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RESUMEN 
 

El hierro (Fe2+) es un micronutriente esencial para el crecimiento normal de la gran mayoría de 

microorganismos, siendo los sistemas de captación de este catión divalente elemento fundamental 

para que las bacterias patógenas sean capaces de promover un proceso infectivo. Las proteínas 

receptoras de compuestos de hierro se localizan en la membrana externa de las Escherichia coli, y 

son candidatas potenciales a ser empleadas para la elaboración de una vacuna contra Escherichia 

coli uropatógena (UPEC), el microorganismo aislado con mayor frecuencia de pacientes con 

infección del tracto urinario (ITU). Por lo tanto, es fundamental la identificación  de nuevas 

proteínas bacterianas receptoras de hierro. El propósito del presente estudio fue buscar la 

presencia y prevalencia de 8 genes que codifican para receptores de hierro (chuA, cirA, fecA, fepA, 

fhuA, ireA, iroN e iutA) y un gen involucrado en función osmoreguladora a través de los iones K+ 

(kefA) en  51 cepas de Escherichia coli aisladas de pacientes de una población mexicana con ITU, 

mediante la técnica de PCR.  
 

Para esto, se aisló una cepa de una paciente con infección recurrente del tracto urinario y 

se cultivó en diferentes medios deficientes en hierro (quelados con dypiridil), incluyendo orina 

humana, finalmente se extrajeron las proteínas de membrana externa (OMPs) de los botones 

bacterianos y se analizaron mediante electroforesis (SDS-PAGE). La orina humana y el medio M9 

resultaron los mas apropiados para la expresión de receptoras de compuestos de hierro, las cuales 

se observaron en el gel en un rango de masa molecular aproximado de 70 a 85 kDa,  mientras que 

los mismos medios pero suplementados con FeSO4 no indujeron la expresión de dichos 

receptores. Se aislaron las bandas proteicas, por personal del laboratorio, y se enviaron a 

identificar mediante la secuenciación de sus aminoácidos. Se identificaron seis proteínas que 

correspondieron a: los receptores de compuestos de hierro ChuA, CirA, FepA, IutA; al transporte 

de citrato férrico: FecA; y a una proteína de canales mecanosensitivos que liberan iones K+: KefA. 

Posteriormente, se buscó la presencia y prevalencia de estos 6 genes y de otros 3 genes más que 

se han reportado como receptores de hierro importantes en cepas UPEC. Los genes chuA y kefA, 

se encontraron significativamente (P<0.01) con mayor frecuencia (83 y 94%) entre las cepas 

UPEC con respecto a las cepas fecales de Escherichia coli (25 y 38%). Estos resultados indican 

que al ser el grupo hemo la fuente de hierro más abundante in vivo, la presencia de un sistema de 

transporte del grupo hemo, como es el caso de ChuA, en las cepas de UPEC puede ser 

fundamental para la adquisición de hierro a partir de la hemoglobina. En cuanto a KefA, aún no 

existen reportes que indiquen su papel en la adquisición de hierro ni en la patogénesis, sin 

embargo nuestros resultados sugieren que el gen kefA puede ser importante en el establecimiento 

de la infección de cepas uropatógenas. El serogrupo más frecuente en el presente estudio fue el 

O25, el cual es diferente a los reportados en otros países, en donde serogrupos O6 y O2 son los 

más representativos entre las cepas UPEC.  
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1. INTRODUCCIÓN 

 

Escherichia coli es un miembro importante de la microflora intestinal normal de 

humanos y otros mamíferos. Sin embargo, algunas cepas de Escherichia coli son 

capaces de causar diversas enfermedades, en consecuencia, estas cepas patógenas 

de Escherichia coli se han dividido en dos subgrupos; 1) Intestinales, causantes de 

enfermedades diarreicas/entéricas y 2) Extraintestinales, causantes de infecciones en el 

tracto urinario y meningitis/sepsis (Kaper et al., 2004). 

 

Las infecciones en el tracto urinario (ITU) son unas de las infecciones 

bacterianas más comunes en humanos, mas del 80% de estas infecciones son 

causadas por Escherichia coli uropatógena (UPEC) (Warren, 1996). Una vez dentro del 

tracto urinario, UPEC preferentemente coloniza la vejiga y causa cistitis, pero también 

puede ascender a través de los uréteres dentro de los riñones, causando pielonefritis. 

Esta bacteria posee múltiples factores de virulencia que facilitan la colonización y 

permanencia en el tracto urinario a pesar de las condiciones desfavorables que 

presenta (Johnson, 1991).  

 

Entre estos factores de virulencia se encuentran los mecanismos de captación de 

hierro, el cual es un elemento esencial para el crecimiento de las bacterias y su 

disponibilidad dentro del hospedero es muy escasa. Debido a esto los microorganismos 

patógenos han desarrollado estrategias para captar hierro de las diferentes fuentes 

disponibles en el hospedero. Así se ha reconocido la asociación del hierro con la 

virulencia de diversas bacterias patógenas incluyendo Escherichia coli. Estos sistemas 

de captación se pueden clasificar en 2 grupos: el primero involucra el contacto directo 
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entre la bacteria y las fuentes exógenas de hierro/hemo. El segundo mecanismo se 

basa en moléculas (sideróforos y hemóforos) que son producidas y sintetizadas por las 

bacterias en el medio extracelular, dichas moléculas van a ser las encargadas de 

capturar el hierro o el grupo hemo de diversas fuentes (Wandersman et al.,  2004).  

Estudios recientes basados en la secuenciación del genoma completo de una 

cepa de Escherichia coli uropatógena (Welch et al., 2002) y análisis comparativo de 

hibridación genómica de Escherichia coli uropatógena/comensal indican claramente que 

muchos de los factores de urovirulencia no han sido aun identificados (Molloy et al., 

2000; Snyder et al., 2004). Estos estudios predicen que cepas uropatógenas poseen un 

gran número de sistemas de adquisición de hierro en comparación con las cepas 

fecales/comensales, lo cual es un reflejo de la adaptación al ambiente del tracto urinario 

que es limitante en hierro.  

Un ejemplo de esto, es la cepa de Escherichia coli uropatógena CFT073  (aislada 

de pielonefritis), en la cual, se han encontrado al menos 12 receptores de sideróforos 

de membrana externa (CirA, FecA, FepA, FhuA, FhuE, FitA, Fiu, FyuA, Iha, IutA, IreA y 

IroN) y dos receptores de grupo hemo (ChuA y Hma) (Hagan y Mobley, 2009; Hantke et 

al., 2003; Léveillé et al., 2003; Nikaido y Rosenberg, 1990; Ouyang e Isaacson, 2006;  

Russo et al., 2001; Torres y Payne, 1997; Welch et al., 2002). Debido a que los genes 

que codifican receptores para captar hierro han sido considerados como marcadores de 

virulencia en estudios de epidemiología molecular (Russo, et al., 2002), el propósito de 

este proyecto es investigar la prevalencia de genes y proteínas receptoras de hierro en 

cepas de Escherichia coli uropatógena. La identificación de estas proteínas captadoras 

de hierro, prevalentes en cepas uropatógenas, pueden contribuir al diseño de una 

vacuna contra estos patógenos.  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2. MARCO TEÓRICO 

  

2.1 Generalidades de Escherichia coli 

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo, de la familia 

Enterobacteriaceae, móvil o inmóvil, tiene la capacidad de fermentar rápidamente la 

lactosa y produce indol a partir de triptófano. Presenta en su superficie celular 

estructuras tales como: flagelos, pilis o fimbrias, proteínas de membrana externa 

(OMPs, por sus siglas en inglés) importantes en investigaciones epidemiológicas y 

lipopolisacárido (LPS) con actividad de endotoxina; además muchas de las cepas de 

Escherichia coli están cubiertas por una cápsula de polisacárido antifagocítica 

(Bahrani-Mougeot et al., 2002).   

 

Esta bacteria forma parte de la microbiota intestinal, suele aparecer poco 

después del nacimiento y juega un papel importante en el mantenimiento de la 

fisiología intestinal. Aunque las cepas de Escherichia coli son en gran medida 

consideradas como comensales, algunos aislados tienen el potencial para causar 

daño y producir enfermedad. 

  

La capacidad única de Escherichia coli para colonizar diferentes sitios y de 

generar un grupo heterogéneo de enfermedades se debe, en parte, al genoma 

versátil que posee, debido a que es capaz de remodelar su genoma mediante la 

adquisición y pérdida de factores de virulencia.  Por lo tanto, la transferencia 

horizontal de genes juega un papel importante en la adquisición o pérdida de ADN y 

por lo general contribuye a la evolución y adaptación de Escherichia coli a diferentes 

nichos (Ahmed et al., 2008). Estos factores de virulencia son principalmente 

codificados en elementos genéticos móviles como son plásmidos, bacteriófagos, 

transposones e islas asociadas a la patogenicidad (PAIs, por sus siglas en inglés), 
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que pueden ser transferidos a las cepas  para crear nuevas combinaciones de 

factores de virulencia (Figura 1). Sólo las combinaciones más exitosas de factores 

de virulencia han persistido hasta convertirse en patotipos específicos de 

Escherichia coli, los cuales son capaces de causar enfermedad en individuos sanos 

(Kaper et al., 2004).  

 

 En general, tres síndromes clínicos pueden resultar de la infección con uno 

de estos patotipos: diarrea/entérica, infecciones del tracto urinario (ITU) y  

sepsis/meningitis (Tabla 1).  

 

Actualmente, entre los patógenos intestinales existen seis categorías bien 

definidas: Escherichia coli enteropatógena (EPEC), Escherichia coli 

enterohemorrágica (EHEC), Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC), Escherichia 

coli enteroagregativa (EAEC), Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC ) y Escherichia 

coli de adherencia difusa (DAEC) (Nataro y Kaper 1998); cada una de estas 

categorías tiene una forma característica de interaccionar con las células del epitelio 

intestinal del hospedero a través de factores de virulencia como son: adhesinas, 

enterotoxinas y citotoxinas (Figura 2). 

 

 Dentro de los patógenos extraintestinales de Escherichia coli (ExPEC, por sus 

siglas en inglés) se encuentran las cepas que tiene la capacidad de diseminarse y 

colonizar otros nichos (sangre, sistema nervioso central y el tracto urinario). En este 

grupo se encuentran Escherichia coli uropatógena (UPEC, por sus siglas en inglés) 

que representa más del 80% de los casos de infecciones del tracto urinario (ITU) 

(Lloyd et al., 2009; Wiles et al., 2008), y las cepas de Escherichia coli asociadas a  

meningitis/sepsis neonatal (NMEC, por sus siglas en inglés) que son la segunda 

causa principal de dicho padecimiento (Kaper et al., 2004). 
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Figura 1. Contribución de los elementos genéticos móviles en la evolución de 
especies patógenas de Escherichia coli. Los factores de virulencia de Escherichia coli pueden 

ser codificados por varios elementos genéticos móviles como son: los transposones (Tn) (por 

ejemplo, la enterotoxina termoestable (ST) de ETEC), los plásmidos (por ejemplo, la enterotoxina 

termolábil (LT) de ETEC y los factores de invasión de EIEC), los bacteriófagos (por ejemplo, la toxina 

Shiga de EHEC) y las islas de patogenicidad (PAIs) [como es el caso del locus del esfacelamiento del 

enterocito (LEE)  de EPEC/EHEC y de las PAIs I y II de UPEC]. Las cepas comensales de 

Escherichia coli también pueden sufrir deleciones resultantes de mutaciones puntuales, o 

reordenamientos de ADN que pueden contribuir a la virulencia. Estas adiciones, deleciones y otros 

cambios genéticos pueden dar lugar a formas patógenas de Escherichia coli capaces de causar 

diarrea (EPEC, EHEC, EAEC, DAEC), disentería (EIEC), el síndrome urémico hemolítico [HUS] 

(EHEC), infecciones del tracto urinario [ITU] (UPEC) y meningitis (MNEC). (Tomada y modificada de 

Kaper et al., 2004). 
 

Los diferentes patotipos de Escherichia coli, se caracterizan por compartir 

antígenos O (lipopolisacárido, LPS) y H (flagelar), que definen los serogrupos 

(antígeno O solamente) o serotipos (antígenos O y H) (Nataro y Kaper, 1998) (Tabla 

1). Las cepas patógenas de Escherichia coli  utilizan un esquema de múltiples pasos 
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de la patogénesis, que consiste en la colonización de un sitio de la mucosa, evasión 

del sistema inmune del hospedero, multiplicación y el daño al hospedero. 

 
Figura 2. Esquemas patogénicos de las seis categorías de Escherichia coli causantes 
de diarrea. a. EPEC se adhieren al borde velloso de las células del epitelio intestinal y causan una 
lesión celular específica denominada lesión de borrado (effacing lesion). Las alteraciones en el 
citoesqueleto producen una respuesta inflamatoria y diarrea. 1. Adherencia inicial, 2. Translocación 
de proteínas por el sistema de secreción tipo III, 3. Formación del pedestal.  
b. EHEC también produce lesiones de borrado, pero en el colon. Su característica distintiva es la 
elaboración de la toxina shiga (Stx), y su absorción sistémica conlleva a complicaciones 
potencialmente mortales. c. ETEC se adhiere a la célula a través de factores de colonización 
antigénicos (CFA) y secreta enterotoxinas termolábil (LT) y/o termoestable (ST). ST se une a un 
receptor glicoproteico que está acoplado a la guanilato ciclasa sobre la superficie de las células del 
epitelio intestinal. La activación de la guanilato ciclasa estimula la producción de monofosfato de 
guanosina cíclico (cGMP), lo que causa la secreción de electrolitos y de agua hacia la luz del intestino 
delgado, que se manifiesta en forma de una diarrea acuosa. LT se une a gangliósidos específicos 
(GM1, GD1b) sobre las células epiteliales y activa la adenilato ciclasa unida a la membrana, lo que 
produce un aumento de la producción de monofosfato de adenosina cíclico (cAMP), hipersecreción y 
diarrea acuosa. d. EAEC se adhiere al epitelio del intestino delgado y grueso, forma biofilms 
(agregados de bacterias) a través de fimbrias de adherencia agregativa (AAFs) y elabora 
enterotoxinas y citotoxinas. e. EIEC invade las células epiteliales del colon, lisa el fagosoma, se 
multiplica en el interior de la célula y se mueve en el interior de la célula por nucleación de 
microfilamentos de actina. La bacteria puede moverse lateralmente a través del epitelio por la 
propagación directa de célula a célula o puede salir y volver a entrar en la membrana plasmática 
basolateral. f. DAEC provoca un efecto característico de transducción de señales en los enterocitos 
del intestino delgado que se manifiesta como el crecimiento de proyecciones celulares en forma de 
dedo, que se envuelven alrededor de la bacteria. 
BFP conjunto formador de pili; DAF factor acelerador de decaimiento; EAST1 enterotoxina 
termoestable 1 de EAEC; Pet toxina codificada en el plásmido; Pic proteína involucrada en la 
colonización intestinal;  ShET1 enterotoxina Shigella 1. (Tomada y modificada de Kaper et al., 2004).



 

Tabla 1. Características de cepas patogénicas de Escherichia coli de importancia clínica en humanos 

 
Patotipo 

 
Serogrupos

a 
 

Serotipos
b 

Factores de virulencia Enfermedad 
asociada Toxinas Adhesinas Adquisición de 

hierro  

 
 
 
 

Escherichia coli 
enteropatógena 

(EPEC) 

 
O18, O26, O28, 
O44, O55, O86, 

O91, O111, 
O114, O119, 

O125ac, O126, 
O127, O128, 
O142, O158 y 

O159 

O55:NM; O55:H6, 
O55:H7, O86:NM, 
O86:H34, O111:NM, 
O111:H2, O111:H12, 
O119:NM, O119:H6, 
125ac:H21, O126:NM, 
O126:H2, O126:H27, 
O127:NM, O127:H6, 
O128:H2, O128:H12, 
O142:H6, O158:H23. 
 

 
 
EspC 
EspF 
EspH 
Map 
Tir 
LifA/Efa 
Cif 

 
 
Intimina 
Pili tipo 1 
BFP  
pili tipo IV 
Paa 
LPF 

 
 
 
 
IutA 
Aerobactina 

 
 
 
 
Diarrea crónica y 
aguda en niños. 

 
 
 
 
 

Escherichia coli 
enterohemorrágica 

(EHEC) 

 
 
 

O26, O46, O48, 
O55, O91, O98, 
O111ab, O113, 
O117, O118, 
O119, O125, 
O128, O145, 
O157, O172 

O26:NM, O26:H2, 
O26:H8, O26:H11, 
O26:H21, O26:H32, 
O55:H6, O55:H7, 
O91:H10, O91:H14, 
O91:H21, O98:H8, 
O111ab:NM, O111ab:H8 

O113:H21, O117:H7, 
O117:H9, O117:H14, 
O118:H30, O119:NM, 
O119:H5, O128:H12, 
O145:H25, O157:H7, 
O172:NM. 
 

 
Stx-1 
Stx-2 
EspF 
EspH 
EspP 
Tir 
Ureasa 
Map 
Cif 
StcE 
Ehx 
LifA/Efa 

 
 
 
Intimina 
Pili tipo 1 
Paa 
ToxB 
Efa-1/LifA 
LPF 
Saa 
OmpA 

 
 
 
 
ChuA 
IutA 
Aerobactina 

 
 
 
 
Diarrea 
sanguinolenta; 
colitis 
hemorrágica; 
Síndrome urémico 
hemolítico (HUS) 

 
Escherichia coli 
enterotoxigénica 

(ETEC) 

O6, O8, O11, 
O15, O20, O25, 
O27, O63, O78, 

O80, O85, 
O115,O126, 

O128, 
O148,O149, 
O159, O173 

O6:H16, O8:H9, 
O11:H27, O15:H11, 
O25:H42, O27:H7, 
O27:H20, O78:H11, 
O78:H12, O85:H7 
O128:H7, O148:H28, 
O149:H4, O149:H10, 
O159:H20. 

 
LT 
ST 
ShET2 

 
 
CFAs 
Pili tipo 1 
 

 
 
IutA 
Aerobactina 

 
 
 
Diarrea acuosa 

a 
Los serogrupos compartidos se encuentra en negritas. 

b
NM No móvil. Esp proteína secretada efectora; Map proteína de daño a la mitocondria; Tir receptor de intimina 

translocada; BFP conjunto formador de pili ; LPF fimbria polar larga; Cif factor inhibidor del ciclo; Stx toxina shiga; OmpA proteína de membrana externa A; LT 
enterotoxina termolábil; ST enterotoxina termoestable; ShET enterotoxina Shigella; CFAs factores de colonización antigénicos.   
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Tabla 1. Características de cepas patogénicas de Escherichia coli de importancia clínica en humanos (continuación) 
 

 
Patotipo 

 
Serogrupos

a 
 

Serotipos
b 

Factores de virulencia Enfermedad 
asociada Toxinas Adhesinas Adquisición 

hierro 

 
 

Escherichia coli 
enteroinvasiva 

(EIEC) 

 
O28ac, O29, 

O112ac, O124, 
O136, O143, 
O144, O152, 
O159, O164, 

O167 

O28ac:NM, O29:NM, 
O112ac:NM, O124:NM, 
O124:H7, O124:H30, 
O136:NM, O143:NM, 
O144:NM, O152:NM, 
O159:NM, O159:H2, 
O164:NM, O167:NM 
O167:H4, O167:H5. 

 
 
ShET2 
IpaA, IpaB 
IpaC, IpaH 
IpgD 
VirA 

 
 
IcsA 
Pili tipo 1 

 
 
IutA 
Aerobactina 
 

 
 
Disentería 

 
 

Escherichia coli 
enteroagregativa 

(EAEC) 

 
 

O3, O15, O44, 
O77, O86, O111, 

O126, O127  

 
 
O3:H2, O15:H18, 
O44:H18, O77:H18, 
O86:NM, O111:H21, 
O127:H2. 
 

 
 
ShET1 
Pet 
Pic 
EAST-1 

Pili tipo 1 
Fimbria de adherencia 
agregativa 
Dispersina (promueve 
la colonización y la 
penetración en la 
mucosa) 

 
FyuA, IutA 
Aerobactina 
Yersiniabactina 

 
 
Diarrea aguda y 
persistente. 

Escherichia coli de 
adherencia difusa 

(DAEC)  

 
O126 

 
O126:H27 

 Dr 
Pili tipo 1 

IutA 
Aerobactina 

Diarrea aguda 

 
 

Escherichia coli 
uropatógena 

(UPEC) 

 
 

O1, O2, O4, O6, 
O7, O8, O16, 

O18, O25  y O75 

O1:NM, O1:H4, O1:H6 
O1:H7, O2:NM, O2:H1, 
O4:NM O4:H5, O6:NM, 
O6:H1, O6:H31, O7:NM 
O7:H4 O7:H6, O18:NM,  
O18:H31, O25:NM, 
O25:H1, O25:H4, O75:H5.  

 
HlyA 
CNF-1 
Pic 
Sat 
Vat 

 
Dr 
Pili P (Pap) 
Pili tipo 1 
Pili F1C 
Pili S 
 

 
ChuA, Fec, 
FhuA, FyuA, 
IutA, IreA, IroN 
Aerobactina 
Salmochelina 
Yersiniabactina 

 
 
Infecciones del 
tracto urinario 
(cistitis, prostatitis, 
pielonefritis) 

 
Escherichia coli 

asociada a 
meningitis 
neonatal  
(MNEC) 

O8, O9, O15, 
O18, O20, O26, 
O35, O45, O78, 

O86, O101, 
O115, O117, 

O119. 

 
 
O18:H7,  O45:H7 
 

 
CNF-1 
CNF-2 
Tsh 

Pili tipo 1, Pili S, OmpA 

AslA, IbeA, IbeB, IbeC 
(promueven la 
invasión) 
Cápsulas (>80 tipos 
de antígenos K) 

 
 
ChuA, IroN 
Salmochelina 

 
 
Meningitis/sepsis 
neonatal 

 

a 
Los serogrupos compartidos se encuentra en negritas. 

b
NM No móvil. ShET enterotoxina Shigella; EAST-1 toxina estable al calor de EAEC; HlyA -hemolisina; CNF factor 

citotóxico necrosante; Omp proteína de membrana externa; Pet toxina codificada en el plásmido; Pic proteína involucrada en la colonización intestinal; Sat toxina 
autotransportadora secretada; Vat toxina autotransportadora vacuolizante. (Adaptada de Falkow y Mekalanos, 1996; Kaper et al., 2004; Nataro y Kaper, 1998; Okeke et al., 
2004; Torres et al., 2001). 
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2.2 Escherichia coli uropatógena 

 

Escherichia coli uropatógena (UPEC, por sus siglas en inglés), el principal agente 

causal de Infecciones del tracto urinario (ITU), es considerado un grupo genéticamente 

heterogéneo y puede variar en sus habilidades para colonizar, persistir y dañar el tracto 

urinario. 

 

La secuencia genómica de la cepa uropatógena de Escherichia coli (UPEC) 

CFT073 ha aportado evidencia definitiva de que las UPEC forman una familia 

distinguible de otras Escherichia coli (Welch et al., 2002). Por otro lado, la 

determinación del transcriptoma in vivo de UPEC destacó la importancia de la 

adherencia y la adquisición de hierro durante la infección del tracto urinario (ITU), 

debido a que los genes implicados en estos procesos fueron altamente regulados 

positivamente durante la infección experimental (Snyder et al., 2004).  

 

Se ha encontrado que la mitad de todos los aislados de UPEC no poseen, o sólo 

poseen uno de los factores de virulencia caracterizados hasta el momento; así que, se 

asume que otros factores bacterianos, aun no caracterizados, pueden ser importantes 

en la patogénesis de las ITU (Sorsa et al., 2004). 

 

2.3 Epidemiología 

 

Las Infecciones del Tracto Urinario (ITU), comprenden una amplia variedad de cuadros 

clínicos cuyo denominador común es la proliferación de microorganismos en el tracto 

urinario (TU), al que involucran total o parcialmente.  Son una de las infecciones 

bacterianas más frecuentes que afectan a una gran proporción de la población mundial 
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de ambos sexos, por lo que constituyen un problema importante de salud pública 

(Foxman, 2002).  

    

El microorganismo aislado con mayor frecuencia es Escherichia coli uropatógena 

(UPEC), el cual es el responsable del 90% de las ITU ambulatorias, del 73% de las ITU 

presentes en adultos mayores de 50 años, y del 25% de las ITU nosocomiales (Emori y 

Gaynes, 1993; Foxman, 2002; Zhang y Foxman, 2003).  

 

Las poblaciones específicas con mayor riesgo de contraer ITU son neonatos, 

niños, mujeres sexualmente activas, mujeres embarazadas, adultos mayores y 

pacientes inmunosuprimidos (Bahrani-Mougeot, et al., 2002b).   

 

Aproximadamente el 60% de todas las mujeres y el 14% de los hombres 

experimentarán al menos una infección del tracto urinario durante su vida. El 27% de 

las mujeres experimentan una recurrencia 6 meses después de la infección y el 2.7% 

podría experimentar una recurrencia múltiple (Foxman, et. al., 2000;  Foxman, 1990). 

 

Las ITU afectan por arriba del 10% a la población infantil, y el rango de 

recurrencia es entre 30% y 40%, en donde la mayoría de las recurrencias se presentan 

en los primeros 12 meses después de la infección primaria (Finer y Landau, 2004). 

 

En Estados Unidos, las ITU ocasionan anualmente alrededor de 7 millones de 

visitas al consultorio médico, de las cuales, un millón son conducidas a la sala de 

emergencia y 245,000 ameritan hospitalizaciones, lo que representa un costo anual de 

3.5 billones de dólares, esto tan solo en Estados Unidos. (Foxman, 2002; Foxman et. 

al., 2000; Lloyd, et al., 2009).  

 



M A R C O   T E Ó R I CO 

  11 

En los últimos años, la resistencia de las cepas UPEC a varias clases de antibióticos 

sigue aumentando cada año y se ha convertido en una preocupación importante tanto 

en los hospitales como en la comunidad (Gupta et al., 1999 y 2001; Sahm et al., 2001). 

En consecuencia, estas complicaciones representan un desafío enorme para el 

tratamiento de las ITU y sugieren que una vacuna podría prevenirlas, reduciendo 

significativamente la fuente de morbilidad y la carga económica (Alteri, et al., 2009; 

Durant, 2007).  

 

En México, existen pocos estudios acerca de la problemática de las ITU, de tal 

forma que no se conoce con precisión su frecuencia en la población mexicana, ni 

tampoco se conocen las características de las cepas de UPEC que comúnmente son la 

causa de estas infecciones.       

 

2.4 Patogénesis 

 

El tracto gastrointestinal es el reservorio de Escherichia coli a partir del cual la bacteria 

origina una infección ascendente en el tracto urinario, en donde las bacterias a través 

de la uretra llegan a la vejiga, sino se trata, la infección puede ascender vía los uréteres 

hacia los riñones (Brumfitt, et al., 1987) y en última instancia, puede resultar en 

insuficiencia renal y ser la puerta de entrada de bacteremias y sepsis con elevada 

tendencia a la morbimortalidad.  

 

Las ITU se clasifican de acuerdo con el sitio de infección: cistitis (vejiga), uretritis 

(uretra), prostatitis (próstata), pielonefritis (riñón) y la bacteriuria (orina); y dependiendo 

de la gravedad del cuadro: en complicadas o no complicadas (Dimitri, et al., 2008; 

Hooton, 2000; Roos, et al., 2006). 
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Las cepas uropatógenas de Escherichia coli son genéticamente distintas a las cepas 

comensales/fecales de Escherichia coli, debido a que poseen genes que codifican para 

factores de virulencia específicos (Brzuszkiewicz et. al., 2006; Chen, et. al., 2006; 

Dobrindt, et al., 2002 y 2003; Johnson, 1991), localizados en fragmentos de ADN 

denominados Islas de Patogenicidad (PAIs por sus siglas en inglés) (Hacker, 1999), 

que le permiten a UPEC colonizar la vejiga, sobrevivir en el tracto urinario y causar 

daño al tejido (Mulvey, 2002), a pesar de que las vías urinarias son normalmente 

estériles, gracias a una serie de mecanismos de defensa como son el flujo de orina, la 

afluencia de células inmunes efectoras y el desprendimiento de células epiteliales. 

 

Las cepas UPEC  corresponden a un número limitado de serogrupos O, entre los 

que se encuentran: O1, O2, O4, O6, O7, O8, O16, O18, O25 y O75 (Tabla 1); en donde 

cada uno de los factores de virulencia uropatógenos se asocian de manera significativa 

con estos serogrupos (Blanco et. al., 1995; Johnson et. al., 1994;  Kurazono et. al., 

2003). 

 

Existen tres fases en la patogénesis de una típica ITU: colonización, crecimiento 

y generación de daño, las cuales son contiguas y se traslapan (Sussman y Gally, 1999). 

Para poder desarrollar dichas fases, UPEC posee factores de virulencia dentro de los 

que se encuentran principalmente: adhesinas, mecanismos de adquisición de hierro, 

toxinas, cápsula y proteasas (Zhang et al., 2000). 
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2.4.1  Factores de virulencia UPEC 

La capacidad de UPEC para causar una ITU sintomática, está asociada con la 

expresión de una variedad de factores de virulencia (Tabla 2) que facilitan la habilidad 

de colonizar, persistir, invadir y dañar el tracto urinario, evitar los mecanismos de 

defensa del hospedero, y competir por nutrientes limitantes, como el hierro (Johnson, 

1991; Mysorekar et. al., 2006). Esto indica que los factores de virulencia bacteriana son 

particularmente cruciales en la etiología de las ITU (Sussman y Gally, 1999). 

Dentro de los principales factores de virulencia (Tabla 2) se encuentran: los 

factores de adherencia denominadas adhesinas fimbriales o pilis como son tipo 1, P, S 

y F1C, familia de adhesinas Dr; producción de  toxinas como son la α-hemolisina, el 

factor citotóxico necrosante tipo 1, la toxina autotransportadora vacuolizante (Vat), la 

toxina autotransportadora secretada (Sat), y el autotransportador codificado por picU, 

cápsula, y LPS y sistemas de adquisición de hierro como son sideróforos 

(enterobactina, aerobactina, yersiniabactina, salmochelina) sus respectivos receptores 

de membrana externa TonB-dependientes (FepA, FyuA, FhuA, IroN, IutA); así como 

también la captación del grupo hemo a partir de los receptores ChuA y Hma (Johnson, 

1991; Mulvey 2002; Wiles et al., 2008). 

Estudios han demostrado que la adquisición de hierro, mediada por receptores 

específicos de membrana externa, es fundamental para la colonización del tracto 

urinario por Escherichia coli uropatógena (Hagan y Mobley, 2007; Henderson et al., 

2009; Litwin et al., 1993; Torres et. al., 2001). Por lo que, el entendimiento de los 

sistemas de captura y transporte de hierro es importante para el diseño de agentes 

antimicrobianos y vacunas contra bacterias cuya virulencia está asociada a la captura 

de hierro, como es el caso de UPEC. 
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Tabla 2. Factores de virulencia de Escherichia coli uropatógena 
         asociadas a infecciones del tracto urinario. 

 
 

Factores de virulencia Función Enfermedad 
asociada 

Referencia 

Pili Tipo 1 (FimH) Adhesión a células epiteliales 
de riñón, vejiga. 

Cistitis, sepsis y 
meningitis 

Connell, et al., 1996. 

 
Pili Tipo P  

(PapG I,II y III) 

Adhesión a células epiteliales 
de riñón e inducción de 

citocinas 

 
Pielonefritis 

 
Roberts et al., 1994. 

 
Afa/Dr (F1845, Dr, Dr-II, 

Afa-1, Afa-2, Afa-3, Afa-4 
y Nfa-I) 

 
Adhesión a células epiteliales 

de vejiga. Colonización 
ascendente e invasividad. 

 
Cistitis, 
pielonefritis, 
diarrea y sepsis 

 
Goluszko et al., 
1997. 

 
Pilis Tipo S y F1C (SfaS, 
SfaH, SfaG, SfaA, FocH) 

 
Adhesión a células epiteliales 

de riñón y endoteliales de 
vejiga. Diseminación 

 
Cistitis, 
pielonefritis, sepsis 
y meningitis 

Khan et al., 2000; 
Korhonen et al., 
1986; Morschhauser 
et al., 1993. 

 
CNF-1 (factor citotóxico 

necrosante) 

Interferencia con fagocitosis y 
apoptosis. Necrosis celular y 
alteración del citoesqueleto. 

Invasividad 

Cistitis, 
pielonefritis y 
prostatitis 

 
Rippere-Lampe, et 
al., 2001. 

 
α-hemolisina (HlyA) 

 
Hemólisis de eritrocitos y 
leucocitos. Lisis celular. 

 
Cistitis y 
pielonefritis 

 
Welch et al., 1981. 

Sat (toxina auto 
transportadora 

secretada) 

 
Citotoxicidad y formación de 

vacuolas 

 
Cistitis y 
pielonefritis 

 
Guyer et al., 2000 y  
2002. 

Vat (toxina auto 
transportadora 
vacuolizante) 

 
Citotoxicidad y formación de 

vacuolas 

 
Cistitis y 
pielonefritis 

Pariera y Giles,  
2003. 

OmpT Proteasa de membrana 
externa 

Infección del tracto 
urinario. 

Kanamaru et al., 
2003. 

 
PicU 

Proteasa de serina 
autotransportadora promueve 

la colonización. 

 
Cistitis y 
pielonefritis. 

 
Heimer et al., 2004; 
Parham et al., 2004.  

Receptores de 
ferrisideróforos  

(FepA, FhuA, FecA,  
FyuA, IutA, IreA, IroN) 

 
Captación de hierro 

 
Infección del tracto 
urinario 

 
Torres et al., 2001. 
Russo et al., 2002. 

Receptores del grupo 
hemo 

(ChuA, Hma) 

 
Captación de hierro  

 

 
Cistitis y 
Pielonefritis 

 
Hagan y Mobley, 
2009 

Sideróforos (aerobactina, 
enterobactina, 
salmochelina, 

yersiniabactina) 

 
Captación de hierro 

 
Infección del tracto 
urinario 

 
Torres et al., 2001; 
Valdebenito et al., 
2005 

Cápsula Antifagocítica. Evasión de la 
respuesta inmune. 

Infección del tracto 
urinario 

Kanamaru et al., 
2003. 

 

Adaptado de Marrs et al., 2005; Mulvey, 2002 y Kaper et al., 2004. 
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2.5  Mecanismos captación de hierro en bacterias Gram-negativas  

 

Uno de los factores que desempeña un papel fundamental en la patogénesis 

bacteriana, es la adquisición de hierro (Schaible y Kaufmann, 2004).  El hierro es 

necesario para casi todas las formas de vida, con la excepción de las bacterias del 

género Lactobacillus que utilizan preferentemente manganeso y cobalto como 

cofactores enzimáticos (Weinberg, 1997). Actúa como grupo prostético de enzimas 

(catalasas, oxidasas, citocromos, y ribonucleótido reductasas) que participan en 

numerosos procesos biológicos esenciales para las células como son: la fotosíntesis, 

ciclo de Krebs, respiración, fijación de nitrógeno, producción y consumo de H2, 

transporte de oxígeno, regulación génica y biosíntesis del ADN (Andrews et al., 2003; 

Miethke y Marahiel, 2007; Reyes et al., 2005; Wandersman y Delepelaire, 2004).  

 

El contenido de hierro libre en los fluidos biológicos del hospedero es muy bajo, 

puesto que la mayor parte está unida a proteínas y además  en condiciones aerobias el 

hierro está presente en forma férrica (Fe3+), el cual es insoluble. Por lo tanto, la escasa 

disponibilidad de hierro hace que este elemento actúe como factor limitante para el 

crecimiento de la mayoría de microorganismos (Clarke et al., 2001). 

 

Como consecuencia, las bacterias han desarrollado varios mecanismos para 

contrarrestar la limitación de hierro (Figura 3), y estos se basan generalmente en las 

proteínas receptoras de membrana externa que se unen específicamente a una amplia 

gama de moléculas que contienen hierro (Faraldo-Gómez y Sansom, 2003; Krewulak y 

Vogel, 2008) y comparten características comunes entre sí (Wandersman et al., 2004).  
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Estos receptores requieren de energía derivada de la fuerza protón motriz, 

proporcionada por el complejo TonB presente en la membrana interna. La transducción 

de energía por el complejo TonB se basa en el reconocimiento de la “caja TonB”, una 

pequeña región de residuos de aminoácidos conservado en el receptor de Fe3+ de 

membrana externa (Braun y Endriβ, 2007; Krieg et al., 2009; Postle y Kadner, 2003), lo 

que induce cambios estructurales en el receptor, que resultan en la translocación de los 

compuestos de hierro/hemo al espacio periplásmico en donde las proteínas de unión 

periplásmicas (PBP) dirigen los compuestos hierro/hemo a transportadores ABC (del 

inglés ATP Binding Cassette) dependientes de ATP en la membrana interna para llevar 

a cabo su transporte hacia el citoplasma. Después de que el hierro ha entrado en la 

célula, se reduce a la forma ferrosa (Fe2+) (Andrews et al., 2003; Clarke et al., 2001) 

(Figura 3). Los sistemas de adquisición de hierro/hemo en las bacterias se clasifican en 

dos mecanismos generales. 

 

 El primer mecanismo, involucra el contacto directo entre la bacteria y las 

fuentes exógenas de hierro/hemo o con las ferriproteínas/hemoproteínas del 

hospedero. Algunos microorganismos anaerobios, como Clostridium perfringens, son 

capaces de captar hierro creando a su alrededor un microambiente de pH más ácido. 

Este ambiente reductor, favorece la aparición de especies químicas más solubles, 

formadas por Fe2+, lo que permite su difusión libre a través de las porinas presentes en 

la membrana externa (Faraldo-Gómez y Sansom, 2003; Ratledge y Dover, 2000), y 

posteriormente es importado por sistemas dependientes de energía como el FeoABC, 

descrito también en bacterias anaerobias facultativas como Salmonella typhimurium 

(Boyer et al., 2002) y Escherichia coli (Ratledge y Dover, 2000) (Figura 3, f ). 
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En Neisseria meningitidis y Neisseria gonorrhoae el contacto directo con el Fe3+ unido a 

transferrina (Tf) o lactoferrina (Lf) está mediada por los receptores Tbp (transferrin 

binding protein) y Lbp (lactoferrin binding protein) ambos integrados por un complejo de 

proteínas TbpA y TbpB, LbpA y LbpB respectivamente (Braun y Killman, 1999; 

Cornelissen, 2003; Reyes et al., 2005). Estos complejos Tbp/Lbp remueven el Fe3+ de 

las ferriproteínas y permite su transporte activo a través de la membrana externa hacia 

el espacio periplásmico mediante el complejo TonB. El transporte de Fe3+ a través del 

periplasma hacia el citoplasma, es dependiente de una proteína de unión periplásmica 

llamada Fbp (Ferric binding protein) y de un sistema ABC, con consumo de ATP. 

(Andrews, et al., 2003; Faraldo-Gómez y Sansom, 2003) (Figura 3, b). 

 

El grupo Hemo puede ser captado directamente por un receptor de membrana 

externa dependiente de TonB que libera el grupo hemo al periplasma para su transporte 

hacia el citoplasma, mediante un transportador de tipo ABC. En cepas de Escherichia 

coli patogénicas, la utilización de hemo está mediada por los genes del locus chu, que 

es homólogo al locus shu de la utilización de Shigella dysenteriae del grupo hemo 

(Burkhard y Wilks, 2008). ChuA es un receptor de membrana externa TonB de 69 kDa 

con una similitud del 99% a la proteína ShuA de S. dysenteriae (Torres y Payne, 1997). 

chuTUV codifica un transportador ABC se muestra para el transporte de hemo. (Figura 

3, c) y el sistema ShuATUV en Shigella dysenteriae (Burkhard y Wilks, 2008). También 

el grupo Hemo puede ser captado de la hemoglobina (Hb) y el complejo hemoglobina-

haptoglobina (Hb-Hp) por proteínas de membrana externa como HpuAB y HmbR en 

Neisseria meningitidis (Figura 3, d).  
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Figura 3. Mecanismos de captación de hierro en bacterias Gram negativas. En condiciones 

aerobias, las bacterias se basan en las proteínas receptoras de alta afinidad en la membrana externa 

(azul) que captan el Fe3+ de las ferriproteínas, complejos hierro-sideróforos o grupo hemo, y 

posteriormente, facilitan su desplazamiento en el espacio periplásmico. Este proceso es activado por el 

complejo TonB (TonB-ExbB-ExbD). Las proteínas de unión periplásmicas (azul claro) y los sistemas ABC 

(morado) que se encuentran en la membrana interna son los que se encargan de transportar la fuente de 

hierro hacia el citoplasma. Mecanismos directos. b) A través de ferriproteínas: transferrina (Tf) y 

lactoferrina (Lf); c) A través del grupo hemo d) Mediante hemoproteínas: hemoglobina (Hb), haptoglobina 

(Hp); f) Ión ferroso (Fe2+) por difusión pasiva a través de porinas. Mecanismos indirectos. a) 

Captación de Fe3+ a través de sideróforos; e) Captación de grupo hemo mediante hemóforos. (Tomada y 

modificada de Faraldo-Gómez y Sansom, 2003).   
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El segundo mecanismo, es mediante la síntesis de pequeñas moléculas denominadas 

sideróforos que poseen una alta afinidad por el Fe3+ (kaff >1030), y son capaces de 

secuestrar el hierro presente en las proteínas del hospedero (transferrinas, lactoferrinas, 

ferritinas). Los sideróforos solubilizan el Fe3+ mediante quelación: un proceso en el que 

el ion metálico establece enlaces coordinados con dos átomos electronegativos de 

oxígeno o de nitrógeno. (Andrews et al., 2003; Cescau, et al., 2007; Faraldo-Gómez y 

Sansom, 2003; Miethke y Marahiel, 2007; Reyes et al., 2005; Wandersman y 

Delepelaire, 2004). 

 

Los sideróforos se clasifican en función de su naturaleza química, en tres grupos 

principales: hidroxamatos, catecolatos y carboxilatos; aunque en ocasiones es posible 

encontrar dos o incluso los tres grupos funcionales en el mismo sideróforo, éstos 

reciben el nombre de mixtos (Miethke y Marahiel, 2007). Un ejemplo es el sideróforo 

enterobactina producido por Escherichia coli y otras enterobacterias, que a través del 

sistema FepABCDG (Buchanan et al., 1999; Thulasiraman et al., 1998) es transportado 

al interior de la célula (Figura 3, a). 

   

Debido a que los sideróforos no pueden extraer el hierro de las hemoproteínas, 

algunos microorganismos secretan compuestos llamados hemóforos que captan el 

grupo hemo presente en la hemoglobina, hemopexina y haptoglobina (Wandersman y 

Stojiljkovic, 2000).  

 

En Haemophilus influenzae se ha descrito un hemóforo formado por la proteína 

HxuA implicado en la captación del hemo presente en la hemopexina (Cope, et al., 

1998) y lo presenta a HxuC, un receptor específico de membrana externa. Otro sistema 
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de captación de hemo a través de hemóforos se presenta en Pseudomonas aeruginosa, 

Pseudomonas fluorescens, Yersinia pestis y Serratia marcescens, llamados HasA 

(heme acquisition system) (Wandersman y Stojiljkovic, 2000) (Fig. 3, e). 

 

 

2.6 Regulación de la expresión de los genes implicados en la captación de hierro 

 

Muchas especies, incluyendo Escherichia coli, llevan a cabo la homeostasis del hierro a 

través de la acción de Fur (regulador de la captación de hierro), una proteína de unión 

al hierro encargada de regular la expresión de los genes implicados en la captación de 

hierro. Actúa como un represor que reconoce una secuencia de ADN, conocida como 

caja Fur, presente en la región operadora de los genes que pertenecen al regulón Fur y 

se une a ella bloqueando la transcripción de dichos genes. Este reconocimiento tiene 

lugar cuando la proteína Fur forma un complejo con el hierro, por lo cual la transcripción 

de estos genes sólo se bloquea en presencia de hierro. Por el contrario, cuando los 

niveles de hierro en la célula son bajos, Fur ya no se encuentra unido al hierro y se 

disocia del ADN, permitiendo así la transcripción de la maquinaria de genes 

involucrados en la adquisición de hierro (Hantke, 2001; Ochsner y Vasil,1996). 

 

2.7 Sistemas de adquisición de hierro en UPEC 

 

Debido a que la adquisición de hierro es necesaria para la patogénesis bacteriana, y se 

sabe que las vías urinarias son un ambiente limitado de hierro, UPEC tiene un sistema 

de transporte sofisticado de Fe3+-sideróforo y grupo hemo a través de proteínas 

receptoras específicas de membrana externa (Braun y Braun, 2002; Hagan y Mobley, 

2009). Como reflejo de la importancia de la adquisición de hierro para la patogénesis de 
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UPEC, el genoma de la cepa uropatógena CFT073 con serotipo O6:K2:H1 (aislada de 

pielonefritis), codifica por lo menos 14 diferentes receptores de hierro de membrana 

externa (Tabla 3) y cuatro sistemas de biosíntesis de sideróforos que son: aerobactina, 

enterobactina, salmochelina y yersiniabactina (Valdebenito et. al., 2005; Welch et al., 

2002). 

 

 

2.7.1 Proteínas de membrana externa receptores de hierro   

 

La adquisición de hierro, mediada por receptores específicos de membrana externa, es 

fundamental para la colonización del tracto urinario por UPEC (Hagan y Mobley, 2009;  

Torres et al., 2001). Dichas proteínas receptoras, con un peso molecular que va de 70 a 

85 kDa (Tabla 3), adoptan una estructura β-barril incrustada en la membrana externa, 

con breves giros en el periplasma y bucles extracelulares, que están involucrados en la 

unión al ligando (Buchanan et. al., 1999; Chakraborty et al., 2007). 

 

La estructura atómica tridimensional de tres transportadores de ferri-sideróforos 

de Escherichia coli: FhuA (Ferguson et al., 1998), FepA (Buchanan et al., 1999) y FecA 

(Ferguson et al., 2002), ha sido recientemente resuelta (Figura 4). 
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Figura 4. Estructura tridimensional de receptores de ferri-sideróforos de Escherichia coli. FhuA 

receptor de ferrocromo, FepA receptor de enterobactina y FecA receptor de dicitrato férrico. Estos 

receptores están compuestos por dos dominios funcionales claramente diferenciables. Un dominio en 

forma de β-barril (azul) estructurado por 22 láminas β transmembranales, hidrofóbicas y antiparalelas (β1- 

β22), interconectadas entre ellas por pequeñas vueltas en la cara periplasmática y por grandes bucles 

extracelulares; y un dominio globular (amarillo) formado por aproximadamente 150 residuos altamente 

conservados del extremo amino-terminal (Tomada y modificada de Braun y Braun, 2002).  

 
 

Tabla 3. Proteínas de membrana externa receptores de hierro en la cepa 
 uropatógena de Escherichia coli  CFT073 (O6:K2:H1). 

 
Receptores de 
hierro de 
membrana externa 

Peso 
Molecular 

(kDa) 

Fuente de hierro 

ChuA 69 Hemo/hemoglobina 
CirA 70 Catecolatos 
FecA 81.7 Dicitrato férrico 
FepA 79.9 Enterobactina 
FhuA 82.2 Ferricromo 
FhuE 77.4 Coprógeno/Rodotorulato 
FitA  Desconocido 
Fiu 83 Catecolatos  

FyuA 71.7 Yersiniabactina 
Hma 79 Hemo/hemoglobina 
Iha 76.5 Enterobactina  
IreA 75.3 Desconocido 
IroN 79.4 Salmochelina 
IutA 84.1 Aerobactina 

 

Adaptada de Alteri y Mobley, 2007; Molloy et al., 2000 y van der Helm, 1998. 
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2.7.2 Sistemas de transporte de ferri-sideróforos de Escherichia coli 

 

En el caso de Escherichia coli la mayoría de las cepas producen la enterobactina 

(sideróforo de tipo catecol),  pero la producción de aerobactina (sideróforo mixto) como 

alternativa (Figura 5), ha demostrado que aumenta el potencial de virulencia en UPEC. 

La producción del sideróforo aerobactina ocurre más frecuentemente en cepas aisladas 

de pielonefritis que en las cepas fecales/comensales (70% vs. 42%) (Marrs et al., 2002).  

 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 5. Estructura química de algunos sideróforos producidos por Escherichia coli. 
Grupo catecol (rojo), hidroxamato (verde) y carboxilato (azul). 

 
 

En la Figura 6, se muestran los tres sistemas transportadores de ferri-

sideróforos, ABC dependientes de proteína de unión periplasmática, caracterizados en 

Escherichia coli: el sistema transportador de ferri-hidroxamatos,  ferri-catecolatos y ferri-

carboxilatos.  
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Figura 6. Algunos sistemas de transporte de Fe3+-sideróforos en UPEC. Proteínas receptoras 

localizadas en la membrana externa (ME) se unen de forma específica a hidroxamatos férricos (FhuA, 

FhuE, IutA), catecolatos férricos (FepA, Fiu) y citrato férrico (FecA) en un proceso que es impulsado por 

el potencial de la membrana interna y mediado por el sistema de transducción de energía formado por las 

proteínas TonB-ExbB-ExbD presentes en el espacio periplásmico (no mostradas en la figura). Proteínas 

periplásmicas (FhuD, FepB, FecB) transportan los ferri-sideróforos desde los receptores de la ME a 

permeasas (FhuBC, FepCDG, FecCDE) de la membrana interna que internalizan el ferri-sideróforo con 

gasto de ATP (Tomada y modificada de Braun, 1995; Andrews et al., 2003). 
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3. JUSTIFICACIÓN 

 

Las Infecciones del Tracto Urinario (ITU) son consideradas como las infecciones 

bacterianas más comunes, que afectan a una gran proporción de la población 

mundial. Escherichia coli uropatógena (UPEC), el principal agente causal de las ITU 

(>80%), es considerado un grupo genéticamente heterogéneo, el cual expresa una 

gran variedad de factores de virulencia específicos que facilitan la habilidad de dicho 

patógeno para colonizar, persistir y dañar el tracto urinario, evitar los mecanismos de 

defensa del hospedero y competir por nutrientes limitantes, como el hierro. 

El hierro al participar en numerosos procesos biológicos como son: la 

fotosíntesis, respiración, ciclo de Krebs, transporte de oxígeno, biosíntesis del ADN, 

entre otros; desempeña un papel crítico tanto en el crecimiento como en la 

patogénesis bacteriana. En el caso de UPEC, la adquisición de hierro/hemo, 

mediada por receptores específicos de membrana externa es fundamental para la 

colonización y supervivencia en el tracto urinario, siendo algunos considerados como 

marcadores de virulencia en estudios de epidemiología molecular.  

Poco se sabe respecto los factores de virulencia que portan las cepas de 

Escherichia coli causantes de ITU en la población mexicana. Como consecuencia, 

en el presente trabajo se determinó la presencia y prevalencia de genes que 

codifican para receptores de hierro en la membrana externa de cepas de Escherichia 

coli responsables de ITU aisladas de orina de pacientes de la ciudad de México.  

La identificación de proteínas de membrana externa, como los receptores de 

hierro/hemo y factores de virulencia bacterianos nuevos permitirá entender mejor la 

patogénesis de las infecciones de tracto urinario y en consecuencia contribuir al 

diseño de nuevas alternativas terapéuticas, mejorar los agentes antimicrobianos y 

desarrollar  una vacuna eficaz contra estas infecciones.  
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4. HIPÓTESIS  

• Cepas uropatógenas de Escherichia coli tienen genes que codifican para 

diversas proteínas receptores de compuestos de hierro en contraste con cepas 

fecales de Escherichia coli aisladas de individuos aparentemente sanos. 

5. OBJETIVO GENERAL  

• Investigar la presencia de genes que codifican para receptores de compuestos 

de hierro en cepas de Escherichia coli uropatógenas.  

5.1. Objetivos particulares  

o Seleccionar medios de cultivo quelados (bajos en cantidades de hierro) 

que soporten tanto el crecimiento bacteriano como la expresión de 

proteínas receptoras de compuestos de hierro. 

 

o Extraer las proteínas de membrana externa (receptores de hierro) de las 

bacterias y analizarlas por electroforesis. 

 

o Seleccionar los genes de receptores de hierro bacterianos que se 

buscarán en las cepas uropatógenas. 

 

o Determinar la prevalencia de ocho genes que codifican para receptores 

de compuestos de hierro en las cepas uropatógenas y las cepas fecales. 

 

o Serotipificar las 51 cepas aisladas de pacientes con ITU y las 17 cepas 

fecales.  
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6. DISEÑO EXPERIMENTAL 

 

 

 

 
Cepas aisaldas de ITU 

OBTENCIÓN DE 
PROTEÍNAS DE 

MEMBRANA EXTERNA 
(OMPs) 

ELECTROFORESIS EN 
GEL DE AGAROSA 

 

 
OBTENCIÓN DE ADN 

BACTERIANO 
(Técnica de Ebullición) 

 
ELECTROFORESIS 

SDS‐PAGE 

PCR 
chuA, iutA, fecA, kefA, 
cirA, fepA, iroN, fhuA, 

ireA 

 
SEROTIPIFICACIÓN 

 
CULTIVO BACTERIANO 

 
Cepas aisladas de 

coprocultivo de adultos 

 
SECUENCIACIÓN 

PROTEÍNAS DE INTERÉS 



Proteínas de membrana externa receptores de hierro en cepas de UPEC 

  28 

7. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

7.1 Aparatos 
 
Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR): Termociclador (icycler BIO-RAD 

Thermal Cycler). 

Electroforesis en geles de agarosa: Cámara de electroforesis horizontal (Minicell 

Primo EC320). Fuente de poder (Pharmacia EPS 3500). 

Electroforesis en geles de poliacrilamida: Cámara de electroforesis vertical (BIO-

RAD Mini Protean II, Comb, 10 Well, 1.00mm, Teflón), Fuente de poder (Pharmacia 

EPS 3500). 

Centrifugación: Centrífuga de mesa para tubos eppendorf (Sigma 1-15K), Centrífuga 

(Sorvall RC 5B Plus), Centrífuga (Sorvall RT 6000D), Ultracentrífuga (Sorvall RC 

M120EX). 

Varios: Incubadora (Fisher, Modelo 230F), Incubadora (Baxter WJ301D Ultra Teach 

Scientific Products), Campana de flujo laminar (Forma Scientific Inc, Modelo 1839 S/N 

15010-453), Vortex (Scientific Industries, Vortex-Genie 2), Transiluminador UV (UVP, 

Upland, CA 91786 USA), Balanza analítica digital (Adventurer Ohaus, Capacidad 310g, 

Serie No. AR3130), Balanza (Harvard Trip Ohaus, Capacidad 2kg-5lb, Serie No. 

AA62777), Sonicador (Vibra cell, High intensity ultrasonic processor, 50-Watt model, 

Sonics Materials Inc. Danbury, CT, USA) Refrigerador (Lab-line Instruments, Inc).  
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7.2 Materiales   

7.2.1 Reactivos 

Obtención de proteínas de membrane externa (OMPs): 2,2’-Dipiridil (Sigma-Aldrich, 

Inc. ST. Louis, USA). Sarkosyl (Sigma-Aldrich, Inc. ST. Louis, USA), HEPES (Merck), 

PMSF (Merck), EDTA (Merck). 

 

SDS-Electroforesis en gel de poliacrilamida: Ácido tricloroacético, tris-base, 

acrilamida (Sigma-Aldrich, Inc. ST. Louis, USA), N,N’-metilen-bis-acrilamida (Sigma-

Aldrich, Inc. ST. Louis, USA), TEMED (LKB), duodecil sulfato de sodio (Sigma-Aldrich, 

Inc. ST. Louis, USA), persulfato de amonio, amortiguador de Laemmli, β-mercaptoetanol 

(LBK), azul de Coomassie R-250 (GIBCO BRL), marcador de peso molecular (Prosieve 

color, Cambrex Bioscience Rockland, USA). 

 

Reacción en cadena de la polimerasa (PCR): dNTP’s mix (Invitrogen), Taq DNA 

polimerasa (Invitrogen), MgCl2 (Invitrogen), Buffer PCR 10X (Invitrogen), Marcador de 

peso molecular [Gene Ruler TM 100bp DNA Ladder (Fermentas)], Oligonucleótidos 

(Invitrogen). 

 

Electroforesis en geles de agarosa: agarosa (Bio-Whittaker), TAE (solución 

reguladora para electroforesis) 10X, buffer de corrimiento TAE 1X, bromuro de etidio 

(BIO-RAD), amortiguador de carga 10X. 

 

7.2.2 Cepas bacterianas de estudio 

51 cepas de Escherichia coli aisladas de la orina de pacientes con infecciones del tracto 

urinario, en el Hospital General “Dr. Gonzalo Castañeda Escobar”, ISSSTE, de la 
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Ciudad de México. Los pacientes no tuvieron alteraciones morfológicas en el tracto 

urinario, no estaban embarazadas, y no padecían alguna enfermedad degenerativa 

grave. 

 

16 cepas de Escherichia coli fecales aisladas de muestras de coprocultivo de adultos 

sanos. 

 

A estas 67 cepas antes mencionadas, se les realizó la tipificación serológica con 

anterioridad a este trabajo, por parte del Laboratorio 35, Depto. Salud Pública, Facultad 

de Medicina, UNAM. El procedimiento empleado fue de acuerdo a lo propuesto por la 

División de Patógenos Entéricos del Laboratorio Central de Salud Pública de Londres, y 

se emplearon 174 sueros somáticos y 56 sueros flagelares; y se siguieron los criterios 

de evaluación de la aglutinación establecidos por el Laboratorio de Serología de la 

Facultad de Medicina, UNAM. 

 

7.2.3 Cepas de Referencia 

Escherichia coli uropatógena CFT073 (O6:K2:H1) de la Colección Americana de 

Cultivos Tipo (ATCC, por sus siglas en inglés), aislada de la sangre de una mujer con 

pielonefritis aguda. 

Escherichia coli 1162 (O25:H4), obtenida de la orina de una mujer con infección del 

tracto urinario recurrente. 
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7.2.4 Medios de cultivo 

 

Se utilizaron los medios Agar MacConkey Marca DIFCO, Gelosa especial (para 

conservación de cepas), Luria-Bertani (LB) Broth (Gerhardt et al., 1994) y el medio M9 

(Miller JH, 1972) suplementado. 

7.3 Métodos  

 

7.3.1 Cultivo Bacteriano  

 

Se verificó la pureza de las cepas sembrándolas en Agar MacConkey y se mantuvieron 

en Gelosa Especial para su ensayo posterior.  

 

7.3.2 Extracción de hierro del Medio de Cultivo 

 

Para capturar o quelar el hierro presente en los medios de cultivo se utilizó el agente 

quelante 2,2’- Dipiridil, que tiene la capacidad de unión a los iones ferrosos y disminuye 

el hierro disponible.  Éste se adicionó a los medios y se dejó disolver en agitación por 

1h hasta su completa disolución.  

 

Los medios que se  utilizaron como control positivo se les suplementó con sulfato 

de hierro (0.2mM). La orina solo se suplementó con la fuente de hierro en el caso del 

control positivo, después de su esterilización.   

 

Una vez que los medios LB y M9 se quelaron y suplementaron, se esterilizaron 

en el autoclave (calor húmedo a 121°C  y 1.5 Kg/cm2  de presión)  por 15 minutos.  
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7.3.3 Condiciones de crecimiento bacteriano  

 

Las cepas fueron crecidas durante toda la noche en 1.0 mL de Luria Bertani (LB), y se 

incubaron por 18 horas a 37°C. Las células bacterianas se  inocularon en los medios de 

cultivo (quelados, suplementados con hierro y sin quelar) a una dilución de 1:1000  y se 

incubaron a 37°C  por 24 horas.    

 

 

7.3.4  Obtención de Proteínas de Membrana Externa (OMPs) 

 

La extracción de proteínas de membrana externa (OMPs) se llevó a cabo mediante el 

método modificado de Agin and Wolf, 1997; basado en la solubilidad de las membranas 

citoplasmáticas en presencia del detergente Lauril sarcosinato de sodio (Sarkosyl). 

 

Las bacterias se crecieron durante toda la noche y se colectaron los botones 

bacterianos mediante centrifugación a 8,000 g por 20min a 4ºC, se lavó el botón tres 

veces con HEPES 20mM a pH 7.2 y se centrifugo a 4,500 g  por 15 minutos. El botón 

se resuspendió en 1.0 mL de la misma solución de HEPES y se le agrego 10µl de 

100mM PMSF (inhibidor de proteasas) y 10 µ l de EDTA 100 mM. La suspensión 

bacteriana se sonicó dos veces a 35 output por 1 minuto (cada sonicada) en un tubo 

eppendorf de 1.5 mL dentro de una cama de hielo, con dos minutos de descanso entre 

cada sonicada. Los restos celulares y células enteras se removieron por centrifugación 

a 8,000 g por 10 minutos a 4ºC. Las membranas bacterianas se recolectaron por 

ultracentrifugación del sobrenadante a 45,000 g a 4ºC por 1 hora. El botón de 

membranas se resuspendió en 500µl de HEPES 10 mM con 1% de Sarkosyl. Después 

se mantuvo en agitación vigorosa (vortex) por 1 hora a temperatura ambiente. Las 
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OMPs se colectaron por ultracentrifugación a 40,000 g por 30 minutos, y los botones se 

lavaron una vez (sin mezclar) en HEPES 20mM. La fracción del botón que contiene las 

OMPs se resuspendieron en HEPES 10mM y se almacenaron a –20ºC para su análisis 

posterior mediante electroforesis. La fracción del sobrenadante contiene las proteínas 

de membrana interna de la bacteria. 

 

 

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

 
Las muestras proteícas se hirvieron por 5 minutos en solución de Laemmli para 

solubilizar las proteínas y liberarlas de la bicapa lipídica, reducir los puentes de cisteína 

y abrir  o desdoblar las proteínas para la separación electroforética óptima. Las 

proteínas de membrana externa (OMPs) se separaron por el método descrito por 

Laemmli 1970, denominado electroforesis en geles de poliacilamida (al 10%) con 0.1% 

de Duodecil Sulfato de Sodio (SDS-PAGE).  

 

Para el análisis del perfil electroforético se colocaron en cada pozo del gel 20 µg 

de las OMPs. La electroforesis se realizó  a un amperaje  constante de 20mA para el 

gel concentrador y 40mA para el gel separador. Después de la separación 

electroforética, los geles se tiñeron con Azul de Coomassie R-250 (GIBCO BRL). El 

peso molecular de las proteínas se calculó por comparación con marcadores de peso 

molecular conocido (Prosieve color, Cambrex Bioscience Rockland, USA). 
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7.3.6 Obtención del ADN bacteriano. 

Técnica de ebullición (Le Bouguenec C, et al., 1992).  

 

Las cepas bacterianas se sembraron en 1.5ml de medio Luria. Se incubaron por 18 

horas a 37°C, posteriormente se centrifugaron a 8000Xg durante 10 minutos y el botón 

bacteriano se resuspendió en 500µl de agua desionizada estéril, y se hirvieron en baño 

maría por 10 minutos. Se centrifugo a 8000Xg durante 10 minutos. Finalmente, se 

colectó el sobrenadante que contiene el ADN bacteriano y se guardo a -20ºC, hasta la 

realización de la PCR. 

 

7.3.7  Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 

 

Para amplificar los fragmentos de DNA se utilizó la mezcla de reacción que se indica en 

la Tabla 4.  

Tabla 4. Mezcla de amplificación empleadas en la PCR para una muestra. 
 

Reactivo Volumen (µ l) Concentración final 
 

H2O desionizada y estéril 
 

14.35  

dNTPs [10mM] 
 

0.6 0.2mM 

*Buffer 10X 
 

3 1.0X 

MgCl2 [50mM] 
 

0.9 1.5mM 

Taq DNA Polimerasa [5U/µl] 
 

0.15 2.5U 

Oligonucléotidos iniciadores 
[100µmol/ml] 
(sentido-antisentido) 
 

 
3 de c/u 

 
1µmol/mL 

DNA bacteriano 
 

5 100ng/25µl 

Volumen total 
 

30  

 
*El buffer PCR 10X contiene: KCl 500mM; Tris-HCl (pH 8.3) 100mM; MgCl2 15mM [las 
concentraciones finales de estos ingredientes en la mezcla de PCR son: KCl 50mM; Tris-HCl 
(pH 8.3) 10mM; MgCl2 1.5mM]. 
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Para preparar la mezcla de amplificación se utilizaron las secuencias de 

oligonucleótidos que se muestran en la Tabla 5.    

 
 

Tabla 5. Secuencias de oligonucleótidos y temperaturas de alineamiento usados durante la 
amplificación de los genes que codifican para proteínas de membrana externa  

receptoras de hierro en cepas de Escherichia coli. 
 

 
Función 

 
Gen 

 
Secuencia de oligonucleótido  

Tamaño 
amplificado 

(pb) 

Temperatura  
alineamiento 

(°C) 

 
Referencia 

Receptor 
hemo/hemoglobina 

chuA 1. GACGAACCAACGGTCAGGAT 
2. TGCCGCCAGTACCAAAGACA 

279 55 Bigen-Bidois 
et al., 2002. 
 

Receptor de Colicina I cirA 1. CTCGTCCAGTCAGGGCTAAG 
2. AACAAAAACCCTGGCAACAG 

395 60 PubMed,  
gi 26245917 
Primer blast 

Receptor de Dicitrato 
Férrico 

fecA 1. AGGTTAATATCGCACCGGGATCG 
2. ATGGCATCCATGTTGCCGAGC 

565 68 Ons et al., 
2007. 
 

Receptor de 
Enterobactina 

fepA 1. AGCTGACTGACAGCACCATCG 
2. CGGGATGATCGACAAACGGTCG 

554 56.5 Ons et al., 
2007. 
 

Receptor de 
Ferricromo 

fhuA 1. AGACACTATCACCGTTACCGCTG 
2. GCCGCGAATGATCAGGTGGTC 

265 64 Ons et al., 
2007. 
 

Proteína de virulencia 
reguladora de hierro 

ireA 1. TGGTCTTCAGCTATATGG 
2. ATCTATGATTGTGTTGGT 

415 55 Russo et al., 
2001. 

Receptor de 
sideróforos de tipo 
catecol 

iroN 1. AAGTCAAAGCAGGGGTTGCCCG 
2. GACGCCGACATTAAGACGCAG 

665 64 Johnson et al., 
2000. 

Receptor de 
Aerobactina 

iutA 1. CTGCAGTACTCCGATCGGCTG 
2. TGGTTGGAGGTAAAGCGCTCATG 

470 64 Ons et al., 
2007. 
 

Potassium efflux 
protein 

kefA 1. ATTCTGAGCACGCTTTCGTT 
2. CGAGGGGAGTGTTTGTTGTT 

705 60 PubMed, 
gi 26246479 
Primer blast 

 

 

Los protocolos utilizados en el termociclador para realizar la PCR fueron los siguientes: 

 

 chuA: 95°C por 2 minutos el primer ciclo, seguido de 30 ciclos de 94°C por 30s, 

56°C por 30s y 72°C por 30s, finalizando con  1 ciclo de 72°C por 7 minutos. 

 iutA: 95°C por 1 minuto el primer ciclo, seguido de 30 ciclos de 94°C por 1 minuto, 

64°C por 1 minuto y 72°C por 1 minuto, finalizando con 1 ciclo de 72°C por 7 

minutos.  
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 fecA y fhuA: 95°C por 1 minuto el primer ciclo, seguido  30 ciclos de 94°C por 1 

minuto, 67°C por 1 minuto y 72°C por 1 minuto, finalizando con  1 ciclo de 72°C 

por 7 minutos.  

 kefA y cirA: 95°C por 1 minuto el primer ciclo, seguido por 30 ciclos de 94°C por 1 

minuto, 64°C por 1 minuto y 72°C por 1 minuto, finalizando con  1 ciclo de 72°C 

por 7 minutos. 

 fepA: 95°C por 1 minuto el primer ciclo, seguido por 30 ciclos de 94°C por 1 

minuto, 56.5°C por 1 minuto y 72°C por 1 minuto, finalizando con  1 ciclo de 72°C 

por 7 minutos. 

 iroN: 95°C por 1 minuto el primer ciclo, seguido por 30 ciclos de 94°C por 50s, 

64°C por 50s y 72°C por 50s, finalizando con  1 ciclo de 72°C por 7 minutos. 

 ireA: 95°C por 1 minuto el primer ciclo, seguido por 30 ciclos de 94°C por 1 minuto, 

55°C por 1 minuto y 72°C por 1 minuto, finalizando con  1 ciclo de 72°C por 7 

minutos. 

 

7.3.8  Electroforesis de ADN en geles de agarosa 

 

Los productos de la PCR se corrieron en un gel de agarosa al 1.7%, que contenía 4µl 

de bromuro de etidio por cada 100ml de agarosa. El gel se colocó en una cámara 

horizontal para electroforesis; en cada pozo del gel se depositaron 5µl de la muestra 

previamente mezclada con el buffer de carga 6X. Al gel se le aplicó una corriente de 80 

Volts durante 40 minutos. Los productos de amplificación se visualizaron en un 

transiluminador de luz ultravioleta (UV) y se comparó su tamaño con marcadores de 

peso molecular conocidos [Gene Ruler TM 100bp DNA Ladder (Fermentas)]. 
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8. RESULTADOS 

 

8.1 Proteínas de Membrana Externa (OMPs) de la bacteria, que son expresadas en 

condiciones mínimas de hierro.  

 

En el presente trabajo se utilizó la cepa 1162 de Escherichia coli uropatógena para 

investigar la expresión de proteínas captadoras de hierro en la membrana externa 

bacteriana. La cepa se aisló de un urocultivo proveniente de una mujer de 40 años con 

infección recurrente del tracto urinario, la cual no padecía otra enfermedad ni 

anormalidades anatómicas o fisiológicas en del tracto urinario.  

 

La cepa se seleccionó para este estudio debido a la infección recurrente del 

tracto urinario que presentó el paciente durante casi dos años y, por las características 

específicas que presentó la cepa bacteriana; el serotipo de la bacteria es O25:H4, el 

cual pertenece a los serotipos clásicos de UPEC, además la bacteria resultó ser 

adherente e invasiva a células de T-24 (de vejiga humana) en los ensayos de 

adherencia e invasividad in vitro (Ibarra-López, 2007). Dichas características sugieren 

que la bacteria posee factores de virulencia que le permiten colonizar el tracto urinario 

del hospedero, incluyendo sistemas de captación de hierro. 

 

Para poder observar las proteínas involucradas en la captación de hierro; se 

obtuvieron proteínas de membrana externa (OMPs) de la cepa uropatógena 1162, las 

cuales fueron sometidas a un análisis electroforético (SDS-PAGE), para esto, las 

bacterias fueron  crecidas en medios de cultivo en condiciones de limitación de hierro.  
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Cuando la cepa 1162 se creció en medio mínimo M9, quelado con dipiridil, se observó 

en el gel cuatro bandas cuya masa molecular aproximada fue de 70 a 85 kDa (Figura 5, 

carril 3). Dichas bandas no se detectaron cuando las bacterias se crecieron en medio 

mínimo quelado suplementado con 2.0 mM de FeSO4 (Fig. 7, carril 4).  El medio mínimo 

M9 resultó apropiado para este tipo de estudios ya que permitió la expresión de 

proteínas bacterianas en bajas cantidades de hierro. Este medio permitió la expresión 

bacteriana de OMPs captadoras de compuestos de hierro, aún cuando el medio no se 

queló con dipiridil. Esto fue posible porque el medio se elaboró con agua desionizada. 

El perfil electroforético  del medio M9 no-quelado fue similar al presentado con medio 

M9 quelado con las bandas proteicas de 70-85 kDa, aunque la intensidad de dichas  

bandas fue ligeramente menor (Fig. 7, carril 2). El medio Luria quelado o no-quelado no 

permitió la expresión de OMPs captadoras de compuestos de hierro a pesar de que el 

medio fue elaborado con agua desionizada y quelado con dipiridil (Fig.7, carril 5 y 6). 

También se creció la bacteria en orina humana quelada y sin quelar, y se encontró un 

patrón electroforético igual al del medio M9 (Fig. 7, carril 7). Para probar si las cepas 

comensales son capaces de producir proteínas captadoras de hierro bajo las mismas 

condiciones que la uropatógena, se creció la  cepa de Escherichia coli comensal fecal 

(como control negativo) en medio M9 quelado y sin quelar, el resultado fue que no se 

observaron diferencias en el perfil de proteínas y no se produjeron OMPs adicionales 

(Fig. 7, carril 8).   
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Figura 7. Perfil de proteínas de membrana externa (OMPs) de la cepa uropatógena 1162 crecida en: 

medio quelado (Q) y no quelado (NQ). Carril 1, marcador de peso molecular; carril 2, medio mínimo M9 

(NQ); carril 3, medio mínimo M9 + Dipiridil (Q); carril 4, medio mínimo M9 suplementado con FeSO4; carril 

5, medio Luria + Dipiridil (Q); carril 6, Luria (NQ); carril 7, Orina humana (NQ) y carril 8, cepa 

fecal/comensal en medio mínimo M9 + Dipiridil (Q) (SDS-PAGE 10%). 

 

8.2 Distribución de genes que codifican sistemas de adquisición de hierro en 
cepas de Escherichia coli aisladas de ITU  
 

 

Se aislaron las proteínas de membrana externa de masa molecular aproximada entre 

70-85 kDa a partir de la cepa uropatógena 1162. Para esto, dicha cepa fue crecida en 

bajas cantidades de hierro. Se identificaron seis proteínas mediante la secuenciación de 

sus aminoácidos, las cuales correspondieron a: ChuA, CirA, FecA, FepA, KefA, IutA. 

Estas proteínas son codificadas por genes que forman parte de diversos sistemas de 

adquisición de compuestos de hierro. Aparentemente algunos de estos genes 

contribuyen a que las bacterias crezcan en bajas cantidades de hierro, como es el caso 

de la orina humana. En consecuencia surgió la pregunta ¿Con que frecuencia se 

encuentran dichos genes en las cepas de Escherichia coli uropatógenas? Para 
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contestar esta pregunta se decidió analizar la presencia de dichos genes en los 

aislados de Escherichia coli de infecciones del tracto urinario y de cepas 

fecales/comensales.  En estas cepas también se determinó la presencia de otros tres 

genes involucrados en la captación de compuestos de hierro; ireA, iroN y fhuA, estos 

genes han sido reportados como factores de virulencia importantes en el 

establecimiento de la infección del tracto urinario. 

 

En total se determinó la presencia de nueve genes que codifican para proteínas 

de membrana externa, los cuales actúan como receptores de compuestos de hierro o 

grupos hemo en cepas de Escherichia coli  uropatógenas. Los genes que se detectaron 

mediante la técnica de PCR son: chuA, cirA, fecA, fepA, fhuA, ireA, iroN, iutA y kefA. 

También se investigó la presencia de estos genes en cepas fecales/comensales de 

Escherichia coli, esto con el fin de realizar un análisis comparativo y tener un punto de 

referencia.  

 

Como control positivo se utilizó la cepa CFT073 (aislada de pielonefritis aguda). 

También se identificaron la presencia de estos 9 genes en la cepa 1162 dando positivo 

para todos los genes. 

 

Para realizar un análisis de los resultados del presente estudio, las 51 cepas de 

Escherichia coli aisladas de ITU se dividieron en dos grupos: el primer grupo está 

compuesto por 33 cepas de Escherichia coli que no tienen  serogrupos asociados a ITU 

(Tabla 6), y el segundo compuesto por 18 cepas que tienen serogrupos asociados a 

ITU (Tabla 7). 



R E S U L T A D O S  

 41 

 

En el primer grupo (cepas con serogrupo no asociados a ITU), los genes que se 

encontraron en todas las cepas son fepA y cirA. Los genes ireA e iroN fueron los que se 

encontraron en menor porcentaje en estos aislados con 21% y 35% respectivamente. Al 

comparar la frecuencia de aparición de estos genes en el segundo grupo (cepas que 

tienen serogrupos asociados a ITU) encontramos que en general la mayoría de los 

genes investigados se presentan con mayor frecuencia en este grupo, con excepción 

de fecA que se encuentra en mayor porcentaje en los serogrupos no asociados a ITU 

(Tabla 6 y 7). 

 

Con respecto al segundo grupo, correspondiente a las 18 cepas con serotipos 

clásicos de UPEC, los genes cirA, fepA y fhuA se expresaron en todas las cepas, 

seguidos por kefA en 17 cepas (94%), chuA en 15 cepas (83%), iutA y fecA se 

encontraron en 14 cepas (78%), y los dos genes que se encontraron en menor 

proporción fueron iroN presente en 6 cepas (33%) e ireA en 5 cepas (28%). Los 

resultados se encuentran descritos en la Tabla 7. 
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Tabla 6. Distribución de genes que codifican sistemas de adquisición de hierro en cepas de 
Escherichia coli uropatógenas que tienen serogrupos no asociados a ITU. 

 
 

Cepa Serotipoa chuAb 

279pbc 
cirA 

395pb 
fecA 

565pb 
fepA 

554pb 
fhuA 

265pb 
ireA 

415pb 
iroN 

665pb 
iutA 

470pb 
kefA 

705pb 

04  OR:NM - + - + - - - - + 

05 O103:NM - + - + + - - - + 

07 O12:NM - + + + + - - + + 

08 O11:NM + + + + + - - + + 

010 O53:H2 + + + + + - - + - 

011 O164:NM + + + + + + + + + 

012 O?:NM - + + + + - - - - 

013 O12:H2 - + + + + - - + + 

014 O15:NM - + + + + - - - + 

017 OR:NM + + + + + + - + + 

018 OR:NM - + + + - + - + + 

021 O?:NM - + + + + + + + + 

023 O?:NM - + + + + - - - + 

025 O?:NM - + + + + - - + + 

026 O44:H18 - + + + + + - + - 

027 OR:H28 + + + + + + - - - 

028 OR:NM - + + + - + - - + 

029 O?:NM + + + + + + + + + 

030 O100:NM - + + + + - - + + 

032 OR:H6 - + - + - + - + - 

033 O90:NM - + + + + - - + - 

034 O?:NM - + + + + - + + + 

035 O9:NM + + + + + + + + + 

036 OR:NM - + + + + + - + + 

037 O166:NM + + - + + - + + + 

038 O37:H10 + + + + + - - + + 

042 OR:NM - + + + + + - + + 

046 O101:NM + + + + + - - + + 

047 OR:H6 + + - + + - - + + 

049 OR:NM + + + + + - - + + 

050 O?:H10 + + + + + - - + + 

052 OR:NM + + + + + - - + + 

054 O?:NM + + + + + - + + + 

Total (33) 15 33 28 33 29 13 7 25 27 

% 45 100 85 100 88 35 21 76 82 
a 
 Cepas que no fueron tipificables con los antisueros O utilizados (OR y O?)  

  O? No tipificable (no reaccionó con ninguno de los antisueros utilizados). 
  OR Rugoso (las cepas poseen una cápsula que reacciona con todos los antisueros). 
  NM No móvil 
b 

Presencia (+) o ausencia (-) del gen. 
c 
Tamaño del amplificado expresado en pares de bases (pb) 
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Tabla 7. Distribución de genes que codifican sistemas de adquisición de hierro en cepas 
de Escherichia coli uropatógenas que tienen serogrupos asociados a ITU. 

 

Cepa Serotipoa 
UPEC 

chuA b 
279pbc 

cirA 
395pb 

fecA 
565pb 

fepA 
554pb 

fhuA 
265pb 

ireA 
415pb 

iroN 
665pb 

iutA 
470pb 

kefA 
705pb 

01 O7:NM + + + + + - - + + 

02 O18:H31 + + + + + - - - + 

03 O6:H31 + + + + + - + - + 

06 O25:H4 + + - + + - - + + 

09 O25:NM + + - + + - - + + 

015 O18:NM - + + + + + - + + 

020 O8:NM - + + + + + - - + 

022 O4:NM + + + + + + + + - 

024 O75:H5 - + + + + + - + + 

039 O6:NM + + + + + + + - + 

040 O25:NM + + + + + - - + + 

041 O6:NM + + - + + - + + + 

043 O25:H4 + + + + + - - + + 

045 O2:NM + + + + + - + + + 

051 O25:H4 + + + + + - - + + 

053 O25:NM + + + + + - - + + 

056 O25:NM + + + + + - - + + 

057 O6:NM + + - + + - + + + 

Total (18) 15 18 14 18 18 5 6 14 17 

Porcentaje (%) 83 100 78 100 100 28 33 78 94 
 

a
 Serogrupo O25 es el de mayor frecuencia (7 cepas). 

  NM No móvil 
b 

Presencia (+) o ausencia (-) del gen. 
c 
Tamaño del amplificado expresado en pares de bases (pb) 

 

Finalmente, para tener un patrón de comparación se buscó la presencia de dichos 

genes en 16 cepas aisladas de coprocultivo de adultos sanos, los genes que se 

encontraron en todas las cepas fueron cirA y fhuA, seguidos por fecA (88%), fepA 

(81%), iutA (75%), mientras que los genes kefA, chuA, ireA e iroN se encontraron en 

menos de la mitad de los aislados (Tabla 8).   
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Tabla 8. Distribución de genes que codifican sistemas de adquisición de hierro  

en cepas fecales/comensales de Escherichia coli.  

 
Cepa Serotipo chuA b 

279pbc 
cirA 

395pb 
fecA 

565pb 
fepA 

554pb 
fhuA 

265pb 
ireA 

415pb 
iroN 

665pb 
iutA 

470pb 
kefA 

705pb 

1750 O107:H27 - + + + + - - - + 

1757 OR:NM - + + + + - - + - 

1759 O104:H4 - + + + + - - + - 

1765 O138:H31 + + - + + - + + - 

1767B O86:NM - + + + + - - + - 

1768 O28ab:NM - + + + + + - + - 

1770 O169:NM - + + - + + - + + 

1771B O18ab:H4 - + + + + - - + + 

1773 O125ab:H11 - + + + + - - - + 

1774 O17:H18 + + + + + - - + + 

1795 O166:H25 - + + + + - - + - 

1797 O17:H18 + + + + + - + + - 

1802 O103:H21 - + + + + - - - - 

1803 OR:H21 - + + + + - - - - 

1807 O?:H18 + + - - + - + + + 

1808 O59:H9 - + + - + + - + - 

Total (n=16) 4 16 15 13 16 3 3 12 6 

% 25 100 88 81 100 18 18 75 38 
a 
 Cepas que no fueron tipificables con los antisueros O utilizados (OR y O?)  

  O? No tipificable (no reaccionó con ninguno de los antisueros utilizados). 
  OR Rugoso (las cepas poseen una cápsula que reacciona con todos los antisueros). 
  NM No móvil 
b 

Presencia (+) o ausencia (-) del gen. 
c 
Tamaño del amplificado expresado en pares de bases (pb) 

 

 

Para determinar la prevalencia de los nueve genes en estudio, que codifican para 

proteínas receptoras de hierro, se hizo una comparación entre las 18 cepas 

uropatógenas con serotipo asociado a ITU contra las 17 cepas fecales/comensales de 

Escherichia coli aisladas de individuos sanos (Tabla 9). Se observó que, dos genes 

chuA y kefA fueron significativamente más frecuentes (P <0.01) en las cepas UPEC que 

en las cepas fecales/comensales. Los genes ireA e iroN  también se presentaron con 

mayor frecuencia en las cepas UPEC que en las cepas fecales/comensales  pero en un 

número menor de cepas. Por otro lado, dos de los nueve genes estudiados, cirA y fhuA, 
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se presentaron en todas las cepas tanto uropatógenas como fecales/comensales. En 

cuanto al gen fepA, también se encontró en todas las cepas uropatógenas y en la 

mayoría de las cepas fecales/comensales. En lo que respecta a los genes iutA y fecA 

se observó una prevalencia alta en ambos grupos (UPEC y fecales/comensales).  

 

Tabla 9. Comparación sobre la prevalencia de genes de adquisición de hierro entre cepas de 
Escherichia coli uropatógenas con serogrupos asociados a ITU y cepas fecales/comensales. 

 

 
 
Gen 

No. (%) de Cepas positivas para el gen  

Uropatógenas 
(n=18) 

Fecales/comensales 
(n=16) 

chuA 15 (83)
* 

4 (25) 

cirA 18 (100) 17 (100) 

fecA       14 (78) 15 (88) 

fepA 18 (100) 14 (82) 

fhuA 18 (100) 17 (100) 

ireA 5 (28)
 

3 (18) 

iroN 6 (33)
 

3 (18) 

iutA 14 (78) 12 (75) 

kefA 17 (94)
* 

6 (38) 
 

*
 P < 0.01 en la Prueba de Fisher exacta (comparada con la prevalencia en fecales/comensales) 
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8.3 Serotipificación 

 

El empleo de serología por aglutinación en placa con 175 antisueros somáticos (O) y 56 

flagelares (H) permitió la tipificación de las cepas objeto de nuestro estudio. Dentro de 

las 51 cepas de Escherichia coli aisladas de ITU encontramos gran variedad de 

serogrupos, distribuidos en 21 serogrupos O diferentes. De las 32 cepas que resultaron 

tipificables con los antisueros O empleados, 18 cepas (56%) pertenecen a los 

serogrupos considerados como clásicos UPEC (O2, O4, O6, O8, O18, O25 y O75), 

siendo el serogrupo O25 el más representativo entre estos aislados con 7 cepas (22%), 

seguido del serogrupo O6 en 4 cepas (13%), y el resto de los serogrupos solo se 

presentó en una cepa cada uno. Entre los serogrupos diferentes a los uropatógenos 

(44%) se observaron el O9, O11, O12, O15, O44, O53, O90, O100, O101, O164 y O166, 

distribuidos en 14 aislados. Diecinueve aislados de los 51 analizados no fueron 

tipificables (O? y OR). 

 

Con respecto a las 16 cepas de Escherichia coli  fecales/comensales 13 fueron 

tipificables (81%), teniendo un total de 12 serogrupos diferentes O17, O18ab, O28ab, 

O59, O86, O103, O104, O107, O125ab, O138, O166 y O169. 

  



D I S C U S I Ó N 

   47 

9. DISCUSIÓN 

 

9.1 Proteínas de Membrana Externa (OMPs) de la bacteria, que son expresadas en 

condiciones mínimas de hierro. 

 

El estudio de las Proteínas de Membrana Externa (OMPs) de UPEC es fundamental no 

sólo para ampliar el conocimiento de las interacciones hospedero-patógeno, sino 

también contribuye a la identificación de blancos para el desarrollo de mejores 

antibióticos y vacunas (Alteri y Mobley, 2007). Un grupo de estas proteínas son los 

receptores de compuestos de hierro, que presentan una serie de características que las 

hacen buenas candidatas para el diseño de vacunas. Entre ellas se encuentran su 

exposición en la membrana celular, el aumento de su síntesis durante un proceso 

infeccioso y que su neutralización por parte de anticuerpos puede bloquear la captación 

de hierro, inhibiendo así el crecimiento de la célula bacteriana dentro del hospedero 

(Alteri et al., 2009). 

 

En el presente estudio se contribuyó a la identificación de proteínas captadoras 

de compuestos de hierro a partir de una cepa de Escherichia coli uropatógena (1162) 

aislada de un caso notable de ITU en la Ciudad de México; la producción bacteriana de 

dichas proteínas se indujo mediante el cultivo de la bacteria en bajas cantidades de 

hierro. Además se examinó la frecuencia en que se encuentran los genes que codifican 

para estas proteínas captadoras de hierro en  diferentes cepas uropatógenas.  

 

En este estudio, el medio de cultivo mínimo M9, cuando se queló con dipiridil  

indujo a las bacterias a expresar OMPs captadoras de compuestos de hierro (Fig. 7, 

carril 3), donde detectamos bandas proteicas con aparente masa molecular de           
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70-85 kDa, en contraste del medio caldo Luria (LB) quelado no indujo este efecto (Fig. 

7, carril 5). El medio M9 esta compuesto básicamente por sales como KH2PO4 y 

glucosa  (ver métodos) lo cual facilita ser quelado, a diferencia del medio LB tiene 

extracto de levadura y triptona, ricos en nutrientes acarreadores de hierro, por lo tanto 

difícil de quelar. Incluso el medio M9 sin quelar permitió la expresión de las proteínas 

captadoras de hierro (Fig. 7, carril 2), aunque con menor abundancia que el M9-

quelado, esto probablemente se debió a que el medio M9 se elaboró con agua 

desionizada de alta calidad (pobre en iones).        

 

La inducción de receptores de compuestos de hierro por la cepa 1162 durante su 

crecimiento en la orina humana (Fig. 7, carril 7), refleja la limitación de hierro que 

experimenta el patógeno al infectar el tracto urinario. Al respecto se ha reportado que la 

orina y las vías urinarias son ambientes limitados de hierro (Alteri y Mobley, 2007; 

Russo et al., 1999; Shand et al., 1985; Snyder et al., 2004). Además indica la 

importancia de la adquisición de hierro por parte de la bacteria, durante la infección del 

tracto urinario. Estudios recientes (con otras cepas de Escherichia coli uropatógenas) 

han reportado resultados similares, donde muestran la inducción de OMPs receptoras 

de hierro durante el cultivo en la orina humana, así como la represión de la producción 

de las mismas durante el crecimiento en un medio saturado de  hierro (Alteri y Mobley, 

2007; Hagan y Mobley, 2007). 

 

La cepa UPEC (1162) utilizada en el presente estudio, probablemente tiene 

múltiples sistemas de adquisición de hierro, los cuales se producen y activan cuando la 

cantidad de hierro disponible es baja. La presencia de estos sistemas en las cepas 

uropatógenas de Escherichia coli  refleja su adaptación al tracto urinario, que como se 



D I S C U S I Ó N 

   49 

ha mostrado, es un ambiente limitante en hierro. El hecho de que estas proteínas de 

membrana externa se expresen de manera simultánea cuando existe una baja 

disponibilidad de hierro, sugiere que sus genes están de alguna manera regulados por 

el hierro. Esto es que las bacterias censan su ambiente, detectando la falta de hierro y 

en consecuencia regulan la  transcripción de genes que codifican para otros sistemas 

más eficientes para captar hierro. De hecho una de las proteínas identificadas es FecA 

que transporta dicitrato ferrico.  

 

Es importante destacar, que varias OMPs (como son los receptores de hierro) 

han sido identificadas como antígenos protectores potenciales debido a que tienen un 

papel fundamental en la virulencia de UPEC (Alteri et al., 2009; Hagan y Mobley, 2007). 

Algunos estudios han demostrado que cepas de Escherichia coli que carecen del 

receptor hemo/hemoglobina ChuA (Torres et al., 2001), del receptor de aerobactina IutA 

(Torres et al., 2001), del receptor de hierro salmochelina IroN (Russo et al., 2002) o de 

la proteína de virulencia reguladora de hierro IreA (Russo et al., 2001), fueron 

significativamente afectadas en su urovirulencia en un modelo murino de infección 

urinaria, lo que demuestra la importancia de la adquisición de hierro en este patógeno 

en experimentos in vivo. 

 

9.2 Sistemas de adquisición de hierro y genes implicados 

 

Dada la función bien establecida de la adquisición de hierro en la patogénesis, 

pensamos que las cepas de UPEC, en comparación con las cepas comensales de 

Escherichia coli, expresan un mayor número de genes que codifican para proteínas 
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receptoras de hierro, en respuesta a las condiciones limitantes de hierro que presenta el 

tracto urinario. 

 

En el presente estudio se determinó la presencia y prevalencia de algunos genes 

que codifican para receptores de hierro en cepas de Escherichia coli aisladas de ITU en 

la Ciudad de México.  

 

Los genes chuA y kefA fueron significativamente (P <0.01) más frecuentes en las 

cepas UPEC que en las cepas fecales (Tabla 9). En el caso del gene chuA se presentó 

en un 83% para las cepas UPEC y en un 29% para las cepas fecales/comensales, 

dicho gen codifica para la proteína receptora del grupo hemo, lo que indica que al ser el 

grupo hemo la fuente de hierro más abundante in vivo, la presencia de un sistema de 

transporte del grupo hemo en las cepas de UPEC puede ser fundamental para la 

adquisición de hierro de la hemoglobina o del grupo hemo. Aunque la utilización del 

grupo hemo, puede no ser esencial para la colonización inicial de la vejiga por cepas 

UPEC, podría desempeñar un papel importante en las etapas tardías de la enfermedad 

cuando hay hemólisis de las células del hospedero y por ende la liberación del grupo 

hemo y hemoglobina, lo que explicaría claramente la alta prevalencia del gen chuA en 

las cepas UPEC. Al respecto, otros autores han reportado, 87% (Hagan y Mobley, 

2007) y 72% de prevalencia en cepas uropatógenas (Wieser et al., 2010).  

 

En lo que respecta al gen kefA, éste se encontró en el 94% de las cepas UPEC 

estudiadas y 41% en las cepas fecales, este gen codifica para una proteína de 

membrana externa denominada KefA, la cual tiene un papel en la regulación normal del 

equilibrio iónico y la presión osmótica durante el crecimiento a elevada osmolaridad, a 
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través de la liberación controlada de los iones K+ (Levina et al., 1999), lo que es de vital 

importancia para la célula bacteriana debido a que en el tracto urinario se presentan 

constantes cambios drásticos en la presión osmótica.  Hasta el momento no existen 

reportes en la literatura que indiquen el papel de esta proteína en la adquisición de 

compuestos de hierro, ni tampoco se conoce su función en la patogénesis. Nuestros 

resultados sugieren que el gen kefA  puede ser importante en el establecimiento de la 

infección de cepas uropatógenas, pensamos esto por varias razones:  

 

1. Fue una de las proteínas identificadas que se expresaron cuando la cepa 

uropatógena 1162 creció en condiciones bajas en hierro, como la orina 

humana (Fig. 7, carril 7) y el medio M9-quelado (Fig. 7, carril 3).  

2. El gen kefA se encontró con mayor prevalencia significativa (P<0.01) en las 

cepas uropatógenas en comparación con las fecales (Tabla 9).  

3. La función osmoreguladora que presenta la proteína que codifica este gen. 

 

 

Los genes ireA e iroN, se presentaron en mayor porcentaje en las cepas UPEC 

que en las cepas fecales/comensales (Tabla 9), dichos genes han sido considerados 

como marcadores de virulencia en estudios de epidemiología molecular de Escherichia 

coli patógenas (Okeke et al., 2004; Russo et al., 2002). Además en el caso de iroN que 

codifica para el receptor del sideróforo de salmochelina (IroN), ha sido considerado 

como un candidato potencial para la elaboración de una vacuna polivalente (Russo et 

al., 2003).  

 

Los genes cirA, fecA, fepA, fhuA e iutA se encontraron con una alta prevalencia 

en los aislados UPEC, sin embargo, no se encontró diferencia significativa con respecto 
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a las cepas de Escherichia coli fecales que también se encontraron con alta frecuencia 

(Tabla 9). Esto puede deberse a que, de acuerdo con una gran cantidad de 

investigaciones y estudios en individuos sanos, la mayoría de los uropatógenos se 

originan de la flora rectal y entran a la vejiga vía uretra (Mulvey, 2002); y en el caso de 

las mujeres, la colonización del introito vaginal en cepas de Escherichia coli también 

parece ser un paso crítico inicial en la patogénesis de ITU, ya que se ha encontrado 

que bacterias de la microflora vaginal poseen los genes que codifican para factores de 

virulencia involucrados en la ITU (Kuhar et al., 1998; Obata et al., 2002; Rama et al., 

2005); de esta forma dichos resultados obtenidos apoyan la hipótesis de que el 

reservorio activo para las UPEC son las cepas fecales que han adquirido factores de 

urovirulencia por transferencia horizontal (Figura 1), y que en algún momento las 

habilitarán para causar la ITU. Además, es importante considerar que las cepas fecales 

de Escherichia coli, pueden variar según el entorno geográfico (localización) y el grupo 

de individuos (hospederos) en el que se encuentren  (Diurez et al., 2001). 

 

Estas pueden ser algunas de las razones principales por las cuales, las cepas 

fecales de Escherichia coli del presente estudio tuvieron una mayor prevalencia de los 

genes involucrados en la captación de hierro en comparación con los resultados de 

estudios anteriores donde la frecuencia de dichos genes es menor (Alteri et al., 2009; 

Hagan y Mobley, 2007; Johnson et al., 2005a), por ejemplo, en el gen que codifica para 

el receptor de aerobactina, iutA, se obtuvo prevalencia del 78% en cepas uropatógenas 

contra un 76% en cepas fecales (Tabla 9), mientras que otros estudios indican una 

frecuencia de dicho gen en cepas UPEC que va del 50 al 65% (Hagan y Mobley, 2007; 
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Johnson et al., 2005a y 2005b; Piatti et al., 2008; Wieser et al., 2010) y del 17 al 26% en 

cepas fecales (Hagan y Mobley, 2007; Johnson et al., 2005a).  

 

El gen fepA que codifica para el receptor del sideróforo enterobactina, FepA, al 

ser la enterobactina uno de los sideróforos producidos por la mayoría de las cepas de 

Escherichia coli para la adquisición de hierro, la alta prevalencia en cepas tanto 

uropatógenas (100%) como las fecales/comensales (82%) (Tabla 9), confirma la 

importancia del sistema de enterobactina en la adquisición de hierro por Escherichia coli.   

 

En cuanto a los genes cirA y fhuA, éstos se encontraron presentes en todas las 

cepas tanto uropatógenas como fecales/comensales (Tabla 9), esto podría deberse a 

que ambos genes codifican para proteínas de membrana externa multifuncionales que 

son necesarias tanto en las cepas uropatógenas como en las fecales/comensales de 

Escherichia coli. En el caso de CirA, es un receptor de colicina I y transporta el Fe3+ 

unido a catecolatos lineales, como la dihidroxi-benzoil serina, a través de la membrana 

externa (Hantke, 1990; Nikaido y Rosenberg, 1990). Mientras que la proteína FhuA está 

involucrada en la infección por bacteriófagos, la incorporación de colicinas, y el 

transporte de ciertos antibióticos, además del transporte de ferricromo (Ferguson et al., 

1998).  

 

 Son pocos los estudios que hasta el momento se han realizado en relación a los 

genes receptores de hierro presentes en otros patotipos de Escherichia coli (Okeke et 

al., 2004; Sobieszczańska, 2008). Uno de ellos, indica que la mayoría de las cepas 

EAEC poseen diferentes genes involucrados en la adquisición de hierro, mientras que 

en las cepas EPEC, ETEC y DAEC no son tan comunes, y que las cepas de UPEC son 
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en las que se ha observado un mayor número de sistemas de adquisición de hierro 

debido al ambiente en el que se encuentran (Okeke et al., 2004).   

 

Recientemente se han realizado estudios comparativos entre las cepas de 

Escherichia coli patogena aviar (APEC), causante de colibaciliosis aviar, con cepas de 

UPEC (Bauchart et al., 2010; Johnson et al., 2007; Ons et al., 2007; Rodríguez-Siek et 

al., 2005), debido a que ambos patotipos son causantes de enfermedades 

extraintestinales. Se ha observado, que tienen similitudes en sus serogrupos, factores 

de virulencia, dentro de los que se encuentran los sistemas de adquisición de hierro, y 

en sus grupos filogenéticos, lo que apoya la hipótesis de que las aves de corral pueden 

ser un reservorio de Escherichia coli capaces de causar infecciones del tracto urinario 

en humanos (Rodríguez-Siek et al., 2005). Al comparar los resultados obtenidos con los 

de una reciente investigación en donde los autores buscaron la prevalencia de los 

genes receptores de hierro presentes en cepas de APEC, encontraron que los genes 

receptores de hierro más abundantes son  fepA, cirA, iroN e iutA (Ons et al., 2007). Lo 

que nos lleva a pensar que, la prevalencia de los genes receptores de hierro varía de 

acuerdo al patotipo de Escherichia coli, al entorno en el que se encuentre (si es o no un 

ambiente muy limitado de hierro) y a las características del hospedero; además es 

importante considerar la gran heterogeneidad genética presente en las diferentes 

variantes de Escherichia coli, incluso entre miembros del mismo patotipo o serogrupo.     

 

En esta investigación se encontró que todas las cepas de Escherichia coli 

aisladas de ITU poseen más de 2 genes (de los 8 en estudio) que codifican para 

receptores de hierro (Tablas 3 y 4); esto nos lleva a pensar que, la presencia de varios 

sistemas de adquisición de hierro en una misma cepa de UPEC puede mejorar y 
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facilitar la colonización del tracto urinario, ya que le permite al patógeno aprovechar las 

diferentes fuentes de hierro presentes en el hospedero.  

 

9.3 Serogrupos y serotipos de cepas de Escherichia coli aisladas de ITU 

 

Tradicionalmente la clasificación de los serotipos de Escherichia coli está basada en la 

presencia de ciertos antígenos O (somáticos), H (flagelares) y K (capsulares). Una 

asociación entre la expresión de los antígenos somáticos específicos y los patotipos de 

Escherichia coli ha sido bien documentada, sin embargo, el grado con el cual estos 

antígenos impactan en la patogénesis de estas cepas no es del todo entendido (Lloyd 

et al., 2007). En el presente estudio encontramos 21 diferentes serogrupos O. Algunos 

de los cuales pertenecen a patotipos comunes de Escherichia coli causantes de diarrea 

(ETEC, EIEC, EPEC, EHEC, DAEC y EAEC). Sin embargo, para conocer si realmente 

estos son grupos patógenos es necesario verificar que portan los factores de virulencia 

específicos para cada patotipo. Cabe mencionar que de las  51 cepas de Escherichia 

coli aisladas de ITU, 32 cepas que resultaron tipificables con los antisueros O 

empleados, 18 cepas (56%) pertenecen a los serogrupos considerados como clásicos 

UPEC (O2, O4, O6, O8, O18, O25 y O75). Dentro de los cuales, el más representativo 

fue el O25, observado en 7 cepas, seguido del serogrupo O6 en 4 cepas, y el resto de 

los serogrupos solo se presentó en una cepa cada uno. 

 

Estos resultados indican que la prevalencia de ciertos serogrupos en las cepas 

causantes de ITU en pacientes de la Ciudad de México es diferente a la reportada en 

otros países como: España, Finlandia, Hungría, Inglaterra, Japón, China, Canadá, 

Estados Unidos y Brasil donde indican que los serogrupos encontrados con mayor 
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frecuencia han sido el O6, seguido del O2 (Johnson et al., 1997; Rodríguez-Siek et al., 

2005; Manges et al., 2006; Abe et al., 2008). En otros estudios realizados por este 

mismo grupo de investigación, con aislados de la ciudad de México, reportaron que el 

serogrupo O25 es el más frecuente identificado en los aislados de ITU, seguido por el 

O2 (Alfaro-López, 2009) y el O8 (Ibarra-López, 2007). Lo anterior sugiere que los 

serogrupos O de cepas causantes de ITU en pacientes de la ciudad de México podrían 

ser distintos a los identificados en otras zonas geográficas como Europa y Asia, y en 

algunos países del Continente Americano. Debido a la alta frecuencia en la que fue 

identificado el serogrupo O25, específicamente el serotipo O25:H4 surge la pregunta 

¿Se trata de un origen clonal entre dichas cepas uropatógenas?   
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10. CONCLUSIONES 

 

Los genes chuA y kefA pueden ser importantes en el establecimiento de la infección 

del tracto urinario, dichos genes se encontraron con mayor frecuencia en las cepas 

UPEC en comparación con las cepas fecales, además la expresión de sus proteínas 

fue inducida por la baja cantidad de hierro en el medio. 

  

La presencia de un sistema de utilización del grupo hemo (chuA) en las cepas 

de UPEC puede ser de gran ventaja en la colonización del tracto urinario, ya que la 

hemoglobina con su grupo hemo es muy abundante en el hospedero.  

 

Las bacterias presentes en la flora intestinal pueden ser un reservorio activo 

para la ITU debido a que algunas cepas fecales poseen los factores de virulencia de 

las cepas UPEC. La adquisición de dichos factores puede habilitar a las bacterias 

para invadir, colonizar y persistir en el tracto urinario ocasionando una infección. 

 

El serogrupo que se identificó con mayor frecuencia en los 51 aislados de 

pacientes con ITU de la Ciudad de México fue el O25, en contraste con lo reportado 

en otros países donde los serogrupos O6 y O2 son los más prevalentes.  

 

Debido a la prevalencia del serotipo O25:H4 encontrada en el presente 

trabajo, surge la siguiente pregunta: ¿Las cepas aisladas en el presente estudio con 

serotipo O25:H4 corresponden al grupo clonal emergente multiresistente a 

antibióticos e  identificado en todo Europa, Estados Unidos y Canadá?  

 

El tracto urinario es un ambiente muy limitado de hierro, por lo que las cepas 

UPEC deben poseer sistemas específicos para la adquisición de hierro como son los 

receptores de membrana externa de compuestos de hierro. 
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11. PERSPECTIVAS 

 

La identificación de los factores de virulencia, en este caso los receptores de hierro 

son de gran utilidad para ampliar el conocimiento de la interacción hospedero-

patógeno y así establecer nuevos blancos terapéuticos y la posibilidad de desarrollar 

una vacuna polivalente. 

 

En futuras investigaciones sería interesante corroborar el hecho de que el 

serogrupo O25 es el más frecuente entre las cepas uropatógenas que afectan a la 

población mexicana, para ello es necesario el análisis de un mayor número de cepas 

y de muestras representativas de la población.  
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13. APÉNDICE 

A) Medios de Cultivo 

Luria-Bertani (LB) Broth Luria: 
 
Triptona          10  g 

Extracto de levadura            5  g 

Cloruro de sodio            5  g 

Agua destilada c.b.p.            1  L 

pH = 7.0 
 
Medio para congelar bacterias 
 
Glicerol          60 % 

Luria-Bertani          40 ml 

 
Gelosa Especial (conservación de cepas) 
 
Base gelosa sangre          20  g 

Agar bacteriológico          15  g 

Extracto de carne         1.5  g 

Agua destilada c.b.p.           1 L 

pH = 7.4 
 
Agar Mac Conkey 
 
Peptona de caseína         1.5 g 

Peptona de gelatina         7 g 

Peptona de carne         1.5 g 

Lactosa       10 g   

Sales biliares         1.5 g 

Cloruro de sodio        5 g 

Agar       13.5 g 

Rojo neutro           0.03 g 

Cristal violeta          0.001g 

Agua destilada c.b.p.                1 L 

pH = 7.1 
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Medio Mueller-Hinton 
 
Infusión deshidratada 
de carne de res 

2.0 g 

Peptona de caseína 
ácida 

17.5 g 

Almidón 1.5 g 
Agar 17.0 g 
Agua destilada c.b.p. 1 L 
pH = 7.3 
 
Medio Mínimo M9 
 
K2HPO4     10.5 g 

KH2PO4      4.5 g 

(NH4)2SO4          1 g 

Citrato de sodio 0.50 g   

Agua destilada c.b.p. 1 L 

 
El medio mínimo M9 se suplementó con; 0.006 % de triptona, 10.0 mL de glucosa al 
20%, previamente esterilizada por filtración, y con 1.0 mL de MgSO4•7H2O 1.0 M, 
esterilizado en autoclave. 
 
Electroforesis en Gel de Poliacrilamida en Duodecil Sulfato de Sodio (SDS-
PAGE). 
 
Gel separador 
 
Sustancia 8% 10% 
Acrilamida 2 ml 2.5 ml 
Buffer 3.0 M Tris - HCl  
pH 8.8 

935 µl 935 µl 

SDS 10% 75 µl 75 µl 
Persulfato de amonio 1.5% 375 µl 375 µl 
H2O desionizada 4.36 ml 3.61 ml 
TEMED 4 µl 4 µl 
 
Gel concentrador 
 
Sustancia Volumen 
Acrilamida 650 µl 
Buffer 0.5 M  Tris - HCl  pH 6.8 1250 µl 
SDS 10% 50 µl 
Persulfato de amonio 1.5% 250 µl 
H2O desionizada 2.82 ml 
TEMED 4 µl 
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Solución amortiguadora de corrida  

Tris 0.025 M 
Glicina 0.192 M 
SDS 0.1 M 
H2O 
desionizada 

1000 mL 

 
 
Solución de Laemmli 
 
SDS   2% 
β-
mercaptoetanol  

  5% 

Glicerol 10% 
Tris-HCl  0.063M 
pH = 6.8 
 
Azul de Comassie 
 
Azul brillante,  R-250      

0.1% 
Metanol     30% 
Ácido acético    10% 
 
Composición de reactivos 
TAE 10X (Solución Reguladora de Electroforesis para DNA): 
 
Tris-base     48.4 g 

Ácido acético glacial     11.42 ml 

EDTA 0.5M     20 ml 

Agua destilada c.b.p. 1 L 

pH = 8.0 
 
Amortiguador de carga 10X:      
 
Ficoll 400   20 % 

EDTA     0.10 M 

SDS     1 % 

Azul de 
bromofenol 

    0.25 % 

 

HEPES 10mM-sarcosyl 1% 
H2O 445 µL 
HEPES 100mM 50 µL 
Sarcosyl 5 µL 

Buffer de carga 6X 

Sacarosa  40% 

Azul de bromofenol   0.25 % 
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