de la base de datos del GenBank (www.ncbi.nih.nlm.gov) y se
disefiaron primers especificos para su amplificacion por medio del programa primer y
primer3. Las condiciones éptimas encontradas para la amplificacidon de los genes fue:
denaturacién a 95°C por 10 minutos, 30 ciclos a 95°C por 15 segundos, 63°C por 60
segundos, 72°C por 60 segundos y una extensién final de 7 minutos a 72°C. Se usoé
como control las cepas Escherichia coli ATCC 25923 y Klebsiella pneumoniae ATCC
70023. Proteus mirabilis Pt 09, Enterobacter cloacae ATCC 28631 y Klebsiella oxytoca
ATCC 16252.

4.4, Determinacion de los grupos filogenéticos de E. coli.

Los aislamiento de E. coli fueron clasificados en 4 grupos filogenéticos (A, B1, B2 y D)
utilizando la PCR multiple descrita por Clemornt y colaboradores en el 2000 [71]. Estd

clasificacion se basa en la presencia o ausencia de los genes: chuA que es requerido
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para el transporte del grupo hemo en bacterias enterohemorragicas, yjaA, identificado
inicialmente en el genoma de E. coli K-12 y sin una funcidn establecida, y el fragmento

TSPE4.C2, que codifica para una lipasa putativa [72].

En la tabla 2 se muestran las combinaciones de estos genes para cada uno de los 4
grupos filogenéticos. El ciclo de amplificacién fue modificado, respecto al descrito por
los autores y fue el siguiente: un paso inicial de denaturacion a 94°C por 4 minutos,
seguido de 30 ciclos a 94°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos, 72°C por 30
segundos y una extension final de 7 minutos a 72°C. Los aislamientos de los grupos
filogenéticos A y B1 fueron clasificados como aislamientos intestinales y los grupos
filogenéticos D y B2 como aislamientos extraintestinales, de acuerdo a las

recomendaciones dadas por Clermont y colaboradores [71].

Tabla 2: Combinaciones de los genes para establecer el grupo filogenético de E. coli.

Clasificacion Grupo filogenético ChuA TSPE4.C2
A negativo negativo negativo
Intestinales negativo positivo negativo
B1 negativo negativo positivo
B2 positivo positivo negativo
positivo positivo positivo
Extraintestinales 5 positivo negativo negativo
positivo negativo positivo

4.5. Determinacion de factores de virulencia.

En los 133 aislamientos se detectaron los genes papC, SfaD/sfaE, cnfl, usp, fimG/H y
hly, los cuales codifican para los siguientes factores de virulencia: subunidad papC del P
pili, Fimbria S, factor nefrotéxico necrozante, proteina especifica de uropatdgeno,

subunidad fimG/H de fimbria tipo 1 y a hemolisina, respectivamente. Estos genes
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fueron detectados de manera simultanea por medio de la PCR descrita por Adamus-

Bialek y colaboradores [73].

4.6. Determinacion de los perfiles de resistencia.
La confirmacidn del perfil de resistencia de los aislamientos se establecié por medio de

la determinacion de la concentracidén inhibitoria minima (CIM) a 8 antibidticos;
Ampicilina (AMP), amikacina (AMK), ceftazidime (CAZ), cefotaxime (CTX), gentamicina
(GEN), ciprofloxacina (CIP), trimetoprim/sulfametoxazol (STX) y tetraciclina (TET) por el
método de dilucidn en agar e interpretados de acuerdo a los criterios del CLSI (2010).

La cepa de Escherichia coli ATCC 25922 fue usada como control.

4.7. Confirmacidn molecular de los mecanismos de resistencia a B-lactamicos,
quinolonas y sulfonamidas.

Se determind, en todos los aislamientos, la presencia de las B-lactamasas CTX-M, SHV y
TEM, codificadas por los genes blacrx.m, blasyy y blarey, respectivamente, por medio de
la PCR multiple reportada por Monstein y colaboradores, pero usando como control
interno de la reaccién el gen 16S que se amplifico usando los primers GP169
(5’ATGGTGTGACGGGCGGTGTG3") y GP170 (5 GGAGGAAGGTGGGGATGACG3') [74].
Se usaron como controles positivos para este ensayo: la cepa de K. pneumoniae ATCC
700603 (para SHV), E. coli CTX-M-2 (para CTX-M) y E. coli TEM-1 (para TEM). Las
variantes para SHV, TEM y CTX-M fueron determinadas por la secuenciacién de las dos
hebras de ADN de los productos de amplificacién obtenidos, y posterior comparacion
con las secuencias reportadas para estos genes en la base de datos del GenBank, por

medio de alineamientos usando el programa multaling, disponible en www.expasy.org.

La corresistencia a otros antibidticos (sulfonamidas y tetraciclinas) se confirmod
mediante la amplificacién de los genes Sull, Sul2 y Sul3, TetA, TetB y TetC,
respectivamente, siguiendo las recomendaciones dadas por Koljalg y colaboradores (75,

76].
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4.8. Determinacion de integrones clase 1,2 y 3.

La deteccidn de los integrones 1 y 3 se realizé por medio de la amplificacién de los
genes Intl e Int3 por PCR multiple siguiendo las recomendaciones de Mdrquez y Col
2008 [7] con las siguientes condiciones de corrido: 942C por 4 minutos 30 ciclos, de 94
°C 30 seg, 65°C por 30 seg, 72 °C por 90 seg y una extension final de 72°C 7 minutos. La
deteccion del integrén de clase 2 se realizé por la amplificacion de la integrasa 2 con las
condiciones anteriores pero con un Tm de 60°C, esperando un producto de
amplificacién de 789pb. Los aislamientos positivos para Int2 se les evaluaron la

funcionabilidad de la integrasa por PCR [60] y posterior secuenciacion.

4.9. Relacién genética por ERIC —PCR.

La relacidn genética de los aislamientos se realizdé por medio de la amplificacién por
PCR de las secuencias ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus),
empleando los primers ERIC 1(5'CATTTAGGGGTCCTCGAATGTA3')y ERIC 2(5'
AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG 3') usando las siguientes condiciones: denaturacion 94°C
por 10 minutos, seguidos de 30 ciclos de 94°C a 1 min, 45°C a 1 min y 72°C por 2
minutos con una extension final de 72°C por 16 min. Los productos de amplificacion
fueron separados en geles de agarosa al 0.8% [77]. El analisis de las imagenes se realizd
usando el software Gelcompar version Il, empleando un coeficiente de variacion de

Dice (Opt 1.00%) (Tol 1,5%- 1,5%).

4.10. Determinacion del clon ST131 025:H4.

La deteccion del clon ST131 025:H4 de E. coli se realizd por la identificacién del
polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) de los genes housekeeping mdh y papB
empleados en el MLST. El gen mdh se amplificé empleando la PCR reportada Clermont

y colaboradores y por secuenciacion de sus dos cadenas (sentido y antisentido) de DNA
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se identifico el SNP C525T, especifico para la variante O25b [78]. El gen papB se
amplificé por medio de la estandarizacién de una PCR y posterior secuenciacion para
determinar los SNPs C266T y G573A, especificos para la variante del alelo relacionado
con los aislamientos tipo 025b pertenecientes al grupo filogenético B2 subgrupo | [79].
Para la amplificacion de este gen se disefiaron los primers pabF
(5"ACCGTTGTTAGTGAAAGC3’) y papR (5'GGCGAGATTCACCTGATA3’) que amplifica un
fragmento de 456 pb. Los fragmentos fueron secuenciados empleando el secuenciador

MegaBace DNA Andlisis System de Amersham.
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5. RESULTADOS

De los 317 aislamientos clinicos de E. coli causantes de infeccion del tracto urinario
recuperados durante el periodo de estudio, se incluyeron en el estudio 133 muestras
gue corresponden al mismo niumero de pacientes que cumplieron con los criterios de
inclusion (materiales y métodos). Los aislamientos restantes no fueron incluidos por
corresponder al mismo paciente, por no cumplir con los criterios de inclusién y el

consentimiento informado o por dificultades en recuperacion de la muestra.

Tabla 3: Caracteristicas demograficas y origen de los pacientes.

Caracteristicas n (%) Caracteristicas n (%)

Sexo Antecedentes
Femenino 106 (80.0) Diabetes mellitus 16 (12,0)
Edad en aiios Uso de sonda 10(7,5)
Menor a 30 31 (23,3) Intervenciones uroldgicas 8(6,0)
31-40 11 (8,3) Cirugias 6 (4,5)
41 -50 15 (11,3) Urolitiasis 3(2,3)
51-60 19 (14,3) Malformacidn de vias urinarias 2(1.5)
61-70 16 (12,0) Servicios

71-80 21 (15,8) Consulta Externa 91 (68,4)
Mayor a 80 9(6,8) Urgencias 27 (20,3)
ND 11(8,3) Sala de partos 15(11,3)
Seguridad Social

SISBEN 87 (65,4)

ARS 13(9,8)

EPS 8 (6,0)

Particular 2(1,5)

Régimen especial 1(0,8)

Ninguna 22 (15,5)

En la tabla 3 se muestra las caracteristicas demograficas de los pacientes y su
distribucién por servicios. De los 133 pacientes, 91 (68,4%) fueron atendidos por
consulta externa, 27 (20,3%) en urgencias y 15 (11,3%) sala de partos. Ciento seis
(80,0%) pacientes correspondieron al sexo femenino. El principal antecedente fue
diabetes mellitus en 16 (12,0%) de los pacientes, seguido de uso de sondas 10 (7,5%) e
intervenciones uroldgicas 8 (6,0 %). En los grupos etarios 31 (23,3 %) pacientes fueron

menores de 30 afios y 46 (34.6%) eran mayores de 60 afios (Tabla 3). Del total de
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pacientes incluidos en el estudio 87 (65,4%) presentaron como seguridad social,
seguido del ARS 13 (9,8%) pacientes y EPS con 8 (6,0%). El 22 (15,5%) de los pacientes

no presente ninguna seguridad social.

5.1. Estandarizaciéon de una PCR muiltiple para la confirmacion molecular de cinco

especies de Enterobacterias

Todas los aislamientos se identificaron previamente utilizando el sistema automatizado
Vitek®2. Para confirmar el género y la especie de los aislamientos se estandarizé una
PCR multiple en la cual, ademas de amplificar el gen uidA, especifico para E. coli; se
amplificaron los genes wosA, Ehe, Khe, pehX, especificos para Proteus mirabilis,
Enterobacter spp., Klebsiella pneumoniae y Klebsiella oxytoca, respectivamente. En la
Tabla 4 se muestran los productos esperados para cada uno de los genes amplificados.
En la figura 4 se muestra un gel de agarosa al 1,5% con los fragmentos amplificados
para cada uno de los microorganismos analizados. Los 133 aislamientos amplificaron el

gen uidA especifico para E. coli.

1 2 3 a 5 6
494 pb L WosA
388pb -— - . widA
322pb N -— Ehe
243pb - — - Khe
185 pb - - pehX
_—

Figura 4: productos de amplificacion de la PCR muiltiple para la identificacion de cinco especies de
Enterobacterias. 1: Marcador de peso molecular (100pb); 2: Proteus mirabilis Pt09 3: E. coli ATCC 25922
4: Enterobacter cloacae Ent 794 5. Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 6. Klebsiella oxytoca ATCC 43086.
Los productos fueron separados en gel de agarosa al 1,5% y tefiidos con solucién del bromuro de etidio

al 0.0002% y observados en el documentador de geles.
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Tabla 4. Secuencias de los primers empleados para la deteccién de genes especie especificos
de algunas especies de Enterobacterias.

Funcion Microorganismo Tamaiio del fragmento
Ehe Hemolisina Enterobacter spp 322 pb
Khe o hemolisina Klebsiella pneumoniae 243 pb
pehX Poligalacturonidasa Klebsiella oxytoca 185pb
wosA Proteina putativa Proteus mirabilis 494 pb
uidA beta-D-glucuronidasa Escherichia coli 388 pb

5.2. Determinacion del grupo filogenético de los aislamientos y sus factores de
virulencia

Clermont y colaboradores en el 2009 reportaron una metodologia para la clasificacion
de los aislamientos de E. coli en intestinales y extraintestinales a partir de Ia
amplificacién simultanea de los genes chuA, yjaA, y el fragmento TSPE4.C2. [71, 72]. En
la figura 5 se muestra un ejemplo de los productos de amplificacion esperados para
cada uno de los grupos filogenéticos y su interpretacion. De los 133 aislamientos
analizados, 47 (35%) fueron clasificados como aislamientos intestinales; distribuidos en
39 (82%) y 8 (17%) aislamientos de los grupos filogenéticos A y B1, respectivamente.
Ochenta y seis aislamientos (65%) fueron clasificados como E. coli extraintestinales,
distribuidos en 42 (49%) y 44 (51%) aislamientos pertenecientes a los grupos

filogenéticos D y B2, respectivamente (figura 6).

A. B. |
1. 2 3 4 5 &6 | A ChuA | ‘--"
4 '
300pb ChuA | TSPE4.C2 yjoA
Y]GA - + + -
1000h > TSPEAC2 y :
l A BL j B2 D

Figura 5: Determinacion de los grupos filogenéticos para aislamientos de E. coli. A. Gel de agarosa con
la combinacion de los productos de amplificacién esperados para los grupos filogenéticos en E. coli 1.
marcador de peso molecular de 100 pb, 2. Aislamiento grupo B2, 3. grupo D, 4. grupo B2. 5. grupo B2, 6.
grupo A, 7. grupo B2, 8 grupo A. 9. grupo B2. Esquema con la interpretacion para el establecer los grupos
filogenéticos segun presencia o ausencia de los genes.
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Clasificacion de los aislamientos de E. col/

Intestinales
Extraintestinales

Figura 6: Clasificacion de los aislamientos de E. coli como intestinales y extraintestinales de acuerdo a
la determinacion de los grupos filogenéticos. Esta clasificacion se realizd por medio de la deteccion de
los genes chuA, yjaA, y el fragmento TSPE4.C2. Segun la metodologia descrita por Clermont y
colaboradores. Los valores en las barras corresponden al porcentaje de aislamientos calculado respecto
al n de aislamientos intestinales y extraintestinales.

En la figura 7 se muestra una comparacion de la frecuencia de los factores de virulencia
papC, SfaD/sfak, cnfl, usp, fimG/H y hly, en los aislamientos intestinales vy
extraintestinales (clasificados de acuerdo al grupo filogenético). Como puede
observarse el principal factor de virulencia presente en los aislamientos y es la
adhesina fimG/H, en 33 (70% de los aislamientos intestinales) y 74 (84% de los
aislamientos extraintestinales) aislamientos, respectivamente. Sin embargo, los
factores como la proteina especifica de uropatdgenos usp, la adhesina SfaD/sfaE y la a
hemolisina solo se encontraron en 1 (2.0%) aislamiento. En ninguno de los aislamientos
intestinales se encontré la presencia del gen cnfl que codifica el factor citotdxico

necrotizante tipo 1.

En los aislamientos extraintestinales se encontraron con mayor frecuencia los 6
factores de virulencia analizados respecto a los aislamientos intestinales. El gen usp se
encontré en 11 (13.0%) de los aislamientos, seguido de SfaD/sfaE 10 (12.0%) y hly en 9
(11.0%). El factor citotdxico necrotizante tipo 1 lo presentaban exclusivamente 7 (8.0%)

aislamientos extraintestinales, pero en menor frecuencia respecto a todos los factores
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de virulencia analizados. Las adhesinas codificadas por los genes fimG/H y papC fueron
las mds frecuentemente halladas en aislamientos extraintestinales, presentes en 72

(84.0%) y 34 (40.0%) aislamientos, respectivamente.

factores de virurencia en aislamientos de E. coli
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Figura 7: Perfil de factores de virulencia en aislamientos de E. coli intestinales y extraintestinales. Los
porcentajes fueron calculados de acuerdo al nimero total de aislamientos encontrados en cada tipo de
E. coli (47 intestinales y 86 extraintestinales). FimG/H: subunidad fimG/H fimbria tipo 1, papC:
subunidad papC del P pili, usp: proteina especifica de uropatdgeno, SfaD/sfaE: Fimbria S, hly: a
hemolisina y cnf: factor nefrotdxico necrozante tipo 1.

5.3. Perfil de resistencia de los aislamientos de Escherichia coli y confirmacion
molecular.

Los perfiles de resistencia encontrados en los aislamientos de E. coli causantes de ITU-
AC fue el siguiente: tetraciclina 87 (65.0%) aislamientos, ampicilina 68 (51.0%),
trimetoprim sulfametoxazol 65 (49.0%), ciprofloxacina 46 (34.0%), gentamicina 22
(17.0%), amikacina 21 (15.0%) y 2 (1,5%) fueron resistentes a cefalosporinas de tercera

generacion como Cefotaxime y ceftazidime (figura 8).
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Perfil de resistencia de E. coli causante de ITU-AC
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Figura 8. Perfil de resistencia de los aislamientos de E. coli causantes de ITU-AC. TET: tetraciclina, AMP:
ampicilina, TSX: trimetoprim/sulfametoxazol, CIP: ciprofloxacina, GEN: gentamicina, AMK: amikacina,
CAZ: ceftazidime y CTX: cefotaxime. El nimero enzima de las barras corresponde al n de aislamientos.

De los 133 E. coli analizadas, 13 (10.0%) aislamientos presentaron un fenotipo de
multisensibilidad, es decir, no eran resistentes a ninguno de los ocho antibidticos
evaluados, 32 (24.0%) aislamientos fueron resistentes a un solo antibidtico, de los
cuales 16 (50%) fueron resistentes a TET y 9 (28.0%) a ampicilina. El perfil de
multirresistencia (resistencia a mas de tres antibidticos) se encontrdé en 43 (32.0%)
aislamientos, siendo el perfil mas predominante la resistencia a CIP, AMP, TET y TXS en
39 (28.0%) aislamientos. La resistencia a 5 y 6 antibidticos fue hallada en 15 (11.0%) y 2

(1,5%) aislamientos, respectivamente.

La confirmacién molecular de la resistencia a antibidticos B-lactamicos se realizd por la
amplificacién de los genes que codifican las BLEE tipo TEM, SHV y CTX-M como se
muestra en la figura 9. La BLEE mas frecuente fue TEM-1, presente en 75 (56.0%)
aislamientos, seguida de CTX-M-15 presentes en 2 (1,5%) y SHV-5 en un aislamiento. La
variante de CTX-M fue determinada por, la identificacion de la variacion nucleotidica en
la posicién 719 (A719G) del gen Blacrx.v.1s por secuenciacién (de las dos hebras de
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DNA) y alineamiento con el gen Blacrx.m-3 (gen precursor de esta familia de BLEE) (figura
10). La variante de la enzima SHV fue determinada por el mismo procedimiento
mencionado anteriormente. Cincuenta y ocho (44%) aislamientos no presentaron

ninguna de las BLEE evaluadas.

> Shv
> Ctxm
> Tem

Figura 9: Amplificacion de los genes blargy,, blas,y y bla ¢y que codifican BLEE en aislamientos de E.
coli causante de ITU. Carril 1: marcador de pesos molecular 2. Control positivo para CTX-M cepas de E.
coli CTX-M-2, 3. Control positivo para SHV cepa de E. coli positiva para SHV-1, 4. Control positivo CTXM-
12 5. Aislamiento clinico Ec 21, 6. Aislamiento clinico K. pneumoniae KP 37, 7. Aislamiento clinico EC 14.
8: control negativo.

631 640 650 BEO B0 680 690 F00

| + + + + + + |

EC-209 TGGATGARAGGCAATACCACCGGTGCAGCGAGCATTCAGGCTGGACTGCCTGCTTCCTGGGTTGTGGGGG
EC-18 TGGATGARAGGCAARTACCACCGGTGCAGCGAGCATTCAGGCTGGACTGCCTGCTTCCTGGGTTGTGGGGEE
CT¥=H-3 TGGATGAARAGGCAATACCACCGGTGCAGCGAGCATTCAGGCTGGACTGCCTGCTTCCTGGGTTGTGLGGG
CT¥=H=-15 TGGATGARAGGCAARTACCACCGGTGCAGCGAGCATTCAGGCTGGACTGCCTGCTTCCTGGGTTGTGGGGG
Consensus TGGATGARAGGCAARTACCACCGGTGCAGCGAGCAT TCAGGCTGGACTGCCTGCTTCCTGGGTTGTGGRGGG

il 710 720 730 4o 750 760 70
| + + + + + + |

EC-209 ATAARAACCGGCAGCGGTGGCTATGGCACCACCAACGATATCGCGGTGATCTGGCCARAAGATC
EC-18 ATARARACCGGCAGCGGTGGCTATGGCACCACCARCGATATCGCGGTGATCTGGCCAARAGATCGTGCGCL
CT¥=H=-3 ATAARACCGGCAGCGGTGACTATGGCACCACCAACGATATCGCGGTGATCTGGCCARARGATCGTGCGCC
CT¥=H=-15 ATARRACCGGCAGCGGTGGCTATGGCACCACCAARCGATATCGCGGTGATCTGGCCAARAAGATCGTGCGCC
Consensus HATAARAACCGGCAGCGGTGgCTATGGCACCACCARCGATATCGCGGTGATCTGGCCARAAGATC gk gopee

Figura 10. Alineamiento de las secuencias de CTX-M-15 en aislamientos de E. coli. Comparacion de las
secuencias de CTX-M-15 y los dos aislamientos clinicos EC-209 y EC-18 en los cuales se observa la
variacion de A719G.

La corresistencia a tetraciclina se evalud por la presencia de los genes tet, siendo el mas
frecuente tetA, presente en 31 (23.0%) aislamientos. Los genes tetC y tetB fueron

encontrados en 22 (17.0%) y 5 (4.0%) aislamientos, respectivamente. La presencia
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simultanea de TetA y TetC se encontrd en 6 (5.0%) aislamientos. Estos tres genes no se
encontraron en 81 (61%) aislamientos, de los cuales 46 (34.0%) eran resistentes a
tetraciclina, esto supone la presencia de otros mecanismos de resistencia. lgualmente
se determiné la resistencia a sulfonamidas por medio de la amplificacién de los genes
Sull, Sul2 y Sul3, pero solo se encontrd el gen Sull en 33 (24,8%) aislamientos. En la
figura 11 se muestra una comparacién de la frecuencia de todos los genes de
resistencia en los aislamientos intestinales y extraintestinales. Como puede observarse
los genes BlaTEM, tetA, tetC y sull fueron lo que se encontraron con mayor frecuencia,

pero no se encontrd una diferencia significativa entre los dos grupos de aislamientos.

Caracterizacion molecular de E. coli intestinal y extraintestinal
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Figura 11. Distribucion de las caracteristicas moleculares en los aislamientos de E. coli de acuerdo a la
clasificacion filogenética. Genes de resistencia a antibidticos B-lactdmicos TEM, SHV y CTX-M, genes de
resistencia a tetraciclinas, tetA, tetB, tetC; Int 1: integrasa 1, Int2: integrasa 2. Los valores encima de la
barra indican el porcentaje que fie calculado respecto al n de cada grupo. Extraintestinal 86 aislamientos
e intestinal 47 aislamientos

5.4. Determinacion de integronesclase 1,2 y3

Cincuenta (38.0%) aislamientos albergaron el integrén de clase 1y el integrén de clase
2 solo se detectd en 9 (7.0%) aislamientos. El integrén de clase 3 no fue encontrado en

ningun aislamiento de E. coli. La secuenciacion de los 9 genes int2 (que codifica para la
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integrasa Il) encontrados en los aislamientos de E. coli mostré la presencia del codén de

parada TAA, lo cual significa que ninguno de ellos posee una integrasa Il funcional.

Los integrones son plataformas de captura y transferencia horizontal de genes de
resistencia y pueden estar asociados a otras plataformas genéticas que pueden
albergar otros genes de resistencia, ocasionando que, en un solo evento genético de
transferencia, el aislamiento receptor adquiera resistencia a multiples antibidticos. En
la figura 12 se muestra la relacién entre la presencia del integron clase 1 vy la
corresistencia de los aislamientos a varios antibiéticos. De acuerdo a los datos
obtenidos puede decirse que los integrones de clase 1 fueron encontrados con mayor
frecuencia en aislamientos con resistencia a cuatro y cinco antibiéticos (en 14 (28.0%) y
15 (30.0%) aislamientos, respectivamente), entre los que se encuentran tetraciclina,
trimetoprim/sulfametoxazol y gentamicina y pB-lactamicos como ampicilina vy

ceftazidima y cefotaxima.

Resistencia a antibioticos en aislamientos con
integronesclase 1
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Figura 12: Corresistencia en aislamientos de E.coli con presencia de integrén clase 1. Las barras indica

el porcentaje de aislamientos que presentan resistencia de uno a siete antibidticos evaluados
pertenecientes a la familia de aminoglicésidos, B-lactamicos, tetraciclinas, sulfonamidas y quinolonas.
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5.5 Relacién genética por ERIC —PCR

En la figura 13 se muestra la relacion genética de los aislamientos de E. coli causantes
de ITU adquirida en la comunidad de acuerdo a la amplificacién de sus secuencias ERIC.
Todos los aislamientos presentaron una similaridad mayor al 80.0% respecto a la cepa
ATCC 25922 de E. coli multisensibles, y se agruparon en 8 subgrupos diferentes (I al
VIII). La distribucidn de los aislamientos en cada uno de los 8 subgrupos fue: | con 74
(55,6%) y Il con 24 (18,0%), lll y IV con 2(1.5%) aislamientos cada uno, V y VI con
3(2,2%) coda uno, VIl con 4(3.0%) y VIII con 8(6.0%). A los 13(9.7%) aislamientos que no
se relacionaban genéticamente con los demas aislamientos analizados se reunieron en
un grupo diferente denominado otros. Las caracteristicas genéticas de cada uno de los

subgrupos se muestran en la tabla 5.

Estos resultados muestran que mas de la mitad de los aislamientos de E. coli analizados
se agrupan en un Uunico subgrupo (l); todos los aislamientos no son idénticos
genéticamente, pero estan relacionados, y presentan un comportamiento clonal. Los
dos subgrupos principales son | y Il conformados principalmente por E. coli
extraintestinales 46 (62.2%) y 20 (91.0%) aislamientos respectivamente, mientras que
los subgrupos V y VI se encuentran en mayor frecuencia los aislamientos intestinales.
Respecto a los factores de virulencia fimG/H en la adhesina mas frecuente en todos los
subgrupos (excepto subgrupo V). En los aislamientos de los subgrupos I, Il y VII se
identificaron los seis factores de virulencia como papC, SfaD/sfaE, cnfl, usp, fimG/H y
hly. Los E. coli que solo poseen adhesinas pertenecen a los subgrupos Ill, IV, V, Vl y el
denominado otros. En el subgrupo VIII se encontrd la mayor frecuencia (37.0%) de
aislamientos con la proteina especifica de uropatégenos, seguido del grupo Il (9.0%) y |

(8.1%).
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Los aislamientos del grupo V no presentaron integrones (clase 1y 2), ni ninguno de los
genes de resistencia evaluados. Respecto a la presencia de TEM se encontré en el
75.0% de los aislamientos del grupo VII, SHV solo se identificé en un aislamiento del
grupo |, los aislamientos de E. coli productoras de CTX-M-15 se clasificaron en los
subgrupos | y VII. En todos los subgrupos (excepto el V) se encontrd la presencia del
integrasa clase 1 y 2 se encontrd en patdgenos de tres subgrupo (I, Il y Otros) siendo

mas frecuente en el subgrupo I.

Tabla 5. Caracteristicas moleculares de los subgrupos clénales de E. coli.

Subgrupo ‘ Clasificacion n(%) Perfil de virulencia n(%) Gene de resistencia n(%) ‘ Integron n(%)
i 0,
fimGH  60(8L1%) | —o-\ 24(59.5%)
EXEC 46 | PapC  20(27.0%) | oo T e
| (62.2%) SfaDIE 8 (108%) | L~ 17025, 00/") Int 1 30 (40.5%)
n=74 InEC 28 | Hly 7 (9.5%) =) nt2 7 (9.4%)
TetC 14(18.4%)
(37.9%) Usp 6(81%) | o 4 (5.40%)
cnfl 5 (6.8%) R
i 0,
EXEC L'[:GéH 115(51;15;’)) TEM 11(45.8%)
20(91.0%) P O\, 1(4.1%)
I Usp 2 (9.0%) Tet A 8(33.3%) Int1 7 (21.1%)
n=24 SfaD/E 1 (4.5%) ' Int2 1(4.1%)
INEC 2 A TetC 2 (8.3%)
(0.1%) Hly 1 (4.5%)
' cnfl 1 (4.5%)
i _ TEM 2(66.6%
o EXEC 3(100.0%) | fimGH  2(66.7%) | ") 1((33_3%)) Int1 1 (50.0%)
v ExEC  2(66.7%) | _
o INEC  1(33.3%)  fMGMH  3(100.0%) | TEM 1(50.0%) | Int1 1 (50.0%)
Vv INEC 2 (66.7%) | PapC 2(66.7%) | _ ]
n=3 EXEC 1(33.3%) | fimG/H  1(33.3%)
Vi INEC 2 (66.7%) | fimG/H  2(66.7%) | TEM 2(66.6%) | 1ne1 2 (50.0%)
n=3 EXEC 1(33.3%) | PapC 1(33.3%) | TetC 1(33.3%)
fimG/H  4(100.%)
EXEC 2(500%) | PapC  2(50.0%) | 40 3(75.0%)
vil INEC  2(50.0%) Usp 1(25.0%) CTX-M-15  1(25.0%) Int1 1 (25.0%)
n=4 SfaDIE  1(25.0%) | 'O 2(50.0%)
Hly 1 (25.0%) =7
cnfl 1 (25.0%)
. TEM 5(62.5%)
0, 0,
- e P PP TetB 1(12.5%)
TEM 2(15.35%)
ot EXEC 7 (53.8% .
e 6246 1%‘3 imG/H  3(23.0%) | TetA 17.6%) | M2 El’gséf%’)
' TetC 3(23.0%) | " o7

EXEC: E. coli uropatogena extraintestinal, INEC: E. coli uropatogena extraintestinal, (-) ningun aislamiento
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Figura 13: Dendograma de los 133 aislamientos de E. coli causante de ITU-AC donde se muestra su
relacion genética. El asterisco muestra la posicidn de la cepa ATCC 25922.
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En la tabla 7 se muestra la comparacion de los aislamientos intestinales y extraintestinales, los
pacientes de este Ultimo grupo el 26,7% son menores de 30 afios y el 11.6% presentan como
principal antecedente clinico diabetes mellitus al igual que en los intestinales el 12.7%. Las
malformaciones de vias urinarias y urolitiasis solo se identificaron en pacientes con aislamientos

extrainestinales con 2.3% y 3.4 % respectivamente.

Tabla 7. Cuadro comparativo de aislamientos de E. coli intestinales y extraintestinales.

Caracteristica Intestinales n(%) Extraintestinales n(%) \
Datos demograficos
Género 39(82.9%) 67 (77.9%)
Edad en afios
Menora 30 9(19.1%) 23 (26.7%)
31-40 6(12.7%) 5(5.8%)
41 -50 5(10.6%) 10 (11.6%)
51-60 6(12.7%) 13 (15.1%)
61-70 6(12.7%) 10 (11.6%)
71-80 7 (14.1%) 14 (16.3%)
Mayor a 80 3(6.4%) 6 (6.9%)
ND 5(10.6%) 6 (6.9%)
Antecedentes clinicos
Malformacion de vias uri. 0(0.0%) 2 (2.3%)
Diabetes mellitus 6(12.7%) 10 (11.6%)
Urolitiasis 0 (0.0%) 3(3.4%)
Cirugias 1(2.1%) 4(4.6%)
Intervenciones uroldgicas 2 (4.2%) 7 (8.1%)
Uso de sonda 1(2.1%) 8(9.3%)
g:/\r;les de resistencia 24 (51,1%) 51 (59.3%)
SHY 0 (0.0%) 1(1.1%)
CTX-M-15 1(2.1%) 1(1.1%)
Tet A 11 (23,4%) 20 (23.2%)
Tet B 2 (4.2%) 3(3.4%)
TetC 7 (14,8%) 15 (17.4%)
AMK, TET 3(6.3%) TET 11 (12.7%)
AMP,TET 6 (12.7%)
" . . CIP TET AMP 7 (14.8%) AMP, TSX 4 (4.6%)
Perfil de resistencia CIP. TET. AMP . GEN 4(8.5%) AMK, TSX, TET 7 (8.1%)
(i ’ CIP, TET, AMP ,STX 10 (11.1%)
CIP, TET, AMP ,STX, GEN 1(2.1%) CIP, TET, AMP ,STX, GEN 8 (9.3%)
CIP, TET, AMP ,STX, CAX, CAZ  1(2.1%) T o
Integrén
Clase 1 19 (40.4%) 31 (36.0%)
Clase 2 3(6.3%) 6 (6.9%)
Sin factores 12 (25.5%) Sin factores 9 (10.4%)
fimG/H 30 (63,8%) fimG/H 38 (44.1%)
papC 1(2.1%) papC, fimG/H 3 (26.7%)
usp 1(2.1%) papC, SfaD/E,cnf1, fimG/H y hly 3(3.4%)
Factores de usp, fimG/H 1(2.1%) papC, SfaD/E, usp, fimG/H y hly 3(3.4%)
virulencia papC, SfaD/E, fimG/Hy hly 1 (2.1%) papC, SfaD/E, cnf, usp, fimG/Hy hly 3 (3.4%)
usp, fimG/H 2(2.3%)
cnf, usp, fimG/H 1(1.1%)
papC, cnf 1(1.1%)
papC, SfaD/E. 1(1.1%)
SfaD/E. 1(1.1%)
SfaD/E, fimG/H 1(1.1%)
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5.6. Determinacion del clon ST131 025:H4

De los 133 aislamientos analizados, nueve aislamientos del grupo filogenético B2 y 1
del grupo B1 (portador de CTX-M 15) fueron seleccionados para determinar su relacién
con el clon ST131 025:H4 por medio de la secuenciacion de los genes pabB y mdh. De
los 9 aislamientos analizados, 2 (EC93 y EC18) contenian los SNP C266T y G573A en el
gen pabB, caracteristicos del clon ST131 (figura 14). En contraste, la secuenciacion del
gen mdh identificé 5 aislamientos con el cambio nuclotidico C525T, caracteristico del
clon ST131, dos de estos fueron los aislamientos EC93 y EC18, que contienen también
la mutacion en el gen papB, y los otros tres fueron los aislamientos EC209, EC21 y EC38
(figura 14). Los aislamientos EC18 y EC209 albergan las enzimas CTX-M-15 y TEM-1,
poseen integrén clase 1, el primero posee el gen tetA y el segundo el gen tetC y
pertenecen a los grupos filogenéticos B2 y B1, respectivamente. En la tabla 6 se
relacionan las caracteristicas genéticas, microbioldgicas y moleculares de los 5
aislamientos relacionados con el clon ST131, asignados ya sea por el gen papB o por el

gen mdh.

Tabla 6. Caracteristicas moleculares de aislamientos relacionados con el clon ST131

TEM-1 CTX-M-15 SHV-5 TetA TetC int Grupo Subgrupo Factores de Perfil de

filogenético virulencia resistencia
18 + + - + - Int 1 B2 1 papC, fimG/H  AMK, CIP, STX, TET
21 + - + - - Int 2 D 2 papC, fimG/H AMK, STX, TET
38 + - - - - Int 1 D 1 papC, fimG/H AMK, TET
93 + - - + - Int1 B2 3 fimG/H AMP,GEM, CIP, TET
209 + + - - + Int1 B1 7 fimG/H AMP,CTX, CIP, TET

Estos resultados confirman la circulacion de aislamientos de E. coli ST131 causantes de
ITU adquirida en la comunidad en pacientes colombianos, con y sin la adquisicién de la

cefotaximasa CTX-M 15.
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Figura 14.Alineamiento para la determinacion de E. coli ST 131 A. de las secuencias del gen pabB de
aislamientos de E.coli pertenecientes al grupo filogenético B2 para la identificacion del clon ST131.las
flechas indican el cambio de los nucleétidos especificos. La fila pabB indica la secuencia correspondiente
al gen pabB de aislamientos ST131, las demas filas contiene las secuencias obtenidas por la
secuenciacion de los aislamientos clinicos. Las flechas indican el cambio de los nucledtidos especificos
C266T y G573A B. Alineamiento de las secuencias del gen mdh de aislamientos de E. coli
pertenecientes al grupo filogeneticoB2para la identificacion del clon ST131. Las flechas indican el
cambio de los nucleétidos especificos C525T.
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6. Discusion

E. coli es uno de los microorganismos con mayor diversificacién epidemioldgica
existente, puesto que hay aislamientos que pueden ser ambientales, colonizadores de
seres humanos y animales; permanecer durante varios afos sin causar patologias o
tener alteraciones genéticas que aumentan su patogénesis; otro gran grupo tiene la
capacidad de adquirir informacién genética constantemente, lo cual le permite la
supervivencia y diferenciarse en varios ambientes u hospederos, dando origen a gran
cantidad de clones [11]. Anadlisis gendmicos comparativos de las cepas secuenciadas ha
permitido identificar fragmentos de DNA especificos de clones comensales,
patogénicos y ambientales, la presencia de estos genes ha logrado establecer grupos
filogenéticos principales (como A, B1, B2 y D) de E. coli. Los dos primeros se relacionan
con patdgenos intestinales o comensales y los dos ultimos con los patdgenos
extraintestinales capaces de causar gran variedad de patologias agudas o crdnicas

[11,71].

Nowrouzian y colaboradores reporté en 2009 una prevalencia de los grupos
filogenéticos en 1.117 aislamientos de E. coli asi: grupo A el mds predominante
(40.0%), seguido por B2 (25.0%), mientras que B1 y D (17.0% cada uno) son menos
comunes [80]. En un estudio multicentrico realizado en Corea durante 2007 se
encontré una mayor prevalencia de aislamientos de E.coli pertenecientes al grupo
filogenético D (35.7%) causantes de ITU en la comunidad, seguido del grupo B2 (34.1%)
[81], es decir que mas del 69.0% de las infecciones fueron ocasionadas por aislamientos
de E. coli extraintestinales. Estos datos estan de acuerdo a los encontrados en este
estudio, pues el 64.5% de las infecciones analizadas fueron causadas por aislamientos

extraintestinales (grupo B2 33.0 % y grupo D 31.5%).
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La ITU es una de las patologias mas frecuentes causada por E. coli a nivel mundial, y
ocasiona enormes costos a los sistemas de salud, por ejemplo, se estima que en
Estados Unidos ocasiona gastos econdmicos cercanos a los 2.5 billones de ddlares
anuales. Adicionalmente, estas infecciones afecta principalmente a mujeres jovenes,
con vida sexual activa, uso de espermicidas o diafragmas, uso de antibidticos y
hospitalizaciones previas [82]. Los datos encontrados en nuestro estudio muestran que
el 31.6% de las muestras fueron recuperadas de personas jévenes (menores de 40
afios) y el 80.0% de los aislamientos totales fueron recuperados de mujeres, de las
cuales el 11.3 % estaban en embarazo o en periodo post-parto, confirmando el alto
impacto que tienen este tipo de infecciones en el género femenino. Aunque este
estudio se enfocd en las ITU de comunidad, se recolectaron datos clinicos y
epidemioldgicos para establecer los antecedentes a largo plazo de los pacientes (mas
de 6 meses antes de ingresar al estudio) como diabetes mellitus, intervenciones
uroldgicas y otras cirugias (16.0%, 6.0% y 4.5 %, respectivamente) fueron los principales
antecedentes encontrados en los 133 pacientes analizados. Un resultado bastante
interesante fue que, de los 133 pacientes incluidos en el estudio, 87 (65.4%) estaban
afiliados al SISBEN y 22 (15.5%) no tenia ningun tipo de seguridad social, es decir que el
80.0% de los pacientes posiblemente no estaba vinculado a una empresa y/o no tenia

un trabajo formal.

Una de las caracteristicas mas interesantes de E. coli es su alta variabilidad genética
gue incluye, la continua adquisicion de islas de patogenicidad, islas gendmicas y
mecanismos de resistencia a los antibidticos. Este constante cambio genético y su
adaptacion en el huésped humano le ha permitido diseminarse y permanecer en el
ambiente hospitalario. El uso exagerado, incontrolable e irracional de los antibidticos
en los hospitales ha ocasionado el surgimiento de clones multirresistentes de esta

bacteria, por la adquisicion de elementos moéviles con nuevos rearreglos genéticos que
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han ligado varios genes de resistencia. Sin embargo, este fendmeno no es exclusivo de
E. coli causantes de infecciones hospitalarias, en los ultimos afios se ha reportado el
incremento de aislamientos resistentes en la comunidad, por la adquisicion de los
genes de resistencia identificados inicialmente en aislamientos hospitalarios u otros
nuevos. Estos aislamientos en la comunidad tienen la posibilidad de interactuar con
otro tipo de microorganismos ambientales, estar sometidos a condiciones extremas
que puede favorecer la adquisicion de material genético del hdabitat con el que
interactyan [83]. Diversos estudios han mostrado que el traslado de estos genes de
resistencia a aislamientos en la comunidad es mucho mds preocupante, ya que se ha
comprobado que estos son mucho mds virulentos que sus homodlogos de circulacion

hospitalaria, por el trasporte en su genoma de islas de patogenicidad diferente.

En las dltimas décadas se ha visto el incremento de la resistencia antimicrobiana en los
aislamientos de E. coli de la comunidad. Inicialmente se reportd la resistencia a
antibidticos especificos como: trimetoprim/sulfametoxazol, ampicilina o tetraciclina.
Sin embargo la transferencia horizontal de informaciéon genética entre diferentes
especies ha permitido la adquisicidn de resistencia a familias de antibidticos completas

como por ejemplo las BLEE que tienen accion en la mayoria de B-lactamicos [84].

En un estudio publicado por Lee y colaboradores en el 2010 se evaluaron 543
aislamientos de E. coli de la comunidad causando ITU; de los cuales el 69.1% fueron
resistentes a ampicilina, 28.4% a ciprofloxacina, y 20% a trimetoprim/sulfametoxazol
[81]. En los aislamientos de comunidad (considerados por afios como multisensibles)
nosotros encontramos porcentajes de resistencia un poco mas altos, comparados con
este estudio, para antibidticos como trimetoprim/sulfametoxazol (51%) 'y
ciprofloxacina (49%); y mas bajas para ampicilina (51.0%). Adicionalmente, en el 32.0%

de los aislamientos se encontroé resistencia simultanea a cuatro antibiodticos (los perfiles
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CIP-TET-AMP-STX y CIP-TET-AMP-GEN fueron los mas frecuentes). De acuerdo a los

datos reportados por el grupo GREBO (www.grebo.org/resistencia.asp), los

aislamientos hospitalarios de E. coli poseen 25.0% de resistencia a ampicilina, 45.0%
trimetoprim/sulfametoxazol y 24.4% a ciprofloxacina. Estos datos, aunque provienen
de un numero total de aislamientos y fuentes diferente, muestran una posible
tendencia de los aislamientos de E. coli de circulacién en la comunidad a aumentar su
resistencia a antibidticos de primera eleccién, lo cual posiblemente ocasiona que los
pacientes presenten una falla en el tratamiento empirico (automedicado o
proporcionado por entidades prestadoras de salud) en forma recurrente y se vean en la
necesidad de acudir a los centros de salud de tercer nivel con infecciones mas

complejas.

Los analisis moleculares mostraron que el 74% de los aislamientos resistentes a
ampicilina poseian el genes blargy.1, de los aislamientos resistentes a tetraciclina se
identifico alguna de las variantes del gen tet en el 51%, lo que hace pensar que
posiblemente la resistencia es debido a otro mecanismo de resistencia como bombas
de eflujo. Esta variedad de mecanismos de resistencia es posible que la mayoria se
hayan adquirido por medio de mecanismo de transferencia de genes como los
integrones clase 1 que se encontrd en el 38% de los aislamientos e integrones clase 2
presentes en el 7% de E. coli, lo cual es muy interesante puesto que la primera vez en

se reporta la presencia de la integrasa Il en aislamientos colombianos.

En el 2008, dos estudios reportaron la diseminacion en tres continentes de
aislamientos de E. coli productores de BLEE pertenecientes al grupo filogenético B2,
con un serotipo 025b y un tipo de secuencia 131 (ST131). En estos estudios los autores
también determinaron que estos aislamientos albergan con mayor frecuencia la enzima

CTX-M-15, ademas la presencia de un amplio repertorio de genes virulencia (maXl/, usp
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y ompT) [68]. También Johnson y colaboradosres en el 2009 reporta la proteina
especifica de uropatogenos usp, la proteina de membrana externa ompT, el receptores
de aerobactina iutA, el autotransportador de la toxina sat y el marcador de la isla de

patogenicidad maX/ como genes marcadores del clon ST 131.

En Europa un estudio realizado en el afio 2006 indicé que el 13.0% de aislamientos de
E. coli productores de BLEE fueron ST131 [69]. En Francia el 61.0% de aislamientos
resistentes a fluoroquinoloras que presentaban BLEE también pertenecian a este clon
pandémico [70]. En aislamientos de la comunidad se ha encontrado hasta un 25.0%
pertenecen a este clon y solo el 3.0% de los aislamientos de E. coli causantes de ITU
gue no eran productores de BLEE. En el caso de América, en Canada menos del 3 % de
aislamientos hospitalarios son ST131, pero en aislamientos resistentes a sulfonamidas y
guinolonas provenientes de pacientes de la comunidad recolectados durante el 2002 al
2004, el 23.0% fueron ST131. Un estudio reciente en Chicago indica que el 53.0% de
aislamientos de E. coli ST131 presentaban CTX-M en pacientes con transplante renal o
pacientes hematoldgicos [85]. En sur América, el Unico reporte proviene de un hospital
en Rio de Janeiro, Brasil, donde se identificé que el 8.0% de aislamientos de E. coli

productores de BLEE pertenecian al clon ST131 [86, 87].

En el presente trabajo, aunque no se analizaron todos los aislamientos, de los 9
aislamientos secuenciados, se identificaron 5 pertenecientes a este clon ST131, de tres
grupos filogenéticos y con resistencia a multiples antibidticos, 2 aislamientos
presentaron resistencia a B-lactdmicos (cefalosporinas de tercera generacion), por la
presencia de la enzima CTX-M-15, a fluoroquinolonas, tetraciclinas, sulfonamidas y
trimetoprim, lo cual esta acorde con las publicaciones realizadas a nivel mundial. En

Colombia no se han realizado reportes de aislamientos relacionado con el clon ST 131 0
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productores de BLEE tipo CTX-M-15 en la comunidad. Pero en el ambiente hospitalario
se ha detectado la presencia de aislamientos de Klebsiella pneumoniae y E. coli
productores de CTX-M-12, CTX-M-2 y CTX-M-15 [88-90], pero no se establecio si tenian
alguna asociacion con el clon ST131. Los resultados de nuestro trabajo indican que el
clon pandémico de E. coli ST131 posiblemente estd emergiendo en Colombia asi como
se ha reportado en varias paises del mundo como Espafia, Australia, Canada, Estados

unidos, sur Africa y Brasil [91] .

Es importante resaltar que una de las caracteristicas mas importantes de este clon ST
131 es la presencia de la multirresistencia media por la adquisicion de elementos
genéticos moviles (integrones) y un gran repertorio de factores de virulencia que le
permite la invasion en los diferentes tejidos del hospedero, adquisiciéon de nutrientes
como el hierro esencial para la supervivencia bacteriana. Lo cual permite que el cuadro
clinico de las infecciones causadas por estos patégenos extraintestinales sea mucho
mas severo por la acciéon de estos factores de virulencia que desenlazan respuestas

nocivas en los diferentes tejidos afectados.

Los factores de virulencia de la EXEC se han clasificado en cinco grupos basados en su
funcién: toxinas, adhesinas, factores de proteccion, sideroforos y otros factores de
virulencia adicionales. E. coli 025b-ST131 presenta adhesinas como iha en el 91.0% al
100% de los aislamientos y fimbria P 98.0%. Pero no se han asociado la presencia de
adhesinas relacionas con el desarrollo de pielonefritis con la fimbria P con presencia de
las subunidad papG (l,Il y Ill). Sin embargo en aislamientos coreanos se identificé la
presencia del alelo pap Glll (todos ST 131) [81, 92]. Adicionalmente estos aislamientos
pueden presentar hasta en el 95.0% de los casos sideroforos como sat 6 fyu y otros
genes como usp y malX [1, 92]. En los aislamientos analizados se pude observar que los
clasificados como extraintestinales presentan mds combinaciones de factores de
virulencia, siendo fimG/H (44.1%) el mas frecuente seguido de usp (13.0%), SfaD/sfaE

(12.0%) y hly (11.0%). En los aislamientos relacionados con el ST 131 no se encontré el
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gen marcador usp, pero solo se encontré la presencia de los genes papCy fimG/H en
tres aislamientos y fimG/H en solo dos. También es importante resaltar que el 24.0% de
los aislamientos estreintestinales (B2 y D) evaluados no presentd ninguno de los seis
factores de virulencia evaluados. La emergencia en Colombia de aislamientos de E. coli
relacionados con el clon pandémico ST131 debe alertarnos para continuar con los
programas y estudios de vigilancia del comportamiento de la resistencia en la
comunidad, para generar alternativas para el tratamiento de las infecciones

ocasionadas por este tipo de aislamiento.
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6. Conclusiones

Se realizo el disefio y estandarizacion de una PCR multiple para la identificacion de
cinco especies de Enterobacterias, constituyendo una herramienta para la confirmacion

molecular de género y especie de patdgenos de importancia clinica.

Se encontrd una frecuencia cerca del 75% de aislamientos de E. coli adquiridos en la
comunidad con multirresistencia a antibidticos de primera eleccién terapéutica como
B- lactamicos y sulfonamidas y tetraciclinas, y se evidencié la presencia del 2.1% de

aislamientos con corresistencia a seis antibidticos.

Se identificd que el 64,6% de aislamientos E. coli de circulacién comunitaria causantes
de ITU pertenecen al grupo filogenético B2 y D, clasificados como extraintestinales.
Adicionalmente se demostrd la alta frecuencia de genes de virulencia como fimG/H

(44.1%) y la gran variedad de perfiles de virulencia este tipo de aislamientos.

Se identifico en Colombia la presencia de elementos genéticos moéviles como el
integrones clase 1 (37.5%) e integron clase 2 (7.0%) en aislamientos E. coli de

circulaciéon comunitaria.

Se identific6 en Colombia la presencia en aislamientos de E. coli causantes de ITU
adquirida en la comunidad pertenecientes a los grupos filogenéticos B2, D y B1,
relacionados con el clon pandemico ST131 con y sin la adquisicion de BLEE tipo CTX-M

15, asi como los repostados en otros paises del mundo
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Anexo A. Perfiles de resistencia en aislamientos de E.coli
extraintestinales

intestinales y

Ne de antibioticos Intestinales Extraintestinales
N=47(%) N=86 (%)
1 AMP 4(8.5%) TET 11 (12.7%)
TET 4(8.5%) AMP 3(3.4%)
AMK 1(2.1%) AMK 2(2.3%)
cip 1(2.1%) TSX 2 (2.3%)
Cip 1(1.1%)
GEN 1(1.1%)
2 AMK, TET 3(6.3%) AMP, TSX 4 (4.6%)
AMP,TET 6(12.7%) AMP,TET 2 (2.3%)
AMK, TSX 1(1.1%)
AMK, TET 1(1.1%)
AMP, CIP 1(1.1%)
AMP, TET 1(1.1%)
3 AMK, CIP, TET 1(2.1%) AMK, TSX, TET 7 (8.1%)
AMK, TSX, TET 1(2.1%) CIP, GEN, AMP 2 (2.3%)
CIP TET AMP 7 (14.8%) CIP TET AMP 2 (2.3%)
AMP TSX TET 2 (2.3%)
TET TSX CIP 1(1.1%)
CIP GEN TET 1(1.1%)
4 CIP, TET, AMP , GEN 4 (8.5%) CIP, TET, AMP ,STX 10 (11.1%)
CIP, TET, AMP ,STX 2 (4.2%) CIP, TET, AMK ,STX 2 (2.3%)
CIP, TET, AMP ,CTX 1(2.1%) GEN, TET, AMK ,STX 2 (2.3%)
CIP, TET, AMP ,STX 1 (1.1%)
5 CIP, TET, AMP ,STX, GEN 1 (2.1%) CIP, TET, AMP ,STX, GEN 8 (9.3%)
6 CIP, TET, AMP ,STX, CAX, CAZ 1(2.1%)

TET: tetraciclina, AMP:

ampicilina, TSX: trimetoprim/sulfametoxazol, CIP: ciprofloxacina,

GEN:

gentamicina, AMK: amikacina, CAZ: ceftazidime y CTX: cefotaxime. El porcentaje fue calculado respect al

n de cada subgrupo.
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