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Resumen

Las Infecciones de Tracto Urinario (ITUs) son la 32 infeccibn mas comun en los
humanos después de las infecciones respiratorias y las gastrointestinales (Najar
et al., 2009). Cerca del doble de las mujeres, en comparacion con los hombres,
han visitado al médico debido a una ITU sintomatica, y del 40 al 50% de las
mujeres han experimentado al menos una infeccion de este tipo en su vida
(Davis et al., 2005).

La Escherichia coli Uropatogénica (UPEC) es el agente responsable del 70-90%
de las Infecciones de tracto urinario (Dielubanza et al., 2011; Foxman B, 2010 &
Ronald A, 2003). A pesar de que cepas UPEC existen dentro del tracto intestinal
de los humanos, son muy distintas de la mayoria de las cepas de E. coli
comensales o de las causantes de diarrea, ya que las colonias de UPEC
contienen factores especificos que permiten su transicion exitosa desde el tracto
intestinal hasta el tracto urinario. Una gran variedad de genes han sido
identificados en las UPEC que permiten a estos microorganismos resistir las
defensas del hospedero y establecer una infeccion en este sitio blanco
especifico. Estos factores incluyen adhesinas fimbriales (tipo 1, P y S/F1C),
toxinas (factor necrozante citotoxico tipo 1 [cnfl] y hemolisinas), mecanismos de
evasion de las defensas del hospedero (capsula y antigeno O), y mudltiples
sistemas de obtencidon de hierro (aerobactina, enterobactina, similares a
enterobactina incluyendo iroN y yersiniabactina) (Brzuszkiewicz et. al., 2006;
Wiles et al., 2007; & Marrs et al., 2005).

La caracterizacion genotipica de las bacterias patogenas ha llegado a ser un
importante objetivo en las investigaciones epidemioldogicas de agentes
infecciosos. Métodos moleculares aplicados a la Epidemiologia molecular se
usan para determinar la relacién entre los microorganismos asociados a una

enfermedad mediante el rastreo de sus fuentes de infecciéon, estableciendo su
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origen geografico y distribucion, identificando la ruta y los factores genéticos
responsables de patrones especificos de transmision y detectando los genes

responsables de su virulencia y resistencia a antibioticos (Karama et al., 2010).

La Electroforesis en Gel de Campos Pulsados (6 Pulsed-Field Gel Electroforesis,
PFGE) es una técnica molecular en la cual el genoma bacteriano es digerido con
una enzima de sitio de corte poco frecuente, para generar fragmentos de ADN
de una gran variedad de tamafios (en kilobases). Estos fragmentos son
separados durante la electroforesis donde la polaridad de la corriente es
cambiada a intervalos regulares permitiendo la separacion de 10-20 fragmentos
de ADN, con un rango de 20 a 800 kb. (Foley et al., 2009; & Karama et al., 2010)
Este método es reconocido como uno de los mas comunes y de mejor opcién
para generar datos en el seguimiento y vigilancia de infecciones bacterianas o

en un brote particular (Karama et al., 2010).

En este estudio se caracteriz6 genotipicamente un grupo de cepas de
Escherichia coli Uropatégena (UPEC) aisladas de mujeres diagnosticadas con
cistitis y de hombres diagnosticados, en su mayoria, con prostatitis. Para estas
cepas se determinaron los perfiles cromosomales por medio de la Electroforesis
en Gel de Campos Pulsados (PFGE) y la presencia de genes de virulencia por
medio de la hibridacion de un macroarreglo que contiene los ADN cromosémicos
de 47 cepas UPEC con cada uno de los productos de PCR de los genes de

virulencia marcados con digoxigenina, los cuales fueron usados como sondas

La poblacién de cepas estudiadas mostré que las cepas aisladas de mujeres
presentan un perfil cromosomico mas homogéneo, compartiendo entre ellos un
numero significativo de bandas que permiten la agrupacion de las cepas en una
rama principal. La determinacion de los genes de virulencia entre nuestras cepas
mostré que no hay diferencia significativa entre el contenido de genes de

virulencia de la cepa y la patologia clinica de la que se aisle.
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Introduccidén

1 Epidemiologia de las Infecciones de Tracto Urinario

Una Infeccion de Tracto Urinario (ITU) es la invasion patogénica del urotelio con
una inflamacion resultante, en la cual un microorganismo (en nuestro caso una
bacteria, Escherichia coli Uropatégena) se ha establecido y se estd multiplicando

dentro del tracto urinario (Dielubanza et al., 2011).

Una ITU puede clasificarse como infeccion de vias urinarias inferiores (confinado
a la vejiga, prostata o uretra) o infeccion de vias urinarias superiores
(pielonefritis). También puede clasificarse como complicada o no complicada.
Una ITU no complicada es aquella que ocurre en un huésped normal, el cual no
tiene anormalidades estructurales o funcionales, no estd embarazada, ni ha sido
quirargica o instrumentalmente intervenido (por ejemplo, una sonda urinaria).
Las ITU complicadas son aquellas que se presentan en personas con una
enfermedad de base que predisponga a sufrir algun tipo de ITU y en aquellas

personas que presentan una sonda urinaria (Foxman B., 2010).

Las ITU son la 32 infeccion mas comun en los humanos, después de las
infecciones respiratorias y las gastrointestinales. De hecho, las infecciones del
tracto urinario son las mas comunes de las infecciones adquiridas en una

comunidad y de las infecciones nosocomiales (Najar et al., 2009).

1.1 Frecuencia de las Infecciones de Tracto Urinario

Cerca del doble de las mujeres, en comparacion con los hombres, han visitado
al médico debido a una ITU sintomatica, y del 40 al 50% de las mujeres han
experimentado al menos una infeccién de este tipo en su vida (Davis et al.,
2005).




Esto se debe principalmente a diferencias anatémicas entre los 2 géneros. La
mayor susceptibilidad femenina a las ITU se encuentra en funcion de factores
anatémicos basicos, asi como fisiolégicos y de comportamiento que van
cambiando durante la vida de las mujeres. La corta uretra de las mujeres provee
un puente ideal para patdégenos invasores y su rapido ingreso a la vejiga,
ademas, la cercania de la vagina con el ano permite un ingreso mas facil al
tracto urinario femenino. La uretra de los hombres es mas larga y facilita la
expulsion de bacterias que ascienden antes que logren entrar en contacto con la
vejiga, lo que probablemente sea el factor protector mas importante contra las

infecciones en los hombres (Dielubanza et al., 2011).

Una ITU puede presentarse a cualquier edad. Entre los recién nacidos e infantes,
los nifios son mas afectados que las nifias (Najar et al., 2009).Durante la nifiez,
bacteriurias persistentes con o sin sintomatologia repetitiva llegan a ocurrir en un
pequefio grupo (menos del 2%) de las nifias en edad escolar. Estas nifias, y
también nifios en edad escolar que presenten bacteriuria, deben tener
evaluaciones urolégicas para detectar anormalidades estructurales que pudieran

corregirse cuando una ITU es documentada (Krieger et al., 2011).

Mujeres sexualmente activas tienen un incrementado riesgo de contraer cistitis.
Es importante recalcar que la mayoria de las infecciones agudas involucran a
mujeres jovenes (Najar et al., 2009). En ausencia de prostatitis (Inflamacion de
la prostata usualmente causada por una infeccion, caracterizada por fiebre, dolor
perineal, o en espalda baja y en ocasiones, frecuencia urinaria y urgencia.
Forbes, S 2007), una ITU en los hombres es inusual. El riesgo de adquirir una
cistitis (Inflamacién de la vejiga causada por una infeccion bacteriana. Forbes, S
2007) causada por la bacteria Escherichia coli Uropatégena (UPEC) en los
hombres jovenes aumenta debido a la falta de circuncision o a tener una pareja

con una colonizacion vaginal por esta bacteria (Krieger et al., 2011).




Se debe mencionar que a cualquier edad, ambos géneros pueden desarrollar
una ITU en presencia de factores de riesgo que alteren el flujo urinario. Estos

incluyen (Najar et al., 2011):

Anomalias congénitas
Célculos renales
Oclusion ureteral (parcial o total)

Reflujo vesico-ureteral

a r wnN e

Orina residual en vejiga

Vejiga Neurogénica

Constriccion uretral

Hipertrofia prostatica

6. Instrumentacion del tracto urinario
Cateterizacion

Dilatacion uretral

Cistoscopia

1.2 Agentes patégenos frecuentes en las Infecciones de Tracto Urinario

La etiologia de una Infeccion del Tracto Urinario (ITU) es el resultado del
ascenso de las bacterias del intestino o mucosa vaginal, por lo que los
patdégenos mas comunes son bacterias facultativas, anaerobias, Gram negativas
(Dielubanza et al., 2011).

A pesar de ello, la mayor parte de las ITU son causadas por la bacteria
Escherichia coli Uropatdégena (UPEC), de hecho, es el agente causal del 70-90%
de las ITU. Otros microorganismos que causan ITU incluyen miembros de la
familia Enterobacteriaceae, estreptococos, estafilococos y algunas levaduras
(Dielubanza et al., 2011; Foxman B, 2010 & Ronald A, 2003). Figura 1




Pacientes hospitalizados Pacientes ambulatorios
0.9%

1.8%

0.7%
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B Klebsiella pneumoniae

I Enterococcus sp.

Bl streptococcus agalactiae
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[ streptococcus viridans

" Klebsiella oxytoca

'Pseudomonas aeruginosa

-Otros

Figura 1. Variacion de la etiologia de las ITU de acuerdo a los tipos de poblacion mas
comunes (Tomado de Foxman B, 2010)




Es importante remarcar que la etiologia de las Infecciones de Tracto Urinario se
ve afectada por factores subyacentes del hospedero que complican la infeccion,
tales como la edad, diabetes, lesiones de espina dorsal 6 cateterizacion. Por
ende, las ITU complicadas tienen una etiologia mas diversa en comparacion a
las ITU no complicadas. Ademas, organismos que rara vez causarian una
enfermedad en personas sanas, pueden causar enfermedades significativas en
pacientes con alguna enfermedad anatémica, metabdlica o inmunoldgica
subyacente (Ronald A., 2003).Tabla 1

Tabla 1. Principales patégenos de Infecciones de Tracto Urinario (UTI)
complicadas versus las de no complicadas. (Tomado y modificado de Ronald A.,
2003)

Escherichia coli Escherichia coli
Enterococcus sp. Klebsiella sp.
Klebsiella sp. Enterobacter cloacae
Staphylococcus saprophyticus Serratia marcescens

Proteus mirabilis
Pseudomonas aeruginosa
Enterococcus faecalis

Estreptococos del grupo B

Existen una gran cantidad de estudios que reportan a E. coli como el agente
etioldégico de las Infecciones de Tracto Urinario. Un estudio realizado por
Eshwarappa et al., 2011 buscé determinar la distribucion de cepas bacterianas
patdogenas dentro de un hospital en la India, y encontr6 que de 510 casos

diagnosticados con ITU el 66.9% fue causado por E. coli.

Ghenghesh et al.,, 2009 determind los organismos causantes de ITU en
pacientes con diabetes mellitus en Libia, concluyendo que de 77 (57%)

pacientes donde se logré identificar al uropatdgeno, en 18 casos (13%) el




principal agente etiologico fue E. coli e incluso fue el principal agente etioldgico

en pacientes sin Diabetes mellitus con 29 (18%) de 110 casos (67%).

Otro estudio realizado en la universidad de ciencias médicas de Tabriz en Iran,
encontr6 que E. coli se presentd en el 74.6% de los casos positivos de

urocultivos de pacientes diagnosticados con ITU (Farajnia et al., 2009).

1.3 Formas de transmisidn en las Infecciones de Tracto Urinario

E. coli normalmente coloniza el tracto gastrointestinal, por lo que se presume
gue una ITU es el resultado del movimiento de esta bacteria del intestino hacia
el tracto urinario (Manger et al., 2008).

Otra forma de transmision puede deberse a una persona que ya se encuentra
infectada. Dado que grandes cantidades de bacterias pueden crecer en la orina,
es probable que las manos se contaminen durante la miccién, las cuales pueden
transferir directamente la bacteria a la pareja o a otra persona durante alguna
actividad intima o indirectamente transmitirla via comida o agua (Foxman B.,
2010).

El intestino de animales es considerado un reservorio de UPEC. De hecho,
cepas de UPEC aisladas de perros, gatos y humanos estan muy relacionadas
filogenéticamente. Ademas, estas cepas pueden cruzar las barreras entre
especies y colonizar exitosamente tanto humanos como a los animales de
comparfiia, como lo son los perros y gatos. Por lo que estos animales deben ser
considerados reservorios potenciales para la transmision de UPEC a humanos
(Bélanger et al., 2011).

La forma de transmisién mas comun de las ITU nosocomiales son atribuibles a
sonda urinaria, ademas de que la manipulacién urogenital durante cirugias o

cuidados médicos incrementando el riesgo de transmision (Foxman B., 2010).




2. Escherichia coli

Escherichia coli es uno de los microorganismos mejor y mas profundamente
estudiados. Esta bacteria es una especie ampliamente distribuida en el ambiente
y en el intestino de mamiferos; sin embargo, existen tipos patdgenos para el
hombre como son: E. coli enteropatdégena (EPEC), enterohemorragica (EHEC),
enteroinvasiva (EIEC), enterotoxigénica (ETEC) y enteroagregativa (EAEC),
todos ellos involucrados en cuadros diarreicos importantes (Welch et al., 2002).
Las E. coli patdgenas extraintestinales (EXPEC) son otro grupo variado de
patdégenos que estan involucrados en el desarrollo de meningitis neonatal,
sepsis y de infecciones del tracto urinario (Najar et al., 2009; Foxman B., 2010 &
Krieger et al., 2011).

2.1 Caracteristicas morfolégicas y bioquimicas de Escherichia coli

Uropatégena

Escherichia coli es un bacilo gramnegativo que mide de 1 a 3 um por 0.5 um,
movil por poseer flagelos peritricos, aunque existen variantes inmaoviles no
flageladas, no forma esporas, y generalmente no presenta capsula. En cultivos
jovenes la forma cocobacilar es bastante frecuente y en los cultivos viejos se

presenta la forma bacilar (Murray P et al., 2006).

Este microorganismo crece bien en los medios de cultivo comunes de laboratorio.
Forma colonias lisas, circulares, convexas con bordes bien definidos, algunas
cepas producen hemolisis en Agar Sangre. Por lo general ocasiona reacciones
positivas para indol, lisina descarboxilasa y fermentacion del manitol, y produce
gas a partir de la glucosa (Brooks G.F. et. al.,, 2008). La tabla 2 resume las
reacciones bioquimicas mas importantes de E. coli que son utilizadas para la

diferenciacion e identificacion de la especie.




Tabla 2. Patron bioguimico de Escherichia coli.
(Tomado y modificado de Garza R., 2005.)

E. coli + + + - + + - + - + _

Clave: Glu = fermentacion de glucosa; Lac = fermentacion de lactosa; Gas = H, + CO,; Sul =
produccion de acido sulfhidrico; Ind = indol; Mov = movilidad; Cit = utilizacién de citrato; Sac =

fermentacion de sacarosa; Ure = ureasa; Man = fermentacion de Manitol; V-P = Voges Prokauer

2.2 Factores de Virulencia de Escherichia coli Uropatégena

La tabla 3 presenta un conjunto de genes de E. coli que han sido potencialmente
implicados en Escherichia coli Uropatégena (UPEC) para establecer una
infeccidn de tracto urinario. Es importante recalcar que incluso entre distintas
cepas de UPEC existen diferencias en el repertorio y niveles de expresion de los
factores de virulencia, estas diferencias pueden afectar el crecimiento bacteriano

y la persistencia del microorganismo en el tracto urinario (Wiles et al., 2008).

Tabla 3. Principales factores de virulencia relacionados con Escherichia coli

Uropatdégena

fyuA

yersiniabactina)

(receptor a

iroN (receptor a salmoquelina)

iroB y/o iroE (salmoquelina)
ybtS, ybtE, ybtT y/o ybtU,
(yersiniabactina)

fim (pili tipo 1)

fimC (chaperona)

papG (pili tipo P)
papD (chaperona)

Receptor de membrana externa para
yersiniabactina

Receptor de membrana externa a
salmoquelina

Sider6foro Salmoquelina

Sideroéforo Yersiniabactina

Adherencia a células uroepiteliales e
invasién mediada por FimH

Chaperona para ensamble de pili tipo 1
Adherencia a células uroepiteliales

Chaperona para ensamble de pili tipo P

Feldmann et al., 2007

Feldmann et al., 2007

Wiles et al., 2008
Wiles et al., 2008

Wiles et al., 2008

Marrs et al., 2005

Wiles et al-. 2008
Vitagliano et al., 2007




Tabla 3. (Continuacion) Principales factores de virulencia relacionados con

Escherichia coli Uropatogénica

sfa (familia de fimbria S) Factores de adherencia Marrs et al., 2005

foc (familia de fimbria F1C) Factores de adherencia Wiles et al., 2007

cnfl (Factor citotoxico | Causa deformaciones y dafio en | Marrs et al., 2005

necrozante tipo 1) citoquinesis de células eucariontes

hly (a-hemosilina) Lisis de células rojas sanguineas Marrs et al., 2005

sat (Sat) Toxina autotransportadora, serin- | Marrs et al., 2005
proteasa.

2.2.1 Sistemas de obtencién de Hierro:

Para el crecimiento, las bacterias requieren una concentracion citoplasmatica de
hierro de aproximadamente 10° M. Consecuentemente, bacterias patégenas
incluyendo las Escherichia coli Patégenas Extraintestinales (EXPEC, por sus
siglas en inglés) y mas especificamente UPEC han desarrollado mudltiples
estrategias para tomar el hierro del hospedero. Estas incluyen la expresion de
sistemas de adquisicion de hierro que utilizan sideréforos (moléculas de bajo
peso molecular que presentan una alta afinidad por el i6n hierro 1ll, Fe®") que
toman el hierro del ambiente y subsecuentemente lo concentran en el citosol de
la bacteria (Wiles et al., 2008). Dos de estos sistemas son: el sistema del
sideréforo yersiniabactina con el receptor de membrana externa FyuA
(codificado por el gen fyuA) y el sistema de salmoquelina, el cual es
caracterizado por el receptor catecolato IroN (codificado por el gen iroN).
(Feldmann et al., 2007).

Un estudio realizado en el 2007 por Feldmann y colaboradores demostré que el
receptor IroN esta involucrado en la invasion in vitro de células uroteliales por

Escherichia coli, sugiriendo asi su posible participacion en la infeccion in vivo.




Henderson y col. en 2009 compararon la producciéon de sideroforos entre cepas
de E. coli aisladas de la orina y las cepas aisladas del intestino de pacientes con
una ITU recurrente, encontrando que mientras que todas las cepas producen
enterobactina, las cepas aisladas de orina producen en mayor proporciéon los

sideroforos yersiniabactina y salmoquelina.

2.2.2 Sistemas de Adhesién:

La colonizacién de las vias urinarias por UPEC depende de su capacidad de
unirse a las células y tejidos del huésped. La adherencia también estimula la
entrada de la bacteria en las células del hospedero, un proceso que parece
promover la supervivencia de las UPEC en el tracto urinario (Bower et al., 2005).

Los factores de adherencia primaria codificados por las UPEC, y muchos otros
microorganismos, son organelos adhesivos, filamentosos, supramoleculares
conocidos como pilis o fimbrias. Los mas comunmente producidos por UPEC
son el pili tipo 1, el tipo P, tipo S y F1C, codificados por los operones fim, pap,

sfa y foc, respectivamente (Wiles et al., 2008).

El Pili tipo 1 y el tipo S son los organelos mas estudiados, los cuales son

codificados por muchas de las cepas de UPEC.

El pili P de las UPEC se ensambla mediante una via altamente conservada
conocida como “chaperone-usher pathway” (Verger et al., 2006 & Vitagliano et
al., 2007) el cual involucra una gran cantidad de componentes proteinicos del
grupo de genes pap. Uno de estos componentes es la proteina PapD, la cual es
una chaperona requerida para ensamblar el pili puesto que cataliza el
plegamiento de las subunidades que son incorporadas al organelo, y también
transporta las subunidades a lo largo del espacio periplasmico (Bann et al.,
2004; Hedenstrom et al., 2005 & Vitagliano et al., 2007).De hecho, en ausencia

de PapD estas subunidades son degradadas (Bann et al., 2004).




La expresion del pili P esta frecuentemente asociada con las cepas de UPEC
aisladas de pacientes con pielonefritis (Wiles et al., 2008), con la presencia de
bacteriuria y una respuesta inmune activa en modelos animales y en el tracto

urinario humano (Klemm et al., 2006).

Una adhesina especifica llamada PapG, que esta localizada en el extremo distal
del pili P y media la adhesién de la bacteria a las células del hospedero (Klemm
et al., 2006; Wiles et al., 200; Marrs et al., 2005 & Rasko et al., 2001).

El grupo de genes fim codifican para las proteinas responsables de la
produccién del pili tipo 1, la proteina Fim C presenta una actividad similar a
PapD (codificada por fimC). Aunque los genes fim no se encuentran expresados
de una manera significativamente alta en las UPEC (en comparacion con las
cepas intestinales), diversas investigaciones han demostrado el importante rol
que el pili tipo 1 lleva a cabo en la colonizacion inicial en la vejiga (Rasko et al.,
2001; Welch et al., 2002; Klemm et al., 2006; Marrs et al., 2005 & Wiles et al.,
2008)

Otra estructura de importancia en la adherencia es la fimbria S de E. coli, la cual
se une a los sialilgalactosidos y estd implicada en las Infecciones de tracto
urinario in vivo en ratas (Marrs et al., 2005). De hecho, cepas de E. coli aisladas
de pacientes con una ITU son por lo menos 2 veces mas propensos a portar

genes de fimbria S que las cepas de origen intestinal (Wiles et al., 2008).

2.2.3 Toxinas secretadas:

Las toxinas son factores de virulencia importantes en una gran variedad de
enfermedades causadas por E. coli. La produccion de toxinas por E. coli
Uropatégena, puede causar una respuesta inflamatoria, responsable de los

sintomas de las Infecciones del Tracto Urinario (Marrs et al., 2005).




Algunas toxinas son secretadas por el sistema de secrecion tipo V y son
conocidas como autotransportadoras. La toxina Sat (toxina secretada
autotransportadora) es una toxina que se ha demostrado que induce un dafio
severo al riidn en modelos ratones con ITU, causando la disolucion de la
membrana glomerular, pérdida de las células epiteliales tubulares y la

vacuolizacién del tejido renal (Wiles et al., 2008 & Guyer et al., 2002).

La Hemolisina o (Hlya) y el Factor Citotoxico Necrozante 1 (CNF1) se

encuentran asociadas a vesiculas de membrana externa.

CNF1 es una proteina de 115 kDa con una actividad in vivo altamente letal y
necrotéxica, lo cual se atribuye a su habilidad para activar constitutivamente la
familia de Rho GTPasas: Rho A, Rac y/o Cdc42 (Wiles et al., 2008). La
activacion de estas GTPasas afecta diversas funciones de la célula eucarionte,
como es la induccién de la formacién de una membrana rugosa, la formacion de
fibras de estrés de actina, el bloqueo en la citoquinesis y la modulacion de vias

de sefalizacion inflamatorias (Kouokam et al., 2006).

Las hemolisinas contribuyen al dafio tisular a través de efectos citoliticos a
células como eritrocitos, leucitos y plaquetas, ademas de promover la invasiéon
bacteriana y la persistencia del microorganismo en el tracto urinario del
hospedero. Provee al microorganismo de fuentes de hierro y actia sobre
células fagociticas causando su lisis favoreciendo de esta manera la evasion de

la respuesta inmune (Guidoni et al., 2006).

Diversos estudios fundamentan la participacion de las toxinas como importantes
factores de virulencia en pacientes con ITU, determinando la presencia y/o
expresion del gen, asi como la actividad del producto del mismo e incluso han

observado la produccion simultanea de 2 o mas de estas toxinas.




Maroncle et al., 2006 encontré que la toxina Sat se expresaba con mucho mayor
frecuencia en cepas de E. coli asociadas a pacientes con pielonefritis aguda

(68% de las cepas) en comparacion con el 14% en las cepas de origen intestinal.

El estudio realizado por Idress y colaboradores en 2010 demuestra que los
genes sat y hly tuvieron la misma frecuencia de presencia del gen, con el

59.52% en los casos de pielonefritis y de 28.81% en los casos de cistitis.

En 2006 Guidoni y col. reportaron que el 57% de las E. coli aisladas de muestras
de pacientes con pielonefritis y el 55% de los aislados de cistitis, presentaron
actividad de o hemolisina, ademas de que el 18% de las cepas producian CNF1

en ambos casos.

El estudio realizado por Mitsumori y colaboradores en 1999 arroj6o que el 69% de
las cepas de E. coli aisladas de pacientes con prostatitis aguda presentaron

genes de hly y el 64% de los mismos el gen de cnfl.

Un estudio similar realizado por Krieger et al., 2011 observé la prevalencia de
distintos genes de virulencia en cepas de E. coli aisladas de pacientes con
prostatitis aguda, encontrando que el 72.2% de los aislados presentaron el gen
hly y el 61.1% el gen de cnfl.

2.3 Patogénesis.

La patogénesis de una ITU causada por las UPEC no esta completamente
dilucidada, pero probablemente involucra la expresion de una serie de factores
de virulencia que facilitan la colonizacion y evasion de la respuesta inmune. En
la figura 2, se muestra una visién general de muchos de los eventos clave que

tienen lugar durante el transcurso de una infeccion de la vejiga.
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Figura 2. Interaccion entre la UPEC invasora y el huésped durante una infeccién del tracto

urinario. (Tomado de Wiles et al., 2008)

Las UPEC ademas de expresar los factores de adherencia como son el pili tipo 1,
S, P y F1C (1, estructuras en verde) secretan toxinas y otros factores de
virulencia (2) ya sea solas o con asociacion a vesiculas de membrana externa
(Wiles et al., 2008).

Sider6foros como salmoquelina y vyersiniabactina (3, estructuras en azul)
liberadas por UPEC toman el hierro libre del hospedero (Feldmann et al., 2007)
en competencia con moléculas quelantes de hierro del hospedero (discos
blancos) (Wiles et al., 2008).

El pili tipo 1 media la union bacteriana a las células epiteliales de la vejiga y

también facilita la invasion intracelular de la bacteria (4) (Dielubanza et al., 2011).

Las células epiteliales superficiales, las cuales son binucleadas y tienen formas
hexagonales o pentagonales muy caracteristicas, forman el lumen de la vejiga y
son los blancos primarios de la invasion por UPEC (Wiles et al., 2008). Las
UPEC pueden multiplicarse rapidamente dentro de las células superficiales,
formando grandes comunidades rodeadas por biopeliculas (Foxman B., 2010).




El desprendimiento de las células superficiales infectadas de la vejiga facilitan la
eliminacion de las bacterias intracelulares, pero deja mas susceptibles a

infeccion a las células inmaduras subyacentes (5) (Svanborg et al., 2006)

La liberacion o eflujo de las bacterias a partir de las células infectadas del
hospedero promueve la diseminacion y persistencia de las UPEC dentro del

tracto urinario (6) (Svanborg et al., 2006).

3. Métodos de Caracterizacion

Existen diversos métodos de caracterizacion que se pueden aplicar para la
deteccion e identificacion de bacterias patdgenas. Estos métodos se dividen
principalmente en métodos convencionales y métodos moleculares, se hara una
breve descripcibn de los mismos y la aplicacibn correspondiente para

caracterizar a E. coli:

3.1 Métodos de Caracterizacion Convencionales:

Los métodos convencionales se basan principalmente en técnicas de cultivo, las
cuales utilizan medios enriquecidos, seguido por el aislamiento de colonias en

un medio selectivo e identificacion bioguimica. (Gugliandolo C. et al., 2011)

3.1.1 Urocultivo:

3.1.1.1 Recoleccién de muestras:

La recoleccion de las muestras que se analizan microbiologicamente en el
laboratorio, ésta se puede lograr mediante varios métodos, entre los que
destacan la miccion media, el cateterismo, la puncidbn suprapubica, la
habilitacion de los catéteres permanentes y el empleo de colectores pediatricos
(Garza R., 2005).




Sin embargo, es el método de la miccidbn media el que se utiliza regularmente,
debido a que no representa mayores problemas para el paciente, cuando éste
es aleccionado convenientemente. Cabe subrayar que la confiabilidad de este
meétodo depende de que el enfermo realice de manera adecuada la limpieza de
las zonas cercanas a la uretra, a fin de que se elimine a la mayor parte de los
microorganismos que conforman la flora habitual de la region, de incorporarse a
la muestra, imposibilitara la lectura e interpretacién de los resultados (American
Academy of Pediatrics, 2011).

Por este motivo, se deberan emplear agua jabonosa, esponjas y agua estériles,
enjuagando lo suficiente para que no queden trazas de jabdén que puedan

impedir el desarrollo de los probables agentes etioldgicos.

Una vez efectuada la limpieza, se descarta en el inodoro la primera parte de la
miccidn y, sin que ésta se suspenda, se recogen los 20 a 30 mL siguientes en el

depdsito correspondiente (Subcommittee on Urinary Tract Infection, 2011).

Por su parte, la técnica de cateterismo era la mas utlizada hace algunas
décadas, empero, se demostré que con cierta frecuencia actuaba como vehiculo
para gue los microorganismos (presentes en la sonda o en la porcion externa de
la uretra) alcanzaran vejiga, uréteres y rifion, agravando la condicion de los
enfermos. Por tales razones se sustituyd por el método de miccion media,
limitandose su empleo a los pacientes que presentan disuria o se encuentran en

el periodo de menstruacién (Finnell et al., 2011).

Por lo que respecta a la puncién con aspiracion suprapubica, ésta presenta los
inconvenientes de resultar dolorosa para el enfermo y de que soélo los
especialistas pueden llevarla a cabo. Sin embargo, representa el mejor recurso
cuando el paciente se encuentra en estado de coma o cuando los resultados

obtenidos con otras técnicas sean confusos, ya que la muestra se obtiene




directamente de la vejiga, y bajo estas condiciones, no se contamina con
microorganismos provenientes de otros sitios, siempre y cuando la asepsia

previa en la region de la puncion se haya realizado cuidadosamente.

En relacion con el cateterismo permanente, es importante establecer que la
mejor eleccion radica en cambiar la sonda para recolectar la muestra; no
obstante, cuando se decida emplear el mismo catéter, la orina no debe
recogerse de la bolsa colectora ni de la punta de aquél, sino de su parte media,
con una jeringa estéril cuya aguja se introduzca con direccion a la uretra (Garza
R., 2005).

Finalmente, la utilizacion de bolsas colectoras pediatricas es adecuada en los
nifos en quienes, debido a su corta edad, no se puede emplear el método de la
miccion media; dichos colectores se fijan a los genitales sin resultar incomodos,
dado que el material con el que se confeccionan es blando y plegable
(Subcommittee on Urinary Tract Infection, 2011).

Una vez obtenidos los especimenes, existen 2 técnicas principales mediante las
cuales el laboratorio lleva a cabo el andlisis correspondiente seleccionando, de
acuerdo con sus recursos Yy filosofia, la mas conveniente: Método del asa

calibrada y Método de las diluciones.

3.1.1.2 Analisis de las muestras: Método del asa calibrada

Las asas calibradas se distribuyen comercialmente presentando caracteristicas
especificas que las habilitan para recoger, si s6lo se introduce a la muestra la
parte circular, un volumen conocido de orina. Por ello, con descargar su
contenido en la superficie del medio seleccionado (trazando una estria recta a la
mitad de la placa) y distribuir la descarga en toda la superficie del medio, con
otra asa previamente esterilizada, se habra finalizado la etapa referente a la

siembra.




Como en todo analisis microbioldgico, la eleccion de los medios es sumamente
importante. En este sentido, no deben faltar una gelosa sangre u otro medio en
el que pueda desarrollar el agente etiolégico y algunos otros medios con
caracteristicas diferenciales y/o selectivas, que permitan el desarrollo del o los
patdgenos, inhibiendo a los contaminantes. En este rubro, los mas utilizados son
el agar sal manitol (para estafilococos) y el agar Mac Conkey o algun
equivalente (para enterobacterias y P. aeruginosa), aunque es oportuno
incorporar una cuarta placa con Brolacin, dado que en éste pueden desarrollar
los estafilococos, E. faecalis, las enterobacterias y P. aeuroginosa, pudiéndose
diferenciar las colonias fermentadoras y no fermentadoras de lactosa e

inhibiéndose el swarming de Proteus (Garza R., 2005).

A continuacién, previa incubacién de las placas a 35°C, en atmdsfera normal de
aerobiosis y durante 24 a 48 horas, se procede a analizar las caracteristicas
macroscoépicas obtenidas del cultivo puro.

Como las asas comerciales mas utilizadas son las que recogen un volumen de
0.001 mL de orina, el nimero de colonias de cada caja debera multiplicarse por
1000, para conocer la cantidad de microorganismo (o unidades formadoras de

colonias, UFC) que la muestra contiene por mililitro.

Adicionalmente, las colonias que por su considerable cantidad resulten
sospechosas de integrarse por participantes de la afeccion del paciente, deben
de someterse a pruebas de identificacién. En este punto, es importante recordar:
1) que la muestra puede contener algunos contaminantes, y 2) que los medios
selectivos soOlo permiten el desarrollo de ciertos microorganismos (Garza R.,
2005).




Otra de las partes fundamentales de un analisis microbioldgico, consiste en la
interpretacion que se debe hacer de los resultados obtenidos. En este caso, 2
parametros se contemplan de manera conjunta.

e Laidentidad del microrganismo obtenido.

e Los denominados criterios de Kass, en atencion al investigador que

estudio las cifras con significado diagndstico en un urocultivo cuantitativo.

En el primer punto, es importante tomar en cuenta los agentes etiol6gicos mas
frecuentes, que como se vio anteriormente, son bacterias tales como E. coli, K.
pneumoniae, E. faecalis, algunos estafilococos entre otros, aunque sin olvidar
gue éstas pueden presentarse como contaminantes de la muestra. Ello viene a
colacién porque, con regularidad, se presentan casos en los que no llegan a
alcanzar las cifras reconocidas como significativas, segun Kass, pero la historia
clinica, la sintomatologia o la avanzada edad del paciente, entre algunos otros
factores previamente discutidos, apuntan hacia la firme posibilidad de una

patologia urinaria.

En cuanto a los criterios de Kass, éstos establecen lo siguiente:

Tabla 4. Criterios de Kass (tomados de Garza R., 2005)

100,000 o mas Infeccién activa
Alrededor de 10,000 Dudosa*
1,000 6 menos Contaminacioén de la muestra

*Debe analizarse otra muestra del paciente

De acuerdo con lo mencionado anteriormente, lo éptimo consiste en manejar,
conjuntamente las cifras obtenidas y el tipo de microorganismo encontrado. No

obstante, adicionalmente debe considerarse que:




e Los falsos negativos pueden obtenerse cuando: 1) el paciente se
encuentra bajo tratamiento antimicrobiano poco antes o durante la
recoleccion de la muestra; 2) el causante del cuadro es incapaz de
desarrollar en los medios utilizados o bajo las condiciones de incubacion
gue se seleccionaron; 3) la muestra analizada no fue la primera de la
mafana; 4) el depdsito en el que se recoge el espécimen contiene restos
de detergente o desinfectante; 5) el enfermo se encontraba recibiendo
liquidos intravenosos; 6) la calidad y/o la preparacion de los medios no es
la adecuada; 7) el asa “calibrada” recogia volumenes menores a los
esperados; 8) la muestra no se homogeneiz6 antes de introducir el asa; 9)
la alicuota descargada en la superficie del medio no se distribuyé

adecuadamente.

e Los falsos positivos suelen ocurrir cuando; 1) el paciente no efectia la
limpieza previa en forma adecuada; 2) el espécimen se siembra después
de haber permanecido 1 hora o mas a temperatura ambiente; 3) el
depdsito en el que se recoge la muestra se encuentra contaminado; 4) el
asa “calibrada” recoge mayores cantidades que las esperadas; 5) el
paciente suspendio la miccion para recolectar la parte media; 6) el catéter

se encontraba contaminado.

e La metodologia seleccionada debe incluir, a fin de que se complemente la
informacion, analisis microscopicos (en fresco) del sedimento, para
detectar la probable presencia de eritrocitos, leucocitos, cristales, cilindros

o Trichomonas vaginalis.

3.1.1.3 Analisis de las muestras: Método de las diluciones

Este se considera mas confiable que el del asa calibrada, si bien requiere de

mas material, reactivos, manipulaciones y tiempo. Esto origina que su uso




resulte limitado o nulo en la mayor parte de los laboratorios clinicos (Garza R.,
2005).

Se realiza preparando diluciones 1:10, 1:100, 1:1000 a partir de la muestra,
empleandose Solucion Salina Isotonica (SSI) estéril como diluyente v,
posteriormente, se colocan 1 mL de la ultima dilucibn en 3 cajas de Petri
estériles, a las que después se les vierten 20 mL de los medios seleccionados,
entre los que destacan el manitol sal agar, agar MacConkey y Brolacin,
respectivamente, cuando éstos se han esterilizado y se encuentran a una

temperatura de 45 a 50°C.

A continuacién, los contenidos de las cajas se mezclan, de manera de que la
alicuota se distribuya uniformemente; finalmente, se permite que los medios

solidifiquen y las placas se incuban a 35°C en aerobiosis, durante 24 a 48 h.

El procedimiento restante es similar al descrito para el método de asa calibrada,
incluyendo lo referente a la interpretacion de resultados, a cuyas
consideraciones se debe sumar la posibilidad de falsos negativos cuando los
medios se vierten a temperaturas mayores a las sefialadas, y la de los falsos
positivos cuando las diluciones se preparan con una misma pipeta o0 sin

condiciones asépticas (Garza R., 2005).

Es bien sabido que el crecimiento exitoso de una bacteria depende en gran
medida de su distribucion en el medio ambiente y en el estado de crecimiento de
las bacterias en el momento de muestreo, ya sea que se encuentre activa o
inactiva. Los métodos moleculares pueden ser usados para complementar o
reemplazar las técnicas de cultivo, y prescindir de algunos de sus sesgos Yy

limitaciones. (Gugliandolo C. et al., 2011)




3.2 Métodos de Caracterizacion Moleculares

La caracterizacion genotipica de las bacterias patdégenas ha llegado ser un
importante objetivo en las investigaciones epidemioldégicas de agentes
infecciosos. Los métodos de caracterizacion moleculares se usan para
determinar la relacion entre los microorganismos asociados a una enfermedad
mediante el rastreo de sus fuentes de infeccidon, estableciendo su origen
geografico y distribucion, identificando la ruta y los factores genéticos
responsables para patrones especificos de transmision y detectando los genes

responsables de su virulencia y resistencia a antibiéticos (Karama et al., 2010).

Los métodos de caracterizacion moleculares se dividen en 3 categorias
principales: Aquellos métodos basados en la secuenciacion del genoma
bacteriano; aguellos basados en la amplificacion de genes especificos por medio
de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR); y los que se basan en el
analisis de restriccién del ADN bacteriano (Foley et al., 2009).

3.2.1 Métodos basados en la secuenciacion del ADN bacteriano

Estos métodos se basan en la identificacion de secuencias polimorficas en un
loci especifico del genoma bacteriano. Puesto que el ADN de las bacterias esta
sujeto a la variabilidad en su secuencia debido a mutaciones o recombinaciones,
la variabilidad en las secuencias dentro de genes particulares puede ser usado
en esquemas de tipificacion molecular para determinar la relacion existente entre

las bacterias (Foley et al., 2009).

Los genes requeridos para las funciones basicas celulares, también conocidos
como “genes housekeeping”, son secuenciados mas a menudo puesto que se
encuentran presentes en todas las clonas dentro de las especies y no estan
sujetos a una presion selectiva intensa que pueden conducir a cambios

relativamente rapidos en su secuencia (Karama et al., 2010)




3.2.2 Métodos basados en la amplificacién por PCR

El conjunto de genes presentes dentro de una cepa particular es muy probable
que varie y estas diferencias pueden ser usadas para distinguir entre cepas. En
este tipo de meétodos, multiples genes, como aquellos asociados a utilizacion de
nutrientes, virulencia y resistencia a antibioticos, son analizados mediante la
amplificacion del ADN por ensayo de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) para detectar la presencia o ausencia de los factores genéticos (Foley et
al., 2009).

3.2.3 Métodos basados en el analisis de restriccién del ADN bacteriano

Estos métodos se caracterizan en el uso de enzimas de restriccion, ya sea que
tengan un sitio de corte frecuente o poco frecuente, para generar fragmentos del
ADN bacteriano y posteriormente separarlos mediante una electroforesis en gel
y obtener patrones de bandeo que pueden ser comparados para distinguir entre

cepas de una misma especie bacteriana (Foley et al., 2009.)

En la tabla 5 se muestran los principales métodos de caracterizacion
moleculares. De estos métodos, el que nos interesa en particular es la
Electroforesis en Gel de Campos Pulsados (PFGE, por sus siglas en inglés) del

cual hablaremos mas adelante.




Tabla 5. Principales métodos de caracterizacidon moleculares

Métodos basados Multilocus sequence typing (MLST) 1,2,3,56
en Secuenciacion Single nucleotide polymorphism (SNP) analysis 1,5,6
Amplification profiling 4,6
i Amplified fragment length polymorphisms (AFLP) 5,6
Métodos basados | o 046m amplified polymorphic DNA PCR (RAPD-PCR) 5,6
en Amplificacion I
por PCR Repetitive element PCR (Rep-PCR) 4,6
Variable number of tandem repeat (VNTR) analysis 1,6
multiple locus VNTR analysis (MLVA) 1,56
. Plasmid analysis 5,6
Métodos ba_saq'os Restriction fragment length polymorphism (RFLP) analysis 5,6
en la Restriccion RibotVDi
del ADN _ Ibotyping 5,6
Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) 1,2,3,56

Clave: 1. Baker et al., 2010; 2. Tartof et al., 2005; 3. Lau et al., 2008; 4. Gugliandolo et al., 2011;
5. Karama et al., 2010; 6. Foley et al., 2009

4. Electroforesis en Gel de Campos Pulsados (PFGE)

La Electroforesis en Gel de Campos Pulsados (6 Pulsed-Field Gel Electroforesis,
PFGE) es una técnica molecular en la cual el genoma bacteriano es digerido con
una enzima de sitio de corte poco frecuente, para generar fragmentos de ADN
de gran tamafio (aproximadamente de 20 a 1000 kb) que pueden ser separados
usando técnicas especializadas de electroforesis. (Foley et al., 2009; & Karama
et al., 2010)

Diferencias en los perfiles de restriccion son usados para llevar a cabo
comparaciones genéticas entre las cepas de una bacteria. Actualmente, PFGE
es considerado como el “estandar de oro” de los métodos de caracterizacion
moleculares para patdgenos bacterianos, tales como Salmonella, E. coli,
Campylobacter, Listeria, Yersinia y Vibrio (Foley et al., 2009). Es utilizado por el
programa PulseNet para identificar brotes generalizados de enfermedades
bacterianas debidas a alimentos contaminados (Baker et al., 2010).




En general, el proceso involucra la inmovilizacion de la bacteria, mediante la
mezcla de una suspension de células bacterianas con una densidad Optica
conocida, embebidas en agarosa derretida antes de la lisis celular. Esta
incorporacion de las células en la matriz de agarosa protege el ADN
cromosomico de la ruptura mecénica que puede ocurrir con la manipulacion de
ADN libre. Las células inmovilizadas se lisan con detergentes (sarcosina) y
enzimas (proteinasa K), y el ADN liberado se inmoviliza en los bloques de
agarosa (Foley et al., 2009).

Los blogues de agarosa son posteriormente lavados con agua y buffer TE
(Trizma base-EDTA) para remover restos celulares, y el ADN purificado es
digerido con una enzima de restriccion con sitio de corte poco frecuente. Las
enzimas mas comunmente utilizadas se encuentran en la tabla 6. Los bloques
de agarosa son colocados en un gel de agarosa y sujetos a electroforesis (Foley
et al., 2009). Durante la electroforesis, la polaridad de la corriente es cambiada a
intervalos regulares, permitiendo la separacion de 10-20 fragmentos de ADN,
con un rango de 20 a 800 kb. Los fragmentos de ADN son visualizados tifiendo
los geles con un colorante fluorescente, como bromuro de etidio, u otros
colorantes para acidos nucléicos, y las imagenes del gel de PFGE son
capturados en un sistema de imagen adecuado y guardado como un archivo
TIFF (Tagged Image File Format) el cual puede ser analizado posteriormente
usando un software adecuado el cual calcula coeficientes de similitud, analisis

de clusteres, y genera arboles genéticos o dendogramas (Karama et al., 2010).




Tabla 6. Protocolos de tipificacion con PFGE para algunas bacterias. (Tomado
de Foley et al., 2009)

Salmonella enterica | Xbal, BInl, y/o Spel 2.2 63.8 19-20
Escherichia coli Xbal, BlInl, y/o Spel 2.2 54.2 18-19
Shigella spp. Xbal, BInl, y/o Spel 2.2 54.2 18-19
Yersinia spp. Ascl 1.79 18.66 20-22
Campylobacter spp. Smal 6.76 35.38 18

El ADN de Salmonella entérica serovar Branderup, digerida con Xbal, es usada
como el estandar universal de peso molecular para normalizar los patrones de
bandas del PFGE en una base de datos de patdégenos bacterianos, tales como

Salmonella y E. coli. (Foley et al., 2009)

Se han desarrollado diversos criterios para ayudar a determinar la relacion
genética entre cepas bacterianas por PFGE. De acuerdo con Tenover et al.,
1995, cepas bacterianas que difieren por un solo evento genético (ya sea
delecién o insercion), reflejado por 2-3 bandas diferentes, son definidas como
“estrechamente relacionadas”. Cepas con 2 diferencias genéticas (4-6 bandas
diferentes) son “posiblemente relacionadas”, mientras que aquellas con =3
diferencias genéticas (=7 bandas diferentes) comparadas con la “cepa original”

son consideradas como “diferentes o no relacionadas”.

La reproducibilidad del método de PFGE para una bacteria especifica, la calidad
del gel de PFGE (bandas nitidas y libres de artefactos causados por digestiones
parciales), la variabilidad del organismo a tipificar, y la prevalencia del patrén en
las diferentes cepas analizadas debe ser considerado en la interpretacion de los
resultados (Tartof et al., 2005).




El poder discriminatorio y reproducibilidad del PFGE lo ha convertido en un
método ampliamente aplicable para la comparacion de la mayoria de las
especies bacterianas (Karama et al., 2010). La inmovilizacion in situ del ADN
bacteriano evita el dafio mecanico, y los perfiles genéticos son generados en
base al genoma completo. Ademas, los protocolos estandarizados de PFGE
pueden ser usados para alcanzar una alta reproducibilidad interlaboratorio, lo
cual puede ser util en el desarrollo, mantenimiento y el intercambio entre bases
de datos nacionales e internacionales, tales como PulseNet-USA y PulseNet-
Europa (Foley et al., 2009).

Por estas razones, PFGE es reconocido como uno de los métodos mas
comunes y de mejor opcién para generar datos en el seguimiento y vigilancia de

infecciones bacterianas o en un brote particular (Karama et al., 2010).

Este método se ha usado ampliamente alrededor del mundo en el seguimiento e
investigacion de brotes causados por E. coli 0157:H7, delimitacién de las vias
de transmision y rastreo de las fuentes de brotes de restaurantes, agua
contaminada, animales, otros humanos y/o equipos (Foley et al., 2009). Levert et
al., 2010 determind la heterogeneidad genética de 226 cepas de Escherichia coli
aisladas de 19 pacientes con diversas infecciones extraintestinales, observando
gue 11 pacientes se encontraban infectados por 12 clonas de E. coli,
representadas por 104 cepas analizadas mediante los patrones generados por
PFGE. Mora y colaboradores en 2009 realizaron una caracterizacion genética
comparativa de cepas de Escherichia coli Patégena Aviar (APEC), E. coli
causante de Meningitis neonatal (NMEC), E. coli Uropatogena (UPEC) y E. coli
septicémica pertenecientes al serotipo patdégeno O1:K1:H7/NM, obtenidas de 4
paises, para caracterizar sus genes de virulencia, grupos filogenéticos, tipos de
MLST vy perfiles de restriccion de PFGE para entender mejor las similitudes o
diferencias que pueden presentar estos patotipos de E. coli. En 2006 Ejnaes
realizd un estudio con 156 mujeres con una infeccion del tracto urinario (ITU) de

vias urinarias bajas adquirida en la comunidad para determinar mediante el uso




de PFGE si la infeccion con E. coli durante el seguimiento de la enfermedad se
debia a una recaida o persistencia de la cepa infectante principal o de una
reinfeccién con una cepa nueva de E. coli. Manges y col. en 2008 realizaron un
estudio en mujeres universitarias de Montreal, Canada, con ITU causada por E.
coli para comparar estos organismos con aquellos aislados de mujeres con ITU
en California, y asi, determinar la distribucion de los grupos clonales con ayuda

de métodos moleculares como MLST y PFGE.




Objetivo General

Determinar si hay relacion clonal entre cepas de Escherichia coli Uropatdgena
aisladas de pacientes masculinos y cepas aisladas de pacientes femeninos
diagnosticados con infeccion de vias urinarias, asi como identificar si comparten

entre ellas factores de virulencia.

Objetivos Particulares

e Obtener los perfiles de restriccion del cromosoma de las cepas UPEC
utilizando las endonucleasas Xbal y Notl y la técnica de electroforesis en
gel de campos pulsados.

e Obtener el genotipo de la cepa de acuerdo a su patron de restriccion por
Xbal y Notl

e Caracterizar los genes de virulencia de la UPEC utilizando un
macroarreglo y un protocolo de hibridacion con sondas especificas de
genes de virulencia caracteristicos de las Eschericia coli Uropatbgenas.

e Determinar la clonalidad o los grupos clonales de las cepas aisladas de
pacientes masculinos y pacientes femeninos con infeccion de tracto
urinario, con base en el andlisis de los perfiles del cromosoma y los

genes de virulencia presentes en las cepas.

Hipotesis

Las cepas de Escherichia coli Uropatégena asociadas a diferentes patologias
del tracto urinario, presentaran diferente contenido en sus genes de virulencia y
en su patrén de PFGE pudiendo compartir bandas entre ellas cuando provienen

de pacientes con la misma patologia.




Metodologia

1. Cepas de Escherichia coli Uropatégena (UPEC)

Se recibieron 24 cepas de Escherichia coli Uropatégena (UPEC) previamente
aisladas e identificadas a partir de pacientes femeninas con Infeccion de Tracto
Urinario, por parte del Dr. Manjarrez del Departamento de Salud Publica de la

Unidad de Posgrado e Investigacion de la Facultad de Medicina, UNAM.

Las 20 cepas restantes fueron proporcionadas por el Dr. Rigoberto Hernandez
Castro del Hospital General Manuel Gea Gonzalez, dichas cepas también fueron
aisladas e identificadas previamente a partir de pacientes masculinos con

Infeccion de Tracto Urinario.

Se utilizaron 3 cepas UPEC de referencia (28E, 57E y CFT073) como controles
positivos para los factores de virulencia estudiados en este proyecto y también
se incluyeron en el andlisis realizado con la Electroforesis en Gel de Campos
Pulsados (PFGE).

En el laboratorio, todas las cepas fueron nuevamente sembradas, por la técnica
de agotamiento de asa en Agar Sangre (AS) y Agar MacConkey (MAC), para
comprobar la pureza de la cepa. A partir de colonia Unica del agar MAC, se
sembraron las pruebas bioquimicas para la identificacion de Escherichia coli (ver
Tabla 2. Patrén Bioquimico de Escherichia coli y Apéndice 2) corroborando el

género y especie de todas las cepas.

A 3 de los cultivos se les encontraron 2 colonias morfolégicamente distintas, las
cuales se aislaron, y realizaron las pruebas bioquimicas corroborando el género
y especie, por lo que se mantuvieron dentro del analisis de los factores de
virulencia para descartar posible contaminacién o comprobar que se trataba de

una variacion morfologica de la misma cepa.




Todas las cepas se guardaron en viales con gelosa especial a temperatura
ambiente y forman parte del ceparo del laboratorio de Referencia de Patdgenos
Entéricos de la Facultad de Medicina de la UNAM.

2. Serotipitifacidén de las cepas de Escherichia coli Uropatogena

La serotipificacion de las cepas fue realizada en el laboratorio de Referencia de

patégenos entéricos de la Facultad de Medicina de la UNAM.

3. Protocolo de Electroforesis en Gel de Campos Pulsados (PFGE) para
bacterias patdgenas.

3.1 Preparacion de los bloques de agarosa de PFGE a partir de cultivo en

agar

Dia 1
Se inocul6 una asada del cultivo de Escherichia coli en un tubo con 5 mL de
caldo Luria (previamente etiquetado), se incub6 de 14-18 h a 37°C con agitacion
de 150 rpm.

Dia 2

1. Se prendi6 el baflo de agua estacionario a 55- 60°C y un
Espectrofotometro.

2. Se etiquetaron tubos Eppendorf de 1.5 mL con el nimero del cultivo de
E. coli.

3. Se centrifugd toda la muestra a 13000 rpm por 2 min en los tubos
eppendorf.

4. Se lavo y resuspendio con 500 pL de Buffer de Suspension Celular (CSB,

para su preparacion ver Apéndice ).




5. Se centrifugd nuevamente a 13000 rpm por 2 min y se resuspendié con
500 uL CSB.

6. Por ultimo, se centrifugd a 13000 rpm por 2 min y resuspendié en 200 pL
de CSB.

7. Se leyé la densidad optica (D.O.) a 620 nm. (Debe tener una D.O. de 5)
de la siguiente manera:

e Se colocé en una celda de plastico 1 mL de CSB y 5 uL del cultivo
del paso 6, se agito bien.

e Se colocé en uno de los pozos (de una placa para ELISA) 300 uL
de CSB como blanco, y en otro pozo 300 pL de la preparacion de
la celda de plastico.

e Se obtuvo el volumen necesario de CSB para diluir el cultivo del
paso 6 con la siguiente férmula:

vol.CSB = LecturaD.0.x 40 x 210 — 210

e Se afiadi6 el volumen (en puL) calculado de CSB al tubo eppendorf
(del paso 6) correspondiente.

8. Se ajusté nuevamente a una D.O. de 1.45, tomando 140 uL de la

suspension del paso 7 y 260 uL de CSB. (volumen final de 400 ulL)
3.2 Formacién de los bloques de agarosa

Se etiquetaron los pozos de los moldes de los bloques de agarosa de PFGE e

irradié con luz UV por 5 minutos.

1. Alos 400 uL de la suspension obtenida en el paso 7 del apartado 3.1, se
afiadieron 20 pL de proteinasa K (solucién stock 20mg/mL) a cada tubo y
se mezclo.

2. Se afadieron 400 uL de la solucién: 1% SeaKem Gold: 1% SDS
previamente preparada (ver Apéndice ), y mezclé suavemente con el

uso de la micropipeta.




3. Inmediatamente, se repartié la mezcla en los pozos de los moldes. (Se
pueden preparar 4 blogues de agarosa a partir de cada mezcla de
suspension de células y agarosa.)

4. Se dejo solidificar a temperatura ambientey posteriormente se meti6 en el

refrigerador (4°C) por 5 minutos.

3.2.1 Lisis delas células en los bloques de agarosa

1. Se etiquetaron tubos Falcon de 50 mL con el nimero del cultivo.

2. Se afadieron 7 mL del Buffer de Lisis Celular/Proteinasa K (ver Apéndice
) en cada tubo de 50 mL.

3. Se elimind el exceso de agarosa de la parte superior de los bloques de
agarosa Yy se transfirieron los bloques de agarosa del molde al tubo
correspondiente..

4. Se colocaron los tubos en una gradilla y se incubaron a 54° C en el bafio
de agua toda la noche. (12 Desproteinizacién)

5. Se cambié la solucion del Buffer de Lisis Celular/Proteinasa K por una
nueva para cada tubo (como se indicaba en el paso 2), se volvieron a
colocar los tubos en una gradilla y se incubaron a 54° C en el bafio de

agua toda la noche. ( 22 Desproteinizacion)

Dia 4
3.3 Lavado de los bloques de agarosa de agarosa posterior a Lisis celular

Bajar la temperatura del bafio a 50° C

1. Se prepar6 buffer TE considerando que por cada lavado se utilizan 50 mL
por tubo y son 10 lavados. (p ej. 50 mL x 10 lavados x 10 tubos= 5000
mL) y precalent6 a 50° C.

2. Se quitaron los tubos del bafio de agua, y cuidadosamente vacié el buffer
de lisis en un contenedor apropiado.

3. Se afiadio a cada tubo 50 mL de buffer TE, colocando los tubos en un

agitador de balancin con velocidad media por una hora.




4. Se vacio el buffer TE de cada tubo y se repetié el paso de lavado con

buffer TE precalentado por 9 ocasiones mas.

Nota: En los casos donde no podiamos realizar los lavados el mismo dia, se

vaciaba el buffer TE del dltimo lavado y afiadian 50 mL de buffer TE nuevo a

cada tubo, refrigerando los tubos a 4° C. Cuando se continuaban los lavados,

se vaciaba el buffer TE, y se afiadia a cada tubo buffer TE precalentado a

50°C para continuar con el siguiente lavado.

5. Se decanté el ultimo lavado y afiadié 50 mL de buffer TE, almacenando

los bloques de agarosa en refrigeracion (a 4° C) hasta su uso.

3.4 Restriccion del ADN en los bloques de agarosa con Xbal

1. Se etiquetaron tubos eppendorf de 1.5 mL con el niumero del cultivo;

etiquetar 3 (para un gel con 10 pozos) o 4 (para un gel con 15 pozos)

tubos para estandares de Salmonella ser. Braenderup H9812.

a) Se diluyé el buffer H 10x (Roche Molecular Biochemicals) 1:10 con

agua estéril ultrapura de acuerdo a la tabla 7:

Tabla 7. Proporcion de buffer H en funcién del nimero de bloques de

agarosa a utilizar.

Agua ultrapura

) 90 900 1350

estéril
Buffer H 10 100 150
Volumen total 100 1000 1500

b) Se afadieron 100 uL del buffer H

eppendorf etiqguetados.

43

diluido (1x) a los tubos

—t




c) Cuidadosamente se removié el bloque de agarosa del TE con
ayuda de una espatula o una asa y colocarlo en un portaobjetos
limpio.

d) Se corté un trozo del bloque de agarosa con una navaja y
transferirlo al tubo que contiene el buffer H. Asegurandose que el
trozo estuviera cubierto por el buffer. Se coloco el resto del bloque
de agarosa en el tubo con TE.

e) Se cortaron los trozos de la cepa estandar de S. ser. Braenderup
H9812 y transferirlos a tubos con buffer H.

f) Se incubaron los bloques de agarosa de las muestras y de los
controles en un bafo de agua a temperatura ambiente por 30 min.

g) Después de la incubacion, se removio el buffer del tubo, usando
una micropipeta, aspirando todo el buffer desde el fondo. Teniendo
cuidado de no cortar el trozo de bloque de agarosa con la punta de
la micropipeta y que el bloque de agarosa no fuera absorbido por la
punta de la pipeta.

2. Se diluyo el buffer H 10x a 1:10 con agua estéril ultrapura y afiadi6 la
enzima de restricciéon Xbal (30U/muestra) de acuerdo con la tabla 8. Se

mezcld en el mismo tubo usado para la dilucién del buffer H.




Tabla 8. Proporciéon de Buffer H y enzima en

bloques de agarosa a utilizar.

funcién del numero de

Agua ultrapura
. 89 890 1335

estéril
Buffer H 10 100 150

Enzima

1 10 15

(30U/uL)

Volumen total 100 1000 1500

3. Se afadieron 100 uL del buffer de restricciébn a cada tubo. Se cerr6 el
tubo y mezclé.

4. Se incubaron los tubos a 37° C en bafio de agua durante toda la noche.

Nota: El procedimiento fue el mismo con la enzima de restriccion Notl, utilizando

solamente el buffer adecuado para la enzima.

3.5 Produccién del gel de agarosa

Nota: Los trozos de blogue de agarosa fueron colocados sobre el peine.

1. Se preparé un volumen de buffer de Tris-Borato EDTA (TBE) a 0.5x

necesario para el gel y el buffer de corrida de acuerdo con la tabla 9:

Tabla 9. Proporcién de reactivos para la elaboracion de TBE 0.5x

TBE 5x 240
Agua estéril 2160
Volumen total de TBE 0.5 x 2400

l45

—t



2. Se preparé el gel de agarosa al 1.5% con Agarosa NA en TBA 0.5x de la

siguiente manera:

a) Se pesoO apropiadamente 1.5 g de agarosa NA en un matraz con
tapon de rosca.

b) Se afadieron 150 mL de TBE 0.5x y se agit6 para dispersar la
agarosa.

c) Se removio la tapa y se calent6 el matraz, mezclando suavemente
cada 15 segundos hasta que la agarosa estuviera completamente
disuelta.

d) Se tapo el matraz y se colocé en el bafio de agua a 55-60° C.

3. Se removieron los tubos con la restriccién del bafio de agua. Se removié
el buffer de restriccion y afiadieron 200 uL de TBE 0.5x. Dejando a
temperatura ambiente por 30 min.

4. Se removieron los trozos de bloque de agarosa de los tubos; colocando
el peine sobre el molde del gel (previamente equilibrado) de tal manera
gue se pudieran colocar los trozos de bloque de agarosa en la punta de

cada diente del peine, de la siguiente forma:

a) Se colocaron los bloques de agarosa de Salmonella serovar
Braenderup H9812 en los dientes: 1, 5y 10 si el gel era de 10

pozos 0 en los dientes 1, 5, 10, 15 si el gel era de 15 pozos.
b) Se colocaron las muestras en los dientes restantes.

5. Se removi6 el exceso de TBE con ayuda de un papel filtro, permitiendo
gue los trozos de bloque de agarosa se secaran al aire sobre el peine por
5 minutos.

6. Se coloco el peine en posicion vertical sobre el molde del gel y se observo
gue los trozos de bloque de agarosa estuvieran en la posicion correcta,

sin caerse del diente del peine.




7. Cuidadosamente se vacio la agarosa en el molde del gel, guardando un
pequefio volumen (1-2 mL) para posteriormente sellar los pozos.

8. Se equilibro la cdmara de electroforesis y coloc6 el marco negro para el
gel. Se afiadieron 2.2 L del TBE 0.5x preparado.

9. Se prendi6 el modulo de refrigeracion (10-12° C), el suministro de energia
y la bomba (ajustando a aproximadamente 70 para un flujo de 1L/minuto).

10.Se removio el peine del gel después de haber solidificado.

11.Se sellaron los pozos del gel con el volumen de agarosa guardado

anteriormente.

3.6Condiciones de electroforesis

Se ocupo el equipo “CHEF-DRII” de Bio-Rad con el siguiente programa:

Tabla 10. Programa de PFGE utilizado.
Switch inicial 2.2 seg.

Switch final  54.2 seqg.
Tiempo 28 horas
Volts 6.0

Temperatura 10-12°C

Se coloco el gel en la camara y se inicid el programa.

3.7 Teilido y documentacion del gel de agarosa del PFGE

1. Cuando terminé la electroforesis, se apago el equipo, y removio el gel
para tefiirlo con bromuro de etidio. Colocando el gel en un contenedor
grande con 300 mL de agua destilada y 100 uL de una solucion de
bromuro de etidio (1mg/mL).

2. Se mantuvo en agitacion leve por 15-20 minutos.




Se siguieron las instrucciones del equipo de imagenes para salvar la
imagen del gel.

Se drend el buffer de la cdmara de electroforesis, enjuagando la camara
con 2 L de agua destilada.

4. Deteccidén por Quimioluminiscencia de los factores de virulencia a

partir de membranas de nylon-H" con el ADN de cepas de UPEC

4.1 Protocolo de extraccion de ADN bacteriano por técnica de GES

Se realiz6 el siguiente protocolo para todas las cepas analizadas:

1.

Se incubd de 14 a 18 horas un cultivo bacteriano en un tubo de ensayo de
16x150 con 3 mL de caldo Luria.

Posteriormente a la incubacién, se centrifugé toda la muestra en un tubo
Eppendorf (Previamente etiquetado) a maxima velocidad por 5 min y
removio el sobrenadante.

Se resuspendi6é en 100 uL de buffer TE pH=8.

Se afadieron 500 uL del reactivo de GES, se mezclo gentilmente a
temperatura ambiente por 5 minutos (min.) y posteriormente se colocaron
los tubos eppendorf en hielo.

Se afiadieron 250 uL de Acetato de amonio 7.5 M frio, se mezcl6 y dejé
reposar por 5 min. en hielo.

Se afadieron 850 pL de una solucién 24:1 de Cloroformo: Alcohol
isoamilico, se mezcld y centrifugé a maxima velocidad por 15 min.

Se removié la capa acuosa (capa superior, aproximadamente 600 ulL) y
se paso en un tubo Eppendorf nuevo (previamente etiquetado).

Se repetieron los pasos 6 y 7. (Pueden realizarse mas si asi se desea).
Se afiadieron 0.54 x volumen de isopropanol (aproximadamente 324 pL),
se mezcld por 10 min., se dejé reposar en hielo por 5 min. para permitir la

precipitacion y se centrifugo por 2 min.

10.Se lavo el pellet de ADN 2 veces con 500 uL de etanol al 70%. Se

centrifugé a maxima velocidad por 1 min.




11.Se dejo secar al aire, invirtiendo el tubo sobre papel filtro.

12.Se disolvié en 100 en uL de buffer TE.

13.Una vez obtenido el ADN se corrié un gel de agarosa al 1% a 100V por 20
minutos para ver la calidad del ADN.

14.Se almaceno a -20°C.

4.2 Impresion del ADN de cepas de UPEC en membranas de nylon-H*

Se determiné la concentracion del ADN obtenido de cada una de las cepas de
UPEC observando en un gel de agarosa 1% en TBE 0.5x tefiido con bromuro
de etidio. Se tomé una alicuota de 4 pL de cada ADN, mezclado con 2 pL de
Loading buffer y se depositdé en cada uno de los pozos del gel corriendo en una
electroforesis horizontal con buffer TBE 0.5x, la concentracion del ADN fue
determinado con base a un marcador de peso molecular de ADN: Low ADN
Mass Ladder, visto bajo un transiluminador UV. Posteriormente se calculd el
volumen necesario de la solucion de ADN y de buffer TE para obtener una
concentracion final de 100 ng/uL y un volumen final de 50 pL.

Se colocaron los 50 pL de la solucion de ADN de cada una de las cepas de
UPEC en cada uno de los pozos de una placa de 384 pozos Immobilizer®
(Nunc® Cat. 264573).

Se cortaron membranas de nylon-H* (Millipore®) de 11.6 x 7.2 cm y por cada
membrana se cortaron 4 papeles filtro del mismo tamafio. Las membranas y los
papeles filtro se impregnaron con una solucion de NaCl 1.5 M- NaOH 0.5M (ver
Apéndice 1) posteriormente se colocaron los 4 papeles filtro en una placa
Omnitray® (Nunc® Cat. 165218) y sobre de ellos la membrana.

Con ayuda del replicador Vitrek® y el cabezal de 384 pozos, se tomo6 el ADN de
la placa Immobilizer® y se impregno por duplicado en las membranas de Nylon-

H* contenidas en las placas Omnitray®.




Posteriormente las membranas se colocaron en papel filtro saturado con la
solucion de NaCl 1.5 M - NaOH 0.5M por 5 minutos, seguido de papel filtro
saturado con una soluciéon de NaCl 1.5M - Tris-HCI 0.5 M, pH 7.5 (ver
Apéndice 1) durante 5 minutos. Finalmente se lavaron con una solucion de SSC
5x (ver Apéndice 1), se dejaron secar al aire y se almacenaron cuidadosamente

hasta su uso.

4.3 Obtencion del producto de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa
(PCR) de los genes de virulencia
La amplificacion por PCR de los factores de virulencia se llevé a cabo de la

siguiente manera:

Para los genes Para los genes
uspA, papD & sat | CMfL Ny, sfa &
' fimH.
H20 34.4 35.9
Buffer 10x 5 5
MgCI2 [50 mM] 3 1.5
dNTP's [10 mM] 1 1
Primer F [10 uM] 2 2
Primer R [10 uM] 2 2
Taq pol [5u/uL] 0.6 0.6
ADN* 2 2
Total 50 50

Tabla 11. Preparacion de los tubos de reaccion de PCR para los distintos genes

de virulencia. *El ADN utilizado fue de 3 distintos controles positivos: CFT073, 28E y 57E (se

realizé un tubo por cada ADN control). Ver Apéndice 3: Secuencias de primers




Se realiz6 con el siguiente programa en el termociclador:

1 95° 1 cnfl 63° 498
95° 1 fimH 63° 508

s | Tawermrese 1 | oy | e
72° 1 sfa 55° 410
1 72° 5 USpA 56.5° 501
1 4° 5 papD 57.4° 455
1 10° o0 sat 60.5° 412

Tabla 12. Programa de amplificacion por PCR de los genes de virulencia con las

distintas temperaturas de alineamiento para cada gen.

El producto amplificado por PCR se observé en un gel de agarosa al 1% tefiido
con bromuro de etidio. Se tom6 una alicuota de 5 pL del producto de PCR,
mezclado con 2 yL de Loading buffer y se deposité en uno de los pozos del gel
corriéndose la muestra en una electroforesis horizontal con buffer TBE 0.5x, el
tamafio del producto amplificado fue determinado con base a un marcador de

peso molecular de ADN de 100 pb, visto bajo un transiluminador UV.

4.4 Elaboraciéon de la sonda marcada con Digoxigenina-dUTP a partir del
producto de PCR de los genes de virulencia

Los productos de PCR de los factores de virulencia obtenidos anteriormente se
observaron en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. Se tomoé
una alicuota de 4 pL del producto de PCR, mezclado con 2 pL de Loading buffer
y se depositd en uno de los pozos del gel corriéndose la muestra en una
electroforesis horizontal con buffer TBE 0.5x. Se purificaron los productos de
PCR por medio del kit: “Ready-to-use system for fast purification of nucleic acis,

NucleoSpin®”. Posteriormente se determind la concentracion del producto de




PCR purificado corriendo un gel de agarosa como anteriormente se ha descrito,
con base a un marcador de peso molecular de ADN: Low ADN Mass Ladder,

visto bajo un transiluminador UV.

Posteriormente se procedié con lo descrito en el kit: “DIG High Prime ADN
Labeling and Detection Starter Kit II”; se colocan 16 uL del producto purificado
de PCR desnaturalizado por calentamiento y 4 pL de la solucién Dig-High Prime
(que contiene dUTP-11-Digoxigenina, una mezcla de dNTP’s y la enzima) en un
tubo Eppendorf para cada factor de virulencia. Se colocan los tubos Eppendorf
en un bafio de agua a 37°C toda la noche. La reaccion se detiene agregando 2
pL de EDTA 0.2 M.

4.5 Hibridacién y Deteccién por Quimioluminiscencia.

Se realiz6 con respecto a lo descrito en el kit: “DIG High Prime ADN Labeling
and Detection Starter Kit 1I”; Se colocé una membrana en un recipiente
adecuado, de tal manera que pudiera contener la membrana y 10 mL de
solucion de prehibridacién, se dejo en agitacion durante 30 min. Se decantd esa
solucién y se procedié a agregar 10 mL de solucion de prehibridacion nueva y 4
pL de la sonda. Se colocé en el horno de hibridacion a 55°C toda la noche.

Se quité la solucion de hibridacion y se almacené en tubos Falcon de 50 mL a -
20°C. Se realizaron lavados con soluciones de SSC 2x-0.1% SDS y SSC 0.5x-
0.1% SDS, 3 lavados de 15 minutos con agitacion constante para cada solucion.

Posteriormente, se agregaron 15 mL de buffer de Lavado por 5 minutos. Se
incubaron por 30 minutos con 50 mL de solucion de bloqueo, seguido de 20 mL
una solucion de anticuerpo (Anti-Digoxigenina conjugado a fosfatasa alcalina)
por 30 minutos. Se realizaron 2 lavados de 15 minutos con buffer de Lavado y se
equilibré con 20 mL de Buffer de deteccion por 5 minutos.




Se coloco la membrana en una bolsa de plastico y se agregdé 1 mL de la solucién
de CSPD (sustrato quimioluminiscente para la fosfatasa alcalina) procurando

que el ADN entrara en contacto con la solucion. Se cubrié inmediatamente la

membrana evitando la formacion de burbujas y se incub6 a temperatura
ambiente por 5 min. Posteriormente se elimind el exceso de solucion de CSPD y
se sell6 la bolsa con la membrana, se incubé en oscuridad a 37°C por 10
minutos. Finalmente se expuso la membrana en una placa de rayos X a

temperatura ambiente de 30-45 minutos.




Resultados

Se trabajaron 44 cepas de Escherichia coli (UPEC) aisladas de pacientes con
infeccion de vias urinarias y 3 cepas control. De las 44 cepas: 24 fueron
aisladas de mujeres con diagnostico de cistitis y 20 fueron aisladas de hombres
(18 con diagnostico de prostatitis, 1 con prostatitis y pielonefritis, y 1 con

pielonefritis).

Serotipificacion:

De las 24 cepas UPEC aisladas de mujeres, 18 fueron del serotipo O25:H4 y
en 6 cepas no fue posible asignar un serotipo, debido a que no fueron
identificables con los antisueros disponibles en el laboratorio de la Facultad de
Medicina UNAM, donde se realizo la serotipificacion de las cepas. En relacion al
serotipo de las 20 cepas aisladas de hombres, éstas fueron de diferente
serotipo: en 8 cepas no se pudo determinar el serogrupo O y en 7 el antigeno
flagelar (H); 3 cepas fueron del serogrupo O25, otras cepas presentaron los
serotipos 020, 029, 0100, 0101, 0102 y 0O166; 7 cepas presentaron el
antigeno H4, el resto de las cepas presentaron los antigenos flagelares H1, H5,
H2, H9, H28 y H48. Solamente una cepa aislada de hombre presento el serotipo
025:H4.

Determinacion de Genes de Virulencia:

La caracterizacién de los 7 genes de virulencia en todas las cepas UPEC por
hibridacién (Figuras 3 a la 5), mostré que el 100% de las cepas hibridaron con la
sonda especifica de los genes uspA y papD, el 97.8% hibridaron con la sonda
para el gen sat, el 95.7% para sfa, el 93.6% para el gen fimH y el 80.8% de las

cepas para los genes hly y cnfl.




El 61.7% (29) de las cepas presentaron los 7 genes de virulencia estudiados. El
25.5% (12) presentaron 6 genes de virulencia. El 8.5% (4) presentaron 5 genes
de virulencia y solo una cepa presento 3 genes de virulencia. Para confirmar que
no hubo diferencia estadistica en la presencia de genes entre las cepas
aisladas, se realiz6 un analisis estadistico de Chi cuadrada con el programa
GraphPad Prim 5, el analisis mostré que tanto las cepas aisladas de hombres
como de mujeres presentaron el mismo numero de genes de virulencia sin
diferencia estadistica y sin asociacion a alguna patologia clinica del tracto
urinario (Tablas 13y 14 y Figura 6).
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Figura 3. Patrones de Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR de los
factores de virulencia de controles positivos de UPEC. PM: Marcador de peso molecular de

ADN 100 bp. C-: Control negativo. x: No se purificd ese patrén para la formacién de la sonda.

Figura 4, Patrones de
Electroforesis en gel de agarosa
P & W W& N de los productos de PCR
E - purificados de los factores de
o — virulencia de UPEC. A partir de

estos productos purificados se
sintetiz6 la sonda para las

hibridaciones. PM: Marcador de peso

O
M & & M \;o‘?v molecular de ADN 100 bp. LM:
E Marcador de peso molecular Low
- G ADN Mass Ladder.




Figura 5. Membrana de nylon-H" con ADN de las cepas UPEC estudiadas hibridado con la
sonda para el gen uspA. El gen uspA codifica para la proteina universal de estrés especifica
para Escherichia coli. Los puntos de abajo representan las 3 cepas control: CFT073, 28E y 57E
respectivamente., asi como una E. coli comensal (K12) [: carril donde se coloc6 ADN de

Pseudomonas aeruginosa como control negativo *: espacios sin ADN.

Porciento de genes Porciento de genes
Gen de presentes en 20 cepas presentes en 24 cepas
virulencia UPEC aisladas de UPEC aisladas de mujeres

hombres (%) (%)
USpA 100 100
papD 100 100
sat 95 100
fimH 90 100
hly 85 75
sfa 90 100
cnfl 75 88

Tabla 13. Porcentaje de genes de virulencia presentes en las cepas UPEC aisladas de

pacientes femeninos y masculinos *Porcentajes sin considerar las 3cepas UPEC control.




Tabla 14. Valores obtenidos con el programa GraphPad Prim 5 del andlisis estadistico en

el contenido de genes entre las cepas UPEC aisladas.

Porcentaje de genes de virulencia presentes en cepas UPEC
100~

Porcentaje (%)

Figura 6. Porcentaje de genes de virulencia presentes en las cepas UPEC aisladas de

Chi cuadrada

Valor de Chi cuadrada, grados de libertad

2.240, 6

Valor de P

0.8964

Sumario del valor de P

No significativo

Una o dos vias No Aplica
¢ Estadisticamente significativo? (alfa<0.05) No
Datos analizados
Numero de filas 7
Numero de columnas 2
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Perfiles Cromosomales:

El andlisis de los perfiles cromosdmicos de las 47 cepas obtenidos por la enzima
Xbal (Figura 7) y la técnica de electroforesis de Campos Pulsados, mostré que
las cepas se agruparon en 3 principales ramas: La rama A (26 cepas), B (20
cepas) y C (1 cepa). En la rama A se agruparon 20 cepas UPEC de las 24
aisladas de vias urinarias de mujeres y 6 cepas UPEC aisladas de vias urinarias
de hombre, de las cuales la gran mayoria eran las cepas con el serotipo O25:H4.

La rama B estuvo formada por 13 cepas UPEC aisladas de vias urinarias de
hombres y 4 cepas aisladas de mujeres, las cuales presentaron patrones de
bandeo mas heterogéneos en relacion a las cepas de la rama A. Y la rama C,
integrada por una cepa aislada de hombre, la cual generd un patrén de bandeo

completamente distinto a todas las demas cepas UPEC.

La rama A fue subdividida en tres grupos Al, A2 y A3 (Figura 8). El grupo Al
fue formado por 15 cepas: 11 cepas aisladas de mujeres y 3 cepas aisladas de
hombre, con un porcentaje de similitud entre ellas de 65 a 72% y un perfil
cromosomico generado de 13 a 21 bandas, compartiendo entre ellas de 9 a 12
bandas de aproximadamente el mismo tamafio molecular. El grupo A2 fue
formado por 6 cepas: de las cuales 4 cepas fueron aisladas de mujer y 2 de
hombre; las cepas agrupadas en A2 presentaron todos los genes de virulencia y
un porcentaje de similitud entre ellas de 60 a 62%, con un perfil cromosémico
generado de 15 a 23 bandas, compartiendo entre ellas de 5 a 10 bandas de
aproximadamente el mismo tamafio molecular. El porciento de similitud entre las
cepas del grupo Al y las cepas del grupo A2 fue de 65%, compartiendo entre las
cepas de ambos grupos aproximadamente 4 bandas del mismo tamafio
molecular. El grupo A3 fue formado por 5 cepas: 4 aisladas de mujer y una
cepa aislada de hombre, con un porcentaje de similitud entre ellas de 53 a 61%
y un perfil cromosémico generado de 16 a 21 bandas, compartiendo entre ellas

hasta 6 bandas de aproximadamente el mismo tamafio molecular. Figura 8




La rama B fue subdividida en tres grupos: B1, B2 y B3. El grupo B1 fue formado
por 9 cepas que fueron aisladas de hombre, en 6 de las cuales no se pudo
establecer el antigeno O y en 5 el antigeno H, en esta rama también se agrupo
la cepa control CFT073 del serogrupo O6:H1 y una cepa aislada de mujer
caracterizada con el serogrupo O39:H-, el porcentaje de similitud entre las
cepas de este grupo fue de 45 a 57%, con un perfil cromosémico generado
entre ellas de 14 a 20 bandas y compartiendo entre la mayoria de las cepas
hasta 4 bandas de aproximadamente el mismo tamafio molecular. ElI grupo B2
fue conformado por 4 cepas, de las cuales 2 fueron aisladas de hombre y 2 de
mujer, todas de diferente serogrupo, con un porcentaje de similitud entre ellas
de 55 a 58% y un perfil cromosémico generado de 15 a 19 bandas,
compartiendo entre ellas hasta 4 bandas de aproximadamente el mismo tamafio
molecular. El grupo B3 fue formado por 5 cepas, de las cuales 2 fueron
aisladas de diferentes pacientes del sexo masculino que presentaron el mismo
patrén de restriccibn cromosdmico pero diferente serogrupo, y una cepa aislada
de mujer del serogrupo O25:H4, en este grupo estuvieron presentes las cepas
control 28E y 57E, las cepas de este subgrupo presentaron un porcentaje de
similitud entre ellas de 42 a 57% y un perfil cromosémico de 16 a 21 bandas,
compartiendo entre ellas entre 1 a 2 bandas de aproximadamente el mismo

tamafno molecular.

Por ultimo, la rama C estuvo formada por solo una cepa aislada de paciente
masculino con prostatitis cuyo serotipo fue O153:H?, esta cepa genero un patron
cromosomico de 14 bandas, y es la Unica cepa en que no se detecto el gen de

virulencia sat.

Con respecto a los patrones de restriccion de los cromosomas de las 47 cepas
generados con la enzima Notl, se encontré6 que cuatro cepas (115417, 115423,
115429 y 115431) aisladas de pacientes del sexo masculino no presentaron

algun corte en su cromosoma. El analisis de los patrones de restriccion del




cromosoma, de las 43 cepas restantes, mostro 40 tipos diferentes de perfiles y
una distribucidn y agrupacion de las cepas muy semejante a lo observado con la
enzima Xbal. El andlisis de los patrones generados por las cepas mostro dos
grupos principales A y B. El grupo A agrup6 20 cepas aisladas de mujeres, de
las cuales 18 fueron agrupadas también en la rama principal A en el
dendograma construido con la enzima Xbal (Figuras 8 y 9), ademas de 6 cepas
aisladas de hombres, de las cuales 3 fueron agrupadas en la rama principal A 'y
las otras 3 en la B con respecto al dendograma creado con Xbal. La rama B del
dendograma construido con Notl agrupo 17 cepas, de las cuales 4 fueron
aisladas de mujeres y 10 fueron aisladas de hombres, ademas de las 3 cepas
control. Al igual que el analisis con Xbal, en el analisis con Notl las cepas de la
rama B presentaron patrones de banda méas heterogéneos en relacion a las

cepas de la rama A (Figuras 8y 9) y de diferente serogrupo.

La rama principal A del dendograma construido con Notl fue dividida en dos
subgrupos Al (23 cepas) y A2 (3 cepas). Las cepas del subgrupo A1 muestran
un patron de restriccion muy homogéneo compartiendo entre ellas una banda de
gran tamafo molecular (Figura 8), con un porcentaje de similitud entre ellas de
72 a 80%. EIl grupo A2 fue formado por 3 cepas aisladas de vias urinarias de
mujer, con un porcentaje de similitud entre ellas de 75%, y un perfil cromosémico
generado de 16 a 18 bandas, compartiendo entre ellas de 14 a 15 bandas de

aproximadamente el mismo tamafio molecular.

La rama B es subdividida también en 3 grupos: B1, B2 y B3. El grupo B1 esta
formado por 7 cepas, 3 aisladas de hombre, 2 de mujer y 2 de los controles, con
un porcentaje de similitud entre ellas del 58 al 62% y un perfil cromosémico
generado de 14 a 17 bandas, compartiendo entre ellas de 4 a 6 bandas de
aproximadamente el mismo tamafio molecular. El grupo B2 contiene 7 cepas,
una cepa control, 4 cepas aisladas de hombre y 2 de mujer, con un porcentaje
de 59 al 65% de similitud y un perfil cromosdémico generado de 13 a 21 bandas,

compartiendo de 3 a 5 bandas de aproximadamente el mismo tamafio molecular.




Finalmente, el grupo B3 esta conformado por 3 cepas, aisladas de vias urinarias
de hombre, si bien, dos de ellas son una misma clona, el porcentaje de similitud
con la cepa restante es del 48%, con perfiles cromosémicos de 11 a 14 bandas y
compartiendo entre ellas de 3 a 6 bandas de aproximadamente el mismo tamafo

molecular.

Observando ambos dendogramas, concluimos que se pudieron caracterizar
perfectamente bien las cepas con el uso de ambas enzimas. En general, las
cepas formaron dos grandes grupos: en uno se agruparon las cepas del
serogrupo O25:H4 aisladas de mujeres con cistitis, que presentaron un patron
de restriccion cromosomico mas homogéneo. El otro grupo estuvo formado por
cepas que en su mayoria fueron aisladas de hombres con prostatitis o
pielonefritis, las cuales produjeron patrones de restriccion heterogéneos y de
diferente serogrupo y en alguno de los casos sin determinacién del antigeno O y
H. La mayoria de las cepas presentaron todos los genes de virulencia sin
relacién significativa con el serogrupo, la patologia clinica ni el sexo del paciente.




:

Figura 7. Patrones de Electroforesis en Gel de Campos Pulsados con Xbal de algunas de

las cepas de UPEC aisladas de pacientes femeninas con Infeccién en Tracto Urinario. PM,
estandar de Peso Molecular.




PFGE-Xba PFGE-Xba

> & 8 8 8 § Key Strain number Genus species  Serotype Pathotype Source uspA papD sat fimH hly sfa cnfl
11 80 Escherichia coli 025:H4 UPEC Mujer + + + o+ + + +
14 14073 Escherichia coli 025:H4 UPEC Muijer + + + 4+ + + +
20 A8-30 Escherichia coli 025:H4 UPEC Mujer + + + o+ + +
29 115415 Escherichia coli 025:H1 UPEC Hombre + + + 4+ + +
17 A8-42 Escherichia coli 025:H4 UPEC Mujer + + + o+ + + +
4 75 Escherichia coli 025:H4 UPEC Mujer + + + o+ + +
12 96 Escherichia coli 025:H4 UPEC Mujer + + + o+ + + +
Al 16 A8-35 Escherichia coli 025:H4 UPEC Mujer + + + O+ + + +
10 14069 Escherichia coli 025:H4 UPEC Mujer + + + o+ + +
9 A8-24 Escherichia coli 025:H4 UPEC Mujer + + + o+ + +
19 14030 Escherichia coli 025:H4 UPEC Mujer + + + o+ +
22 115408 Escherichia coli 0100:H4 UPEC Hombre + + + o+ +
. 1 A8-7 Escherichia coli 025:H4 UPEC Mujer + + + o+ +
‘ 7 A8-1 Escherichia coli 025:H4 UPEC Mujer + + + o+ + + +
| 35 115422 Escherichia coli 025:H48 UPEC Hombre + + + O+ + + +
| 18 14044 Escherichia coli 025:H4 UPEC Mujer + + + o+ + + +
8 053 Escherichia coli 025:H4 UPEC Mujer + + + o+ + + +
A2 37 115424 Escherichia coli 025:H4 UPEC Hombre + + + o+ + + +
38 115425 Escherichia coli 0?:H4 UPEC Hombre + + + o+ + + +
| 13 1162 Escherichia coli 025:H4 UPEC Mujer + + + O+ + + +
51 4 Escherichia coli 025:H4 UPEC Mujer + + + o+ + + +
82 43 115430 Escherichia coli 020:H9 UPEC Mujer + + + o+ + + +
50 3 Escherichia coli 034:H4  UPEC Muijer + + + o+ + + +
% A3 15  A8-28 Escherichia coli 025:H4  UPEC Mujer + + + o+ + o+ o+
;E A8-18 Escherichia coli 025:H4 UPEC Mujer + + + O+ + +
A8-15 Escherichia coli 025:H4 UPEC Mujer + + + o+ + +
28 115414 Escherichia coli O7?:H? UPEC Hombre + + + + + +
42 115429 Escherichia coli 0?:H? UPEC Hombre + + + o+ + + +
’ 30 115416 Escherichia coli O7?:H? UPEC Hombre + + + + + +
5 33 115419 Escherichia coli 07:H? UPEC Hombre + + + o+ + + +
Le 36 115423 Escherichia coli 07:H28 UPEC Hombre2 + + + o+ + + +
® N Bl 6 92 Escherichia coli 039:H? UPEC Mujer + + + o+ + + +
= 31 115417 Escherichia coli 0166:H2 UPEC Hombre + + + o+ + +
52_: 34 115420 Escherichia coli O7?:H4 UPEC Hombre + + + + + + +
25 115411 Escherichia coli 0101:H4 UPEC Hombre + + + 4+ + +
E 32 115418 Escherichia coli 029:H? UPEC Hombre + + + o+ + + +
Q62 - 45 CFT073 Escherichia coli 06:H1 UPEC Control + + + + +
48 1 Escherichia coli 025:H4 UPEC Mujer + + + o+ + +
u .99_: B2 49 2 Escherichia coli 073:H18 UPEC Muijer + + + o+ + +
g 27 115413 Escherichia coli 0102:H6 UPEC Hombre + + + o+ + +
7 39 115426 Escherichia coli 0100:H4 UPEC Hombre + + + o+ + o+ o+
46 28E Escherichia coli 06:H? UPEC Control + + + o+ + + +
_|: a7 57E Escherichia coli 06:H? UPEC Control + + + o+ + + +
" " . B3 40 115427 Escherichia coli O7?7:H? UPEC Hombre + + +
* . 41 115428 Escherichia coli 0102:H52 UPEC Hombrel + + + o+ + + +
. 5 14672 Escherichia coli 025:H4 UPEC Mujer + + + o+ - +
, C 44 115431 Escherichia coli 0153:H? UPEC Mujer + + + + + +

"“"!lf’*! REF

Figura 8. Dendograma construido con la enzima de restriccién Xbal y la técnica de PFGE con ayuda del programa BioNumerics. Key: Numero designado por el programa; Strain number: Nimero designado por el laboratorio; Genus: Género; Specie: Especie; Serotype: Serotipo obtenido; Pathotype:
Patotipo de la cepa; Source: Origen de aislamiento de la cepa, Mujer: cepa aislada de vias urinarias de pacientes femeninas diagnosticadas con cistitis, Hombre: cepa aislada de vias urinarias de pacientes masculinos diagnosticados con prostatitis, *: paciente con diagnostico de prostatitis y pielonefritis,
2 Paciente con diagnostico de pielonefritis. Las columnas siguientes representan el gen de virulencia que se encuentra presente (+) 6 ausente en dichggepa ).



PFGE-Not PFGE-Not

o 8 8 8 g § Key Strain number Genus species Serotype  Pathotype Source ~ USpA papD sat fimH hly sfa cnfl
1 A8-7 Escherichia  coli 025:H4 UPEC Mujer + + + + +
100 7 A8-1 Escherichia coli 025:H4 UPEC Mujer + + + + + + o+
35 115422 Escherichia  coli 025:H48 UPEC Hombre + + + + + + o+
22 115408 Escherichia  coli 0100:H4 UPEC Hombre + + + + +
. 38 115425 Escherichia  coli O?:H4 UPEC Hombre + + + + + + o+
% 9 A8-24 Escherichia coli 025:H4 UPEC Mujer + + + + + + o+
75 Escherichia  coli 025:H4 UPEC Mujer + + + + + +
“ 48 1 Escherichia  coli 025:H4 UPEC  Mujer + + + o+ o+ o+
1o 49 2 Escherichia  coli 073:H18 UPEC Mujer + + + + + + 0+
51 4 Escherichia  coli 025:H4 UPEC Mujer + + + + + + 0+
12 96 Escherichia  coli 025:H4 UPEC Mujer + + + + + + 0+
88 Al 16 A8-35 Escherichia  coli 025:H4 UPEC Mujer + + + + + + o+
05 8 053 Escherichia  coli 025:H4 UPEC Mujer + + + + + + o+
10 14069 Escherichia  coli 025:H4 UPEC Mujer + + + + + +
105 11 80 Escherichia  coli 025:H4 UPEC Mujer + + + + + + 0+
19 14030 Escherichia  coli 025:H4 UPEC Mujer + + + + + 0+
o 14 14073 Escherichia  coli 025:H4 UPEC Muijer + + + t + + t
18 14044 Escherichia  coli 025:H4 UPEC Mujer + + + + + + o+
57 20 A8-30 Escherichia  coli 025:H4 UPEC Mujer + + + + + 0+
— 17  A8-42 Escherichia  coli 025:H4 UPEC Mujer + + + + + + o+
64 29 115415 Escherichia coli 025:H1 UPEC Hombre + + + + + ot
_[ 39 115426 Escherichia coli 0100:H4 UPEC Hombre + + + + + + ot
—OTs—— 37 115424 Escherichia coli 025:H4 UPEC Hombre + + + + + + o+
_[ A8-18 Escherichia  coli 025:H4 UPEC Mujer + + + + + 0+
o7 A2 3 A8-15 Escherichia coli 025:H4 UPEC Mujer + + + + + 0+
15 A8-28 Escherichia coli 025:H4 UPEC Mujer + + + + + + ot
46  28E Escherichia coli 06:H? UPEC Control + + + + + + o+
r' 47 57E Escherichia  coli 06:H? UPEC Control + + + + + + o+
8l_¢o B1 5 14672 Escherichia  coli 025:H4 UPEC Mujer + + + + +
>0 30 115416 Escherichia coli O?:H? UPEC Hombre + + + + + ot
34 115420 Escherichia coli O?7:H4 UPEC Hombre + + + + + + ot
6 92 Escherichia  coli 039:H? UPEC Mujer + + + + + + o+
32 115418 Escherichia  coli 029:H? UPEC Hombre + + + + + + o+
43 115430 Escherichia  coli 020:H9 UPEC Mujer + + + + + + o+
e 45  CFT073 Escherichia  coli 06:H1 UPEC Control + + + + +
” S 25 115411 Escherichia  coli 0101:H4 UPEC Hombre + + + + + +
o B2 33 115419 Escherichia  coli 0O?:H? UPEC Hombre + + + + + + 0+
* 28 115414 Escherichia  coli 0?2:H? UPEC  Hombre + + + + + 4
! 13 1162 Escherichia  coli 025:H4 UPEC Mujer + + + + + + 0+
1% » . 50 3 Escherichia  coli 034:H4 UPEC Muijer + + + o+ o+ o+ 4
40 115427 Escherichia  coli O?:H? UPEC Hombre + + +
L dio B3 41 115428 Escherichia  coli 0102:H52  UPEC Hombré  + + + o+ o+ o+ 4
i) | | 27 115413 Escherichia coli ~ 0102H6  UPEC  Hombre +  + + + + +
TE BIELERL

Figura 8. Dendograma construido con la enzima de restriccion Notl y la técnica de PFGE con ayuda del programa BioNumerics. Key: Numero designado por el programa; Strain number: NUumero designado por el laboratorio;
Genus: Género; Specie: Especie; Serotype: Serotipo obtenido; Pathotype: Patotipo de la cepa; Source: Origen de aislamiento de la cepa, Mujer: cepa aislada de vias urinarias de pacientes femeninas diagnosticadas con cistitis, Hombre:

cepa aislada de vias urinarias de pacientes masculinos diagnosticados con prostatitis, ~: paciente con diagnostico de prostatitis y pielonefritis .Las columnas siguientes representan el gen de virulencia que se encuentra presente (+) 6
ausente en la cepa (-).
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Discusion de Resultados

En este estudio se caracterizo fenotipica y genotipicamente un grupo de cepas de
Escherichia coli Uropatégena (UPEC) aisladas de mujeres diagnosticadas con
cistitis y de hombres diagnosticados, en su mayoria, con prostatitis. A este grupo
de cepas se les determind la presencia de genes de virulencia, serotipo y perfiles
cromosomales por medio de la Electroforesis en Gel de Campos Pulsados (PFGE)
e Hibridacion del ADN.

Gracias a los perfiles cromosomales generados con ayuda de las enzimas de
restriccion y de la técnica de PFGE, se pudo observar que las cepas UPEC se
distribuian de acuerdo a su perfil cromosémico, agrupandose entre ellas en
relacion a las bandas que comparten. Un analisis completo de todos los datos
generados nos determind que la agrupacién de cepas por similitud entre perfiles
de restriccion se correlacion6 con la presencia del serogrupo 025:H4. Con
respecto a las cepas que no presentaron corte alguno en su cromosoma con la
enzima de restriccion Notl, puede ser debido a la metilacion de bases en la
secuencia de nucleétidos reconocida por la enzima ya que Notl solamente tiene

actividad catalitica en sitios no metilados.

Se han realizado diversos estudios para identificar los factores de virulencia
presentes en las cepas UPEC aisladas tanto en hombres como mujeres (Ruiz et
al., 2002; Johnson et al.,, 2005; Yamamoto et al., 2007; Jadhav et al., 2011),
también se han realizado estudios de PFGE para determinar si las cepas de una
Infeccion de Tracto Urinario (ITU) estan epidemiolégica y/o genéticamente
relacionadas (Krieger et al., 2011; Ejrnaes et al., 2006; Soto et al., 2011), asi
como también, se ha determinado el serogrupo de las cepas involucradas en las
diferentes infecciones urinarias. Sin embargo, este es el primer trabajo donde se
hace la caracterizacion genética y fenotipica completa de cepas aisladas de
hombres y mujeres, buscando diferencias entre las cepas aisladas de cada género

y entre la capacidad de producir una enfermedad determinada.
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El potencial patolégico de E. coli se piensa que es dependiente de la presencia de
los factores de virulencia. (Tiba et al., 2008). Este estudio confirma la presencia de
fimH, importante factor de virulencia implicado en la adherencia mediada con la
fimbria tipo 1, se ha propuesto que juega un papel en la colonizacion de las células
epiteliales de la vejiga ademés de inducir la inflamacion, aumentando la virulencia
de E. coli para el tracto urinario (Ruiz et al., 2002; Wiles et al., 2008 & Tiba et al.,
2008). La elevada prevalencia de este factor concuerda con otros estudios donde
se ha encontrado una alta prevalencia de este gen entre las cepas UPEC, de entre
el 88% y 100% (Ruiz et al., 2002; Johnson et al., 2005; Yamamoto et al., 2007,
Blanco et al., 2011; Krieger et al., 2011).

Otros genes que también presentaron una elevada frecuencia fueron papD y sfa.
papD codifica para una proteina chaperona requerida para el ensamblaje de la
fimbria P (Bann et al., 2004; Hedenstréom et al., 2005 & Vitagliano et al., 2007),
dicha fimbria contribuye a la patogénesis promoviendo la colonizacién bacteriana
en tejidos del huésped y estimulando la respuesta inflamatoria, a través de la
liberacion de interleucinas como la IL-6 y la IL-8 (Mills et al., 2000), contribuyendo
a los signos y sintomas de la enfermedad (Tiba et al., 2008). Estudios previos han
encontrado una frecuencia muy variable de este gen entre cepas aisladas de
infecciones de vias urinarias, que va de 64.4% y 69.2% del gene pap en cepas
aisladas de mujeres y hombres respectivamente (Yamamoto et al., 2007). Aunque
Ruiz y colaboradores, en el 2002 reportaron una frecuencia menor del 18% en
cepas aisladas de mujeres y del 70% en cepas aisladas de hombres. Krieger y col.,
en 2001, reportan también, una frecuencia muy diferente entre cepas aisladas en
hombres jovenes con prostatitis aguda que va del 38.9% al 77.8%, mientras que
Tiba y col., en 2008, detectd una presencia del 32.7% en cepas aisladas de
mujeres con cistitis. Contrario a la frecuencia reportada por los trabajos anteriores,
se detectd una frecuencia muy alta de papD tanto en cepas aisladas de hombres y
en cepas aisladas de mujeres, independientemente del cuadro clinico y del

serogrupo de la cepa. Con respecto a sfa, este gene codifica para la fimbria S,
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adhesina que reconoce el contenido de acido sidlico en la superficie sobre los
receptores expresados en las células epiteliales y vasculares del rifion, mediando
asi la adherencia bacteriana (Marrs et al., 2005; Wiles et al., 2008 & Tiba et al.,
2008). Estos resultados en la deteccion de este gen difieren ampliamente con los
reportes hechos en estudios previos, mientras que en la poblacion estudiada la
frecuencia de este gen es alta, los diferentes estudios muestran una frecuencia del
33.3% en cepas de pacientes con prostatitis (Krieger et al., 2011), de 27.8% en
cepas aisladas de pacientes con cistitis (Tiba et al., 2008), y del 36.6% y 64.5% de
frecuencia en cepas pacientes con cistitis y con prostatitis, respectivamente
(Yamamoto et al., 2007).

La produccion de toxinas en las cepas UPEC favorece la colonizacion y
permanencia de la bacteria en el tracto urinario (Wiles et al., 2008). CNF1, la cual
es codificada por el gen cnfl es una proteina altamente letal y necrotoxica (Wiles
et al., 2008), activa constitutivamente la familia de proteinas Rho GTPasas a
través de la desaminaciéon del residuo de glutamina en la posicién 63, lo que
afecta diversas funciones de la célula eucarionte, como la induccién de la
formacién de una membrana rugosa, la formacion de fibras de estrés de actina,
bloqueo en la citocinesis y la generacion de una respuesta inflamatoria (Kouokam
et al., 2006). Las hemolisinas contribuyen al dafio tisular a través de efectos
citoliticos, promueven la invasion bacteriana y la persistencia del microorganismo
en el tracto urinario del hospedero. También presentan una accion hemolitica,
proveyendo al microorganismo de fuentes de hierro, y pueden actuar sobre células
fagociticas causando su lisis, con una consecuente protecciéon frente a la
fagocitosis (Guidoni et al., 2006). La toxina Sat induce un dafio severo al rifidn,
causando la disolucion de la membrana glomerular, pérdida de las células
epiteliales tubulares y la vacuolizacion del tejido renal (Wiles et al., 2008 & Guyer
et al.,, 2002). Todas estas acciones de las toxinas producidas por las diferentes
cepas de UPEC hacen que su presencia se haya asociado a cepas relacionadas
con pielonefritis, prostatitis o infecciones de vias urinarias complicadas. Sin

embargo, se encontré una alta frecuencia de los genes que codifican para estas
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toxinas en todas las cepas estudiadas de cistitis y protatitis sin significancia con el
sexo del paciente o el serotipo de la cepa.

Johnson y col. en 2005, observo que los genes hly y cnfl fueron los genes mas
frecuentemente detectados en un total de 63 cepas UPEC aisladas de pacientes
con diferentes ITUs en un 57% y 54% respectivamente. Maroncle en 2006,
encontré una frecuencia del 68% para el gen sat. Mientras que Idress en 2010,
demostrdé que los genes sat y hly tuvieron la misma frecuencia del 59.52% en
cepas de pacientes con pielonefritis y del 28.81% en cepas de pacientes con
cistitis. Sin embargo, la frecuencia de los genes reportada por estos investigadores
es baja en relacion a la frecuencia de sat, hly y cnfl encontrada en el presente
estudio, que fue del 95% y 100% para el gen sat, 85% y 75% para el gen hly y del
75% y 88% para cnfl en las cepas aisladas de hombres y de mujeres,

respectivamente.

Estudios anteriores concuerdan que cepas causantes de prostatitis presentan una
mayor prevalencia de diversos factores de virulencia en comparacion con las
cepas causantes de cistitis, sugiriendo de esta manera que la cistitis podia ser
causada por cepas que fueran menos virulentas que aquellas que causan
sindromes mas invasivos como la prostatitis (Ruiz et al., 2002; Johnson et al.,
2005; Yamamoto et al., 2007 & Krieger et al., 2011). Sin embargo en las cepas en
estudio, la presencia de genes de virulencia no mostré diferencia significativa

dependiendo del origen del aislamiento.

En el presente estudio, se encontré que la mayoria de las cepas UPEC aisladas
de mujeres presentaban el serogrupo O25:H4 (23 cepas) y las cepas aisladas de
hombres presentaron serogrupos variados, e incluso hubo cepas sin
caracterizacion del antigeno O y H. La poblacién de cepas estudiadas mostré que
las cepas aisladas de mujeres presentan un perfil cromosémico mas homogéneo,
compartiendo entre ellos un numero significativo de bandas que permiten la

agrupacion de las cepas en una rama principal, pudiendo apreciarse esta
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caracteristica con las dos enzimas empleadas. La determinacién de los genes de
virulencia entre las cepas mostr6 que no hay diferencia significativa entre el
contenido de genes de virulencia de la cepa y la patologia clinica de la que se

aisle.

Conclusioén

Con los resultados del presente estudio se concluye que las cepas UPEC del
serogrupo O25:H4 estan asociadas a cistitis y presentan un perfil cromosémico
homogéneo. Este es el primer trabajo que documenta la marcada asociacion del
serotipo O25:H4 en cepas aisladas de mujeres con cistitis. Encontrando una

diferencia importante entre las cepas aisladas de mujer y las aisladas de hombre.
Perspectivas
Estudios posteriores permitiran determinar si este serogrupo es caracteristico de

cepas asociados a cistitis en mujeres 0 se encuentra también presente en cepas

aisladas de hombres con la misma patologia.
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Apéndice

Apéndice I:
Reactivos y Medios de Cultivo

1. EDTA0.5M, pH 8.0:

a.
b.

C.

186.1 g de EDTA dihidratado

800 mL de Agua desionizada estéril

Agitar vigorosamente en agitador magnético y ajustar el pH a 8.0
con NaOH (aprox. 20 g)

Aforar a 1000 mL con agua estéril o en caso contrario esterilizar la

solucioén.

2. Buffer TE (10mM Tris: 1ImM EDTA, pH 8.0):

a.

10 mL de Tris 1 M, pH 8.0

b. 2 mL de EDTA 0.5 M, pH 8.0
c. Aforar a 1000mL con agua estéril, o en caso contrario, esterilizar

posteriormente la solucién.

3. Buffer TBE 5x:

a.
b. 27.5 g de Acido borico
C.
d

54 g de Tris Base

20 mL de EDTA 0.5 M, pH 8.0

. Aforar a 1000 mL con agua estéril, 0 en caso contrario, esterilizar

posteriormente la solucion.

4. Agarosa 1% SeaKem Gold: 1% SDS:

a.

Pesar 0.5 gramos de SeaKem Gold (SKG) en un matraz con tapén

de rosca.
Anadir 47 mL de buffer TE; agitar suavemente para dispersar la

agarosa.
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c. Abrir la tapa de tal manera que pueda entrar aire, y meter a
microondas por 30 segundos, mezclar suavemente Yy repetirlo en
intervalos de 10 segundos hasta que la agarosa esté completamente
disuelta. Colocar el matraz en el bafio de agua a 55-60°C, 5 minutos
antes de afadir SDS

d. Afadir 2.5 mL de SDS al 20% (precalentado a 55°C) y mezclar bien.

e. Colocar el matraz en el bafio de agua a 55- 60°C hasta su uso.

5. Buffer de Suspension de Celular (Cell Suspension Buffer, CSB) 100mM
Tris: 100mM EDTA, pH 8.0 de la siguiente manera:
a. 10 mL de Tris 1 M, pH=8.0
b. 20 mL de EDTA 0.5 M, pH=8.0
c. Aforar a 100 mL agua estéril, o en caso contrario, esterilizar

posteriormente la solucion.

6. Buffer de Lisis Celular (Cell Lysis Buffer, CLB) 50 mM Tris: 50 mM
EDTA, pH 8.0 + 1% Sarcosil:
a. 25 mLde Tris 1 M, pH 8.0
b. 50 mL de EDTA 0.5 M, pH 8.0
c. 50 mL de Sarcosil al 10% (o pesar 5 g de sarcosil)
d

. Aforar a 500 mL con agua estéril

7. Buffer de Lisis Celular/Proteinasa K:
a. Se requieren de 7 mL de CLB por tubo (por ej. 7 mL x 10 tubos= 70
mL)
b. Se requieren de 35 uL de Proteinasa K (solucion stock 20mg/mL) por
tubo con CLB (por ej. 35 uL x 10 tubos= 350 pL).
c. Medir los volumenes correctos en un matraz o tubo con la capacidad

apropiada y mezclar bien.

8. Caldo Luria (LB): (Miller's LB Broth Base). Invitrogen ®. Lote 80265079.

——
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Suspender 25.0 g del medio en un litro de agua destilada
Dejar hidratar por 15 min.

Hervir hasta completa disolucion.

o o o p

Distribuir en tubos de ensayo de 16x150 mL con tapon de rosca (5
mL por tubo).
e. Esterilizar en autoclave 15 min/121°C 6 15 Ib.

f. Conservar a 4°C.

9. Medio de cultivo SIM: Merk®. Lote 00802.
a. Suspender 30 g de medio de cultivo SIM en un litro de agua
destilada
Dejar hidratar por 15 min.
Hervir hasta completa disolucién
Distribuir en tubos de ensayo con tapén de algodon (3mL por tubo)

Esterilizar en autoclave por 15 min/121°C o 15 Ib.

- 0o 2 o T

Dejar solidificar en posicion vetrical y conservar a 4°C.

10.Agar MacConkey: BD Bioxon®. Lote 8285472.
a. Suspender 50 g del medio en un litro de agua destilada
b. Mezclar bien hasta que se tenga una suspension uniforme
c. Dejar reposar de 10-15 min.
d. Calentar suavemente agitando frecuentemente y hervir durante un
minuto.
e. Esterilizar en autoclave por 15 min/121°C o 15 Ib.
f. Vaciar en cajas petri estériles y dejar solidificar.

g. Conservar a 4° C.

11.Medio RMVP: BD Bioxon ®. Lote 01112211.
a. Suspender 17 g de polvo en un litro de agua destilada
b. Dejar hidratar durante 10-15 min.

c. Disuelva calentando y deje hervir aproximadamente un minuto.

——
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d.

e.

f.

Distribuir en tubos de 13x75 mL con tapdn de algodén (3 mL por
tubo)
Esterilizar en autoclave por 15 min/121°C o 15 Ib.

Conservar a 4° C.

12.Agar Citrato de Simmons: BD Bioxon ®. Lote 186B0A2

a.
b.

C.

Suspender 24.2 g de polvo en un litro de agua destilada.

Dejar hidratar durante 10-15 min

Mezclar y calentar suavemente agitando frecuentemente hasta que
el medio hierva durante 1 min.

Distribuir en tubos de ensayo de 13x75 mL con tapon de rosca (3 mL
por tubo)

Esterilizar por 15 min/121° C o 15 Ib.

Dejar enfriar en posicion inclinada de tal manera que se genere un

pico de flauta. Conservar a 4° C.

13.Base de Agar Sangre: BD Bioxon ®. Lote8273351.

a.
b.

Suspender 40 g de polvo en un litro de agua destilada.

Mezclar, calentar con agitacion frecuente y hervir durante 1 min
hasta disolucion completa.

Esterilizar en autoclave por 15 min/121° C o 15 Ib.

Para la preparacion de placas con sangre, enfriar la base a 45-50°C
y adicionar 5% de sangre estéril desfibrinada.

Vaciar en cajas petri estériles y dejar solidificar. Conservar a 4° C.

14.Gelosa Especial. 1L pH=7.2-7.4

a.
b. Agar bacteriolégico 15g. BD Bioxon ®. Lote H101617J
C.

d. Agua destilada 1000 mL

Base de agar sangre 20g. BD Bioxon ®. Lote 8273351

Extracto de carne 1.5g. BD Bioxon ®. Lote C3016670
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e. Mezclar bien y calentar suavemente agitando frecuentemente hasta
gue el medo hierva durante 1 min. Ajustar el pH

f. Distribuir en tubos de ensayo de 13x75 mL con tapon de rosca (4 mL
por tubo) y esterilizar por 15 min/121° C 0 15 |b

g. Se deja enfriar en posicion inclinada de tal manera que se genere un

pico de flauta. Conservar a 4° C.

15.Reactivo de Kovacs:

a. Disolver 10 g de p-dimetilaminobenzaldehido (DMAB) en 150 mL de
alcohol amilico 6 isoamilico puro. Calentar con suavidad en caso de
ser necesario.

b. Agregar lentamente 50 mL de HCI concentrado a la mezcla

c. Conservar en un frasco &mbar, guardar en refrigeracién cuando no

esté en uso.

16. a-naftol al 5%: Reactivo utilizado para la prueba de Voges-Proskauer.
Acttia como intensificador de color.
a. Disolver 5 g de a-naftol en menos de 100 mL de alcohol absoluto (o
al 95%). Transferir la soluciéon a un frasco graduado de 100 mL y
llevarlo a 100mL con etanol absoluto.

b. Conservar en refrigeraciéon cuando no se use.

17. Hidroxido de potasio al 40%: Reactivo utilizado en la prueba Voges-
Proskauer, el cual ayuda a la absorcion de CO; en el medio RMVP.
a. Pesar con rapidez 40 g de KOH vy disolver en menos de 100 mL de
agua destilada.
b. Transferir a un frasco graduado de 100 mL y llevar a 100 mL con
agua destilada.
c. Conservar en una botella de polietileno o recubierta con parafina.
Vencimiento a las 2-3 semanas de preparacion. Evitar la exposicion

directa con la piel ya que puede causar quemaduras dolorosas.
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18.Rojo de Metilo: Indicador de pH acido y denota los cambios en la acidez
por reacciones de color por encima de un rango de pH 4.4-6 o menor en el
medio, el reactivo permanece rojo, mientras que con la acidez disminuida a
pH 6, el indicador vira a amarillo.
a. Disolver 0.1 g de rojo de metilo en 300 mL de alcohol etilico al 95%
b. Agregar 200 mL de agua desionizada a la mezcla de alcohol-
indicador para obtener un volumen final de 500 mL

c. Mantener en refrigeracion cuando no se use.

19.Bromuro de etidio 10mg/mL.:
a. 1 gde Bromuro de etidio
b. 100 mL de agua desionizada estéril
c. Mezclar en agitador magnético por muchas horas hasta asegurar la

disolucién del colorante.

20.Soluciéon de NaCl 1.5M — NaOH 0.5M:
a. 43.83 g de NaCl
b. 10 g de NaOH
c. Disolver en 300 mL de agua estéril, agitando vigorosamente con
ayuda de un agitador magnético.
d. Aforar a 500 mL con agua estéril o en caso contrario esterilizar

posteriormente la solucion.

21.Solucion de Tris-HCI 1M, pH 7.5:
a. 121.14 g de Trizma base
b. Disolver en 600 mL de agua estéril agitando vigorosamente con
ayuda de agitador magnético.
c. Medir el pH con un potenciémetro.
d. Ajustar el pH a 7.5 con HCI 1N o HCI concentrado.
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e.

Aforar a 1000 mL con agua estéril 0 en caso contrario esterilizar

posteriormente la solucién.

22.Solucion de NaCl 1.5 M = Tris-HCI 0.5 M, pH 7.5:

a.
b.

87.66 g de NaCl

Disolver en 300 mL de agua estéril, agitando vigorosamente con un
agitador magnético.

Agregar 500 mL de solucién de Tris-HCI 1M, pH 7.5

Aforar a 1000 mL con agua estéril o0 en caso contrario esterilizar

posteriormente la solucién.

23.Solucion de SSC 20x (Citrato de sodio 0.3 My NaCl 3 M):

a.

®© o o

175.3 g de NaCl

88.3 g de Citrato de Sodio

Disolver en 800 mL

Ajustar pH a 7.0 con NaOH 1N o lentejas de NaOH.

Aforar a 1000 mL con agua estéril 0 en caso contrario esterilizar

posteriormente la solucién.

24.Solucién de SSC 3x:
a. 150 mL de solucion SSC 20x

b.

Aforar a 1000 mL con agua estéril o en caso contrario esterilizar

posteriormente la solucion.

25.Solucién de SSC 5x:
a. 250 mL de solucion SSC 20x

b.

Aforar a 1000 mL con agua estéril o en caso contrario esterilizar

posteriormente la solucion
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Apéndice 2:
Identificacién morfoldgica colonial e Identificacion bioquimica

e Agar Sangre: En las placas de agar sangre se observaron colonias grises,

redondas, de aspecto humedo y algunas con hemdlisis.

e Agar MacConkey: En algunas placas se aislaron dos tipos de colonias de

distintos tonos de rosa, las cuales fueron trabajadas por separado en su
confirmacion bioquimica de E. coli. Las colonias aisladas de bacterias que
fermentan lactosa, como E. coli, eran rosas, color producido por la
acidificacion del medio. Su morfologia era redonda, de borde definido y

presentaban un halo color turbio.

Identificacidén bioquimica (Pruebas realizadas)

e Sulfuro Indol Movilidad (SIM): Incubar a 35°C por 24 horas en condiciones

de aerobiosis, agregar posteriormente 5 gotas de reactivo de Kovacs.

e Agar Citrado de Simmons: Incubar a 35°C por 24-48 horas en condiciones

de aerobiosis. Observar posteriormente.

e Caldo Rojo de Metilo-Voges Proskauer (RMVP): Incubar a 35°C por 48

horas en condiciones de aerobiosis. Dividir el medio para hacer las pruebas
por separado. RM agregar de 4-5 gotas de rojo de metilo, agitar hasta
homogenizar. VP agregar 12 gotas de a-naftol 5% en etanol y 4 gotas de

KOH al 40%, homogenizar, dejar reposar 10-15 minutos.

Las colonias fueron identificadas como E. coli, al presentar resultados de acuerdo
a los caracteristicos que presenta E. coli de acuerdo a la literatura citada

anteriormente.

SIM: Se observo movilidad en base a la turbidez en el medio. Las cepas fueron
Indol positivas al desarrollar un color rojo al agregar el reactivo de Kovacs,

indicando la capacidad de formar indol.

Citrato de Simmons y Voges Proskauer: Para todas las cepas las dos pruebas

fueron negativas.
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Rojo de metilo: Fue positivo para todas las cepas. Se produjo una coloracion roja
en el medio al agregar el indicador rojo de metilo indicando la presencia de

productos acidos provenientes de la fermentacion de glucosa.
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