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RESUMEN

Las infecciones de las vias urinarias por cepas de Escherichia coli uropatogenas (UPEC)
son consideradas un serio problema de salud. La patogenicidad de las cepas UPEC va a
depender de los multiples factores de virulencia que posean. Debido a que en nuestro pais
existe poca informacion sobre la caracterizacion molecular de cepas de E. coli
uropatégenas (UPEC), el presente estudio contribuird a establecer las diferentes
asociaciones de genes que codifican para adhesinas, sistemas de adquisicion de hierro,
protectinas, y toxinas en un grupo de cepas de E. coli aisladas de pacientes con infecciones
del tracto urinario. Se analizaron 194 cepas de E. coli aisladas de pacientes con infecciones
de las vias urinarias de la consulta externa de una clinica del IMSS ubicada en el municipio
de Tlalnepantla, Edo. de México. Las cepas de E. coli se identificaron por pruebas
bioquimicas y por biologia molecular mediante la amplificacion por PCR (reaccién en
cadena de la polimerasa) del gen rRNA. La identificacion de los diferentes genes de
virulencia en las cepas de E. coli se realizo mediante = PCR convencional.
Los genotipos identificados con mayor frecuencia en las cepas de E. coli fueron feoB 91.7%
(n=178), traT 73.1% (n=142), sitA 61.8% (n=120), papEF 29.3% (n=57), papA 20.1%
(n=39) y hlyD 17% (n=33), mientras que los genotipos menos frecuentes fueron ireA
15.9% (n=31) e ibeA 1.5% (n=3). El gen bmaE no fue identificado en ninguna de las cepas
de E. coli. Las cepas UPEC presentaron 47 diferentes patrones de asociacion de los
marcadores de virulencia, dentro de los cuales el patron mas frecuente fue traT-feoB-sitA
con el 19.0% (n=37). La elevada frecuencia de los genes de virulencia identificados en las
cepas de E. coli uropatogenas demostrd el alto riesgo de que estas bacterias ocasionen
infecciones cronicas o mas agudas de las vias urinarias altas como la cistitis y/o

pielonefritis.



1. INTRODUCCION

1.1 Caracteristicas de Escherichia coli

Escherichia coli es una enterobacteria Gramnegativa, saprofita, que forma parte de la
microbiota intestinal del tubo digestivo del hombre en concentracion de 101°- 101
microorganismos por gramo del intestino delgado. E. coli también se encuentra en la
materia fecal de animales con homeostasis térmica y reptiles. En el ambiente se encuentra
en el suelo, agua y vegetacion; se utiliza como bioindicador de la presencia de materia fecal
en cuerpos de agua, debido a que estos ambientes son propicios para el desarrollo 6ptimo
de bacterias saprofitas dependientes de nutrientes y de la temperatura (Puerta-Garcia,

2010; Tenaillon, 2010).

E.coli es una bacteria mesoéfila (20-45°C), con temperatura 6ptima de desarrollo de 37°C,
crece a pH de 6-8 y no se desarrolla en medio de cultivo con NaCl (Koneman, 1999;
Puerta-Garcia, 2010; Sanchez-Veja, 2003). Su tamafio es de 1-3 um de largo, posee
forma de baston, puede encontrarse de forma aislada o en parejas y posee movilidad
debido a sus flagelos peritricos. Son bacterias quimioheterétrofas facultativas, anaerobias
facultativas, no forman esporas, no licuan el alginato, regularmente reducen el nitrito a
nitrato, producen catalasa y [-galactosidasa (Faleiro, 2010; Puerta-Garcia, 2010).
Muchas de ellas (las que portan el plasmido F) poseen el pili sexual para la conjugacion, el
cual esta compuesto por subunidades polimerizadas acomodadas en a-hélice con 3 y 1/8

por vuelta (Johnson, 1991).

En cuanto a la membrana citoplasmadtica tiene doble capa de fosfolipidos, su funcioén es
regular el paso de los nutrientes y macromoléculas; ademas posee una capa de
peptidoglucano mds un espacio periplasmatico que tiene una gran concentracion de
proteinas. De acuerdo a su estructura la envoltura celular es multilaminada, la membrana
citoplasmatica es una bicapa fosfolipidica; la membrana externa es una bicapa fosfolipidica
incluyendo lipopolisacaridos “LPS” los cuales benefician a la bacteria en cuanto a la
colonizacién del huésped, ya que son un factor de virulencia, lipoproteinas, proteinas

porinas multiméricas (Puerta-Garcia, 2010).



E. coli es miembro de la familia Enterobacteriaceae, conformada por 50 géneros y mas de
500 especies, las cuales se clasifican de acuerdo a sus propiedades bioquimicas, estructura

antigénica, hibridacion DNA-DNA y secuenciacion del 16S rRNA (Murray, 2014).

E. coli permanece en el lumen intestinal y en hospederos inmunodeprimidos cuando la
barrera gastrointestinal se encuentra dafiada y por ende ocasiona patogenicidad (Boop,
1999; Farmer, 1995). Algunas cepas son patdgenas porque producen infecciones entéricas
o extraintestinales provocando 630 millones de casos de diarrea en el mundo y 775 mil
muertes al afio. Dentro de las cepas patdogenas extraintestinales se encuentra a E. coli
uropatogena (UPEC), que es la bacteria mas frecuente asociada a infecciones del tracto

urinario (UTIs) y a las cepas que causan septicemias en humanos (Faleiro, 2010).

E. coli puede actuar como simbionte en el hospedero, aportando nutrientes y sintetizando
cofactores para protegerlo contra otros patégenos. E. coli promueve la estabilidad de la
flora bacteriana luminal y mantiene una homeostasis normal intestinal (Wiles, 2008; Bien,

2012).

E. coli posee caracteristicas distintivas de la familia Enterobacteriaceae, mediante las

cuales se puede identificar bioquimicamente (Tabla 1; Rodriguez-Angeles, 2002).

Tabla 1. Identificacion bioquimica de E. coli (Rodriguez-Angeles, 2002):

PRUEBA BIOQUIMICA % DE POSITIVIDAD
Oxidasa 0
Produccién de indol 98
Rojo de metilo 99
Voges-Proskauer 0
Citrato de Simmons 1
H2S (TSI) 1
Hidrdlisis de urea 1
Utilizacion de malonato 0
Acido a partir de glucosa 100
Gas a partir de glucosa 95




Fenilalanina desaminasa 0

Lisina descarboxilasa 90
Arginina dihidrolasa 17
Ornitina descarboxilasa 65
Movilidad a 36°C 95
Hidrdlisis de gelatina a 22°C 0
Crecimiento en KCN 3

Fermentacion de lactosa 95

Fermentacion de sacarosa 50
Fermentacion de D-manitol 98
Fermentacion de D- sorbitol 94

Fermentacion de mucato 95

Fermentacién de dulcitol 60

Fermentacion de salicina 40

Fermentacion de adonitol 5

Fermentacion de inositol 1

Fermentacion de L-arabinosa 99
Fermentacion de la rafinosa 50
Fermentacion de L-ramnosa 80

Fermentacion de maltosa 95

Fermentacion de D-xilosa 95

Fermentacion de trealosa 98

Fermentacion de celobiosa 2
Fermentacion de a-metil-D glucdsido 0
Fermentacion de eritritol 0

Hidrdlisis de la esculina 35

Fermentacion de melobiosa 75
Fermentacion de D-arabitol 5
Fermentacion de D-manosa 98
Fermentacion de glicerol 75
Nitrato a nitrito 100
Tartrato de Jordan 95
Utilizacion de acetato 90




Lipasa (aceite de maiz) 0

DNasa a 25°C 0

ONPG 95

1.2 Patologias causadas por Escherichia coli

Las cepas de E. coli se clasifican como patdgenas intestinales y patdgenas extraintestinales
(Abe et al., 2008). Las cepas de E. coli patdgenas intestinales o también conocidas como
E. coli diarreogénicas “DEC” se agrupan en 6 diferentes patotipos: E. coli Enteropatogéna
(EPEC), E. coli productora de la toxina Shiga (STEC), E. coli Enteroagregativa (EAEC),
E. coli Enterotoxigénica (ETEC), E. coli Enteroinvasiva (EIEC) y E. coli de Adherencia
difusa (DAEC). Por otro lado las patdgenas extraintestinales se dividen en 3 tipos NMEC
(causa meningitis neonatal), SEPEC (causa sepsis) y UPEC (Escherichia coli

uropatdgena) responsables de infecciones en el tracto urinario “UTI” (Toval, 2014).

Las UTIs se caracterizan por inflamacion del wurotelio como consecuencia de la

colonizacidn bacteriana, mayormente asociada a bacteriuria y piuria. (Valdevenito, 2008).

Las UTlIs son la segunda causa mas frecuente de infecciones, encontrandose por debajo de
las infecciones del tracto respiratorio, con una estimacion a nivel mundial de 150 millones
de personas por afio. De los casos de UTIs, el 90% se le atribuye a E.coli (UPEC). El rango
de las UTIs va desde cistitis, pielonefritis y urosepsis (Mobley, 2015; Sewifi, 2015).

E. coli es el agente etiologico del 50-80% de las infecciones de vias urinarias,
constituyéndose como un gran problema de salud. La orina es una barrera muy importante
para la colonizacién microbiana por las cepas UPEC en el tracto urinario (Tarchouna,
2013). Mas del 20% de las mujeres en América reciben al menos una vez atencion médica
debido a infecciones en el tracto urinario y casi 3% tienen mas de una infeccion al afio

(Sussman, 1997).

El 50% de las mujeres experimentan UTI's a lo largo de su vida y en el 25-40% recurre

dicha enfermedad pese al buen suministro de antibidticos durante el tratamiento (Conover,




2016). Las infecciones urinarias recurrentes “UTI-R” ocurren por episodios de 3 o mas
veces en un lapso de 12 meses; la recurrencia se debe a una re-infecciébn en
aproximadamente el 95% de los casos o a una recaida en el 5%, ambas se presentan 2

semanas después del tratamiento (Tabla 2; Valdevenito, 2008).

Tabla 2. Principales causas de recaida bacteriana

RECAIDA BACTERIANA

Litiasis infecciosa

Rifon atréfico unilateral infectado

Duplicacion uretral uréter ectépico

Cuerpos extrafos

Diverticulo uretral y glandulas peri-uretrales infectadas

Rifién esponjoso medular unilateral

Mufién uretral infectado posterior a la nefroctomia

Quiste del uraco infectado

Quistes de los calices renales comunicantes infectados

Necrosis papilar

Absceso perivesical fistulado a vejiga

Las UTIs generan al afio 7 millones de visitas a consulta médica, lo que representa una
pérdida econdémica relevante en el sector salud con $3.5 miles de millones de dolares

(Berry, 2009).

Diferentes factores, entre los que se encuentran los que contribuyen a una mala higiene
personal, provocan el incremento de bacteriuria en mujeres ancianas como la disminucion
de la funcién cognitiva, dificultad para caminar, demencia, accidentes cerebrovasculares,
cambios en el tracto genitourinario, incontinencia urinaria y fecal, cambios hormonales,

malnutricion y diabetes (Marques, 2012).

El desarrollo de UTIs depende de factores anatdmicos, integridad de los mecanismos de

defensa del huésped y la virulencia de los organismos (Bien, 2012).



La UTI comienza con una infeccion en la vejiga (cistitis), la cual puede desarrollarse en
una infeccion renal aguda (pielonefritis), y posteriormente ocasionar falla renal (Ulett,

2013).

Se ha descrito que las UTIs ocurren porque UPEC migra del tracto gastrointestinal hacia el
area periuretral, posteriormente a la uretra hasta llegar a la vejiga (Chen, 2013). En el caso
de las mujeres la distancia hacia la vejiga y la apertura uretral es mas cercana al recto
comparada con la del hombre, lo que hace mas propicia la colonizacion de las bacterias

(Geerlings, 2016).

Las UTIs se desarrollan después de la colonizacion de UPEC en el area peri-uretral y

ascienden hacia la uretra (Figura 1; McLellan, 2016).
Existen 3 mecanismos de infeccion en las vias urinarias:

1) Ruta ascendente: Es la mas comun en cuanto a incidencia, debido a la microbiota
perianal, vaginal y uretral, que migra a lugares muy cercanos como uretra, vejiga y
ureteros.

2) Diseminacion hematogena.

3) Diseminacion linfatica (Guzman, 1997)

La patogenicidad de las cepas de UPEC se debe a los multiples factores de virulencia (VF)
que poseen (Johnson, 1991; Blanco, 2002), entre los cuales se encuentran los genes que
codifican para sistemas de adquisicion de hierro, adhesinas, citotoxinas y protectinas

(Momtaz, 2013).
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Risk factors
Female sex, history of UT|
Sexual activity
Vaginal infection
Diabetes, obesity, genetic
susceptibility

Clinical symptoms
Frequent and urgent urination
Dysuria, suprapubic pain
Nocturia, hematuria, malaise

Causative organisms
UPEC

Klebsiella pneumoniae
Stophyiococcus saprophyticus
Enterococcus foecalis

Others

Upper UT

Selected UPEC virulence factors
Adhesins {Type 1 & other
chaperone-usher pili)

Toxins (HiyA, CNF1)
Siderophores (aerobactin,
enterobactin, yersiniabactin)
Capsule

Risk factors
Diabetes
HIV/AIDS
latrogenic immunosuppression
Congenital or acquired
urodynamic abnormalities

Clinical symptoms
Back and/or flank pain
Fever, chills, malaise
Nausea, vomiting, anorexia

Causative organisms
UPEC
Klebsielio pneumoniae
Staphylococcus gureus
Enterococcus foecalis
Proteus spp
Others

Selected UPEC virulence factors
Adhesins (Type 1 & P pili)
Toxins (HiyA, CNF1)
Siderophores {aerobactin, lha,
TonB siderophore receptor)
Flagella

Figura 1. Infecciones del tracto urinario, caracteristicas de la cistitis y pielonefritis,

asociadas con los factores de virulencia (Tomada de Mclellan, 2016)

1.3 Composicion antigénica

Las cepas de E. coli se identifican serologicamente de acuerdo a los antigenos flagelares
(H), al lipopolisacarido (O) y a los antigenos capsulares de superficie (K). Se han descrito

174 grupos O en las cepas UPEC (Momtaz, 2013).

Actualmente existen 174 antigenos somaticos (O), 118 flagelares (H) y 60 capsulares (K).
Los antigenos O indican el serogrupo y la union de los antigenos O:H indica el serotipo

(Rodriguez-Angeles, 2002).

Los grupos Ol, 02, O4, 06, O7, 08, O15, Ol6, O18, 021, 022, 025, O75 y O83 se

asocian frecuentemente con las cepas UPEC (Li ez al. 2016).
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1.4 Factores de virulencia

Las cepas UPEC poseen numerosos mecanismos para adherirse y posteriormente invadir el
tejido (Mulvey, 2002). La presion selectiva en el habitat de las cepas comensales promueve
la aparicion de los factores de virulencia (Tenaillon et al. 2010). La adquisicion de factores
de virulencia se debe a diferentes mecanismos como la transferencia horizontal de
transposones, plasmidos, bacteriofagos e islas de patogenicidad; lo que incrementa la

adaptacion hacia nuevos nichos y la habilidad de causar enfermedades (Bien, 2012).

La cepas de E. coli tienen una gran variedad genética, por lo que la diferencia entre las
patégenas y las comensales se fundamenta con sus antecedentes filogenéticos (Millan,

2014).

Filogenéticamente las cepas patdgenas extraintestinales de los grupos B2 y D poseen
factores de virulencia que participan en la colonizacion, adherencia, invasion y evasion de
mecanismos de defensa del hospedero (Millan, 2014). Los genes que codifican varios
factores de virulencia contribuyen con el aumento de la patogenicidad de la bacteria (Yun,

2014).

Los factores de virulencia se distribuyen en dos grupos: 1) asociados a la superficie
bacteriana, en donde se encuentran las fimbrias para la adhesion y 2) secretados y
exportados hacia el sitio de accion (Bien, 2012). Entre los factores de virulencia presentes
en las cepas UPEC se encuentran las adhesinas, toxinas, sistemas de adquisicion de hierro,
estructuras capsulares, flagelos, islas de patogenicidad y genes asociados a la formacion de
la biopelicula (Chen, 2013). En la Figura 3 y en la Tabla 4 se aprecian los principales genes
de virulencia de las cepas UPEC (Momtaz, 2013; Derakhshandeh, 2015).
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Figura 2. Representacion del epitelio de transicion en la vejiga donde A) células de la

umbrella, B) son las basales, C) Capilares, D) Lamina propia (Tomado de Orchard, 2015)

Adhesins
Pili
Afimbrial
adhesins

Courli

;Ps Toxins
CNF1
L
a®
# Haemolysin
-
-
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> SPATEs

ﬁ#ﬁ
Siderophores
*‘ cieit
- Haem receptors

Iron acquisition

Cellulose

;Ehmum

e O-antigen

Salmochellin

Immune evasion

Figura 3. Factores de virulencia de Escherichia coli (UPEC) (Tomado de Luthje, 2014).
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Tabla 4. Factores de virulencia de E. coli uropatégenas involucrados en las

infecciones de vias urinarias “UPEC” (Tomado de Yun, 2013; Rodriguez-Siek,

2005):
GEN FACTOR DE VIRULENCIA
ADHESINAS bmaE group M- specific adhesin
afa Afimbrial adhesin |
fimH Type | fimbriae
papA pilus associated with pyelonephritis
sfa/foc S fimbriae
TOXINAS cdtb Cytolethal distending toxin
cnfl cytotoxic necrotizing factor 1
vat vacuolating autotransporter toxin
hlyA Alpha-hemolysin
ADQUISICION DE HIERRO feoB Ferrous iron transporter
fyuA Yersiniabactina sideréforo
iutA Aerobactin receptor gene
PROTECTINAS kpsMTII K-antigen
iss increased serum survival protein
OTROS ibeA invasion of brain epithelieum
malX (PAI) pathogenicity islands

2.4.1 Mecanismo de accion de los factores de virulencia:

En las cepas UPEC la adherencia a los tejidos del tracto urinario es el primer paso para
llevar a cabo la colonizacién (Figura 4; Johnson, 1991). El numero de adhesinas varia
dependiendo de cada bacteria, ya que puede tener 1 6 mas tipos de fimbrias y su
clasificacion es de acuerdo a su funcionalidad (1, P y S). (Wein, 2008). Fimbria tipo 1
participa en la colonizacion de la vejiga durante la cistitis, mientras que P participa durante
la pielonefritis, y S para la meningitis (Conover, 2016). Las fimbrias estan compuestas por
chaperones-usher patway “CUP” que beneficia a la bacteria para el reconocimiento de los
receptores con especificidad esteroquimica (Chen, 2013). La importancia de la adherencia
bacteriana radica en que permite la proliferacion durante las UTIs, las bacterias permanecen
en el tracto urinario pese al flujo que tenga la orina y la activacion de vias de sefializacion.
(Yun, 2014).
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El hierro es esencial en las células, la bacteria lo adquiere por medio de los sideroforos,
dicho proceso contribuye a la patogenicidad de E. coli (Ling, 2013). Las cepas secretan
toxinas para destruir las células del epitelio urinario del hospedero, y la toxina citolitica a-
hemolisina es la principal ya que provoca lisis de los eritrocitos, desencadenando la
liberacién de nutrientes, como el hierro, lo cual aprovecha la bacteria para sobrevivir y
multiplicarse (Ullet, 2013). La actividad hemolitica de a-hemolisina se compone de
proteinas con una baja concentracion de fosfolipidos o lipopolisacaridos (Johnson, 1991).
Otra toxina de gran importancia es el factor citotoxico necrotizante 1 “CNF1”, que
promueve la invasion a las células del hospedero; CNF1 y a-hemolisina contribuyen a la

sintomatologia de cistitis (Ullet, 2013).

Host Tissue J

Flagellum
Fimbriae getly

\

Y

SN _CODSUle
\\_\‘ (K Antigen)

7

P oM
Exotoxins
(eg O¢-Hemolysin)

-
—
Membrane-Bound
@ Toxins
z (eq. 3-Hemolysin)
—

LPS (Endotoxin; O Antigen)

Siderophore-Fe
Complex

Figura 4. Interaccion de E.coli patdgena con el tejido del hospedero (Tomado de

Johnson, 1991).
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2. ANTECEDENTES

Abe et al., (2008) realizaron un trabajo para estudiar en 225 cepas de E. coli uropatdogenas
la distribucion de los distintos marcadores de virulencia. Las frecuencias de los genotipos
de virulencia fueron: fim 93.8%, irp2 68.9%, kps 51.5%, pap 45.8%, hly 44%, iha 40.4%,
aer 39.6%, sfa 29.8% y cnf 23.6%.

Derakhshandeh et al., (2015) determinaron la frecuencia de factores de virulencia en 85
cepas de E. coli uropatogenas. Los genes con mayor frecuencia en las cepas fueron fimH
34.1% y papA 9.4%. Se encontr6 una asociacion significativa de los genes papA-fimH
papA-tsh-sitA, hlyD-papA y sitA-tsh en las cepas estudiadas. hlyD se identifico en el 21.2%,
SitA en el 15.3%, tsh (temperatura sensible a la hemoaglutinacion) en el 27.1% y el gen cnf-

len el 3.5% de las cepas.

Firoozeh et al., (2014) realizaron un estudio para identificar 8 factores de virulencia en 150
cepas de E.coli mediante PCR. El 22.6% (n=41) presentd 1 gen de virulencia, 34.6%
(n=52) 2 genes, 26% (n=39) 3 y 3.5% (n=5) 4 factores. PAI se detectd en el 61.3% las
cepas (n=92), aer 30.7% (n=46), pap 25% (n=16.7), y el gen traT se correlacion6 en
pacientes con pielonefritis en un 80.6% (n=58) y en pacientes con cistitis en 67.9% (n=53),
sin embargo, los genes sfa y afa no se presentaron en las cepas. Se encontraron 19 patrones

de asociacion, 17 para pielonefritis y 12 para cistitis.

Millan et al., (2014) determinaron la distribucion de los diferentes grupos filogenéticos y de
los marcadores de virulencia en 28 cepas UPEC productoras de -lactamasa colectadas de
pacientes con infecciones del tracto urinario. El grupo B2 se encontr6 con mayor frecuencia
asociado con 4 combinaciones de genes (7/12) y con 5 combinaciones diferentes (2/12); el
gen fyuA fue el de mayor prevalencia con 67.8% (n=19), seguido de fymH 50% (n=14),
kpsMTII 35.7% (n=10), PAl 21.4% (n=6), ups 25% (n=7) y papA 7.1% (n=2).

Momtaz et al., (2013) realizaron mediante PCR un estudio para identificar 24 genotipos de
virulencia, 14 serogrupos O, y genes de resistencia a antibidticos en 123 cepas UPEC
aisladas de pacientes con UTI’s. La frecuencia de los genotipos de virulencia principales
fueron: fim 86% (n=106), setl 79% (n=98) y sfa 53% (n=66), sin embargo los genes sen y

tsh no se presentaron en las cepas.
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Shookohi et al., (2016) realizaron un estudio para detectar 10 genes de virulencia en 100
cepas UPEC aisladas de pacientes con infecciones en el tracto urinario. La frecuencia de los
genotipos fue la siguiente; 1UtA 99%, kpsll 98%, neuS 96%, ibeA 67%, iss 47%, astA 29%,
cvilcva 19%, vat 18% y tsh 1%.

Yamamoto et al., (1995) realizaron un estudio para identificar 6 factores de virulencia en
194 cepas de E. coli uropatdgenas aisladas de pacientes con cistitis. Las frecuencias de los
genotipos de virulencia fueron: pap 64% (n=125), aer 47% (n=93), hly 41% (n=80), sfa
36% (n=71), cnfl 31% (n=61) y afal 8% (n=17).

Yun et al,. (2014) compararon la presencia de 18 genes de virulencia en 64 cepas (15 de
UTI’s y 49 de bacteriuria asintomatica “ABU”) en pacientes menores de 18 afos. Las
frecuencias de los genotipos de virulencia fueron: fimH 96% (n=62), kpsMTII 84% (n=54)
y feoB 67.2% (n=43). Los genes papGl, cdtB y kpsMTIII no fueron identificados en
ninguna de las cepas. En las cepas aisladas de pacientes con diagndstico de UTI'’s, los
genes fueron; fimH 100% (n=15), kpsMTII 93.3% (n=14), fyuA 80% (n=12), iutA 60%
(n=9) y papA 60% (n=9); en las cepas aisladas de pacientes diagnosticadas con ABU los
genes encontrados fueron; fimH 95.9% (n=47), feoB 81.6% (n=40), kpsMTII 81.6% (n=40),
IUtA 51% (n=25) y papA 40.8% (n=20). Las cepas aisladas de UTI presentaron menos

factores de virulencia comparadas con las aisladas de ABU.
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3. JUSTIFICACION

Debido a que en nuestro pais existe poca informacion sobre la caracterizacion molecular de
cepas de E. coli uropatogenas (UPEC), el presente estudio contribuird a establecer las
diferentes asociaciones de genes que codifican para adhesinas, sistemas de adquisicion de
hierro, protectinas, y toxinas en un grupo de cepas de E. coli aisladas de pacientes con

infecciones del tracto urinario.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Caracterizar molecularmente un grupo de cepas de Escherichia coli aisladas de pacientes

con infecciones del tracto urinario.

4.2 Objetivos particulares

L. Determinar la frecuencia de los genes de adhesion bmaE, papa, sitA y papEF.
II. Determinar la frecuencia de los genes que codifican para toxinas hlyD y traT
II1. Determinar la frecuencia de los genes de adquisicion de hierro feoB, ireA

IV.  Determinar la frecuencia del gen miscelaneo ibeA en las cepas de E. coli.

V. Establecer los patrones de asociacion de los genes que codifican para adhesinas,

sistemas de adquisicion de hierro, protectinas, y toxinas en las cepas UPEC.
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1 Origen de las cepas

Se analizaron 194 cepas de E. coli uropatogenas previamente aisladas de pacientes con
infecciones urinarias del Hospital General Regional No. 72 “Lic. Vicente Santos Guajardo”
y de la Unidad de Medicina Familiar No. 64 ubicados en Tlalnepantla de Baz, Edo. de
Meéxico. Se recuper6d informacion de los pacientes como edad, sexo, antecedentes de

infecciones urinarias, etc.

5.2 Extraccion del DNA

Las cepas de E. coli (UPEC) se sembraron en el agar EMB por el método de estria cruzada
y se incubaron a 37°C durante 24 horas. Para evitar que los colorantes del EMB pudieran
interferir con la técnica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), las cepas fueron
resembradas en el medio Mueller Hinton (MH) y se incubaron a 37°C durante 24 horas.
Posteriormente se tomaron por medio de un asa de siembra ésteril varias colonias del
crecimiento bacteriano y se depositaron en un tubo con tapon de rosca de 16 X 150 mm
que contenia 2 mL de agua desionizada estéril. Las muestras se agitaron durante 30
segundos en un Vortex Mixer®. Posteriormente los tubos se colocaron en bafio maria por
20 minutos, al término las muestras se incubaron en hielo por 10 minutos. Finalmente 2 mL
de las muestras fueron depositados en tubos eppendorf estériles y centrifugados (Microfuge
Beckman Coulter™) a 14,000 rpm por 10 minutos. El sobrenadante (DNA) se separd en
un tubo eppendorf estéril y se guardd a -20°C hasta la realizacion de la PCR (Paniagua et

al., 2007).

5.3 Identificacion de Escherichia coli por PCR convencional

Las cepas de E. coli fueron identificadas por PCR mediante la amplificacion del gen 16S
rRNA (Rodicio et al., 2004). Para lo cual se utilizé la Kapa Taq Ready Mix™ (Kapa
Biosystems™). Para un volumen final de 20 pl por cada muestra de reaccion se utilizé 1

microlitro de cada uno de los oligonucleotidos (forward y reverse; Integrated DNA
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Technologies; Tabla 5) a la concentracion de 10 pmol, 10 ul de la Kapa Taq Ready Mix ™,
5 pl de agua libre de nucleasas estéril y 3 microlitros de ADN. Las condiciones de
amplificacion fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 minutos, seguida
de 30 ciclos (desnaturalizacion a 95°C por 30 segundos, alineacion a 55°C por 60 segundos
y extension a 72°C por 60 segundos). Finalmente la extension se prolongo6 por 5 minutos a

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

5.4 Deteccion de los genes feoB, traT, sitA, hlyD, ireA y bmaE en las cepas de E.

coli por PCR convencional

Para un volumen final de 20 pl por cada muestra de reaccion se utilizo 1 microlitro de cada
uno de los oligonucleétidos (Integrated DNA Technologies; Tabla 1) a la concentracion de
10 pmol, 10 pl de la Kapa Taq Ready Mix ™, 5ul de agua libre de nucleasas y 3
microlitros de ADN. Las condiciones de amplificacién fueron las siguientes (Jhonson &
Stell 2000); desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 minutos, seguido de 25 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos, alineacién a 63°C por 30 segundos, y una

extension a 68°C por 3 minutos. Por ultimo una extension final a 72°C por 10 minutos.

5.5 Deteccion de los genes ibeA, papEF y papA por PCR multiplex

Para amplificar los genes ibeA, papEF y papA se utilizé 1 microlitro de cada uno de los
oligonucledtidos (Integrated DNA Technologies; Tabla 5) a la concentracion de 10 pmol,
10 pl de la Kapa Taq Ready Mix ™, 1ul de agua libre de nucleasas y 3 microlitros de
ADN. Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes (Jhonson & Stell, 2000);
desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 minutos, seguida de 25 ciclos de desnaturalizacion a
94°C por 30 segundos, alineacion a 63°C por 30 segundos, y una extension a 68°C por 3
minutos. Por ultimo una extension final a 72°C por 10 minutos. Posteriormente los
amplicones obtenidos se analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 2%
tefitddos con el colorante Midori Green y fotografiados bajo luz UV utilizando el sistema

Kodak (GeLlogic 100).
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cepas de E. coli (Tomado de Rodriguez-Siek et al., 2005).

Tabla 5. Oligonucleotidos utilizados para amplificar los genes de virulencia en las

GEN SECUENCIA DEL PRIMER (5’-3’) Tamaiio del amplicén (pb) REFERENCIA
feoB F aattggcgtgcatgaagataactg 470 Runyen-Janecky
R agctggcgacctgatagaacaatg et al., (2003)
traT F ggtgtggtgcgatgagcacag 290 Johnson & Stell
R cacggttcagccatccctgag (2000)
SitA F agggggcacaactgattctcg 608 Runyen-Janecky
R taccgggccgttttctgtge et al., (2003)
papEF F gcaacagcaacgctggttgcatcat 326 Johnson & Stell
R agagagagccactcttatacggaca (2000)
papA F atggcagtggtgttttggtg 717
R cgtcccaccatacgtgcetcttc
hlyD F ctccggtacgtgaaaaggac 904 Johnson & Stell
R gccctgattactgaagcctg (2000)
ireA F gatgactcagccacgggtaa 254
R ccaggactcacctcacgaat
ibeA F aggcaggtgtgcgecgegtac 171 Johnson & Stell
R tggtgctccggcaaaccatge (2000)
bmae F atggcgctaacttgccatgctg 507
R agggggacatatagcccccttc
F agagtttgatcmtggctcag 919 Momtaz et.al.,
16SrRNA R ccgtcaattcatttgagttt 2013
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6. RESULTADOS

6.1 Distribucion de los pacientes por sexo

De los 194 pacientes con UTIs ocasionadas por E. coli se encontré que el 80.9% (n=157)
correspondié a pacientes del sexo femenino y el 19.1% (n=37) a pacientes del sexo

masculino.

Distribucion de pacientes por sexo

® Femenino
® Masculino

Figura 5. Distribucion de los pacientes analizados por sexo.

6.2 Edad de los pacientes analizados

La distribucion de los pacientes por rango de edad se muestra en la figura 6. El rango de
mayor abundancia fue el de 41-60 afos con 56% (n=86), seguido de 61-86 afios con 26%
(n=40), 21-40 afos con 16% (n=24) y el de 1-20 anos con 2% (n=4). Del 20.6% (n=40) no

se determino la edad.
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Figura 6. Distribucion de los pacientes por rango de edad.

6.3 Diagnostico de los pacientes

El diagnostico con mayor frecuencia en los pacientes estudiados fue el de infecciones en las
vias urinarias bajas (UTIs) con el 95.3% (n=185), seguido por el de pielonefritis, urosepsis
e infeccidén vaginal con el 1% (n= 2), en cada caso; lupus eritrematoso, cervicovaginitis y

litiasis renal con el 0.5% (n=1), en cada caso.
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Tabla 6. Diagnosticos clinicos de los pacientes estudiados

DIAGNOSTICO NUMERO (n= 194) %
Infeccidn en vias urinarias 185 95.3
Pielonefritis 2 1
Urosepsis 2 1
Infeccion vaginal 2 1
Lupus eritrematoso 1 0.5
Cervicovaginitis 1 0.5
Litiasis renal 1 0.5

6.4 Deteccion de E. coli mediante el gen 16S rRNA

El 100% de las cepas UPEC (n=194) fue identificada como E. coli mediante la
amplificacion del gen gen 16S RNA (Figura 7).

1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 7. Identificacion de las cepas de E. coli mediante la deteccion del gen 16S RNA por
medio de la PCR convencional. Carriles 1-3, 5 y 6 gen rRNA en cepas de E. coli (919 pb, el
amplicon); Carril 4 MWM (100 pb); Carril 7, control positivo (E. coli ATCC 25922);

Carril 8, control negativo (sin DNA molde).
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6.5 Identificacion de los genes de virulencia en las cepas de E.coli

El gen identificado con mayor frecuencia en las cepas de E. coli (Tabla 7 y Figura 8) fue
feoB con el 91.7% (n=178; Figura 9), seguido de los genes traT 73.1% (n=142; Figura 10),
sitA 61.8% (n=120; Figura 11), papEF 29.3% (n=57; Figura 12), papA 20.1% (n=39;
Figura 13), hlyD 17% (n=33; Figura 14), ireA 15.9% (n=31; Figura 15) e ibeA 1.5% (n=3;
Figuras 16). El gen bmaE no fue identificado en ninguna de las cepas (Tabla 7 y Figura 8).

Tabla 7. Frecuencia de los genes en las cepas de E. coli

Gen No. de cepas Porcentaje
feoB 178 91.7
traT 142 73.1
SitA 120 61.8
papEF 57 29.3
pPapA 39 20.1
hlyD 33 17
ireA 31 15.9
ibeA 3 1.5
bmaE 0 0
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feoB traT SitA papEF papA hlyD ireA ibeA bmaE
91.7% 73.1% 61.8% 29.3% 20.1% 17% 15.9% 1.5% 0%

Figura 8. Distribucion de los factores de virulencia en las cepas de E.coli

Figura 9. Deteccion por PCR convencional del gen de hierro feoB (470 pb, el amplicon)
en cepas UPEC. Carriles 1-3, 5 y 6, gen feoB (470 pb) en cepas de E. coli; Carril 4, MWM
(100 pb); Carril 7, control positivo (cepa de E. coli del cepario de Lab. Clinico); carril 8,
Control negativo (sin DNA molde).
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Figura 10. Deteccion por PCR convencional del gen de la protectina traT (290 pb, el
amplicon) en cepas UPEC. Carriles 1-3, 5 y 6 gen traT (290 pb) en cepas de E. coli; Carril
4, MWM (100 pb); Carril 7, control positivo (cepa de E. coli del cepario de Lab. Clinico).

1 2 3 45 6 7 8 9 10111213 14 15 16 1718 19 20

Figura 11. Deteccion por PCR convencional del gen de hierro SitA (608 pb el amplicon)
en cepas UPEC; Carriles 5-17 gen sitA (608 pb) en cepas de E. coli; Carril 4, MWM (100
pb); Carril 19, control positivo (cepa de E. coli del cepario de Lab. Clinico); Carril 20,
control negativo (sin DNA molde).
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Figura 12. Deteccion por PCR convencional del gen de adhesion papEF (326 pb, el
amplicon) en cepas UPEC. Carriles 1-3, 5 y 6, gen papEF (326 pb) en cepas de E. coli;
Carril 4, MWM (100 pb); Carril 7, control positivo (cepa de E. coli del cepario de Lab.

Clinico); carril 8, Control negativo (sin DNA molde).

Figura 13. Deteccion por PCR convencional del gen de adhesion papA (717 pb, amplicon)
en cepas UPEC. Carriles 1-3, 5 y 6 gen papA (717 pb) en cepas de E.coli; Carril 4, MWM
(100 pb); Carril 7, control positivo (cepa de E. coli del cepario de Lab. Clinico); carril 8,
Control negativo (sin DNA molde).
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Figura 14. Deteccion por PCR convencional del gen de toxina hlyD (904 pb, el amplicén)
en cepas UPEC. Carriles 1-3, 5 y 6 gen hlyD (904 pb) en cepas de E. coli; Carril 4, MWM
(100 pb); Carril 7, control positivo (cepa de E. coli del cepario de Lab. Clinico); carril 8,
Control negativo (sin DNA molde).

Figura 15. Deteccion por PCR convencional del gen ireA (254pb, amplicén) en cepas
UPEC. Carriles 1-3, 5y 6 gen ireA (254 pb); Carril 4, MWM (100 pb); Carril 7, control
positivo (cepa de E. coli del cepario de Lab. Clinico); Carril 8, control negativo (sin DNA
molde).
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Figura 16. Deteccion por PCR convencional del gen ibeA (171 pb, amplicén) en cepas
UPEC. Carriles 1-3, 5y 6 gen ibeA (171 pb); Carril 4, MWM (100 pb); Carril 7, control
positivo (cepa de E. coli del cepario de Lab. Clinico); Carril 8, control negativo (sin DNA
molde).

6.6 Patrones de genes de virulencia en las cepas UPEC

En este estudio se encontraron 47 patrones diferentes de asociacion de los genes de
virulencia en las cepas UPEC (Tabla 8), dentro de los cuales el patron mas frecuente fue el
No.l (traT-feoB-sitA) con el 19.0% (n=37), seguido del patron No. 2 (traT-feoB) con
12.3% (n=24), el patrén No.3 (feoB-sitA) con el 9.7% (n=19), el patron No. 4 (traT-ireA-
feoB-sitA) con 4.1% (n=8) y el patron No.5 (traT-papA-feoB-papEF-sitA) con el 3.6%
(n=7).
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Tabla 8. Patrones de asociacion de los factores de virulencia de E.coli

No. de patron
1
2

H

O 0 N oo un

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

Patrones de asociacion
traT-feoB-sitA
traT-feoB
feoB-sitA
traT-ireA-feoB-sitA
traT-papA-feoB-papEF-sitA
hlyD-papA-feoB-papEF-sitA
hlyD-traT-feoB-sitA
traT-ireA-feoB
hlyD-traT-papA-feoB-papEF-sitA
traT-feoB-papEF-sitA
traT-feoB-papEF
hlyD-traT-feoB-papEF-sitA
hlyD-feoB-sitA
traT-feoB
traT-ireA-papA-feoB-papEF-sitA
traT-ireA-feoB-papEF-sitA
traT-sitA
papA-feoB-papEF-sitA
hlyD-traT-papA-feoB-papEF
traT-ireA-feoB-papEF
traT-papA-feoB-papEF
hlyD-feoB-papEF
traT-papA-feoB-papEF-sitA
feoB-papA-papEF
traT-papA-papEF-sitA
traT-papA-feoB-sitA
feoB-papEF
hlyD-traT-ibeA-sitA
traT-ireA-papEF-sitA
traT-ireA-papA-feoB-papEF

hlyD-traT-ireA-feoB-sitA

No. de cepas
37
24
19

(2}

R

%
19.0
12.3

9.7
4.1
3.6
2.5
2.5
2.0
2.0
2.0
15
1.5
15
1.5
1.5
15
1.5
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
0.5
0.5
0.5
0.5
0.5
0.5
0.5
0.5
0.5
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32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47

ireA-papA-feoB-papEF
ibeA-feoB-sitA
hlyD-traT-ireA-feoB
traT-ireA-papA-feoB
traT-ireA
hlyD-traT-ireA-feoB-papEF-sitA
hlyD-papA-feoB-sitA
hlyD-traT-feoB
papA-feoB
traT-papEF-sitA
traT-papA-papEF
traT-papEF

traT-ibeA-feoB-sitA

hlyD-traT-ireA-papA-feoB-papEF-sitA

hlyD-traT-ireA-papA-papEF
hlyD-ireA-papA-feoB-papEF-sitA

0.5
0.5
0.5
0.5
0.5
0.5
0.5
0.5
0.5
0.5
0.5
0.5
0.5
0.5
0.5
0.5
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7. DISCUSION

7.1 Pacientes estudiados

Se analizaron molecularmente 194 cepas de E. coli aisladas de pacientes (157 mujeres y
37 hombres; Figura 5) provenientes de la Clinica oficial No. 64 del IMSS, Unidad
Tequesquinahuac y del Hospital Regional No.72 del IMSS, Unidad Tlalnepantla, con
signos y sintomas de infecciones en las vias urinarias (UTIs). Las infecciones en el tracto
urinario frecuentemente ocurren en mujeres debido a la proximidad de la uretra-vagina-
recto, pero también en nifios, ancianos y en pacientes con el sistema inmune bajo; los
cambios fisioldgicos y anatdomicos, la vida sexual activa y la edad contribuyen de manera

importante para la aparicion de las UTIs (Toval, 2014).

En este estudio se describié que el 95.3% (n= 187) de los diagndsticos en los pacientes
estudiados correspondi6 a UTI’s, seguido de pielonefritis, urosepsis e infeccion vaginal
(1%, n=2) en cada caso (Tabla 6). Las cepas UPEC son el principal patogeno causante del
75% - 95% de las infecciones en las vias urinarias (UTI’s), incluyendo cistitis y

pielonefitis en la comunidad (Calderon et al., 2013).

La incidencia de las UTI's en este trabajo fue mayor en mujeres (80.9%, n=157) con
respecto a los hombres (19.1%, n=37; Figura 5). Estas infecciones afectan con mayor
frecuencia al sexo femenino (Calderén et al., 2013). La gran mayoria de las UTI’s son
producidas por microorganismos que provienen del colon y de la microbiota fecal del

paciente (Andreua et al., 2011).

En este estudio el rango de edad mas frecuente fue el de 41 a 60 afios (56%, n= 86),
seguido de 61 a 86 anos (26%, n=40) (Figura 6). La prevalencia de las UTI’s aumenta con
la edad, por ejemplo en las mujeres, después de la menopausia (disminucion de estrogenos,
atrofia de la mucosa vaginal e incontinencia) y debido al envejecimiento, se produce una
alteracion de los mecanismos fisioldgicos y defensivos frente a las infecciones (Jiménez et
al., 2002). Se ha demostrado que la disminucion de estrogeno en mujeres de entre 40 a 59
afios disminuye la funcion del sistema reticulo endotelial, el nimero de monocitos y de los

macrofagos, haciendo deficiente el sistema inmune del hospedero (Baptista, 2006). Se ha
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descrito que la ausencia de estrogenos incrementa el pH vaginal y reduce la concentracion

de Lactobacillus acidophilus favoreciendo el crecimiento de E. coli y otras enterobacterias.

7.2 Identificacion de E. coli en las infecciones urinarias de los pacientes

El 100% (n=194) de las cepas de E. coli fueron identificadas por las pruebas bioquimicas
del Indol, reaccidon negativa para el citrato de Simmons, fermentacioén de glucosa, lactosa y
D-manitol (Scheutz et al., 2005) y mediante la deteccion del marcador cromosoémico 16S

RNA (Figura 7) por medio de PCR convencional ( Lane et al., 1985).

Escherichia coli es la principal agente de UTI’s, cistitis, pielonefritis y prostatitis. Las
cepas de E. coli patdgenas derivan principalmente del grupo filogenético B2 (y en menor
medida de Grupo D), estas bacterias poseen multiples factores de virulencia que incluyen
adhesinas, toxinas, sistemas de adquisicién de hierro y protectinas que contribuyen a la
colonizacion de superficies especificas del hospededo, evasion de las defensas
inmunolodgicas, o dafio directo a sus células y tejidos (Johnson & Stell, 2009). La
frecuencia de las UTIs por cepas UPEc ha sido reportada recientemente en otros paises

(Derakhshandeh et al., 2015; Mohajeri et al., 2014).

7.3  Identificacion de los marcadores de virulencia en cepas UPEC

7.3.1 Adhesinas

La adhesion bacteriana de las cepas UPEC es considerada el primer paso para la
colonizacidn, e internalizacion en las células epiteliales del tracto urinario. Ya en el interior
de las células epiteliales, E. coli tiene la capacidad de formar una biopelicula que le protege
contra la respuesta inmune del hospedero y frente la accion de los antibioticos. Actualmente
se asocia la capacidad de formacion de biopeliculas con infecciones cronicas (Faleiro,

2009), causando un grave problema de salud publica en todo el mundo, incrementando los
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gastos en los centros de salud, asi como la morbilidad y mortalidad de los pacientes

infectados (Zhao et al., 2009).

La adhesion bacteriana es llevada a cabo mediante moléculas de superficie denominadas
fimbrias P, fimbrias S, fimbras F1C y fimbrias de tipo 1. La fimbra P asociada a
pielonefritis es codificada por el gen papA. En este estudio se encontr6 que el gen papA fue
encontrado en el 20.1% de las cepas (n=39) (Figura 13, tabla 7). Estos resultados coinciden
con lo descrito por Yun et al., (2014), quienes identificaron papA en el 29% (n=64) de
cepas UPEC aisladas de pacientes con UTIs de hospitales, y discrepan con lo descrito por
Rodriguez et al., (2005), cuya frecuencia fue del 50% en cepas UPEC. Derakhshandeh
et al., (2015) describieron una frecuencia de papA del 9.4% en cepas UPEC, concluyendo
que la mayor subunidad de la fimbria tipo B codificada por papA favorece la colonizacion

en el tracto urinario y en el proceso de la pielonefritis.

El gen papEF esta asociado a infecciones graves e invasivas del tracto urinario y es activo
en la progresion de UTI's sintomatica. En este estudio papEF fue encontrado en el 29.3%
(n=57) (Figura 12) de las cepas de E. coli, mientras que Rodriguez et al., (2005) lo detectd
en el 51% de cepas UPEC.

En este estudio el gen ibeA fue identificado en el 1.5% (n=3, Tabla 7, Figuras 8 y 16) de las
cepas UPEC, coincidiendo con lo descrito por Johnson & Stell, (2011), quienes lo
identificaron en el 4% de cepas UPEC. El gen bmaE no se presenté en ninguna de las

cepas, sin embargo, Yun et al., (2014) lo identificaron en el 1% de cepas UPEC.

7.3.2 Sistemas de adquisicion de hierro (feoB y sitA)

El hierro es un nutriente esencial para el crecimiento y proliferacion de E. coli, funge su
funcién como cofactor de proteinas en procesos como la sintesis de precursores de ADN
(nucleétidos), reduccion de peroxido, la respiracion y el transporte de oxigeno. En el
proceso de infeccion UPEC depende de la capacidad para adquirir hierro del ambiente
(Lau et al., 2013). El hierro presente en el espacio periplasmico puede ser transportado

hacia el citosol contra gradiente de concentracion, por el complejo proteico conocido como
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Feo (Drago, 2009). Se ha descrito que la proteina FeoB es el principal transportador de
hierro en la membrana citoplasmatica en condiciones anaerobias (Lau et al., 2013). En este
estudio se encontrd que el gen feoB fue identificado en el 91.7% (n= 178) (Tabla 7, figura
9) de las cepas analizadas. Este porcentaje coincide con el 99% (n=198) descrito en un

grupo de cepas UPEC aisladas de pacientes con UTIs (Rodriguez et al., 2005).

Las cepas de UPEC poseen receptores transmembranales para sideroforos como SitA e
IreA que quelan los iones hierro. En este estudio se detecto el gen SitA en el 61. 8% (n=20)
de las cepas (Tabla 7, figura 11) y el gen ireA en el 15.9% (n=31) (Tabla 7, figura 15). sitA
ha sido descrito en el 15.3% de cepas UPEC (Derakhshandeh et al., 2015), mientras que
el porcentaje de ireA se ha desctito en el 58.8% de cepas de E. coli de UTIs (Li et al.,
2016).

7.3.3 Toxinas

UPEC posee diferentes factores de virulencia entre las que destacan diversas toxinas, como
la toxina proteica alfa-hemolisina (HlyA) y el factor necrotizante citotoxico 1 (CNF-1), los
cuales pueden alterar las cascadas de sefializacion de las células, asi como la respuesta
inflamatoria e inducir muerte celular. Se ha descrito que estas hemolisinas pueden causar
lisis osmoética de las células, estimulan la ruptura de la barrera epitelial y son las
responsables de la translocacion de la bacteria desde el tracto digestivo al torrente
sanguineo para finalmente diseminarse y colonizar diferentes tejidos como el tracto urinario
(Bakas et al., 2013). En este estudio se identifico el gen hlyD en el 17% (n=33) de las
cepas UPEC (Tabla 7, Figura 14). Se han descrito porcentajes de deteccion de hlyD del
11% (n=21) y del 21.2% en cepas UPEC (Zhao et al., 2009; Derakhshandeh et al., 2015).

7.4 Protectinas en cepas UPEC

Escherichia coli uropatogena presenta diferentes genes de proteccion contra la fagocitosis,
como kpsmT lo que les permite la supervivencia en suero, como iSS y tratA (outer-

membrane protein gene; serum resistance). En este estudio se encontrd que tratA fue
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identificado en el 73.1% (Tabla 7, figura 10). Este porcentaje es semejante el descrito por
Lopez-Banda et al., (2014), quienes describieron que traT fue identificado en el 77.8%
de cepas UPEC, y también coincide con el 70.5% reporrtado por Rodriguez-Siek et al.,
(2005) en cepas de E. coli aisladas de UTIs.

7.5 Patrones de asociacion de los genes de virulencia en las cepas UPEC

En este estudio se encontraron 47 patrones diferentes de asociacion de los genes de
virulencia en las cepas UPEC (Tabla 8), dentro de los cuales el patrén mas frecuente fue el
No.l (traT-feoB-sitA) con el 19.0% (n=37), seguido del patron No. 2 (traT-feoB) con
12.3% (n=24), el patrén No.3 (feoB-sitA) con el 9.7% (n=19), el patron No. 4 (traT-ireA-
feoB-sitA) con 4.1% (n=8) y el patron No.5 (traT-papA-feoB-papEF-sitA) con el 3.6%
(n=7). Estos resultados muestran que las cepas uropatogenas de E. coli poseen diferentes
genes que codifican para adhesinas, sistemas de adquisicion de hierro, toxinas y
protectinas, lo que que podria provocar infecciones mds severas como cistitis o

pielonefritis.

Los diferentes patrones de asociacion de los marcadores de virulencia en las cepas UPEC
han recibido recientemente especial atencion, sobre todo asociados a los diferentes
serogupos (Abe et al., 2008) o en combinacion con los fenotipos de resistencia a los

antibidticos y con los serogrupos (Paniagua et al., 2015).
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8. CONCLUSIONES

II.

I11.

IVv.

Escherichia coli se encontrd frecuentemente asociada a las infecciones de

las vias urinarias de los pacientes estudiados.

Los genes identificados con mayor frecuencia entre las cepas de E. coli
fueron el gen que codifica para adquisicion de hierro feoB, para la toxina

traT, para la protectina SitA y para la adhesina papEF.

El patron de asociacion con mayor frecuencia entre las cepas UPEC fue

traT-feoB-sitA.

La elevada frecuencia de los genes en las cepas UPEC y los diferentes
patrones de asociacion de los marcadores de virulencia que codifican para
adhesinas, sistemas de adquisicion de hierro, toxinas y protectinas,
demuestran la capacidad de las cepas para provocar patologias més agudas

como cistitis y/o pielonefritis.
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