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» 1. RESUMEN

Las cepas de E. coli uropatogenas (UPEC) son la causa principal de las infecciones del
tracto urinario, incluyendo cistitis y pielonefritis. Las cepas UPEC poseen diferentes
factores de virulencia que favorecen la adhesion, la colonizacion y la persistencia de la
bacteria en el tracto urinario. El objetivo de este trabajo fue establecer los diferentes
patrones de expresion de los genes de virulencia en cepas de Escherichia coli
uropatdégenas (UPEC) aisladas de pacientes con infecciones en las vias urinarias de dos
hospitales publicos del Edo. de México. Para promover la expresion de los genes se
utilizé un modelo in vitro de infeccidn en un cultivo de células vaginales de la linea celular
A431. La expresion de los marcadores genéticos en las cepas UPEC se determind por
PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) en tiempo real. Los genotipos expresados
con mayor frecuencia fueron feoB con 90.7%, traT 68% y sitA 58%, mientras que los
genes expresados con menor frecuencia fueron papA 20.1% (n=39), ibeA 2.0% (n=4),
ireA 13.9% (n=27) y hlyD 17% (n=33). Los genes bmaE y papeF que codifican para
adhesinas no fueron identificados en ninguna de las cepas de E. coli. Las cepas de
UPEC presentaron 31 patrones distintos de asociacién, dentro de los cuales el patron
feoB-traT-sitA fue el mas frecunte con 19.5%. Los resultados demostraron que durante
la infeccion in vitro del cultivo vaginal humano fue necesario la expresion colectiva de
varios de los genes de adhesion, de sistemas de adquisicién de hierro, protectinas y

téxinas por las cepas de E. coli uropatogenas.



» 2. INTRODUCCION

2.1 Caracteristicas de Escherichia coli

Escherichia coli es una de las especies bacterianas mas estudiadas, no solamente por
sus capacidades patogénicas, sino también como sustrato y modelo de investigaciones
metabdlicas, genéticas, poblacionales y de diversa indole (Neidhardt, 1999). En un plazo
de 40 horas después del nacimiento Escherichia coli puede adherirse a la mucosa que
recubre el intestino grueso, siendo un miembro importante de la flora normal del intestino

de los seres humanos y otros mamiferos (Kaper et al., 2004)

E. coli pertenece a la familia Enterobacteriaceae y al género Escherichia (Ewing, 1985).
Es un bacilo Gram negativo, no esporulados, con forma cilindrica. El tamafio promedio
de los bacilos es de 0.5 p de ancho por 3 p de largo, son moviles con flagelos peritricos,
aerobios-anaerobios facultativos .Crecen en el medio de cultivo de Agar MacConkey y
Agar Eosina Azul de Metileno (EMB). En Agar MacConkey crecen como colonias
aisladas, medianas, circulares, convexas, con bordes redondeados, de coloracidn
rosada debido a que son positivas a la lactosa. En EMB crecen como colonias aisladas,
medianas, circulares, convexas, moradas, y con contorno verde-metalico (Paniagua,
2007). Son bacterias de rapido crecimiento y amplia distribucion en el suelo, el agua,
vegetales y gran variedad de animales. Producen pequefias cantidades de vitamina B y
K, fermentadores y oxidativos en medios con glucosa u otros carbohidratos, catalasa y
R-galactosidasa positivos, oxidasa negativa, reductores de nitratos a nitritos, y

poseedores de una proporcion G+C de 39 a 59% en su DNA.

De acuerdo al manual de Bergey de Bacteriologia sistematica Son positivos para la
reaccion de rojo de metilo, se inhibe su crecimiento por KCN (cianina de potasio) y son
incapaces de crecer en medio con citrato como unica fuente de carbono y energia, pero
si en caldo acetato. Producen H2S, ureasa y son negativas a la fenilalanina, indol

positivos y decarboxilan la lisina.



2.2 Patologias causadas por E. coli

Aunque la mayoria de E. coli son comensales inofensivos del intestino humano y animal,
determinadas cepas estan altamente adaptadas y son capaces de causar una variedad
de enfermedades. Pueden ser muy versatiles, y con frecuencia patdégenos mortales.
Diferentes grupos de E. coli causan enfermedades intestinales y extraintestinales

utilizando los numerosos factores de virulencia que poseen (Kaper et al., 2004).

Por lo general las cepas de E. coli patégenas utilizan multiples mecanismos para
ocasionar enfermedades, como adhesion y colonizacion de la mucosa, evasion de los

mecanismos de defensa, multiplicacion y dano tisular (Kaper et al., 2004).

Las cepas patdgenas de E. coli pueden ser limitadas a la colonizacién de una superficie
mucosa o se pueden difundir por todo el cuerpo y han sido implicadas en la infeccién del
tracto urinario, sepsis / meningitis e infeccion gastrointestinal (Nataro & Kaper, 1998). El
tracto gastrointestinal humano es susceptible de infecciones diarreogénicas por E. coli.
Varios patotipos de E. coli se han implicado en la enfermedad diarreica, un importante
problema de salud publica en todo el mundo, con mas de dos millones de muertes que

se producen cada afio (Kosek et al., 2003).

Las cepas patodgenas intestinales poseen diversos factores de virulencia que sumados
al tipo de enfermedad que producen han permitido agruparlas en patotipos: E.
coli enteropatégena (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasiva
(EIEC), E. coli de adherencia difusa (DAEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) y E.
coli shigatoxigénica (STEC) (Nataro & Kaper, 1998).

Entre las E. coli extraintestinales (EXPEC) se encuentran las cepas de E. coli
uropatogenas (UPEC), que son las responsables de la mayoria de las infecciones del
tracto urinario (UTIS). Aunque solo seis serogrupos causan el 75% de las infecciones
urinarias, muchas de las cepas parecen ser clonales, y no existe un unico perfil fenotipico

responsable de estas infecciones (Kaper et al., 2004).
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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, 2002a; Scheutz et al., 2005).
2.3. Composicion antigena

Las cepas dentro de cada patotipo se caracterizan por rasgos de virulencia compartidos
y por lo general se pueden distinguir aun mas por el antigeno O (lipopolisacarido) y los
antigenos H (flagelar) (Kaper et al., 2004).

Para determinar el grupo patégeno al que pertenecen (Kauffman, 1944) desarrollé un
esquema de serotipificacion que continuamente varia y que actualmente tiene 176
antigenos somaticos (O), 112 flagelares (H) y 60 capsulares (K). El antigeno "O" es el
responsable del serogrupo; la determinacion del antigeno somatico y flagelar (O: H)
indica el serotipo, el cual en ocasiones se asocia con un cuadro clinico en particular.
Existen cepas especificas de E. coli con capacidad potencial para invadir el uroepitelio y
causar UTls. Solo ocho de los mas de 170 serotipos de antigeno lipopolisacarido O (O1,
02, 04, 06, O7, O16, 018 y O75) son responsables del 80% de los episodios de
pielonefritis aguda comunitaria (Orskov et al., 1982). Estos antigenos somaticos se

asocian con los serotipos capsulares K1, K2, K5, K12, K13. (Figura 1)

Figura 1. Factores de virulencia y antigenos de superficie de E. coli utilizados para la clasificacion bacteriana por
serogrupo Yy serotipo (tomada de Fairbrother 2015)
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2.4 Factores de virulencia

Los factores de virulencia de E coli pertenecen a dos tipos principales; los producidos
en la superficie de la célula y los producidos dentro de la célula y luego exportado al sitio
de accion. Los de la superficie incluyen diferentes tipos de fimbrias que tienen un papel
en la adhesion de la superficie de las células huésped, pero también pueden tener
funciones adicionales, tales como la invasion de tejidos, la formacién de biopeliculas o
la induccion de citoquinas. Otros factores de virulencia permiten a las bacterias crecer

en un ambiente de restriccion de hierro.

Entre los factores de virulencia presentes en la mayoria de las cepas ExXPEC, se
encuentran factores implicados en la adherencia de las bacterias a las células o
adhesinas (p. ej., fimbrias tipo 1 y fimbrias tipo P), factores que permiten evitar o
sobrevivir a los sistemas de defensa del huésped (como capsulas y lipopolisacaridos),
mecanismos de adquisicién de nutrientes (sideroforos), proteasas, invasinas y toxinas
(hemolisina y factor citotoxico necrosante) (Russo & Johnson, 2003) y puede variar entre

los diferentes sindromes o tipos de infeccion (Johnson & Russo, 2005).

Las cepas patogénicas también poseen otros factores de virulencia tales como

produccion de aerobactina (secuestro de hierro) y hemolisina (Hedges, 1995).

Las proteinas de membrana externa también pueden contribuir a la virulencia, al
encontrarse involucrados en la exportacién de factores de virulencia, por ejemplo; la
proteina TolC participa en la transferencia de la a- hemolisina a través de la membrana

externa de las células de E. coli (Wandersman & Delepelaire, 1990).

La virulencia bacteriana en un fendmeno multifactorial. Las cepas patégenas de E. coli
poseen diferentes tipos de factores de virulencia que contribuyen conjuntamente a
potenciar su patogenicidad (Blanco et al., 2002). La expresion de factores de virulencia
especificos le confiere a la bacteria la creciente capacidad de adaptacién a nuevos

nichos, generando un amplio numero de enfermedades (Kaper et al., 2004).

Hasta el momento, los mecanismos moleculares y las ventajas selectivas que llevan a la

evolucion de la patogenicidad no estan realmente bien comprendidos. Por ejemplo, se
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considera que para la mayoria de los patdgenos bacterianos la virulencia es un proceso
multifactorial que requiere principalmente de dos componentes: 1) un entorno genético
propicio: el cual se ha determinado que el serotipo esta fuertemente asociado con la
patogenicidad (Nataro & Kaper, 1998) un grupo de genes de virulencia que son unicos
en los patogenos (Groisman & Ochman, 1996). En varios patégenos estos
determinantes se encuentran en plasmidos, mientras que en otros patégenos la mayor
parte de los genes responsables de un cuadro clinico se presentan en el cromosoma en
uno 0 mas grupos de genes denominados "islas de patogenicidad" (Salyers & Whitt,
1994).

En la tabla 1 se aprecian los principales factores de virulencia de las cepas de E. coli

involucradas en infecciones de vias urinarias
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Factor de virulencia

Funcién

papA (Pap fimbrial major pilin protein)
papEF ( P-fimbrial adhesin gene)
bmakE (group M- specific adhesin )
ibeA (invasion of brain epithelieum)
tshd (Temperature-sensitive
haemagglutinin gene)
afal (Afimbrial adhesin I)
fim (type-1 fimbriae)
iha (non hemagglutinating)
pap (pillus associated with pyelonephritis)
papG (fimbrial adhesin G)

Adhesinas

ireA (Iron-regulated outer membrane
virulence protein)

sitA (periplasmic iron-binding protein)
feoB (Ferrous iron transport protein B)
iutAD (Ferric aerobactin receptor gene

iron transport)
irp-2 (Iron-repressible gene associated

with yersiniabactin synthesis)
iuc (aerobactin)
iroN (iron)

Sistema de Adquisicion de hierro

hlyD (chromosomal hemolysin D)
cnfl (citotoxic necrotizing factor 1)
usp (uropathogenic specific protein)
vat (vacuolating autotransporter toxin)
cva/cvi (colicin V plasmid operon genes)

Citotoxina

traT (conjugal transfer surface exclusion
protein)
kpsMT Il (K-antigen)
pic (protein involvedin the intestinal
colonization)
omp T (The outer memebrane protease T)
sap (sensitive to antimicrobial peptide)
sigA (factor sigma)
iss (increased serum survival protein)

Protectinas

setlAy setlB (Shigella enterotoxin 1)
sen (sHet-2 toxin)
astA (EnteroAggregative heat stable toxin)

Enterotoxinas

Tabla 1: Factores de virulencia de UPEC




2.5 Infecciones del tracto urinario por UPEC

Es probable que la infeccidén urinaria inicie cuando UPEC coloniza la zona periuretral y
asciende por la uretra hasta la vejiga (Figura 2). Entre 4 y 24 horas ocurre la expresion
de las fimbrias tipo 1 (Gunther et al., 2001), que tienen un papel importante temprano en
el desarrollo de las UTIs (Connell et al., 1996). Las Fimbrias tipo 1 de E. coli se unen a
restos de manosa de los receptores de uroplaquinas de la capa de transicion de las
células epiteliales (Mulvey et al., 1998). Lo que desencadena la apoptosis y la exfoliacion;
la invasion del epitelio de la vejiga se acompana con la formacién de protuberancias de
la vaina que se extienden sobre la superficie de la vejiga que contienen bacterias
encapsuladas en una matriz de polisacarido rodeado por una capa de uroplaquinas
(Anderson et al., 2003). Se ha descrito que en el interior de las células epiteliales las
bacterias forman una biopelicula que actua como un reservorio para infecciones
recurrentes (Mulvey et al., 1998; Anderson et al., 2003), y de hecho, en algunos casos
de infeccidn recurrente, se encontré asociado el mismo serogrupo. La adquisicion de
hierro y la capacidad de crecer en la orina también son cruciales para la supervivencia.

En las cepas UPEC que causan cistitis las fimbrias tipo 1 se expresan continuamente y
la infeccion se limita a la vejiga (Connell et al., 1996). En cepas causantes de pielonefritis,
el elemento invertible que controla la expresion de fimbrias tipo 1 se vuelve a la posicion
"off" y las fimbrias tipo 1 no se expresan (Gunther et al., 2001). Este proceso libera a E.
coli de los receptores de las células epiteliales de la vejiga y permite al organismo
ascender a través de los uréteres hacia los rifilones, donde la bacteria puede presentar
fimbrias P para los receptores que se expresan en el epitelio renal (Eden & Hansson,
1978; Korhonen et al., 1986). En esta etapa, la hemolisina podria danar el epitelio renal
(Trifillis et al., 1994) y, junto con otros productos bacterianos, incluyendo LPS, inicia una
respuesta inflamatoria aguda que recluta a los polimorfos nucleares (PMNs) al sitio de
infeccion. Se ha demostrado que la hemolisina también induce el Ca2+ ocasionando
oscilaciones en las células epiteliales renales, resultando en aumento de la produccion
de IL-6 y IL-8 (Uhlen et al., 2000). La secrecion de Sat, una citotoxina vacuolizante, causa

dafos a los glomérulos y es citopatico para el epitelio que rodea (Guyer et al., 2000). En
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algunos casos, la barrera que proporciona los tubulos proximales de una sola célula de
espesor puede ser abierta y las bacterias pueden penetrar las células endoteliales para

entrar en el torrente sanguineo, dando lugar a la bacteremia.

Figura 2 Patogénesis de la infeccion urinaria causada por E. coli uropatdgena. La figura muestra las diferentes etapas
de una infeccion del tracto urinario. Paneles 2, 4, 5y 11 tomadas de (Gunther et al., 2015).CFU= unidades formadoras
de colonias; PMN= leucocitos polimorfonucleares
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» 3. ANTECEDENTES

Farshad et al., (2009) evaluaron la prevalencia de los genes de virulencia en 96 cepas
de E. coli aisladas de nifios con infeccién del tracto urinario (ITU). El 49.2% de los casos
fueron diagnosticados como cistitis, y el 50.8% como pielonefritis aguda. La prevalencia
de los genes pap, sfa, hly y cnf entre las cepas aisladas fue del 27.1%, 14.6%, 13.5% y
22.9%, respectivamente. Este estudio demostré una mayor prevalencia de pielonefritis

en presencia de los genes de virulencia de E. coli.

Karimian et al., (2012) estudiaron por PCR los factores de virulencia en 123 cepas de E.
coli aisladas de pacientes con (ITU). El gen fimH fue detectado en el 79.7% de las cepas
seguido de cnF1, hlyA, pap, iroN, afa, iuc, iha, OmpT e irp2 con 50.4, 50.4, 50.4, 42.27,
8.13, 10.56, 17.88, 11.38 y 4.87%, respectivamente, mientras que los genes menos

frecuentes fueron tsh y usp, con 0,0% y 1.62%.

Tarchouna et al., (2013) evaluaron 90 cepas de E. coli uropatégenas para detectar por
PCR la prevalencia de siete genes de virulencia. Estos autores encontraron que el gen
fimH predominé en el 68% de las cepas, pap en 41%, SFA/FOC 34%, afaen 20%y
hly y cnf se identificaron en 19% y 3% de las cepas, respectivamente. Una prevalencia

del 52% fue encontrado para el gen aer.

Firoozeh et al., (2014) estudiaron los genes de virulencia en 150 cepas de E. coli aisladas
de pacientes con pielonefritis y cistitis, incluyendo los genes pap, hly, aer, sfa, cnf, afa,
traT y PAI. En este estudio se identificaron 19 patrones de virulencia diferentes entre las
cepas UPEC, en donde el patron mas prevalente fue traT-PAIl. Los genes pap, traT, aer,
hly, y PAI fueron mas prevalentes entre las cepas de los pacientes con pielonefritis que

en los de cistitis, Los genes sfa, afa y cnf, no se detectaron en ninguna de las cepas.

Lépez- Banda et al., (2014) analizaron 108 cepas de E. coli de mujeres Mexicanas, con
infeccidon del tracto urinario. Estos autores estudiaron la asociacion de 16 genes de
virulencia (adhesinas, toxinas, sideréforos, lipopolisacarido e invasinas), los grupos

filogenéticos, y la resistencia a los antibioticos. La distribucion de los grupos filogenéticos
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fue la siguiente: B1, 9.3%, A, 30.6%, B2, 55.6% y D 4.6%. La prevalencia de los genes
de virulencia fue; ecp 98.1%, fimH 86.1%, trat 77.8%, sfa/ focDE 74.1%, papC 62%, iutA
48.1%, fyuA 44.4%, focG 2.8%, sfaS 1.9%, hlyA 74%, cnf-1 6.5 %, cdt-B 0.9%, cvac
2.8%, IbeA 2.8%, y rfc 0.9%. Alrededor del 50% de las bacterias fue resistente a
ampicilina/sulbactam, ampicilina, piperacilina, trimetoprim/sulfametoxazol,

ciprofloxacina, y levofloxacina.
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> 4. JUSTIFICACION

Debido a que actualmente se desconoce de manera global la expresiéon de los
marcadores de virulencia de E. coli uropatégena, en el presente estudio se determinaran
los diferentes patrones de expresion de los genes bmakE, papA, papEF, sitA, traT, feoB,
ireA, hlyD e ibeA en cepas de E. coli utilizando un modelo in vitro de cultivo de células

epiteliales vaginales humanas.
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> 5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General
e Determinar la expresiéon de los genes de virulencia en cepas de Escherichia coli

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

5.2 Objetivos Particulares
e Determinar la expresion de los genes que codifican para adhesinas, toxinas,
hemolisinas, protectinas y sistemas de adquisicién de hierro en cepas de E. coli
por PCR en tiempo real después de la infeccidn in vitro de cultivo de células

epiteliales vaginales humanas.

e Establecer los diferentes patrones de expresion de los genotipos de virulencia en

las cepas de E. coli.

20



> 6. MATERIALES Y METODO

6.1 Origen de las cepas

Para la realizacion del presente trabajo, se utilizaron 194 cepas de (Escherichia coli,
1885) previamente aisladas de pacientes con infecciones del tracto urinario de dos
hospitales publicos: Hospital General Regional No. 72 “Lic. Vicente Santos Guajardo” y
de la Unidad de medicina familiar No. 64 del IMSS, Unidad Tequesquinahuac, ubicadas

en el municipio de Tlalnepantla de Baz, Edo. de México.

6.2 Extraccion del DNA

Cada una de las cepas de E. coli fue sembrada en agar EMB (Eosina Azul de Metileno)
por el método de estria cruzada e incubada a 37°C durante 24h. Después de obtener el
crecimiento optimo bacteriano se tomaron varias colonias por medio de una asa estéril
y se depositaron en un tubo estéril de 16x150 mm, que contenia 2 mL de agua
desionizada estéril. El inéculo fue agitado por medio de un Vortex Mixer® por 30
segundos y posteriormente se colocaron en bafio maria durante 20 minutos. Al término
las muestras se colocaron en hielo (0°C) por 10 minutos. Finalmente las muestras fueron
centrifugadas en una microcentrifuga Beckman Coulter™ a 14,000rpm durante 10
minutos. El sobrenadante que contenia el DNA fue transferido a un tubo eppendorf de

200 pL estéril y se guardo a -20°C hasta su posterior utilizacién (Paniagua et al., 2007).

6.3 Identificacion de Escherichia coli por PCR en Tiempo Real

La identificacién de la especie E. coli se realizé6 por PCR en tiempo real mediante la
deteccion del marcador cromosdmico 16SrRNA (Lane et al., 1985). Los oligonucledtidos
que se utilizaron fueron wI-3110 (AGAGTTTGATCGTGGCTACG) y wl-3111
(CCGTCAATTCATTTGAGTTT) integrated DNA Technologies ™. Para el ensayo de
PCR en Tiempo Real se utilizé el kit Rotor Gene SYBR Grenn PCR (Qiagen), siguiendo
las instrucciones del fabricante. El volumen final de la mezcla de reaccion fue de 25
microlitros; 12.5 microlitros Master Mix SYBR Green, 1 microlitro del primer Forward (1
um), 1 microlitro del primer Reverse (1 um), 2 microlitros de ADN gendmico (20 ng) vy
8.5 microlitros de RNasa-Free-Water. Las condiciones de amplificacion fueron: 95°C

durante 5 minutos (activacion de la HotStart), 40 ciclos de desnaturalizacion a 95°C
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durante 5 segundos y la combinacién de alineacién/extension de 60°C por 10 segundos.

La cepa de E. coli ATCC 11775 fue utilizada como control positivo.

6.4 Modelo de infeccion in vitro de la linea celular vaginal humana en las cepas de
Escherichia coli.

Para promover la expresion de los genes de virulencia de E. coli (adhesinas, toxinas,
protectinas y de hierro), las cepas fueron crecidas en agar Eosina Azul de Metilo (Bloxon)
e incubadas a 37 °C por 24 horas. Al término una colonia de cada cepa de E. coli fue
depositada en el medio liquido BHI (infusidon-cerebro-corazén; Bloxon) e incubada a 37
°C por 24 horas. Posteriormente los cultivos fueron diluidos 1:100 e incubados a 37 °C
por 2 horas hasta obtener una DOeoo =0.4 que correspondié a 1x10° células por mL. La
dilucion bacteriana fue centrifugada a 2000 rpm por 3 minutos y lavada tres veces con
PBS (Sodium Phosphate Buffer) (Green et al., 2004). Finalmente la pastilla se
resuspendié en 1mL de PBS, y a partir de ésta se tomaron 50 pL (1x10° células por mL)
y se depositaron sobre la superficie de un cultivo de la linea celular vaginal A431 derivada
de un carcinoma epidermoidal vulval (ATCC, Manassas, VA, USA), (Figura 3). Las placas
con los cultivos fueron incubadas a 37 °C por 48 horas en 5% de CO2 y humedad
saturada. Después de esto las células bacterinas fueron recolectadas de la superficie
de cada uno de los cultivos celulares por medio de asas estériles y se resuspendieron
en tubos eppendorf con 500 pL de PBS. A partir de esto, se prepard una dilucién en
PBS con 5x107 células y se centrifugaron a 10000 rpm durante 5 minutos. Los
sobrenadantes fueron decantados y las pastillas celulares fueron utilizadas para la

extraccion del RNA.
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Figura 3. Placa del cultivo de la linea celular vaginal A431 derivada de un carcinoma epidermoidal vulval

6.5 Extraccion y purificaciéon de RNA total utilizando el QIAcube y el equipo
RNAeasy.
Para la extraccion y purificacion total del RNA de bacterias y levaduras, el Quiacube fue
alimentado con los reactivos incluidos en el equipo comercial RNeasy mini Kit (Qiagen;
No. de catalogo 74104). El RNeasy incluyé los siguientes solventes:
A) Botella con 220 ml de RLT (buffer de lisis que contiene guanidine thiocynate).
B) Botella con 220 ml de RW1 (buffer de lavado conformado por etanol y una
pequefia cantidad de guanidine thiocynate).
C) Botella con 55 ml de RPE concentrado (buffer de lavado, antes de usar adicionar
4 volumenes de etanol al 96%).

D) Botella con 50 ml de agua libre de RNasas.

6.6 Alimentacion del QlAcube para la extraccion del ARN

Los tubos eppendorf con las pastillas celulares bacterianas obtenidas después de la
infeccion del cultivo de la linea celular vaginal A431 fueron depositados en los pozos
del agitador del QlAcube (Figura 4).
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Figura 4 Colocacion de los tubos eppendorf con las pastillas celulares bacterianas, en los pozos dell agitador
QlAcube

6.7 Preparacién del buffer de lisis celular

Buffer TE para bacterias

El buffer de lisis celular TE se elaboré de la manera siguiente:
Se preparé una solucién con 10 mM Tris-Cl y 1 mM de EDTA, el pH se ajusté a 8.0.

Antes de usarse se adicion6 1 mg/mL de lisozima (Sigma Catalogo L7651).

6.8 Colocacioén de los reactivos en el QlAcube

El tubo eppendorf con un volumen de 1.5 mL de TE, se colocd en el pozo A del QlAcube.
Las diferentes botellitas con volumenes de 25 mL de buffer RLT, Ethanol (ETOH) al
100%, RW1, RPE y H20 libre de RNasas, en cada caso, se colocaron en la seccion de
reactivos. Es importante mencionar que el buffer RLT utilizado en esta etapa contenia 10
ML de mercaptoethanol (B-ME) por cada mililtro de buffer, de tal manera que para un
volumen final de 25 mL de buffer de RLT se le adicionaron 250 pL de B-ME.
Posteriormente se colocaron las puntas para pipeta dentro del contenedor. Al término se
colocaron los tubos de columna y de elucion dentro de los contenedores de plastico y se
depositaron en el interior de la centrifuga del equipo. Finalmente se seleccion6 el
programa y se inicié la corrida de extraccion del RNA. La concentracion deseada de ARN

fue <30 ng.
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6.9 Reversotranscripcion

Para la reversotranscripcion de RNA a ADNc se utilizé el equipo Quantitec ® Reverse

Transcription (Quiagen®; N°de catalgo 205311) siguiendo las instrucciones del

fabricante.

6.10 Eliminacion del ADN gendmico

Se descongeld el ARN y los componentes del Kit a temperatura ambiente (15°-25°C)
Para un volumen final de reaccion de 24 L se depositd en un tubo eppendorf de 0.2 mL

cada uno de los siguientes componentes como se muestra en el cuadro 1

Componente/ Reactivo Volumen

gDna Wipeout buffer, 7X 1.5uL
ARN templado 10uL

Agua libre de RNasa 11.5uL

Cuadro 1 Componentes de reaccion para la eliminacion del ADN genémico.

Posteriormente se incubd cada tubo a 42°C por 2 minutos, e inmediatamente se colocé

en hielo.
6.11 Preparacién de la master mix para la reversotranscripcion

La Master mix contenia todos los compontes necesarios para la sintesis de la primera
cadena de ADNc. Para un volumen final por mezcla de reaccién de 20 microlitros se
depositd en un tubo eppendorf de 0.2 mL cada uno de los siguientes componentes

que aparecen en el cuadro 2:
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Componentes/ Reactivos Volumen

Master mix para 1uL

reversotranscripcion

Quantiscript Reverse

Transcriptasa
(Contiene inhibidor de RNasa

Quantiscript Rt buffer, 5X 4uL
(Incluye Mg+?y Dntps)

Rt Primer Mix 1L

ARN Templado 14 pL

Cuadro 2 Componentes de reaccién para la reversotranscripcion.

Al término, se mezclaron los componentes y se mantuvieron en hielo hasta incubarlo a
42° C por 15 min. Mas tarde se incubd a 95°C por 3 min para inactivar la transcriptasa
reversa. Finalmente, la reacciéon (ADNc) se guardo a -20°C hasta su utilizacion en PCR

en tiempo real.

6.12 Preparacion de la mezcla de reaccion para PCR en tiempo real

Para el ensayo de PCR en tiempo real se utilizo el equipo de PCR Rotor-Gene ™ SYBR
Green | (Qiagen). Para un volumen final de reaccion de 20 uL, se deposité en un tubo de
0.1 mL las cantidades que se muestran en el cuadro 3. Durante el desarrollo de la PCR

los tubos con las mezclas de reaccidén se mantuvieron en hielo.
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Componente/ Reactivo Volumen
Primer FW 1uL
Primer RV 1uL
Master mix SYBR Green 10uL
DNAc 1uL
Agua libre de nucleasa 7uL

Cuadro 3. Preparacion de la mezcla de reaccién para la PCR en tiempo real.

Al término los tubos se colocaron en el equipo de PCR en Tiempo Real Rotor Gene™,
se ingreso al software y se programara el equipo en el canal verde bajo las condiciones

del ciclaje que se muestran en el cuadro 4:

Pasos Tiempo Temperatura N°. ciclos Procedimiento
Activacion de la
Hot Star Taq Plus
Activacion inicial i o
SullE SO 1 ADNpolimerasa
de PCR
30s 95° C Deteccion de
fluorescencia y
Desnaturalizacion .,
40 coleccion de datos.
Combinacion 30s 57°C
alineacion/ extension

Cuadro 4. Condiciones de ciclaje para la Identificaciéon de E. coli por PCR en tiempo real



» 7. RESULTADOS

7.1 Identificacion de la especie Escherichia coli mediante PCR en Tiempo Real

Para el desarrollo de este estudio se analizaron 194 cepas de E. coli aisladas de
pacientes con infecciones en las vias urinarias de la Clinica N° 64 del IMSS y del Hospital
N° 72 del IMSS, ubicados en el municipio de Tlalnepantla de Baz, Edo. de México. El
100% de las cepas fue identificada como E. coli debido a la amplificacién del gen 16
SrRNA mediante PCR en Tiempo Real (Figura 5 Y 6)

Control positivo—»
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NTC
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Figura 5. Deteccion de Escherichia coli mediante la amplificacion del gen 16 SrRNA por PCR en tiempo
real utilizando SYBR® Green. La lectura se realizé en el canal verde. Control positivo =E. coli ATCC
25922, Control negativo = NTC (No Control Templado).
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Figura 6. Curva de fusion (Melting point) del gen 16SrRNA de las cepas de Escherichia coli. Los productos
especificos muestran una temperatura de disociacion mas elevada que los productos inespecificos.

7.2 Expresion de los genes de E. coli por PCR en Tiempo Real utilizando un modelo

de infeccion In vitro de epitelio vaginal dla linea celular HVE A431.

Durante la infeccion In vitro del cultivo celular A431con las cepas de E. coli (n=194), el
gen que se expreso con mas frecuencia fue feob (hierro) con el 90.7% (n=176) de las
cepas (Tabla 2, Figuras 7 y 8), seguido por traT (Figura 9 y 10) y sitA (Figura 11y 12;
protectinas) con el 68% (n=133) y 58% (n=114), respectivamente, papA (adhesién) con
el 20.1% (n=39; Figuras 13 y 14), y hlyD (toxina) con el 17% (n=33; Figuras 15y 16),
mientras que los genes expresados con menor frecuencia fueron ireA (hierrro) 13.9%
(n=27; Figuras 17 y 18), e ibeA con el 2.0% (n=4; Tabla 2). Los genes bmaE y papeF
que codifican para adhesinas, no fueron identificados en ninguna de las cepas de E. coli.
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Gen % de expresion (No. de cepas)
n=194
feoB 90.7 (176)
traT 68 (133)
SitA 58 (114)
papA 20.1 (39)
hlyD 17 (33)
ireA 13.9 (27)
ibeA 2.0 (4)
bmak 0
papeF 0

Tabla 2. Porcentaje de expresion de los genes de virulencia en las cepas UPEC.
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Figura 7. Expresion del gen feoB en las cepas de E. coli por PCR en Tiempo Real utilizando SYBR® Green.
La lectura se realizé en el canal verde. Control positivo = E. coli ATCC 25922, Control negativo = NTC (No

Control Templado).
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Figura 8. Curva de fusién (Melting point) de la expresion del gen feoB. Los productos especificos muestran
una temperatura mas alta de disociacién a comparacion con los productos inespecificos.
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Figura 9. Expresion del gen traT en las cepas de E. coli por PCR en Tiempo Real utilizando SYBR® Green.
La lectura se realiz6 en el canal verde. Control positivo =E. coli ATCC 25922, Control negativo = NTC (No

Control Templado).
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Figura 10. Curva de fusion (Melting point) de la expresion del gen traT. Los productos especificos muestran
una temperatura mas alta de disociacién a comparacion con los productos inespecificos.
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Figura 11. Expresion del gen sitA en las cepas de E. coli por PCR en Tiempo Real. Control positivo =E.
coli ATCC 25922, Control negativo = NTC (No Control Templado).
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Figura 12. Curva de fusion (Melting point) de la expresion del gen sitA.
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Figura 13. Expresion del gen papA en las cepas de E. coli por PCR en Tiempo Real. Control positivo = E.
coli ATCC 25922. Control negativo = NTC (No Control Templado).
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Figura 14. Curva de fusion (Melting point) de la expresion del gen papA.
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Figura 15. Expresion del gen hlyD en las cepas de E. coli por PCR en Tiempo Real. Control positivo =E.

coli ATCC 25922, Control negativo = NTC (No Control Templado).
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Figura 16. Curva de fusion (Melting point) de la expresion del gen hlyD.
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Figura 17. Expresion del gen ireA en las cepas de E. coli por PCR en Tiempo Real. Control positivo =E.
coli ATCC 25922. Control negativo = NTC (No Control Templado).
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Figura 18. Curva de fusién (Melting point) de la expresion del gen ireA.

7.3 Patrones de expresion de los marcadores de virulencia en las cepas de E. coli.

En este estudio se identificaron 31 patrones distintos de expresiéon de los genotipos en
las 194 cepas de E. coli (Tabla 3), dentro de los cuales el patrén mas frecuente (no. 1;
feoB-traT-sitA) se detectd en el 19.5% (n=38) de las cepas, el patron no. 2 (feoB- traT)
fue encontrado en el 15.9% (n=, 31) de las cepas, el patrén no. 3 (feoB-sitA) en el
11.34% (n=22) y el patron no. 4 (ireA-feoB-traT) en el 4.12% (n=8). Los patrones 5-31 se

encontraron representados por una cepa, en cada caso.
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N° de patréon patron Numero de %
cepas

1 feoB-traT-sitA 38 19.5
2 feoB-traT 31 15.9
3 feoB-sitA 22 11.3
4 ireA-feoB-traT 8 41

5 papA-feoB-traT-sitA 7 3.6
6 ireA-feoB-traT-sitA 6 3.0
7 feoB-hlyD-traT-sitA 5 2.5
8 papa-feoB-hlyD-traT-sitA 5 25
9 feoB-hlyD-sitA 5 25
10 papA-feoB-hlyD-sitA 5 25
11 papA-feoB-traT1l 4 2.0
12 traT-sitA 4 2.0
13 papA-feoB 3 1.5
14 papA-ireA-feoB-traT-sitA 3 1.5
15 papA-feoB-hlyD-traT 3 1.5
16 feoB-traT-ibeA-sitA 2 1.0
17 feoB-hlyD-traT 2 1.0
18 feoB-hlyD 2 1.0
19 papA-feoB-sitA 2 1.0
20 ireA-feoB-hlyD-traT-sitA 2 1.0
21 ireA-traT 2 1.0
22 feoB-ibeA 1 0.5
23 ireA-feoB-hlyD-traT 1 0.5
24 ireA-feoB-sitA 1 0.5
25 papA-sitA 1 0.5
26 papA-ireA-feoB-hlyD-sitA 1 0.5
27 papA-ireA-hlyD-traT 1 0.5
28 papA-traT 1 0.5
29 IreA-traT-sitA 1 0.5
30 papA-ireA-feoB-traT 1 0.5
31 papA-hlyD-traT-sitA 1 0.5

Tabla 3. Patrones de expresion de los genotipos de E. coli

37




> 8.DISCUSION
8.1 Identificacion de la especie E. coli

En este trabajo se analizaron 194 cepas de Escherichia coli aisladas de pacientes con
infecciones de las vias urinarias. EI 100% (n=194) de las cepas se identific6 como E. coli
mediante la amplificacion por PCR en tiempo real del gen 16SrRNA (Figura 5y 6). Se ha
descrito que E.coli es responsable del 80 % de las infecciones del tracto urinario, siendo
la vejiga el sitio primario de infeccion en aproximadamente el 95% de todas las UTls
(Mulvey, 2002).

La exitosa invasion del tracto urinario por UPEC depende del numero de factores de
virulencia que poseen, del tamano del inéculo, y de los mecanismos de defensa del
hospedero (Moreno, 2006). Sin embargo, se ha encontrado una mayor prevalencia e
incidencia en las mujeres, debido principalmente a las caracteristicas anatomicas, tales
como la proximidad entre el ano y la abertura uretral, a cambios hormonales y de la
microbiota genital (Moura et al., 2009; Lloyd et al., 2007).

En México se ha descrito que desde el afio 2003 y hasta el 2008 las UTls ocuparon el
tercer lugar dentro de las 20 principales causas de morbilidad, observandose una
prevalencia mas alta en los grupos de edad de los 25-44 anos y en los adultos mayores
de 65 afos, siendo Escherichia coli uropatégena (UPEC) el principal agente etiolégico
(Welch et al., 2002; Kaper et al., 2004; Bower et al., 2005; Brzuszkiewicz et al., 2006;
Lloyd et al., 2007).

A nivel mundial se estima que alrededor de 150 millones de infecciones urinarias ocurren
cada ano (Raz, 2000). Se estima que el 11% de las mujeres experimentan al menos un
diagndstico de infeccion del tracto urinario (ITU ) por afo, y el 60% de las mujeres tienen
o han tenido una infeccion del tracto urinario o mas durante su vida (Mulvey, 2002). En
el Edo. de México existe poca informacion sobre las UTIs ocasionadas por E.coli, sin
embargo, se ha reconcido a las UTls como un serio problema econdémico para el sector
salud (Mulvey, 2002; Fronzes, 2008). En el 2008 se notificaron 3, 244,994 casos de UTls,
lo que representa una incidencia de 3,041.7 / 100,000 habitantes, de los cuales el 75.6
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% (2, 453,608/ 100,000 habitantes) fueron mujeres, con una incidencia de 4,508.6
/100,000.

8.2 Expresién de los genes que codifican para los sistemas de adquisicion de hierro en
las cepas de E. coli por PCR en Tiempo Real.

En este estudio se utilizé un modelo de infeccion in vitro en cultivo de células epiteliales
vaginales humanas de la linea celular A431 para determinar la expresion de los genes
que codifican para sistemas de captacion de hierro, adhesinas, toxinas y protectinas en
las cepas de E. coli. El hierro es un elemento esencial para la sobrevivencia de E. coli,
que facilita la reduccion del peréxido, el transporte de electrones en la respiraciéon celular,
la biosintesis de nucledtidos (Braun, 2001), el ciclo de los acidos tricarboxilicos, la
sintesis de metabolitos, fosforilacion oxidativa, y estrés oxidativo (Andrews et al., 2003).
Debido a esto, las bacterias han desarrollado multiples estrategias para la obtencion de
hierro durante los procesos infecciosos, que incluyen la expresion de los sistemas de
adquisicion de hierron mediante sideréforos que generalmente son formados por un
compuesto quelante del hierro que la bacteria excreta y puede volver a captar (Blanco et
al., 2002). En este estudio se encontr6 que los genes de hierro expresados mas
frecuentemente por las cepas UPEC durante el modelo de infeccién de la linea celular
A431, fueron feoB con el 90.7% (n=176) de las cepas (Tabla 2, Figuras 7 y 8), ireA
con el 13.9% (n=27; Figuras 17 y 18) y sitA con el 58% (n= 114; Tabla 2; Figura 11y
12). La expresion de los marcadores de virulencia, incluyendo los genes de hierro en
cepas UPEC han sido muy poco estudiados en modelos de infeccidon en animales o in
vitro, sin embargo se han descrito porcentajes de deteccion para feoB del 95% (n=192)
en cepas UPEC (n=202) aisladas de pacientes con UTls en China (Zhao et al., 2009),
del 99% (n=198) en cepas UPEC (n=200) de pacientes con infecciones del tracto
urinario en Dakota del Norte (Rodriguez-Siek et al., 2005) y del 67.2% (n=43) en cepas
de E. coli (n=64) aisladas de pacientes con UTIS al sur de Corea (Yun et al., 2014).

Para ireA se han descrito porcentajes de identificacion del 18% (n=37) en cepas de E.
coli (n=202) aisladas de pacientes con UTIs en China (Zhao et al., 2009), del 5% (n= 22)
en cepas UPEC (n=330) (Park HK et al., 2009), y del 32.9% (n=46) en cepas de E. coli
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(n=140) (Li et al., 2016), mientras que para sitA se han reportado prevalencias del 59%
(n=119) (Zhao et al., 2009), del 77% (n=66) (Luo et al., 2012) y del 15.3% en cepas
UPEC (Derakhshandeh et al., 2015).

La elevada expresiéon de feoB durante el modelo in vitro de infeccion con cepas UPEC
empleado en este estudio, demuestra que la expresion de este genotipo juega un rol
importante durante la patogénesis de las infecciones de las vias urinarias. Se ha
observado que los compuestos de hierro incrementan la virulencia de E. coli (Bullen et
al., 1968; Bornside et al., 1970; Bornside et al., 1968). La impotancia del gen feoB radica
en que las cepas UPEC utilizan la proteina FeoB en condiciones anaerobias-
microaerofilicas (Cao et al., 2007), que es producida por la mayoria de las bacterias de
la familia Enterobacteriaceae (Grim et al, 2012; Hood & Skaar, 2012).

8.6 Expresion de los genes que codifican protectinas en las cepas de E. coli por

PCR en Tiempo Real

Las cepas de E. coli uropatégenas poseen numerosos genes de virulencia que le permite
a las bacterias protegerse contra la respuesta inmune del hospedero durante los
procesos infecciosos. Entre estos genes se encuentran traT (conjugal transfer surface
exclusion protein), ompT (The outer memebrane protease T), iss (increased serum
survival protein y kpsMT Il (K-antigen) (Rodriguez-Siek et al., 2005). En éste estudio
durante el modelo de infeccion de la linea celular A431 con las cepas UPEC, traT fue
expresado en el 68% (n=133) (Tabla 2, Figura 9y 10). Se ha reportado una prevalencia
de este gen del 75% (n=151) en cepas UPEC (n=202) aisladas de pacientes con UTls
en China (Zhao et al.,2009), del 77% (n=139) en cepas de E. coli (n=180) aisladas de
Nueva Gales del Sur de Australia (Kudinha et al.,2011), del 80.6% (n=58) en un grupo
(n=72) de cepas UPEC aisladas de pielonefritis y del 67.9% (n=53) en cepas aisladas
de pacientes con cistitis (n=78) (Firoozeh et al., 2014).

Aunque el mecanismo de accion de la proteina traT y su papel exacto en la virulencia
aun no se ha estudiado, la evidencia actual sugiere que traT aumenta la resistencia de

las bacterias a la accion litica del complemento (respuesta inmunitaria) (Moll et al., 1980;
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Ogata & Levin 1980; Rhen et al., 1988). Este tipo de resistencia es uno de los principales
factores en la virulencia de las bacterias invasoras que causan infecciones generalizadas
(Joiner, 1986; Joiner, 1988; Timmis et al., 1985), asi como también reduce la
susceptibilidad de las bacterias a la fagocitosis por los macréfagos peritoneales (Aguero
et al., 1984)

8.8 Expresion de los genes de adhesion en las cepas de E. coli por PCR en Tiempo
Real

La adherencia es un paso esencial en la patogénesis bacteriana y la infeccion, necesaria
para colonizar un nuevo huésped (Coutte et al., 2003) Las adhesinas normalmente
permanecen asociadas con la superficie bacteriana, permitiendo que los
microorganismos se adhieren los determinantes de superficie, tales como glicolipidos,
proteoglicanos, y proteinas de la matriz (Beachey, 1981; Menozzi et al., 2002). En el
presente trabajo el gen de adhesion expresado con mas frecuencia durante el modelo
de infeccién de la linea celular A431 por las cepas UPEC fue papA con el 20.1% (n=39)
de las cepas (Figura 13y 14). La expresiéon de ibeA fue muy baja, con tan solo el 2%
(n=4) (Tabla 2). Se han reportado prevalencias para papA del 45.3% (n=29) en cepas
UPEC (n=64) aisladas de pacientes de un hospital al sur de Corea (Yun et al., 2014),
del 39.6% (n=23) en cepas aisladas de pacientes con infeccion de las vias urinarias
(n=58) en Corea del Sur (Lee et al., 2015), del 54% (n=110) en cepas aisladas de
personas con UTlIs (n=202) de la provincia de Jiangsu y la provincia de Anhui al este de
China (Zhao et al.,2009), y del 53% (n=161) en cepas (n=303) aisladas de pacientes con
sepsis en Francia (Cooke et al., 2010). Los genes papeF y bmaE no se expresaron en
ninguna de las cepas de E. coli (Tabla 2). La expresion de estos marcadores de virulencia
en modelos in vitro de infeccion no ha sido estudiada todavia, sin embargo se han
descrito prevalencias para papEF de 17.2% (n=11) en cepas UPEC (n= 64) aisladas de
pacientes del Hospital Youngsan Chung-Ang al sur de Corea (Yun et al., 2014), del 59%
(n=120) en cepas aisladas (n=202) de pacientes con UPEC de la provincia de Jiangsu y
la provincia de Anhui al este de China (Zhao et al., 2009), del 32.7% (n=53) en cepas
aisladas (n=62) de pacientes de Campinas, Sao Paulo (Tibal et al., 2008) y del 77%
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(n=139) en cepas (n=180) aisladas de Nueva Gales del Sur Australia (Kudinha et al.,
2011), mientras que para bmaE se han descrito frecuencias del 1.6% (n=1) en cepas
(n=64) UPEC aisladas de pacientes del Hospital Youngsan Chung-Ang al sur de Corea
(Yunetal., 2014), del 9 % (n=19) en cepas UPEC (n=202) aisladas de UTls de pacientes
de la provincia de Jiangsu y la provincia de Anhui al este de China (Zhao et al., 2009) y
del 1% (n=2) en cepas aisladas (n=180) de pacientes del Sur Nueva Gales, Australia
(Kudinha et al., 2011).

Por otro lado para ibeA se han reportado prevalencias del 67% en cepas (n=100)
aisladas de pacientes hospitalizados en Zabol, Iran (Shookohi y Rashki 2016), del 10%
(n=21) en cepas UPEC (n=202) aisladas de personas con UTls de la provincia de
Jiangsu y la provincia de Anhui al este de China (Zhao et al., 2009) y del 8% (n=24) en

cepas UPEC (n=303) aisladas de pacientes con sepsis en Francia (Cooke et al.,2010)

8.13 Expresidén de los genes de toxinas en las cepas de E. coli por PCR en Tiempo
Real

UPEC secreta una gran cantidad de proteinas que son toxicas para las células
eucarioticas, incluyendo alfa-hemolisina (Mobley et al., 1990; Welch & Falkow, 1983) y
el factor-1 citotoxico necrosante (CNF-1) (Rippere-Lampe et al., 2001).

Las toxinas contribuyen a que UPEC pueda penetrar a los tejidos y posteriormente al
interior de las células uroepiteliales del hospedero para acceder a los nutrientes o para
destruir las células afectoras del sistema inmune. La actividad toxica sobre el hospedero
ocasiona una fuerte reaccion inflamatoria, provocando generalmente necrosis en las
células tisulares (Luthje & Brauner, 2014). En este estudio el gen de toxinas expresado
con mas frecuencia durante el modelo de infeccién de la linea celular A431 por las cepas
UPEC fue hlyD con el 17% (n=33; Tabla 2; Figura 15 y 16). Se han reportado
prevalencias de éste gen del 11% (n=23) en cepas UPEC (n=202) aisladas de personas
con UTls de la provincia de Jiangsu y la provincia de Anhui al este de China (Zhao et al.,
2009), del 21.2% (n=85) en cepas aisladas de pacientes de diferentes regiones al sur de
Iran (Derakhshandeh et al., 2015) y del 33.8% (n=52) en cepas UPEC de pacientes no
diabéticos (n=154), y del 28.6% (n=36) de cepas de E. coli de pacientes diabéticos
(n=126) (Harwalkar et al., 2015)
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La hemolisina es toxica para una amplia gama de células huésped, participando en la
inflamacion, la lesion tisular, y contra las defensas del huésped. En algunas cepas, la
produccion de la hemolisina se suprime en condiciones de alto hierro y mejora en
condiciones de poco hierro (Lebek & Gruenig 1985; Mackman et al., 1985; Waalwijk et
al., 1983).

8.15 Patrones de expresion de los genes que codifican para sistemas de

adquisicion de hierro, adhesinas, protectinas y toxinas en las cepas de E. coli

En éste trabajo se identificaron 31 patrones diferentes de expresion de los genes de
virulencia en las cepas UPEC (tabla 3), dentro de los cuales el patron N°1 conformado
por los genes feoB-traT-sitA se identifico en el 19.5% de las cepas (n=38). Estos
resultados coinciden con lo reportado por Zhao et al., (2009), quienes obtuvieron una alta
prevalencia de los genes sita/trat/feoB en cepas UPEC, mientras que Johnson (et al.,
2008) encontraron que la sociacioén traT/sitA fue muy frecuente en cepas aisladas de
UTls.

En este estudio se demostré que las cepas UPEC estudiadas fueron capaces de
expresar al mismo tiempo diferentes genes de adhesion, adquisicion de hierro y
protectinas durante la patdgenesis de la infeccion del cultivo de las células epiteliales
vaginales A431, lo que demuestra la virulencia de las cepas para ocasionar infecciones

mas severas como cistitis o pielonefritis.
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1)

» 9. CONCLUSIONES

Escherichia coli fue responsable de la mayoria de las infecciones del tracto

urinario de los pacientes estudiados.

Los genotipos expresados mas frecuentemente después de la infeccién del cultivo
celular A431 fueron feoB, traT y sitA, mientras que los genes menos frecuentes
fueron de papA, hly-D ireA e IbeA. Los genes papeF y bmaE no se expresaron

en ninguna de las cepas de E. coli.

En este estudio se encontraron diferentes combinaciones de expresiéon de los
genes que codifican para sistemas de adquisicion de hierro, adhesinas, toxinas y

protectinas en las cepas estudiadas.

Los resultados demostraron la participacion colectiva de los diferentes genotipos
de virulencia en las cepas UPEC durante la patogénesis de la infeccion del
cultivo celular, evidenciando la virulencia de las cepas para ocasionar infecciones

mas severas como cistitis o pielonefritis.
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