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1. RESUMEN

Escherichia coli es responsable de la mayoria de las infecciones en vias urinarias
entre la poblacion mexicana y del mundo. La capacidad de las cepas de E. coli
Uropatogenas (UPEC) para causar los distintos tipos de enfermedades procede de
la expresion de multiples factores de virulencia incluyendo adhesinas, sideroéforos,
sistemas para la evasion de la respuesta inmune del hospedero y toxinas, que
contribuyen conjuntamente a potenciar su patogenicidad. El objetivo de este
trabajo fue caracterizar molecularmente y correlacionar la presencia de genes que
codifican para factores de virulencia en cepas clinicas UPEC aisladas de
urocultivos de pacientes con infecciones del tracto urinario de dos hospitales
publicos del Estado de México. Se analizaron 194 cepas de Escherichia coli
Uropatdgena aisladas de urocultivos de casos clinicos de pacientes con
infecciones del tracto urinario, se extrajo el DNA de todas las cepas y fueron
identificadas por pruebas bioquimicas y por PCR (Reaccién en cadena de la
polimerasa) mediante el gen rRNA. Los genes de virulencia se detectaron por
PCR convencional y por PCR multiplex, posteriormente fueron analizados por
electroforesis y relevados en luz UV. Los genotipos identificados con mayor
frecuencia en las cepas de E. coli fueron KpsMT 91.7% (n=178), seguido de usp
87.1% (n=169) e imp2 79.3% (n=154); porcentajes menores presentaron los
siguientes genotipos: iha 64.9% (n=126), astA 33.5% (n=65), ompT 10.3% (n=20),
vat 5.6% (n=11), tsh 5.1% (n=10) y cva e iss con un 4.6% (n=9); Los genotipos
con la menor prevalencia fueron: sigA 4.1% (n=8), pic 2.5% (n=5) y sap 1.5%
(n=3); El gen sen (0%) no fue identificado en ninguna cepa de E. coli. Las cepas
UPEC presentaron 50 patrones distintos de asociacion: El patron con la mas alta
prevalencia fue KpsMT/usp/ irp2/ iha (23.2%, n=45); No se determind la presencia
de la isla de patogenicidad (PAI) en las cepas de E. coli. La distribucion geogréafica
es un factor determinante que condiciona la prevalencia de los factores de
virulencia; La elevada prevalencia colectiva de estos elementos genéticos durante
la patogénesis de las infecciones en el tracto urinario en los pacientes
posiblemente podria desencadenar patologias mas severas como cistitis y/o

pielonefritis.



2. INTRODUCCION

2.1 Caracteristicas de Escherichia coli

Escherichia coli es una bacteria increiblemente diversa con la habilidad de
colonizar y persistir en numerosos nichos tanto en el medio ambiente como
principalmente en el tracto gastrointestinal de animales y humanos. E. coli, y otras
bacterias comensales de la flora intestinal frecuentemente forman una relacion
simbidtica benéfica con su hospedero, proporcionando sustancias nutritivas,
sefales clave para la regulacién y desarrollo de la respuesta inmune ademas de

proteccion contra patégenos extrafios (Yan & Polk, 2004).

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo, mévil, de 1-3um de largo por 1-1.5um
de ancho (Figura 1). Es una bacteria anaerobia facultativa que constituye el
principal componente de la flora intestinal normal de los seres humanos. Las
cepas comensales contribuyen a la salud de sus portadores debido a que inhiben
el crecimiento de otras bacterias patdégenas y a que sintetizan vitaminas

aprovechables por los seres humanos (Levine, 1987).

Figura 1. Micrografia electrénica de barrido de Escherichia coli
(Consejo Superior de Investigaciones Cientificas; Catalufia)



Esta bacteria puede cultivarse con facilidad a partir de muestras bioldgicas, en
Agar MacConkey donde forma colonias de 2-3mm de diametro, de color rosado,
suaves, redondas, lisas y con bordes regulares (Paniagua et al., 2007).

Segun el manual de Bergey de Bacteriologia sistematica y conforme a la definicion
general de la familia Enterobacteriaceae a la que pertenecen, son bacterias
quimioheterotrofas facultativas teniendo los metabolismos fermentativo vy
respiratorio, no forman esporas, estan desprovistas de oxidasa, producen catalasa
y B-galactosidasa, pueden ser moviles por flagelos peritricos y normalmente

reducen nitratos a nitritos.

El estudio de distintas reacciones bioguimicas puede ayudar en la diferenciacion
entre las especies bacterianas. Las principales pruebas fisiolégicas que distinguen
a E. coli de las demas especies son produccion de indol, reaccion negativa para el
citrato de Simmons, produccién de lisina descarboxilasa, y fermentacion de
glucosa, lactosa y D-manitol (Scheutz et al., 2005).

E. coli es utilizada como indicador de contaminacién fecal. Se puede encontrar en
el medio ambiente ya que es capaz de sobrevivir algunos dias en el agua y los
alimentos, de manera que su aislamiento es un indicador de contaminacion fecal

reciente (Blanco et al., 2002).

El intestino humano es colonizado por E. coli en las primeras 40 horas tras el
nacimiento, siendo la bacteria ingerida en agua y alimentos u obtenida
directamente de otros individuos en contacto con el recién nacido; La bacteria se
adhiere al moco que recubre el intestino grueso y una vez establecida una misma
cepa puede persistir indefinidamente, aunque constituya solo aproximadamente el
0.1% de la poblacién total (Todar, 2008).



2.2 Patologias causadas por Escherichia coli

E. coli es una especie bacteriana de considerable importancia cientifica,
econdémica y médica. Estan incluidas en esta especie cepas no patdgenas y otras
que son capaces de causar enfermedades entéricas y diversos tipos de

infecciones extraintestinales en humanos y animales (Johnson, 2002).

Algunas cepas de E. coli tienen la capacidad de divergir de su estado comensal y
adquirir una naturaleza patdgena causando enfermedades serias, tanto en el
tracto digestivo como en otras partes del huésped. Estas cepas patdgenas se
clasifican como E. coli diarreogénicas y E. coli patdgenas extraintestinales
(EXPEC; Kaper et al., 2004).

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 patologias fuera del tracto 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 huésped incluyendo sangre, sistema
nervioso central y tracto urinario ocasionando enfermedad (Foxman, 2003).

Algunas cepas son patdgenas y pueden producir infecciones entéricas (diarrea,
disenteria, colitis hemorragica, sindrome urémico hemolitico) o extraintestinales
(infecciones urinarias, bacteriemias o0 septicemias, meningitis, peritonitis,
abscesos, mastitis, infecciones pulmonares y de heridas). E. coli provoca en seres
humanos del orden de 630 millones de casos de diarrea en el mundo y
aproximadamente 775 mil muertes al afo, afectando fundamentalmente a la
poblacién infantil de paises en desarrollo. Ademas, es el patdgeno oportunista
mas frecuentemente asociado con infecciones urinarias y septicemias en humanos
(Blanco et al., 2002).
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El tipo de interaccidn resultante entre microorganismo y hospedero, permite
clasificar las cepas de E. coli como comensales avirulentos, como patdgenos
oportunistas o altamente especializados, que a su vez son frecuentemente
clasificados en patotipos de acuerdo al tipo de enfermedad que causan y por su

conjunto de factores de virulencia (Sousa, 2006).

Entre las EXPEC se encuentran las cepas de E. coli uropatégenas (UPEC) que
son la causa principal de infecciones del tracto urinario (UTIs). Las infecciones del
tracto urinario son una de las enfermedades mas frecuentes alrededor del mundo,
se caracterizan por la presencia de microorganismos en el tracto urinario (Momtaz
et al., 2013). Entre el 40 y 50% de las mujeres presentan UTIs a lo largo de sus
vidas (Foxman, 2003). En algunos casos, la transmision de cepas de Escherichia
coli uropatégenas puede ocurrir dentro de una comunidad a través de alimentos
contaminados (Manges et al., 2001). Ademas, las cepas aisladas de pacientes
sexualmente activos a menudo coinciden con aislamientos fecales de sus parejas,
lo que indica que las infecciones urinarias se puede transmitir sexualmente
(Johnson & Delavari, 2002).

Una vez en el interior del tracto urinario, UPEC coloniza preferentemente la vejiga
causando cistitis, pero también puede ascender a través de los uréteres de los
rifones y ocasionar pielonefritis. Como consecuencia de la invasion y colonizacion
por UPEC, la respuesta infamatoria del hospedero permite la produccion de
citocinas, la afluencia de neutréfilos, 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., 2001). Las cepas
de E. coli Uropatdégenas son la causa primaria de infecciones del tracto urinario,

incluyendo tanto cistitis como pielonefritis (Wiles et. al., 2007).

La diversidad de mecanismos patogénicos de esta bacteria en individuos
aparentemente sanos es atribuida a la propiedad de una gran variedad de factores
de virulencia especificos (Donnenberg, 2002; Johnson, 2002; Scheutz et al.,
2005).
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2.3 Composicion antigénicay factores de virulencia

La capacidad de las cepas patdgenas de E. coli para causar los distintos tipos de
enfermedades intestinales y extraintestinales procede de la expresion de mdultiples
factores de virulencia incluyendo adhesinas, toxinas, sideroforos, sistemas de
secrecion, entre otros (Blanco et al., 2002; Johnson, 2002). La virulencia
bacteriana es un fendmeno multifactorial. Las cepas patdgenas de E. coli poseen
diferentes tipos de factores de virulencia que contribuyen conjuntamente a

potenciar su patogenicidad (Blanco et al., 2002).

Las bacterias (incluyendo las cepas UPEC) poseen mecanismos de patogenicidad
especificos que emergen al superar las defensas de un hospedero. Un
microorganismo patégeno posee la capacidad de producir un dafio, a cualquier
nivel, en un organismo hospedero susceptible. La virulencia es una medida
cuantitativa de la patogenicidad y se mide por el nUmero de microorganismos
necesarios para causar una enfermedad, es decir, es el grado de patogenicidad
(Sanchez, 2011). Las bacterias a lo largo de su evolucion han adquirido
caracteristicas que les permiten invadir el ambiente del hospedero, expresar
receptores superficiales especializados para su adhesion (Meylan et al., 2006),
permanecer en estos sitios a través de procesos de colonizacion, evadir al sistema
inmune (Diacovich & Gorvel, 2010), y finalmente causar dafio tisular con el fin de
lograr acceso a fuentes de nutrientes necesarios para su crecimiento y
reproduccion. Por lo que el factor determinante de virulencia es un componente
microbiano que favorece el crecimiento o supervivencia durante la infeccion (Wu et
al., 2008).

Las cepas de E. coli uropatbgenas son las causantes de infecciones
extraintestinales mas comunes entre las EXPEC. Aunque solo seis serogrupos
causan el 75% de las infecciones urinarias y muchas de las cepas parecen ser
clonales, no hay un unico perfil fenotipico que cause estas infecciones (Kaper et
al., 2004). Las cepas de E. coli son identificadas serologicamente por los

antigenos de superficie O (somatico), K (capsular) y H (flagelar). Se han descrito

12



174 serogrupos O de E. coli (Liu et al., 2008). Los serogrupos O de las cepas
UPEC estan relacionados con ciertos patrones de genes de virulencia. Estudios
previos han reportado que multiples serogrupos O estan preferencialmente
asociados con cepas UPEC (Bidet et al., 2007; Blanco et al., 1996).

La transferencia horizontal de material genético bacteriano es un fendmeno
importante en el entorno sanitario, la transmision de genes de resistencia a
antibioticos y factores de virulencia son un ejemplo clasico de transferencia
horizontal. La transferencia horizontal en bacterias puede realizarse mediante tres

procesos diferentes: trasformacion, transduccion y conjugacion.

El proceso de transformacion refiere a la introduccibn de DNA exdgeno
(generalmente a manera de plasmidos) en las bacterias, y este DNA pasa a ser
parte del material genético bacteriano, pudiendo ser heredado cuando ocurra la
recombinacién genética de la bacteria (Wolska, 2003).

Por otro lado la transduccion es la transferencia de genes de una bacteria a otra
por medio de un virus. La incorporacion de genes bacterianos al interior de la
capside de un fago se produce como consecuencia de errores cometidos durante
el ciclo duplicativo del virus. Cuando el virus que contiene estos genes infecta a
una nueva bacteria, éste tiene la capacidad de transferirlos al cromosoma de ésta.
La transduccién es el mecanismo mas frecuente de intercambio y recombinacion

genética en las bacterias. (Wolska, 2003).

La conjugacion consiste en la unién de dos bacterias de la misma o diferentes
especies para la transferencia del material genético. Las bacterias se unen por
medio de un puente citoplasmatico llamado Pili, por el cual pasa el plasmido a la
célula receptora y asi el plasmido de conjugacién puede integrarse al cromosoma
bacteriano (Llosa & De la Cruz, 2005).

La exitosa colonizacion de las UPEC en el tracto urinario depende de la expresion
de multiples factores de virulencia adquiridos a través del intercambio horizontal
de material genético, que muchas veces facilitan la union de la bacteria al urotelio,

y de la presencia de genes bacterianos especificos que codifican factores de
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virulencia (Svanborg & Godaly, 1997). La capacidad de adhesién 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 a las células uroteliales. Dentro de las células epiteliales de la vejiga,
UPEC transita en el interior de compartimentos &cidos unidos a la membrana,

similares a los endosomas tardios o lisosomas (Eto et al., 2007).

Las cepas UPEC son las mas comunmente asociadas a enfermedades infecciosas
en humanos (Foxman, 2003); Dentro del tracto urinario, E. coli necesita superar
multiples lineas de defensa (Chromek & Brauner, 2008); resistir el flujo de la orina,
sustancias en la orina producidas y secretadas por las células epiteliales de la
vejiga, afluencia de neutrofilos y exfoliacion de células superficiales; En
consecuencia, la estricta e irreversible adherencia a las células uroteliales es el
primer paso para establecerse una infeccién, seguido de la invasion y
multiplicacion bacteriana dentro de las células del hospedero, es decir, la
presencia de toxinas para invadir dichas células y sistemas de adquisicion de

hierro para la multiplicaciéon bacteriana (Justice et al., 2004).

Una vez en contacto con la bacteria, el hospedero reacciona con una respuesta
inflamatoria; Mientras que los compartimentos intracelulares ofrecen un nicho a E.
coli para protegerse de la defensa inicial del hospedero, la supresion de la
respuesta inmune es otra estrategia de E. coli para evadir los mecanismos de
defensa; En consecuencia los factores de virulencia encontrados en las cepas
UPEC estéan involucrados y dan soporte a los diferentes pasos en la patogénesis

de las infecciones en vias urinarias (Samuelsson et al., 2004; Figura 2).

La multiplicacion intracelular de UPEC 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,
Mulvey et al., 2001; Rosen et al., 2007).
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UPEC posee un gran numero de genes de virulencia que codifican para

adhesinas, sistemas de adquisicion

de hierro, protectinas, citotoxinas,

enterotoxinas, entre otros (Tabla 1). Estos genes a menudo se encuentran en

regiones llamadas Islas de patogenicidad (PAls; Gal-Mor & Finlay, 2006; Hacker &

Kaper, 2000; Lloyd et al., 2007).
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Figura 2. Factores de virulencia de E. coli Uropatdgena. Las cepas UPEC emplean

diferentes estrategias para infectar el tracto urinario, para evadir la respuesta inmune,

para persistir y multiplicarse dentro del hospedero (Lithje & Brauner, 2014).



Tabla 1. Principales factores de virulencia de las cepas de Escherichia coli involucradas
en infecciones de vias urinarias.

Factor de virulencia

Naturaleza/Funcion

(pap) pilus associated with pyelonephritis
(sfa) S fimbriae

(afal) afimbrial adhesin |

(fim) type-1 fimbriae

(tsh) temperature-sensitive hemagglutinin
(iha) non hemagglutinating adhesin

(iuc) aerobactin
(iroN) iron
(irp2) iron-repressible protein

(kpsMT 11) K-antigen

(pic) protein involved in the intestinal colonization
(OmpT) the outer membrane protease T

(sap) sensitive to antimicrobial peptide

(SigA) factor sigma A

(iss) increased serum survival protein

(cnf1) cytotoxic necrotizing factor |

(usp) uropathogenic specific protein
(hly) haemolysin

(vat) vacuolating autotransporter toxin
(cva/cvi) colicin V plasmid operon genes

(set1Ay set1B) Shigella enterotoxin 1
(astA) EnteroAggregative heat Stable Toxin
(sen) ShET-2 toxin

Adhesinas

Sistemas de adquisicién de hierro

Protectinas

Citotoxinas

Enterotoxinas

(Adaptado de Momtaz et al., 2013)
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2.4 Tratamiento

En los ultimos afios el tratamiento de las infecciones del tracto urinario por UPEC
en México y en el mundo se ha complicado, debido a la seleccion de cepas
resistentes a los antibiéticos (Johnson et al., 2005a). La identificaciébn de genes de
resistencia a antibiéticos en cepas UPEC es esencial hoy en dia para reducir los
costos del tratamiento y sobre todo el periodo de duracion de la infeccion (Saenz
et al., 2004).

Las UTIs estan entre las infecciones mas comunes. Los patégenos pueden ser
aislados de la vejiga (cistitis), rifones (pielonefritis), orina (bacteriuria) o prostata
(prostatitis), ademas las cepas UPEC son los patdgenos mas frecuentes en estas
infecciones (Smith et al., 2008).

E. coli es la causa del 70 a 95% de las UTIs, especialmente de cistitis no
complicadas y de pielonefritis agudas. Los grupos de riesgo para UTIs incluyen
neonatos, nifias en edad preescolar, mujeres sexualmente activas y ancianos de
ambos sexos (Bahrani-Mougeot et al., 2002). Otro importante factor de riesgo es la
utilizacion de sondaje vesical o presencia de material inerte en el tracto urinario,
puesto que esa bacteria puede adherirse a la superficie del dispositivo y crecer
asociada a biopeliculas lo que puede originar infecciones refractarias a la terapia

antimicrobiana (Vila et al., 2008).

Un agente antimicrobiano muestra toxicidad selectiva, y actia mediante diferentes
mecanismos de accion; existen los [B-lactamicos que inhiben la sintesis del
peptidoglucano (componente esencial de la pared celular), algunos ejemplos son:
penicilinas, vancomicinas, meticilinas, ampicilinas u oxalicinas, agentes
bactericidas que poseen alta toxicidad selectiva, los aminoglucésidos como
gentamicina y estreptomicina poseen una toxicidad selectiva baja y acttan como
bactericidas alterando las funciones de membrana, modificando su permeabilidad
y permitiendo que moléculas vitales salgan de la célula; los macrolidos como
tetraciclina y eritromicina actian inhibiendo la sintesis de proteinas y actuando

sobre los ribosomas bacterianos, algunos antimetabolitos como el trimetroprim con
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sulfametoxazol bloquean una etapa de la biosintesis de acidos nucleicos o inhiben
la sintesis de &cido félico (componente necesario para la formacion de proteinas
estructurales y hemoglobina; Jawetz et. al., 1990).

Las cepas de E. coli como las otras bacterias Gram negativas, son
intrinsecamente resistentes a los antimicrobianos hidrofébicos, tales como
macrolidos, novobiocinas, rifamicinas, actinomicina D y acido fusidico (Scheutz &
Strockbine, 2005). Los antimicrobianos mas frecuentemente empleados en el
tratamiento de las infecciones por cepas de E. coli patdgenas extraintestinales son
la amoxicilina, acido clavulanico, cefalosporinas, aminoglucosidos, cotrimoxazol y
quinolonas. Sin embargo, la capacidad de E. coli para adquirir genes de
resistencia hace impredecible su sensibilidad, por lo que ésta debe determinarse
siempre mediante un antibiograma (Blanco et al., 2002).

Resistencia adquirida a los aminoglucosidos, B-lactamicos, cloranfenicol,
sulfonamidas, tetraciclinas y trimetoprim se ha descrito para cepas de E. coli por
cuatro mecanismos distintos: alteracion de diana, inactivacion enzimatica, menor
acumulacion intracelular del antimicrobiano y desvio de una etapa metabdlica
(Scheutz & Strockbine, 2005).

Una proporcién elevada (40 a 90%) de las cepas de E. coli son resistentes a la
ampicilina, estreptomicina, tetraciclinas y sulfamidas. También son muchas las
cepas resistentes a las cefalosporinas de primera generacion, neomicina,
kanamicina, cloranfenicol y quinolonas (15 a 30%). Entre los antibiéticos que
presentan menores tasas de resistencias se dispone de amoxicilina-acido
clavulanico, cefalosporinas de segunda y tercera generacion, gentamicina,

tobramicina, amicacina, colistina y polimixina B (Blanco et al., 2002).

A pesar de la amplia cobertura de antibidticos existentes para tratar la UTIs, en
ocasiones la sintomatologia urinaria no desaparece por factores de riesgo o mas
aun por un fendmeno creciente y que preocupa a la comunidad médica nacional e

internacional, denominado resistencia bacteriana (Abelson et al., 2004).
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3. ANTECEDENTES

Abe et al., (2008) en Brazil, realizaron un estudio con 225 cepas de E. coli
Uropatégenas (UPEC) para la identificacion de diversos factores de virulencia; las
cepas fueron aisladas de pacientes con sintomatologia de infecciones del tracto
urinario (UTIs), La identificacion de los factores de virulencia se realiz6 por la
técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). La prevalencia de los
genotipos de virulencia fue la siguientes: irp2 68.9%, iha 40.4%, pic 13.8% y astA
7.1%.

Bauer et al., (2002) en USA, llevaron a cabo un estudio para la identificacion,
distribucion y asociacion de dos genes (usp e iha) con otros reportados
previamente (KpsMT y ompT). Realizaron el estudio con 924 cepas de E. coli
aisladas de pacientes con infecciones del tracto urinario (n=508) y aisladas de
pacientes sin la infeccion (n=416). Las cepas fueron aisladas e identificadas por
biologia molecular, La identificacion de los factores de virulencia se realizé por la
técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Estos autores
describieron que el gen usp mostré una distribuciéon del 68.5% de las cepas
obtenidas de las UTlIs, mientras que en cepas aisladas sin infeccion la frecuencia
de este gen fue de 57.9%; por otro lado el gen jha tuvo una frecuencia del 37.4%
en pacientes con UTIs, mientras en pacientes sin UTlIs, la frecuencia fue del
30.6%; Estos autores también reportaron una asociacion entre los genes usp y
KpsMT en infecciones del tracto urinario, concluyendo que no hay diferencias
significativas para el gen iha entre las dos poblaciones analizadas y ninguna

asociacion con alguno de los otros genes estudiados.

Boerlin et al., (2005) en Ontario, Canada investigaron la distribucion del gen astA
en 318 cepas de Escherichia coli, las cepas fueron aisladas de la materia fecal de
cerdos, La identificacion de los factores de virulencia se realizé por la técnica de
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Estos autores reportaron la
distribucion del gen astA en cepas de E. coli Enteroxigénica (99%), en cepas

ETEC negativas (27%) y en cepas de organismos sanos (30%).
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Johnson y Stell, (2000) en Seattle, EUA efectuaron un estudio con 75 cepas de E.
coli aisladas de pacientes con urosepsis, realizaron la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) para la identificacion de 29 factores de virulencia; Entre sus
resultados destaco la presencia de los genes KpsMT y cva con una distribucion de

63% y 15% respectivamente.

Johnson et al., (2000) en EUA, llevaron a cabo un estudio con 67 cepas de E. coli
aisladas de pacientes con urosepsis; La identificacion de los factores de virulencia
se realizo por la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). En este
estudio se describié que la prevalencia de dos genes que codifican para el sistema
de adquisicion de hierro, ironNg e iha se identificaron en el 39% y 55%
respectivamente; Ademas reportaron la posible asociacién de estos genes con

otros como lo son KpsMT y cva.

Karimian et al., (2012) en Iran, efectuaron un estudio con 123 cepas de E. coli
aisladas de pacientes con infecciones del tracto urinario, La deteccién de los
diversos factores de virulencia se realiz6 por PCR. El gen irp2 que codifica para la
adquisiciéon de hierro fue del 11.3%. También se identificaron factores que
codifican para adhesinas como los genes usp e iha con una distribucion de 1.6% y
17.8% respectivamente, el gen OmpT que esta involucrado en la evasion de la
respuesta inmune presentd una frecuencia de 4.8%. El gen tsh (0.0%) que codifica

para citotoxinas no fue reportado en este trabajo.

Momtaz et al., (2013) en Iran, realizaron un estudio con 123 cepas de E. coli
aisladas de pacientes con infecciones del tracto urinario. La identificacién de los
factores de virulencia se realizé por la técnica de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). De acuerdo a sus resultados obtenidos, reportaron que en
general, los factores de virulencia fim y set1 tuvieron la mas alta prevalencia con
86.16% y 79.67% respectivamente mientras que usp y KpsMT tuvieron la mas
baja prevalencia con 1.62% y 4.06% respectivamente, también reportaron la
distribucion de los siguientes genes: astA (21.13%), sigA (21.13%), sap (26.01%),
pic (13%), iha (17.88%), ompT (4.87%), iss (8.13%), irp2 (10.56%), vat (9.75%) y
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cva (4.87%) Los factores de virulencia tsh y sen no fueron detectados en ninguna

cepa.

Soto et al., (2009) en Barcelona, Espafia efectuaron un estudio con 170 cepas
clinicas de E. coli Uropatdgenas. Las cepas fueron aisladas y tomadas de
pacientes con cistitis, pielonefritis y prostatitis; La identificacion de los factores de
virulencia se realizd por la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). Estos autores describieron que astA fue identificado en un 8%, ademas se
reportd la presencia de los genes sap, pic y sigA dentro de una isla de

patogenicidad (PAl).

Ui-Yoon Choi et al., (2012) en Korea, investigaron las diferencias filogenéticas de
dos grupos de E. coli en dos poblaciones de nifilos con infecciones del tracto
urinario. Un total de 138 cepas de E. coli Uropatdgenas fueron colectadas de dos
regiones, La identificacion de los factores de virulencia se realizé por la técnica de
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR); En este estudio se describio que el
gen KpsMT fue identificado en el 69.6%. De acuerdo a sus resultados (grupo 1:
distribucion de 61.6% y grupo 2: distribucion de 26.8%) ellos confirman que la
ubicacion geografica es un determinante muy importante en la distribucion de los
grupos filogenéticos y en los factores de virulencia que presentan las cepas de E.

coli Uropatogenas.

Van et al., (2008) en Vietnam, investigaron la presencia de genes de virulencia de
cepas de E. coli extraintestinales en 180 muestras de carne cruda y mariscos. La
identificacion de los factores de virulencia se realiz6 por la técnica de la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR). Identificaron 56 genes de virulencia, entre los
que se encuentran iss, cva, iha'y OmpT con una distribucién entre las muestras

analizadas en un rango de 2.5% a 10.5%.
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4. JUSTIFICACION

Debido a que en los Ultimos afios en nuestro pais las infecciones del tracto urinario
ocasionadas por cepas de Escherichia Coli Uropatégenas (UPEC) se han
incrementado, aunado a los pocos o nulos estudios realizados con respecto a los
factores de virulencia que presentan las cepas UPEC, se considera necesario un
estudio como el presente, que contribuira a establecer los diferentes patrones de
asociacion de los genotipos de virulencia que codifican para adhesinas, sistemas
de adquisicion de hierro (nutricién), sistemas para la evasion de la respuesta
inmune del hospedero (protectinas) y toxinas (enterotoxinas y citotoxinas) en un
grupo de cepas Uropatégenas de E. coli aisladas de pacientes con infecciones en

el tracto urinario.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

o Caracterizar molecularmente y correlacionar la presencia de genes que
codifican para factores de virulencia en cepas clinicas de Escherichia coli
Uropatdégenas (UPEC) aisladas de pacientes con infecciones del tracto

urinario de dos hospitales publicos del Estado de México.

5.2 Objetivos Particulares

o Determinar la prevalencia de 14 genes (iha, tsh usp, vat, iss, cva, irp2, astA,
kpsMT, pic, sap, OmpT, sigA, sen) en 194 cepas clinicas de E. coli
Uropatogena aisladas de urocultivos de pacientes con infecciones en el
tracto urinario.

o Identificacién de los genes de adhesion iha 'y tsh en las cepas de E. coli.

o Deteccion del genotipo irp2 involucrado en el sistema de adquisicion de
hierro (nutricién) en las cepas UPEC.

o Caracterizacion del gen OmpT, del gen iss y del gen kpsMT responsables
de la evasion de la respuesta inmune en las cepas de E. coli.

o Deteccion de los genes que codifican citotoxinas usp, vat y cva en las
cepas de E. coli.

o lIdentificacién de los genes que codifican enterotoxinas astA y sen en las
cepas clinicas de E. coli.

o Determinar la presencia de la isla de patogenicidad (PAI) mediante la
deteccidn de sigA, picy sap en las cepas de E. coli.

o Establecer los patrones de asociacion de los genes que codifican para
adhesinas, sistemas de adquisicion de hierro, evasion de la respuesta

inmune y toxinas en las cepas UPEC.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Origen de las cepas.

Para el desarrollo del presente trabajo se utilizaron 194 cepas de Escherichia coli
Uropatdgenas aisladas de urocultivos de pacientes mayores de edad con
infecciones del tracto urinario de dos hospitales publicos (Clinica oficial N. 64 del
IMSS, Unidad Tequesquinahuac y clinica oficial N. 72 del IMSS, Unidad
Tlalnepantla) ubicadas en el municipio de Tlalnepantla de Baz, Edo. De México. A
los pacientes seleccionados se les aplico un cuestionario para obtener informacion
como edad, sexo, antecedentes de infecciones del tracto urinario, etc. Pacientes
con tratamiento previo de antibioticos fueron excluidos del estudio. Los pacientes
que participaron en el proyecto se les recolecté en frascos estériles la primera
orina de la mafiana y se llevaron al Laboratorio de Analisis Clinicos de la Clinica
Tequesquinahuac para cultivo de orina; Al término las cepas bacterianas fueron
transportadas al Laboratorio de Andlisis Clinicos de la CUSI (Clinica Universitaria

de la Salud Integral), FES lIztacala para su posterior manipulacion.

6.2 Extraccion del DNA.

Las cepas fueron sembradas en agar EMB (Eosina azul de metileno) por el
método de la estria cruzada; se incubaron a 37°C durante 24h. Después de
obtenido el crecimiento 6ptimo bacteriano se tomé una muestra de cada cepa por
medio de una asa de siembra estéril (Asa calibrada, 10pl) y se depositdé en un tubo
de ensaye de 16x150mm, estéril, con tapon de rosca con 2ml de agua deionizada
estéril Ultrapure™. El inoculo fue agitado por medio de un agitador Apollo Vortex
Mixer® por 30 segundos y se coloco en bafio maria durante 20 minutos a una
temperatura de 100°C. Al término, la muestra se coloc6 en hielo (0°C) por 10
minutos y se centrifugé en una microcentrifuga Microfuge Beckman Coulter™ a

14,000rpm durante 10 minutos. El sobrenadante que contenia el DNA fue
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transferido a un tubo eppendorf de 200ul estéril, y se guardd a -20°C hasta su

utilizacion para la reaccion por PCR (Paniagua et al., 2007).

6.3 Identificacion de Escherichia coli por PCR.

Las cepas bacterianas de Escherichia coli fueron identificadas por PCR mediante
la deteccion del marcador cromosémico rRNA (Lane et al, 1985). Los
oligonucledtidos utilizados fueron: wl-3110 (AGAGTTTGATCGTGGCTACG) y wil-
3111 (CCGTCAATTCATTTGAGTTT; Integrated DNA Technologies™). Para la
amplificacion por PCR del gen se utilizé el kit Kapa Taqg Ready Mix™ (Kapa
Biosystems™) que contenia DNA polimerasa (0.5u/pl), reaccién buffer con Mg?*
como cofactor, 0.4mM de dNTPs (deoxinucledsidos trifosfato) como sustrato. Para
la mezcla de reaccién por separado se utilizaron 10ul del kit Kapa Taq Ready
Mix™ 1ul de cada oligonucledtido (10pmol; Integrated DNA Technologies™), 5l
de agua estéril libre de nucleasas y 3ul de DNA molde para un volumen final de
20ul. La amplificacion del DNA se realizé en un termociclador marca BIO-RAD
T100® modelo CGI-96 bajo las siguientes condiciones: Desnaturalizacion inicial a
95°C por 5 minutos, 30 ciclos (Desnaturalizacion a 95°C por 30 segundos,
alineacion a 55°C por 1 minuto y extension a 72°C por 1 minuto). Finalmente la
extensién se prolongd por 5 minutos a 72°C. El tamafio de los Amplicones
(productos de la reaccion en cadena de la polimerasa) para el gen rRNA fue de
919 pb (pares de bases; Lane et al., 1985).

6.4 Deteccion de los genes irp2, tsh, cva, iss y vat por PCR multiplex.

La deteccion de estos genes en las cepas de Escherichia coli se llevé a cabo por
el método de PCR multiplex descrito por Ewers et al., 2005. Para lo cual se utilizé
el kit Kapa Tag Ready Mix™ (Kapa Biosystems™) que contenia DNA polimerasa

(0.5u/l), reaccion buffer con Mg®* como cofactor, 0.4mM de dNTPs
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(deoxinucleésidos trifosfato) como sustrato. Para la mezcla de reaccién por
separado se utilizaron 7pl del kit Kapa Taq Ready Mix™, 1yl de cada
oligonucledtido (10pmol; Integrated DNA Technologies™; Tabla 2), y 3ul de DNA
molde para un volumen final de 20ul. La amplificacion del DNA se realizé en un
termociclador marca BIO-RAD T100® modelo CGI-96 bajo las siguientes
condiciones: Desnaturalizacion inicial a 94°C por 3 minutos, 25 ciclos
(Desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos, alineacion a 58°C por 30 segundos y
extension a 68°C por 3 minutos). Finalmente la extension se prolongd por 10
minutos a 72°C. (Ewers et al., 2005).

6.5 Deteccion de los genes astA, sigA, sap y pic por PCR multiplex.

La deteccion de estos genes en las cepas de Escherichia coli se llevé a cabo por
el método de PCR multiplex descrito por Soto et al., 2009. Para lo cual se utilizé el
kit Kapa Tag Ready Mix™ (Kapa Biosystems™) que contenia DNA polimerasa
(0.5u/l), reacciéon buffer con Mg®* como cofactor, 0.4mM de dNTPs
(deoxinucleédsidos trifosfato) como sustrato. Para la mezcla de reaccién por
separado se utilizaron 9ul del kit Kapa Taq Ready Mix™, 1yl de cada
oligonucledtido (10pmol; Integrated DNA Technologies™; Tabla 2), y 3ul de DNA
molde para un volumen final de 20ul. La amplificacion del DNA se realizé en un
termociclador marca BIO-RAD T100® modelo CGI-96 bajo las siguientes
condiciones: Desnaturalizacion inicial a 94°C por 3 minutos, 30 ciclos
(Desnaturalizacién a 94°C por 30 segundos, alineacion a 55°C por 1 minuto Yy
extensién a 72°C por 1 minuto). Finalmente la extension se prolongoé por 5 minutos
a 72°C. (Soto et al., 2009).
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6.6 Deteccion del gen kpsMT en las cepas de E. coli por PCR.

La deteccion del gen capsular kpsMT en las cepas de Escherichia coli se llevo a
cabo por el método de PCR descrito por Kanamaru et al., 2003. Para lo cual se
utilizé el kit Kapa Taqg Ready Mix™ (Kapa Biosystems™) que contenia DNA
polimerasa (0.5u/pl), reaccion buffer con Mg®* como cofactor, 0.4mM de dNTPs
(deoxinucledsidos trifosfato) como sustrato. Para la mezcla de reaccién por
separado se utilizaron 10ul del kit Kapa Tag Ready Mix™, 1ul de cada
oligonucledtido (10pmol; Integrated DNA Technologies™; Tabla 2), 5ul de agua
estéril libre de nucleasas y 3ul de DNA molde para un volumen final de 20ul. La
amplificacion del DNA se realiz6 en un termociclador marca BIO-RAD T100®
modelo CGI-96 bajo las siguientes condiciones: Desnaturalizacion inicial a 94°C
por 10 minutos, 30 ciclos (Desnaturalizacion a 94°C por 1 minuto, alineacion a
60°C por 1 minuto y extension a 72°C por 1 minuto). Finalmente la extension se

prolongo por 5 minutos a 72°C. (Kanamaru et al., 2003).

6.7 Deteccion del gen usp en las cepas de E. coli por PCR.

La deteccién del gen usp que codifica para citotoxinas en las cepas de Escherichia
coli se llevé a cabo por el método de PCR descrito por Bauer et al., 2002. Para lo
cual se utilizé el kit Kapa Tag Ready Mix™ (Kapa Biosystems™) que contenia
DNA polimerasa (0.5u/pl), reacciéon buffer con Mg®" como cofactor, 0.4mM de
dNTPs (deoxinucleésidos trifosfato) como sustrato. Para la mezcla de reaccion por
separado se utilizaron 10yl del kit Kapa Taq Ready Mix™, 1yl de cada
oligonucledtido (10pmol; Integrated DNA Technologies™; Tabla 2), 5ul de agua
estéril libre de nucleasas y 3ul de DNA molde para un volumen final de 20ul. La
amplificacion del DNA se realiz6 en un termociclador marca BIO-RAD T100®
modelo CGI-96 bajo las siguientes condiciones: Desnaturalizacion inicial a 94°C

por 2 minutos, 30 ciclos (Desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos, alineacién a
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58°C por 30 segundos Yy extension a 73°C por 30 segundos). Finalmente la

extension se prolongd por 10 minutos a 73°C. (Bauer et al., 2002).

6.8 Deteccion de los genes ihay OmpT por PCR multiplex.

La deteccion de los genes iha y OmpT en las cepas de Escherichia coli se llevo a
cabo por el método de PCR multiplex descrito por Johnson & Stell, 2000. Para lo
cual se utilizé el kit Kapa Tag Ready Mix™ (Kapa Biosystems™) que contenia
DNA polimerasa (0.5u/ul), reaccion buffer con Mg?* como cofactor, 0.4mM de
dNTPs (deoxinucledésidos trifosfato) como sustrato. Para la mezcla de reaccion por
separado se utilizaron 10ul del kit Kapa Taq Ready Mix™, 1ul de cada
oligonucledtido (10pmol; Integrated DNA Technologies™; Tabla 2), 3ul de agua
estéril libre de nucleasas y 3ul de DNA molde para un volumen final de 20pl. La
amplificacion del DNA se realiz6 en un termociclador marca BIO-RAD T100®
modelo CGI-96 bajo las siguientes condiciones: Desnaturalizacion inicial a 95°C
por 12 minutos, 25 ciclos (Desnaturalizacién a 94°C por 30 segundos, alineacion a
63°C por 30 segundos Yy extension a 68°C por 30 segundos). Finalmente la
extension se prolongd por 10 minutos a 72°C. (Johnson & Stell, 2000).

6.9 Deteccion del gen sen en las cepas de E. coli por PCR.

La deteccion del gen sen que codifica para enterotoxinas en las cepas de
Escherichia coli se llevo a cabo por el método de PCR descrito por Ewers et al.,
2005. Para lo cual se utilizé el kit Kapa Taq Ready Mix™ (Kapa Biosystems™) que
contenia DNA polimerasa (0.5u/pl), reaccién buffer con Mg®* como cofactor,
0.4mM de dNTPs (deoxinucleosidos trifosfato) como sustrato. Para la mezcla de
reaccion por separado se utilizaron 10ul del kit Kapa Taq Ready Mix™, 1ul de
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Tabla 2. Oligonucleétidos que fueron utilizados para la identificacion de genes de
Escherichia coli que codifican diversos factores de virulencia.

Gen Nombre del Secuencia del primer (5°-3") Tamano del | Referencia
primer amplicén (pb)
tsh tsh-F ACTATTCTCTGAAGGAAGTC 824 (29)
tsh-R CTTCCGATGTTCTGAACGT
iha IHA-F CTGGCGGAGGCTCTGAGATCA 827 (36)
IHA-R TCCTTAAGCTCCCGCGGCTGA
Irp2 Irp2-F AAGGATTCGCTGTTACCGGAC 413 (29)
Irp2-R AACTCCTGATACAGGTGGC
KpsMT KpsMT-F CCATCGATACGATCATTGCACG 400 (41)
KpsMT-R ATTGCAAGGTAGTTCAGACTCA
pic pic-F ACTGGATCTTAAGGCTCAGGAT 500 (73)
pic-R GACTTAATGTCACTGTTCAGCG
OmpT OmpT-F ATCTAGCCGAAGAAGGAGGC 559 (36)
OmpT-R CCCGGGTCATAGTGTTCATC
sap sap-F TACCCTCCAACAACAGAGAATG 832 (73)
sap-R TACCCTCCACAACAGAGAATG
SIgA SigA-F TCCTCGGTATTATTTTATCC 110 (73)
SigA-R CGTAACCCCTGTTGTTTCCAC
usp usp-F ACATTCACGGCAAGCCAG 440 (6)
usp-R AGCGAGTTCCTGGTGAAAGC
vat vat-F TCCTGGGACATAATGGTCAG 981 (19)
vat-R GTGTCAGAACGGAATTGT
iss iss-F ATCACATAGGATTCTGCCG 309 (19)
iss-R CAGCGGAGTATAGATGCCA
cva cva-F TGGTAGAATGTGCCAGAGCAAG 1181 (29)
cva-R GAGCTGTTTGTAGCGAAGCC
astA astA-F ATGCCATCAACACAGTATAT 408 (73)
astA-R GCGAGTGACGGCTTTGTAGT
sen sen-F ATGTGCCTGCTATTATTTAT 799 (29)
sen-R CATAATAATAAGCGGTCAGC

(Adaptado de Momtaz et al., 2013).
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cada oligonucledtido (10pmol; Integrated DNA Technologies™; Tabla 2), 5ul de
agua estéril libre de nucleasas y 3ul de DNA molde para un volumen final de 20pl.
La amplificacion del DNA se realiz6 en un termociclador marca BIO-RAD T100®
modelo CGI-96 bajo las siguientes condiciones: Desnaturalizacion inicial a 94°C
por 3 minutos, 25 ciclos (Desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos, alineacion a
58°C por 30 segundos y extension a 68°C por 3 minutos). Finalmente la extension
se prolong6 por 10 minutos a 72°C. (Ewers et al., 2005).

6.10 Andlisis de los amplicones por electroforesis en geles de agarosa.

Una vez realizada la amplificacién por PCR de los multiples factores de virulencia
los amplicones (3pl) fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa al
2% tefiidos con el colorante Midori Green (0.7%; Nipon Genetics, Europe Gmph) y
Tris-Borato 1x (TBE) como buffer para conducir la corriente eléctrica y poder asi
separar los fragmentos de DNA segun su tamafio. La electroforesis se realizé bajo
las siguientes condiciones: 120volts, 94 miliamperes durante 60 minutos. Los
geles de agarosa fueron fotografiados bajo luz UV (312 nm) utilizando el sistema
de fotodocumentacién GEL LOGIC 100™ KODAK®. (Paniagua et al., 2007).

6.11 Analisis estadistico.

Para el andlisis de los datos se utilizé una X? (Bondad de ajuste) para encontrar
diferencias significativas entre los diferentes patrones de asociacién de los genes
que codifican factores de virulencia de las cepas clinicas de E. coli aisladas de
pacientes con infecciones en las vias urinarias. La significancia estadistica fue

considerando un P value < 0.05.

30



7. RESULTADOS

7.1 Pacientes analizados.

A partir de los 194 pacientes con sintomatologia de infeccion en vias urinarias que
acudieron a la Clinica oficial N. 64 del IMSS, Unidad Tequesquinahuac y a la
clinica oficial N. 72 del IMSS, Unidad Tlalnepantla y que resultaron positivas para
Escherichia coli, se encontré que el 80.9% (n=157) de los pacientes correspondi6

al sexo femenino y el 19.1% (n=37) correspondio al sexo masculino (Figura 3).

# Hombre
u Mujer

Figura 3. Distribucion de pacientes analizados por sexo.

7.2 Edad de los pacientes analizados.

La distribucion de los pacientes segun el rango de edad se observa en la figura 4.
El rango de edad mas abundante fue el de 41 a 60 afios (n=19), seguidos por los
rangos de 61 a 86 afios (n=11) y de 21 a 40 afios (n=5). En el 82% (n=159) de los
pacientes analizados no se pudo determinar la edad.
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Figura 4. Distribucion de pacientes analizados por rango de edades.

7.3 Diagnéstico de los pacientes analizados.

A continuacion se presentan los diagnosticos de los 194 pacientes analizados. El
diagndéstico mas frecuente fue infecciones en las vias urinarias bajas (UTIs) con el
95.3% (n=185), seguido de pielonefritis, urosepsis e infeccién vaginal con el 1%
(n=2) para cada caso, por otro lado lupus eritematoso, cervicovaginitis y litiasis

renal prevalecieron con el 0.5% (n=1) para cada caso (Tabla 3).

Tabla 3. Porcentaje de los diagndsticos de los pacientes analizados

Diagndstico Numero %(N=194)
Infeccidn en vias urinarias 185 95.3
Pielonefritis 2 1
Urosepsis 2 1
Infeccion vaginal 2 1
Lupus eritematoso 1 0.5
Cervicovaginitis 1 0.5
Litiasis renal 1 0.5
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7.4 ldentificacion de E. coli por PCR de punto final.

Las 194 cepas de Escherichia coli se identificaron molecularmente por la

presencia del gen 16SrRNA (Fotografia 1).

Fotografia 1. Identificacion de las cepas de E. coli mediante la deteccién del gen rRNA
por PCR. Carriles 1 a 3, 4y 5, gen rRNA (919 pb, Amplicén) en cepas clinicas de E. coli;
MWM, Marcador de peso molecular (100 pb); Carril 6, control positivo (Obtenida del
cepario del Lab. CUSI); Carril 7, control negativo (Mezcla de reaccién sin DNA molde).

7.5 ldentificacion de los genes de virulencia en las cepas de E. coli por
PCR de punto final.

De los 14 genes identificados en las 194 cepas de E. coli el gen con mayor
prevalencia fue el gen KpsMT con el 91.7% (n=178; Fotografia 5), seguido por los
genes usp con el 87.1% (n=169; Fotografia 11), irp2 con el 79.3% (n=154;
Fotografia 4), iha con el 64.9% (n=126; Fotografia 3), astA con el 33.5% (n=65;
Fotografia 14), OmpT con el 10.3% (n=20; Fotografia 7); Los siguientes genes
presentaron una prevalencia menor a 10%: vat con el 5.6% (n=11; Fotografia 12),
tsh con el 5.1% (n=10; Fotografia 2), iss y cva con el 4.6% (n=9; Fotografias 10 y
13 respectivamente), sigA con el 4.1% (n=8; Fotografia 9), pic con el 2.5% (n=5;
Fotografia 6), sap con el 1.5% (n=3; Fotografia 8), mientras que el gen sen no se

identifico en ninguna de las 194 cepas de E. coli (Tabla 4).
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Tabla 4. Porcentaje de los diferentes genes de virulencia en las cepas clinicas de E. coli

Gen N. de cepas Porcentaje
tsh 10 5.1
iha 126 64.9
irp2 154 79.3
KpsMT 178 91.7
pic 5 2.5
OmpT 20 10.3
sap 3 15
SigA 8 4.1
usp 169 87.1
vat 11 5.6
iss 9 4.6
cva 9 4.6
astA 65 33.5
sen 0 0

MWM >

Fotografia 2. Deteccion por PCR multiplex del gen de Adhesion tsh (824 pb, Amplicén) en
cepas de E. coli Uropatégenas. Carriles 2 a 4, gen tsh (Amplicon); MWM, Marcador de
peso molecular (100 pb); Carril 1, control positivo (Obtenida del cepario del Lab. CUSI);

Carril 5, control negativo (Mezcla de reaccién sin DNA molde).
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Fotografia 3. Deteccién por PCR multiplex del gen de Adhesién iha (827 pb, Amplicon) en
cepas de E. coli Uropatégenas. Carriles 2 y 3 a 7, gen iha (Amplicén), MWM, Marcador
de peso molecular (100 pb); Carril 1, control positivo (Obtenida del cepario del Lab. CUSI);
Carril 8, control negativo (Mezcla de reacciéon sin DNA molde).

Fotografia 4. Deteccién por PCR multiplex del gen con sistema de adquisicion de hierro
irp2 (413 pb, Amplicén) en cepas de E. coli Uropatdgenas. Carriles2a4y5 a8, genirp2
(Amplicén); MWM, Marcador de peso molecular (100 pb); Carril 1, control positivo
(Obtenida del cepario del Lab. CUSI); Carril 9, control negativo (Mezcla de reaccioén sin
DNA molde).
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Fotografia 5. Deteccién por PCR convencional del gen de evasion de respuesta inmune
KpsMT (400 pb, Amplicon) en cepas de E. coli Uropatdgenas. Carriles 2 y 3 a 7, gen
KpsMT (Amplicén);, MWM, Marcador de peso molecular (100 pb); Carril 1, control positivo
(Obtenida del cepario del Lab. CUSI); Carril 8, control negativo (Mezcla de reaccion sin
DNA molde).

Fotografia 6. Deteccion por PCR multiplex del gen de evasion de respuesta inmune pic
(500 pb, Amplicén) en cepas de E. coli Uropatdgenas. Carriles 2 a 4, gen pic (Amplicén);
MWM, Marcador de peso molecular (100 pb); Carril 1, control positivo (Obtenida del

cepario del Lab. CUSI); Carril 5, control negativo (Mezcla de reaccién sin DNA molde).
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Fotografia 7. Deteccién por PCR multiplex del gen de evasion de respuesta inmune
OmpT (559 pb, Amplicén) en cepas de E. coli Uropatdgenas. Carriles 2y 3 a9, gen OmpT
(Amplicén); MWM, Marcador de peso molecular (100 pb); Carril 1, control positivo
(Obtenida del cepario del Lab. CUSI); Carril 10, control negativo (Mezcla de reaccién sin
DNA molde).

Fotografia 8. Deteccién por PCR multiplex del gen de evasién de respuesta inmune sap
(832 pb, Amplicon) en cepas de E. coli Uropatégenas. Carriles 1 a 5, gen sap (Amplicon);
MWM, Marcador de peso molecular (100 pb); Carril 7, control positivo (Obtenida del

cepario del Lab. CUSI); Carril 6, control negativo (Mezcla de reaccién sin DNA molde).
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Fotografia 9. Deteccidén por PCR multiplex del gen de evasion de respuesta inmune sigA
(408 pb, Amplicén) en cepas de E. coli Uropatdgenas. Carriles 2a 4y 5 a 8, gen sigA
(Amplicon); MWM, Marcador de peso molecular (100 pb); Carril 1, control positivo
(Obtenida del cepario del Lab. CUSI); Carril 9, control negativo (Mezcla de reaccién sin
DNA molde).

Fotografia 10. Deteccién por PCR multiplex del gen de evasion de respuesta inmune iss
(309 pb, Amplicon) en cepas de E. coli Uropatdgenas. Carriles 2 a4y 5 a 8, gen iss
(Amplicon); MWM, Marcador de peso molecular (100 pb); Carril 1, control positivo
(Obtenida del cepario del Lab. CUSI); Carril 9, control negativo (Mezcla de reaccién sin
DNA molde).
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Fotografia 11. Deteccién por PCR convencional del gen con actividad toxica usp (440 pb,
Amplicén) en cepas de E. coli Uropatdgenas. Carriles 2 a 6, gen usp (Amplicon); MWM,
Marcador de peso molecular (100 pb); Carril 8, control positivo (Obtenida del cepario del

Lab. CUSI); Carril 1, control negativo (Mezcla de reaccion sin DNA molde).

Fotografia 12. Deteccién por PCR multiplex del gen con actividad téxica vat (981 pb,
Amplicén) en cepas de E. coli Uropatégenas. Carriles 2 a 4, gen vat (Amplicon); MWM,
Marcador de peso molecular (100 pb); Carril 1, control positivo (Obtenida del cepario del

Lab. CUSI); Carril 5, control negativo (Mezcla de reaccién sin DNA molde).
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Fotografia 13. Deteccion por PCR multiplex del gen con actividad téxica cva (1181 pb,
Amplicén) en cepas de E. coli Uropatégenas. Carriles 5 a 7, gen cva (Amplicén), MWM,
Marcador de peso molecular (100 pb); Carril 8, control positivo (Obtenida del cepario del

Lab. CUSI); Carril 9, control negativo (Mezcla de reacciéon sin DNA molde).

Fotografia 14. Deteccién por PCR multiplex del gen con actividad enterotdxica astA (110
pb, Amplicn) en cepas de E. coli Uropatégenas. Carriles 2a 4y 5 a 8, gen astA
(Amplicon); MWM, Marcador de peso molecular (100 pb); Carril 1, control positivo
(Obtenida del cepario del Lab. CUSI); Carril 9, control negativo (Mezcla de reaccion sin
DNA molde).
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Figura 5. Prevalencia de genes de virulencia en las cepas de E. coli.

7.6 Patrones de asociacion de los genes de virulencia en las cepas E. coli.

Se encontraron 50 patrones distintos de los genes de E. coli, dentro de los cuales
el patron N. 1 (KosMT/usp/ irp2/ iha) se detectd en 45 cepas con una prevalencia
de 23.19%, el patron N. 2 (KpsMT/usp/ irp2/ iha/ astA) fue encontrado en 22 cepas
con una prevalencia de 11.34%, el patrén N. 3 (KosMT/ usp/ irp2) se reporté en 17
cepas con una prevalencia de 8.76%, el patron N. 4 (KosMT/usp/ irp2/ astA) se
detect6 en 13 cepas con una prevalencia de 6.70%; por otro lado, en 8 cepas
(4.12%) no se encontré ningun patron de asociacion; Los patrones 6-50 fueron
representados por menos de 10 cepas con una prevalencia que va del 3% al
0.51% (Tabla 5).
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Tabla 5. Patrones de asociacion de los diferentes genes de virulencia en las cepas

clinicas de E. coli

Patrén

e el
STREBoo~v~ourwnR

UORADAADNDARNDDNWWWWWWWWWWNNNNNNNNNNREERRRR R
COONODODTBROMNROOONDIRAWONROOONOARWNREOOO®NO®U A

Genes

KpsMT, usp, irp2, iha

KpsMT, usp, irp2, iha, astA
KpsMT, usp, irp2

KpsMT, usp, irp2, astA

Sin patrén de asociacion (1 gen)
KpsMT, usp, irp2, iha, tsh
KpsMT, usp

KpsMT, usp, astA

KpsMT, usp, iha

KpsMT, usp, irp2, iha, SigA
KpsMT, usp, iha

KpsMT, usp, irp2, iha, vat
KpsMT, usp, irp2, iha, astA, vat
KpsMT, iha, irp2

KpsMT, usp, irp2, iha, cva

irp2, astA

KpsMT, irp2

KpsMT, irp2, astA

usp, irp2,astA

KpsMT, astA, tsh

KpsMT, irp2, iha, OmpT
KpsMT, irp2, OmpT, iss
KpsMT, usp, irp2, iha, tsh
KpsMT, usp, irp2, iha, sap
KpsMT, usp, irp2, iha, astA, OmpT
usp, irp2

astA, tsh

KpsMT, astA

usp, astA

irp2, astA, OmpT

KpsMT, irp2, OmpT

usp, irp2, iha

usp, OmpT, iss

KpsMT, iha, OmpT

KpsMT, irp2, iha, tsh

KpsMT, usp, irp2, sigA

KpsMT, usp, vat, iss

KpsMT, usp, cva, iss

KpsMT, usp, irp2, OmpT, pic
KpsMT, irp2, iha, astA, OmpT
KpsMT, usp, irp2, iha, pic
KpsMT, usp, irp2, astA, tsh
KpsMT, usp, astA, OmpT, pic
KpsMT, usp, irp2, cva, iss
KpsMT, usp, irp2, iha, astA, tsh
KpsMT, usp, irp2, iha, tsh, sigA
KpsMT, usp, irp2, iha, vat, iss
KpsMT, irp2, iha, tsh, cva, iss
KpsMT, usp, irp2, iha, OmpT, cva, sap
KpsMT, usp, irp2, iha, OmpT, vat, cva, pic

NUmero de

cepas
45
22
17
13

PP RPPRPPRPRPRPPRPRPRPPRPPRPRPRPPRPRPEPRPRPEPRPRNNNNNNNNNNWOWWORNDNDNOQOC OO0 0

Porcentaje

23.19
11.34
8.76
6.70
412
3.09
2.57
2.57
2.57
2.57
2.06
2.06
2.06
1.54
1.54
1.03
1.03
1.03
1.03
1.03
1.03
1.03
1.03
1.03
1.03
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
0.51
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7.7 Andlisis Estadistico

Los datos fueron analizados por la prueba de ajuste de bondad X?; De acuerdo a
los resultados se encontraron diferencias significativas entre los diferentes
patrones de asociacion de los genes que codifican factores de virulencia de las
cepas clinicas de E. coli aisladas de pacientes con infecciones en las vias

urinarias, el nivel de confianza utilizado fue del 95% con un P value < 0.05.
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8. DISCUSION

8.1 Pacientes estudiados.

Para el desarrollo de este estudio se analizaron las muestras de orina de 194
pacientes con sintomatologia de infeccion en vias urinarias (157 mujeres y 37
hombres; Figura 3) que acudieron a la Clinica oficial N. 64 del IMSS, Unidad

Tequesquinahuac y a la clinica oficial N. 72 del IMSS, Unidad Tlalnepantla.

Las infecciones del tracto urinario constituyen una de las enfermedades
infecciosas mas comunes a nivel mundial. Las UTIs afectan principalmente a las
mujeres, debido a que en las mujeres la distancia desde el colon a la abertura
uretral es mucho mas corta que en los hombres. En los hombres, las UTls tienen
una incidencia mucho menor; Esto coincide con los resultados obtenidos en el
presente trabajo, en donde se presentd una mayor prevalencia de las UTIs en
mujeres (81%; n=157) con respecto a los hombres (19%, n=37; Figura 3). La
incidencia de UTIs varia fundamentalmente con la edad y sexo del paciente. Las
mujeres menores de 10 afios y las de 18 a 40 afios (con vida sexual activa) son
las que mas frecuentemente adquieren estas infecciones, ademas,
aproximadamente la mitad de todas las mujeres han tenido una UTI antes de
alcanzar sus 30 afios de edad (Calderdn-Jaimes et al., 2013). Casi el 26% de las
mujeres con UTIs tendran al menos una recurrencia dentro de los primeros seis
meses de la UTI inicial y entre 5 y 10% tendran mudltiples recurrencias. E. coli
Uropatdgena (UPEC) es la bacteria implicada con mayor frecuencia en estas
infecciones, siendo el agente responsable de la infeccion en un 70-95% de todos
los casos no complicados y de 30% en infecciones nosocomiales (Calderon-
Jaimes et al., 2013).

E. coli Uropatdgena es responsable de una elevada frecuencia en las infecciones
en vias urinarias en todo el mundo, y dependiendo de la virulencia puede
desencadenar en cistitis y/o pielonefritis, en cuyo caso el tratamiento medico debe
ser oportuno y adecuado para evitar complicaciones durante la enfermedad o

evitar la muerte del paciente (Eiros-Bouza et al., 2007). La virulencia de las cepas

44



UPEC se debe en gran medida a la expresion de factores de virulencia especificos
que le confieren a la bacteria una creciente capacidad de adaptacion a nuevos
nichos y permite causar un largo espectro de enfermedades (Kaper et al., 2004).

8.2 Identificacion de E coli en los urocultivos de los pacientes con
infecciones en vias urinarias.

En este estudio las 194 cepas de E. coli estudiadas fueron sometidas a las
pruebas bioquimicas de indol, reaccion negativa para el citrato de Simmons, y
fermentacion de glucosa, lactosa y D-manitol, como lo describe Scheutz et al.,
(2005). Adicionalmente todas las cepas fueron identificadas para la especie de E.
coli mediante la amplificacién por PCR convencional del gen 16S rRNA (Fotografia
1), de acuerdo a lo descrito por Janda et al., (2007); donde describen que la
amplificacion del gen 16S rRNA es una poderosa herramienta de la biologia
molecular para la identificacion de cultivos bacterianos. Se ha descrito que entre
los métodos de biologia molecular mas precisos para identificar microorganismos

se encuentra la amplificacion del gen 16S rRNA (Lane et al., 1985).

La elevada frecuencia de E. coli responsable de infecciones en las vias urinarias
en este estudio, corrobora lo propuesto por Momtaz et al., (2013) quienes
describieron que las UTls son una de las infecciones mas frecuentes causadas por
E. coli en todo el mundo. Las UTls constituyen una de las causas mas frecuentes
de enfermedades infecciosas encontradas en la practica médica y se caracterizan
por alta tasa de incidencia y morbilidad en la poblacién pediatrica y adulta en
diferentes regiones del mundo (Hooton, 2003). En general la mayoria de estas
infecciones son causadas por microorganismos presentes en la flora intestinal. El
93% de los casos son producidos por bacilos gramnegativos, entre los que
destaca E. coli (Goldraich & Manfroi, 2002).

En dependencia de la localizacién en el sistema genitourinario, de la capacidad de
virulencia de los microorganismos antes mencionados y de factores

predisponentes como edad y sexo, se determinan diferentes formas clinicas de
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presentacion, entre las que se pueden mencionar las mas severas como o son

pielonefritis y cistitis (Kenndy, 1996).

En el boletin Epidemioldgico de la Secretaria de Salud se report6é en el afio 2007
un total de 3,076,468 casos de infecciones del tracto urinario, de los cuales 2,
294,451 (74.5%) fueron en mujeres y 749,755 (23%) se presentaron en hombres.
Las infecciones urinarias ocurren tanto en hombres como en mujeres, sSin
embargo, las mujeres son las més afectadas ya que la uretra es mas corta que la
de los hombres, es decir, la uretra masculina es tres veces mas grande que la
femenina, ademas los microrganismos provenientes de la vagina o del recto
adyacente colonizan la uretra con facilidad lo cual aumenta el riesgo de contraer
una infeccion (Schmiemann et al., 2010), lo cual coincide nuevamente con

resultados descritos en este trabajo (Figura 3).

8.3 Identificacion de diversos marcadores de virulencia en cepas UPEC.

Las bacterias (incluyendo las cepas UPEC) poseen mecanismos de patogenicidad
especificos que emergen al superar las defensas de un hospedero (Sanchez,
2011). La adherencia a las células uroteliales es el primer paso para establecerse
una infeccién, tal como se reportd en el presente trabajo con la prevalencia de los
genes jha y tsh que codifican para adhesinas; seguido de la invasion y
multiplicacion bacteriana dentro de las células del hospedero, es decir, la
presencia de toxinas para invadir dichas células y sistemas de adquisicién de
hierro para la multiplicacion bacteriana (Justice et al., 2004); En este trabajo se
reportd la prevalencia de 4 genes que codifican para citotoxinas: usp, vat, iss y
cva; Ademas del gen astA que codifica para una enterotoxina y que estan
directamente relacionados con la invasion celular, ademéas del gen irp2 que
codifica para proteinas involucradas en la nutricion y multiplicacion de UPEC. La
supresion de la respuesta inmune es otra estrategia de E. coli para evadir los
mecanismos de defensa; Tal como se reporta en este trabajo con la prevalencia
de 5 genes que codifican proteinas involucradas en la evasion de la respuesta

inmune: KpsMT, pic, ompT, sap y SigA.
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8.3.1 Adhesinas.

La adherencia entre la bacteria y la superficie del tejido del hospedero se logra
mediante moléculas de superficie del patégeno denominadas adhesinas o
ligandos que se unen especificamente a receptores complementarios de ciertos
tejidos del hospedero (Meylan et al., 2006); Puede ser mediada por adhesinas
fimbriales pero ademas también por adhesinas afimbriales (Welch et al., 2002).
Las adhesinas son por lo general lectinas. Pueden estar ubicadas en el glucocalix,
0 en otras estructuras de superficie microbiana (Pili, fimbrias, flagelos). Se llaman
fimbriales por su estructura. Las adhesinas que no estan en fimbrias son
denominadas adhesinas afimbriales como las proteinas de membrana externa en
UPEC (Wurpel et al., 2013).

8.3.1.1 Gen tsh (temperature-sensitive hemagglutinin).

En el presente trabajo el gen tsh que codifica adhesinas afimbriales se encontro
en el 5.1% (n=10; Tabla 4; Figura 5; Fotografia 2) de las cepas UPEC; Este
porcentaje concuerda con lo descrito por Ewers et al., (2007), en donde el gen tsh
fue identificado en el 4.5% (n=3) de un total de 66 cepas UPEC; Por otro lado la
prevalencia del gen tsh obtenida en el presente trabajo es mucho menor a la
obtenida por Heimer et al., (2004) que reporté una prevalencia de 63% (n=55) de
un total de 87 cepas clinicas de pacientes con cistitis y/o pielonefritis en un
hospital de Baltimore, USA; En otro trabajo se reportd una prevalencia de 31%
(n=31) del homdlogo de tsh (hbp) de cepas de E. coli aisladas de pacientes con
infecciones en las vias urinarias en un hospital de Amsterdam, Holanda (Otto et
al., 1998). En los trabajos realizados por Karimian et al., (2012) y Momtaz et al.,
(2013), contrario a lo reportado en el presente trabajo, reportaron una prevalencia
del 0% para el gen tsh de un total de 123 cepas UPEC de un hospital de Tehran,
Iran; La diferencia entre los resultados se debe posiblemente a que la distribucién
geografica es un factor determinante que condiciona la prevalencia de los

diferentes factores de virulencia en cepas UPEC.

47



8.3.1.2 Gen iha (non hemagglutinating adhesin).

El gen iha se encontré en el 64.9% (n=126; Tabla 4; Figura 5; Fotografia 3) de las
cepas UPEC analizadas; Porcentaje similar reporté Johnson (B) et al., (2000), con
un 55% (n=37) de prevalencia del gen iha de un total de 67 cepas clinicas de
pacientes con urosepsis de un hospital de Seattle, USA; El resultado del presente
trabajo, ademas, es similar a lo reportado por Abe et al., (2008) que reportan para
el gen iha una frecuencia del 40.4% (n=91) de un total de 225 cepas UPEC de un
hospital de Sao Paulo, Brazil. ElI porcentaje obtenido en este trabajo (64.9%;
n=126) es mayor al reportado por Bauer et al.,, (2002) y Momtaz et al., (2013),
quienes reportan una prevalencia de 34.1% (n=133) de un total de 508 cepas
UPEC vy 17.8% (n=22) de un total de 123 cepas UPEC de hospitales de Michigan,
USA y Tehran, Iran respectivamente. La importancia del gen iha en cepas UPEC
durante la fase temprana de las infecciones en vias urinarias ha sido

recientemente descrita (Léveillé et al., 2006).

8.3.2 Sistemas de adquisicion de hierro.

El hierro es un factor importante para el crecimiento de la mayoria de las
bacterias. Sin embargo, la concentracion de hierro libre en el cuerpo es
relativamente baja, porque la mayor parte del hierro estd unido a proteinas
transportadoras (transferrinas). Con el fin de obtener hierro libre, UPEC secretan
proteinas denominadas sideréforos, los cuales son compuestos que quelan hierro
con alta afinidad. Cuando la bacteria necesita hierro para nutrirse y poder
multiplicarse libera sideréforos al medio que se unen al hierro de las proteinas
transportadoras; Una vez formado el complejo hierro-sideréforo es captado por
receptores en la superficie bacteriana; Consecuentemente el hierro es
internalizado e incorporado a la bacteria. Como alternativa a la adquisicion de
hierro mediante los sider6foros algunas bacterias tienen receptores que se unen
directamente con las proteinas transportadoras de hierro y hemoglobinas.
Ademas, algunas bacterias producen toxinas cuando captan concentraciones

bajas de hierro; Las toxinas causan muerte en las células vecinas del hospedero y
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liberan hierro, que entonces queda disponible para las bacterias (Lambris et al.,
2008; Zipfel et al., 2007). La adquisicion de hierro de E. coli en el tracto urinario es
una necesidad vital mediada por una fuerte regulacion de genes que codifican

para sistemas de adquisicion de hierro durante las UTls (Hagan et al., 2010).

8.3.2.1 Gen irp2 (iron-repressible protein).

La frecuencia para irp2 en las cepas UPEC analizadas fue de 79.3% (n=154,
Tabla 4; Figura 5; Fotografia 4); Ewers et al., (2007) realizaron un estudio con 65
cepas UPEC aisladas de pacientes en un hospital de Alemania donde reportaron
la prevalencia de un 81% (n=53) para este gen; Similar resultado obtuvieron Abe
et al., (2008) que realizaron un estudio en Sao Paulo, Brazil donde reportaron una
prevalencia del 68.9% (n=155) del gen irp2 de un total de 225 cepas UPEC;
Ademas, En un hospital publico de China se llevé a cabo un trabajo donde
reportaron la prevalencia de este gen en un 87% (n=34) de un total de 39 cepas
aisladas de pacientes UTIs (Luo et al., 2012). La frecuencia obtenida en el
presente trabajo (79.3%; n=154; Tabla 4; Fig. 4; Fotografia 4) es mayor a lo
descrito por Maluta et al., (2014) y Momtaz et al., (2013) para el gen irp2, quienes
reportaron una prevalencia de 52.8% (n=28) de un total de 53 cepas UPEC y
11.4% (n=14) de un total de 123 cepas UPEC de hospitales de Campinas, Brazil y
Tehran, Iran respectivamente. Los sistemas de adquisicion de hierro de las cepas
UPEC son de suma importancia para persistir en el tracto urinario; La elevada
presencia de genes que codifican para este tipo de sistemas en cepas UPEC
comparadas con cepas causantes de infecciones esporadicas es notable (Ejrnaes
etal., 2011).

8.3.3 Evasibén de larespuestainmune.

Aunque la mayoria de las bacterias pueden causar dafio directo en la superficie de
los tejidos, la mayoria debe invadirlos y penetrar en las células, actividad que
guedaria limitada sin un proceso eficiente de evasion de la respuesta inmune,

proceso realizado por multiples factores de virulencia (Finlay & McFadden, 2006);
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Entre ellos se encuentran: La capsula; Que es una red de polimeros que cubre la
superficie de la bacteria la cual protege a la bacteria de la respuesta inflamatoria
del hospedero, esto es, activacion del complemento y muerte mediada por
fagocitosis; Con la capsula es menos probable que la bacteria pueda ser
opsonizada por C3b y evitar la fagocitosis (Murray et al., 2009); Resistencia en
suero es otro mecanismo para evadir el sistema inmune del hospedero. E. coli es
rapidamente opsonizada en suero por los sistemas del complemento, la bacteria
es reconocida y fagocitada, sin embargo, con los genotipos involucrados en la

evasion del sistema inmune este proceso no se lleva a cabo (Phan et al., 2013).

8.3.3.1 Gen kpsMT Il (K-antigen).

La prevalencia obtenida para el gen KpsMT Il fue del 91.7% (n=178; Tabla 4;
Figura 5; Fotografia 5); Este porcentaje es mayor al reportado por mdultiples
trabajos: Abe et al., (2008) reportaron una prevalencia de 51.5% (n=116)de un
total de 225 cepas UPEC de un hospital de Sao Paulo, Brazil; Por otro lado
Johnson & Stell, (2000) reportaron una prevalencia del 63% (n=47) de un total de
75 cepas de pacientes con urosepsis realizado en Seattle, USA; Resultados
menores son los reportados por Agarwal et al., (2013) y Momtaz et al., (2013)
quienes reportaron frecuencias de 42% (n=72) de un total de 172 cepas de
pacientes con cistitis y 4% (n=5) de un total de 123 cepas UPEC de hospitales de
la India e Irdn respectivamente; Ademas, en un trabajo realizado en Korea
reportaron la prevalencia de 61.6% (n=85) y 26.8% (n=37) para el gen KpsMT Il de
dos grupos de diferentes regiones del pais (138 cepas UPEC para cada grupo; Ui-
Yoon Choi et al., 2012); Con estos resultados se puede inferir que la ubicacién
geografica es un determinante muy importante en la distribucion de los factores de
virulencia que presentan las cepas de E. coli Uropatogenas.
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8.3.3.2 Gen pic (protein involved in the intestinal colonization).

En el presente trabajo el gen pic que esta involucrado en la evasion de la
respuesta inmune y que junto con los genes sap y sigA conforman una region
genética denominada islas de patogenicidad (PAI) se encontr6é en el 2.5% (n=5;
Tabla 4; Figura 5; Fotografia 6) de las cepas UPEC; Este porcentaje es menor a lo
descrito por diversos autores: Abe et al., (2008) y Momtaz et al., (2013) reportaron
la prevalencia del gen pic en un 13.8% (n=31) de un total de 225 cepas UPEC y
13% (n=16) de un total de 123 cepas UPEC de hospitales de Sao Paulo, Brazil y
Tehran, Iran respectivamente; Ewers et al., (2007) reportaron una frecuencia de
32% (n=21) de un total de 65 cepas UPEC obtenidas de diversos hospitales en
Alemania; Ademas, en un trabajo realizado en Baltimore, USA se report6 la
prevalencia en un 31% (n=21) de un total de 67 cepas clinicas de pacientes con
cistitis y/o pielonefritis (Heimer et al., 2004); Por otro lado, Soto et al., (2009)
reportaron la presencia de una PAI en cepas UPEC de un hospital de Barcelona,
Espafia; Esto es importante ya que el gen pic forma parte de los elementos
genéticos moviles involucrados en las Islas de Patogenicidad (PAIs) y que
posiblemente estan relacionadas con UTIs y patologias mas severas como cistitis

y/o pielonefritis.

8.3.3.3 Gen OmpT (the outer membrane protease T).

El gen OmpT se encontré en el 10.3% (n=20; Tabla 4; Figura 5; Fotografia 7) de
las cepas UPEC analizadas; resultados similares son los descritos por Momtaz et
al., (2013) y Van et al., (2008) quienes reportaron una prevalencia de 4.8% (n=6)
de un total de 123 cepas UPEC y 10% (n=18) de un total de 180 cepas EXPEC de
un hospital de Tehran, Irdn y de Mariscos de Vietnam respectivamente; El
resultado reportado en el presente trabajo (10.3%; n=20) es menor a lo reportado
por diversos autores: En un trabajo realizado en Alemania reportaron la
prevalencia para el gen OmpT con un 92% (n=60) de un total de 65 cepas UPEC
(Ewers et al., 2007); Similar resultado es el reportado por Kanamaru et al., 2003

quienes reportaron una frecuencia del 90% (n=339) de un total de 377 cepas de
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pacientes UTIs de diversos hospitales de la region de Osaka, Japén; La baja
prevalencia obtenida en el presente trabajo (10.3%; n=20) posiblemente se deba a
la alta prevalencia de gen KpsMT [l (91.7%; n=178) debido a que al parecer la
prevalencia de uno disminuye consecuentemente la prevalencia del otro, la
funcion que desempefian estos genes al expresarse es similar y esto

probablemente determine la alta prevalencia de uno u otro en las cepas UPEC.

8.3.3.4 Gen sap (sensitive to antimicrobial peptide).

El gen sap que junto con los genes pic y sigA conforman una region genética
denominada islas de patogenicidad (PAIl) se encontré en el 1.5% (n=3; Tabla 4;
Figura 5; Fotografia 8) de las cepas UPEC; Momtaz et al., (2013) reportaron una
prevalencia mayor para el gen sap de 26% (n=32) de un total de 123 cepas UPEC
de un hospital de Tehran, Irdn; Por otro lado Farzaneh et al., (2014) y Sabaté et
al., (2006) reportaron para PAI frecuencias de 54% (n=81) de un total de 150
cepas aisladas de pacientes con cistitis y/o pielonefritis y 93% (n=93) de un total
de 100 cepas UPEC de hospitales de Kashan, Irdn y Barcelona, Espafia
respectivamente; Soto et al.,, 2009 reportaron la presencia de una PAI en cepas
UPEC de un hospital de Barcelona, Espafia; El gen sap posiblemente esta

relacionado con patologias mas severas como cistitis y/o pielonefritis.

8.3.3.5 Gen SigA (factor sigma A).

En el presente trabajo el gen sigA que esta involucrado en la evasion de la
respuesta inmune y que junto con los genes sap y pic conforman una regién
genética denominada islas de patogenicidad (PAIl) se encontré en el 4.1% (n=8;
Tabla 4; Figura 5; Fotografia 9) de las cepas UPEC; Momtaz et al., (2013)
reportaron una prevalencia mayor para el gen sigA de 21.2% (n=26) de un total de
123 cepas UPEC de un hospital de Tehran, Irdn; Mientras que Soto et al., (2009)
reportaron la presencia de una PAIl en cepas UPEC de un hospital de Barcelona,
Espafia; sigA forma parte de los elementos genéticos moviles involucrados en las

Islas de Patogenicidad (PAIs) y que de acuerdo a las prevalencias obtenidas para
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estos genes en el presente trabajo (4.1% n=8, 1.5% n=3 y 2.5% n=5) se puede
inferir que la regidbn PAI se encuentra minimamente en las cepas UPEC

mexicanas.

8.3.3.6 Gen iss (increased serum survival protein).

La frecuencia para iss en las cepas UPEC analizadas fue de 4.6% (n=9; Tabla 4,
Figura 5; Fotografia 10); Resultados similares son los reportados por Momtaz et
al., (2013) y Van et al., (2008) quienes reportaron frecuencias de 8.1% (n=10) de
un total de 123 cepas UPEC y 5% (n=9) de un total de 180 cepas EXPEC de un
hospital de Tehran, Iran y de Mariscos de Vietnam respectivamente; Ewers et al.,
(2007) y Maluta et al., (2014) reportaron prevalencias mayores a las reportadas en
el presente trabajo, 25% (n=16) de un total de 65 cepas UPEC obtenidas de
diversos hospitales en Alemania y 30% (n=16) de un total de 53 cepas UPEC de
hospitales de Campinas, Brazil respectivamente; En un trabajo realizado en Beijin,
China se describio la prevalencia para el gen iss de un 13% (n=5) de un total de
39 cepas de pacientes con infecciones en las vias urinarias (Luo et al., 2012). La
mayoria de los factores de virulencia que generan la supervivencia en suero
(Incluyendo iss) estan relacionados con la biosintesis de LPS (lipopolisacaridos;
Phan et al., 2013), la supervivencia en suero esta asociada a ciertos antigenos-O

frecuentemente encontrados en las cepas UPEC (Jacobson et al., 1992).

8.3.4 Toxinas.

Las toxinas contribuyen a que UPEC pueda esparcirse dentro de los tejidos
después de irrumpir en las células; Para obtener acceso a los nutrientes dentro de
las células del hospedero o para destruir las células efectoras del sistema inmune
y asi evadir su potencial actividad bactericida. La actividad téxica sin embargo,
resulta en una fuerte reaccion inflamatoria provocando generalmente necrosis de

células tisulares (Luthje & Brauner, 2014).

Todos los genotipos que codifican para toxinas estan extensamente distribuidos y

son preferentemente encontrados entre las cepas UPEC (Parham et al., 2005),
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ademas la presencia de marcadores de Vvirulencia especificos han sido
identificados como un fuerte parametro para una elevada virulencia en cepas
UPEC (Spurbeck et al., 2012). La mayoria de las toxinas son expresadas durante
las UTIs en modelos animales, pero aun no ha sido demostrado

contundentemente en humanos (Guyer et al., 2000).

8.3.4.1 Gen usp (uropathogenic specific protein).

En el presente trabajo el gen usp que codifica para una citotoxina se encontré en
el 87.1% (n=169; Tabla 4; Figura 5; Fotografia 11) de las cepas UPEC; Este
porcentaje es similar a lo reportado por Kanamaru et al., (2003) y Ejrnaes et al.,
(2011) quienes reportaron frecuencias de 84.9% (n=320) de un total de 377 cepas
de pacientes con infecciones en las vias urinarias y 98% (n=152) de un total de
155 cepas de pacientes UTIs de un hospital de Osaka, Jap6n y de un hospital de
Suecia respectivamente; Por el contrario, en un trabajo realizado en Tehran, Iran
reportaron una prevalencia de tan solo 1.6% (n=2) para el gen usp de un total de
123 cepas UPEC (Momtaz et al., 2013). Yamamoto et al., (2001) realizaron un
estudio en Japon con 194 cepas de pacientes con cistitis, 76 cepas de pacientes
con pielonefritis y 107 cepas de pacientes con prostatitis, todas de cepas UPEC de
mujeres con catéteres; Obtuvieron prevalencias de 79.4% (n=154), 93.4% (n=71) y
88% (n=94) respectivamente. El gen usp es especifico de las cepas UPEC que
estan estrechamente relacionadas con las UTIs durante la fase tardia de la
infeccion, por lo que la alta prevalencia reportada en este trabajo coincide con la

mayoria de los resultados reportados en trabajos previos.

8.3.4.2 Gen vat (vacuolating autotransporter toxin).

La frecuencia para vat en las cepas UPEC analizadas fue de 5.6% (n=11; Tabla 4;
Figura 5; Fotografia 12); Momtaz et al., (2013) reportaron una prevalencia mayor
(9.7%; n=12) de un total de 123 cepas UPEC de un hospital de Tehran, Iran;
Ewers et al., (2007) realizaron un estudio con 65 cepas UPEC aisladas de

pacientes en un hospital de Alemania donde reportaron la prevalencia de un
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54.5% (n=35) para este gen. La presencia del gen vat ha sido identificado como
un indicador para predecir la alta virulencia en cepas UPEC (Spurbeck et al.,
2007).

8.3.4.3 Gen cva (colicin V plasmid operon gen).

La frecuencia para cva en las cepas UPEC analizadas fue de 4.6% (n=9; Tabla 4;
Figura 5; Fotografia 13); Momtaz et al., (2013) reportaron una prevalencia similar
(4.8%; n=6) de un total de 123 cepas UPEC de un hospital de Tehran, Iran. La
frecuencia obtenida para el gen cva es menor a lo reportado por otros autores: En
un trabajo realizado en Seattle, USA reportaron una frecuencia de 15% (n=11) de
un total de 75 cepas de pacientes con urosepsis (Johnson & Stell, 20010);
Mientras que en un trabajo realizado en Alemania reportaron una frecuencia de
12% (n=8) de un total de 65 cepas UPEC (Ewers et al., 2007); Por otro lado en
Beijin, China reportaron una frecuencia de un 10% (n=4) de un total de 39 cepas
de pacientes con infecciones en las vias urinarias (Luo et al., 2012); Maluta et al.,
(2014) reportaron una prevalencia de 20% (n=11) de un total de 53 cepas UPEC
de hospitales de Campinas, Brazil. La proteina que es traducida a partir de este
gen una vez que es liberada en el ambiente del hospedero ayuda a reducir la
competencia por nutrientes con otras cepas bacterianas (Feldgarden & Riley,
1999).

8.3.4.4 Gen astA (EnteroAggregative heat Stable Toxin).

El gen astA que codifica para una enterotoxina se encontrdé en el 33.5% (n=65;
Tabla 4; Figura 5; Fotografia 14) de las cepas UPEC analizadas; Similar
porcentaje fue lo reportado por Momtaz et al., (2013) con un 21.1% (n=26) de un
total de 123 cepas UPEC de un hospital de Tehran, Iran. El porcentaje obtenido
para el gen astA es mayor a los porcentajes reportados por otros autores: En un
trabajo realizado en Sao Paulo, Brazil reportaron una prevalencia del 7.1% (n=16)
del gen astA de un total de 225 cepas UPEC (Abe et al., 2008); En Barcelona,

Espafia se llevd a cabo un trabajo con 170 cepas UPEC donde obtuvieron una
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prevalencia del 8% (n=14; Soto et al., 2009); Mientras que en un trabajo realizado
en Campinas, Brazil reportaron una frecuencia de 9.4% (n=5) de un total de 53
cepas de pacientes con infecciones en las vias urinarias (Maluta et al., 2014); Por
otro lado, la presencia del gen astA en Escherichia coli Enterotoxigénica (ETEC)
es muy elevada tal como lo reporta Boerlin et al., (2005) con una prevalencia de
98% (n=312) en 318 cepas ETEC; La relacién entre cepas ETEC y cepas UPEC
se debe a la transferencia horizontal de material genético, el gen astA codifica
para una enterotoxina por lo que la adquisicion de esta toxina por parte de las

cepas UPEC se debe posiblemente a este intercambio genético.

8.3.4.5 Gen sen (ShET-2 toxin).

El gen sen que codifica una enterotoxina propia de la bacteria shigella no fue
posible identificarla (0%; n=0) en ninguna de las cepas UPEC analizadas; (Tabla
4; Figura 5; Fotografia 15); Este porcentaje es el mismo a lo obtenido por Momtaz
et al., (2013) y Soto et al., (2009) quienes reportaron la ausencia del gen sen (0%;
n=0) de un total de 123 cepas UPEC de un hospital de Tehran, Iran y de un total
de 170 cepas UPEC de un hospital de Barcelona, Espafia respectivamente; Por
otro lado se reporta la prevalencia del 10% (n=17) para el gen sen de un total de
174 aislados de sangre de pacientes con Bacteriemia en un estudio realizado en
Barcelona, Espafa (Telli et al, 2010), mientras que Momtaz et al., (2013)
reportaron una prevalencia del 79.6% (n=97) para el gen set que codifica la
enterotoxina shet-1 de shigella por lo que la prevalencia de la toxina shet-1 en
cepas UPEC es alta, sin embargo, la prevalencia de la toxina shet-2 que es

codificada por el gen sen en cepas UPEC ha sido nula (0%; n=0).

8.4 Patrones de asociacion de los genes de virulencia en las cepas UPEC.
En este estudio se identificaron 50 patrones de asociacion de los diferentes
marcadores de virulencia entre las cepas UPEC analizadas (Tabla 5). El patron

mas prevalente (23.19%; n=45) fue el que involucra a los genes KpsMT II, usp,
irp2 e iha, esto concuerda con lo reportado por Bauer et al., (2002) quienes
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reportaron una alta asociacion entre el gen KpsMT /'y el gen usp en un estudio
llevado a cabo en USA con un total de 924 cepas de pacientes UTIs; Por otro lado
los genes que prevalecieron entre los patrones mas frecuentes fueron KpsMT I,
usp, irp2 e iha; Esto concuerda con lo reportado por Abe et al., (2008) y Johnson
et al., (2000) quienes reportaron la asociacion entre los genes irp2 e iha de un total
de 225 cepas UPEC de pacientes de un hospital de Sao Paulo, Brazil y de un total
de 67 cepas de pacientes con urosepsis respectivamente; También en
concordancia a los resultados reportados en este trabajo en un trabajo realizado
en Osaka, Japon reportaron una alta asociacion entre los genes usp 'y KpsMT Il de
un total de 377 cepas de pacientes UTIs (Kanamaru et al., 2003); Por el contrario,
en este trabajo no se reportd la asociacion de los genes pic y tsh como lo reporta
Heimer et al., (2004) en un grupo de 67 cepas UPEC en un hospital de Baltimore,
USA.

Los resultados anteriormente discutidos reflejan que posiblemente las cepas
UPEC podrian presentar diferentes perfiles de expresion durante la patogénesis
de las infecciones en vias urinarias que estan directamente relacionados a los
patrones de asociacién de marcadores de virulencia, por lo que la alta prevalencia
y asociacion de multiples marcadores genéticos en las cepas portadoras aunados
a la resistencia a antibiéticos podrian ocasionar infecciones mas severas como

cistitis y/o pielonefritis.
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9. CONCLUSIONES

Se identificaron 13 genes que codifican para diferentes factores de
virulencia en las cepas de E. coli; Estos resultados revelan una elevada
prevalencia de cepas UPEC en las infecciones en las vias urinarias de los

pacientes estudiados.

Los genes identificados con mayor frecuencia en las cepas de E. coli fueron
KpsMT I, usp e irp2, mientras que los genes menos frecuentes fueron sap,

picy sigA; El gen sen no fue determinado en ninguna cepa de E. coli.

Las cepas UPEC presentaron 50 patrones distintos de asociacién de los
genes de virulencia: El patrén con la mas alta prevalencia fue KpsMT/usp/
irp2/ iha.

No se determind la presencia de la isla de patogenicidad (PAI) en las cepas

de E. coli debido a la infima prevalencia de los genes sap, pic y SigA.

La asociacion colectiva de estos genes de virulencia durante la
patogénesis de las infecciones en el tracto urinario en los pacientes
posiblemente podria desencadenar patologias mas severas como cistitis

y/o pielonefritis.
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