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RESUMEN

Las infecciones del tracto uriunario (IsTU) ocasionadas por Escherichia coli uropatégena
(UPEC) se encuentran entre las enfermedades mas frecuentes en la poblacion mundial. La
patogenicidad de UPEC se debe a que es portadora de numerosos genes de virulencia. Es
frecuente que las cepas UPEC compartan caracteristicas de virulencia con los patotipos de E.
coli diarreogenicos (DEC). Debido a que la participacion de los genes diarreogenicos de las
cepas UPEC durante las infecciones del tracto urinario ha sido poco estudiado, el objetivo de
este trabajo fue establecer los diferentes patrones de expresion de los genes diarreogénicos
caracteristicos de los patotipos intestinales de E. coli, y su relacién con el fenotipo de
multirresistencia a los antimicrobianos en cepas de E. coli aisladas de pacientes con IsTU.
Se analizaron microbiologicamente 321 muestras de orina de pacientes con IsTU del Instituto
Mexicano del Seguro Social (IMSS). Las cepas de E. coli fueron identificadas por pruebas
bioquimicas y por PCR, mediante amplificacion del gen 16S de la subunidad ribosomal de
E. coli. El fenotipo de resistencia a 12 antibioticos en las cepas UPEC se determiné por el
método de Kirby-Bauer y la deteccion de 16 genes diarreogénicos se realiz6 por PCR de
punto final. Después de la infeccion en la linea celular vaginal A431 con las cepas UPEC, se
determind la transcripcion de los genes diarreogénicos por PCR en Tiempo Real. A partir de
las muestras de orina de los pacientes con IsTU (n=321) se identificaron 194 cepas de E. coli.
El 98% (n=191) de las cepas UPEC fue multidrogo-resistente a los antibioticos,
principalmente a los betalactdmicos ampicilina (92%), cefalotina (92%) y carbenicilina
(91%), a la quinolona pefloxacina (73%), a la ceftriaxona (68%) y al trimetoprim-
sulfametoxazol (63%). Los genes caracteristicos del patotipo de E. coli enteroagregativa
(EAEC) identificados con mas frecuencia en las cepas UPEC fueron los de adhesion; stbA
(87/194), y shf (69/194), de toxinas; pet (38/194) y de colonizacion; aap (32/194), mientras
que los genes del patotipo de E. coli enteropatogénico (EPEC) mas comunes en las cepas
UPEC fueron de adhesion; IpfA (43/194), eaeA (18/194) y bfpA (8/194). Los genes
diarreogénicos que se transcribieron con mayor frecuencia en las cepas UPEC, fueron los de
adhesion; stbA (EAEC; 36/99), y shf (EAEC; 24/99), de colonizacién; aap (20/99) y de
toxinas; pet (EAEC; 13/99). Se identificaron 12 distintos patrones de transcripcion de los
genes diarreogénicos relacionados con el fenotipo de resistencia a los antibiéticos en las
cepas UPEC. La presencia de diferentes patrones de expresion de los genes diareogénicos en
las cepas UPEC, relacionado a la multidrogo-resistencia, podria coadyuvar al
establecimiento, cronicidad y/o agudeza de las infecciones del tracto urinario.



ABSTRACT

Urinary tract infections (UTIs) which are caused by uropathogenic Escherichia coli (UPEC)
are among of the most frequent major diseases in the population worldwide. The
pathogenicity of UPEC is due to the fact that it carries numerous virulence genes. It is
common for UPEC strains to share virulence characteristics with diarrheagenic E. coli (DEC)
pathotypes. Because the involvement of diarrheagenic genes of UPEC strains during urinary
tract infections has been little studied, the aim of this work was to establish the different
expression patterns of diarrheogenic genes which are characteristic of intestinal E. coli
pathotypes, and their relationship with the antimicrobial multidrug-resistance phenotype in
E. coli strains isolated from patients with UTlIs. A total of 321 urine samples from patients
with UTIs who were being attended at Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) were
analyzed microbiologically. The E. coli strains were identified by biochemical and PCR tests,
by amplification of the 16S gene of the ribosomal subunit of E. coli. The phenotype of
resistance to 12 antibiotics in UPEC strains was determined by the Kirby-Bauer method and
the detection of 16 diarrheogenic genes was performed by end-point PCR. Subsequent to
infection of the A431 vaginal cell line with UPEC strains, the transcription of diarrheogenic
genes was determined by real-time PCR. One hundred ninety-four E. coli strains were
identified from urine samples of patients suffering from UTI (n=321). Ninety-eight percent
(n=191) of the UPEC strains were multidrug-resistant to antibiotics, mainly to the beta-
lactams ampicillin (92%), cephalothin (92%) and carbenicillin (91%), the quinolone
pefloxacin (73%), to ceftriaxone (68%) and trimethoprim-sulfamethoxazole (63%). The
characteristic genes of the enteroaggregative E. coli (EAEC) pathotype, most frequently
identified in UPEC strains, were adhesin; stbA (87/194), and shf (69/194), toxins; pet
(38/194) and colonization; aap (32/194), whereas the most common enteropathogenic E. coli
(EPEC) pathotype genes in UPEC strains were adhesin; IpfA (43/194), eaeA (18/194) and
bfpA (8/194). E. coli enteropathogenic (EPEC) pathotype genes most common in UPEC
strains were adhesin; IpfA (43/194), eaeA (18/194), and bfpA (8/194). The most frequently
transcribed diarrheogenic genes in UPEC strains were adhesin; stbA (EAEC; 36/99), and shf
(EAEC; 24/99), colonization; aap (20/99) and toxin; pet (EAEC; 13/99). Twelve distinct
transcription patterns of diarrheogenic genes related to antibiotic resistance phenotype were
identified in UPEC strains. The presence of different expression patterns of diarrehogenic
genes in UPEC strains, related to multidrug resistance, could contribute to the establishment,
chronicity and/or acuteness of urinary tract infections.



1. INTRODUCCION

1.1 Caracteristicas generales de Escherichia coli

E. coli es un bacilo Gram negativo, mide de 2-3 um, es anaerobio facultativo capaz de
fermentar glucosa y otros azlcares, reduce nitrato a nitrito y produce catalasa, pero no
oxidasa y no forma esporas. Fermenta la lactosa, su morfologia colonial, se caracteriza por
formar colonias redondas de borde liso, con una tonalidad en color rosa en el agar McConkey
por la utilizacion de lactosa y en el agar Eosina Azul de Metileno (EMB) las colonias
redondas producen un brillo verde metalico por la rapida fermentacion de la lactosa. E. coli
produce a-hemolisina en el agar sangre (Croxen et al., 2013). E. coli forma parte de la
microbiota del intestino, regula procesos clave en el hospedero, como el desarrollo de la
respuesta inmune y la obtencion de nutrientes (Yan & Polk, 2004). En la membrana externa
de E. coli se encuentra el Lipopolisacarido (LPS), que tiene tres regiones estructurales, un
ancla hidrofébica o lipido A, un oligosacérido central, y la cadena larga de polisacarido
Ilamado antigeno O. Algunas cepas de E. coli también producen otro polisacarido capsular
que provee un antigeno de superficie llamado antigeno K. Existen méas de 80 antigenos K en
E. coli, que junto con los lipopolisacaridos representan los principales factores de virulencia
(Donnenberg, 2013).

La serotipificacion es uno de los métodos tradicionales utilizados con mayor frecuencia para
la clasificacion de E. coli; la cual, se basa en el uso de antisueros para identificar antigenos
somaticos O y antigenos flagelares H (Ingle et al., 2016). Hasta el momento se han reportado
aproximadamente 187 antigenos O y 53 antigenos H en E. coli (Hernandez-Chifias et al.,

2019).



Las cepas de E. coli también son clasificadas de acuerdo a los analisis filogenéticos en ocho
filogrupos principales, tales como: A, B1, B2, C, D, E, F y el Clado criptico I (Clermont et

al., 2013).

1.2 E. coli patogena intestinal y extraintestinal.

Las cepas patogenas de E. coli se clasifican como E. coli diarreogénicas (DEC, por sus siglas
en ingles) y E. coli patdgenas extraintestinales (EXPEC, por sus siglas en ingles). Las cepas
patdgenas diarreogénicas se dividen en seis patotipos principales; E. coli enterotoxigénica
(ETEC, por sus siglas en ingles), E. coli enteropatdégena (EPEC, por sus siglas en ingles), E.
coli enteroinvasiva (EIEC, por sus siglas en ingles), E. coli enterohemorrégica (EHEC, por
sus siglas en ingles), E. coli enteroagregativa (EAEC, por sus siglas en ingles), y E. coli
difusa adherente (DAEC, por sus siglas en ingles). Esta clasificacion se basa en los sintomas
clinicos presentes, el tipo de diarrea provocada, los sindromes relacionados, el tipo de
interaccion de la bacteria con las células epiteliales del intestino y los determinantes

moleculares asociados a la virulencia y patogenicidad (Desvaux et al., 2020).

Las cepas de E. coli extraintestinales pueden infectar el epitelio cérvico-vaginal, el tracto
urinario, ocasionando cistitis o o pielonefritis, causar bacteremia e infectar el cerebro. E. coli
extraintestinal se divide en 4 principales grupos de acuerdo al tipo de infeccion que ocasiona:
E. coli asociada a meningitis neonatal (NMEC, por sus siglas en ingles), E. coli causante de
sepsis (SEPEC, por sus siglas en ingles), E. coli cérvico-vaginal (CVEC, por sus siglas en
ingles) y E. coli uropatdégena (UPEC, por sus siglas en ingles) (Dale & Woodford, 2015;

Russo & Johnson, 2000).



1.3 Factores de virulencia de DEC

El proceso de infeccion de las cepas DEC ocurre mediante 4 etapas principales; a)
Colonizacion de la mucosa intestinal, b) Evasion de las defensas del hospedero, c)
Multiplicacién y, d) Dafio al hospedero. Las cepas de E. coli diarreogénicas poseen fimbrias
superficiales que les permiten adherirse a la mucosa del intestino delgado. Una vez que ha
colonizado el intestino, cada patotipo puede atacar al hospedero de forma diferente (Figura
1); ya sea produciendo toxinas como lo hace ETEC y EAEC, invadiendo como la EIEC o
mediante la adhesion intima de la membrana como EPEC y EHEC (Nataro & Kaper, 1998).

A continuacién, se describen los diferentes factores de virulencia DEC.
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Figura 1. Esquema patogénico de DEC. Los seis patotipos de DEC tienen
caracteristicas Unicas para su interaccion con las células eucariotas. a) EPEC se
adhiere a los enterocitos del intestino delgado, destruye la arquitectura
microvillar, e induce la caracteristica de adherencia y borramiento. El trastorno
citoesquelético es acompariado por una respuesta inflamatoria y de diarrea. b) La
caracteristica distintiva de EHEC es la produccién de la toxina Shiga (Sxt), cuya
absorcion sistémica conduce a complicaciones potencialmente mortales. ¢) ETEC
se adhiere a los enterocitos del intestino delgado e inducen diarrea acuosa por la
secrecién de enterotoxinas termolabiles (LT) y/o termoestables (ST). d) EAEC se
adhiere al epitelio del intestino delgado y grueso en una gruesa biopelicula y
elabora enterotoxinas y citotoxinas secretoras. €) EIEC invade la célula epitelial
colonica, lisa el fagosoma y se mueve a traves de la célula mediante la nucleacion
de microfilamentos de actina. f) DAEC provoca un efecto de transduccion de sefal
caracteristico en los enterocitos del intestino delgado que se manifiesta como el
crecimiento de proyecciones celulares similares a dedos largos. AAF, fimbrias de
adherencia agregada; BFP, pilus formadores de haces; CFA, antigeno del factor
de colonizacion; DAF, factor acelerado del decaimiento; EAST, E. coli ST1
enteroagregativa; LT, enterotoxina termolabil; ShET1, enterotoxina 1 de Shigella;
ST, enterotoxina termoestable (Tomada y modificada de Kaper et al., 2004).



1.3.1 Gen eaeA

EPEC y EHEC provocan lesiones de adherencia y esfascelamiento/destruccion (A/E), que
estdn mediadas por muchos genes bacterianos presentes en la isla de patogenicidad
denominada locus de borrado del enterocito (LEE, por sus siglas en ingles) (Badea et al.,
2003). El gen eaeA se localiza en laisla LEE y codifica para la proteina intimina (EaeA), una
proteina de membrana externa de 94-97kDa, que facilita la adherencia entre la bacteria y el

enterocito en la mucosa intestinal (Ochoa, 2011; Yilmaz et al., 2006).

1.3.2 Gen vtl

El gen vtl esta asociado al patotipo de EHEC y codifica para la verotoxina 1 (VT1). La
funcion de las verotoxinas, es la de inactivar el RNA ribosomal, inhibiendo la sintesis de
proteinas y causando la muerte de la célula del hospedero; ademas, estdn asociadas a
enfermedades humanas. EHEC contiene diferentes factores de virulencia que incluyen las
verotoxinas (VT1y VT2) y estan asociadas con el sindrome urémico hemolitico (HUS), la
purpura trombocitopénica trombética (PTT) y la colitis hemorragica (Yilmaz et al., 2006).
La produccion de verotoxinas, es la principal caracteristica de virulencia de EHEC (European

Food Safety Authority, 2011).



1.3.3 Gen IpfA

El gen IpfA codifica para la proteina fimbrial polar larga (Lpf) y es ensamblada
exclusivamente por EHEC. Esta fimbria tiene una funcion importante en la persistencia y la
colonizacion del intestino, uniéndose a las proteinas de la matriz extracelular y participa en
la adherencia a las células intestinales (Farfan et al., 2011; Torres et al., 2008). El locus Ipf,
es regulado por sefiales ambientales (fase de crecimiento, temperatura y pH) y por los
reguladores transcripcionales H-NS y Ler (locus del regulador codificado por el borramiento
de los enterocitos) codificados en la isla de patogenicidad LEE (Farfan et al., 2011; Torres
et al., 2008). El regulador H-NS previene la transcripcion descontrolada de genes en las islas
de patogenicidad, para asegurar que la actividad celular de la bacteria se mantenga y

participar en la adquisicion y mantenimiento de ADN extrafio (Desvaux et al., 2020).

1.3.4 Gen bfpA

El gen bfpA codifica para el pili formador de penachos (BFP) ensamblados por EPEC. Los
BFP son fimbrias o pili tipo 4 (T4P), cuya biogénesis requiere 14 genes codificados en el
plasmido de virulencia denominado factor de adherencia de EPEC (pEAF). EPEC se pueden
categorizar en EPEC tipicas (tEPEC) y EPEC atipicas (aEPEC). Las tipicas (tEPEC) se
caracterizan por formar microcolonias y por colonizar el intestino delgado en la fase
temprana de la infeccion gracias a la expresion del patron de adherencia localizada (LA) en
la superficie de las células epiteliales intestinales. Las atipicas (aEPEC) presentan un patron
de adherencia agregativa (AA) que forman agrupaciones bacterianas que involucran otros

factores de adhesion como filamentos EspA (proteina secretada de EPEC o proteina de



sefializacion A) y LifA (factor inhibidor de linfocitos) o ECP (pili comun de E. coli, por sus
siglas en inglés) (Desvaux et al., 2020;; Vidal, Canizalez-Roman, Gutiérrez-Jiménez, &

Navarro-Garcia, 2007).

1.3.5 Gen stbA

El gen stbA (proteina A de herencia estable del plasmido) esta asociado al patotipo EAEC,
esta localizada en el plasmido de adherencia agregativa (pAA) y produce una proteina que
es necesaria para que un bajo nimero de copias del plasmido se transfiera a las células hijas.
Por lo tanto, se presume que el gen stbA es necesario para la herencia del plasmido a las

células hijas (Min, Tabuchi, Fan, Womble, & Rownd, 1988; Nazemi et al., 2011).

1.3.6 Gen pet

El gen pet (plasmido que codifica para la enterotoxina, por sus siglas en ingles) se localiza
en el plasmido AA de EAEC. Pet pertenece a la familia de proteinas autotransportadoras de
serin-proteasa de Enterobacteriaceae (SPATE, por sus siglas en ingles) con actividad
enterotdxica y citotoxica por lo que puede ser un factor critico de virulencia en las EAEC
(Czeczulin, Whittam, Henderson, Navarro-Garcia, & Nataro, 1999; Eslava et al., 1998;
European Food Safety Authority, 2011). La actividad citotoxica de Pet modifica el
citoesqueleto de los enterocitos por la degradacion de la a-fodrina que conduce al redondeo
de las células y el desprendimiento celular (Gomes et al., 2016). Ademas, su actividad
enterotoxica es consistente con la diarrea secretora que se observa en la mayoria de los

pacientes con enteritis por EAEC (Eslava et al., 1998).



1.3.7 Gen aggA

El gen aggA codifica para la subunidad principal de la fimbria de adherencia agregativa |
(AAF/I), descrita para el patotipo EAEC. Las fimbrias (AAF/l y AAF/I1) median la expresion
del patron AA a las células epiteliales. Los genes que codifican AAF/I se localizan en dos
regiones no unidas en un plasmido de virulencia de 60 KDa (Elias, Czeczulin, Henderson,

Trabulsi, & Nataro, 1999).

1.3.8 GenaggC

El gen aggC (gen del operdn de la fimbria AAF/I) es un marco de lectura abierto de 252
nucleétidos, y codifica para una proteina (Mr) de peso molecular de 90 900 la cual presenta
homologia significativa con el gen que codifica para la proteina ujier de la membrana externa
de Yersinia enterocolitica, Yersinia pestis y Bordetella pertussis. También tiene homologia
con la proteina PapC, una proteina ujier de membrana externa relacionada a la biogénesis de

la fimbria P de E. coli (Ochoa, 2011; Savarino, Fox, Yikang, & Nataro, 1994).

1.3.9 GenaggR

El gen aggR (gen regulador maestro de los genes del plasmido Vir) se asocia al patotipo
EAEC (European Food Safety Authority, 2011). Este gen codifica para el activador
transcripcional AggR de la familia AraC/XylS, una familia de proteinas de unién a ADN,
que presentan un mayor nivel de identidad de aminoacidos con los reguladores de ETEC
(Elias et al., 1999). AggR regula a los genes que codifican para las fimbrias de adherencia

agregativa (AAF/1 y AAF/I1) que incluye cinco tipos (AAF/I-AAF/V), el gen aap (proteina
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dispersina), aat (sistema de secrecion Aat) y AggR (Huang, Mohanty, DuPont, Okhuysen, &
Chiang, 2006; Nazemi et al., 2011; Nishi et al., 2003). Las AAF median el patron AA y la
formacion de biopeliculas (Gomes et al., 2016). Estudios epidemiologicos sugieren que las
cepas que expresan AggR tienen mas probabilidad de causar diarrea, por lo que se ha

sugerido llamarlas EAEC tipicas (Morin et al., 2013).

1.3.10 Gen shf

El gen shf esta asociado al patotipo de EHEC y codifica para las proteinas Shf. Hasta ahora
no se conoce la funcion de estas proteinas, pero su homdlogo mejor caracterizado es la
proteina de membrana externa IcaB (25% similitud de aminoacidos) de Staphylococcus
epidermidis, una proteina implicada en la modificacion de la adhesina intercelular de
polisacaridos (PIA, por sus siglas en ingles) a traves de la desacetilacion de la poli-N-
acetilglucosamina durante de formacién de la biopelicula bacteriana. La transcripcion de este

gen es dependiente de AggR (Czeczulin et al., 1999; Fujiyama et al., 2008).

1.3.11 Gen pilS

El gen pilS estd asociado al patotipo de EAEC y EPEC. Este gen es necesario para la
formacion de la fimbria tipo IV que estd compuesta de homopolimeros de proteinas
estructurales de bajo peso molecular llamadas pilinas. Se dividen en dos grupos, las tipo Ay
las tipo B. Las fimbrias tipo IVB (Pil) que se codifican en el plasmido conjugativo R64
(pR64) que a su vez pertenece al grupo de plasmidos y acarreadores de genes Incll, codifican
la sintesis de dos fimbrias, una gruesa y una delgada. La fimbria delgada contiene la fimbria

Pil y asiste en la conjugacion en medios liquidos. El locus de la fimbria delgada esta
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organizado en un operon de 14 genes (pill a pilV), de los cuales pilS codifica para los pre-pili
que formaran un polimero de subunidades de pilina. Ademas, la fimbria Pil también se ha
descrito que participa en el fenotipo de adherencia agregativa (AA) en las E. coli

enteroagregativas EAEC (Garcia et al., 2019).

1.3.12 Gen aatA

El gen aatA esta asociado al patotipo de EAEC y esta localizado en el plasmido (55 989 pb)
de adherencia agregativa (pAA). Este gen codifica una proteina de membrana que es parte
del sistema de transporte dependiente de ATP (transportadores ABC). El gen aatA esta dentro
de un locus de cinco genes (aat-PABCE) que es necesario para la translocacion de proteinas
patogénicas como la proteina de antiagregacion que es codificada por el gen aap, que media
la dispersion de E. coli enteroagregativa a través de la mucosa intestinal (Nazemi et al., 2011;

Huang et al., 2006).

1.3.13 Gen aafC

El gen aafC es relativo al patotipo de EAEC. Este gen esta implicado en la biogénesis de la

fimbria de adherencia agregativa Il (AAF/11) (Elias et al., 1999).
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1.3.14 Gen agg3C

El gen agg3C (subunidad ujier AAF/I11) est4 asociado al patotipo de EAEC. La regién que
contiene a agg-3 se conforma de 3 partes: el operdn que codifica para la proteina de adhesion,
seguido del gen de la toxina y, por altimo, el gen regulador. Este sistema genético codifica
para AAF/111 y para una adhesina fimbrial involucrada en la agregacion de la bacteria y en
su adhesion a las células. Agg-3 es un plasmido naciente y estd genéticamente vinculado al
gen astA, que codifica para la toxina EAST1. La identificacion de este gen (agg3C) funciona
para identificar cepas portadoras de operones que codifican para fimbrias de adherencia

agregativa (AAF) (Bernier, Gounon & Le Bouguénec, 2002).

1.3.15 Gen aap

El gen aap (proteina de antiagregacion), formalmente conocido como aspU, se asocia al
patotipo de E. coli enteroagregativa (EAEC) y se localiza en el plasmido AA (Cerna, Nataro
& Estrada-Garcia, 2003). Este gen codifica para una proteina de antiagregacion de 10 kDa
denominada dispersina. Esta proteina se secreta al medio extracelular donde permanece unida
de forma no covalente a los lipopolisacaridos (LPS) formando una capsula que neutraliza la
carga negativa de la superficie bacteriana. La capsula contrarresta la agregacion mediada por
las fimbrias de adherencia agregativa (AAF), por lo que previene la acumulacién bacteriana
y promueve su dispersion a lo largo de la mucosa intestinal (Dudley et al., 2006; Gomes et

al., 2016; Nazemi et al., 2011; Sheikh et al., 2002).
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1.3.16 Gen toxB

El gen toxB esta asociado al patotipo de EHEC. La proteina ToxB es esencial para la
adherencia de las EHEC (Badea et al., 2003). Tatsuno et al., (2000) demostraron que el
producto del gen toxB contribuye a la adherencia de EHEC 0157 a las células Caco-2 a través
de la produccion y/o secrecién de proteinas secretadas de tipo I1l. Ademas, la proteina ToxB
comparte una homologia considerable (28% de amino&cidos idénticos y 47% de aminoacidos
similares) con el producto de efa-1/lifA, otro gen de virulencia que se encuentra

frecuentemente en los aislados de EAEC (Morabito et al., 2003)

1.4 Infecciones del tracto urinario por E. coli uropatégena (UPEC)

Las infecciones bacterianas del tracto urinario (IsTU) se encuentran entre las afecciones mas
comunes en el ser humano, tienen un indice de morbilidad significativo en nifios, adultos
mayores y mujeres de todas las edades, estas infecciones a menudo pueden resultar en
recurrencias o infecciones crénicas que requieren tratamientos frecuentes o uso a largo plazo
de antimicrobianos (Flores-Mireles, 2015; Kostakioti et al., 2012). Las ISTU se dividen en
complicadas y no complicadas. Las complicadas estan asociadas con factores que
comprometen el tracto urinario o las defensas inmunoldgicas del hospedero, como la
obstruccion urinaria, la retencion urinaria causada por una enfermedad neuroldgica,
inmunosupresion, falla renal, trasplante renal, embarazo, calculos renales, o el uso de
dispositivos médicos de drenaje. Las no complicadas afectan a personas que no presentan
anormalidades estructurales o neurolégicas (Flores-Mireles et al., 2015). Se ha descrito que

la familia Enterobacteriaceae es la principal causa de las IsTU, una de las infecciones
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nosocomiales mas comunes, y E. coli es el principal agente causal (Foxman 2010; Nazemi,
Mirinargasi, Merikhi, & Sharifi, 2011; Salvador et al., 2012). Es probable que las IsTU
comiencen con la colonizacién del intestino con una cepa uropatdégena ademas de la
microbiota comensal. Asi, esta cepa es capaz de infectar a una persona inmunocomprometida,
ya que coloniza la zona periuretral y asciende por la uretra hasta la vejiga causando
infecciones bajas (cistitis; Figura 2). Se ha descrito que el tiempo en el que la bacteria expresa
en su superficie la fimbria tipo | durante la infeccion de la vejiga es de 4-24 horas (Gunther
et al., 2001). Durante el proceso de la adhesion, la fimbria de tipo 1 de E. coli se une a los
restos de manosa de los receptores de uroplaquina que recubren las células epiteliales de
transicion (Mulvey et al., 1998). Este proceso inicia la apoptosis y la exfoliacion; de esta
manera la invasion del epitelio de la vejiga se acompafia de la formacion de protuberancias
en forma de vaina en la superficie de la vejiga que contienen bacterias encerradas en una
matriz rica en polisacaridos rodeada por una capa de uroplaquina. Se ha descrito que las
celulas epiteliales invadidas que contienen una “biopelicula” bacteriana compacta podrian
actuar como un reservorio para la infeccion recurrente (Mulvey et al., 1998; Anderson et al.,
2003). La adquisicién de hierro y la capacidad de crecer en la orina también son cruciales
para la supervivencia. En las cepas que causan cistitis, las fimbrias tipo 1 se expresan
continuamente y la infeccién se limita a la vejiga (Connell et al., 1996). En las cepas
causantes de pielonefritis, el elemento invertible que controla la expresion de las fimbrias
tipo 1 cambia a la posicién de "apagado” y las fimbrias tipo 1 se expresan menos (Gunther
et al., 2001). Probablemente esto desune a la cepa de E. coli de los receptores de las células
epiteliales de la vejiga y permite que la bacteria ascienda a través de los uréteres hasta los
rifiones, causando infecciones altas (pielonefritis), donde la bacteria puede unirse mediante

fimbrias P a los receptores de digalactosidos que se expresan en el epitelio renal (Edén &
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Hansson, 1978). En esta etapa, la hemolisina junto con otros productos bacterianos, incluido
el LPS y una respuesta inflamatoria aguda ocasionada por los leucocitos polimorfonucleares
(PMN) pueden dafiar el epitelio renal (Trifillis et al., 1994). También se ha demostrado que
la hemolisina induce oscilaciones de Ca?* en las células epiteliales renales, lo que da como
resultado una mayor produccion de IL-6 e IL-8 (Uhlén et al., 2000). Otro ejemplo de
productos bacterianos es Sat (toxina autotransportadora secretada), una citotoxina
vacuolizante que dafia los glomérulos y es citopatica para el epitelio circundante (Guyer et

al., 2000).
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Figura 2. a) UPEC coloniza el tracto gastrointestinal, el perineo o la vagina,
infecta la uretra y asciende a la vejiga. Las bacterias también pueden ascender por
lo uréteres hasta los rifiones. b) En la vejiga, las bacterias se adhieren mediante
FimH e invaden las células uroteliales. Forman comunidades bacterianas
intracelulares (IBC) similares a biopeliculas, luego, las bacterias forman
filamentos que salen de las células (Tomada de Klein & Hultgren, 2020).

141 Factores de virulencia de E. coli uropatdgena (UPEC)

a) Adhesinas

La patogenicidad de UPEC, se debe a los numerosos factores de virulencia, tales como:
adhesinas, toxinas, sistemas de adquisicion de hierro y sistemas de evasion inmune

(protectinas) (Momtaz et al., 2013). Los genes que codifican para estos factores de virulencia
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ubicados generalmente en islas de patogenicidad (PAI, por sus siglas en ingles), les permiten
invadir, evadir las defensas y colonizar sitios especificos del hospedero (Gal-Mor & Finlay,
2006; Russo & Johnson, 2000).

En la membrana externa de las bacterias Gram-negativas se localizan los apéndices
extracelulares proteicos llamados pili de la via CUP (por sus siglas en ingés; chaperone-usher
pathway pili). El pangenoma de E. coli codifica para 38 pili CUP distintos, y los genomas
individuales de E. coli codifican un promedio de 12 operones CUP, cada uno de los cuales,
probablemente media la union a un receptor molecular especifico en superficies bidticas o
abioticas (Wurpel et al., 2013). Cada tipo de pilus le confiere a la bacteria una adhesina de
dos dominios ubicada en su punta distal, la cual, comprende cientos de subunidades
estructurales proteicas (Figura 3). Entre los tipos de pili CUP se encuentra el pilus P,
codificado por el operdn pap (pili asociado a pielonefritis) y el pilus tipo 1 codificado por el
operon fim. Estos dos pili tienen funciones bien establecidas en la patogénesis de las ITUs.
La adhesina PapG localizada en la punta del pilus P, se une a un nucleo Galal-4Gal en
glicolipidos globosidos en el rifidn y contribuye a la pielonefritis; mientras, que la adhesina
FimH en la punta del pilus tipo 1, se une a glicoproteinas manosiladas en células epiteliales
superficiales con especificidad estereoquimica (Figura 3) (Mulvey et al., 1998; Dodson et
al., 2001; Hung et al., 2002). Esta adhesién mediada por el pilus tipo 1 interviene en la
colonizacién y la invasion del epitelio de la vejiga y facilita la formacién de comunidades
bacterianas intracelulares (IBC) similares a biopeliculas (discutido anteriormente). También
se ha demostrado que la expresion de la proteina FmIH del pilus similar a Fim (Fml),
reconoce los receptores que contienen N-acetilgalactosamina (GalNAc) expresados en el

tejido inflamado de la vejiga (Conover et al., 2016), mientras que la adhesina similar a F17
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UclIDse une a los O-glicanos en las células epiteliales en las criptas inferiores del colon

(Spaulding et al., 2017).

Pilustipe | (Fim) Pilus F17 (Ud)  Pilus Fim (Fml) Pilus P (Pap)
a-D-manosa O.glicanos GalNAc Globosidos

vejiga. fracto Tracto vajiga, rifidn rifén
gastrointestinad gastrointestinal

-
oM. RaS
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£ _ Papl (5-10
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Chaperona Membrana externa

Periplasma

Figura 3. Diferentes tipos de pili (chaperone-usher pathway pili) en E. coli
uropatégena (Tomada y modificada de Klein & Hultgren, 2020).

Otra familia de adhesinas es la familia Afa/Dr, que consta de adhesinas que incluyen a la
adhesina fimbrial asociada a uropatdégenos Dr, junto con otras adhesinas no fimbriales,
incluidas Afa-1, Afa-2, Afa-3, Afa 4, NFuly Dr. -11. Estas adhesinas tienen una estructura
diferente de otras adhesinas fimbriales de E. coli, en donde se observan como una malla fina,
una estructura similar a una espiral o como una capsula filamentosa que recubre la superficie
celular (Stapleton et al., 1998; Hung et al., 2002; Backhed et al., 2002). Los estudios

epidemiolégicos muestran que las cepas de E. coli que expresan adhesinas de la familia
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Afa/Dr, estan implicadas en el 25-50% de los casos de cistitis en nifios y en el 30% de los

casos de pielonefritis en mujeres embarazadas (Luterbach et al., 2018).

Toxinas

Las toxinas producidas por UPEC no solo causan dafio tisular, sino que también estan
involucradas en la interaccion hospedador-patogeno. Se ha descrito que UPEC, es capaz de
producir el factor necrosante citotoxico-1 (CNF-1, por sus siglas en ingles), la a-hemolisina,
la toxina autotransportadora secretada (Sat, por sus siglas en ingles) y la proteasa involucrada
en la colonizacion (Pic) (Davis et al., 2005; Nagy et al., 2006; Guyer et al., 2002; Heimer et
al., 2004). CNF-1, es producida por algunas UPEC y desamida pequefias Rho guanosina
trifosfatasas (GTPasas), incluidas RhoA y Racl, lo que resulta en la activacion constitutiva
de estas proteinas. Las Rho GTPasas son fundamentales para varios procesos celulares,
incluida la fagocitosis y el estallido oxidativo en los neutrofilos (Davis et al., 2005). Se ha
demostrado que una cepa mutante que carece de factor necrosante citotoxico 1 (CNF-1),
induce una inflamacion menos grave durante una infeccién en un modelo murino, en
comparacion con una cepa silvestre (Rosen et al., 2007). La hemolisina A (HIyA), es una de
las toxinas formadoras de poros mejor caracterizadas y es el miembro fundador de la familia
de toxinas con repetidos en la toxina (RTX). HIyA (hemolisina A), contiene las repeticiones
de nonapéptido ricas en glicina caracteristicas en el dominio C-terminal. El operdn
hlyCABD, codifica las proteinas involucradas en la produccién, activacion y exportacion de
HIyA. Los genes hlyAy hlyC, codifican para la proteina estructural y para una acil transferasa
necesaria para la activacion de la toxina, respectivamente. La hemolisina A (HIyA), se secreta

a través del sistema de secrecion de tipo 1. HlyB y HIyD, actGan en concierto con TolC, una
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proteina de la membrana externa, para la secrecion dependiente de energia de HIyA. HIyA
no es solo una hemolisina, sino que también presenta toxicidad para otros tipos de células,
incluidos los leucocitos. Se ha demostrado que hlyA se encuentra entre los genes altamente
expresados durante el crecimiento de UPEC dentro de las células de la vejiga (Reigstad et

al., 2007).

Por otro lado, las toxinas como Pic, Sat, y la hemaglutinina sensible a la temperatura (Tsh,
por sus siglas en ingles), son miembros de la familia de proteinas SPATE, son elaboradas por
UPEC y EAEC. Las proteinas SPATE pueden clasificarse en dos clases: citotdxica (clase 1)
y no citotoxica (clase 2). Sat induce la vacuolizacion en las células del tabulo renal proximal
e induce efectos citopaticos (Guyer et al., 2002; Maroncle et al., 2006). Pic, pertenece a la
clase no citotdxica de las proteinas SPATES, puede tener diversos efectos en la respuesta
inmune a través de la ecision y sustitucién de las glicoproteinas de membrana de casi todos
los linajes de células hematopoyéticas por carbohidratos estructuralmente similares, algunos
de los efectos son el trafico y apoptosis de leucocitos, migracion, inflamacion y sefializacion

(Ruiz-Perez et al., 2011; Navarro et al. 2010; Heimer et al., 2004).
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c) Sistemas de adquisicion de hierro

El hierro es un elemento necesario para las bacterias y de el depende llevar a cabo diferentes
actividades metabdlicas, como el transporte y almacenamiento de oxigeno, la sintesis de
ADN, el transporte de electrones y el metabolismo de los perdxidos (Andrews et al., 2003
Bagg & Neilands 1987). Las bacterias, incluida UPEC compiten con el hospedero por el
hierro disponible, por lo que han codificado formas de acceder al hierro mediante la
produccién de sistemas de transporte de hierro mediados por sider6foros. UPEC posee
maultiples mecanismos para extraer hierro del hospedero, principalmente sistemas de
receptores de sideroforo-hierro. EI grupo hemo, es la mayor fuente de hierro en mamiferos y
su biosintesis es crucial para el crecimiento intracelular de bacterias patdgenas (Russo et al.,
2001; Garcia et al., 2011). Los sideroforos, son agentes quelantes de bajo peso molecular
secretados, tienen una gran afinidad por el hierro férrico (Fe3*), que tiene baja solubilidad a
pH fisiologico por lo que requiere de mecanismos especializados para obtener suficientes
cantidades de hierro para cumplir con las necesidades de las bacterias (Reigstad et al., 2007).
El hierro unido a los siderdforos es utilizado por UPEC mediante receptores que facilitan el
transporte de los complejos de sideréforo-hierro a través de la membrana bacteriana hacia el
citosol en donde es concentrado. Si bien todas las cepas de E. coli pueden producir el
sideroforo enterobactina, se ha demostrado que la produccién de sideréforos alternativos

aumenta la virulencia de las cepas que causan bacteremia (Zhang & Foxman 2003).

Varias enterobacterias contienen secuencias de DNA llamadas islas de alta patogenicidad
(HPI, por sus siglas en ingles), que se transfieren horizontalmente y codifican proteinas para

la biosintesis del siderdforo yersiniabactina y su sistema de absorcién (Schubert et al., 2004;
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Hancock et al., 2008). HPI, se encuentra ampliamente distribuida entre los miembros de la
familia Enterobacteriaceae y es esencial para la virulencia en Yersinia sp. y ciertos patotipos
de E. coli (Schubert et al., 2004). Entre los genes importantes que residen en la HPI se
encuentra fyuA (captacion de sideroforo ferrico) que codifica la proteina de membrana
externa FyuA de 71 kDa, que actdia como un receptor para la captacion de Fe-yersiniabactina.
UPEC requiere el receptor férrico de yersiniabactina (FyuA) para la formacion eficiente de

biopeliculas (Hancock & Klemm 2007).

En las bacterias, la aerobactina es otro importante sider6foro de hidroxamato sintetizado a
partir de la condensacion de dos moléculas de lisina y una de citrato. En UPEC, el sistema
de aerobactina esta codificado por un operén de cinco genes, cuatro genes codifican las
enzimas necesarias para la sintesis de aerobactina y el quinto que codifica la proteina
receptora de la membrana externa (Carbonetti et al., 1986; Crosa 1989). Los genes de sintesis
se denominan iuc, se utilizan para la captacion y quelacion del hierro, mientras, el gen del

receptor es iut, se utiliza para la captacion y transporte del hierro (de Lorenzo et al., 1986).

d) Protectinas

UPEC posee la capacidad de expresar diferentes proteinas de membrana externa, incluidas
traT (proteina de membrana externa especificada por el plasmido R) e Iss (increase serum
survival; por sus siglas en inglés), que favorece la resistencia al suero al evitar la destruccion
de las bacterias por el sistema del complemento (Johnson, 1991). Entre los componentes que
incrementan la resistencia de E. coli al suero se encuentra el polisacarido capsular, las

cadenas laterales del O-polisacarido y las proteinas de superficie (Montenegro et al., 1985).
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También se han descrito otras proteinas protectoras en E. coli, como la proteina T de
membrana externa (OmpT), que es una serina proteasa de membrana externay es el miembro
prototipico de la familia omptina de bacterias Gram-negativas (Mangel et al., 1994). OmpT
promueve la persistencia de E. coli en el tracto urinario al interferir con la actividad
antimicrobiana de los péptidos cationicos urinarios (Hui et al., 2010). OmpT es una enzima
que cataliza la activacion del plasmindgeno a plasmina (Leytus et al., 1981), una funcién que
es fisiologicamente relevante para la virulencia de Yersinia pestis y para cepas clinicas de E.
coli (Lundrigan &Webb, 1992). OmpT participa en la escision de protamina y otros péptidos

catidnicos con actividad antibiotica (Guina et al., 2000).

La proteina especifica uropatogena (Usp, por sus siglas en ingles) de E. coli codificada por
usp es mas prevalente entre las cepas uropatdgenas que las cepas fecales de E. coli de
individuos sanos. Existe una fuerte asociacion entre Usp y la bacteremia de origen urinario,
sugiriendo que Usp es importante en la migracion de UPEC desde el tracto urogenital al
torrente sanguineo (Rijavec et al., 2008). Otros estudios han mostrado la prevalencia de Usp

en cepas de cistitis, pielonefritis y prostatitis (Kanamaru et al., 2006).

La mayoria de las cepas de E. coli patdgenas extraintestinales, incluida la UPEC, producen
capsulas del tipo del grupo Il (kps MT) (Lundrigan et al., 1992). Las capsulas se asemejan a
varios glicoconjugados que se encuentran en vertebrados; este mimetismo molecular es parte
de la estrategia de evasion inmune de la bacteria. Los tipos capsulares K1 y K4, imitan el
acido polisialico y el esqueleto de condroitina sustituida, respectivamente. Los genes del tipo
del grupo Il (kpsMT) clase I, Il y 111 estan implicados en la biosintesis, la especificidad del

serotipo y la exportacion de las capsulas de UPEC. La participacion de la capsula K2 en la
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patogenia de la ITU (McCarter et al., 2004), incrementa la proteccion contra la destruccion
mediada por el complemento (Guina et al., 2000). La capsula K5, perteneciente a la familia

del grupo II, previene o protege de la asociacion de neutréfilos (Stumpe et al., 1998).

Ademas de estos factores de virulencia, UPEC puede compartir genes de virulencia
caracteristicos de los patotipos de DEC (Abe et al., 2008; Tabla 1); sin embargo, no queda

claro si estos incrementan su patogenicidad durante las infecciones del tracto urinario.
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Tabla 1. Genes de los patotipos DEC presentes en UPEC.

Gen

Patotipo

Funcién

stbA (estable A)
pet (plasmido que codifica para toxina)

aggA (agregacion A)

aggC (agregacion C)
shf (proteina criptica)

aggR (regulador maestro de agregacion)

pilS (subunidad mayor de pilus)

aatA (transportador de adherencia
agregativa)

aafC (fimbria de adherencia agregativa)
agg3C (agregacion 3C)

aap (proteina de secrecién
antiagregativa)

toxB (toxina)

bfpA (pilus formador de haces)

IpfA (fimbria polar larga)
eaeA (E. coli attaching and effacing)

vtl (verotoxina)

1.4 Resistencia a los antimicrobianos

Enteroagregativa

Enterohemorragica

Enteropatogena

Enteropatogena

Enterohemorragica

Adhesion/Herencia del plasmido
pAA
Toxina codificada por el
plasmido (Pet)
Adhesion/Subunidad fimbrial de
AAF-I
Adhesion/Ujier AAF-I
Miselaneo/Adhesion
Adhesion/Activador
transcripcional de AAF-1y
AAF-II
Adhesion/EAEC subunidad
mayor de pilus tupo IV

Adhesién

Adhesion/Ujier AAF-I11
Adhesion/Ujier AAF-I1I
Colonizacion/Capa de proteina
dispersina
Adhesion
Adhesion
Adhesion/Fimbrias polares
largas
Adhesion
Toxinas

En los ultimos afos el uso excesivo de antibidticos de amplio espectro, tales como:

fluoroquinolonas, cefalosporinas y aminoglucosidos para el tratamiento de las infecciones

del tracto urinario por E. coli, sobre todo en paises en vias de desarrollo, ha ocasionado el
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surgimiento de cepas multidrogo-resistentes (MDR), asociado a un incremento en las
hospitalizaciones (Bartoletti et al., 2016). Datos recientes han descrito que la resistencia a la
cefuroxima (cefalosporina de segunda generacion) en Beélgica, Alemania y Espafia fue del
5.5%, 1.8% y 16.6%, respectivamente (Kresken et al., 2016). En Inglaterra se identificaron
cepas de E. coli en muestras de orina de pacientes hospitalizados resistentes a las
cefalosporinas de tercera generacion (cefotaxima/ceftazidima) (13.8-21.3%) (Abernethy et
al., 2017). Otros estudios mostraron, que cepas de E. coli aisladas del tracto urinario en el
departamento de urologia de Francia, fueron resistentes a la amoxicilina, a la ticarcilina y al
acido nalidixico alcanz6 del 61.4%, el 59% vy el 31.9%, respectivamente (Lavigne et al.,
2016). En Iran, la resistencia a ampicilina, ceftazidimay acido nalidixico fue superior al 50%,
(Dehbanipour et al., 2016). La resistencia contra la gentamicina y la amikacina en cepas
UPEC aisladas de pacientes ambulatorios en Pakistan fue del 29% y el 4%, respectivamente
(Ali et al., 2016). En México, las tasas de resistencia a los antibidticos pertenecientes a los
aminoglucosidos fueron de 28.2 %, 19.1 %, 10 % y 5.5 % para gentamicina, tobramicina,
amikacina y netilmicina, respectivamente (Ramirez-Castillo et al.,, 2018). Los
carbapenémicos, piperacilina-tazobactam y amikacina fueron muy efectivos (> 95 % de
susceptibilidad) contra cepas de E. coli de infecciones urinarias recolectadas entre 2010 y
2014 en Canada y Estados Unidos (Lob et al., 2016). Los carbapenems (ertapenem,
imipenem, meropenem y doripenem), se recomiendan para el tratamiento de la pielonefritis
aguda no complicada, infeccion del tracto urinario complicada y la urosepsis (Bonkat et al.,
2017).

Uno de los factores mas importantes que contribuyen al incremento de la multirresistencia

bacteriana, es la transferencia de los genes de resistencia a los antimicrobianos por elementos
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genéticos moviles, tales como plasmidos, transposones, e integrones (Hall, 1998), o las
alteraciones en el locus de regulacion mar (Alekshun, 1997).

Actualmente, se han descrito ocho mecanismos de resistencia a los antimicrobianos, algunos
de ellos mediados por plasmidos mdviles (Figura 4). Estos mecanismos incluyen: 1) la
pérdida de porinas, que reduce el movimiento del farmaco a través de la membrana celular.
2) la presencia de B-lactamasas en el espacio periplasmico, que degrada al antibidtico B-
lactdmico. 3) aumento de la expresion de la bomba de eflujo transmembranal, que expulsa el
farmaco de la bacteria antes de que pueda tener efecto. 4) la presencia de enzimas
modificadoras de antibioticos, que hacen que el antibiotico sea incapaz de interactuar con su
objetivo. 5) mutaciones en el sitio de destino, que impiden que el antibiético se una a su sitio
de accion. 6) mutaciones o modificaciones ribosémicas, que impiden que el antibidtico se
una e inhiban la sintesis de proteinas. 7) mecanismos de derivacion metabdlica, que utilizan
una enzima alternativa, resistente al efecto inhibidor del antibi6tico 8) una mutacion en el
lipopolisacarido, que hace que los antibioticos de la clase de las polimixinas sean incapaces

de unirse a este objetivo.
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Figura 4. Diferentes mecanismos de resistencia a los antibioticos en bacterias
Gram negativas (Tomada de Peleg et al., 2010).

La aparicién de cepas UPEC resistentes a las quinolonas y las cefalosporinas de espectro a
menudo se usan como terapia de primera linea y por consencuencia son un desafio
considerable. Entre las betalactamasas de espectro extendido (ESBL, por sus siglas en ingles)
mas frecuentes producidas por E. coli, otras enterobacterias y Pseudomonas aeruginosa
(Adeyankinnu et al., 2014; Amirkamali et al., 2017), se encuentran las proteinas TEM
(temoniera), SHV (sulfhidrilo variable) y CTX-M (cefotaximasa) y en menor frecuencia
OXA (oxacilinasa), VEB (B-lactamasa de espectro extendido vietnamita), PER (resistencia

extendida de Pseudomonas) y GES (B-lactamasa de espectro extendido de Guyana).

En Mexico, la distribucion de los genes de las cepas diarreogénicas en UPEC ha sido poco

estudiada, por lo que el presente estudio contribuira a establecer la frecuencia de expresion
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de los genes que codifican para adhesinas, toxinas y enterotoxinas, que son caracteristicos de

E. coli diarreogénica en un grupo de cepas de E. coli aisladas de pacientes con ITU.

30



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Determinar los diferentes patrones de transcripcion de los genes diarreogénicos
caracteristicos de los patotipo intestinales de E. coli en las cepas UPEC utilizado un modelo

in vitro de infeccidn en cultivo de células epiteliales humanas.

2.2. Objetivos particulares

e Identificar por PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) convencional la distribucion
de los principales genes descritos en los patotipos diarreogénicos en las cepas UPEC.

e Determinar por PCR en Tiempo real la transcripcién de los principales genes de los
patotipos diarreogénicos en las cepas UPEC en un modelo de infeccion en cultivo in
vitro de células epiteliales humanas.

e Establecer los diferentes patrones de transcripcion de los genes en los patotipos
diarreogénicos relacionados con el perfil de multirresistencia a los antibioticos en las

cepas UPEC.
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3. ANTECEDENTES

En el 2008 Abe y cols. estudiaron en 225 cepas de E. coli aisladas de pacientes con
infecciones del tracto urinario en el Hospital Sao Paulo, Brasil, la presencia de genes de los
patotipos dierreogénicos, la interaccion en células HeLa y 12 serogrupos (01, 02, 04, O6,
07,014,015, 018,021, 025, 075,y 0175). Los genes diarreogenicos identificados fueron:
aap, aatA, aggC, agg3C, aggR, astA, eae, ehly, iha, irp2, IpfAois, pet, pic, pilS, y shf.
Dieciséis cepas presentaron adherencia agregativa y en su genoma se identifico la secuencia
aatA, una caracteristica de EAEC. En conclusion, algunas cepas UPEC pueden compartir
propiedades de virulencia DEC. Estos autores concluyeron que ciertas cepas UPEC pueden
compartir propiedades de virulencia DEC, principalmente asociadas EAEC. Este hallazgo
plantea la posibilidad de que al menos algunas cepas de EAEC fecales puedan participar
como posibles uropatogenos. Alternativamente, ciertas cepas de UPEC pueden haber

adquirido propiedades EAEC, convirtiéndose en una posible causa de diarrea.

En el 2011 Nazemi y cols. analizaron la distribucion de genes diarreogénicos aggR, aap y
aatA y su asociacion con stb (un gen esencial para mantener el plasmido pAA), en 244 cepas
UPEC aisladas de pacientes con infecciones urinarias de Teheran (Iran) durante 2008-2009.
De 140 cepas UPEC con genes diarreogénicos, 94 (46.6%) portaron el gen aap, 52 (23%) el
gen aggR y 80 (35.4%) el gen aatA. En un total de 18 cepas también se detectaron todos los
genes diarreogénicos. Ademas, 44 de 144 cepas portaron el gen stbA. Este estudio también
mostrd que estos tres genes en las cepas de EAEC pueden salir del plasmido y relocalizarse

en otro sitio del genoma y cambiar su nivel de asociasion con el gen esencial stbA del
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plasmido pAA. Se demostrd que los genes aggR, aap y aatA no son especificos solo de cepas

EAEC.

En el 2021 Martinez-Santos y cols. determinaron la frecuencia de los genes de virulencia de
EAEC (aap, aggR y aatA), la resistencia a los antibioticos y la produccion de biopelicula en
100 cepas UPEC aisladas de pacientes ambulatorios con infecciones urinarias no
complicadas atendidos durante 2016-2017 en la Clinica ISSSTE en Chilpancingo, Guerrero,
México. En este estudio, las cepas se clasificaron como UPEC/EAEC, 22%, 23% y 14%
fueron portadoras de los genes agg, aapA y aatA, respectivamente. El grupo filogenético
principal fue B2 (44.1% fueron UPEC y 77.2% UPEC/EAEC). El 77.7% de las cepas
UPEC/EAEC fueron productores de ESBL y 90.9% MDR. En conclusion, las cepas
UPEC/EAEC son maés frecuentes en pacientes sintomaticos y los genes aatA, hlyAy cfnl se

asociaron con procesos de pielonefritis.

En el 2017 Paniagua-Contreras y cols. estudiaron los patrones de expresion de genes de
virulencia caracteristicos de UPEC, y su relacion con los genes de resistencia a los
antibidticos en 194 cepas de E. coli aisladas de pacientes con infecciones del tracto urinario
adquiridas en la comunidad durante el 2013 en la Unidad Médica Familiar (UMF), nimero
64 (Instituto Mexicano del Seguro Social), ubicada en el Estado de México. Los genes de
virulencia expresados con mayor frecuencia entre las cepas UPEC, fueron: usp (68%), iha
(64,9%), kpsMT (61,3%), fim (58,2%), irp2 (48,4), papC (33,5%), set (31,4%) y astA (30,9
%). Mientras, los genes de resistencia a antibiéticos detectados con mayor frecuencia fueron

tet (A) (34%), sull (31,4%) y TEM (26,3%). También se encontrd que el 14.4% (n=28) de
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las cepas presento el patron de expresion de genes conformado por irp2/fim/iha/kpsMT/usp,

el cual se asocid con ocho diferentes combinaciones de genes de resistencia a antibioticos.
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4 METODOLOGIA

4.1 Obtencion y siembra de las muestras.

Se analizaron 321 muestras de orina de pacientes, sin importar edad y sexo, con infecciones
del tracto urinario de dos unidades médicas del IMSS, Hospital General Regional (HGR) No.
72 “Lic. Vicente Santos Guajardo” y la Unidad de Medicina Familiar No. 64, Unidad
Tequesquinahuac, ubicadas en el municipio de Tlalnepantla de Baz, Estado de México.
Todos los pacientes incluidos en el estudio firmaron una carta de consentimiento informado.
Las infecciones bacterianas del tracto urunario fueron establecidas por los médicos de la
consulta externa, de acuerdo a los sintomas de los pacientes, como; dolor o ardor al orinar,
necesidad de orinar con frecuencia, orina lechosa o turbia, oscura sanguinolenta o con mal
olor, y dolor en la parte baja del abdomen o la espalda. Las muestras de orina se recolectaron
en frascos estériles etiquetados con los datos de los pacientes. Las cepas fueron caracterizadas
previamente como UPEC por Paniagua-Contreras y cols. (2017). Las muestras se sembraron
por el método de estria cruzada en los medios de cultivo Agar Sangre (DIBICO, México),
Agar Sabouraud (DIBICO, México), Agar Eosina Azul de Metileno (EMB; MCD LAB,
Meéxico) y Agar S110 (MCD LAB, México). Los medios de cultivo fueron incubados a 37

°C durante 24 h (Anexo: Estrategia Metodoldgica).

4.2 ldentificacion bioquimica de E. coli

A partir del crecimiento bacteriano en agar EMB (EMB; MCD LAB, México), una colonia
con morfologia tipica de E. coli se selecciond para su identificacion por las pruebas

bacterioldgicas estandares de Kligler (glucosa y lactosa), sacarosa, citrato, urea, manitol, e
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Indol. El almacenamiento y mantenimiento de las cepas de E. coli se realizé en refrigeracion

(8 °C) en caldo Luria-Bertani/glicerol.

4.3 Extraccion de DNA bacteriano

Las cepas de E. coli fueron sembradas por el método de estria cruzada en agar Mueller Hinton
(MH; Bioxon, Meéxico) e incubadas a 37 °C durante 24 h. Después del crecimiento
bacteriano, se realizo la extraccion de DNA por el método de ebullicion (Ooka et al., 2009),
tomando varias colonias del crecimiento bacteriano con un asa estéril. El indculo se deposit6
en un tubo estéril de rosca de 16x150 mm que contenia 2 mL de agua desionizada estéril. Las
muestras fueron agitadas en un vértex durante 20 segundos y se llevaron a ebullicién durante
20 minutos. Las muestras fueron depositadas en hielo por 10 minutos y 1 mL de cada muestra
se depositd en un tubo eppendorf estéril. La muestra se centrifugd a 12,000 rpm durante 10
minutos. Finalmente se separ6 con una micropipeta el sobrenadante que contiene el ADN
bacteriano y se depositd en otro tubo eppendorf estéril, el cual se etiquet6 y almacend a -20

°C hasta su utilizacion para la reaccion de PCR.

4.4 ldentificacion molecular por PCR

La identificacion de la especie E. coli se realiz6 por PCR mediante la amplificacion del
marcador cromosomico 16S rRNA (Lane et al., 1985). Para la reaccion de PCR se utilizaron
los oligonucledtidos 5 AGAGTTTGATCG TGGCTACG y 5
CCGTCAATTCATTTGAGTTT a la concentracion de 10 pmoles/pL. Para un volumen final
de 20 pL por mezcla de reaccion, se agregaron en un tubo epperdorf (de 1.7 mL) 12.5 pL de

la Tag DNA Polymerase Master Mix RED (Ampligon), 1 puL de cada oligonucleétido
36



(Forward/Reverse) (Integrated DNA Technologies, USA), 3 uL de DNA (200 ng/uL) molde
y 2.5 pL de agua libre de nucleasas. Las condiciones de amplificacion consistieron en
desnaturalizacion inicial por 5 min a 95 °C, 30 ciclos (desnaturalizacion a 95 °C por 30
segundos, alineamiento a 55 °C por 1 min y extension a 72 °C por 1 min). Finalmente, la
extension se prolongo por 5 min a 72 °C. Para cada ensayo de PCR la cepa de E. coli ATCC
11775 fue utilizada como control. EI tamafio del amplicén fue de 919 pares de bases, ver

Anexo (Figura 10).

4.5 Prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos.

A cada una de las cepas de E. coli se le determind la susceptibiliad a los siguientes 12
antimicrobianos; ampicilina (10 pg), cefalotina (30 pg), carbenicilina (100 pg), pefloxacina
(5 ng), ceftriaxona (30 ug), trimetoprim con sulfametoxazol (25 pg), netilmicina (30 ug),
gentamicina (10 pg), cefotaxima (30 pg), cloranfenicol (30 pg) y amilkacina (30 pg) por el
método de difusion de disco de Kirby-Bauer (Bio-Rad, México). Brevemente, se tomaron 5
colonias de cada cepa crecida en agar EMB (Bioxon, México) y se cultivaron sobre la
superficie de agar Mueller Hinton (MH; Bioxon, México). Después, con una pinza estéril se
tomd un sensidisco con los 12 antimicrobianos a determinar, se coloco sobre el agar MH 'y
se incubaron a 37 °C durante 24 horas. El antimicrobiano se difundi6 formando un gradiente
de concentracion, que inhibid o permitio su crecimiento. Dependiendo del diametro del halo
de inhibicion de cada muestra (el cual se midio con un vernier) las cepas se clasificaron como

susceptibles o resistentes (Tabla 2).
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Didmetro del
halo de
inhibicién (mm)

Antibidtico Familia R S
Ampicilina (AMP) Betalactamico <28 >29
Cefalotina (CF) Cefalosporina de 1ra. Gen <14 >18
Cefotaxima (CTX) Cefalosporina de 3ra Gen <14 >23
Pefloxacina (PEF) Fluroroquinolona <15 <21
Cloranfenicol (CL) Anfenicoles <12 >18
Ceftriaxona (CRO) Cefalosporina de 3ra Gen <12 >17
Gentamicina (GEN) Aminoglucésido <12 >15
Amikacina (AK) <14 >17
Carbenicilina (CB) Betalactamicos <18 >23
Netilmicina (NET) <12 >15
Nitrofuratoina (NF) Nitrofuranos <14 >17
Trimetoprim con Combinacién de
sulfametoxazol diaminopirimidina y <10 >16
(SXT) sulfonamida

Tabla 1. Criterios de medicion para la clasificacion de la respuesta a la sensibilidad
o resistencia a los antibidticos. R: resistente; S: sensible (Wayne2013; CLSI).

4.6 ldentificacion de los genes diarreogénicos en las cepas uropatdgenas de
Escherichia coli (UPEC).

La identificacion de los 16 genes diarreogénicos (pet, aggA, aggC, shf, aggR, pilS, toxB, ipfA,
aatA, stbA, aap, vtl, bfpA, eaeA, agg3C, y aafC) en las cepas UPEC se realizé por PCR de
acuerdo a lo descrito previamente (Abe et al., 2008). La secuencia de los oligonucleétidos y

las condiciones de PCR para cada gen se encuentran referidas en el Anexo (Tabla5). Para un
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volumen final de 20 pL por mezcla de reaccion, se agregaron 12.5 uL de Tag DNA
Polymerase Master Mix RED (Ampligon), 1 uL del oligonucleétido forward (10 pmol), 1
uL del oligonucledtido reverse (10 pmol), (Integrated DNA Technologies, USA), 3 pL de

DNA molde (bacteriano) y 2.5 pL de agua libre de nucleasas.

4.7 Electroforesis.

Después de la amplificacion del DNA, 5 pL de cada muestra fueron sometidas en geles de
agarosa y tefiidos al 2% con Midori Green como fluor6foro (0.3%, Nippon). Para la
conduccidn eléctrica, se utilizd el amortiguador TBE 1X (Tris-borato) bajo las siguientes
condiciones: 120 V'y 94 mA durante 120 min. El tamafio del amplicén se determind a partir
de la comparacion con el marcador de peso molecular (MWM) de 100 pb. Los geles fueron

fotografiados bajo luz ultravioleta con el digitalizador de imé&genes Gel Logic 100 (Kodak).

4.8 Preparacion e infeccion del cultivo de la linea celular A431 para la
transcripcionn de los genes diarreogénicos en las cepas UPEC.

La linea celular ATCC A431 fue aislada de la epidermis de una paciente de 85 afios con
carcinoma epidermoide; la cual, presenta una morfologia epitelial y es parte de una serie de
lineas celulares establecidas para tumores sélidos. La linea celular ATCC A431 fue preparada
en el Laboratorio No. 13 de la Unidad de Biomedicina (UBIMED) de la FES Iztacala. En un
frasco flask de 50 mL etiquetado con la linea celular (A431), se le adicionaron 5 mL del
medio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium). Posteriormente, 1 mL del vial con la

linea celular descongelada, se adicion6 a un tubo falcon con 9 mL de medio DMEM, se
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homogeneizo, y el concentrado se vacio al frasco flask en forma de cruz y después de incubar

a 37° C durante 10 min y se observd la confluencia.

Al término, el frasco flask se dejo incubar a 37 °C durante 24 h, realizando un cambio diario
del medio. Cuando se observo la confluencia total, se realizo la triptinizacion para separar
las células del frasco flask para recolectarlas y depositarlas en los pozos de las placas.
Posteriormente se tomaron 20 uL, y se cuantifico en la camara de Neubauer un aproximado
de 32500 células /mL. Finalmente se dejé incubar la placa en la estufa de CO2 a 37° C durante
aproximadamente 48 h hasta tener la confluencia necesaria (24 millones de células/mL).
Posteriormente se seleccionaron las cepas de E. coli (n=99) con presencia de 3 0 mas genes
diarreogénicos para determinar la transcripciode los genes utilizando un modelo in vitro de
infeccion en la linea celular epitelial humana ATCC A431. El método de inoculacion se
realizé de acuerdo con lo descrito por Schaller et al., (2003).

Las cepas de E. coli fueron resembradas en el medio de cultivo EMB (DIBICO, México) a
37 °C durante 24 h. Se tomé una colonia de cada cepa y se sembraron en tubos de ensayo de
16 x150 mm con tapén de rosca que contenian 2 mL de caldo BHI (Infusion Cerebro
Corazon, por sus siglas en ingles) (Bioxon®, México) estéril y se incubaron durante 24 h a
37 °C en agitacion constante. Posteriormente se realiz6 una dilucién 1:6 (250 pL del cultivo
en 1750 pL de caldo BHI) del cultivo bacteriano, el cual se ajust6 en un espectofotometro
2100 (UNICO) a una densidad éptica (600nm) de 0.4, que correspondid a una concentracion
aproximada de 1x10° células/mL (QIAGEN; RNA protect Bacteria Reagen Handbook,

2020).
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Las bacterias se colectaron por centrifugacion (2000 rpm por 5 min) y se resuspendieron en
500 uL de PBS (Phosphate Buffered Saline, por sus siglas en ingles).

Un inoculo de 50 pL de la suspension de E. coli/PBS (equivalente a 50 millones de células
bacterianas) se deposito sobre la superficie del cultivo de la linea celular A431 derivada de
carcinoma epidermoide vaginal (ATCC® CRL-1555™) en medio DMEM (Dulbecco
Modified Eagle Medium, por sus siglas en ingles) y se incubaron a 37 °C durante 48 horas
con 5% de concentracion de CO; y saturacion de humedad. La monocapa del cultivo de la
linea celular se desprendié después de este periodo de tiempo. Como controles positivos de
la infeccion de la linea celular A431 se utilizaron cepas UPEC (U155, U169, U171, U207,
U245, U249, y U260) provenientes de aislamientos clinicos que son portadoras de los genes
diarreogénicos, y que pertenecen al cepario del Laboratorio de Analisis Clinicos, FES
Iztacala, UNAM. Como control negativo se utiliz6 medio DMEM sin linea celular A431 y

sin bacterias.

4.9 Cosecha de E. coli del cultivo celular.

Las bacterias que no invadieron a las células fueron recolectadas de la superficie del cultivo
celular de la linea A431. Se tomaron 300 pL de cada pozo y se depositaron en tubos
eppendorf con 500 pL de PBS. Posteriormente, se centrifugaron a 8,000 rpm durante 5 min.
El sobrenadante se decantd conservando la pastilla para la extraccion del RNA (QIAGEN;
RNA protect Bacteria Reagen Handbook, 2020). El experimento de la la infeccion bacteriana

de la linea celular solo se realizé una vez por cada cepa bacteriana.
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4.10 Extraccién y purificacion de RNA.

La extraccion del RNA total se realiz6 con el kit comercial MiniKit RNeasy (Qiagen, Hilden,
Germany) con ayuda del equipo robotizado QIlAcube (Figura 3). Las pastillas obtenidas en
el paso anterior se colocan en la placa de agitacion del equipo y el tubo eppendorf con 2 mL
de buffer TE (10mM Tris-HCL, 1mM EDTA, pH 8) y 1 pl/mL de lisozima fue colocado en
la posicion “A” de la region correspondiente al buffer de lisis. En el compartimento de
reactivos se colocaron frascos con 25 mL de amortiguador de pH de lisis RLT que contenia
tiocianato de guanidina (se le agregd un volumen de 10 pl de B-mercaptoetanol por mL de
buffer), buffer de lavado RW1 (cloruro de guanidina y etanol), buffer RPE (buffer con 4
volimenes de etanol), etanol (96-100%) y agua libre de RNAsas. Al término se llenaron los
contenedores con puntas de 1 mL. Por altimo, se colocaron los tubos de columna y elucion
en la centrifuga del equipo. El equipo se programd para la extraccion de RNA con lisis celular
siguiendo el protocolo del fabricante y se inicid la corrida.

El primer paso que realiz6 el QlAcube fue la lisis enzimatica, para lo cual el equipo adicion6
100 pL de buffer TE a cada tubo con la pastilla celular bacteriana, los tubos se agitaron
durante 5 min y a una temperatura de 25 °C. Después el robot QIAcube adicion6 350 uL de
buffer RLT (amortiguador de pH de lisis con Isotiocianato de guanidina con 100 pL/mL de
B-mercaptoetanol) para inactivar las RNAsas. El equipo adicion6 350 pL de etanol al 95%
para homogeneizar el lisado, agit6 los tubos y transfirio 700 pL de la mezcla a la columna
contenida en los tubos de 2 mL, los tubos fueron centrifugados a 10, 000 rpm durante 15
segundos y el liquido de flujo fue desechado. Este paso permitié la union del RNA a la
membrana de silice. Después adicion6 700 pL de buffer de lavado RW1 a la columna para

la eliminacion de biomoléculas que no son afines a la membrana de silice como proteinas,
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lipidos y carbohidratos y centrifugd a 10, 000 rpm/15 s. El equipo adicion6 500 pL de buffer
RPE a la columna lo que permitio eliminar los rastros de sales de los buffers utilizados
anteriormente, el equipo centrifugd a 10, 000 rpm durante 15 segundos. Posteriormente
adiciono 500 pL de buffer RPE a la columna 'y centrifug6 a 10, 000 rpm/2 min para lavar la
membrana.

Finalmente, el equipo deposito la columna en un tubo colector nuevo de 2 mL, centrifugo
durante 1 miny el equipo adicioné 30 pL de agua libre de RNAsas sobre la membrana de la
columnay centrifugd a 10 000 rpm/1 min para obtener el RNA.

La concentracion total y la pureza del RNA se midieron utilizando el espectrofotometro
Nanodrop 2000 (Thermo Scientific). Debido a la inestabilidad del RNA, inmediatamente se

realizd la reversotranscripcion a DNA complementario.

Figura 5. Interior del equipo robotizado QIAcube. 1. Placa de agitacion; 2. Posicion
para buffer de lisis, 3. Posicién para reactivos MiniKit RNeasy, 4. Puntas de 1 mL;
5. Brazo robotico; 6. Carrusel (centrifuga).
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411 Reversotranscripcion.

La reversotranscripcion de RNA a DNA complementario (cDNA) se realiz6 utilizando el
equipo comercial QuantiTec Reverse Transcription (Qiagen®). Para asegurarse que no
hubiese DNA gendmico, se utilizd6 gDNA Wipeout buffer, 7x (cuadro 1). Para una mezcla de
reaccion con volumen final de 14 pL, se agregaron a un tubo eppendorf de 0.2 mL los
componentes descritos en el cuadro 1. Posteriormente los tubos se incubaron a 42 °C durante

2 min e inmediatamente se colocaron en hielo.

Cuadro 1. Reaccion para la eliminacion del DNA gendmico

Componentes Volumen
gDNA Wipeout buffer, 7x 2 UL
ARN templado 5puL
Agua libre de RNasas 7 pL
Volumen total 14 uL

El siguiente paso fue la reversotranscripcion para la sintesis de la cadena complementaria del
cDNA. Para un volumen final de 20 pL se agregaron a cada tubo eppendorf de 0.2 mL los

componentes descritos en el cuadro 2.

Cuadro 2. Reaccion para la sintesis de la cadena de cDNA.

Componentes Volumen
Quantiscript Reverse Transcriptasa 1uL
Quantiscript RT buffer 5x (Mg?* y dNTPs) 4 uL
RT Primer Mix 1uL

RNA templado (obtenido de la reaccién anterior) | 14 pL

Volumen total 20 pL
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Después de homogeneizar los tubos se incubaron a 42 °C por 15 min. Para inactivar la
transcriptasa reversa los tubos se incubaron en un termoblock a 95 °C durante 3 min. La
concentracion y pureza del cDNA se midieron utilizando el espectrofotometro Nanodrop
2000 (Thermo Scientific). Finalmente, el cDNA obtenido se almaceno6 a -20 °C hasta su

utilizacion para PCR en tiempo real.

412  Transcripcion de los marcadores de virulencia por PCR en tiempo real.

Los oligonucledtidos (forward y reverse) utilizados en la preparacion de la mezcla de
reaccion de PCR en Tiempo Real para la determinacion de la transcripcion de los diferentes
genes diarreogénicos (pet, aggA, aggC, shf, aggR, pilS, toxB, ipfA, aatA, stbA, aap, vtl, bfpA,
eaeA, agg3C, y aafC) en las cepas de E. coli fueron los mismos que se utilizaron en la PCR
convencional (Anexo: Tabla 5). Para determinar la transcripcion de los genes de virulencia
se utilizé el equipo de PCR en Tiempo Real Corbette® (Rotor Gene) y el kit de PCR de
Master Mix SYBR Green | (ANTP, Tag AND polimerasa, MgCl.y SYBR Green 1) (QlAgen).
El volumen final de la mezcla de reaccion fue de 25 pL; 12.5 pL de Master Mix SYBR Green
I (QIAgen), 1 uL del oligonucleétido forward (10 pmol), 1 pL del oligonucledtido reverse
(10 pmol), 1 pL de cDNA (500 ng/uL) y 9.5 uL de agua estéril libre de nucleasas. Las
condiciones de amplificacion fueron: un ciclo de activacion de la HotStart a 95 °C durante 3
min y 45 ciclos de amplificacion (desnaturalizacion a 95 °C durante 30 seg, alineacion a 57
°C durante 30 seg y extension a 72 °C durante 20 seg). Los controles internos para cada
ensayo de PCR en tiempo real fueron los genes constitutivos arcA (aerobic respiration control
protein, por sus siglas en ingles) y RPO (RNA polymerase sigma, por sus siglas en ingles),

los controles positivos fueron cepas de E. coli (U155, U169, U171, U207, U245, U249, y
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U260) del cepario del laboratorio de analisis clinicos. En cada corrida de PCR en Tiempo
Real se incluyo la melting point y un NTC (No Template Control, por sus siglas en inglés)

(control sin plantilla).

4.13 Anadlisis estadistico.

La correlacion entre la frecuencia de deteccion de los genes de virulencia diarreogénicos en
las cepas UPEC con la resistencia a los antimicrobianos fue analizada con la prueba de xi-

cuadrada con una p<0.05 utilizando el software Minitab®.
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5 RESULTADOS

5.1 Pacientes estudiados.

En el presente estudio se analizaron un total de 321 pacientes con infecciones del tracto
urinario, donde el 62% (n= 194) de las muestras de orina fueron positivas para E. coli y el
38% (n= 127) negativas. El 80.9% (n=157) de los pacientes fueron mujeres (Figura 6). El
56% (n=109) de los pacientes presentd una edad de 41 a 60 afios, seguido de adultos mayores

de 61 a 86 afios con un 26% (n=50) (Figura 7).
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Figura 6. Distribucién por sexo de los pacientes analizados.
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Figura 7. Rangos de edad de los pacientes analizados.

5.2 Resistencia bacteriana a los antimicrobianos.

El 98% (n=191) de las 197 cepas uropatdgenas positivas, fueron resistentes a los
antimicrobianos betalactamicos, a las quinolonas, al trimetoprim con sulfametoxazol y a la
netilmicina (Figura 8). Los antibidticos a los que las cepas UPEC presentaron mayor
porcentaje de resistencia fueron los betalactamicos; ampicilina (92%), cefalotina (92%) y
carbenicilina (91%), mientras que el antibidtico con menor porcentaje de resistencia

bacteriana fue la amikacina (12%).
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Figura 8. Resistencia de las cepas de E. coli a los antibioticos. AMP: ampicilina;
CF: cefalotina; CB: carbenicilina; PEF: pefloxacina; CRO: ceftriaxona; STX:
trimetoprim con sulfametoxazol; NET: netilmicina; NIT: nitrofuratoina; GEN:
gentamicina; CTX: cefotaxima; CL.: cloranfenicol; AMK: amikacina.

5.3 Deteccion de genes los diarreogénicos en las cepas de E. coli uropatogenas.

En el andlisis de este estudio se detectaron 13 de los 16 genes diarreogénicos (pet, aggA,
aggC, shf, aggR, pilS, toxB, ipfA, aatA, stbA, aap, vtl, bfpA, eaeA, agg3C, y aafC) en las
cepas UPEC. Las frecuencias de los genes diarreogénicos se observan en la Tabla 2 y en la
Figura 9. En las cepas UPEC se detectaron genes de virulencia caracteristicos de los distintos
patotipos diarreogénicos, principalmente de EAEC y EPEC. Los genes caracteristicos de
EAEC identificados con mas frecuencia en las cepas uropatdgenas de adhesion; stbA
(87/194), y shf (69/194), de toxinas; pet (38/194) y de colonizacion; aap (32/194), mientras
que los genes de EPEC mas comunes en las cepas UPEC fueron de adhesion; IpfA (43/194),

eaeA (18/194) y bfpA (8/194). Se identificaron en algunas cepas UPEC genes caracteristicos
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de EHEC, que incluyeron de adhesion; eaeA (18/194) y de toxinas; vtl (3/194) y toxB

(2/194).

Tabla 2. Frecuencia de deteccion de los genes DEC en UPEC.

. . Frecuencia de deteccion
Gen Patotipo Funcion =194 (%)
Adhesion/Herencia del
StbA EAEC plasmido pAA 87 (44.9)
shf Y L
Miscelaneo/Adhesién 69 (35.6)
IpfA EPEC Adhesion 43 (22.2)
pet Toxina 38 (19.6)
EAEC Colonizacion
aap 32 (16.5)
caeA EPEC/EHEC 18 (9.3)
agg3C 11 (5.7)
2atA EAEC 0 (46)
Adhesion '
bfpA EPEC 8 (4.1)
pilS 8 (4.1)
200C EAEC
a9 5(2.5)
vtl
. 3(1.6)
— EHEC Toxina
2(1)
aafC EAEC 0 (0)
200A Adhesion
99 EAEC 0(0)
aggR EAEC 0(0)
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Figura 9. Frecuencia de deteccion (%) de los genes DEC en las cepas UPEC.
Genes que codifican para proteinas relacionadas con adhesion (stbA, shf, IpfA,
eaeA, agg3C, bfpA, aggC y toxB) en verde; genes que codifican para toxinas (pet)
en anaranjado; genes que codifican para proteinas de colonizacion (aap) en rosa.

5.4 Asociacion de la deteccion de los genes DEC con la multirresistencia a los

antimicrobianos.

El 98% (n=191) de las cepas UPEC fueron clasificadas como multidrogo-resistentes (MDR)
a los antibioticos (Tabla 3), con los porcentajes més altos en las cepas en las que se decto la
presecia del gen stbA (adhesion; EAEC) con el 42.9% (n=70), el gen IpfA (adhesién; EPEC)
con el 22.7% (n=37) y pet (toxina; EAEC) con el 22.1% (n=36) en cepas multidrogo-
resistentes en el rango de 3-6 familias de antimicrobianos. La prueba de la chi-cuadrado (X?)
demostro que no existe correlacion entre la deteccidn de los genes DEC la multiresistencia a

antibidticos (p< 0.05).
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Tabla 3. Frecuencia de los genes diarreogénicos relacionados a la

multirresistencia a los antimicrobianos en las cepas UPEC.

Resistentes Multidrogo-
(= 2 familias) resistentes
Funcion del (2 3 familias) | Total
gen Gen 0a2 3a6
n=31 n= 163
(%) (%)
. pet 2 (6.5) 36 (22.1) 38
Toxinas vil 1(3.2) 2(12) 3
Colonizacion aap 10 (32.3) 22 (13.5) 32
stbA 17 (54.8) 70 (42.9) 87
pfA 6 (19.4) 37 (22.7) 43
eaeA 3(9.7) 15 (9.2) 18
agg3C 0 (0) 11(6.7) 11
aatA 3(9.7) 6 (3.7) 9
g bfpA 0 (0) 8 (4.9) 8
Adhesion bilS 1(3.2) 7 (4.3) 8
aggC 0(0) 5(3.1) 5
toxB 0 (0) 2 (1.2) 2
aafC 0 (0) 0 (0) 0
aggA 0(0) 0(0) 0
aagR 0(0) 0(0) 0

5.5 Transcripcion de los genes DEC en las cepas uropatogenas de E. coli.

Con el propésito de establecer los diferentes patrones de asociacion de la transcripcién de los
genes diarreogénicos en las cepas UPEC después de la infeccion in vitro de la linea celular
A431 se seleccionaron las cepas UPEC en las que previamente se detecto la presencia de dos
0 mas genes diarredgenicos, que fueron 99 cepas de las 194 estudiadas. Los genes
diarreogénicos que se transcribieron con mayor frecuencia fueron los de adhesion; stbA

(EAEC; 36/99), y shf (EAEC; 24/99), de colonizacién; aap (EAEC; 20/99) y de toxinas; pet

(EAEC; 13/99) (Tabla 4. Anexo: Figuras 22-47). Los genes transcritos con menor frecuencia
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fueron los de adhesion; aatA (EAEC; 3/91), agg3C (EAEC; 3/91), eaeA (EPEC/EHEC;

3/91), bfpA (EPEC; 2/91), y pilS (EAEC; 2/91).

Tabla 4. Frecuencia de transcripcion de los genes DEC en cepas uropatdgenas de
E. coli.

Gen Patotipo Funcién Frecuenc:]a:g; '[(I;ZI’)\SCI’IpCIOﬂ
stbA Adhesion/Herencia del plasmido pAA 36 (36.4)
shf EAEC Miscelaneo/Adhesion 24 (24.2)
aap Colonizacién 20 (20.2)
pet Toxinas 13 (13.1)
aatA 3(3)
eaeA | EPEC/EHEC L 3(3)
bfpA EPEC Adhesion 2(2)
pilS EAEC 2(2)
vtl EHEC Toxinas 1)
aggC 0(0)
aggR EAEC 0 (0)
agg3C Adhesion 0(0)
IpfA EPEC 0 (0)
toxB EHEC 0(0)

5.6 Patrones de transcripcion de los genes DEC asociados con la resistencia a los
antibidticos en las cepas UPEC.

Se identificaron 12 distintos patrones de transcripcion de los genes DEC relacionados con el
fenotipo de resistencia a los antibidticos en las cepas UPEC después de la infeccién en la
linea celular A431. Los patrones de transcripcion mas abundantes fueron el no. 1 conformado
por los genes pet/shf y el no. 2 integrado por aap/shf con el 5% (n=5), en cada caso (Tabla
5). Las cepas UPEC distribuidas entre los distintos patrones de transcripcién de los genes
(n=12) se correlacionaron con la resistencia a los antibioticos en el intervalo de 2 hasta 12 de
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estos agentes. También se detectaron 71 (71.7%) cepas UPEC que solo transcribieron un gen
de virulencia (no. de patrén 13-83), y cada una de estas cepas presentd un perfil

individualizado de resistencia antimicrobiana.
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Tabla 5. Patrones de transcripcion de los genes DEC relacionados con la multidrogo-
resistencia en las cepas UPEC.

No. de | Patrdn de No. % Perfil de resistencia a los antibioticos No. de
patrén | transcripcion | (n=99) antibioticos
de genes
CF/AMP/NIT/CB 4
CF/CRO/AMP/SXT/CTX/NET/PEF/NIT/GEN/CB 10
1 pet/shf 5 5.0 | CF/CRO/AMP/SXT/CTX/NET/PEF/NIT/CL/GEN/CB 11
CF/CRO/AMP/CTX/NET/PEF/NIT/CL/GEN/CB 10
CF/AMP/CTX/PEF/NIT/GEN/CB 7
CF/CRO/AMP/CTX/NET/PEF/GEN/CB 8
CF/CRO/AMP/SXT/CTX/PEF/AK/GEN/CB 9
2 aap/shf 5 5.0 | CF/AMP 2
CF/AMP/SXT/CTX/PEF/NIT/CB 7
CF/CRO/AMP/SXT/CTX/NET/PEF/NIT/AK/GEN/CB 11
CF/CRO/AMP/CTX/NET/PEF/AK/CB 8
3 stbA/shf 4 4.0 | CF/AMP/SXT/CB 4
CF/CRO/SXT/CTX/NET/PEF/NIT/CL 8
CF/AMP/SXT/CTX/NET/NIT/AK/GEN/CB 9
CF/AMP/PEF/CB 4
4 stbA/aap 4 4.0 | CF/CRO/AMP/CTX/NET/PEF/CB 7
CF/AMP/NET/PEF/CB 5
CF/AMP/CB 3
5 stbA/aap/shf 2 2.0 | CF/AM/STX/CFINIT/CB 6
CF/CRO/AM/STX/CTX/PEF/CB 7
6 agg3C/stbA 2 2.0 | CF/ICRO/AMP/SXTICTX/PEF/GEN/CB 8
CF/CRO/AMP/SXT/CTX/NET/PEF/AK/GEN/CB 10
7 aap/eaeA 1 1.0 | CF/CRO/AMP/SXT/CTX/NET/PEF/CL/AK/GEN/CB 11
8 pet/aap 1 1.0 | CF/AMP/SXT/CTX/NIT/CL/AK/GEN/CB 9
9 shf/pilS 1 1.0 | CF/AMP/SXT/PEF/NIT/CB 6
10 aggClstbA 1 1.0 | CF/ICRO/AMP/SXT/CTX/PEF/NIT/GEN/CB 9
11 stbA/pilS 1 1.0 | CF/CRO/AMP/SXT/CTX/NET/PEF/CL/CB 9
12 aatA/shf 1 1.0 | CF/AMP/PEF/CB 4
13-83 | Unsolo gen 71 71.7 Diferentes perfiles
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6 DISCUSION

6.1 Pacientes estudiados.

Las muestras de orina de 321 pacientes con infecciones del tracto urinario del Hospital
General Regional (HGR) No. 72 y de la Unidad de medicina familiar No. 64 del IMSS,
Unidad Tequesquinahuac, ubicadas en el municipio de Tlalnepantla de Baz, Estado de
México, se analizaron microbioldégicamente. E. coli fue identificada por PCR (Figura 10) en
el 62% (n=194) de los pacientes, siendo el género femenino el que presento el mayor nimero
de aislamientos (80-9%, Figura 6). UPEC se origina principlamente de la flora intestinal, el
hecho de que la mayoria de los pacientes hayan sido mujeres se atribuye principalmente a su
anatomia, ya que la distancia entre la abertura anal, la cavidad vaginal y la abertura de la
uretra es menor en las mujeres y una vez dentro de la uretra, es mas probable que la bacteria
ascienda a la vejiga ya que la longitud de la uretra es mas corta que la del hombre (Matsukawa
et al., 2019; Foxman 2014; Foxman, 2003). UPEC es considerada el principal patégeno de
las vias urinarias, alcanzando porcentajes hasta del 80% (Klein & Hultgren 2020). En este
estudio la mayoria de los pacientes que acudieron a la Unidad Hospitalaria 72 y a la clinica
64 para atencion médica, presentaron signos y sintomas caracteristicos de las IsTU, como;
sensacion de ardor al orinar, necesidad constante de orinar, orina de aspecto turbio, orina de
color rojo, rosa 0 marrén, debido a la presencia de sangre en la orina, orina con olor fuerte y
dolor pélvico. La elevada frecuencia de E. coli detectada en el grupo de pacientes con IsTU
evidencia el riesgo de desencadenar en infecciones mas agudas como la cistitis (inflamacion
de la vejiga urinaria) o pielonefritis, que se caracteriza por la inflamacion de la pelvis renal

y los rifiones (Subashchandrabose & Mabley, 2015). La patogenicidad de las UPEC que

56



causan pielonefritis, se debe al hecho de que estas cepas pueden acceder a los capilares
renales, y provocar bacteremia (presencia de bacterias en la sangre) y sepsis, siendo esta
ultima la complicacion mas peligrosa y potencialmente mortal de las infecciones urinarias
causadas por la UPEC (Subashchandrabose & Mobley 2015). Se ha descrito que la actividad
sexual es el principal factor de riesgo en pacientes con infecciones urinarias no complicadas,
dentro de los cuales casi una de cada dos mujeres adultas (40%) se vera afectada por cistitis
a lo largo de su vida y existe un riesgo del 25% de desarrollar infecciones urinarias

recurrentes en el proximo afio (Foxman, 2010).

En Estados Unidos en el afio 2000, las IsTU provocaron aproximadamente 6,8 millones de
visitas al médico, 1,3 millones de visitas a la sala de emergencias y 245 000 hospitalizaciones,
con un costo anual estimado de $2,4 billones de USD (Litwin et al., 2005; Defrances et al.,
2006). En México, a través de la Red Hospitalaria de Vigilancia Epidemioldgica (RHOVE,
2022), durante el perido del 1ro de enero al 31 de diciembre del 2022, se report6 un total de
56,859 Infecciones Asociadas a la Atencion a la Salud (IAAS), las mas frecuentes fueron las
neuomonias asociadas a ventilaciébn mecéanica (8,675 casos) seguidas de las infecciones de
vias urinarias asociadas a catéter urinario (7,442 casos) y el principal microorganismo aislado

fue E. coli.

6.2 Resistencia bacteriana a los antimicrobianos.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2016) considera que la resistencia bacteriana
es una de las principales amenazas de salud al poner en riesgo el desarrollo humano y estima

que para el afio 2050, la resistencia bacteriana causara 10 millones de muertes por afio a nivel
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global. La resistencia antimicrobiana puede originarse por seleccién artificial, debido a un
inadecuado tratamiento antibidtico en el que se seleccionan clonas resistentes, o por seleccion
natural, debido a la transferencia horizontal de genes (Giono-Cerezo et al., 2020). La mayoria
de las cepas de E. coli fueron resistentes a los antibidticos beta-lactdmicos ampicilina,
cefalotina, carbenicilina y ceftriaxona (Figura 8). La resistencia a los betalactamicos es
conferida principalmente por betalactamasas de espectro extendido (ESBL, por sus siglas en
ingles) (WHO, 2014), y han sido identificadas en cepas UPEC causantes de IsTU (Dhillon
& Clark, 2012). Los betalactdmicos son el grupo mas numeroso de antimicrobianos y el mas
utilizado en la practica clinica (Suarez & Gudiol, 2009), lo que ha ocasionado con el tiempo
la seleccidn de cepas resistentes a estos agentes por la presencia de genes que codifican para
las enzimas betalactamasas. En un estudio realizado en 164 cepas de E. coli resistentes a las
cefalosporinas de tercera generacion (ceftazidima, cefotaxima y ceftriaxona) aisladas de
pacientes hospitalizados y ambulatorios en hospitales de Croacia, se encontr6 que la mayoria
de estas cepas fue portadora de los genes de betalactamasas de espectro extendido (BLEE,
por sus siglas en ingles); CTX-M (cefotaximasa-Munich, por sus siglas en ingles) o TEM
(Temoniera, por sus siglas en ingles) (Krilanovi¢ et al., 2020). En México recientemente se
identificaron los genes de betalactamasas tipo blaCMY y otros genes de betalactamasa
(blatem, blasny, blaCTX-m, blavim, blaive, blakec, blanom, blaoxa y blaces) en un grupo de
cepas de cepas de E. coli resistentes a cefalosporinas de tercera y cuarta generacion aisladas
de pacientes pediatricos con IstU, neumonia, bacteremia, abscesos perianales, entre otros
(Merida-Vieyra et al., 2020). Los porcentajes de resistencia a los antibio6ticos betalactamicos;
ampicilina, cefalotina, carbenicilina y ceftriaxona detectados en estas cepas UPEC son muy
semejantes a los descritos recientemente en un grupo de cepas patdgenas cérvico-vaginales

de E. coli (n=200) aisladas de mujeres en México (Paniagua-Contreras et al., 2019). De la
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misma manera también se identificaron elevados porcentajes de resistencia en las cepas a la
pefloxacina (quinolona) y al trimetoprim con sulfametoxazol (Figura 6), que son semejantes
a los porcentajes encontrados en un grupo de cepas UPEC (n=110) aisladas de pacientes con
IsTU de un Hospital en Aguascalientes, México (Ramirez-Castillo, 2018).

En esta Tesis la mayoria de las cepas UPEC (n=191) analizadas fue multidrogo-resistente en
el intervalo de 3-6 familias de antimicrobianos (Tabla 3), lo que evidencia el grave problema
de salud que esta ocurriendo en nuestro pais, situacion que disminuye las opciones
terapéuticas (Sanchez & Rios, 2008) y que puede desencadenar en infecciones de las vias
urinarias mas agudas y/o cronicas, con repercusiones economicas significativas (Dale &
Woodford, 2015). Entre los factores mas importantes que han ocasionado el surgimiento de
cepas multidrogo-resistentes se encuentra la automedicacion, asi como el uso indiscriminado
de los antimicrobianos en la agricultura y alimentos procesados (Alvarez-Hernandez, Garza-
Mayén & Vazquez-Lopez, 2015).

La capacidad de las bacterias de evadir la accion de los antibidticos se ha atribuido a la
adquisicion de material exdgeno a través de elementos genéticos méviles como plasmidos,
transposones, genes de cassettes presentes en integrones (Hall, 1998), asi como también a la
alteracion en el locus de regulacion mar para evadir la accién de las tetraciclinas,
cloranfenicol, penicilinas, cefalosporinas, puromicina, &acido nalidixico y rifampicina
(Alekshun et al., 1997). En un estudio realizado en Iran, partieron de un grupo de cepas
UPEC (n=123) aisladas de pacientes con IsTU, encontrando altos porcentajes de los genes
de resistencia a estreptomicina (aadAl), tetraciclina (tetA y tetB), quinolonas (qgnr),
betalactamicos (CIT), sulfametoxazol (sull) y menores porcentajes para el trimetoprim (dfrl)
y betalactamicos (blaSHV) (Momtaz et al., 2013). La presencia de genes de resistencia a

betalactamicos (TEM y CITM), tetraciclina (tetA), quinolonas (gnr), sulfametoxazol (sull),
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trimetoprim (dfrl) y aminoglucdésidos (aac (3) Il) también han sido descritos en México en

cepas cérvico-vaginales de E. coli (Monroy-Pérez et al., 2020)

6.3 Deteccion de genes diarreogénicos en las cepas de E. coli.

En este estudio en las cepas UPEC analizadas se detectaron genes diarreogenicos
caracteristicos de los patotipos enteroagregativo, enteropatogénico y enterohemorragico
(Tabla 2). Los genes caracteristicos de E. coli enteroagregativa identificados con mas
frecuencia en las cepas de E. coli uropatdgenas fueron los de adhesion; stbA (44.9%), y shf
(35.6%), de toxinas; pet (19.6%) y de colonizacién; aap (16.5%). El porcentaje de aap
(16.5%; Tabla 2) identificado en las cepas UPEC es inferior al 46.6% encontrado en cepas
UPEC (n=244) provenientes de pacientes con ISTU en Iran (Abe et al., 2008), mientras que,
por el contrario, el porcentaje de stbA (44.9%; Tabla 2) es superior el descrito en las cepas
de Irdn, que fue del 5.7% (n=14). La presencia de los genes de adhesion stbA y shf
identificados en las cepas UPEC podrian probablemente coadyuvar a la adhesion durante las
infecciones del tracto urinario, debido a que los factores de virulencia relacionados a las ISTU
causadas por UPEC, incluyen fimbrias y/o adhesinas afimbriales, que les confieren la
habilidad de adherirse a las células uroepiteliales. stbA fue el gen que se detecté con mayor
frecuencia (Tabla 2), el cual es esencial para el mantenimiento del plasmido pAA de 55,989
pb, ya que produce la proteina StbA necesaria para que el plasmido sea transferido a las
células hijas. Se ha descrito que méas del 50% de las cepas enteroagregativas acarrean este
plasmido y que su transferencia a las células hijas es directamente dependiente de stbA
(Nazemi et al., 2011). La participacion de los genes de adhesion caracteristicos de EAEC en

las cepas UPEC durante las infecciones del tracto urinario ha sido poco estudiada, sin
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embargo es bien conocido que los genes de adhesion del patotipo EAEC favorecen la
adherencia agregativa (AA) en celulas HeLa/HEp-2, lo cual contribuye a la persistencia en
el intestino debido a una fuerte adherencia a la superficie de la mucosa intestinal (Nataro
etal., 1992). El patron AA en el patotipo EAEC ocurre por la presencia de las fimbrias de
adherencia agregativa (AAF) y los factores de adherencia. Las fimbrias de adherencia
agregativa tipo I, Il y 111 son codificadas en el plasmido pAA por los genes aggA (AAF/1),
aafA (AAF/I1) y agg3 (AAF/III), respectivamente (Abe et al., 2008; Huang et al., 2006). Se
ha descrito que la subunidad AAF/I es responsable del fenotipo agregativo y a su vez este
gen es regulado por aggR (un activador transcripcional) que controla la expresion de los
factores de virulencia de EAEC, como aap.

En este estudio el gen pet (gen del plasmido que codifica para la toxina Pet) del patotipo
EAEC fue identificado en el 19.6% (n=38) de las cepas, por lo que su presencia podria
probablemente coadyuvar a la degradacion de los tejidos y la posterior colonizacion durante
las IsTU. Se ha reportado que los genes pet, asi como aap, y shf son acarreados por el
plasmido pAA (Abe et al., 2008; Huang et al., 2006), los cuales probablemente han sido
transferidos horizontalmente por los patotipos diarreogénicos a las cepas UPEC.

En este estudio también se identificaron genes diarreogénicos caracteristicos de EPEC vy
EHEC (Tabla 6), dentro de los cuales, los genes de adhesion ipfA (EPEC), eaeA
(EPEC/EHEC) y bfpA (EPEC) fueron detectados en el 22.2% (n=43), 9.3% (n=18) y 4.1%
(n=8), respectivamente. Los porcentajes de estos genes de adhesion diarreogénicos son
superiores a los descritos en cepas UPEC (n=225) aisladas de pacientes en un hospital de Sao
Paulo, Brasil, donde IpfA fue identificado en el 12.4% (n=28) de las cepas y eae en el 0.4%
(n=1) (Abe et al., 208). Si bien la frecuencia de estos genes diarreogénicos caracteristicos de

EPEC/EHEC han sido poco descritos en cepas UPEC, estos marcadores de virulencia son

61



ampliamente identificados en los patotipos diarreogénicos, por ejemplo, en un estudio
realizado en un grupo de cepas de E. coli (n=339) de E.coli enterohemorragicas aisladas de
pacientes en Noruega durante los afios de 1992 a 2013, se encontrd una elevada frecuencia
de estos genes de adhesion IpfA (n=306), y eaeA (n=252) (Naseer et al., 2017).

La frecuencia de los genes de adhesion IpfA, eaeA y bfpA caracteristicos de los patotipos
enteropatogénicos y enterohemorragicos, al igual que los genes de toxinas vtl y toxB de
EHEC identificados en menor frecuencia en las cepas UPEC (Tabla 2), demuestra que estas
cepas uropatogenas podrian ocasionar infecciones del tracto urinario (IsTU) mas agudas,
debido a que la proteina fimbrial polar larga (Lpf) codificada por IpfA, participa en la
persistencia y la colonizacion del intestino en E. coli enterohemorragica (Farfan et al., 2011),
de la misma manera la proteina ToxB, es esencial para la adherencia de EHEC (Badea et al.,
2003), mientras que la proteina intimina EaeA facilita la adherencia al enterocito (Ochoa,
2011) y la verotoxina 1 estan asociadas con el sindrome urémico hemolitico (HUS, por sus
siglas en ingles), la purpura trombocitopénica trombdtica (PTT) y la colitis hemorragica

(Yilmaz et al., 2006).

6.4 Transcripcion de los genes diarreogénicos en las cepas uropatogenas de

E. coli.

Con el propésito de determinar la transcripcion de los genes en las cepas UPEC (n=99) con
presencia de 3 0 méas genes diarreogénicos se utilizé un modelo in vitro de infeccién en la
linea celular ATCC A431. Los genes diarreogénicos que se transcribieron con mayor
frecuencia fueron los genes de adhesion; stbA (EAEC; 36/99), y shf (EAEC; 24/99), de

colonizacién; aap (20/99) y de toxinas; pet (EAEC; 13/99) (Tabla 4). Los resultados
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encontrados en este estudio evidencian, por primera vez, de manera global que los genes
diarreogénicos de adhesion, colonizacion y de toxinas correspondientes a otros patotipos de
E. coli se transcribieron en las cepas UPEC durante el modelo in vitro de infeccion, lo que
refleja que estos genes probablemente podrian coadyuvar durante la patogénesis de las
infecciones de las vias urinarias ocasionadas por cepas UPEC. La determinacion de la
transcripcion de genes diarreogénicos presentes en estas cepas UPEC no se habia estudiado,
sin embargo, la transcripcion de los genes uropatdgenos en las cepas UPEC fueron
previamente descritos (n=194) (Paniagua et al., 2017), donde se encontraron elevados
porcentajes de los genes de adhesion fim (fimbria tipo 1), iha (non- haemagglutinating
adhesion, por sus siglas en ingles), papC (pilus associated with pyelonephritis, por sus siglas
en ingles), asi como de los sistemas de adquisicion de hierro irp2 (iron-repressible protein,
por sus siglas en ingles), la protectina kpsMT (K-antigen, por sus siglas en ingles) y las
toxinas usp (uropathogenic-specific protein gene, por sus siglas en ingles), hlyA (haemolysin,
por sus siglas en ingles) y astA (enteroaggregative heat-stable toxin, por sus siglas en ingles).
Estos resultados nos hacen suponer que la participacion simultanea y colectiva de los genes
diarreogénicos con los genes uropatdgenos, incrementarian de manera importante la agudeza

de las infecciones.

6.5 Patrones de transcripcién de los genes diarreogénicos asociados con la

resistencia a los antibioticos en las cepas UPEC.

Se identificaron 12 distintos patrones de transcripcion de los genes diarreogenicos
relacionados con el fenotipo de resistencia a los antibioticos en las cepas UPEC, dentro de

los cuales el patron mas abundante fue el No. 1 conformado por los genes de toxinas y
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adhesion pet/shf (n=5; Tabla 5), el cual se correlaciond con cinco distintos perfiles de
fenotipos de resistencia a los antibioticos conformados por 4 a 11 antibidticos. La asociacion
de la transcripcion de los genes diarreogénicos de adhesion, colonizacion, y toxinas en las
cepas UPEC relacionados con los diferentes perfiles de la multidrogo-resistencia a los
antibioticos (betalactdmicos, quinolonas, trimetoprim-sulfametoxazol, aminoglucosidos,
nitrofuranos y afenicoles) demuestra la capacidad de las cepas para ocasionar infecciones
mas agudas y/o crénicas, sobre todo considerando que en estas mismas cepas (n=194)
estudiadas previamente (2017) se describieron 107 diferentes patrones de transcripcion de
los genes caracteristicos de la virulencia en UPEC, como son los genes de adhesion, de
sistemas de captacion de hierro, toxinas y protectinas, relacionados también con el genotipo

de resistencia a los antimicrobianos (Paniagua et al., 2017).

En el presente estudio los resultados obtenidos son relevantes por evidenciar una alta
composicion del genotipo de virulencia diarreogénico, asociada con el fenotipo de resistencia
a los antimicrobianos en cepas UPEC aisladas de pacientes con infecciones de vias urinarias.
Estos resultados pueden contribuir a mejorar los tratamientos médicos contra las infecciones

de las vias urinarias ocasionadas por cepas UPEC.
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7 CONCLUSIONES

1. La mayoria de las cepas uropatogenas estudiadas fueron portadoras de los genes
diarreogénicos que codifican para adhesinas, factores de colonizacion y toxinas.

2. Se encontrd una elevada multidrogo-resistencia de las cepas uropatogenas a los
antimicrobianos.

3. Las cepas uropatogenas de E. coli después de la infeccion de la linea celular A431
transcribieron con mayor frecuencia los genes diarreogénicos relacionados con la
adhesion celular, colonizacion y con la produccion de toxinas, principalmente del
patotipo E. coli enteroagregativo.

4. Los resultados obtenidos sugieren que podria existir una participacion colectiva de
los factores de virulencia de los genes diarreogénicos durante las infecciones del
tracto urinario por las cepas E. coli uropatogenas.

5. Para prevenir la resistencia bacteriana, es necesario la vigilancia epidemioldgica, el
uso racional de antibiéticos y control de las infecciones intrahospitalarias, a través de
la elaboracion y uso de guias locales para la administracion de agentes

antimicrobianos.
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8 PROSPECTIVAS

La presencia de diferentes patrones de transcripcion de los genes diareogénicos en las cepas
uropatégenas; sumado a la multidrogo-resistencia, podria coadyuvar al establecimiento,

cronicidad y/o agudeza de las infecciones del tracto urinario.

Seria importante secuenciar el genoma completo de las cepas de E. coli para establecer el
genotipo total de virulencia, los filogrupos, y serotipos al que pertenecen las cepas, asi como

la distribucion del genotipo de resistencia a los antimicrobianos.
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Tabla 5. Oligonucleotidos utilizados para identificar los 16 genes diarreogénicos en las cepas

UPEC.
Tamafio del
Gen Oligonucledtidos 5°-3° Condiciones de amplificacion amplicon
(pb)
F-GTG TTT CAA CCA GGT TCA ACA Desnaturalizacion inicial a 94°C 2
pet R-CCT TCACCAATT TTATGC AGT min; 1 min 94°C, 1 min 52°C, 90 s 1037
72°C (30 ciclos); extension final
72°C 7 min.
F-GCG TTA GAA AGA CCT CCA ATA Desnaturalizacion inicial a 94°C 2
R-GCC GGA TCC TTA AAA ATT AAT TCC GGC | min; 1 min 94°C, 1 min 55°C, 1 min
aggA ° . . ., . 432'450
72°C (30 ciclos); extension final
72°C 7 min.
F-TAT TAA ACC ATG GTA GCG Desnaturalizacion inicial a 94°C 2
aggC R-GCC AAG ATC CGA GAT TGA min; 1 min 94°C, 1 min 45°C, 1 min 538
72°C (30 ciclos); extensiéon final
72°C 7 min.
F-ACT TTCTCCCGAGACATTC Desnaturalizacion inicial a 94°C 2
R-CTT TAG CGG GAG CATTCAT min; 1 min 94°C, 1 min 51°C, 1 min
shf o ) ] T 613
72°C (30 ciclos); extensiéon final
72°C 5 min.
F-CTAATTGTACAATCGATGTA Desnaturalizacion inicial 94°C 2
aggR R-ATG AGG TAATTC TTG AAT min;_ 94°C1 r_nin, 40°C1 m_in, 7_2°C 308
1 min (30 ciclos); extension final
72° 7 min.
F-ATG AGC GTC ATAACCTGTTC Desnaturalizacion inicial 94°C 30 s;
oilS R-CTGTTG GTT TCC AGT TTG AT 94°C 30 s, 55°C 30 s, 68°C 1 min 400
(30 ciclos); extension final 72°C 5
min.
F-TAA AGC AGA AAA ATG CGA CAG AAG AT | Desnaturalizacion inicial a 94°C 2
R-TAG TAA GTA GAG TAG AAC TGG GGG | min, 94°C 1 min, 60°C50s, 72°C 1
toxB . . . R 250
ATG min (30 ciclos); extension final
72°C 5 min.
F-ATG AAG CGT AAT ATT ATAG Desnaturalizacion inicial a 94°C 2
ipfA R-TTATTTCTT ATATTC GAC m!n; 94°C _1 min, 52°C 5_Q S, 7_2°C 1 573
min (30 ciclos); extension final 5
min 72°C.
F-CTG GCG AAA GAC TGT ATC AT
aatA R-CAATGT ATAGAAATCCGCTGTT Desnaturalizacion inicial a 95°C 5 629
min; 95°C 455, 57°C 355, 72°C 45
F-CAAACCTGG CTATTGCT s (40 ciclos); extensién final 72°C 5
stbA R-ATC CAC TAT TAC ATC ATC GAAC min. 200
F-CTTTTCTGG CATCTTGGG T Desnaturalizacion inicial 95° 5 min;
aap R-GTA ACA ACC CCT TTG GAA GT 95° 1 min; 52° 1min; 72° 1 min (40 232
ciclos); extension final 72°C 8 min.
Wil R-5 GAA GAG TCC GTG GGA TTA CG S 130
R-5> AGC GAT GCA GCT ATT AAT AA Desnaturalizacion inicial a 96°C 4
bfpA R-5" TTC TTG GTG CTT GCG TGT CTT TT min; 94°C 20 s, 55°C 20 s, 70°C 10 367
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R-5 TTT TGT TTG TTG TAT CTT TGT AA s (30 ciclos); extension final a 72°C
7 min.
R-5" CAC ACG AAT AAA CTG ACT AAA ATG | Desnaturalizacion inicial a 96°C 4
R-5 AAA AAC GCT GAC CCG CAC CTA AAT | min; 94°C 20s,55°C 20 s, 70°C 10
eaeA . ) o 5 376
s (30 ciclos); extensidn final a 72°C
7 min.
R-5" ATA CTT TAG ATA CCC CTC ACG CAG Desnaturalizacion inicial a 94°C 2
F-5° GTT TGG AAC CGG GAA TTA ACA TTG min; 94°C 30 s, 58°C 30 s, 72°C 3
agg3C X . : S 485
min (30 ciclos); extension final
72°C 7 min.
R-5 ATG AGC TCT GCA GAC TGA TAA TGC | Desnaturalizacion inicial a 94°C 1
aafC TC min; 94°C 1 min, 45°C 2 min, 72°C 1144
F-5° ATG GTA CCC GTT ATA GCT CGC ACA | 2min (35 ciclos); 94°C 1 min, 45°C
TATTC 2 min; extension final 72°C 10 min.

919 pb

100 pb—

Figura 10. Identificacion de E. coli mediante amplificacion por PCR del gen
16S rRNA (919 pb). Carril 1, control positivo (E. coli ATCC 11775); carriles
2-4 'y 6-7, gen 16S rRNA en cepas de E. coli; carril 5, marcador de peso
molecular (100 pb); carril 8, control negativo (sin DNA molde).

86




1037 pb —»

100 pb —>

Figura 11. Identificacién por PCR del gen pet (1037 pb) del patotipo EAEC
en cepas uropatogenas de E. coli (UPEC). Carril 1, control negativo (sin DNA
molde); carriles 2-3 y 5-6, cepas positivas; carril 4, marcador de peso
molecular (100 pb); carril 7, control positivo (cepa de E. coli portadora de pet).

250 pb—>

100 pb—>

Figura 12. Identificacion por PCR del gen toxB (200 pb) del patotipo EHEC
en cepas uropatogenas de E. coli (UPEC). Carril 1, marcador de peso molecular
(100 pb); carriles 1y 2, cepas positivas; carril 4, control negativo (sin DNA
molde); carriles 5-7 cepas negativas, carril 8, control positivo (cepa de E. coli
portadora de toxB).
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613 pb —>

100 pb —

Figura 13. Identificacion por PCR del gen shf (613 pb) del patotipo EAEC en
cepas uropatdgenas de E. coli (UPEC). Carril 1, control negativo (sin DNA
molde); carril 2, control positivo (cepa de E. coli portadora de shf); carriles 3
y 4,y 6-8 cepas positivas; Carril 5, marcador de peso molecular (100 pb).

UELY PN gy S S e S S —

100 pb—>

Figura 14. Identificacion por PCR del gen agg3C (485 pb) del patotipo EAEC
en cepas uropatdgenas de E. coli (UPEC). Carriles 1-3 y 5-6 cepas positivas;
carril 4, marcador de peso molecular (100 pb); carril 7, control positivo (cepa
de E. coli portadora de agg3C); carril 8, control negativo (sin DNA molde).
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232 pb

100 pb

Figura 15. Identificacion por PCR del gen aap (232 pb) del patotipo EAEC en
cepas uropatdgenas de E. coli (UPEC). Carril 1, marcador de peso molecular
(100 pb); carriles 2-4 y 6, cepas positivas; carril 7, control negativo (sin DNA
molde); carril 8, control positivo (cepa de E. coli portadora de aap).

538 pb—»

100 pb—

Figura 16. Identificacion por PCR del gen aggC (538pb) del patotipo EAEC
en cepas uropatdgenas de E. coli (UPEC). Carriles 1-4, y 6 cepas positivas;
carril 5, marcador de peso molecular (100 pb); carril 7, control positivo (cepa
de E. coli portadora de aggC); carril 8, control negativo (sin DNA molde).
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367 pb __,

100pb —.,

Figura 17. Identificacion del gen bfpA (367 pb) del patotipo EAEC en cepas
uropatogenas de E. coli (UPEC). Carril 1, control negativo (sin DNA molde);
carriles 2-3 y 5-7, cepas positivas; carril 4, marcador de peso molecular (100
pb); carril 8, control positivo (cepa de E. coli portadora de bfpA).

376 pb —

100 pb —

Figura 18. Identificacion por PCR del gen eaeA (376 pb) del patotipo EAEC
en cepas uropatdgenas de E. coli (UPEC). Carril 1, control negativo (sin DNA
molde); carriles 2-3, y 5-7, cepas positivas; carril 4, marcador de peso
molecular (100 pb); carril 8, control negativo (sin DNA molde).
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1 2 3 4 5 6 TAN -

573pb —

100pb

Figura 19. Identificacion por PCR del gen IpfA (573 pb) del patotipo EAEC
en cepas uropatogenas de E. coli (UPEC). carriles 1-2 y 6-8 cepas positivas;
carril 3, control negativo (sin DNA molde); carril 4, control positivo (cepa de
E. coli portadora de IpfA); carril 5, marcador de peso molecular (100 pb).

200 pb—>

100 pb—

Figura 20. Identificacion por PCR del gen stbA (200 pb) del patotipo EAEC
en cepas uropatdgenas de E. coli (UPEC). carril 1, marcador de peso molecular
(100 pb); carriles 2-6, cepas positivas; carril 7, control negativo (sin DNA
molde); carril 8, control positivo (cepa de E. coli portadora de stbA).
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620 pb—>

100 pb —»

Figura 21. Identificacion por PCR del gen aatA (620 pb) del patotipo EAEC
en cepas uropatogenas de E. coli (UPEC). Carriles 1-3 'y 6-7, cepas positivas;
carril 4, marcador de peso molecular (100 pb); carril 5, control positivo (cepa
de E. coli portadora de aatA); carril 8, control negativo (sin DNA molde).

400 pb —

100 pb __,

Figura 22. Identificacion por PCR del gen pilS (400 pb) del patotipo EAEC
en cepas uropatdgenas de E. coli (UPEC); carriles 1-3, muestras positivas;
carril 4, marcador de peso molecular (100 pb); carril 5, control positivo (cepa
de E. coli portadora de pilS); carril 6, control negativo (sin DNA molde).
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130 pb —
100 pb —

Figura 23. Identificacion por PCR del gen vtl (130 pb) del patotipo VTEC en
cepas uropatdgenas de E. coli (UPEC); carril 1, control negativo (sin DNA
molde); carriles 2-4, cepas positivas; carril 5, marcador de peso molecular (100
pb); carril 6, control positivo (cepa de E. coli portadora de vtl).
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Figura 24. Transcripcion del gen diarreogénico aap en cepas UPEC por PCR
en tiempo real. ARCA y RPO: Genes constitutivos de E. coli. NTC: Control sin
molde. Ctrl +: Control positivo, cepa de E. coli del cepario del laboratorio
clinico.

Figura 25. Curva de fusion (melting point) de la transcripcion del gen aap.
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Figura 26. Transcripcion del gen diarreogénico shf en cepas UPEC por PCR
en tiempo real. ARCA y RPO: Genes constitutivos de E. coli. NTC: Control sin
molde. Ctrl +: Control positivo, cepa de E. coli del cepario del laboratorio
clinico.

Figura 27. Curva de fusion de la transcripcion (Melting point) del gen shf.
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Figura 28. Transcripcién del gen diarreogénico pet en cepas UPEC por PCR
en tiempo real. ARCA y RPO: Genes constitutivos de E. coli. NTC: Control sin
molde. Ctrl +: Control positivo, cepa de E. coli del cepario del laboratorio

clinico.
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Figura 29. Curva de fusion (Melting point) de la transcripcion del gen pet.
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Figura 30. Transcripcion del gen diarreogénico stbA en cepas UPEC por PCR
en tiempo real. ARCA y RPO: Genes constitutivos de E. coli. NTC: Control sin
molde. Ctrl +: Control positivo, cepa de E. coli del cepario del laboratorio
clinico.

Figura 31. Curva de fusion (Melting point) de la transcripcion del gen stbA.
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Figura 32. Transcripcion del gen diarreogénico bfpA en cepas UPEC por PCR
en tiempo real. ARCA y RPO: Genes constitutivos de E. coli. NTC: Control sin
molde. Ctrl +: Control positivo, cepa de E. coli del cepario del laboratorio
clinico.
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Figura 33. Curva de fusion (Melting point) de la transcripcién del gen bfpA.
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Figura 34. Transcripcion del gen diarreogénico agg3C en cepas UPEC por
PCR en tiempo real. ARCA y RPO: Genes constitutivos de E. coli. NTC:
Control sin molde. Ctrl +: Control positivo, cepa de E. coli del cepario del
laboratorio clinico.
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Figura 35. Curva de fusion (Melting point) de la transcripcion del gen agg3C.
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Figura 36. Transcripcion del gen diarreogénico aatA en cepas UPEC por PCR
en tiempo real. ARCA y RPO: Genes constitutivos de E. coli. NTC: Control sin
molde. Ctrl +: Control positivo, cepa de E. coli del cepario del laboratorio
clinico.
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Figura 37. Curva de fusion (Melting point) de la transcripcion del gen aatA.
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Figura 38. Transcripcién del gen diarreogénico vtl en cepas UPEC por PCR
en tiempo real. ARCA y RPO: Genes constitutivos de E. coli. NTC: Control sin
molde. Ctrl +: Control positivo del cepario del laboratorio clinico.
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Figura 39. Curva de fusion (Melting point) de la transcripcion del gen vtl.
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Figura 40. Transcripcion del gen diarreogénico IpfA en cepas UPEC por PCR
en tiempo real. ARCA y RPO: Genes constitutivos de E. coli. NTC: Control sin
molde. Ctrl +: Control positivo, cepa de E. coli del cepario del laboratorio
clinico.

Figura 41. Curva de fusion de la transcripcion del gen IpfA.
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Figura 42. Transcripcion del gen diarreogénico eaeA en cepas UPEC por PCR en
tiempo real. ARCA y RPO: Genes constitutivos de E. coli. NTC: Control sin molde.
Ctrl +: Control positivo, cepa de E. coli del cepario del laboratorio clinico.
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Figura 43. Curva de fusion (Mleting point) de la transcripcién del gen eaeA.
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Figura 44. Transcripcion del gen diarreogénico aagC en cepas UPEC por PCR
en tiempo real. ARCA y RPO: Genes constitutivos de E. coli. NTC: Control sin
molde. Ctrl +: Control positivo, cepa de E. coli del cepario del laboratorio
clinico.
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Figura 45. Curva de fusion (Melting point) de la transcripcién del gen aggC.
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Figura 46. Transcripcién del gen diarreogénico pilS en cepas UPEC por PCR
en tiempo real. ARCA y RPO: Genes constitutivos de E. coli. NTC: Control sin
molde. Ctrl +: Control positivo, cepa de E. coli del cepario del laboratorio
clinico.
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Figura 47. Curva de fusion (Melting point) de la transcripcion del gen pilS.
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Figura 48. Transcripcion del gen diarreogénico toxB en cepas UPEC por PCR
en tiempo real. ARCA y RPO: Genes constitutivos de E. coli. NTC: Control sin
molde. Ctrl +: Control positivo, cepa de E. coli del cepario del laboratorio

clinico.

Figura 49. Curva de fusion (Melting point) de la transcripcién del gen toxB.
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Tabla 6. Resultados de la prueba de resistencia a los antimicrobianos en las cepas de E.
coli. AMP: ampicilina; CF: cefalotina; CB: carbenicilina; PEF: pefloxacina; CRO:

NIT:

ICINa;

netilm

nitrofuratoina; GEN: gentamicina; CTX: cefotaxima; CL: cloranfenicol; AMK:

amikacina. R

NET:

sulfametoxazol;

trimetoprim  con

STX:

ceftriaxona;

Resistente, S= Susceptble.

RESISTENCIA A LOS ANTIMICROBIANOS

Trimetoprim

Total por
familia

Total por
antimicrobiano

10

11

10

10

11

11

11

11
10

10

10

Anfenicoles

CL

Nitrofuranos

NIT

Quinolonas

PEF

Aminoglucésidos

GEN

AMK

NET

o]
sulfametoxazol

STX

Betalactamicos

CB

CTX

AMP

CRO

CF

Cepa

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23
25
28
29
32
33
36
37
39
40
41

42
43
44
45
16
47
48
50
51

52
53
55
60
61

62
64

65
67

69
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81

82

83
84

85
86
87
88
89
90
91

92
93
96
97

98
99
101
102

No.

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

32
33
34
35
36
37

38
39
40
41

12
43
44
45
46
47
48
49
50
51

52
53
54

55
56
57
58
59
60
61

62
63
64
65

66
67

68
69
70
71

72
73
74
75
76
77
78
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11

11

11
11
10
10

10
10

11

10

11

11

10

11

104
105
106
107
108
109
110
111
112
123
126
127
129
130
131
133
136
137
138
139
140
141
144
146
148
149
151
153
155
158
160
161
162
163
164
166
167
168
169
171
173
174
175
177
178
179
180
181
182
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
197
198
199
200
201
203
204
205
206
207
209
210
211
213
214
215
216
217
221
224
228
229
230
235
238
239
244
245
249
251
252
254
255
256

79
80
81

82
83
84
85

86

87
88
89
90
91

92
93
94
95

96
97

98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
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10

10
10

257
258
259
260
262
263
286
295
296
306
307
308
310
312
313
314
317
318
319
320
321

174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
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Tabla 7. Resultados de la técnica de PCR convencional para la deteccion de genes
diarreogénicos en cepas UPEC.

DETECCION DE GENES

No. Clel::)a aggA | aggC | agg3C | aggR | pet | toxB aafC | aatA | stbA | aap | shf | pilS | IpfA | eaeA | bfpA | vtl T:;fll
cepa
1 1 - - - - - - - - + - + - - - - - 2p
2 2 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
3 3 - - - - - - - - - + + - - - - - 2
4 6 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
5 7 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
6 8 - - - - + - - - - - + - - - - - 2
7 9 - - - - - - - - - - - - - + - - 1
8 10 - - - - - - - - + + + - - - - 3
9 11 - - - - - - - - - - + - + - - - 2
10 12 - - - - - - - - + + - + + - - 4
11 13 - - - - - - - - - + + - - - - - 2
12 14 - - - - - - - - - + - - - + - - 2
13 15 - - - - + - - - + - - + - - - - 3
14 16 - - - - + - - - - - - - - - - - 1
15 17 - - - - + - - - - - - - - - - - 1
16 18 - - - - - - - - - - - - - - - - 2
17 19 - - - - - - - - - - - - + - - 1
18 20 - - - - - - - - - + - - - - - - 1
19 21 - - - - - - - - - + - - - + - - 2
20 22 - - - - - - - - - - - - + - - - 1
21 23 - - - - - - - - + - - R . B 1
22 25 - - - - - - - - - + + - - + + - 4
23 28 - - - - - - - - - + - - + + + 4
24 29 - - - - - - - - + - + - + - - - 3
25 32 - - - - - - - - + - - R . B R B 1
26 33 - - - - - - - - - - + - - + + - 3
27 36 - - - - + - - - . . . R . R B 1
28 37 - - - - - - - - - - + - - + + - 3
29 39 - - - - - - - - - - - - + - - 1
30 40 - - - - - - - - - - - + - - - 1
31 41 - - - - - - - - + - + - + - - - 3
32 42 - - - - + - - - + - - - - - - - 3
33 43 - - - - - - - + - - + - - + + - 4
34 44 - - - - + - - - + - - - - - - - 2
35 45 - - - - - - - - + - - - - - - - 1
36 46 - - - - + - - - - - - - - - - - 1
37 47 - - - - - - - - + - - - B + R - 2
38 48 - - - - + - - - - - - - - - - 1
39 50 - - - - - - - - + - + - - - - - 2
40 51 - - - - - - - - + - - - - - + - 2
41 52 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
42 53 - - + - + - - - - - - - - - - - 2
43 55 - - - - - - - - - - + - - + - - 2
44 60 - - + - - - - - + + - - - - - - 3
45 61 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
46 62 - - - - + - - - - - - - - - - - 1
47 64 - - - - - - - - B R + R B 1
48 65 - - - - - - - - - + + - - + - - 3
49 67 - - - - - - - - - + + - - + - - 3
50 69 - - - - + - - - - - - - - - - - 1
51 72 - - - - - - - - - - - - + - - - 1
52 73 - - - - - - - - - + - - - - - - 1
53 74 - - - - - - - - - - + - - - - + 2
54 75 - - - - - - - - + - - - - - - - 1
55 76 - - - - - - - - - - - - - - 0
56 77 - - - - - - - + - + - + - - - 3
57 78 - - - - - - - - - - + - + - - - 2
58 79 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
59 80 - - - - + - - - - - - - - - - - 1
60 81 - - - - + - - - - - - - + - - - 2
61 82 - - - - + - - - - - - - - - - - 1
62 83 - - - - + - - - - - - - - - - - 1
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84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
96
97
98
99

101

102

104

105

106

107

108

109

110

111

112
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130

131

133
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140

141

144

146

148

149

151
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155
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160
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163

164

166

167

168

169

171

173

174

175

177

178

179

180

181

182

184

185

186

187

188

189

190

63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
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110
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129
130
131
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Tabla 8. Resultado de transcripcion de genes diarreogénicos en cepas UPEC.

TRANSCRIPCION DE GENES

No ID Total por
Cepa aggC | agg3C | aggR | pet | toxB [ aafC | aatA | stbA | aap | shf | pilS | IpfA | eaeA | bfpA | vil cepa
1 1 - - 0
2 3 + - 1
3 8 + - 1
4 10 + + + 3
5 11 N 0
6 12 + + - - 2
7 13 + 2
8 14 + 1
9 15 - + - 1
10 21 + - 1
11 25 - - 1
12 29 + - - 1
13 33 - - 0
14 37 - + 1
15 41 + + - 2
16 42 + - 1
17 43 - - - 0
18 44 - 0
19 47 + - 1
20 50 - - 0
21 51 - 0
22 53 - - 0
23 55 - - 0
24 60 - S+ 1
25 65 - - 1
26 67 - + 2
27 74 - 0
28 77 - - - 0
29 78 - N 0
30 81 + - 1
31 85 + - 1
32 88 + + 2
33 89 - + - 1
34 90 - + 1
35 92 - - 0
36 93 - - 0
37 99 + + 2
38 102 S+ 1
39 107 + - 1
40 108 - - 0
41 111 + + 2
42 123 - - 0
43 138 - + 1
44 139 - - 0
45 148 + j + 2
46 151 - - 0
47 153 + - 1
48 155 - - - + - 1
49 158 - - - 0
50 160 + - + 2
51 161 - - - 0
52 162 - + 1
52 163 - - 0
53 164 + 1
54 166 - + - 1
55 167 - - 0
56 168 - - - 0
57 169 + - S+ 2
58 171 - A 2
59 173 - - 0
60 174 - - - 0
61 177 +| o+ + 3
62 179 + - 1
63 184 - - 0
64 186 - 0
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Total por gen

97
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