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1. RESUMEN

Las cepas de E. coli uropatdgenas (UPEC) son la principal causa de infecciones en el tracto
urinario, incluyendo cistitis y pielonefritis. Las cepas UPEC actian como patdégenos
intracelulares oportunistas favoreciendo la colonizaciéon del tracto urinario. E. coli
uropatdgena posee distintos genes de virulencia que incluyen sistemas de adquisicién de
hierro, adhesinas, protectinas y toxinas que contribuyen a potenciar la patogenicidad. El
objetivo de este trabajo fue caracterizar molecularmente y correlacionar la presencia de
genes que codifican para factores de virulencia en cepas clinicas de 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 Uropatégenas. Las cepas
fueron identificadas por pruebas bioquimicas y por PCR (Reaccién en cadena de la
polimerasa) mediante amplificacién del gen rRNA. Los genes de virulencia se identificaron
por PCR convencional. Los genotipos identificados con mayor frecuencia entre las cepas de
E. coli fueron iutA (aerobactin siderophore receptor) 95.3%, fimH (type 1 fimbriae ) 74%,
fyuA (yersiniabactin siderophore receptor) 50% y papC (P fimbriae) 35%, Los genotipos con
la menor prevalencia fueron: malX (PAI)(12.3%) y focG (F1C fimbriae) 4%. Los genes cdtB
(cytolethal distending toxin), fliC (flagellin protein associated with the H7 antigen group) y
gafD (G fimbriae) no fueron identificados en ninguna de las cepas de E. coli. Las cepas
UPEC presentaron 29 patrones distintos de asociacidén. El patrén con la mds alta
prevalencia fue iutA/fimH (19.5% ). La elevada frecuencia de asociacién de los genes de
virulencia detectados en las cepas de E. coli, refleja la virulencia de las bacterias para

ocasionar patologias mas severas como cistitis y/o pielonefritis.



2. INTRODUCCION

2.1 Caracteristicas de Escherichia coli

Escherichia coli es una bacteria Gram negativa, que pertenecen a la familia
Enterobacteriaceae, es anaerobia facultativa, crece en agar EMB (eosina y azul de metileno)
formando colonias de 2 a 4 mm de didmetro, un centro grande de color negro, y tienen
brillo verde metdlico. En agar MacConkey crece como colonias de 2-3 mm de didmetro,de

color rosado, suaves, redondas, lisas y con bordes regulares (Paniagua et al., 2007).

Su tamafio promedio es de 0.5 u de un ancho por 3 u de largo, algunas especies de ésta
familia son médviles ya que presentan flagelos peritricos, fermenta la glucosa y la lactosa son
catalasa positivos, oxidasa negativos y reduce nitratos a nitratos. El género Escherichia
incluye siete especies (E. adecarboxylata, E. alberti, E. blattae, E. fergusonii, E. hermanni, E.
vulneris y E.coli) (Figura 1). E. coli es la Uinica especie que posé significado clinico (Blanco

et al., 2002)

Figura 1. Fotomicrografia electronicas de E. blattae (A), E. coli (B), E. fergusonii (C), E. Herrman

(D) y E. vulneris (E). Barra =1 um (tomado de: Scheutz y Strockbine, 2005).



El analisis de distintas reacciones bioquimicas puede ayudar en la diferenciacion de las diferentes
especies. Las principales pruebas fisioldgicas que distinguen a E. coli de las demds especies son:
Producciéon de indol, reaccién negativa para citrato de Simmons, produccién de lisina y

fermentacién de glucosa, lactosa y D-manitol (Scheutz y Strockbine, 2005).

2.2 Habitat

Escherichia coli es una bacteria que posee la habilidad de colonizar y persistir en diferentes
nichos, como el medio ambiente ya que es capaz de sobrevivir algunos dias en el agua y en

los alimentos, de manera que su aislamiento es un indicador de contaminacién fecal.

También se puede encontrar principalmente en el intestino del hombre y de los animales,
colonizando el canal alimenticio durante el primer dia de vida. 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).

2.3 Patologias causadas por Escherichia coli

E. coli es una especie bacteriana ampliamente distribuida en el ambiente y en el intestino
de mamiferos, se le considera un microorganismo de la microbiota normal, algunas cepas
benefician a sus hospederos sintetizando cofactores y hasta lo protegen de la invasién por
microorganismos patdgenos; sin embargo, existen otros tipos patégenos para el hombre
como son: E. coli enteropatdégena (EPEC), enterohemorrdgica (EHEC), enteroinvasiva
(EIEC), enterotoxigénica (ETEC) y enteroagregativa (EAEC), todos ellos involucrados en
cuadros diarreicos importantes (Tabla 1) (Welch et al., 2002). Las E. coli patdgenas
extraintestinales (ExPEC) son otro grupo variado de patdgenos que estan involucrados en el
desarrollo de meningitis neonatal, sepsis y de infecciones del tracto urinario (Najar et al.,

2009; Foxman, 2010 & Krieger et al., 2011).

Las cepas ExPEC difieren de las cepas comensales por la presencia de cierto grupo de genes
de virulencia (Bonnet et al., 2009). Genéticamente se consideran diferentes tanto,,las cepas

comensales como las cepas intestinales. Un requisito para presentar una infeccién por



ExXPEC, es su adquisicién y posterior colonizacion en sitios estériles del hospedero (vejiga,

rifiones, cavidad peritoneal, pulmones) (Rasko et al., 2008).

Patotipos EPEC ETEC EIEC EHEC EAEC
Edad Lactantes Mayores de  Todas las Todas las  Todas las
afectada cinco afnos edades edades edades
Tipo de Secretora Secretora Inflamatoria Inflamatoria Persistente
diarrea y aguda
Serotiposo  026:H11 0O6:H11 0O28ac:NM  026:H11 0O44:H18
serogrupos  0O55:H6 08:H9 029:NM 045:H2 055

086:H34 O11:H27 O112ac:NM 0O111:H8 o111

O111:H2 020:NM O115:NM O121:H19 0125

O114:H 025:H42 0O124:H30 0O157:H7 0126

0O127:H9 O78:H11 0128
Factores de Adherencia Enterotoxinas Invasividad Citotoxinas Adherencia
virulencia localizada ST similares a agregativa

Adherencia Factores la toxina de

intima antigénicos shiga Toxinas Pet

Esfacelamiento de

colonizacion Sidero6foros
Distribucién  Distribucién Mundial Paisesen  Mundial Mundial
geografica  Mundial vias de
desarrollo

Codificacion Plasmidos de  Plasmidos de Plasmidos Fagos Plasmidos
de virulencia 60 mDa genes 60 mDa de 130 de 60 mDa

eae mDa

cromosomicos

Tabla 1.Caracteristicas de los patotipos de E. coli diarrogénica para el humano

Los patotipos de origen extraintestinal se clasifican en cuatro grupos, E. coli asociada a
meningitis (NMEC), E. coli asociada a septicemia (SEPEC), E. coli patégena aviar (APEC) y
E. coli uropatégena (UPEC). UPEC es responsable de infecciones en el tracto urinario
(UTIs), incluyendo cistitis y pielonefritis (Wiles et al., 2007). Las infecciones del tracto
urinario son una de las enfermedades infecciosas mds frecuentes alrededor del mundo

(Momtaz et al., 2013), en donde el 40%-50% de las mujeres han tenido UTIs a lo largo de



sus vidas, ocasionando costos médicos substanciales y morbilidad en todo el mundo

(Foxman, 2003).

La orina en los individuos sanos es estéril, frecuentemente es contaminada por comensales
de la uretra anterior (Greenwood y Slack, 1982). La corta longitud de la uretra en la mujer
permite que las bacterias que forman parte normal de la microbiota intestinal, colonicen la
region anal y asciendan al drea periuretral, uretra, vejiga y finalmente a los rifiones (Franz
y Horl, 1999; Hooton, 2003). La defensa principal del hospedero contra la infeccién por
bacterias es el flujo de orina a través de la uretra (Norris y Young, 2008). El tracto urinario
también cuenta con otros mecanismos para prevenir la colonizacién, como respuesta
inmune al antigeno fimbrial y el moco que actiia como una barrera a la adherencia (Kaper

et al., 2004).

Las cepas de E. coli uropatdgenas actian como patdgenos intracelulares oportunistas,
produciendo una biopelicula en el citoplasma de las células epiteliales del hospedero La
viruencia de UPEC se debe a los muiltiples factores de virulencia que poseen, lo que les
permite la adhesién y la colonizacidon de otros sitios anatémicos. Entre los marcadores de
virulencia se encuentran los que codifican para sistemas de adquisicion de hierro,

adhesinas, toxinas, y protectinas (Kaper et al., 2004).

2.4 Via de transmision de Escherichia coli

Una posible via de transmisidon para cualquier bacteria que colonice el intestino, es por via
fecal-oral. Esta via implicaria que las cepas de APEC colonicen el intestino del humano
cuando este ingiere un alimento contaminado, las cepas APEC pueden emerger como cepas
virulentas si hay un cambio en el ambiente en la inmunidad del hospedero causando
posteriormente infeccidn extraintestinal en el humano y mamiferos dando como resultado

un riesgo potencial zoondtico (Figura 2) (Ewers et al., 2009; Rofriguez-Siek et al., 2005a).
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Figura 2. Via de contaminacion con E. coli a través de la interaccidon entre animales, humanos,

cultivos y medioambiente (tomado de Jeffrey Lejeune, 2008)

2.5 Determinacion de serotipos en aislamientos E. coli

Las cepas de E. coli uropatégenas (UPEC) suelen diferir de otras cepas de E. coli que
integran la flora fecal. En 1947 Kauffmann propuso una forma de diferenciar las cepas de
Escherichia coli para determinar el grupo patdégeno al que pertenecen con base en
determinacién de los antigenos superficiales O (somaticos), K (capsulares), H (flagelares) y
F (fimbriales). En la actualidad se conocen 181 antigenos O. Con los que se define el
serogrupo, la combinacién especifica O:H determina el serotipo (Blanco et al., 2000) (Fig.
3), los serotipos pueden dividirse en dos grupos, (i) serotipos asociados a enfermedades

diarreogénicas y (ii) serotipos de enfermedades extraintestinales (Orskov y Orskov, 1992).

Céli. epitelales del budsped | )

Figura 3. Esquema de Escherichia coli en el que se representan los principales antigenos de

superficie (O, K, Hy F) y algunos factores de virulencia (Tomado de Johnson, 1991).



2.6 Factores de virulencia

Las bacterias poseen mecanismos de patogenicidad especificos que emergen al superar las
defensas de un hospedero. Un microorganismo patdégeno 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.(Weigel et

al.,, 2003 y Sanchez 2011). Debido a la eficiencia de esos mecanismos una bacteria puede

ser poco virulenta o muy virulenta.Las bacterias han adquirido durante el proceso evolutivo
caracteristicas de virulencia que les permiten iniciar el proceso infeccioso en el hospedero
mediante proteinas de adhesiéon expresadas en la superficie bacteriana (Meylan et al.,
2006). Después de la adhesién ocurre la colonizacién, la evasién de la respuesta inmune
del hospedero y el dafio tisular. Todos estos procesos permiten alcanzar el acceso a
fuentes de nutrientes necesarios para su crecimiento y reproduccién. Por lo que los factores
de virulencia son favorecen el crecimiento y/o sobrevivencia durante la infeccién (Tortora

et al., 2007 y Wu et al., 2008).

La adquisicién de los factores de virulencia ocurre por elementos genéticos méviles que
modifican los genomas de las bacterias patdgenas por transferencia genética horizontal, la
cual puede realizarse mediante tres procesos diferentes: transformacién, transduccién y

conjugacion.

El proceso de transformacién ocurre por la introduccién de DNA exdégeno, generalmente de

plasmidos en las bacterias, (Wolska, 2003).

Por otro lado la transduccion se presenta por la transferencia de genes de una bacteria a
otra por medio de un virus. La incorporaciéon de genes bacterianos al interior de la cdpside
de un fago se produce como consecuencia de errores cometidos durante el ciclo replicativo
del virus. Cuando el virus que contiene estos genes infecta a una nueva bacteria, éste tiene

la capacidad de transferirlos al cromosoma de ésta (Wolska, 2003).



La conjugacién 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 pldsmido a la célula receptora y asi el

plasmido conjugativo se incorpora a la bacteria receptora (Llosa & De la Cruz, 2005).

La exitosa colonizacién de las UPEC en el tracto urinario depende de la expresién de
multiples factores de virulencia tales como: adhesinas (P y pili tipo 1), factores que evaden
o revierten los mecanismos de defensa del hospedero (cdpsula, lipopolisacéridos),
mecanismos de captacion de hierro (sideréforos) y toxinas (hemolisinas, factor necrotizante
citotéxicol), entre otros (Tabla 1)(Russo y Johnson, 2003), adquiridos a través del
intercambio horizontal de material genético, que muchas veces facilitan la unién de la

bacteria al urotelio (Svanborg & Godaly, 1997).

La colonizacién de las vias urinarias por UPEC depende de su capacidad de unirse a las
células y tejidos del huésped. La adherencia también estimula la entrada de la bacteria en
las células del hospedero, un proceso que parece promover la supervivencia de las UPEC en
el tracto urinario. La adhesién 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 (Bower et al., 2006).

Los factores de adherencia primaria codificados por las UPEC, y muchos otros
microorganismos, son organelos adhesivos, filamentosos, supramoleculares conocidos como
pili o fimbrias. Los mas comunmente producidos por UPEC son el pili tipo 1, el tipo B tipo S

y F1C, codificados por los operones fim, pap, sfa y foc, respectivamente (Wiles et al., 2008).

Las cepas UPEC han desarrollado multiples estrategias para adquirir el hierro ya que este es
un elemento fundamental para procesos biolégicos como la respiracién y division celular, a
las bacterias patdgenas les permite colonizar y establecerse en el hospedero . En el
mamifero, el hierro se encuentra principalmente dentro de las células; su modulacién y
mantenimiento se lleva a cabo a partir de la absorcién intestinal, posteriormente es transportado a
diversos 6rganos para su absorcién y utilizacién celular o puede ser almacenado en tres proteinas,
transferrina (sangre), lactoferrina (fluidos secretores) y ferritina (dentro de las células) (Eisenstein
y Blemings, 1998; Braun y Killmann, 1999). Un desbalance en la homeostasis del hierro en el
hospedero se debe a la patogénesis de alguna enfermedad infecciosa. En el proceso de inflamacion,

el hospedero reduce el hierro disponible, no obstante, las bacterias han desarrollado mecanismos



para su adquisicion a partir de las proteinas del hospedero transferrina, ferritina y grupo hemo por
dos sistemas (Doherty, 1996). Ademds algunas bacterias producen toxinas cuando captan
concentraciones bajas de hierro. Las toxinas causan muerte en las células vecinas del hospedero y
liberan hierro, que entonces queda disponible para las bacterias (Lambris et al., 2008; Zipfel et al.,
2007). La adquisicién 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

UTIs (Hagan et al., 2010).

Es importante recalcar que incluso entre distintas cepas de UPEC existen diferencias en el
repertorio y niveles de expresion de los factores de virulencia, estas diferencias pueden

afectar el crecimiento bacteriano y la persistencia del microorganismo en el tracto urinario

(Wiles et al., 2008).

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

(focG) F1C fimbriae Adhesinas
(fimH) type 1 fimbriae
(papC) P fimbriae
(gafD) G fimbriae

(iuc) aerobactin

(iutA) aerobactin siderophore receptor
(fyuA) yersiniabactin siderophore receptor Sistemas de adquisicion de
hierro

(kpsMT Il) K-antigen

(pic) protein involved in the intestinal colonization
(sap) sensitive to antimicrobial peptide

(sigA) factor sigma A Protectinas
(iss) increased serum survival protein

(cnf1) cytotoxic necrotizing factor |
(usp) uropathogenic specific protein
cdtB) cytolethal distending toxin
(vat) vacuolating autotransporter toxin Citotoxinas
(cva/evi) colicin V plasmid operon genes

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

Tabla 2. Principales factores de virulencia de Escherichia coli uropatégenas (Adaptado de
Momtaz et al., 2013)



2.7 Tratamiento

Las caracteristicas de la enfermedad son el resultado del desbalance entre los mecanismos
de defensa del hospedero y la virulencia del uropatégeno. El cuadro clinico depende en
parte, de la edad, localizaciéon e intensidad de la infeccidn, y del tiempo transcurrido entre

ésta y la infeccién previa, si es que la hubo.

Las UTIs estan entre las infecciones mas comunes. Los patdgenos pueden aislarse de la
vejiga (cistitis), rifidn (pielonefritis), orina (bacteriuria) o préstata (prostatitis), ademas las

cepas UPEC son los patégenos mds 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 pre-
escolar, mujeres sexualmente activas y ancianos de ambos sexos (Bahrani-Mougeot et al.,
2002). Otro importante factor de riesgo es la utilizacion de sondaje vesical es la presencia
de material inerte en el tracto urinario, puesto que E.coli puede adherirse a la superficie del
dispositivo y formar biopeliculas, lo que puede originar infecciones refractarias a la terapia
antimicrobiana (Vila et al, 2008). Las cepas de E. coli, como otras bacterias Gram
negativas, son intrinsicamente resistentes a los antimicrobianos hidrofébicos, tales como
macrdélidos, novobiocinas, rifamicinas, actinomicina D y acido fusidico (Scheutz y
Strockbine, 2005). Los antimicrobianos mds frecuentemente empleados en el tratamiento
de las infecciones por cepas de E. coli patdgenas extraintestinales son la amoxicilina,
amoxicilina-acido clavulanico, cefalosporinas, aminoglucésidos, 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 antibiograma (Blanco et

al., 2002).

Una proporcion elevada (40 a 90%) de las cepas de E. coli son resistentes a la ampicilina,
estreptomicina, tetraciclinas y sulfamidas. También son muchas (15 a 30%) las cepas
resistentes a las cefalosporinas de la generacion, neomicina, kanamicina, cloranfenicol y
quinolonas. Entre los antibidticos que presentan menores tasas de resistencia se dispone de
amoxicilina-acido clavulanico, cefalosporinas de 2a y 3a generacidén, gentamicina,

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



3. ANTECEDENTES

Johnson y Stell, (2000) en Seattle, EUA, realizaron un estudio en 75 cepas de E. coli
aisladas de pacientes con urosepsis para determinar por PCR la frecuencia de 29 factores
de virulencia. Los genes que codifican para sistemas de adquisicion de hierro fyuA y irp2
se detectaron en el 93% y 11.3%, respectivamente. La frecuencia para gafD y focG fue del

20%, en ambos casos.

Abe et al., (2008) en Brazil, realizaron un estudio con 225 cepas de E. coli Uropatégenas
(UPEC) para la identificacién 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 realizdé por PCR, pap fue detectado en el 45.8% de las

cepas, , fim enel 97.5% y cdtB en el 0.9%.

Zhao et al., (2009) en Jiangsu, China, analizaron por biologia molecular 33 factores de
virulencia en 202 cepas de E. coli aisladas de UTIs. El gen iutA fue detectado en el 83% de
las cepas, mientras que los genes menos frecuentes fueron cdtB (12%), malX (46%) vy focG

(11%).

Agarwal et. al., (2012) en India, realizaron un estudio en 172 cepas UPEC asociadas a
cistitis en mujeres. La identificacidn de los factores de virulencia se realizé por PCR. El gen
fimH (fimbria tipo 1) fue el mds prevalente con 87.2% de las cepas, seguido por el gen

iutA (aerobactina) con el 47.7%. papG (3.5%) y hlyA (4.6%) fueron los menos frecuentes.

Karimian et al.,, (2012) en Iran, realizaron 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 realizé por PCR. fimH fue detectado en el 79.6%, y los genes que codifican
para sistemas de adquisicién de hierro irp2 e iha fueron identificados en el 11.3% y 17.8%,

respectivamente



Ki Wook Yun et al., (2013) en Korea, analizaron 64 cepas de E. coli aisladas de pacientes
con infecciones del tracto urinario., El gen de virulencia identificado con mayor frecuencia
fue fimH (100 %), seguido por iutA (53.1%), fyuA (45.3%), y papA (45.3%) Los genes

papGl, cdtB, y kpsMTIII no fueron ientificados en ninguna de las cepas.

Sargol Fattahi et al.,, (2015) realizaron un estudio en 100 cepas de E. coli aisladas de
pacientes con infeccién del tracto urinario, La identificaciéon de los factores de virulencia
fimA, papC y hly se realizé por PCR. Los genes papC y hly, fueron identificados en el 100
%, y fimA en el 93 %.



4. JUSTIFICACION

Debido a que en nuestro pais existe poca informacion sobre la frecuencia y las propiedades
de virulencia de Escherichia coli Uropatdgena (UPEC), el presente trabajo contribuira en
determinar los diferentes patrones de asociacién de los genes que codifican para adhesinas,
sistemas de adquisicion de hierro y toxinas en un grupo de cepas de E. coli aisladas de

pacientes con infecciones del tracto urinario



5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

o Identificar las propiedades de virulencia en un grupo de cepas de Escherichia coli

Uropatégenas (UPEC) aisladas de pacientes con infecciones del tracto urinario.

5.2 Objetivos Particulares

o Identificacién de los genes de adhesion fimH, papC, focG y gafD en las cepas de E.

coli.

o0 Deteccion de los genotipos iutA y fyuA involucrado en el sistema de adquisicién de

hierro en las cepas UPEC.
o0 Deteccion del gen de toxina cdtB en las cepas de E. coli.

o Deteccion del gen q codifica una proteina flagelar fliC y el genotipo malX (PAI) en las

cepas de E. coli.

o Establecer los patrones de asociacién de los genes que codifican para adhesinas,

sistemas de adquisicién de hierro y toxinas en las cepas UPEC.



6. MATERIALES Y METODOS
6.1 Origen de las cepas.

Para el desarrollo del presente trabajo se analizaron 194 cepas de Escherichia coli
Uropatdgenas obtenidas previamente de pacientes con infeccién del tracto urinario de la
Clinica oficial N. 64 del IMSS, Unidad Tequesquinahuac y del Hospital General Regional N.
72 del IMSS, Unidad Tlalnepantla, ubicados en el municipio de Tlalnepantla de Baz, Edo.

de México.

Las cepas bacterianas pertenecientes al cepario del Laboratorio de Andlisis Clinicos de la
CUSI (Clinica Universitaria de la Salud Integral), FES Iztacala, fueron sembradas en BHI
(infusién-cerebro-corazén) e incubadas a 37° C por 24 horas. Al término las bacterias

fueron sembradas en el agar s6lido de EMB (Eosina azul de metileno).

6.2 Extraccion del DNA por ebullicion.

A partir de un crecimiento bacteriano en EMB durante 24 h a 37°C, se tomaron varias
colonias por medio de una asa de siembra estéril (Asa calibrada, 10 uL) y se depositaron en
un tubo estéril de rosca de 16x150mm que contenia 2 mL de agua desionizada estéril
Ultrapure™. El indculo fue agitado en un Vortex Mixer® por 30 segundos y posteriormente
la muestra se colocé en bano maria durante 20 minutos. Al término, la muestra se incubd
en hielo (0°C) por 10 minutos y se centrifugd en una microcentrifuga Microfuge Beckman
Coulter™ a 14,000rpm durante 10 minutos. El sobrenadante que contenia el DNA fue
transferido a un tubo eppendorf de 200 uL estéril, y se guardd a -20°C hasta su utilizacion

para la reaccién 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 oligonucleétidos utilizados
fueron: wl-3110 (AGAGTTTGATCGTGGCTACG) y wl-3111 (CCGTCAATTCATTTGAGTTT;
Integrated DNA Technologies™). Para la amplificacién por PCR del gen se utiliz6 el kit Kapa
Taq Ready Mix™ (Kapa Biosystems™) que contenia DNA polimerasa (0.5u/ul), reaccion

buffer con Mg2* como cofactor y 0.4mM de dNTPs (deoxinucledsidos trifosfato) como



sustrato. Para la mezcla de reaccién por separado se utilizaron 10 wuL del kit Kapa Taq
Ready Mix™, 1uL de cada oligonucleétido (10 pmoL), (Integrated DNA Technologies™),
S5uL. de agua estéril libre de nucleasas y 3 uL. de DNA molde para un volumen final de 20
uL. La amplificacion del DNA se realizd en un termociclador marca BIO-RAD T100®
modelo CGI-96 bajo las siguientes condiciones: Desnaturalizacién inicial a 95°C por 5
minutos, 30 ciclos (Desnaturalizacién a 95°C por 30 segundos, alineacion a 55°C por 1
minutos 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 reaccién en cadena de la

polimerasa) para el gen rRNA fue de 919 pb (Lane et al., 1985).

6.4 Deteccion de los genes de virulencia en las cepas de E. coli por PCR.

La deteccion del gen iutA, fimH, gafD, focG, cdtB, papC, fyuA, fliC y malX en las cepas de
Escherichia coli se llevo a cabo por el método de PCR descrito por Jhonson (1998). Para lo
cual se utilizé el kit Kapa Taq Ready Mix™ (Kapa Biosystems™) que contenia DNA
polemirasa((0.5u/ul) reacciéon buffer con Mg?* como cofactor, 0.4mM de dNTPs
(deoxinucledsidos trifosfato) como sustrato. Para la mezcla de reacciéon por separado se
utilizaron 10uL del kit Kapa Taq Ready Mix™, 1uL de cada oligonucledtido (10 pmol)
(Integrated DNA Technologies™; Tabla 3), 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 con las condiciones descritas en la

Tabla 4 (Jhonson & Stell, 2000).



Tabla 3. Oligonucleétidos utilizados para la identificacion de los genes de virulencia en las cepas de
Escherichia coli uropatégenas (Adaptado de Momtaz et al., 2013).

Gen Secuencia (5°-3") Tamafo del producto (pb) Referencia
iutA F ggctggacatcatgggaactgg 302 Johnson &
R cgtcgggaacgggtagaatcg Sl o)
fimH F tcgagaacggataagccgtgg 502 Johnson &
R gcagtcacctgcecctccggta Stell (2000)
gafD F tgttggaccgtctcagggcte 952 Johnson &
R tccecggaactegcetgttact Stell (2000)
focG F cagcacaggcagtggatacga 364 Johnson &
R gaatgtcgcctgceccattgcet Stell (2000)
papC F gtggcagtatgagtaatgaccgtta 205 Johnson &
R atatcctitctgcagggatgcaata Stell (2000)
fyuA F tgattaaccccgcgacgggaa 787 Johnson &
R cgcagtaggcacgatgttgta Stell (2000)
cdtB F gaaaataaatggaacacacatgtccg 430 Johnson &
F’ gaaagtaaatggaatataaatgtccg Stell (2000)
R aaatctcctgcaatcatccagtta
R’ aaatcaccaagaatcatccagtta
fliC F acgatgcaggcaacttgacg 547 J.R.
R gggttggtcgttgcagaacc Johnson
protocols
malx F ggacatcctgttacagcgegcea 925 Johnson &
R tcgccaccaatcacagccgaac Stell (2000)

Tabla 4. Condiciones de PCR para amplificar los diferentes marcadores en las cepas de E. coli

Genes Desnaturaliz  Desnaturaliz = Alineamiento Extension Extension Ciclos
acion inicial  acion ( Cls) (' C/min) final
(" C/min) (" Cls) (" C/min)
iutA 95/6 94/30 63/30 68/3 72110 25
fimH 95/6 94/30 63/30 68/3 72110 25
gafD 95/6 94/30 63/30 68/3 7210 25
focG 95/6 94/30 63/30 68/3 72/10 25
papC 95/6 94/30 63/30 68/3 72/10 25
fyuA 95/6 94/30 63/30 68/3 72/10 25
cdtB 95/6 94/30 63/30 68/3 7210 25
flic 95/6 94/30 63/30 68/3 72110 25
malx 95/6 94/30 63/30 68/3 72/10 25



6.13 Anadlisis de los amplicones por electroforesis en geles de agarosa.

Después de la amplificacion de los genes de E. coli por PCR, 3ul de cada muestra fueron
analizados por electroforesis en geles de agarosa al 2% con Midori Green (0.7%) (Nipon
Genetics, Europe Gmph) y Tris-Borato 1x (TBE) como buffer para conducir la corriente
eléctrica. La electroforesis se realizd bajo las siguientes condiciones: 120 volts, 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®.

6.14 Analisis estadistico.

Para establecer si existian diferencias estadisticamente significativas entre la frecuencia de

aparicién de los genes encontrada en cada uno de los patrones de E. coli, se utilizé una

prueba de X? (P value < 0.05).



7. RESULTADOS

7.1 Pacientes analizados.

Se estudiaron 194 cepas de Escherichia coli (UPEC) aisladas de pacientes con
sintomatologia de infeccién de 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. El 80.9% (n=157) de los pacientes

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

7.2 Edad de los pacientes analizados.

El rango de edad mds frecuente entre los paciente estudiados fue el de 41 a 60 afios
(9.7%, n=19), seguidos por los rangos de 61 a 86 afios (5.6%, n=11) y de 21 a 40 afios
(2.5%, n=5). En el (82% n=159)i de los pacientes analizados no se logré determinar la

edad (figura 4).

Figura 4. Distribucién de pacientes analizados por rango de edades.
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7.3 Diagnostico de los pacientes analizados.

El diagndstico mds frecuente entre los pacientes estudiados correspondié a las infecciones
en las vias urinarias bajas (UTIs) con el 95.3% (n=185), seguido por pielonefritis, urosepsis

e infeccién vaginal con el 1% (n=2), en cada caso. Los diagndsticos con frecuencia mas



baja fueron para lupus eritematoso, cervicovaginitis y litiasis renal con el 0.5% (n=1)

(Tabla 5).

Diagnéstico Numero (N=194) %
Infeccion en vias urinarias 185 95.3
Pielonefritis 2 1
Urosepsis 2 1
Infeccidn vaginal 2 1
Lupus eritematoso 1 0.5
Cervicovaginitis 1 0.5
Litiasis renal 1 0.5

Tabla 5. Porcentaje de los diagndsticos de los pacientes analizados

7.4 Identificacion de E. coli por PCR de punto final.

Todas las cepas de Escherichia coli (n=194) fueron identificadas molecularmente por la

presencia del gen 16SrRNA (Fotografia 1).

Fotografia 1. Identificacion por PCR de las cepas de E. coli mediante la amplificacion del gen
16SrRNA. Carriles 1-3, 4-5, gen rRNA (919 pb, el amplicén) en cepas de E. coli; MWM, Marcador
de tamafio molecular (100 pb); Carril 6, control positivo (cepa obtenida del cepario del Laboratorio

clinico, CUSI); Carril 7, control negativo (sin DNA molde).



7.5 Identificacidon de los genes de virulencia en las cepas de E. coli por PCR.

El gen identificado con mayor frecuencia en las cepas E. coli fue iutA (Tabla 6) con el
95.3% (n=185; Fotografia 2), seguido por el gen fimH con el 74% (n=144 Fotografia 3), ,
fyuA con el 50% (n=97; Fotografia 4) y papC con el 35% (n=68; Fotografia 5). Los genes
menos frcuentes fueron malX con el 12.3% (n=24; Fotografia 6) y focG con el 4% (n=8;

Fotografia 7). Los genes cdtB, fliC y gafD no fueron identificados en ninguna de las cepas

de E. coli.

Gen N. de Cepas Porcentaje
Adhesinas

fimH 144 74
papC 68 35

focG 8 4

gafD 0 0

Toxinas
cdtB 0 0
Sistema de Adquisicién de hierro

fyuA 97 50

iutA 185 95.3
Otros

flic 0 0
malX 24 12.3

Tabla 6. Porcentaje de los diferentes genes de virulencia en las cepas clinicas de E. coli




Fotografia 2. Deteccién por PCR convencional del gen iutA (302 pb, el amplicén) en cepas de E.
coli Uropatégenas. Carriles 2-3 y 4-6 gen iutA; MWM, Marcador de tamafio molecular (100 pb);
Carril 1, control positivo (cepa obtenida del cepario del Lab. CUSI); Carril 7, control negativo (sin
DNA molde).

Fotografia 3. Deteccién por PCR del gen fimH (508 pb, el amplicén) en cepas de E. coli
Uropatogenas. Carriles 2-3 y 5-6 fimH; MWM, Marcador de tamafio molecular (100 pb); Carril 1,
control positivo (cepa obtenida del cepario del Lab. CUSI); Carril 4, control negativo (sin DNA
molde).



Fotografia 4. Deteccién por PCR convencional del gen fyuA (787pb, el amplicédn) en cepas de E. coli
Uropatégenas. Carriles 2-3 y 4 fyuA; MWM, Marcador de tamafio molecular (100 pb); Carril 1,
control positivo (cepa obtenida del cepario del Lab. CUSI); Carril 5, control negativo (sin DNA
molde).

Fotografia 5. Deteccién por PCR del gen papC (205 pb, el amplicon) en cepas de E. coli
Uropatogenas. Carriles 2-3 y 4-6 papC; MWM, Marcador de tamafio molecular (100 pb); Carril 1,
control positivo (cepa obtenida del cepario del Lab. CUSI); Carril 7, control negativo (sin DNA
molde).



Fotografia 6. Deteccion por PCR convencional del gen malX (919 pb, el amplicén) en cepas de
E.coli Uropatégenas. Carril 2-3 y 4-6 gen malX ; MWM, Marcador de peso molecular (100pb); Carril
1, control positivo (Cepa obtenida del cepario del Lab. CUSI); Carril 7, control negativo (Mezcla de
reaccién sin DNA molde).

Fotografia 7. Deteccion por PCR convencional del gen focG (364 pb, el amplicon) en cepas de E.coli
Uropatégenas. Carril 2, 3-5 gen focG; MWM, Marcador de peso molecular (100 pb); Carril 1, control
positivo (cepa obtenida del cepario del Lab. CUSI); Carril 6, control negativo (sin DNA molde).

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



Se encontraron 29 patrones distintos de asociacion de los genes de E. coli (Tabla 7, dentro
de los cuales el patréon No. 1 (iutA/fimH/fyuA) fue identificado en el 15.4% (n=30), el
patrén No. 2 (iutA/fimH) en el 19.5% (n=28), y el patrén No.3 (iutA/fimH/fiuA/papC) en
el 11.3% (n=22). Estos resultados demostrarén que las cepas UPEC analizados son
portadoras de multiples genes de virulencia capaces de ocasionar infecciones mas agudas

como cistitis y/o pielonefritis.



Patrén Genes Numero de | Porcentaje
cepas
1 iutA/fimH/fyuA 30 15.4
2 iutA/fimH 28 19.5
3 iutA/fimH/fyuA/papC 22 11.3
4 iutA/fimH/papC 17 8.76
5 iutA/papC 14 7.21
6 iutA/fimH/malX/fyuA/papC 13 6.7
7 iutA/fiuA 9 4.63
8 iutA/fyuA/papC 6 3.09
9 iutA/fimH/malX/fyuA 5 25
10 fimH/fyuA 3 1.54
11 fimH/malX/fyuA 3 1.54
12 fimH/fiuA/papC 2 1
13 utA/fimH/malX/fyuA/papC/focG 2 1
14 fimH/papC 1 0.5
15 iutA/fimH/malX 1 0.5
16 iutA/malX/papC 1 0.5
17 iutA/fimH/focG 1 0.5
18 iutA/papC/focG 1 0.5
19 iutA/malX/fyuA 1 0.5
20 iutA/malX/fyuA/papC 1 0.5
21 iutA/fimH/malX/papC 1 0.5
22 fimH/fyuA/papC/focG 1 0.5
23 iutA/fimH/fyuA/focG 1 0.5
24 iutA/fimH/papC/focG 1 0.5

Tabla 7. Patrones de asociacion de los diferentes genes de virulencia en las cepas de E. coli.

7.7 Analisis Estadistico

La frecuencia de aparicion de los genes de virulencia entre los diferentes patrones de las
cepas de E.coli aisladas de pacientes con infecciones en las vias urinarias fue

estadisticamente significativa ( X?; P value < 0.05).



8. DISCUSION
8.1 Pacientes estudiados.

En este estudio se analizdé un grupo de cepas (n=194) de Escherichia coli uropatdgenas
(UPEC) aisladas de pacientes con sintomatologia de infeccién en vias urinarias (157
mujeres y 37 hombres) que acudieron a la Clinica oficial N. 64 del IMSS, Unidad
Tequesquinahuac y al HGR N. 72 del IMSS, Tlalnepantla, Edo. de México. Se ha descrito
que las cepas de E. coli uropatégenas (UPEC) son la principal causa de infecciones en el
tracto urinario (UTIs), incluyendo cistitis y pielonefritis (Wiles et al., 2007), generando
elevados costos econdmicos y de morbilidad en todo el mundo (Foxman, 2003). Las
infecciones del tracto urinario son una de las enfermedades infecciosas mds frecuentes
alrededor del mundo (Momtaz et al., 2013), en donde el 40%-50% de las mujeres han
tenido UTIs a lo largo de sus vidas, lo cual coincide con lo descrito en este estudio, en
donde se presentd una mayor prevalencia de las UTIs en mujeres (81%; n=157) con
respecto a los hombres (19%, n=37; Figura 2) Las cepas de E. coli uropatégenas actian
como patdgenos intracelulares oportunistas, teniendo ventajas dentro del hospedero por el
uso de un diverso repertorio de factores de virulencia para la colonizacién del tracto
urinario (Russo et al., 1995).

Las cepas UPEC han demostrado diferentes propiedades de virulencia incluyendo sistemas
de adquisicién de hierro, adhesinas, sistema para evasién de la respuesta inmune del
hospedero y sintesis de toxinas. Todas estas propiedades contribuyen a la colonizacién e
invasion de la bacteria en el hospedero (Dobrindt et al., 2001). La exitosa colonizacion de
UPEC en el tracto urinario depende de la expresion de proteinas de adhesion, llamadas
fimbrias que facilitan la adherencia de la bacteria al urotelio, y de la presencia de genes
bacterianos especificos que codifican para diversos factores de virulencia (Connell et al.,
1997, Edén & Hansoon, 1978). que le confieren a la bacteria una creciente capacidad de
adaptacién a nuevos nichos y permite causar un largo espectro de enfermedades (Kaper et

al., 2004).



8.2 Identificacion de los marcadores de adhesion en las cepas UPEC.
8.2.1.1 Gen fimH (type 1 fimbriae).

En este estudio el gen, fimH se detect6 en el 74% (n=144; Tabla 6; Fotografia 3 ) de las
cepas UPEC. Este porcentaje coincide con lo reportado por Agarwal et al., (2012) quienes
realizaron un estudio con 72 cepas UPEC asociadas a Cistitis en mujeres de la India. Estos
autores reportaron una prevalencia del 87.2%, mientras que Rodriguez-Siek et al., (2005)
y Zhao et al., (2009) reportaron una prevalencias mayor a la encontrada en éste trabajo. La
presencia de fimH en éste y otros estudios, se debe a que este gen es importante para la
adhesion y la subsecuente invasién de E. coli a las células uroteliales (Graham et al., 2001;
Justice et al,, 2004). En UPEC, este proceso se desarrolla en la superficie luminal del
epitelio vesical conocido como uroplaquinas, las cuales contienen receptores que
promueven la persistencia de la bacteria y aumentan la respuesta inflamatoria en UTI s

(Connell, 1996; Zhao et al., 2001).

8.2.1.2 Gen focG (F1C fimbriae)

El gen focG que codifica para la fimbria F1C, se encontré en el 4% (n=2; Tabla 6;
Fotografia 7) de las cepas UPEC. Este resultado es menor al 11% (n=22) descrito por Zhao
et al., (2009) en 202 cepas UPEC aisladas de UTIS de pacientes en Jiangsu, China, al
14.3% reportado por Johnson et al, (2008) en cepas UPEC aisladas de pacientes con
cistitis y pielonefritis y al 12.5% (n=25) descrito por Rodriguez-Siek et al., (2005) en 200
cepas UPEC aisladas de infecciones del tracto urinario en USA. Por otro lado, Johnson et al.,
(2005) reportaron un valor mds elevado (40%) en cepas UPEC. La presencia de la adhesina
focG se ha reportado tanto en aislamientos de pacientes con cistitis como con pielonefritis,
esto se debe a que la adhesina tiene afinidad por receptores de células epiteliales en los

tibulos renales distales y colectores, asi como en células endoteliales del rifién y vejiga (Ott

et al., 1988).

8.2.1.3 Gen papC (P fimbriae ).

El gen papC se encontr6é en el 35% (n=68; Tabla 6; Fotografia 5) de las cepas UPEC
analizadas. Este porcentaje es inferior al 51% (n=102) reportado por Rodriguez-Siek et

al., (2005) en 2002 cepas UPEC ailsadas de UTIS. La presencia de papC es de gran



importancia para E. coli durante la infeccién de la pielonefritis (Hultgren et al.,, 1989;

Kariyawasam et al., 2006).

8.2.1.4 Gen gafD (G fimbriae )

El gen gafD no fue identificado en ninguna de las cepas UPEC analizadas (Tabla 6),
coincidiendo con lo descrito por Rodriguez-Siek et al., (2005), quienes reportaron la
ausencia del gen gafD 0% (n=0) en un total de 200 cepas de casos de infecciones del tracto
urinario en USA. Por otro lado el resultado encontrado en éste trabajo para gafD contrasta
con el 20% (n=17) descrito por Johnson y Stell, (2000) en 75 cepas de E. coli aisladas de

pacientes con urosepsis en Seattle, EUA.

8.2.2 Identificacidon de los marcadores de sistemas de adquisicidon de hierro en las
cepas UPEC.

8.2.2.1 Gen iutA (aerobactin siderophore receptor)

La frecuencia para iutA en las cepas UPEC analizadas fue del 95.3% (n=185; Tabla 6;
Fotograffa 4). Este porcentaje es semejante al 83% (n=167) descrito por Zhao et al.,
(2009) en 202 cepas UPEC en Jiangsu, China. Por otro lado Rodriguez-Siek et al., (2005)
reportaron una frecuencia del 33.5% (n=67) en cepas UPEC, mientras que Yun et al,
(2013), reportaron una prevalencia del 53.1% (n=33) en 64 cepas de E. coli aisladas de
pacientes con infecciones del tracto urinario en un hospital de Korea. 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 et al.,

2011).

8.2.3.1 fyuA (yersiniabactin siderophore receptor ).

La prevalencia obtenida para el gen fyuA fue del 50% (n=97; Tabla 6; Fotografia 4). Este
porcentaje es similar al 45.3% (n=28 reportado por Yun et al., (2013) para cepas UPEC,
mientras que Rodriguez-Siek et al., (2005) y Ewers et al,, (2007) reportaron porcentajes
del 80% ( n= 160) en cepas UPEC. Por otro lado Johnson y Stell (2000) reportaron una

prevalencia del 93% (n=69) en 75 cepas aisladas de pacientes con urosepsis en Seattle,



USA. La presencia de fyuA en las cepas estudiadas, pone de manifiesto los diversos
sistemas de captacién de hierro que las bacterias han desarrollado para lograr crecer y

permanecer en durante las UTIs (Doherty et al., 1996),.

8.2.4 Identificacidon de el marcador que codifica para toxina en las cepas UPEC.

8.2.4.1 Gen cdtB (cytolethal distending toxin ).

En el presente trabajo el gen cdtB que codifica para una citotoxina no fue detectada en
ninguna de las cepas estudiadas (Tabla 6), lo cual coincide con lo descrito por Yun et al.,
(2013) en un estudio realizado en cepas UPEC aisladas de pacientes con infecciones del
tracto urinario en Korea, sin embargo en Brasil se reporté una frecuencia del 0.9% (n=2)
en 225 cepas UPEC aisladas de pacientes de un hospital de Sao Paulo. La frecuencia de cdtB
en E. coli ha sido més elevada en otras partes del mundo, por ejemplo; Zhao et al., (2009)
reportaron una prevalencia del 12% (n=24) en 202 cepas UPEC de hospitales de Jiangsu,
China. La diferencia entre los resultados se debe posiblemente a que la distribucion
geografica es un factor determinante que condiciona la prevalencia de los diferentes

factores de virulencia en cepas UPEC.

8.2.4.2 Gen fliC (flagellin protein associated with the H7 antigen group).

El gen flic que codifica una proteina flagelar no fue identificada en ninguna de las cepas
UPEC analizadas (Tabla 6). Rodriguez-Siek et al., (2005) reportaron una prevalencia del

20% (n=40) en 200 cepas de E. coli asociadas a infecciones del tracto urinario.

8.2.4.3 Gen malX (PAI)

La frecuencia para malX en las cepas UPEC fue de 12.3% (n=24; Tabla 6; Fotografia 6).
Agarwal et. al., (2012) reportaron una prevalencia del 23% (n=40) de un total de 172
cepas UPEC asociadas a Cistitis en mujeres de la India. La frecuencia obtenida para el gen
malX es menor a lo reportado por otros autores. En un trabajo realizado en USA reportaron

una frecuencia del 74.5% en un total de 200 cepas de casos de infecciones del tracto



urinario (Rodriguez- Siek et. al., 2005), mientras que en un trabajo realizado en Alemania
reportaron una frecuencia de 65.2% (n=) en 66 cepas UPEC (Ewers et al., 2007). Por otro
lado Zhao et al., (2009) reportaron una prevalencia del 12% en 202 cepas aisladas de UTIS

en Jiangsu, China.

8.3 Patrones de asociacion de los genes de virulencia en las cepas UPEC.

En este estudio se identificaron 24 patrones de asociacién de los diferentes marcadores de
virulencia entre las cepas UPEC analizadas (Tabla 7). El patrén mas frecuente fue el No. 1
(iutA/fimH/fyuA) con el 15.4% (n=30). Se ha descrito que la asociacién fimH e iutA ha
sido encontrada en altos porcentajes en cepas de E. coli aisladas de pacientes con
infecciones del tracto urinario (Yun et al., 2013). Por otro lado la asociacién fyuA e iutA
también ha sido descrita en cepas de E. coli aisladas de de pacientes con urosepsis
(Johnson et al,, 2000). Los diferentes patrones de combinaciones de los genotipos de
virulencia identificados en las cepas de E. coli estudiadas (Tabla 7), hace suponer que
durante la patogénesis de las UTIS podrian existir diferentes perfiles de expresién, lo que

cunduciria a infecciones mas agudas como cistitis y/o pielonefritis.



9. CONCLUSIONES.

I. En este estudio se encontré que E. coli fue la responsable de la mayoria de las

infecciones de las vias urinarias de los pacientes analizados

II. Los genotipos iutA y fyuA involucrados en el sistema de adquisidor de hierro fueron

identificados con mayor frecuencia en las cepas UPEC

III. Los genes de adhesién con mayor frecuencia en las cepas UPEC fueron fimH y papC.

IV. Las cepas uropatogenas de E. coli presentaron diferentes patrones de asociacion de los
genotipos involucrados en la adhesién celular, sistemas de adquisicién de hierro y
evasion de la respuesta inmune, lo que demuestra la virulencia de las cepas para

desarrollar patologias mds severas como cistitis y/o pielonefritis.
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