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1. Resumen

Las infecciones en vias urinarias (IVU) ocupan el tercer lugar dentro de las 20
principales causas de morbilidad en nuestro pais, afectando principalmente a
mujeres y ocasionando en un 25% infecciones recurrentes. Escherichia coli
Uropatégena (UPEC) ocasiona entre 75% y 80% de las IVU, esta enterobacteria es
un habitante natural del intestino y a través de contaminacion fecal, asciende
colonizar y persistir dentro de las vias urinarias, utilizando diversos factores:
adhesinas, flagelos, sistemas de captacién de hierro, toxinas y mecanismos de
evasion de la respuesta inmune. E. coli se clasifica en cuatro filogrupos A, B1, B2y
D. Los primeros dos asociados a cepas comensales y los segundos a cepas
extraintestinales que portan con mayor frecuencia genes asociados a factores de
virulencia (FV). En esta investigacion se identificoO 8 genes de virulencia asociados
a UPEC vy su filogenia en 181 cepas aisladas de heces de 16 pacientes con
infecciones recurrentes de vias urinarias, utilizando el método de PCR punto final.
Los resultados muestran que el 50.8% de las cepas son del filogrupo A seguido de
B2 (26.5%) y en menor proporcion B1 (14.3%) y D (8.2%). En el 96% de las cepas
se identifico alguno de los genes de virulencia, con la siguiente frecuencia: feoB
(81%), fimH (69%), irp2 (61%), traT (50%), chuA (40%), sat (31%), papC (29%), y
malX (23%), con un score de virulencia alto (<5 genes) en el 57% de las cepas. La
presencia de un captador de hierro feoB y la adhesina fimH fue la combinacion mas
prevalente en el 13.3 % de las cepas. La correlacion de la presencia de genes de
virulencia con filogrupos y serogrupos mostré que los filogrupos A (43%) y B2 (38%)
y los serogrupos clasicos 025, O7, 04 y O1; son los que presenta con mayor
frecuencia genes de virulencia. Estos resultados sugieren a las heces como fuente
de contaminacién de las vias urinarias debido a la presencia de E. coli con
serogrupos clasicos de UPEC, la presencia sobresaliente del filogrupo B2 y la

presencia de factores de virulencia en todas las cepas.



2. Antecedentes

El intestino es una fuente comun de bacterias que causan IVU, estas bacterias
pueden sobrevivir y persistir en el intestino desde unos pocos dias hasta muchos
afios (Stecher & Hardt, 2008). Las cepas intestinales de E. coli que causan IVU
normalmente portan genes de virulencia necesarias para la colonizacion del TU y
pertenecen principalmente al grupo filogenético B2 (Zhang & Matrrs, 2002). La forma
en que estas cepas llegan a habitar el intestino no estd bien establecida y la
ingestion de aves de corral contaminadas se propone como fuente de cepas de
UPEC, ademas, se han sugerido aves como reservorios de UPEC, aunque es
probable que existan reservorios adicionales (Ron, 2006; Rodriguez-Siek et al,
2005). Sin embargo, diversos autores han investigado la relacion de la microbiota
intestinal y el desarrollo de las IVUs y bacteriuria, como Magruder y colaboradores
en el 2019 que identificaron esta relacion, por medio de perfiles microbianos
utilizando una profunda secuenciacion 16 S ARNr en 510 muestras fecales y
secuenciacion metagendémica en un subconjunto de muestras fecales y muestras
de sobrenadante de orina. Sus resultados arrojaron que una abundancia intestinal
del 1% de E. coli es un factor de riesgo para una IVU, Aunado a esto, Paalanne y
colaboradores en el 2018, compararon los microbiotas intestinales de 37 nifios con
IVU febril contra 69 nifios sanos. Se secuenciaron las regiones del gen ARNr 16s
bacteriano se midié concentracion por PCR. La abundancia relativa de E. coli fue
1,9% en pacientes con UTI y 0,5% en controles, lo que puede implicar que el entorno

intestinal esta vinculado con riesgo de infeccion urinaria en nifios.

Por ultimo, Moreno y colaboradores en el 2018 evaluaron la relacién de las cepas
causantes de cistitis contra cepas fecales de E. coli en 42 mujeres con cistitis aguda
no complicada. Se evaluaron mediante PCR y analisis de macrorrestriccion. De
igual forma se encontrd que la poblacién fecal B2 esta estrechamente entrelazada

con las cepas que provocan una IVU.



3. Introduccién

Las infecciones en las vias urinarias (IVU) se definen como una afeccion que se
presenta en el tracto urinario y son causadas principalmente por la invasion,
colonizacion y multiplicacion de patégenos como bacterias, virus, parasitos y
hongos que ingresan al aparato urinario (rifiones, uréteres, vejiga y uretra) por via
hematdgena y por via ascendente, sobrepasando la capacidad de los mecanismos
de defensa del huésped (Orrego-Marin et al, 2014; Luna et al, 2018). Por otro lado
existen diferentes grupos de riesgo que contribuyen a la adquisicion de 1IVUs como
las personas con diabetes y ancianos, debido a que su vejiga no se vacia por
completo y presentan reflujo urinario ya sea por enfermedades de la vejiga y la
préstata, en los nifios las IVU tienen un mayor predominio en los hombres frente a
las mujeres, debido ala presencia de fimosis que favorece la colonizacion del meato
urinario y la uretra. A esto se suman algunas anomalias anatomicas congénitas
(Orregon-Marin et al, 2014). Por otro lado, las mujeres adultas las desarrollan con
mas frecuencia debido a que su uretra es mas corta y estd mas cerca del ano.
Ademas, se puede presentar en la gestacion dado que durante el embarazo hay
cambios fisiologicos como variacion del pH y el influjo de la progesterona

aumentando la probabilidad de una IVU.

En el &mbito hospitalario, después de las infecciones respiratorias las IVUs son las
mas frecuentes y son ocasionados en su mayoria por bacterias y afectan a 150
millones de personas cada afo en todo el mundo. En el 2007, solo en los Estados
Unidos, se estim6 que hubo 10.5 millones de visitas al consultorio por sintomas de
infeccion urinaria y 2 a 3 millones de visitas al departamento de emergencias
(Flores-Mireles et al, 2015). En Europa, cada afio 4 millones de personas contraen
una infeccion “evitable” como consecuencia de procedimientos médicos, siendo las
IVU el grupo mas numeroso (19.6%) representando hasta el 40% de las infecciones
nosocomiales, y son el reservorio institucional mas importante de patdégenos

resistentes (Delgado, 2019).



3.1 Epidemiologia en México

En México desde el afio 2003 hasta el afio 2018 las IVU han ocupado el tercer lugar
dentro de las 20 principales causas de morbilidad (Secretaria de Salud, 2009). Cada
afo se registran aproximadamente cuatro millones de casos, en el afio 2016 se
reportaron 3,149,091 de casos de IVU en mujeres de los cuales 1,392,235 fueron
en mujeres entre 20 y 44 afios. En el sexo masculino, las IVU fueron la tercera causa
de morbilidad con 957,875 casos por afio. La distribucion est4 asociada con la edad;
sin embargo, esta infeccién disminuye en los adultos mayores de 44 afios. Las IVU
en la pubertad (15 a 19 afos) representan la tercera causa de morbilidad con
297,831 casos; mientras que en la edad pediatrica (< 15 afios) causan 360,220
casos. La prevalencia de las IVU en menores de un afio es de 20,300 casos por afio
(Luna et al, 2018).

3.2 Clasificacion de las VU

Las IVUs se pueden clasificar de diversas formas dependiendo de diversos factores,

por ejemplo (Echevarria-Zarate et al, 2006).

e |VU baja: Colonizacién bacteriana nivel de uretra y vejiga que normalmente
se asocia a la presencia de sintomas y signos urinarios.

e |VU alta: Presencia de signos y sintomas de IVU baja, asociada a
colonizacion bacteriana a nivel uretral y del parénquima renal, con signos y
sintomas sistémicos como: escalofrios, fiebre, dolor lumbar, nauseas y

vomitos.

La distincion entre IVU baja y alta sigue siendo clasicamente aceptada. Sin

embargo, también es de utilidad clasificarla como; (Echevarria-Zarate et al, 2006):

e VU no complicada: La que ocurre en pacientes que tienen un tracto urinario
normal, sin alteraciones funcionales o anatomicas, sin una historia reciente
de instrumentacion (sondaje, uretrocistoscopia) y cuyos sintomas estan

confinados a la uretra y vejiga.
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e IVU complicada: Ocurre debido a factores anatomicos, funcionales o
farmacolégicos que predisponen al paciente a una infeccidn persistente o
recurrente o a fracaso del tratamiento.

e IVU o bacteriuria asintomatica: Muchos pacientes pueden tener una
bacteriuria significativa (=10° UFC/mL de orina) sin presentar sintomas.

e VU recurrente: Mas de tres episodios de IVU demostrados por cultivo en un
periodo de un afo.

e IVU nosocomial: Aparicién de infeccion urinaria a partir de las 48 horas de la
hospitalizacion de un paciente sin evidencia de infeccion, asociada a algun

procedimiento invasivo, en especial, colocacién de un catéter urinario.
3.3 Etiologia de las IVU

Las IVUs son causadas mayormente por microorganismos bacilos Gram negativos
y en mas del 95% de los casos, un unico microorganismo es el responsable del
proceso infeccioso. El agente etiolégico mas frecuente invariablemente del género
es la bacteria Escherichia coli, responsable del 75% a 80% de los casos; el 20% a
25% restante incluye microorganismos como: Staphylococcus saprophyticus,
Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Klebsiella sp., Streptococcus faecalis vy

Pseudomonas aeruginosa (Martinez, 2016).
3.4 Escherichia coli uropatogena (UPEC)

E. coli es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo de la familia
enterobacteriaceae, esta bacteria coloniza el tracto del humano poco después de
haber nacido y se le considera microorganismo de biota normal, pero hay cepas que
pueden ser patégenas. Para determinar las diferencias entre cepas se establecio
un esquema de serotipificacion, la cual actualmente tiene 176 antigenos somaticos
(0), 112 flagelares (H) y 60 capsulares (K), el antigeno O es el responsable del
serogrupo y el antigeno somatico y flagelar (O: H) el serotipo (Morales et al., 2017)
Con base en su mecanismo de patogenicidad y cuadro clinico las cepas de E. coli
se clasifican en los siguientes grupos; enterotoxigénica (ETEC), enterohemorragica
(EHEC), entero invasiva (EIEC), enteropatogena (EPEC), enteroagregativa (EAEC),
adherencia disfusa (DAEC) y las extraintestinales (EXPEC) (Rodriguez, 2002). Para
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estas cepas potencialmente patdgenas es dificil su identificacién debido a la enorme
diversidad dentro de la especie que existe, pero Bailey (2010) menciona que estas
estan integradas en los grupos filogenéticos; A, B1, B2 y D (aunque se han descritos
el C, E, Fy G), en el grupo Ay B1 predominan cepas comensalesy en el B2y D

cepas virulentas (Clermont et al, 2000; Clermont et al, 2019).

Dentro de las EXPEC, se encuentran las E. coli uropatogena (UPEC) y la E. coli
meningitis (MDEC), UPEC es la causante mas comun de IVU y se caracteriza por
pertenecer a ciertos serogrupos llamados “serogrupos clasicos”, estos son; 01, O2,
04, 06, 07, 08, 015, 016, 018, 021, 022, 025 y 075, 083 y los serotipos
comunes en estas cepas son O1:H4, O1:H6, O1:H7, O1:H-, O2:H1, O2:H4, O4:H5,
0O6:H1, O7:H4, O7:H6, O7:H-, Ol18ac:H7, Ol18ac:H-, O22:H1, O25:H1, O25:H4,
O75:H5 y O75:H7. Las cepas UPEC frecuentemente son agrupados en los
fulogrupos B2 y D. Exhiben una amplia gama de factores de virulencia (FV) que
permiten que las cepas colonicen al huésped, evitan o cambia los mecanismos de
defensa locales y sistémicos, recolectan nutrientes esenciales como el hierro, dafian
o invaden y estimulan una respuesta inflamatoria nociva. Los FV caracteristicos
EXPEC incluyen diversas adhesinas, revestimientos de polisacaridos (p. e€j.
lipopolisacaridos y capsulas), toxinas, sideroéforos, proteasas invasinas y proteinas
de resistencia sérica, muchas estan codificadas en islas de patogenicidad (PAIl). Las
PAIl son bloques de genes de virulencia contiguos, contienen elementos de
movilidad como secuencias de insercion (consistentes con recombinacion y
transposicion), y se insertan en el genoma en los loci de tRNA. UPEC coloniza el
tracto urinario (TU) usando fimbrias, flagelo, capsula, proteinas

autotransportadoras, toxinas y captadores de hierro (Luna et al, 2018).
3.5 Factores de virulencia de UPEC

La virulencia en E. coli se determina por la presencia y expresion de genes que
codifican para FV (Kausar et al, 2009) que permiten su crecimiento y persistencia
dentro del TU, caracteristicas que sirven para distinguir los patégenos potenciales
de las cepas intestinales comensales. Los principales FV estdn asociados a la
adhesioén (adhesina fimbrial tipo 1, pili P, Frimbria S, AFA y Dr), despliegue de
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toxinas (hemolisina y necrosante citotoxico) que dafian los tejidos, en la adquisicién
de nutrientes (aerobactina) y en la evasion de la respuesta inmune (cpsula y
lipolisacaridos) (Basu et al 2013; Ibarra, 2015). Ademas, las toxinas pueden interferir
en la sefalizacion de leucocitos polimorfonucleares (PMN) en inhibir produccién de
especies reactivas de oxigeno que son usados por los PMN como bacteriostatico y
con esto UPEC logra sobrevivir en los tejidos, para continuar con su multiplicacion
y colonizar el sitio de infeccion (Loughman et al., 2011). FV como la “hemolisina”
causa desprendimiento del uropitelio y hemorragias en vejiga, después la
aerobactina en conjunto con el receptor proteinico iutA actian como los principales
sideréforos que participa en el secuestro de hierro libre del hospedero para
promover su crecimiento (Basu et al., 2013). Los genes que codifican para los FV
pueden ser parte de transposones, plasmidos o bacteri6fagos y a su vez pueden
encontrarse en zonas determinadas del genoma como PAI que suelen Uunicamente
estar en cepas patdgenas y la convierten en la principal causante de IVU
(Oelschlaeger et al, 2002; Murray et al 2007; Tiba et al., 2008).

A continuacion, se describiran los principales factores de virulencia de UPEC:

Flagelo: El flagelo bacteriano es un apéndice de superficie helicoidal, compuesto
de diversas subunidades de flagelina codificada por el gen flic. Esta relacionado con
la movilidad de UPEC, facilita el establecimiento y la propagacion de la infeccion por
patégenos y favorecen la ascendencia a la vejiga y posteriormente al tracto urinario

superior o0 uréteres y rifiones, agravando la IVU (Lane et al., 2007).

Adhesinas: Las adhesinas son estructuras bacterianas que apoyan el proceso de
adherencia formando enlaces mediados por proteinas fimbriales denominados pilis
o fimbrias. Una fimbria se constituye por una secuencia de subunidades proteicas
de pilina que forman una estructura cilindrica (Avalos Gonzélez et al, 2000). Los
asociados con UPEC incluyen fimbrias de tipo 1, Py S/F1C y la familia de adhesinas
Dr, estas adhesinas estdn mediados por chaperonas periplasmaticas conservadas
y proteinas acomodadoras de la membrana externa, también se relacionan

adhesinas no fimbriales como Afa 1, Afa 3 e Iha confiriéndole a UPEC la capacidad
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de adherirse al uropitelio y asi evitar ser eliminada o ser arrastradas por la orina
(Mulvey et al., 2002).

La fimbria tipo 1 (Fim) y la fimbria P (Pap), reconocer y se unen a glucoproteinas
manosiladas receptores del uroepitelio para iniciar la colonizacién. La interaccion de
la adhesina FimH con el receptor celular provoca el inicio de una cascada de
fosforilacidn que causa apoptosis y un aumento en los niveles de Ca+ intracelular,
también reconoce a receptores a3, PBl-integrinas que promueven la invasion
bacteriana. Estos eventos traen consigo el desarrollo de inflamacion, muerte celular
intrinseca y extrinseca, que puede deberse al efecto inflamatorio de los receptores
tipo Toll del uroepitelio o ala descamacién vesical y la posible colonizacion por parte
de E. coli, e incluso preparan el escenario para la formacion de biopelicula (Bien et
al., 2012; Ulett et al., 2013).

Por otro lado, la fimbria P es un heteropolimero compuesto de proteinas expresadas
por el operon papA-K (Hull et al., 1981). Posee 3 tipos de adhesinas (I a lll) en sus
11 extremos, las cuales les permiten unirse a receptores a-D-galactopiranosill-(1-
4)- B-D-galactopiranosido expresados en la superficie del epitelio urinario. Esta
unién provoca la liberacion de citocinas y la activacion del Receptor tipo Toll 4
(TLR4), desencadenando con ello toda una serie de procesos bioquimicos que
conducen la inflamacidn caracteristica de las IVUs (Lane et al., 2007). PapC es una
proteina de membrana externa que forma un poro a través del cual el pili es

traslocado al exterior (Miranda, 2014; Tarr et al., 2000).

Captadores de hierro. El hierro es esencial para la supervivencia de los
microorganismos, pero suele estar secuestrado por el hospedador y los sideroforos
son parte de los mecanismos que emplea la bacteria para tener un suministro de
hierro. Los complejos hierro-sideréforo son reconocidos por receptores de la
membrana externa de la bacteria e internalizados mediante distintos sistemas. Las
cepas UPEC pueden ser capaces de producir hasta cuatro tipos de sideroforos
distintos: enterobactina, salmoquelina, aerobactina y yersiniobactina Cada

sideroforo tiene unas caracteristicas especificas que confieren a las cepas EXPEC
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una gran capacidad de adaptacion (Robledo, 2018). En la Tabla 1 se explica las

funciones de genes asociados a la captacién de hierro.

Tabla 1. Genes asociados ala captacion de hierro para UPECy funcién desempefiada.

Gen Funcion Referencia

chuA Captacion de hierro a (Naggy, 2001).
partir del grupo hemo

feoB Generala energia para el | (Drago-Serrano, 2009).
transporte activo de Fe2+

irp 2; Codifica la sintesis del | (Carranza et al., 2012)
sideréforo

Sat: Toxina autotransportadora secretada (Sat). Es una serin proteasa de alto peso
molecular miembro de la familia SPATE (Serine Proteases Autotransporter from
Enterobacteriaceae) asociada a UPEC causante de pielonefritis, tiene actividad
citopatica en vejiga y riidon mediante la formacion de vacuolas en el citoplasma de
las células epiteliales del tracto urinario. Su actividad proteasa tiene efecto en el
citoesqueleto de las células de la vejiga causando asi alteraciones morfologicas

(Guyer et al., 2000), es parte de los genes localizados en PAls (Parham et al., 2005).

Islas de patogenicidad: En E. coli se han descrito y estudiado las 9 PAI, cada PAI
codifica distintos factores, aunque algunos pueden coincidir en mas de una PAI, la
mas comun en cepas aisladas de heces de pacientes con IVU es Malx (PAl)
(Andreu, 2005), PAI (malX) es un marcador de islas de patogenicidad. El gen malX
codifica para un sistema de enzimas fosfotransferasas que reconocen maltosa y

glucosa y que son mas frecuentes en cepas EXPEC (Merino, 2018).

TraT: El gen traT codifica una proteina importante de la membrana externa, como
una lipoproteina, asociada no covalentemente con peptidoglicano y parece estar
expuesta en la superficie celular. Ademas, tiene la capacidad para conferir

resistencia de las bacterias (Montenegro et al, 1985).
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3.6 Mecanismo de patogenicidad

La interaccion de UPEC con la célula promueve un estado de oxidacion intracelular,
promoviendo la filamentacién de la bacteria y su posterior eflujo por la lisis de la
célula. La interaccion célula-bacteria estimula un proceso de apoptosis y el
desprendimiento de las células protectoras del TU, como un mecanismo de defensa
en el TU. El epitelio intermedio del TU permanece expuesto y UPEC coloniza
nuevamente para un nuevo ciclo de infeccion. Después de la reinfeccion, UPEC
puede permanecer intracelularmente en estado quiescente hasta por varios meses
(Luna et al, 2018).

3.7 Resistencia a antimicrobianos

La resistencia a antimicrobianos es un proceso adaptativo iniciado desde los
origenes de la presencia de bacterias en la tierra como una estrategia de defensa a
los antibioticos naturales presentes en el medio ambiente (Duran, 2018). El manejo
clinico de la IVU se complica por el aumento de las infecciones causadas por E. coli
gue son resistentes (1 o 2 antibidticos) o multi-resistentes (3 antibidticos) (Robledo,
2017), dentro de los antibioticos mas frecuentes empleados en el tratamiento de las
infecciones por cepas de E. coli, son la amoxicilina, amoxicilia/acido clavulénico,
cefalosporinas, aminoglucosidos, cotrimaxol y quinolonas (Robledo, 2017). Los
antimicrobianos con resistencia menor al 10% son nitrofurantoina, amikacina y
carbapémicos, asi como el 60% de los aislamientos son resistentes a ciprofloxacino
(Ponce de Ledn et al, 2018). El tratamiento contra las IVUs generalmente incluye
antibidticos B-lactdmicos, fluoroquinolonas o trimetoprima/sulfametoxazol, pero
puede variar en funcion de la edad del paciente, sexo, patégenos involucrados,

curso de la enfermedad, y el area anatomica del tracto urinario.

Sin embargo, bacterias como UPEC han adquirido mecanismos de resistencia a la
mayoria de estos antibiéticos lo que puede estar relacionado con los cambios en el
genoma bacteriano por mutacién o adquisicion por transferencia horizontal de un
material extracromosémico o cromosémico (Lopez-Banda et al., 2014). Por lo tanto
la capacidad de E. coli para adquirir genes de resistencia hace impredecible su
sensibilidad, por lo que debe determinarse mediante un antibiograma antes de
prescribir un tratamiento (Faleiro-Naves, 2010). Ya que las bacterias emplean
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mecanismos que contribuyen a la resistencia contra antibioticos, como la
inactivacion enzimatica, modificacion del sitio blanco, la sobreexpresion, el
secuestro, la localizacion intracelular, aumento de flujo de salida y disminucién del
afluente y del bloqueo fisico a través de la formacion de biopeliculas. Ademas, estos
mecanismos traen como consecuencia la recurrencia y/o persistencia de la

infeccion en vias urinarias (Robledo, 2017).
3.8 Intestino, principal reservorio de infeccion de IVU

Como se ha mencionado E. coli es un miembro normal de la biota intestinal,
normalmente encontrado como simbionte en la participacion de la digestion y
sintesis de ciertas vitaminas (Sarowska et al, 2019), pero puede encontrarse de
forma patégena. Dentro del intestino existen las cepas transitorias y residentes que
pueden persistir en la biota intestinal de un individuo durante meses y afos,
mientras que las cepas transitorias desaparecen en unas pocas semanas y en un
sentido estricto, probablemente no colonizar. Como en el caso de las cepas
comensales, ya que su capacidad de mantener una poblacion alta en el mismo no
esta relacionado con la capacidad de persistir y se ha catalogado como cepa
transitoria (Nowrouzian, et al, 2005). De lo contrario a una cepa que causa
infecciones extraintestinales tales como agrupadas en el grupo B2 y D que contiene
a las bacterias con mas factores de virulencia, como las adhesinas que pueden
contribuir a la persistencia de cepas de E. coli en el intestino del humano. Ademas,
las cepas de E. coli residentes expresan fimbrias P y tienen genes para fimbrias P
y fimbrias tipo 1 con mas frecuencia que las cepas transitorias, asi como genes
codificantes de hemolisina aerobactina y los antigenos capsulares K1 y K5, lo cual
sugiere que la uropatogenicidad puede ser un efecto secundario de la E. coli
adaptandose al medio intestinal y mantienen una poblacion fecal, de hecho, las
cepas B2 mostraron una aptitud tan pronunciada para el intestino en el que casi
siempre eran residentes (Nowrouzian, et al, 2005) por lo anterior, se considera que
las bacterias transmitidas por via fecal - oral o contacto sexual son una fuente
potencial de UPEC (Sarowska et al., 2019).
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4. Justificacion

Las infecciones de las vias urinarias (IVU) son una de las enfermedades mas
comunes a nivel mundial, tienen una importancia clinica y epidemioldgica. Se estima
qgue el 90% de las IVUs es causada por un solo agente infeccioso y E coli es
causante del 75-80% de IVUs. Eta bacteria forma parte de la biota intestinal, por lo
tanto forma parte del grupo de las bacterias fecales y siendo las mujeres un grupo
de alto riesgo de contraer una IVU recurrente, principalmente por su anatomia, por
lo que es importante conocer las caracteristicas genotipicas (genes de virulencia),
fenotipica (serotipo) y la ubicacion filogenética de cepas de E. coli aisladas de heces
de pacientes con IVUs recurrentes, para determinar su posible participacion en las

infecciones recurrentes de estos pacientes.
5. Objetivos

Identificar genes de virulencia asociadas a UPEC y su filogenia en cepas de E.coli

aisladas de heces de pacientes con infecciones recurrentes vias urinarias.
5.1 Objetivos particulares

e Realizar la identificacion de E. coli en coprocultivos provenientes del cepario
del HIMFG aislados de pacientes con IVU recurrentes.

e |dentificar la presencia de los genes chuA, yjaA, TSPE4 C2 y clasificarlos en
los grupos filogenéticos correspondientes.

e Identificar genes de virulencia de UPEC en las cepas de E. coli aisladas de
heces de pacientes con IVU.

e Realizar un andlisis de los serotipos de las cepas de E. coli aisladas de heces

respecto a los genes de virulencia.

6. Materiales y Métodos

Se seleccionaron del cepario del laboratorio de patogenicidad bacteriana ubicado
en el Hospital infantil de México Federico Gémez, 188 cepas de E. coli aisladas de
las heces de 16 pacientes con IVU recurrente que forman parte del proyecto
HIM/2014/022 SSA. 1122 “Desarrollo de Autovacunas para el Tratamiento y Control
de Infecciones Persistentes de Vias Urinarias” y PAPII-IN221318-UNAM “Estudio
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prospectivo de seguimiento de pacientes con infeccion de vias urinarias,
caracterizacion fenotipica, genotipica y ensayo de actividad antimicrobiana de
compuestos naturales y sintéticos en las cepas de Escherichia coli uropatogena
aislada”. A estos pacientes ademas de solicitarles una muestra de orina, se le
solicitd una muestra de heces al inicio y tres meses después de iniciar el tratamiento
con la autovacuna. De cada coprocultivo se seleccionaron al azar 10 colonias, para
este estudio solo se analizaron las identificadas como E. coli por bioquimicas

convencionales y se mantuvieron en gelosa especial para su conservacion.

6.1 Recuperacién y verificacion de pureza de las cepas de E. coli aisladas

de coprocultivos

De cada cultivo conservado en gelosa especial se sembré en agar MacConkey y
sangre para su pureza e identificacion de organismos alfa-hemoliticos. Los cultivos
se incubaron a 37°C durante 24 hrs. Se observé que la morfologia colonial
correspondiera a una E. coli; en agar sangre, colonias circulares, de 2mm a 4mm
de diametro, de color grisaceo y elevacion convexa, algunas cepas pueden producir
hemolisis, que se desarrolla como una zona clara alrededor de la colonia en agar
sangre, hemoliticas (con halo) y sin hemolisis (sin halo) (Figura 1y 2) (Gonzélez,
2013). En agar MacConkey se documento las siguientes caracteristicas coloniales:
tamafo, brillo, elevacion de colonias y la capacidad de las bacterias para fermentar
lactosa. Si es positiva se observa colonias rosas, (Figura 3), si son negativa las
colonias blancas (Figura 4). Después de que se considero que las cepas estaban
puras, se sometieron a identificacion bioquimica usando Citrato de Simmons,
prueba de Ureasa, Rojo de metilo-Vogues-Proskauer, MIO y Kligger, se incubaron
a 37°C durante 24 hrs para confirmacion de especie. En la Tabla 2 se muestran las

caracteristicas bioquimicas para E coli (Koneman, 2008).
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Figura 1. Crecimiento de E. coli en
agar sangre. Se observa el
crecimiento de la bacteria sin provocar
hemolisis en acar sanare.

'

Figura 3. Crecimiento de E. coli en
agar MacConkey, lactosa positiva.
Se observa el crecimiento de E. coli al
degradar lactoda en agar

Figura 2. Hemolisis de E. coli en
agar sangre. Se muestra el
crecimiento de la bacteria provocando
una hemolisis en agra sangre.

Figura 4. Crecimiento de E. coli en
agar MacConkey, lactosa negativa.
Se observa el crecimiento de E. coli al
no poder degradar lactosa en agar

MacConkey. MacConkey.
Tabla 2. Caracteristicas bioquimicas para E. coli.
Prueba bioquimica Resultado
Indol +
Rojo de metilo +

Vogues Proskauer

Citrato de Simmons

Produccion de gas H2S
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Urea -
Movilidad +/-
Gas a partir de glucosa +
Kligger A/A K/IA

6.2 Extraccién de DNA

Los aislamientos que confirmaron ser E. coli se les realizo una extraccion de DNA;
por el método de tiocianato de guanidina descrito por Pitcher et al 1989, con algunas
modificaciones de acuerdo con lo reportado por Navas Valbuena y Acevedo (2019).
E. coli fue sembrado en 30 ml de caldo LB, incubadas a 37°C con agitacién
constante a 200 rpm por 24 hrs. Posteriormente los cultivos se centrifugaron a 3500
rpm durante 35 min. Transcurrido este tiempo, se desecho el sobrenadante y a la
pastilla se le agregé 550 pL de solucion de lisis (tiocianato de guanidina al 2M, N-
laurylsarcosil al 0.16 % y EDTA al 0.1 M con un PH de 8.0) y se sometio a una
agitacion vigorosa en Vortex (LabNet) hasta destruir la pastilla y el homogenizado
se transfirié a tubos de 1.5 ml y se les agreg6 250uL de acetato de amonio al 7.4 M
frio, para después agitarlos, invirtiendo los tubos por diez ocasiones. Después se
incubo 10 minutos en hielo, una vez concluido el tiempo se agregd un volumen de
500 uL de cloroformo-Alcohol isoamilico (Proporcion 24:1) y se agito vigorosamente
durante 5 segundos procurando que todo el contenido estuviera homogeneizado.
Posteriormete se centrifugd a 13,000 rpm durante 5 min en centrifuga refrigerada
(LabNet/Eppendorf), cuando termind el ciclo de centrifugacion se tomé el
sobrenadante de cada tubo y se transfiri6 a un tubo nuevo. Al sobrenadante
transferido se le agregd nuevamente 500 pL de cloroformo-alcohol isoamilico y se
agitd vigorosamente durante 5 seg en vortex, después se centrifugaron los tubos a
13,000 rpm durante 5 min. Transcurrido este tiempo se tomé el sobrenadante y se
transfiri6 a tubos nuevos, al sobrenadante transferido se le agregaron 0.7
volimenes de isopropanol frio, los tubos se agitaron invirtiéendolos por diez
ocasiones y se dejaron incubar minimo 40 min en hielo. Después de este tiempo,
se centrifugaron a 13,000 rpm por 10 min, al terminar la centrifugacion el

sobrenadante de cada tubo fue desechado y a la pastilla de ADN se le agreg6é 1mL
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de etanol al 70% frio y nuevamente se centrifugaron a 13,000 rpm por 10 minutos,
al terminar se desecho el sobrenadante y se secé la pastilla de ADN en bafio seco
85°C a 15 minutos, la pastilla bacteriana se reconstituyo con 50 yL de agua MiliQ
(Milipore®) y se almacend a -20°C hasta su uso. Para comprobar la integridad y
pureza del ADN obtenido se realizé una electroforesis del ADN y se cuantificara en
un espectrofotometro NanoDrop®. A partir del valor obtenido respecto a la
concentracion del ADN extraido se realiz6 una dilucién del ADN a 100 ng/uL, con la
cual se realizaron los ensayos de PCR empleando los iniciadores enlistados en la
tabla 4.

6.3 Agrupacion filogenética por PCR.

Se desarroll6 una PCR multiplex para la busqueda de grupo filogenético de acuerdo
con lo reportado por Clermont et al. (2000), basandose en una decision dicotomica
utilizandose los genes; chuA, yjaA y un fragmento de ADN llamado TspE4.C2 (Tabla
3y Figura 6). La mezcla de reaccion consistio en 25 pl totales ajustando el volumen
a 12 ul de Master Mix (Thermo Scientific), 1 ul de cada primer (20 pM) (Sigma-
Aldrich®), 5.5 pl de agua y se 1 ul del DNA correspondiente. La PCR se llevo a cabo
en un Termociclador de la marca thermo Techne y MiniAmp Thermocycler con las
siguientes condiciones: 5 minutos a 94 °C; 30 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 30
segundos a 55 °C; 30 segundos a 72 °C y una extension final de 7 minutos a 72 °C.
En la Figura 5 se observa el arbol dicotdmico sobre la determinacion del filogrupo
de cada cepa de E. coli y en la Figura 6 se muestran los productos de la PCR
multiplex en gel de agarosa tefiida con Bromuro de etidio, visualizando los

filogrupos.
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Tabla 3. Caracteristicas de los iniciadores para identificar filogrupos.

Gen Secuencia 523’ Amplicon

chuA F>GACGAACCAACGCTCAGGAT | 279 pb
R->TGCCGCCAGTACCAAAGACA

yjaA F>TGAAGTGTCAGGAGACGCTG | 211pb
R->ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC

TSpE4C2 | F>GAGTAATGTCGGGGCATTCA | 152 pb
R->CGCGCCAACAAAGTATTACG

chuaA
s ! i
+ ||
B2 0D BloA
. viaA . TspE4.C2
r's 1 ¥ Y
+ — + —=
82 D B1 A

Figura 5. Arbol dicotémico de filogrupos. Se muestra el arbol dicotémico para agrupar
las cepas de E. coli en filogrupos, mediante el uso de los resultados de los productos de
PCR de los genes de chuA, yjaA y un fragmento de ADN TSPE4.C2.
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Figura 6. Perfil de productos de PCR triple para designar grupos filogenéticos de E.
coli. EI método se basa en la presencia o ausencia de los genes chuaA y yjaA y el fragmento
de DNA TSPE4.C2 segun lo reportado por Clermont et al. (2000). Carril MPM: marcador de
peso molecular; carril 1 y 2: filogrupo B2; carril 3 y 4: filogrupo D; carril 5: filogrupo B1; y

carril 6 y 7: filogrupo A.

6.4 Deteccion de genes de virulencia

Se buscaron genes agrupados en factores de virulencia de UPEC como adhesina
(papC y fimH), captadores de hierro (feoB, irp2 y chuA), toxinas (sat), genes que
aportan resistencia sérica (traT) e islas de patogenicidad PAI (malX) en las cepas
de E.coli, mediante el método de PCR punto final, se preparé una mezcla de
reaccion conteniendo: 12.5 ul de PCR Master Mix (Thermo Scientific), 1.0 ul de
cada iniciador (10 mM), 2ul de DNA correspondiente ajustando con agua un
volumen final de 24.5 ul. La mezcla de reaccion se llevé al termociclador (Thermo
Techne ®y MiniAmp Thermocycler®) (Pedrozo, 2019). Las secuencias de los
iniciadores utilizados en cada gen y el producto esperado se muestra en la Tabla 4
y las condiciones de amplificacion utilizadas en el termociclador se muestra la Tabla
5.y enla Figura 7 se muestran los productos de las PCRs para cada gen en gel de

agarosa.
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Figura 7. Perfil de productos de PCR punto final para detectar genes de virulencia

relacionados con UPEC. Carril MPM: marcador de peso molecular, carril 1: Sat, carril 2.

Irp 2, carril 3: FeoB, carril 4: malX, carril 5: traT, carril 6: fimH, carril 7: papC, carril 8: ChuaA

Tabla 4. Iniciadores utilizados para amplificar las secuencias de los genes de

virulencia.
Gen Secuencia (5'-3") Tm Producto Referencia
esperado
(pb)
Adhesinas
papC F gtggcagtatgagtaatgaccgtta 54 °C 205 Johnson y Stell
R atatcctttctgcagggatgcaata (2000)
fimH F tcgagaacggataagccgtgg 63 °C 508
R gcagtcacctgccctccggta
Captadores de hierro
feoB F aattggcgtgcatgaagataactg 52.5°C 470 Runyen-Janecky
R agctggcgacctgatagaacaatg et al. (2003)
F aaggattcgctgttaccggac 53°C 280 Janben et al.
irp 2 R tcgtcgggcagcgtttcttct (2001)
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F gacgaaccaacgctcaggat

chuaA R tgccgccagtaccaaagaca 55°C 279

Toxinas

sat F actggcggactcatgctgt 55°C 387 Ruiz J. et al.
R aaccctgtaagaagactgagc (2002)

Islas de patogenicidad

PAI (malX) F ggacatcctgttacagcgcgca 59.5°C 925 Johnson y Stell
R tcgccaccaatcacagccgaac (2000)

Resistencia

traT F ggtgtggtgcgatgagcacag 57.5°C 290

R cacggttcagccatccctgag

Tabla 5. Condiciones de amplificacion de cada uno de los genes utilizados en

caracterizacién de las cepas clinicas de E. coli.

Marcador Desnaturalizacié | Desnaturalizacié | Alineaciéon Extensioén Extensioén Ciclos
n inicial (°C/min) | n (°C/seq) (°C/seq) final
(°C/seq) (°C/min)
Pap C 95/3 95/30 54/30 68/30 72/10 30
fimH 96/2 96/30 63/60 72/60 72/8 30
feoB 90/2 94/30 52.5/30 72/30 72/10 30
Irp2 95/2 94/30 53/30 72/30 72/10 30
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chuaA 95/5 94/30 55/30 72/30 7217 30
Sat 95/1 95/60 55/60 72/60 7217 25
malX-PAl | 95/2 94/30 57.5/30 72/60 72/10 30
traT 95/2 95/30 57,5/30 72/30 72/20 30

6.5 Electroforesis de ADN en geles de Agarosa

Para la visualizacion de los amplicones, por PCR se realizé una electroforesis en
gel de agarosa al 1.5% y se utilizara SB 1x (Hidroxido de sodio, acido borico pH
8,5). La separacion del ADN se realizé en una camara de electroforesis horizontal
(Labnet), con un voltaje constante de 60-70 V, por 60 min. Las bandas de ADN se
visualizaran tefiidas en una solucion de bromuro de Etidio al 0.5 g/mL bajo luz
ultravioleta (UV) con ayuda de un fotodocumentador (Cleaver, Scientific lab). El
tamafo de las bandas de ADN se estimé comparandolas con un marcador 100 pb
Thermo Scintific® (marcador peso molecular 1000pb, amortiguador 6x, tris treell y
agua). Se utilizd como control positivo la cepa UPEC CFT 073 (Pedrozo, 2019;
Guerrero, 2016) y para traT, la cepa E. coli 1331.

6.6 Dendrograma

Para la identificacion de patrones se realiz6 un dendrograma utilizando el programa
past4.04 (Microsoft, Noruega), obteniendo un modelo multivariado de agrupamiento
(clustering) clasico, utilizando el algoritmo de UPGMA (Unweighted Pair-Group

Method with Arithmetic), con un indice de Similaridad de Dice.

6.7 Estadistico

Para el andlisis estadistico se realiz6 la prueba de Chi cuadrada con una tabla de
contingencia de dos colas, aquellos valores de P menor o igual a 0.05 se

consideraron estadisticamente significativos.
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7. Resultados

7.1 Filogrupos de E. coli

Para del desarrollo del objetivo de este trabajo se analizaron 181 cepas de E. coli
aisladas de heces de pacientes con IVU recurrente, cuyo genero fueron confirmadas
mediante pruebas bioquimicas (Apartado 5. 1 de la seccion de materiales y
métodos). Generalmente la agrupacion por filogrupos de las cepas de E. coli se
realiza por el método de Clermont et al. (2000); es por ello por lo que se decidié
aplicar esta metodologia a las 181 cepas caracterizadas previamente. El
fundamento de esta técnica se basa en la identificacion de los genes chuA, yjAy un
fragmento de DNA TspE4.C2 para asignar a las cepas de E. coli como
pertenecientes a los filogrupos A, B1, B2 o D. (Apartado 5.3 de la seccion de
materiales y métodos). Al analizar los amplicones se identifico que la frecuencia de
los filogrupos de las cepas de E. coli fue: 50.8% (n=92), 26.5% (n=48), (14.3%,
n=26) y (8.2%, n=15), para el grupo A, B2, B1 y D respectivamente (Figura 8).
Notablemente se observo que el 65% (n=118) de las cepas pertenecen a los grupos

comensales (Ay B1).
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Filogrupos

Figura 8. Filogrupos de las cepas aisladas. Se muestran los diferentes filogrupos a los
gue pertenecen las cepas de E. coli (n=181) aisladas de heces de pacientes con VU

recurrente utilizando el método de Clermont et al. (2000).
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7.2 ldentificacion de genes de virulencia en cepas de E. coli

UPEC es responsable del 80% de las IVUs, principalmente por su habilidad de
colonizar el tracto urinario mediante la coordinacion de diferentes factores de
virulencia y junto con las condiciones inmunolégicas del hospedero, facilitan este
proceso infectivo (Ibarra, 2015). Aunado a esto, las cepas UPEC se presume que
provienen del tracto intestinal (Chen et al, 2013). Por eso se buscaron genes
asociados a UPEC en cepas aisladas de heces; adhesinas (papC, fimH), captadores
de hierro (feoB, irp2, chuA), toxinas (sat), PAI (malX) y factores que dan resistencia
a la bacteria dentro de las células (traT). Los resultados muestran que el gen mas
frecuente fue, feoB encontrandose en el 81% (n=147). Posteriormente estuvieron
los genes, fimH, irp2, traT, chuA y sat con un 69% (n=125), 61% (n=111), 50% (n=
92), 31% (n=57) y 40% (n= 74) respectivamente. Por el contrario, malX de la isla
de patogenicidad. PAI y la adhesina papC se encontraron en menor porcentaje,

presentes en un 24% (n=43) y 29% (n=53), respectivamente.

Se calculé un score de virulencia basandose en la presencia de los 8 genes de
virulencia previamente mencionados, al puntaje mas alto en este score se le asigno
el valor de 10, es decir las cepas con 8 genes y los demas valores se asignaron con
relacion a este valor de 10. Se observd que las cepas con un score de 2.5
predominaron con un 19.3% (n=35) y las cepas con un score de 10 fueron las menos
prevalentes con un 3.31% (n=6). Ademas, se agruparon las cepas en dos
categorias; score alto (Presencia de 5 o0 mas genes) y score bajo (presencia de 4
genes 0 menos). Resaltando que el 57% (n=103) de las cepas tienen un score alto,
y el 71% (n=129) se mantenian distribuidas entre el score 2.5 y el score de 6.2
(Figura 9). Finalmente se considera que estas cepas tienen una alta carga de genes

de virulencia, pero no con la presencia de todos los genes.
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Figura 9. Presenciay ausencia de los genes de virulencia asociados a UPEC. La figura
muestra los scores de virulencia asignados a las cepas, asi como el porcentaje de cepas
para cada score. La linea representa la division de las dos categorias en score alto (mayor

a >4 genes) y bajo (menor o igual a < 4 genes)

Los scores de virulencia nos indican el nUumero de genes que tiene cada cepa de E.
coli estudiada, no obstante, este score no permite la diferenciacion entre los genes
ya que para el score cada gen tiene el mismo valor, es por ello por lo que se precisé
la presencia y ausencia de cada gen para establecer patrones. La diferente
presencia de genes dio un total de 66 patrones, el mas representativo fue el patréon
con el gen fimH y el gen feoB con un total del 13.3% (n= 24) de cepas que tienen
este patron. Sin embargo, los patrones que se repiten dos veces y los patrones
anicos tuvieron un porcentaje de 14.3% (n=26) y 16.5% (n= 30) respectivamente.

Notablemente la mayoria de las cepas presentan patrones Unicos.
7.3 Correlacién entre genes de virulenciay filogrupos

Analizando por filogrupos se identific6 que todos mostraban la presencia de los
genes relacionados con la virulencia, a excepcion de chuA ausente en los filogrupos
Ay B1. Ademas, se observo que el 71% de las cepas que mostraron la presencia

de los genes buscados pertenecian a los filogrupos A y B2 (Figura. 10). Al
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compararse estadisticamente la presencia de cada gen entre cepas con filogrupo
comensal (Ay B1) y filogrupo extraintestinal (B2 y D) se calcul6 que la presencia de
los genes papC, chuA, malX y traT es mayor en las cepas con filogrupo
extraintestinal (p<0.05). En cuanto a la presencia de los genes fimH e irp2 fue mayor
(p=<0.05) en los filogrupos comensales y para los genes feoB y sat no hubo una
diferencia significativa entre ambos grupos de cepas comensales vy
extraintestinales. Encontrando que los filogrupos Ay B2 son los que representan un
porcentaje alto con un 43% (280/649) y 38% (252/649) del total de los genes.

100 =
=1 D
75 = B2
= B
- A

Prevalencia (%)
h
(=]
1

ra
5]
1

papC fimH feoB irp2 chuA  sat PAI (malX)traT

Genes de virulencia

Figura 10. Cepas agrupadas en filogrupos, positivas a genes de virulencia. Se
observan diferentes genes de virulencia en las cepas de E. coli (n=181) aisladas de heces

de pacientes con IVU recurrentes, y la agrupacion de las cepas en los diferentes filogrupos
del método de Clermont et al, (2000).

7.3 Correlacién y Patrones de virulencia asociados al serotipo de E. coli

Para esta investigacion se contd con datos de serotipificacion de las cepas de E.
coli, clasificadas por antigenos presentes en la superficie celular de la bacteria.
Estos antigenos dan el serogrupo a las bacterias y algunos en especifico estan
relacionados a la presencia y frecuencia de una IVU. De 181 cepas, se lograron
serotipificar 142 cepas, mostrando 57diferentes serotipos, de estos el 19%-(n=11)
son serogrupos clasicos y el 81% (n=46) son serogrupos no clasicos de UPEC. Al

realizar una correlacion entre los genes de los serogrupos clasicos y no clasicos se
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observo la presencia de 6/8 genes papC, irp-2, chuA, malX, sat, traT entre las cepas
con serogrupo clasico (P< 0.05) (Tabla 6)

. Tabla 6. Correlacion de los serogrupos clasicos y no clasicos de UPEC.

Factorde | Genes de Serogrupos Serogrupos no Valor de
virulencia | virulencia | Clasicos: (n=49) n | clasicos: (n=93n P
(%) (%)

Adhesinas papC 21 42.86 16 17.20 0.0001
fimH 31 63.27 75 80.65 0.8004
Captadores feoB 42 85.71 67 72.04 0.166
de hierro irp2 37 75.51 49 52.69 | 0.0157
chuA 34 69.39 24 25.81 0.0023
PAI malX 23 46.94 18 19.35 0.0016
Toxinas sat 23 46.94 24 25.81 0.0231
Resistencia traT 39 79.59 43 46.24 0.0002

Analizando los 53 patrones de virulencia de las cepas serotipificadas, denominados
con numeros romanos (Figura 11). El patron dominante es el patron |; conformado
por los genes fimH y feoB, con un 13.3% y de manera concreta se observa que las
cepas con patrones unicos destacan con respecto a las demas y parece no haber
una distribucion frecuente de los serotipos con serogrupo clasicos o no clasicos con

respecto a los patrones.
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Figura 11. Patrones con serotipos. Para visualizar los patrones encontrados, asi como la frecuencia de ellos se construyeron
estos dos paneles; A) Se muestran los porcentajes con respecto a los patrones designados con nimeros romanos. B) En este

panel se encuentra la composicion de cada patrén y por debajo el serotipo correspondiente, resaltando en color amarillo los
serotipos con serogrupo clasico.
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Las cepas de UPEC pertenecen a un limitado nimero de serogrupos y se pueden
dividir en serogrupo clasicos y no clasicos, las cepas de E. coli que producen una
IVU se relacionan principalmente con los clasicos. En la Figura 11 se encuentran
en color amarillo los serotipos con serogrupo clasico identificados en las 142 cepas,
ya que cada serotipo no tiene una distribucién en un solo patron se les asigné un
score de virulencia y se contabiliz6 el nUmero total de patrones para cada serotipo
(Figura 12 y 13). El serotipo con serogrupo clasico mas frecuente fue 025:H4,
ubicAndose en nueve patrones y un score promedio de 6.2, mientras los menos
frecuentes, pero con un score alto son 025:H10, O1: HND, O1:H18, que fueron
cepas que presentaron un patrén unico. De forma similar, las cepas serotipificadas
gue tienen serogrupo no clasico muestran que las cepas con un score alto presentan
patrones unicos. Mientras que cepas no tipificables (O?:H-) estuvo presente en 7
patrones con un promedio score de 5. Destacando que los promedios de scores

mas altos pertenecen a las cepas con patrones unicos, sin importar el serogrupo.
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Figura 12. Serotipos con serogrupo no clasicos. Se muestra los serotipos con serogrupo
no clasicos con respecto a su promedio de score de virulencia. Sobre cada caja del serotipo
estd el niumero de patrones correspondiente. La caja agrupa el 50% de los valores y la linea
gue la divide es la mediana de las muestras. Las barras marcan los valores maximos y

minimos.
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Figura 13. Serotipos con serogrupo clasicos. Se muestra los serotipos con serogrupo
clasicos con respecto a su promedio de score de virulencia. Sobre cada caja del serotipo
estd el niUmero de patrones correspondiente. La caja agrupa el 50% de los valores y la linea
gue la divide es la mediana de las muestras. Las barras marcan los valores maximos y

minimos.
7.4 Similitud entre los patrones de genes de virulencia en las cepas de E. coli

Con la identificacion de los diferentes genes en las cepas de E. coli se buscaron las
combinaciones de estos, por medio de los patrones de presencia y ausencia,
excluyendo a las cepas que no estaban serotipificadas y se construyé un
dendrograma (Figura 14). Se identificaron 9 grupos indicados utilizando las letras
gue van de la A hasta la I. Cada uno de estos grupos contiene diferentes
caracteristicas y posibles genes que relacionaban las cepas entre si y se calculé el
promedio de score para cada grupo. Para el grupo A, las cepas comparten la
presencia del gen feoB, traT y la ausencia de malX. El grupo B, a su vez se divide
en subgrupos (B1, B2, B3, B4, B5 y B6), en el subgrupo B1 todas las cepas tienen

la presencia de los genes que se encargan de la captacién de hierro (feoB, irp2 y
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chuA) més la presencia del gen papC, gen relacionado con la adherencia. Para B2,
parece que todas las cepas que conforman este grupo tienen la ausencia de los
genes fimH y sat y la presencia de los genes feoB e irp2. Para B3 los patrones tienen
la presencia de los genes fimH, feoB, chuA, traT. En el subgrupo B4 se comparte la
presencia de los genes papC, fimH, sat, malX y traT. Con respecto al subgrupo B5
comparte la presencia de los genes fimH y feoB. Por ultimo, en el subgrupo B6
comparten la presencia de fimH, feoB e irp2, parecido al grupo C que comparten la
presencia de los genes fimH, feoB, pero este grupo mantiene una ausencia de los

genes irp2 y malX.

Los grupos E y H, junto con los subgrupos F2 'y F3, agruparon dos perfiles cada uno
con las siguientes caracteristicas: presencia de irp2 y traT y la ausencia de los genes
fimH, feoB, sat y malX, mientras que para H solo estuvo presente el gen chuAy la
ausencia de todos los genes a excepcion de irp2 que se estuvo en una cepa de los
dos patrones que estaban en el grupo H. Para los subgrupos sus caracteristicas
fueron: la presencia de los genes fimH e irp2 para F2 y para F3 la presencia de
fimH. Finalmente, los grupos D, G e | mas el subgrupo F1 fueron compuestos por
un unico patron; con la presencia de los genes feoB, irp2 y sat para el grupo D, el
grupo G solo mantuvo la presencia de feoB, para | todos los genes permanecieron
ausentes y finalmente en F1 estuvieron presentes los genes fimH y traT. Al calcular
los promedios de score de virulencia, se encontré que el score mas alto fue del
grupo B4 con un 8.72. No obstante se observé un score alto en los grupos y
subgrupos B1, B2, B3, B4 y B6, ya que sus cepas tenian un score = 6; mientras que
los grupos A, B5, C, D, E, F1, F2, F3, G, H e | obtuvieron un score bajo, es decir <5

o la menor presencia de genes (<4 genes).
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Figura 14. Dendrograma de los perfiles genéticos de las cepas. En la figura se muestra
un dendrograma construido por los patrones de presencia y ausencia de los genes,
ubicando 9 grupos I (color azul), lla (color verde), llb (color morado), lic (color rojo), 1id (color
amatrillo), lle (color gris), lIf (color naranja), lll (color naranja) llll (color café), V (color azul
fosforescente), Vla (color negro), VIb (color morado fuerte), Vic (color verde fosforescente),

VII (color azul claro), VIII (color vino), XIX (color verde pino).
8. Discusion

Las cepas de E. coli son parte de la biota normal intestinal de los mamiferos donde
se pueden encontrar cepas comensales (filogrupo A y Bl) y cepas patdgenas
(filogrupo B2 y D) (Clermont et al, 2000). Por eso las heces son una fuente inmediata
de contaminacién y podrian tener potencial para provocar procesos infecciosos
(Moreno et al. 2006) como las IVUs, infecciones asociadas principalmente a E. coli,
principal especie aerdbica de la microbiota intestinal (Flores-Mireles et al., 2015) y
gue es una de las principales causas de morbilidad a nivel internacional (WHO,
2014).

Los resultados obtenidos en esta tesis muestran que el grupo de cepas de E. coli

definidas como comensales (filogrupos A y B1) fue mas frecuente con un 65%
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(118/181). Esto es similar a lo publicado por diversos autores que también
trabajaron con cepas de E. coli aisladas de heces de pacientes con IVU; Moreno et
al. (2008), Navidina et al. (2014) y Lee et al. (2010) reportaron una prevalencia de
filogrupos comensales de E. coli en un 73% (9/67), 58% (58/100) y 56% (115/205),
respectivamente. En contraste Nowrouzian et al. (2005), Nowrouzian et al. (2019) y
Zhang et al. (2002) reportaron prevalencias menores de 40% (59/149), 37%
(57/155) y 33% (29/88) para este grupo, respectivamente. Se presume que la
prevalencia de los grupos comensales en las heces es debido a la naturaleza de las
muestras, puesto que forman parte de la biota intestinal (Conway et al.., 2004).
Ademas, estas cepas se consideran transitorias, es decir que su capacidad de
persistencia en el intestino humano es deficiente y esto puede deberse a la menor
cantidad de factores de virulencia que poseen (Norouzian et al., 2005). Por otra
parte, en los estudios donde el grupo de cepas comensales es menor, esto podria
deberse a factores regionales (ej. habitos alimenticios), diferencias en las
caracteristicas de la poblacion estudiada (edad, género, estado de salud),
diferencias en los métodos de muestreo (toma por hisopo anal, colecta de copro)
(Norouzian et al., 2019; Zhang et al., 2002).

En este estudio, de los filogrupos patdgenos, B2 fue el mas frecuente (27%), similar
a lo reportado con Lee et al. (2010) que ubicé al 23% (47/205) de sus cepas en el
filogrupo B2. A diferencia de diversos autores que reportaron una mayor frecuencia
de cepas del grupo D; Navidina et al., (2014) y Moreno et al. (2008), con un 26%
(26/100) y 16% (11/67), respectivamente. Estos resultados indican que las cepas
de la biota intestinal podria ser una fuente o reservorio para provocar una IVU
(Navidinia et al., 2014), especificamente las cepas del grupo D serian las principales
responsables de las IVUs agudas y de las reinfecciones de estas; mientras que el
filogrupo B2 esté involucrado en la persistencia de las infecciones urinarias (IVUs

recurrentes) (Luo et al., 2012).

Las cepas comensales pueden adquirir genes de virulencia en el tracto
gastrointestinal por transferencia horizontal y asi ser capaces de colonizar el tracto

urinario (Moreno et al., 2006; Lépez-Banda et al., 2014); es por ello por lo que en
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este trabajo se buscaron genes asociados a diferentes factores de virulencia, como
las adhesinas indispensables para el primer paso en la infeccion bacteriana (Bien
et al., 2012). En este estudio los genes relacionados con la adherencia se identifico
con los genes papC y fimH, el factor estuvo presente en un 79% (143/181), en
contraste con Abdi et al. (2014), Johnson & Stell (2000) y Moreno et al., (2008) que
encontraron este factor con la presencia del gen fimH en el 100% (77/77), 97%
(64/67) y 96% (65/65) respectivamente. El alto porcentaje de esta adhesina en
diferentes estudios, se considera como un factor de virulencia comdn en E. coli tanto
intestinal como extraintestinal; FimH permite a E. coli adherirse al epitelio intestinal
y urinario ya que las células de ambos contienen los receptores de manosa (Bien et
al. 2012; Hagan et al, 2010). La presencia de las adhesinas podria estar
relacionadas al aumento de la virulencia de E. coli (Ibarra, 2015) y algunas estan
adaptadas para colonizar un nicho especifico como la adhesina papC, esta se
detecta frecuentemente en los aislamientos de pacientes con IVU (Sarakowa et al.,

2019) Que encontraste en tus cepas con relacion al gen papC.

En este trabajo solo se buscé la presencia de una de las 3 toxinas (HIyA, CNF1 y
Sat) reportadas en cepas UPEC, la toxina autotransportadora Sat, el gen de esta se
identifico en el 31% (57/181) de las cepas, similar a lo reportado por Sainz et al.,
(2008) con un 38% (30/80). Este factor inicia con los sintomas de una IVU, pueden
causar inflamacion, tiene actividad proteasa en el citoesqueleto de las células de la
vejiga y tiene una actividad toxica contra lineas celulares de vejiga o riidon (Guyer
et al., 2002). En este estudio la prevalencia de la toxina se podria considerar como
baja y fue similar a otros estudios lo que sugiere que sat no juega un papel especial
en el desarrollo de las IVU, pero posiblemente si en su sintomatologia (Ruiz et a.,l
2002).

Para la supervivencia de E. coli dentro de las células epiteliales de la vejiga es
necesaria la utilizaciéon de hierro, cofactor enziméatico importante en la sintesis de
DNA vy transporte de electrones (Terlizzi et al., 2017). Nosotros identificamos la
presencia de feoB, irp2 y chuA sider6foros necesarios para la colonizaciéon del tracto

urinario en un entorno limitado de hierro libre. Estos factores estuvieron presente en
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el 92% (167/181) de las cepas, en contraste con Vollmerhausen et al., (2010) y
Jhonson & Stell (2000) que identificaron este factor, pero ellos utilizaron los genes
iroN e iutA con el 78% (52/67) y 68% (43/63) respectivamente. La diferencia entre
los resultados obtenidos podria deberse a la “n” y al numero de genes que se
consideran como el factor. UPEC producen sideréforos que no son sintetizados por

la mayoria de las cepas de E. coli fecales no patégenas (Hagan et al., 2010).

La resistencia sérica (traT) se presentd en el 50% (92/181) de las cepas, similar a
lo identificado por Jhonson & Stell, Moreno et al., (2009) y Lee et al., (2010) que
encontraron 78% (52/67), 68% (27/40) y 57% (117/205) respectivamente. Este
factor le permite a E. coli extraintestinal ingresar en los sitios de infeccion primaria

y le confiere resistencia.

Por ultimo, en las PAI nosotros identificamos al gen malX en el 21% (43/181) de las
cepas, similar a Moreno et al., (2008) que encontré este gen en el 19% de sus cepas
(13/67), en contraste con Bagger-Skjot et al., (2007) y Moreno et al., (2009) que
identificaron esta PAI en el 59% (73/223) y 40% (16/40) de sus cepas. La diferencia
puede deberse a la mayor frecuencia de cepas comensales de este estudio ya que
malX, estda asociada a genes que codifican para un sistema de enzimas
fosfotransferasas que reconocen maltosa y glucosa y que son mas frecuentes en

cepas patégenas (Merino, 2018).

Como se ha mencionado anteriormente las cepas provenientes de heces estan
relacionadas con una IVU recurrente, lo cual podria explicar la presencia de
serogrupos clasicos de UPEC en estas cepas. Nosotros encontramos que el 35%
(49/ 142) de cepas aisladas de heces presentaron serogrupo clasico, resultado
similar a Sainz et al., (2008) que identificdé el 45% (36/80). Sin embargo, varios
estudios no encontraron estos serogrupos en las cepas provenientes de heces;
Kozub et al. (2008) y Osman et al. (2012) buscaron estos serogrupos en heces de
pacientes con alteraciones gastrointestinales y reportaron la ausencia de estos. En
el presente estudio el serotipo mas frecuente, con un 6% (9/142) en estas cepas,
fue O25:H4, perteneciente a los serogrupos clasicos de UPEC y asociado a IVU
(Molina-Lépez et al., 2011). A pesar de que los serogrupos clasicos estuvieron
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menos presentes en nuestro estudio que los no clésicos, se podria considerar un
valor alto ya que son cepas provenientes de heces. Estas cepas posiblemente estén
asociadas a UPEC y eventualmente podrian causar IVU recurrentes en los

pacientes.

Los factores de virulencia de UPEC estan asociados con la colonizaciéon y
supervivencia en el tracto urinario, al analizar las diversas combinaciones de genes
de virulencia encontramos los factores mas frecuentes. Estos fueron los genes feoB
y fimH con un 13. 38% (19/142), esta combinacion pertenece a una adhesinay a un
captador de hierro, diversos estudios encuentran estos dos genes como prevalentes
en sus cepas de UPEC; Zhao et al, (2009) y Wook et al (2013) identificaron 94%
(122/130) y 67.2% (43/64), respectivamente, para el gen feoB, mientas que para
fimH encontraron un 91% (118/130) y 97% (62/64), respectivamente.

Por su parte Ibarra (2015) encontro esta combinacién de adhesinas y captadores
de hierro en un 23.16% (41/177), genes fimH e iucD, como la mas prevalente; hay
gue destacar que nuestra tercera combinacion mas frecuente, estaba conformada
por los genes; feoB, irp2 y fimH con un 5.63% (8/142) que pertenecen a los mismos
factores. Se sabe que las cepas de UPEC utilizan estas proteinas para adherirse al
uropitelio, permitiendo el desarrollo de la IVU y persisten a pesar del flujo de orina 'y
la activacion de vias de sefalizacion del huésped. Para su supervivencia, muchas
bacterias incluidas UPEC tienen formas de obtener hierro que se encuentra en
concentraciones bajas, a través de sistemas de captacion de hierro (wook et al,
2013).

La segunda combinacién mas frecuente fue la conformada por los genes fimH, feoB,
irp2, sat y traT, similar a lo encontrado por Ibarra (2015) que identifico los genes
fimH, satA e iucD con un 14.68% (26/177), presencia de una adhesina, un captador
de hierro y una toxina. Al tener esta combinacién las bacterias tendrian la capacidad
de adherirse al uroepitelio, causar dafio al epitelio renal y adquirir el hierro necesario
para mantenerse y en el caso de nuestra combinacion estaria aportando una

resistencia contra el huésped (Ibarra, 2015).
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De acuerdo con los resultados obtenidos, la mayoria de las cepas investigadas
estuvieron cargadas con tres factores de virulencia de los cuales era frecuente la
presencia de adhesion y captacion de hierro, las cuales contribuirian a la recurrencia
de la IVU (Millan et al, 2014). Por otra parte, 2.82% (4/142) de cepas no mostraron
ningan gen de virulencia, pero es probable que otros genes de virulencia, diferentes

a los estudiados, pudieran estar presentes en estas cepas.

9 Conclusiones

Las bacterias de E. coli aisladas de las heces de pacientes con IVU recurrentes:

e EI 77% de las cepas son agrupadas en los filogrupos Ay B2.

e Los genes feoB y chuA fueron los mas prevalentes y las cepas con la
combinacion de feoB y fimH lo que sugiere la sobrevivencia en el tracto
urinario y generar una IVU.

e En las cepas provenientes de heces, se encontraron serogrupos clasicos de
UPEC, aunado a esto se noto la presencia sobresaliente del filogrupo B2 y la
presencia de distintos FV en todas las cepas. Esto sugiere a las heces como
posible fuente de contaminacion de las vias urinarias.
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