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RESUMEN

Escherichia coli uropatdogena (UPEC) es responsable de un alto porcentaje de
infecciones del tracto urinario en la poblacion mexicana. El objetivo de este trabajo
fue identificar por PCR los genes de virulencia P fimbriae (pap), cytotoxic
necrotizing factor 1 (cnfl), hemolysin A (hlyA), S fimbriae (sfa), afimbrial adhesin |
(afa), aerobactin (iuc) y los serogrupos O2 (xzy), O4 (wzx), O15 (wzy), O18 ( wzx),
022 (wzx), 025 (wzy) y O83 (wzx) en cepas de Escherichia coli. Las cepas de E.
coli fueron identificadas por pruebas bioquimicas y por PCR (reaccion en cadena de
la polimerasa) mediante el gen rRNA. Los genes de virulencia se detectaron por
PCR convencional. Se analizaron las muestras de orina de 321 pacientes con
infecciones del tracto urinario de hospitales del IMSS y de la CUSI, FESI, a partir de
las cuales E. coli fue identificada en el 61 % de las cepas analizadas (n =194). El
gen identificado con mayor frecuencia en las cepas de E. coli fue pap con el 25%
(n=48), seguido por iuc con el 17% (n=32), hlyA con el 15% (n=30), afa con el 13%
(n=25), sfa con el 12 % (n=24) y por ultimo cnf con el 7% (n=14). El serogrupo mas
frecuente entre las cepas de E. coli fue el O25 con el 21% (n= 41), seguido por el
015 con el 17% (n= 33). EI 92% de las cepas fue resistente a la Ampicilina y
Cefalotina, en cada caso, el 91% a Carbenicilina, seguido por Pefloxacina con 72%,
Ceftriaxona con 68%, Trimetoprim/sulfametoxazol con 63%, Netilmicina con 53%,
Nitrofurantoina con 48%, Gentamicina con 46%, Cefotaxima con 46%, Cloranfenicol
con 25% y Amikacina con 12%. La asociacién de varios de los marcadores de
virulencia entre las cepas de E. coli analizadas podrian incrementar la virulencia y

desencadenar en infecciones mas severas como cistitis o pielonefritis.



INTRODUCCION

La familia Enterobacteriaceae comprende el grupo mayor y mas heterogéneo de bacilos
Gramnegativos de importancia médica. Son organismos ubicuos de distribucion mundial
y que se encuentran en el suelo, el agua, la vegetacion y formando parte de la flora
bacteriana normal del ser humano. Son bacilos Gramnegativos con un tamafio medio
de 0.1-0.3 ym de ancho x 1.0-60 uym de largo, con flagelos y son anaerobios o

anaerobios facultativos.

Escherichia coli es miembro de esta familia, produce infecciones oportunistas, en
especial relacionadas con el tracto urinario, es responsable de mas del 80% de las
infecciones en vias urinarias, adquiridas en las comunidades humanas o nosocomiales.
Las cepas que producen la infeccion se originan en el tracto gastrointestinal,

asociandose a enfermedades con serotipos especificos. (Murray et al., 1993)

Escherichia coli se encuentra de manera natural formando parte de la flora intestinal de
los humanos. Poseen una estructura antigénica compleja y producen diversas toxinas y

otros factores de virulencia. (Jawetz et al., 1990)

E. coli, como otras bacterias de la flora intestinal frecuentemente forma una relacion
simbidtica benéfica con su hospedero, proporcionando sustancias nutritivas, sefales
clave para la regulacion y desarrollo de la respuesta inmune y proteccion contra

patdgenos extrafios (Yan y Polk, 2004).

Las cepas patogenas se clasifican como E. coli diarreogénicas o E. coli extra
intestinales patégenas (ExPEC) (Kaper et al., 2004; Russo & Johnson, 2000). Dentro

de cada uno de estos grupos existen cepas conocidas como patotipos que comparten



factores de virulencia comunes, y causan patologias similares (Marrs et al., 2005).
Varios patotipos diarreogénicos de E. coli ocasionan gastroenteritis, pero rara vez
ocasionan enfermedad fuera del tubo digestivo. Por otro lado EXPEC puede existir en
el intestino sin causar molestias, sin embargo tiene la capacidad de diseminarse y
colonizar otros lugares del anfitrion incluyendo sangre, sistema nervioso central y el
tracto urinario ocasionando enfermedad. Entre las EXPEC se encuentran las cepas de

E. coli uropatégenas (UPEC). (Foxman, 2003)

Una infeccién del tracto urinario ocurre cuando existe un numero significativo de
organismos patdgenos en el sistema urinario que ocasionan algunos sintomas, como el
orinar frecuentemente (polaquiuria), dolor durante la miccién y/o presencia de sangre en
la orina (hematuria). Se requieren de 100 bacterias uropatégenas por mililitro de orina
para que el urocultivo sea considerado positivo. Las infecciones de tracto urinario
generalmente siguen la ruta ascendente y son causadas por bacterias presentes en la

biota intestinal normal. (Tay et al., 2012)

Las UPEC posee un gran numero de genes de virulencia, lo que les permite invadir el
tracto urinario, el tracto urinario humano es un ambiente normalmente estéril, protegido
de patogenos por el flujo de la orina, factores antibacterianos secretados y por las
actividades bactericidas de células efectoras inmunitarias. Sin embargo aun en
poblaciones que tienen estas defensas naturales y a pesar de la utilizacion intensiva de
antibiodticos, las infecciones bacterianas del tracto urinario son incidentalmente un
problema comun. Las infecciones del tracto urinario (ITU) generalmente empiezan con
la colonizacion de la uretra por cepas de E. coli provenientes de la microbiota rectal. El

establecimiento prolongado de cepas uropatégenas en el colon provee de una fuente



constante de bacterias y asi aumentan las posibilidades de colonizar la uretra. EI hecho
de que el colon contamine continuamente con bacterias la uretra, explica, en buena
parte, porque son tan comunes las infecciones recurrentes en el tracto urinario. (Tay et

al., 2012)

Dentro de los padecimientos causados por la E. coli se encuentran bacteriuria,
prostatitis, uretritis, bacteriuria asintomatica, asi como de mayor importancia la cistitis y

pielonefritis.

La cistitis aguda es una inflamacién superficial de la vejiga y la uretra la cual conduce a
los principales sintomas asociados que incluyen; miccion dolorosa (sensacion de ardor),
necesidad urgente y frecuente de orinar, generalmente se orina en pequefas
cantidades, deseos de orinar aunque la vejiga esté vacia, sangre en la orina y en
algunos casos dolor suprapubico que indican una infeccién renal. El paciente puede
experimentar algunos o todos los sintomas mencionados. Las infecciones pueden
diseminarse dentro del tracto urinario, frecuentemente los pacientes tienen recurrencias

de cistitis algunas veces espaciadas con episodios de pielonefritis.

La pielonefritis es usualmente un problema mas serio, los dos primeros sintomas son
dolor lumbar, en un costado y en el area justo debajo de las costillas, y fiebre que
persiste por mas de dos dias. Otros sintomas menos comunes son, nauseas, vomito y
malestar general ademas de los sintomas caracteristicos de cistitis. La orina puede
estar turbia, con sangre o con mal olor. En algunos casos (aproximadamente el 30% de
los casos) las infecciones del tracto urinario pueden conducir a septicemia y aun a la

muerte. (Tay et al., 2012). Dependera del origen de la infeccién y de la enfermedad



subyacente, la mortalidad aumenta en pacientes inmunocomprometidos o con

infecciones producto de peritonitis.

UPEC es capaz de multiplicarse en el citoplasma de las células de la vejiga y formar
una biopelicula intracelular que puede contener miles de bacterias. La multiplicacion
intracelular le permite evadir la respuesta inmune del hospedero, la accion de varios
antibioticos y constituye un reservorio para las infecciones recurrentes del tracto urinario

(Anderson et al., 2003.; Eto et al., 2007).

E. coli tiene la capacidad infectiva debido a la produccion de un lipopolisacarido (LPS)
o también conocido como endotoxina asociado al antigeno O, que a su vez se asocia

con la membrana externa que se libera con la lisis celular.

Los organismos con antigenos K especificos se asocian a mayor virulencia son
externos en relaciéon con los O, los K pueden interferir en la aglutinaciéon mediante
antisueros O, en E. coli que producen antigeno K1 son predominantes en la meningitis
neonatal y también producen fijacion de las bacterias a las células epiteliales antes de

la invasion de las vias gastrointestinales o urinarias. (Jawetz et al., 1990).

Se han reconocido mas de 1000 serotipos de E. coli basados en antigenos O, Hy K. La
serotipificacion es importante porque contribuye a distinguir el numero pequefio de

cepas que frecuentemente causan enfermedades. (Tay et al., 2012)

Se han asociado de forma especifica a infecciones del tracto urinario, aunque el papel
de los antigenos flagelares y capsulares en la patogenia no se han definido

concretamente. Los antigenos flagelares contribuyen a la adherencia de las cepas



nefrogénicas al uroepitelio antes de que aparezca la infeccién. E. coli puede ocasionar

septicemia y la mortalidad aumenta en pacientes inmunocomprometidos.

Como consecuencia de la invasion y colonizacion por UPEC, la repuesta inflamatoria
del hospedero permite la produccion de citocinas, la influencia de neutrdfilos, la
exfoliacion de células epiteliales de la vejiga infectada y la generacion de nitrégeno
reactivo y oxigeno con otros compuestos antimicrobianos. (Bower et al., 2005; Mulvey

et al., 2000)

La capacidad de las bacterias para adherirse a las células uroepiteliales parece
contribuir al desarrollo de la infeccién (Murray et al., 1993). Los factores determinantes

de virulencia son las adhesinas (Tarchouna et al., 2013).

Los pili o fimbrias son proyecciones similares a pelos que surgen de la superficie de los

bacilos y facilitan la adherencia a la célula huésped.

La capacidad bacteriana para resistir la accion bactericida del suero, producir
hemolisinas y unirse a las células uropiteliales se asocia a un aumento en la virulencia.
La adherencia in vitro de E. coli a las células uroepiteliales se ha asociado a los pili P,
habiendo mostrado una fijacion maxima en los pacientes con pielonefritis y una menor
afinidad por las células en los casos de cistitis y bacteriuria asintomatica. Existen
indicios de que ciertos uropatégenos como E. coli, producen una capa de glicocalix o
limo que es la responsable de la adhesién celular y la capacidad de las bacterias para
adherirse a las células uroepiteliales parece contribuir al desarrollo de la infeccion.

(Murray et al., 1993)
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Una vez en el interior del tracto urinario, UPEC coloniza preferentemente la vejiga
causando cistitis, pero también puede ascender a través de los ureteros de los rifiones
y ocasionar pielonefritis. La bacteria asciende por la uretra y coloniza la vejiga,
resultando en cistitis y si la infeccibn continua por los uréteres, alcanza el riidn
produciendo pielonefritis (Lane et al. 2007). Como consecuencia de la invasién y
colonizacion por UPEC, la respuesta infamatoria del hospedero permite la produccion
de citocinas, la afluencia de neutrdfilos, la exfoliacion de células epiteliales de la vejiga
infectada y la generacién de nitrégeno reactivo y oxigeno con otros compuestos

antimicrobianos (Bower et al., 2005; Mulvey et al., 2001).

La capacidad de adhesion de UPEC al tracto urinario es uno de los principales factores
de virulencia para la colonizacion, lo que le permite resistir el flujo de la orina para
promover posteriormente la invasion de las células uroteliales. Dentro de las células
epiteliales de la vejiga, UPEC transita en el interior de compartimentos acidos unidos a
la membrana, similares a los endosomas tardios o lisosomas (Eto et al., 2007). UPEC
es capaz de romper estos compartimentos para multiplicarse en el citoplasma de las
células de la vejiga y formar una biopelicula intracelular que puede contener miles de
bacterias, este fenomeno ha sido observado en modelos de IsTU en ratdon y en
humanos con IsTU. La multiplicacion intracelular de UPEC le permite evadir la
respuesta inmune del hospedero, la accion de varios antibidticos y constituye un
reservorio para las infecciones recurrentes del tracto urinario. (Anderson et al., 2003;

Eto et al., 2007; Mulvey et al., 2001; Rosen et al., 2007)

UPEC posee un gran numero de genes de virulencia que codifican para adhesinas,

sistemas de adquisicion de hierro, citotoxinas, enterotoxinas y antigenos capsulares.
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Estos genes a menudo se encuentran en regiones llamadas Islas de patogenicidad

(PAls) (Gal-Mor & Finlay, 2006; Hacker & Kaper, 2000; Lloyd et al., 2007).

Entre los genes que codifican adhesinas se encuentran; pap (pilus associated with
pyelonephritis), sfa (S fimbriae), afa | (afimbrial adhesin 1), fim (type-1 fimbriae), tsh
(temperature-sensitive hemagglutinin) e iha, (nhon hemagglutinating adhesin), sistemas
de adquisicién de hierro; iuc (aerobactin), iroN (iron), irp2 (iron-repressible protein),
citotoxinas; cnf 1 (cytotoxic necrotizing factor 1), usp (uropathogenic specific protein), hly
(haemolysin), vat (vacuolating autotransporter toxin), astA (entero aggregative toxin), iss
(increased serum survival protein) y cva/cvi (colicin V plasmid operon genes), entero
toxinas; setlAy setlB (Shigella enterotoxin 1), astA (Entero Aggregative heat stable
toxin), sen (ShET-2 toxin), capsulares: kpsMT Il (K-antigen), y otros genes; pic (protein
involved in the intestinal colonization) y OmpT (the outer membrane protease T).

(Momtaz et al., 2013).

En los ultimos anos el tratamiento de las infecciones del tracto urinario por UPEC en
Meéxico y en el mundo se ha complicado, debido a la seleccion de cepas resistentes a

los antibidticos (Johnson et al., 2005a; Johnson et al., 2005b).

La resistencia a antimicrobianos que presenta E. coli, complica la terapia para las
infecciones causadas por esta bacteria, un componente importante de esta resistencia
es la actividad de las proteinas de eflujo de membrana, referidas como bombas de
eflujo (Poole et al., 2004). La funcion de las bombas de eflujo es la de exportar las
moléculas a través de la envoltura bacteriana, con lo cual se limita la acumulacién

intracelular del antibidtico. El eflujo disminuye la eficacia antibacteriana incluso de

12



drogas no relacionadas estructuralmente, ya que son expulsadas por la misma bomba
de eflujo, también es responsable de la resistencia a antibidticos natural o adquirida y
es especifica de género o especie. (Depardieu et al., 2007)

Las infecciones en vias urinarias representan un padecimiento frecuente en la
comunidad, los casos de recurrencia representan una problematica que se infieren a los
factores de virulencia que tienen las cepas de E. coli, los que en varios casos aumentan
su patogenicidad causando enfermedades de mayor gravedad que pueden
desencadenar en la muerte como es el caso de la cistitis y la pielonefritis. Debido a lo
anterior el propésito de de este estudio sera determinar la asociacion de genes
P fimbriae (pap), cytotoxic necrotizing factor 1 (cnfl), hemolysin A (hlyA), S fimbriae
(sfa), afimbrial adhesin | (afa) y aerobactin (iuc) con los serogrupos O2 (xzy), O4 (wzx),
015 (wzy), 018 (wzx), 022 (wzx), 025 (wzy) y O83 (wzx), en cepas de Escherichia coli

aisladas de pacientes con infecciones del tracto urinario (IsTU).

Las técnicas de biologia molecular que mas se utiliza es la PCR. Consiste en obtener
microgramos de DNA a partir de nanogramos de un DNA molde o (de RNA en el caso

de RT-PCR).
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Fases de la amplificacion por PCR
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La invencion de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) por K. Mullis y sus
colaboradores en 1985 ha revolucionado la biologia molecular y la medicina molecular
(Saiki et al., 1985). La reaccién en cadena de la polimerasa es una técnica in vitro
utilizada para amplificar enzimaticamente una region determinada de ADN situada entre
dos regiones de ADN cuya secuencia se conoce. Mientras que antes solo podian
obtenerse cantidades minimas de un gen especifico, ahora incluso un unico ejemplar
de un gen puede amplificarse con la PCR hasta un millén de ejemplares en tan solo
unas pocas horas. La técnica de PCR se ha hecho indispensable para muchos
procedimientos comunes, como la clonacion de fragmentos especificos de ADN, la
deteccion e identificacion de genes para diagnostico y medicina legal, y en la

investigacién de modelos de expresiéon de los genes. (Somma et al., 2007)
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JUSTIFICACION

Debido al aumento en los padecimientos de infecciones de tracto urinario y a que no se
conocen las asociaciones de los marcadores de virulencia de los genotipos de
virulencia y su asociacion con los distintos serogrupos de cepas UPEC, asi también
contribuira a mejorar el tratamiento médico de las infecciones del tracto urinario y a

disminuir el tiempo de duracion de las infecciones por UPEC.
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ANTECEDENTES

Momtaz y colaboradores en el 2013 identificaron por PCR en un grupo de cepas de
Escherichia coli uropatégena (UPEC) (n= 12) los diferentes serogrupos, los genes fim,

uspyaadAl y los genes de resistencia a antibioticos (qnr, cat, cmla y dfrAl).

Agarwal y colaboradores en el 2013 caracterizaron 172 cepas de UPEC asociadas con
cistitis aguda en mujeres, identificaron 15 genes de virulencia por PCR multiplex,
realizaron pruebas in vitro para la formacion de biopelicula. Estos autores describieron
que los genes fimH, tratiutA, kpsMIl, papGalelo Il y fyuA que codifican para adhesinas y

sistemas de adquisicion de hierro se asocian con infecciones en la vejiga.

Tarchouna y colaboradores en el 2013 investigaron la expresion de un amplio numero
de factores de virulencia de E. coli, entre los cuales se encontraron los genes que
codifican para los sistemas fimbriales (fimH, pap, sfa /,foc), asi como el operén que
codifica para afa afimbrial. Las combinaciones de los genes detectados fueron

establecidas como patrones de virulencia.

Berry y colaboradores en 2009, describieron que las cepas UPEC son las causantes de
la mayoria de las infecciones de tracto urinario, encontrando que en un modelo de
ratdn, la expresion de otros factores de virulencia, incluyendo hlyA, CnF1, FLIC, kpsD y
la biopelicula adhesina y faL también aumentd, mientras que la expresion de fimA
disminuyd. Sus resultados indican que la UPEC regula diferencialmente los factores de

virulencia en el medio ambiente intracelular.
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OBJETIVO GENERAL

. Caracterizacién molecular de genes de virulencia en cepas de Escherichia coli

uropatégena.

OBJETIVOS PARTICULARES

. Identificacion de Escherichia coli por PCR convencional mediante del gen rRNA.
. Determinar los fenotipos de resistencia a antibiéticos de las cepas de Escherichia
coli por el método de Kirby-Bauer.

. Identificacién por PCR convencional y multiplex de los genes de virulencia P
fimbriae (pap), cytotoxic necrotizing factor 1 (cnfl), hemolysin A (hlyA), S fimbriae
(sfa), afimbrial adhesin | (afa), aerobactin (iuc) de Escherichia coli.

. Determinacion de los serogrupos O2 (xzy), O4 (wzx), O15 (wzy), O18 ( wzx),
022 (wzx), 025 (wzy) y O83 (wzx), en cepas de Escherichia coli aisladas de
pacientes con infecciones del tracto urinario.

. Asociacién de los diferentes marcadores de virulencia con los serogrupos de las

cepas de UPEC.

17



MATERIALES Y METODOS

Obtencion de las Muestras

Para el desarrollo de este estudio se analizaron las muestras de orina de 321 pacientes
con infecciones del tracto urinario que acudieron a la Unidad Médica Familiar (UMF)
No.64 del IMSS, al Hospital No.72 del IMSS y al Laboratorio de Analisis Clinicos de la

CUSI,FES lztacala, ubicados en el Municipio de Tlalnepantla, Estado de México.

Siembra de las Muestras de orina

Las muestras de orina de los pacientes de la UMF 64 y del hospital 72 del IMSS
fueron sembradas en sus respectivos laboratorios por medio de asas estériles en los
medios de cultivo de Agar sangre y EMB (Eosina-azul de metileno) y se incubaron a
37° C por 24 horas. Una vez crecidas las cepas con caracteristicas morfolégicas de E.

Coli fueron transportadas al Laboratorio Clinico de la CUSI-Iztacala, FESI.

Identificacion de E. coli por Pruebas Bioguimicas

Las cepas de la especie de E. coli fueron identificadas mediante la prueba del indol,

utilizando medio de cultivo SIM y rojo de metilo en medio MR-VP (Voges Proskauer).

Susceptibilidad a antibiéticos por el Método Kirby-Bauer

Para probar la susceptibilidad y/o resistencia a los antibiéticos en cada una las cepas
de E. coli se utilizé la técnica de Bauer- Kirby (Bauer et al., 1966). Para lo cual se
tomaron por medio de un hisopo estéril 5 colonias de cada cepa crecida en MH (Mueller

Hinton) y se inocularon sobre la totalidad de la superficie de agar Mueller-Hinton.
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Por ultimo se tomé un sensidisco con los doce antimicrobianos a determinar (BIO-RAD)
con una pinza estéril y se coloco sobre el agar de Mueller-Hinton. Asi el antimicrobiano
se difundi6 formando un gradiente de concentracion, que inhibi6 6 permitié el
crecimiento de la bacteria en un tiempo de 24 horas a 37°C. De ésta manera las cepas
se clasificaron como susceptibles (S) o resistentes (R) dependiendo del diametro del
halo de inhibicion (el cual se midié con un vernier), conforme a las recomendaciones del

fabricante respecto a los puntos de corte.

Extraccion del DNA Bacteriano

Las cepas de E. coli fueron sembradas en el medio de Mueller-Hinton e incubadas a
37°C por 24 horas. Al término se realizé la extraccion del DNA bacteriano por el
método de ebullicidon, para lo cual varias de las colonias fueron tomadas por medio de
un asa estéril y posteriormente suspendidas en tubos de rosca de 16x150 que
contenian 2 ml de solucion salina estéril. Las muestras se agitaron en un vortex
durante 20 segundos y posteriormente los tubos se colocaron en bafo Maria (100°C)
por 25 minutos. Al término los tubos se colocaron en hielo por 10 minutos 1.5 ml de
cada muestra fue depositado en un tubo eppendorf nuevo y estéril y fueron
centrifugados por 10 minutos a 14,000 rpm. El sobrenadante que contenia el DNA
bacteriano fue separado en otro tubo eppendorfy se guardd a -20° C, hasta su

utilizacion para las reacciones de la PCR.
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Identificacion de E. coli v de los distintos marcadores de virulencia por PCR

convencional y PCR multiplex.

Las cepas de E. coli fueron identificadas por PCR mediante la amplificacion del gen
16SrRNA (Tabla 1), para lo cual se utilizaron las perlas PuRetaq Ready-To-Go™ PCR
(GE Health care), que contenian 1.5 mmol de MgCI2, 0.5 U de AmpliTaq polimerase y
100 nmol de dNTPs, para un volumen final de 25 ul por cada muestra de reaccion; 1
microlitro de cada uno de los oligonucledtidos (Integrated DNA Technologies; Tabla 1) a
la concentracién de 10 pmol ( Paniagua et al, 2007), 20 microlitros de agua libre de
nucleasas estéril y 3 microlitros de ADN. Las condiciones de amplificacién fueron las
siguientes: desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos
(desnaturalizacion a 95°C por 30 segundos, alineacion a 55°C por 60 segundos y
extension a 72°C por 60 segundos). Finalmente la extension se prolongé por 5 minutos

a 72°C. La cepa de E. coli ATCC 25922 fue utilizada como control positivo.

La identificacion de los genes pap, cnfl, hlyA y sfa se realiz6 por PCR multiplex
conforme a lo descrito por Yamamoto (1995), para lo cual el volumen final por cada
mezcla de reaccion fue de 25 ul; 1 microlitro de cada uno de los oligonucleoétidos
(Integrated DNA Technologies; Tabla 1) a la concentracion de 10 pmol, 14 microlitros
de agua libre de nucleasas estéril y 3 microlitros de ADN. Las condiciones de
amplificacion fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial a 94°C por 3 minutos,
seguido de 30 ciclos (desnaturalizacion a 94°C por 60 segundos, alineacion a 63°C por
30 segundos y extension a 72°C por 3 minutos). Finalmente la extensién se prolongd

por 7 minutos a 72°C.
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La identificacion de afa se realizé6 por PCR sencillo conforme a lo descrito por
Yamamoto (1995), para lo cual el volumen final por cada mezcla de reaccion fue de 25
MI; 1 microlitro de cada uno de los oligonucledtidos (Integrated DNA Technologies;
Tabla 1) a la concentracion de 10 pmol, 20 microlitros de agua libre de nucleasas estéril
y 3 microlitros de ADN. Las condiciones de amplificacién fueron las siguientes:
desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 minutos, seguido de 25 ciclos (desnaturalizacion a
94°C por 2 minutos, alineacién a 65°C por 1 minuto y extensién a 72°C por 2 minutos).

Finalmente la extensién se prolongd por 7 minutos a 72°C.

La identificacién de iuc se realizé por PCR sencillo, para lo cual el volumen final por
cada mezcla de reaccion fue de 25 pl; 1 microlitro de cada uno de los oligonucledtidos
(Integrated DNA Technologies; Tabla 1) a la concentracion de 10 pmol (Paniagua et al.,
2007), 20 microlitros de agua libre de nucleasas estéril y 3 microlitros de ADN. Las
condiciones de amplificacion fueron las mismas que se utilizaron para la amplificacion

del gen 16SrRNA (Tabla 1).
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Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes:

Tamafio
Gen Oligo- Secuencias5'-3' del Referencia
nucleétido amplicon
(pb)
wl-3110 AGAGTTTGATCMTGGCTCAG Momtaz et al;
16SrRNA | wi-3111 CCGTCAATTCATTTGAGTTT 919 2013
pap3 GCAACAGCAACGCTGGTTGCATCAT Yamamoto et al.,
pap pap4 AGAGAGAGCCACTCTTATACGGACA 336 1995
cnf1 AAGATGGAGTTTCCTATGCAGGAG Yamamoto et al .
cnfl cnf2 TGGAGTTTCCTATGCAGGAG 498 1995
hly1 AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT Yamamoto et al.,
hiyA hly2 ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA 1177 1995
sfal CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC Yamamoto et al.,
sfa sfa2 CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA 410 1995
afa1 GCTGGGCAGCAAACTGATAACTCTC Yamamoto et al.,
afa afa2 CATCAAGCTGTTTGTTCGTCCGCCG 750 1995
iuc1 ATGAGAATCATTATTGACATAATTG Momtaz et al. ,
iuc iuc2 CTCACGGGTGAAAATATTTT 1482 2013

Tabla 1. Oligonucledtidos utilizados para la caracterizacion molecular de E. coli.
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Identificacion de los serogrupos de E. coli mediante PCR multiplex.

La identificacion de los serogrupos 02, O4, 015, 018, 022, 025 y O83 en las cepas
UPEC se realizé por PCR multiplex, para lo cual el volumen final por cada mezcla de
reaccion fue de 25 pl; 1 microlitro de cada uno de los oligonucledétidos (Integrated DNA
Technologies; Tabla 2) a la concentracion de 10 pmol, 8 microlitros de agua libre de
nucleasas estéril y 3 microlitros de ADN. Las condiciones de amplificacion fueron las
siguientes: desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos
(desnaturalizacion a 95°C por 30 segundos, alineacion a 55°C por 60 segundos y
extension a 72°C por 60 segundos). Finalmente la extension se prolongé por 5 minutos

a72°C.
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Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes:

Serogrupo | Gen | Oligo- Secuencia 5'-3' Tamafio del | Referencia
nucleotido amplicon (pb)

wzy | wl-3110 AGTGAGTTACTTTTTAGCGATGGAC Li, et al., 2010.
02 wl-3111 AGTTTAGTATGCCCCTGACTTTGAA 770

wzx | wl-14642 TTGTTGCGATAATGTGCATGTTCC Li, et al., 2010.
04 wl-14643 AATAATTTGCTATACCCACACCCTC 664

wzy | wl-14672 TCTTGTTAGAGTCATTGGTGTATCG Li, et al., 2010.
015 wl-14673 ATAAAACGAGCAAGCACCACACC 183

wzx | wl-14656 GTTCGGTGGTTGGATTACAGTTAG Li, et al., 2010.
018 wl-14657 CTACTATCATCCTCACTGACCACG 551

wzx | wl-14660 TTCATTGTCGCCACTACTTTCCG Li, et al., 2010.
022 wl-14661 GAAACAGCCCATGACATTACTACG 468

wzy | wl-14666 AGAGATCCGTCTTTTATTTGTTCGC Li, et al., 2010.
025 wl-14667 GTTCTGGATACCTAACGCAATACCC 230

WzX wl-14668 AGAGTTTGATCMTGGCTCAG Li, et al., 2010.
083 wl-14669 CCGTCAATTCATTTGAGTTT 362

Tabla 2. Oligonucledtidos utilizados para la deteccidén de los serogrupos de E. coli.
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Analisis de los amplicones por electroforesis en geles de Agarosa

Los amplicones obtenidos de la PCR fueron analizados mediante electroforesis en
geles de agarosa al 1 0 2% segun el tamafno del amplicén (Tabla 1). A la agarosa se le
agregd 0.3 pL de colorante Midori Green (BIORAD) para su visualizacidén. Las
condiciones de corrimiento fueron: 120 volts, 94 miliampers por un tiempo de 35
minutos. Los tamafos de los fragmentos analizados fueron comparados con
marcadores de tamafio molecular de 100 pb y 200 pb. Los geles fueron analizados bajo

luz UV y fotografiados con el sistema de foto documentaciéon GEL LOGIC 100(KODAK).
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RESULTADOS

Pacientes Analizados

Para el desarrollo de este estudio se analizaron las muestras de orina de 321 pacientes
con infecciones del tracto urinario que acudieron a la Unidad Médica Familiar (UMF)
No.64 del IMSS, al Hospital No.72 del IMSS y al Laboratorio de Analisis Clinicos de la
CUSI, FES Iztacala, ubicados en el Municipio de Tlalnepantla, Estado de México. El
81% (n=247) de los pacientes correspondi6é al sexo femenino y el 19% (n=74) al sexo

masculino (Grafica 1).

B FEMENINO

= MASCULINO

Gréfica 1. Distribucion de los pacientes analizados por sexo.
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Identificacién de Escherichia coli por PCR convencional.

El 61 % de las cepas analizadas (n =194) por PCR convencional fueron positivas para

el gen 16SrRNA, mientras que el 39% (n=127) fueron negativas (Grafica 2 y figura 1).

m POSITIVAS
@ NEGATIVAS

Gréfica 2. Porcentaje de cepas positivas para E. coli y cepas uropatdgenas
(negativas).
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Edad de los pacientes analizados

En la Grafica 3 se observa la distribucion de los pacientes por edad. El grupo de edad

mas frecuente fue de 41 a 60 afos (n=86) y con el mayor porcentaje con 88%. Los

rangos menos frecuentes fueron de 61 a 86 anos (n=40) y 21 a 40 anos (n=24),

mientras que en el rango con solo un paciente fue de 1 a 20 afios (n=4).

100

90

80

70

60

50

40

30

20

10

O01a?20
m21 a40
W41 a60
40 %
W61 a 86
24 %
4 %
1a20 21 a 40 41 a 60 61 a 86

Gréfica 3. Distribucién de los pacientes por rangos de edad.
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En la Tabla 3, se observa el diagndstico clinico de los pacientes estudiados. El 94%

(n=183) correspondié a infecciones de vias urinarias, seguido por pielonefritis y

urosepsis con el 0.6% (n=2), lupus eritomatoso, cervico vaginitis y litiasis renal con el

0.3% (n=1), en cada caso.

Diagnostico clinico No. Porcentaje

Infeccidn de Vias Urinarias 312 97.2%
Infeccidn Vaginal 2 0.6%
Pielonefritis 2 0.6%
IVU/Urosepsis 2 0.6%
Lupus Eritomatoso 1 0.3%
IVU y Cervico vaginitis 1 0.3%
Litiasis Renal 1 0.3%

Tabla 3. Diagnostico de los pacientes.
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Resistencia a los antibidticos

En la Grafica 4 se aprecian los porcentajes de resistencia de las cepas de E. coli a los
12 antibidticos probados. El 92% (n = 179) de las cepas fue resistente a la Ampicilina 'y
Cefalotina, en cada caso, el 91% a Carbenicilina (n =177), seguido por Pefloxacina con
72% (n = 141), Cefotaxima con 68% (n=132), Trimetoprim/sulfametoxazol con 63%
(n=123), Netilmicina con 53% (n=103), Nitrofurantoina con 48% (n =93), Gentamicina
con 46% (n =90),Ceftriaxona con 46% (n =89), Cloranfenicol con 25% (n =48) vy

Amikacina con 12%, (n=23).
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En la Grafica 4 se aprecia la resistencia de las cepas de E. coli, la Ampicilina presentd

una menor sensibilidad con solo 8%.

CF = Cefalotina, CRO = Ceftriaxona, AM= Ampicilina, STX=Trimetoprim/sulfametoxazol,
CTX=Cefotaxima, NET=Netilmicina, PEF=Pefloxacina, NF=Nitrofurantoina,

CLO=Cloranfenicol, AK= Amikacina, GE= Gentamicina CB=Carbenicilina

RESISTENCIA
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40 - ERESISTENCIA

30
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20 +

10 +

CF CRO AM STX CTX NET PEF NF CLO AK GE CB

ANTIBIOTICOS

Gréfica 4. Resistencia de las cepas de E. coli alos a antibiéticos.
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En la Grafica 5 se aprecia la sensibilidad de las cepas de E. coli, presentando una

mayor sensibilidad la Amikacina con un 88%.

CF = Cefalotina, CRO = Ceftriaxona, AM= Ampicilina, STX=Trimetoprim/sulfametoxazol,
CTX=Cefotaxima, NET=Netilmicina, PEF=Pefloxacina,NF=Nitrofurantoina,

CLO=Cloranfenicol, AK= Amikacina, GE= Gentamicina CB=Carbenicilina
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Gréfica 5. Sensibilidad de las cepas de E. coli alos a antibioticos.
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Identificacion de los genes de virulencia en las cepas de E. coli por PCR

Multiplex

En este trabajo el gen con mayor frecuencia identificado en las cepas de E. coli fue pap
con 26% (n=48) (Tabla 4, figura 3 ), seguido por iuc con 19% (n=32)(figura 2 ), hlyA con
18%(n=30)(figura 3), afa con 15% (n=25)(figura 3 ),sfa con 14 %(n=24)(figura 3) y por

ultimo el de menor frecuencia fue cnf con 8% (n=14)(figura 3).

GEN No (%)
pap 48 (25 %)
iuc 32 (17 %)
hlyA 30 (15 %)
afa 25 (13 %)
sfa 24 (12 %)
cnf 14 (7 %)

Tabla 4. Porcentaje de los genes en las cepas de E. coli
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Combinacion de los marcadores de virulencia en las cepas de E. coli

La combinacién de los genes de virulencia en las cepas de UPEC se aprecian en la
Tabla 5, la combinacion con mayor frecuencia fue hlyA-pap (n=8), seguido por pap-iuc

(n=6).
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COMBINACION CEPAS
hlyA, pap 8
pap, iuc 6
hlyA, sfa, pap, cnf 5
pap, afa 4
hlyA, sfa 4
hlyA, sfa, pap 2
hlyA, sfa, cnf 2
hlyA, afa 2
afa, iuc 2
hlyA, cnf 2
sfa, iuc 2
sfa, cnf, iuc 1
pap, afa, iuc 1
hlyA, afa, iuc 1
hlyA, sfa, pap, iuc 1

Tabla 5. Asociacion de los genes de virulencia en las cepas de E. coli uropatogenas.
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Identificacion de los distintos serogrupos en las cepas de UPEC

En la Tabla 6, se observan la frecuencia de los serogrupos identificados en las cepas
de E. coli. El 21% (n=41) de las cepas de E. coli correspondi6é al serogrupo 025,
seguido del O15 con el 17% (n=33), los serogrupos 02 y 022 presentaron solo 0.5%
(n=1), mientras que los serogrupos O4, O18 y O83 tuvieron 0% debido a que no se

presentaron (n=0).

SERO- No | (%)
GRUPO

02 1 (0.50 %)
04 0 (0 %)
015 33 [(17 %)
018 0 (0 %)
022 1 (0.50 %)
025 41 (21 %)
083 0 (0 %)

Tabla 6. Porcentaje de los distintos serogrupos en las cepas de E. coli.
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Combinacion de genes de virulenciay seroqrupos.

En la tabla 7 se aprecia la asociacion de los diferentes genes de virulencia con los
serogrupos en las cepas de E. coli UPEC, la asociacion mas frecuente fue con el gen
pap y el serogrupos 025 (n=15), seguido por hlyA y el serogrupos 025 (n=14), pap en
combinacion con el serogrupos 015 (n=10). Las asociaciones menos frecuentes fueron

por el gen iuc y el serogrupos O15 (n=4) y cnf el serogrupos 015 (n=4).

Gen 025 015
pap 15 10

hlyA 14 7
iuc 9 4
afa 6 6
sfa 7 6
cnf 3} 4

Tabla7. Asociacion de los diferentes genes de virulencia con los
serogrupos en las cepas de E. coli UPEC.

37



919 pb)

3

Figura 1. Identificacion de las cepas de E. coli mediante la deteccién del gen rRNA por PCR.
Lineas 1-4, 6y 9-12 y 14 gen rRNA (819 pb) en cepas de E. coli. Lineas 5y 13 MWM 100 pb.
Carril 7 y15 Control positive (cepa de E. coli del cepario del Laboratorio. CUSI). Lineas 8 y 16

controles negativos (sin ADN molde).



Figura 2. Deteccion por PCR convencional del gen iuc (aerobactina) en las cepas de
E. coli uropatégenas. Lineas 1-4 y 6 iuc (amplicon de 1482 pb) en las cepas de E. coli
aisladas de pacientes. Carril 5, MPM 200 pb. Linea 7 control positivo (cepa de E. coli del

cepario del Lab. CUSI). Carril 8 control negativo (sin DNA)
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Figura 3. Deteccion por PCR multiplex de los genes pap (336 pb), sfa (410 pb), cnf (498 pb)
afa (750 pb)y hlyA (1177 pb) en las cepas de E. coli aisladas de pacientes. Linea 1 hlyAy
sfa, lineas 2 negativa (no se detecto ningln gen), linea 3 genes hlyA, cnf, sfay pap, linea 4
genes hlyA, cnfy pap; linea 6 control positivo gen cnf, (cepa de E. coli del cepario del Lab.
CUSI). Linea Carril 7 control negativo (sin DNA). Linea 8 control positivo para hlyA, afa, sfay
pap (cepa de E. coli del cepario del Lab. CUSI). Linea 5, MPM 100 pb (sin DNA).
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9 10 1 12 13 14 15 16

41177 pb
4750 pb

4410 pb
4336 pb

Figura 4. Linea © hlyAy sfa. Linea 14 control positivo para hlyA y pap (cepa de E. coli
del cepario del Lab. CUSI).Lineas 10 y 11 afa en las cepas de E. coli. Linea 16 control
positivo para afa y pap (cepa de E. coli del cepario del Lab. CUSI). Linea 13, MPM 100
pb (sin DNA).
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1 2 3 4 5§ 6 T 8

Figura5. Deteccion por PCR multiplex de serogrupos O15 (183 pb), 025 (230 pb)
y O2 (770 pb) en las cepas de E. coli aisladas de pacientes. Linea 1 O15. Lineas
2y 3025, Linea 4 control positivo O25 (cepa de E. coli del cepario del Lab.
CUSI).Linea 6 O2, de cepa de E. coli. Linea 8 control negativo (sin DNA).

Linea 5, MPM 200 pb (sin DNA).
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4 468 pb

Figura 6. Deteccion por PCR multiplex de serogrupos 022 (468 pb), en cepas de
E. coli aisladas de pacientes. Linea 2 Serogrupo O22, Linea 3 control positivo
022 (cepa de E. coli del cepario del Lab. CUSI).

Linea 4 control negativo (sin DNA). Linea 1, MPM 200 pb (sin DNA).
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DISCUSION

Origen de los pacientes estudiados

En este estudio se analizaron las muestras de orina de 321 pacientes con infecciones
del tracto urinario de la Unidad Médica Familiar (UMF) No.64 del IMSS, del Hospital
No.72 del IMSS vy del Laboratorio de Analisis Clinicos de la CUSI, FES Iztacala, UNAM,
dentro de los cuales el 81% (n=247) correspondié al sexo femenino y el 19% al
masculino (n =74) (Grafica 1). Se ha descrito que la causa principal de las infecciones
del tracto urinario (IsTU) adquiridas en la comunidad (70-95%) y de un amplio
porcentaje de las IsTU nosocomiales (50%) son ocasionadas por E. coli, representando
elevados costos médicos y en morbilidad por todo el mundo (Foxman, 2003). En este
trabajo se detectd que el 61 % de las cepas analizadas (n =194) por PCR convencional
fueron positivas para el gen 16SrRNA de E. coli, mientras que el 39% (n=127) fueron
negativas (Grafica 2 y figura 1). Nuestros porcentajes corroboran lo propuesto por
Momtaz (2013) y Johnson et al., (2005) quienes han descrito que E. coli es la principal

bacteria que causa infecciones de vias urinarias.

En este trabajo se describié que el diagndstico del 97.2 % (n=312) de los pacientes
estudiados correspondié a Infecciones de Vias Urinarias, seguido por pielonefritis,
urosepsis e infeccidon vaginal con 0.6% (n=2) (Tabla 3), cervico vaginitis, lupus
eritomatoso vy litiasis renal, con el 0.3% (n=1) (Tabla 3). Se ha descrito que las cepas
de E. coli uropatégenas (UPEC) pueden ser trasmitidas sexualmente por contaminacion
fecal (Foxman et al., 2002; Johnson & Delavari, 2002). La patogénesis de las

infecciones de vias urinarias por cepas UPEC no puede explicarse por la accién de un
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unico factor de virulencia, mas bien es probable que varios factores de virulencia actuen
en combinacién durante el proceso infeccioso, por lo que recientemente se ha
estudiado la relacion de los genes de virulencia de cepas UPEC con la formacién de la
biopelicula en mujeres con cistitis (Agarwal et al., 2013) y la distribucién de

marcadores de virulencia en cepas UPEC aisladas de IsTU. (Tarchouna et al., 2013)

En este trabajo el gen identificado con mayor frecuencia en las cepas de E. coli fue pap
con 25% (n=48) (Tabla 4, figura 3), seguido por iuc con 17% (n=32) (figura 2), hlyA con
15% (n=30) (figura 3 ), afa con 13% (n=25) (figura 3), sfa con 12 % (n=24) (figura 3) y
por ultimo cnf con 7% (n=14) (figura 3). Estos resultados contrastan con los descritos en
un amplio estudio realizado en 123 cepas de E. coli aisladas de pacientes con
infecciones de vias urinarias (Momtaz et al., 2013). Estos autores identificaron sfa en
el 53.6% (n= 66) de las cepas, seguido de cnf, hlyA y pap con el 50.4% (n= 62), en
cada caso, iuc con el 10.5% (n=13) y afa con el 8.13% (n=10). El gen pap que codifica
para el pili asociado con la pielonefritis ha sido identificado por otros autores en el 54%

de las cepas de E. coli. (Tay et al., 2012)

Los factores determinantes de virulencia son las adhesinas (Tarchouna et al., 2013).

Los resultados de frecuencia de los genes de virulencia de Tarchouna y colaboradores
en 2013, fueron para el gen pap un 41%, al igual que para este trabajo pap obtuvo la
frecuencia mas alta; el gen sfa obtuvo 34%, afa con 20% y para el gen hlyA fue 19%,
lo que muestra casi los mismos porcentajes obtenidos en este trabajo para estos genes.
Mientras que cnf estaba presente en sélo el 3% y en el trabajo presente los resultados

para el gen cnf también presento la menor frecuencia.
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Las fimbrias P son morfolégicamente indistinguibles de la fimbrias tipo 1, sin embargo,
se reconocen al unirse a la a-D-Galp- (1-4) -B-D-Galp carbohidratos de secuencia que
se producen en la serie de grupos de P-sangre glucoesfingo lipidos y antigenos
especificos (Korhonen et al., 1982) y de ahi el nombre. Los genes que codifican el tipo
pilis P se denominaron como los genes pap o genes pili asociado a pielonefritis ya que
estos eran tipicos de las cepas aisladas de infecciones del tracto urinario humanos (Hull

et al., 1981).

Las fimbrias S sfa se descubrieron como un grupo de fimbrias entre las cepas de E. coli
(acido sialico), estructuras que contienen manédsidos y antigenos P de eritrocitos
humanos (Parkkinen et al., 1983). Se denominaron las fimbrias S en funcion de su
especificidad por el receptor, es decir, sus especificos de unién a galactdsidos sialil
(Korhonen et al., 1984). Morfologicamente, S fimbrias son similares a los de tipo 1 o P

fimbrias de E. coli.

Las adhesinas S-fimbrial (sfa) se encuentran en mayor frecuencia entre meningitis y

sepsis asociada a E. coli aislados. (Ott et al., 1986)

Se ha demostrado que el gen sfa de bacterias y el gen sfa purificado se unen
especificamente a los epitelios humanos, por ejemplo, en el endotelio vascular en
ambos de los grandes vasos del tejido del riidn, el endotelio capilar en el intersticio y el
epitelio visceral del glomérulo que se sabe que tienen un recubrimiento de acido sialico.
Una observaciéon importante es que sfa se produce en algunas cepas de E. coli
pielonefrogénicas, pero se asocia principalmente con las cepas causantes de sepsis y

meningitis neonatal (Korhonen et al., 1986). También se han demostrado que a sfa, se
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unen los componentes extracelulares de la matriz de fibronectina, laminina y las sialo
glicoproteinas endoteliales, microvasculares en células del cerebro, una interaccion

que puede explicar la migracion a través de barreras fisiologicas. (Wright et al., 2006)

La citotoxina hlyA (hemolisina A) identificada en el 15% (n=30) (Tabla 4 y figura 3) de
las cepas de E. coli analizadas posee la capacidad de lisar los eritrocitos, para lo cual
se requiere de calcio para hacer competentes los agregados de hemolisina y poder de
ésta manera, insertarse en las membranas lipidicas, produciendo orificios y canales en
las células. La hemolisina también es tdxica para una variedad de células del
hospedero, que probablemente contribuyen a la inflamaciéon, dafio al tejido y

desacoplamiento de las defensas del hospedero. (Tay et al., 2012).

El gen cnf identificado en el 7% (n=14) de las cepas de E. coli (Tabla 4 y figura 3)
codifica para el factor necrotizante citotoxico, que induce cambios profundos en el
citoesqueleto de las células epiteliales, incluyendo la organizacion de la actina y la
formacion de fibras que alteran la morfologia de la membrana citoplasmatica. (Tay et

al., 2012)

En este estudio el genotipo iuc fue identificado en el 17% (n=32) de las cepas de E. coli
(Tabla 4 y figura 2), iuc codifica para un sistema de captacion de hierro (aerobactina
[hidroxamatos]) que es secretada al medio circundante y forma complejos con los iones
de Fierro, y posteriormente son transportados hacia la bacteria. Se ha asociado a iuc

con cepas causantes de pielonefritis. (Tay et al., 2012)

47



El sistema aerobactina (iuc) se considera que esta implicado en las propiedades
invasivas de enteroinvasividad humana por E. coli y especies de Shigella. (Griffiths et

al., 1985; Lawlor et al., 1984)

Los resultados de los genes reportados por Abe y colaboradores, en 2008, fueron pap
(45.8%), hly (44.0%), sfa (29.8%) y cnf (23.6%), que fueron porcentajes mas altos en
comparacion con los obtenidos en este trabajo. De igual manera el gen pap fue el gen
con mayor frecuencia.

Los genes pap, sfa, aer y hly fueron detectados esencialmente en cepas causantes de

pielonefritis. (Tarchouna et al., 2013)

En este estudio se encontré que el serogrupo mas frecuente fue 025 con el 21%
(n=41) (Tabla 6, figura 5), seguido por O15 con el 17% (n= 33) (Tabla 6, figura 5),
mientras que los menos frecuentes fueron el O2 (Tabla 6, figura 5) y el 022 (Tabla 6,
figura 6) con el 0.5% (n= 1), en cada caso. Se ha descrito que el serogrupo 025 de
E. coli se ha asociado a casos de cistitis en mujeres (Lindberg, 1975), mientras que el
serogrupo O15 se ha relacionado con casos de cistitis en mujeres jovenes (Li et al.,
2010), Momtaz en su estudio realizado en 2013 en 123 cepas de E. coli uropatégenas
reportd que los serogrupo mas frecuente entre las cepas fueron 025 (26.0%) y el

serogrupo 015 (21.3%).

Mientras que los serogrupos reportados por Abe y colaboradores, en 2008, fueron los
serogrupo O2 con 7 % (n=16), O15 con 6% (n=13) y 025 con 4% (n=10); una menor

frecuencia de los serogrupos O15y 025 que en los resultados de este trabajo.

48



En este estudio el 61% (n=118) de las cepas UPEC estudiadas no pudieron ser
identificadas para algunos de los serogrupos probados, por lo que probablemente estas
cepas pudieran pertenecer a alguno de los mas de 180 serogrupos existentes en las

cepas de E. coli.

En este estudio se describié que la mayoria de las cepas de UPEC estudiadas fue
resistente a la Ampicilina y Cefalotina (Grafica 4), Carbenicilina, Pefloxacina,
Ceftriaxona y Trimetoprim/sulfametoxazol. En los ultimos afios el tratamiento de las
infecciones de vias urinarias por las cepas de E. coli se ha complicado debido a la
selecciéon de cepas resistentes a estos agentes, situacion a la que todos hemos
contribuido en el pasado, principalmente por la automedicacion, el uso de antibidticos
como promotores de crecimiento en animales o en plantas. En el estudio realizado por
Momtaz en el 2013 en las 123 cepas de E. coli uropatdgenas, reporté que el 52.8%
(n=65) fue portadora del gen aadAl que codifica para la resistencia a gentamicina, el
43.8% (n=53) y 36.5% (n=45) acarrearon los genes tetA y tetB que codifican la
resistencia a la tetraciclina, 21.9% (n=27) portaron el gen dfrAl que confiere la

resistencia al Trimetoprim/sulfametoxazol.

La resistencia a ampicilina con 35% al 63% fue reportada por (Mathai et al., 2008,
Loureiro et al. 2006, Gulsun et al., 2005). Para carbenicilina la resistencia fue del
63.2%. En el caso de las fluoroquinolonas (ciprofloxacina, ofloxacina y norfloxacina) la
resistencia que han mostrado algunos estudios fue del 13 al 36% (Nys et al., 2008,
Loureiro et al., 2006, Gulsun et al., 2005). En los diversos estudios las bacterias
presentan un porcentaje similar de resistencia similar a las que se encontraron en este

estudio.
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CONCLUSIONES

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

La mayoria de las cepas de UPEC estudiadas fue resistente a la Ampicilina,
Cefalotina, Carbenicilina, Pefloxacina, Ceftriaxona y Trimetoprim/sulfametoxazol.
La elevada resistencia a los antibioticos, muestra la consecuencia del uso
indiscriminado y automedicacion de antibidticos, ocasionando con el paso del
tiempo la seleccidon de bacterias multiresistentes a los diferentes antimicrobianos.
Los genes identificados con mas frecuencia en las cepas de UPEC fueron pap
encargado de la adhesién, seguido por iuc, hlyA, afa, sfa y cnf.

En este estudio se encontré que los serogrupos mas frecuentes entre las cepas
de UPEC fueron el 025y el 015, ambos relacionados con cistitis.

La asociacion de varios de los marcadores de virulencia entre las cepas de E.
coli analizadas podrian incrementar la virulencia y desencadenar en infecciones

mas severas como como cistitis o pielonefritis.
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