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Resumen

La orina y las vias urinarias, en condiciones normales, solo presentan los
microorganismos que conforman su microbiota. Sin embargo, cuando hay presencia
y multiplicacion de microorganismos externos al tracto urinario se produce una
infeccion, que puede ser aguda o cronica. Se considera que existe infeccidn crénica
del tracto urinario (ICTU) cuando se presentan tres o0 mas infecciones al afio, y estas
pueden ser ocasionadas por un microorganismo diferente a la primo infeccién
(recurrente) o por el mismo microorganismo (persistente). El principal agente
etiolégico de las ITU es Escherichia coli uropatégena (UPEC), responsable del 80
% de las ITU de comunidad y del 60% de las de origen intrahospitalario. En las
cepas UPEC se han identificado diferentes genes de virulencia cuya expresion
favorece que puedan establecerse en el tracto urinario del hospedero. Algunos de
éstos genes incluyen la produccion de adhesinas fimbriales (Pili 1, Pili P), toxinas
(CEN-1, HIyA, Sat, Pic, Vat), propiedades para evadir las defensas del hospedero
(capsula, LPS y antigeno O) y sistemas de captacion de fierro o sideréforos
(aerobactina, enterobactina, yersinobactina). Las cepas UPEC se incluyen en los
grupos filogenéticos B2 o D y en diferentes grupos antigénicos definidos por el
antigeno somatico O (01, 02, 04, 06, O7, 08, 015, 016, 018, 021, 022, 025,
075, 083), que por su distribucion universal son llamados serogrupos UPEC
clasicos. Objetivo: Se caracteriz6 cepas UPEC de pacientes con ICTU recurrentes
0 persistentes, aisladas en un estudio prospectivo analizando la presencia de genes
de virulencia, grupo filogenético y resistencia antimicrobiana. Metodologia: Se
incluyeron 49 cepas aisladas de tres pacientes con ICTU a quienes se les dio
seguimiento mensual por un afio. De cada periodo en que se presentd un cultivo
positivo (210° UFC/mL) se seleccionaron 3 cepas a las cuales se les se le realizé
extraccion de DNA empleando InstaGeneR Matrix y se determin6 por ensayos de
PCR punto final su grupo filogenético (chuA, yjaA 'y TspE4.C2) y genes relacionados
con la virulencia (fimH, papA, kpsMT |, ompT, ibeA, sat, chuA, sitA, feoB, fyuA, iroN,
iutA, irp-2, malX-PAl), posteriormente se analizd su presencia utilizando geles de

agarosa (1.5%), asi como también se analizé la sensibilidad a antimicrobianos.



Resultados: Las caracteristicas fenotipicas y genotipicas de las cepas UPEC
aisladas de pacientes con ICTU mostraron la existencia de serogrupos UPEC
clasicos y no clasicos. La deteccion de genes para definir el grupo filogenético
reporto 42/49 (86%) cepas dentro de los grupos filogenéticos B2 y D EXPEC
(virulentos) y 7/49 (14%) a los grupos filogenéticos Ay B1, comensales. En relacién
con los genes de virulencia la cepa que mostr6 mayor niumero de estos fue 13/14
genes (93%) incluida en el filogrupo B2 y la que mostré menor niamero 6/14 (43%)
del grupo filogenético B1, el gen mas encontrado fue fimH (100%) y el gen que
estuvo ausente fue IbeA, los genes asociados a cepas EXPEC (B2 y D) que
demostraron una significancia (p<0.05), fueron ompT, sat, chuA, feoB, malX-PAl.
En la resistencia bacteriana a los 32 antibiéticos de cada una de las 49 cepas UPEC
aisladas, soOlo del grupo de las Penicilinas: piperacilin/tazobactam, de las
cefalosporinas: cefoxitin, de los carbapenémicos: meropenem, de los nitrofuranos:
nitroforantoina, monobactamicos: gentamicina y amikacina, de los anfenicoles:
cloranfenicol, y de los fosfonatos: la fosfomycina y fosfomicin/trometanol, cumplen
con una resistencia menor al 20% (criterio para ser usado en ITU empiricamente).
En la comparacion de la resistencia obtenida por los grupos filogenéticos EXPEC
(B2 y D) sobre los comensales (A y B1), encontrando significancia estadistica
(p<0.05) en 10 de los 32 antibidticos probados, pertenecientes al grupo de las
cefalosporinas: cefalotin (KF), cefamandole (MA), cefoperazone (CFP), cefriaxone
(CRO) y cefurozime (CXM); en el grupo de los monobactamicos: aztreonam (ATM);
aminoglucosidos: kanamicina (K) y quinolonas: ciprofloxacin (CIP), norfloxacina
(NOR), Ac. naidixico (NA). Conclusién: El agente causal de ICTU fue E. coli EXPEC
en un 86% perteneciente al grupo filogenético B2 y D y E. coli comensal en un 14%
de los grupos filogenéticos A y B1, causando cuadros clinicos en de los pacientes
de tipo persistentes (JMA) y recurrentes (FF y TJT) asociados con cepas de
diferentes serotipos. El perfil de urovirulencia constituido por ompT, sat, chuA, feoB
y malX-PAIl puede ser una alternativa para la identificacion de cepas ExPEC. La
fosfomicina y nitrofurantoina, son los antibiéticos de primera linea para las ITU, sin
embargo la creciente resistencia propone a los lisados bacteriano con una

alternativa exitosa en el tratamiento y profilaxis de ICTUR.
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DNA Acido desoxirribonucleico
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Introduccidn

Las infecciones del tracto urinario (ITUs) son la tercera causa de morbilidad
en México (SUIVE/DGE-Secretaria-de-Salud, 2020), y es mas comudn en mujeres
(70%). La ITU se define como la presencia y multiplicacion de microorganismos de
origen externo que ocasionan diferentes manifestaciones clinicas. Pueden ser
aguda o cronica y subclasificarse estas ultimas en recurrentes (cuando el
microorganismo causal es diferente en cada episodio) o persistentes (cuando
siempre se aisla el mismo microorganismo). Las bacterias se consideran el principal
agente etioldgico y de éstas Escherichia coli (E. coli) es la mads comdn ya que se
asocia al 80 % de las ITU en comunidad y 60% de las intrahospitalarias (Pigrau-
Serrallach, 2005). En E.coli se describen las cepas comensales habitantes naturales
del intestino y virulentas responsables de diferentes padecimientos. Las cepas
asociadas con ITU se denominan E. coli uropatégena (UPEC), que presentan
caracteristicas antigénicas y de virulencia especificas. Las cepas UPEC clasicas se
integran en 14 serogrupos, sin embargo, estudios realizados por diferentes grupos
de trabajo refieren la participacion en ITU recurrentes de cepas comensales
presentes en la biota del hospedero (Ahumada-Cota et al, 2020; Hernandez-Chifias
et al, 2019). En el presente trabajo se analizaron cepas aisladas de tres pacientes
incluidos en un estudio prospectivo de seguimiento, a las cuales se les determiné
su grupo filogenético, presencia de genes relacionados con la virulencia de cepas
UPEC, sensibilidad a los antimicrobianos y se definio si el comportamiento de estas
cepas UPEC, estéan asociadas a infecciones crénicas de tipo recurrentes (ICTUR) o
de tipo persistentes (ICTUP).



Marco Teorico

Infeccion de tracto urinario

Las Infecciones del Tracto Urinario (ITUs) son la tercera causa de morbilidad
en México entre las 20 principales causas de enfermedades con aproximadamente
4, 000,000 casos al afio, aunque, por efecto de la pandemia por COVID 19 en el
2020 se observo una disminucién con reporte de solo 2,831, 957 nuevos casos
(SUIVE/DGE-Secretaria-de-Salud, 2020).

La ITU se define como la colonizacién y multiplicacién del agente causal
habitualmente por bacterias, a lo largo del tracto urinario. Microbiolégicamente se
define como un recuento >10° UFC/ mL (Unidades Formadoras de Colonias) de
bacterias en una muestra de orina y hay bacteriuria asintomatica cuando en
ausencia de sintomas el recuento es >10° UFC/ mL de un microorganismo en cultivo
puro en dos muestras recolectadas en diferentes dias, con o sin piuria y en mujeres
se requiere el aislamiento del mismo patdégeno en dos muestras de orina obtenidas
con un intervalo de una o dos semanas, mientras que en hombres basta con una

sola muestra para establecer dicho diagnéstico (Zboromyrska et al, 2019).

Clasificacion

La ITU se denomina pielonefritis si afecta al riidn y a la pelvis renal; cistitis si
implica a la vejiga; uretritis si afecta a la uretra y prostatitis si se localiza en la
prostata (Gonzélez Monte, 2016). La mayoria de las ITU se producen por la
colonizacion de la zona periuretral y de la uretra con microorganismos de origen
intestinal, que posteriormente afecta la vejiga y puede llegar hasta los rifiones e
incluso al torrente sanguineo, causando urosepsis (Zboromyrska et al, 2019). Es

por ello que dependiendo de su ubicacién se clasifican como:



e |ITUs inferiores o de vias bajas: Cistitis (infeccion que afecta la mucosay a
la submucosa, de la vejiga), uretritis y prostatitis (Gonzalez Monte, 2016).

e |TUs superiores o de vias altas: Pielonefritis (inflamacion con dafio en las
nefronas), pielitis (infeccion de la pelvis renal y sus calices), glomerulonefritis
o enfermedad de Bright (inflamacién del riidn que afecta al glomérulo),

absceso renal (Gonzéalez Monte, 2016).

Otra forma de clasificarlas es por el tiempo de evolucion:

* Infeccion Aguda del Tracto Urinario (IATU): solo se presenta un cuadro de
ITU en el transcurso de un afio (Valdevenito, 2008).

* Infeccién Crénica del Tracto Urinario (ICTU): cuando en el transcurso de
un afio, se presentan por lo menos tres cuadros de ITU o dos en seis meses
(Zboromyrska et al, 2019). A su vez, estas se clasifican en Infecciones
Cronicas Recurrentes (ICTUR) e Infecciones Croénicas Persistentes (ICTUP)
(Valdevenito, 2008; Pigrau-Serrallach, 2005).

Infecciones Crénicas de Tracto Urinario Recurrentes (ICTUR)

Las ICTUR, constituyen un problema clinico comun, especialmente en
mujeres jovenes sexualmente activas, embarazadas, mujeres posmenopausicas y
en hombres y mujeres con patologia urol6gica subyacente (Zboromyrska et al,
2019).

Este padecimiento no sélo supone un malestar fisico importante en las
mujeres que las padecen, sino que tienen una gran repercusion econémica por los
costes que representa la asistencia sanitaria ambulatoria, pruebas de diagnostico,
tratamiento y ademas un costo personal por el efecto emocional, que influye en su
desempefo durante el tiempo que presenta el cuadro agudo y posteriormente por

saber que presentara una recaida (Ahumada-Cota et al, 2020).



Las ICTUR representan el 80% de las ICTU y son infecciones nuevas
causadas por cepas o bacterias diferentes (Stamm et al, 1991; Valdevenito, 2008;
Schaeffer et al, 2016) o bien cuando entre las 2 ICTU se documenta un urocultivo
estéril (Pigrau-Serrallach, 2005). Estudios en mujeres jévenes sexualmente activas
han referido que, aunque, las infecciones pueden estar causadas por la misma
bacteria esté en realidad, puede ser una bacteria con caracteristicas diferentes cuyo
reservorio seria el tracto digestivo (Hooton, 2012; Zboromyrska et al, 2019).

Entre el 15-20% de las mujeres mayores de 60 afios presentaran una
recurrencia y este porcentaje es superior en pacientes institucionalizadas, causada

por bajos de estrogenos vaginales (Pigrau-Serrallach, 2005).

Infecciones Croénicas de Tracto Urinario Persistentes (IUCP)

Las ICTUP representan el 20% de las ICTU y se consideran como una
recidiva, se presentan generalmente en las 2 primeras semanas tras la aparente
curacion de la ITU y son debidas a la persistencia de la cepa que originalmente
ocasiond el cuadro inicial que se encontraba alojada en el foco de la infeccién
(Hernandez-Chifas et al, 2019) ya sea en las propias células uroepiteliales donde
crean biopeliculas o comunidades bacterianas intracelulares (Flores-Mireles et al,
2015), o bien al acantonamiento del microorganismo en un lugar inaccesible al
antibiotico (litiasis renal o prostatitis cronica), o ser causadas por un tratamiento
antibiético inadecuado o demasiado corto, en donde adultos mayores o pacientes
con sindrome cistitico de méas de 7 dias de evolucion han sido tratados durante sélo
3 dias (Schaeffer et al, 2016; Sola et al, 2017).

Esta complicacion también debe descartarse en pacientes afectados de una
pielonefritis tratada adecuadamente segun antibiograma durante 2 semanas y que
recidiva debido a la existencia de una pielonefritis focal o bien un absceso renal

subyacente (Pigrau-Serrallach, 2005).



Manifestaciones clinicas

Sintomaticas: disuria, polaquiuria, urgencia urinaria (sindrome miccional),
dolor pubico y de espalda, orina turbia, maloliente, hematuria, escalofrios,
fiebre (238 °C), nauseas, vomito, piuria y bacteriuria (>10°> UFC/ mL)
(Gonzéalez Monte, 2016).

Asintomaticos: No hay sintomatologia clinica, pero puede haber bacteriuria
de mas de >10° UFC/ mL en 2 muestras de orina, con la presencia de piuria

0 no (Zboromyrska et al, 2019).

La division con base en si hay o no complicaciones es la siguiente:

ITU no complicada: Esencialmente son las ITUs inferior, las cuales tienen
un minimo riesgo de invasién tisular y con prevision de respuesta a un
tratamiento estandar corto (3 dias). Se presentan en mujeres jovenes, en
edad fértil, sanas, no embarazadas, y que refieren en la clinica como cistitis

de menos de una semana de evolucion (Schaeffer et al, 2016).

ITU complicada: asociadas con factores que comprometen el tracto urinario
o la defensa del huésped, incluida la obstruccion urinaria, la retencion urinaria
causada por una enfermedad neuroldgica, inmunosupresion, insuficiencia
renal, trasplante renal, embarazo y la presencia de cuerpos extrafios como
calculos, catéteres permanentes u otros dispositivos de drenaje (Levison y
Kaye, 2013). Las complicaciones de una ITU incluyen recurrencias,
pielonefritis con sepsis, dafio renal en nifios pequefos, parto prematuro y
complicaciones causadas por el uso frecuente de antibidticos (resistencia
bacteriana) y colitis por Clostridium difficile (Flores-Mireles et al, 2015;
Foxman, 2014, Dielubanza, 2011).



Factores de riesgo

Los factores de riesgo asociados a una ITU son muchos y muy variables,
pero basicamente se dividen en los factores que dependen del huésped, medio
ambiente y del microorganismo, como lo denota Pigrau-Serralach (2005), en la
figura 1, en donde ademas se muestran los principales factores involucrados como

lo son genéticos, bioldgicos y conductuales en las ICTUR (Pigrau-Serrallach, 2005).
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Figura 1. Factores que predisponen a ICTUR, tomado de Pigrau-Serrallach, 2005.

Entre los principales factores de riesgo en mujeres premenopausicas, se
encuentra: la actividad sexual, el uso de espermicidas, familiares de primer grado
con historia de ITU o ITU en la infancia (Pigrau-Serrallach, 2005). En las mujeres
postmenopausicas los factores de riesgo comprenden la historia previa de ITU,
incontinencia urinaria, vaginitis atrofica debido a la deplecion estrogénica, cistocele,
aumento del volumen del residuo postmiccional y fenotipo no secretor de los grupos
sanguineos ABO (Zboromyrska et al, 2019).



Las alteraciones anatoémicas y funcionales del tracto urinario son
responsables de ITU complicadas e incluyen cirugia urogenital, sonda vesical
permanente u otros tipos de catéteres de uso prolongado, obstruccion de vias

urinarias, vejiga neurogénica o reflujo vesicoureteral (Pigrau-Serrallach, 2005).

Las enfermedades de base, tales como diabetes mellitus o estados de
inmunosupresion, son otros factores predisponentes (Zboromyrska et al, 2019). En
los pacientes mayores concurren muchos de los factores de riesgo antes
mencionados, y ademas hay que afiadir el deterioro mental y tratamientos

antimicrobianos mas frecuentes (Pigrau-Serrallach, 2005).

En los varones de entre 15 y 50 afios la ITU es poco frecuente y suele estar
asociada a una alteracion urolégica subyacente (Zboromyrska et al, 2019), o bien
en este rango de edad presentan ITU agudas no complicadas (Sola et al, 2017). En
los varones mayores de 50 afios los sintomas se deben mayoritariamente a la
prostatitis cronica o bien una infeccién concomitante de la préstata y a la obstruccién
de las vias urinarias de distinta indole o cateterismo prolongado (Zboromyrska et al,
2019; Sola et al, 2017).

Los pacientes con ICTUR son mas susceptibles a la colonizacién vaginal por
uropatdégenos, lo cual esta condicionado en parte por factores genéticos, ya que se
ha demostrado que las células uroepiteliales de las pacientes no secretoras para el
grupo ABO tienen una mayor susceptibilidad para la adherencia por uropatégenos,
debido a que expresan dos glucoesfingolipidos en la membrana celular con mayor
avidez para los receptores de Escherichia coli uropatégena (UPEC), o bien las
alteraciones en el CXCRL1 (receptor para la interleucina 8), ya que la ausencia del
mismo predispone a bacteriemias por ITU y que en algunos nifios con pielonefritis
recurrente un defecto en el mismo justificaria las recurrencias, lo que podria explicar
la predisposicion familiar en las ITU, cuya predisposicion genética vendria apoyada
por el hecho de que las nifias con ITU durante la infancia tienen mas riesgo de
presentar bacteriuria e ITU sintomatica en la edad adulta, incluso en ausencia de

anomalia uroldgica subyacente (Pigrau-Serrallach, 2005).



Los factores especializados predisponentes de ICTUR dependientes de los
uropatdégenos son la produccion de: adhesinas, invasinas, toxinas, sideroforos e
islas de patogenicidad que les permiten colonizar e invadir el tracto urinario y se
transmiten entre individuos a través del contacto de persona a persona y
posiblemente a través de los alimentos el agua (Foxman, 2010), estudiados con
mas profundidad mas adelante.

Etiologia de la ITU

Las ITUs son causadas por bacterias Gram positivas y Gram negativas, asi
como por ciertos hongos, virus y parasitos. Los agentes implicados en ITUs muestra
a las cepas UPEC con el 75% en los casos observados en comunidad y 65% en las
infecciones hospitalarias precedida por Klebsiella pneumonie, Staphylococcus
saprophyticus, Enterococcus faecalis, Streptococcus del grupo B, Proteus mirabilis,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y Candida spp (Flores-Mireles
et al, 2015).

Escherichia coli (E.coli)

E. coli pertenece a la familia Enterobacteriaceae; es un bacilo corto que mide
0.5um de ancho por 3um de largo, Gram negativo, no esporulado, con fimbrias, y
flagelos peritricos y algunas poseen una capsula de polisacaridos (Molina, 2015).
E. coli es miembro de la microbiota del intestino grueso en mamiferos y se clasifican
en tres grupos: cepas de E. coli comensales (no patégenas), E. coli patdogenas
intestinales (diarrogénicas) y E. coli patdégenas extraintestinales (EXPEC) (Russo y
Johnson, 2000). Su identificacion hoy en dia sigue realizandose por pruebas
bioquimicas (Anexo 1) o bien por tecnologia muy avanzada como lo es el MALDI-

TOF (Zboromyrska et al, 2019), tecnologia muy costosa en México.



Filogenia de E. coli

Las cepas de E. coli son genéticamente diversas de tal manera que se
conocen hasta el momento 8 grupos filogenéticos (A,B1,B2,C,D,E,F y clado 1),
utilizando datos obtenidos mediante la tipificacibn de secuencias multilucus
(Chaudhuri y Henderson 2012). Sin embargo Clermont et al (2000), describieron y
validaron una metodologia mas sencilla para realizar dicha clasificacion, basandose
en el genotipo obtenido mediante Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
multiplex punto final que detecta la presencia o ausencia de chuA (gen necesario
para el transporte del grupo hemo en la membrana externa de E. coli O157:H7
enterohemorragica), yjaA (gen de funcidon desconocida, fue identificado en el
genoma de E. coli K12) y TspE4.C2 (fragmento de ADN an6nimo), lo que permite
clasificar a las cepas de E. coli en cuatro grupos filogenéticos mas importantes A,
B1, B2 y D (figura 2), de los cuales las cepas EXPEC virulentas pertenecen
principalmente al grupo B2 y en menor medida, al grupo D, mientras que la mayoria
de las cepas comensales pertenecen al grupo Ay en menor medida al B1 (Clermont
et al, 2000; Cundon et al, 2018; ). De tal forma que estudios realizados en UPEC
sobre patogenicidad y filogenia han demostrado que son un grupo ampliamente
heterogéneo: diferentes cepas pueden generar el mismo sindrome (Bryce et al,
2016).
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Figura 2. Clave dicotémica para la interpretacion de los grupos filogénicos de UPEC. Modificado de
Clermont et al, (2000).



Las cepas EXPEC se relaciona con la etiologia de ITU, meningitis, neumonia,
infecciones de piel y tejidos blandos y sepsis; infecciones de elevada morbilidad,

mortalidad y altos costos asociados a la salud (Koga et al, 2014).

Los diferentes patotipos de la bacteria se distinguen de la biota normal por el
hecho de presentar factores de virulencia, que son adquiridos principalmente por la
transferencia horizontal de genes presentes en plasmidos (conjugacién), fagos
(transduccion) y/o el genoma de otras bacterias (transformacion) (Andreu, 2013).
Las cepas de estos grupos presentan antigenos de superficie (antigeno somatico
ylo flagelar) diferentes, mecanismos de patogenicidad especificos, y como se
mencionod anteriormente ocasionan infecciones y sindromes diferentes (Gonzélez,
2016).

Para definir el grupo patdégeno al que pertenecen, Kauffman desarrollo un
esquema de serotipificacion que actualmente tiene 186 antigenos somaticos (O), 56
flagelares (H) y 60 capsulares (K). El antigeno “O” es el responsable del serogrupo
y el analisis de ambos antigenos somaético y flagelar (O:H) indica el serotipo de la
bacteria, el cual en ocasiones se asocia con un cuadro clinico en particular
(Hernandez-Chifas et al, 2019).

UPEC

Como ya se mencioné a lo largo del presente trabajo, UPEC es el grupo de
cepas relacionadas con las ITUs, mas importante, ya que es el agente causal del
70 al 95% de infecciones en comunidad (Vimont et al, 2012). Se considera que su
origen, es de la biota intestinal del mismo hospedero (Zboromyrska et al, 2019) o
bien entre individuos a través del contacto de persona a persona y posiblemente a
través de los alimentos o el agua (Foxman, 2010). Estas bacterias tienen que
adaptarse al medio ambiente del hospedero (vejiga, rifidn y torrente sanguineo) y

los factores de virulencia juegan un papel importante en las etapas iniciales de
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interaccion con el hospedero (Narciso et al, 2012; Hernandez-Chifas et al, 2019),
los cuales estan relacionados como han demostrado diversos estudios con el

serogrupo que presenta E. coli (Paniagua et al, 2017).

Serologia

Debido a que UPEC prevalece en el tracto urinario, las personas susceptibles
pueden presentar ICTUR o ICTUP, por lo que para definir cual de las dos
infecciones esta presente se pueden utilizar ensayos serologicos (determinacion de
serotipo), que permiten definir la identidad de la cepa responsable del cuadro clinico,
ya que no obstante que por pruebas bioquimicas se identifique el mismo género y
especie bacteriana con esto no se puede establecer la identidad especifica de la
cepa que causa el cuadro de infeccion (Hernandez-Chifas et al, 2019) (Ahumada-
Cota et al, 2020).

La serologia ha permitido la asociacion de 14 serogrupos “O” mas
frecuentemente asociados con ITU, denominados como serogrupos UPEC clasicos:
01, 02,04, 06, 07,08, 015,016, 018, 021, 022, 025, O75y 083y los serotipos:
O1:H4, O1:H6, O1:H7, O1:H-, O2:H1, O2:H4, O4:H5, 06:H1, O7:H4, O7:H6, O7:H-
, 08, 016, Ol18ac:H7, O18ac:H, 022:H1, 025:H1, O75:H5 y O75:H7 (Noie et al,
2019; Li et al, 2010).

Factores de virulencia

UPEC puede colonizar, invadir, replicarse y persistir en las células epiteliales de
la vejiga debido a la versatilidad de su genoma, ya que lo remodela a través de la
adquisiciébn y perdida de genes de virulencia mediante los procesos de

recombinacién genética (Barber et al, 2013).

Para sobrevivir en el micro habitat del tracto urinario, UPEC necesita expresar
algunos factores de virulencia que le van a conferir ventajas sobre otras poblaciones

bacterianas y sobre el hospedero, los cuales son principalmente de dos tipos: los
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expresados en la superficie celular: desempefian funciones de adhesion e invasion
de tejidos (Tabla 1), formacién de biopeliculas e induccion de citosinas y los
producidos dentro de la bacteria y que son exportados al sitio de infeccion, como lo

son toxinas y sideréforos (Tabla 2) (Sarowska et al, 2019).
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Descripcion Gen Funcién
Adhesinas
Fimbria tipo 1 fimH Factor de colonizacion en infecciones extraintestinales, formacion de biopeliculas?.
Adhesina afimbrial afa La adhesina afimbrial se une al receptor DAF (factor que acelera el decaimiento, por sus siglas en inglés) en el

epitelio de la superficie celular, con capacidad de hemaglutinacion@.
Fimbria Dr dra Se une al receptor DAF en las células epiteliales de superficie y media las internalizacion de la bacteria a las
células del hospedero?.

Fimbria P papG alelo |, Il'y | Factor de colonizacién en infecciones extraintestinales?.

1l
Fimbria S sfa Adhesion a células epiteliales intestinales, rifion. Facilitan la penetracion de bacterias hacia los tejidos?.
Fimbria F1C foc Adhesion a células epiteliales renales, células endoteliales de la vejiga y los rifiones?.
Fimbria P papA Gen que codifica el eje fimbrial principal®.
Gen fibra curly cril, csg Fimbrias asociadas a la meningitis y reguladas por temperatura?.
Antigeno 43 agn43 (flu) Habilita la formacion de biopeliculas y promueve la patogenicidad?.
Proteina de membrana = ompA, ompT Permite la supervivencia intracelular y la evasién de la defensa del hospedero?.
externa
Cépsula kpsMT, kpsMTII, = Factor de proteccion contra la fagocitosis.

kpsMTIII

Invasinas

IbeABC ibeABC Invasion celular en los tejidos del hospedero.

Modificado de 2Sarowska et al, (2019); ® Kariyawasam y Nolan, (2011).
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Descripcion Gen Funcién

Sider6foros

Aerobactina iucABC, aer, iutA Adquisicion de Fe?*/Fe®* en el sistema del hospedero?.
Yersiniabactina fyuA Receptor del sideréforo Yersiniabactina?.
Salmochelina iroN, iroBCDEN Receptor sider6foro. Sintesis de la Salmochelina?.
chuA, Hma chuA, hma Habilita el uso de hierro a partir de hemoglobina del hospedero?.
SitABC SitABC Transporte de Fe?* y Mn?*2,
Proteina de virulencia de membrana externa regulada por hierro | ireA Receptor de sideréforo IreA.
Sistema Feo feo ABCD Transporte de Fe?* 2,
Resistencia al suero
Proteina de exclusion de transferencia conyugal traT Inhibe la via clasica del Complemento?.
Toxinas
Toxina autotransportadora serina proteasa pic Degrada mucinas, facilita la colonizacion del epitelio y dafia la membrana
celulard.
Toxina autotransportadora secretada sat Toxina proteolitica, con efecto citopatico e induccién de vacuolizacién?.
Toxina Autotransportadora vacuolizante vat Toxina proteolitica, induce la vacuolizacién de células del hospedero?.
a -hemolisina hlyA Produce lisis celular?.
Factor necrotizante citotoxico (CFN) cfnl Participa en la necrosis celular?.

Genes asociados con la virulencia

Componente EIICB especifico del sistema PTS malX Marcador de isla de patogenicidad asociada CFT073P.
Supuesta bacteriocina usp Isla de patogenicidad?.
Regulador de hierro irp2 Es el principal gen marcador para la deteccion de islas de alta patogenicidad

y un regulador de hierro. Gen estrechamente relacionado con la virulencia?
Modificado de 2Sarowska et al, (2019); PCarniel et al, (1996).
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Patogenia

Para que una ITU se desarrolle primero se debe establecer una colonizacion
de la cavidad uretral, de bacterias generalmente provenientes del tracto digestivo
(Zboromyrska et al, 2019) o bien en las mujeres con una alteracion de la biota
vaginal, por factores hormonales o por el tratamiento con antibioticos, puede haber
una disminucion de Lactobacillus sp. y un aumento de la colonizacion de
uropatdégenos provenientes del colon, aumentando la frecuencia de presentarse una
ITU (Stapleton et al, 2011).

Tras la ascension de la uretra, las bacterias se encuentran por primera vez
con la vejiga, donde las defensas pasivas expresadas de manera constitutiva
ayudan a prevenir la infeccion. En el caso de que las bacterias patégenas eludan
estas defensas, se inducen mecanismos inmunitarios innatos y adaptativos

adicionales (Ingersoll y Albert, 2013).

En la vejiga (figura 3), la expresion de pili tipo 1, en UPEC es esencial para
la colonizacioén, invasion y persistencia. La adhesina de pili tipo 1, FimH, se une a
las uroplaguinas manosiladas e integrinas que recubren la superficie de las células
paraguas, lo cual induce el reordenamiento de actina y la internalizacién bacteriana
(la integrina FimH-a3 1, interacciona induciendo el reordenamiento de actina a
través de la activacion de GTPasas de la familia RHO), con lo que UPEC evade las
defensas del huésped y resiste el tratamiento antibiotico (Blago et al, 2014). Sin
embargo, lipopolisacéarido liberado por UPEC es detectado por Toll-like receptor 4
(TLR4), que induce la produccion de AMP ciclico (CAMP) a través de la activacion
de la adenilil ciclasa 3 (AC3), lo que da como resultado la exocitosis de UPEC
vesicular a través de la membrana plasmatica apical. UPEC sobrevive a este
mecanismo de defensa innato escapando al citoplasma, donde luego se multiplica
para formar comunidades bacterianas intracelulares, cuya maduracion causa
dispersion bacteriana y permite la invasion de otras células huésped y el ciclo se

repite (Flores—Mireles et al, 2015). Cabe mencionar que UPEC puede establecer
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reservorios intracelulares inactivos, en las células de transiciébn subyacentes, los
cuales constan de 4 a 10 bacterias no replicantes dentro de los compartimentos
unidos a la membrana encerrados en F-actina y pueden permanecer viables durante

meses (Hannan et al, 2012).

Figura 3. Factores de virulencia de UPEC que contribuyen a las infecciones del tracto urinario, tomado de
Flores-Mireles et al, (2015).

UPEC sobrevive en la vejiga secretando varios factores que son importantes
para la adquisicién de nutrientes como lo es la a-hemolisina, también desencadena
la exfoliaciéon epitelial para promover la propagacién de UPEC a otros huéspedes
después de la expulsion por orina o para exponer capas mas profundas del
uroepitelio. Los sideréforos que expresa le permiten obtener hierro y por lo tanto,
promueva la supervivencia durante un ciclo ITU. El CNF1 (Factor necrotizante
citotdéxico) también es importante para la remodelacion y funciones de la célula
huésped al unirse al receptor de la molécula de adhesion de células basales en las
células huésped para inducir la activacion constitutiva de RHO GTPasas RAC1,
RHOA vy control de division celular, resultando en el reordenamiento del
citoesqueleto y arrugamiento de la membrana. La activacion de RAC1 también
induce la accién antiapoptotica de la célula huésped (Hannan et al, 2012; Flores—
Mireles et al, 2015).

16



La supervivencia extracelular de UPEC también requiere la evasion del
sistema inmunitario innato mediante la adopcién de una morfologia filamentosa, que
hace que la bacteria sea mas resistente a la destruccion de neutréfilos que su forma
bacilar (Hovarth et al, 2011).

Con respecto a la colonizacion de los rifiones, como lo denota la figura No.
4, depende de la expresion de pilis asociados a pielonefritis, que se unen a los
globosidos glicolipidos que revisten el tejido renal. La fimbria P (papG), también
interactta con TLR4, reduciendo la expresiéon de polimeros. Esto da como resultado
una alteracion del transporte de inmunoglobulina A (IgA) a través del epitelio, por lo
gue modulando la respuesta inmune de anticuerpos secretores locales y

previniendo la opsonizacion y eliminacion de UPEC (Wright y Hungren, 2006).
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Figura 4. UPEC colonizacion del rifion, tomado de Flores-Mireles et al, (2015).

Por lo cual, ademas de su prevalencia, una caracteristica notable de la ITU
bacteriana es la incidencia de recurrencia, en la que casi el 50 % de las mujeres
gue experimentan una primera ITU desarrollan una ICTUR (Hooton, 2001), las
cuales en su mayoria son mujeres jovenes y no tienen relacion con una patologia
urologica anatémica o funcional subyacente, sino que son debidas a la compleja
interrelacion entre la cepa infectante y las células epiteliales (Pigrau-Serrallach,

2005), descritas anteriormente.
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Tratamiento y resistencia antimicrobiana

En los dltimos afios se ha producido un incremento global de la resistencia a
antibioticos, principalmente en bacilos Gram-negativos. En las ITU, el objetivo del
tratamiento es hacer desaparecer la sintomatologia y erradicar las bacterias, sin
embargo en la mayoria de las ocasiones el tratamiento antibiético se instaura de
forma empirica, siendo necesario conocer la epidemiologia y las tasas de
resistencias locales, algo fundamental en el caso de las enterobacterias, y

particularmente de E. coli (Zboromyrska et al, 2019).

El manejo clinico de la ITU se complica por el aumento de la incidencia de
las infecciones causadas por cepas UPEC que son multidrogoresistentes lo que
significa que son no sensibles al menos a un agente en tres 0 mas categorias de
los antibidticos (Melano, 2017), utilizados comunmente en el tratamiento de la
infeccion (Ahumada-Cota et al, 2020), siendo asi que los antibidticos mas
frecuentemente empleados son la amoxicilina, amoxicilina/ac. clavulanico,
sulfametoxazol/trimetoprima nitrofurantoina, fosfomicina cefalosporinas,
aminoglucésidos, cotrimaxol y quinolonas (Ejrnaes, 2011; Robledo, 2017), sin
embargo es importante resaltar que la CLSI M100 (2023), tiene una lista amplia de
antibioticos, clasificados por grupos que se aplican en el tratamiento de la familia
Enterobacteriaceae y que se modifica cada afio con base en estudios clinicos de
sencibilidades, proporcionado los puntos de corte para interpretar el antibiograma,
definiendo a sensible (S): una categoria definida por un punto de corte que implica
gue los aislamientos con una concentracién minima inhibitoria (CMI) igual o inferior
o un diametro de zona igual o superior al punto de corte susceptible son inhibidos
por las concentraciones generalmente alcanzables de agente antimicrobiano
cuando la dosis recomendada para tratar el sitio de la infeccion, lo que resulta en
una probable eficacia clinica. Resistente (R): una categoria definida por un punto de
corte que implica que los aislamientos con una CMI igual o superior a un diametro
de zona en o por debajo del punto de ruptura resistente no son inhibidos por las
concentraciones generalmente alcanzables del agente con programas de

dosificacion normales y/o que demuestren CIM o didmetros de zona que caen en el

18



rango en el que se los mecanismos de resistencia microbiana son probables y la
eficacia clinica del agente contra el aislado no ha sido confiable demostrado en

estudios de tratamiento.

Es importante mencionar que el tratamiento dependera del tipo de infeccion
que cause UPEC, las cuales pueden causar IATU, ICTUR o ICTUP, donde estas
dos dUltimas no responden a los tratamientos antimicrobianos comunes y el
tratamiento puede variar en general, aumentando el porcentaje de resistencias con
la edad y siendo superior en hombres que en mujeres (Sola et a, 2017), también por
patégenos involucrados, curso de la enfermedad, y el &rea anatémica del tracto

urinario donde se desarrolle la infeccidén (Robledo, 2017).

Hoy en dia, en muchos paises mas del 20% de los uropatégenos son
resistentes a sulfametoxazol/trimetoprima (TMP-SMX) y cefalosporinas, lo que
complica el tratamiento. También se observa esta resistencia creciente a
fluoroquinolonas con tasas de resistencia de hasta el 10% (Robledo, 2017). Otros
estudios han reportado 65% de resistencia a carbapenémicos y en el 41% el
mecanismo de resistencia implicado fue la sintesis de carbapenemasas (KPC y
MBL), lo que revela un cambio importante en el patrén de susceptibilidad frente a
este grupo de antimicrobianos al compararlo con los resultados reportados por
Abreu et al (2014), quienes sefialaron que 100% de las cepas UPEC de origen
hospitalario en Mérida-Venezuela, eran sensibles a carbapenémicos. Es probable
que al utilizar este grupo de antimicrobianos como opcién terapéutica en infecciones
causadas por bacterias productoras BLEE, se ejerciera presion selectiva y las
bacterias rapidamente adquieran mecanismos para evadir la accion de estos
antimicrobianos (Millan et al, 2020). De igual forma, el elevado porcentaje de
resistencia (100%) frente a ciprofloxacino y la asociacién de dicha resistencia con
la sintesis de BLEE, se correlaciona con lo referido por Montafiez-Valverde et al
(2015), en cepas UPEC en Peru. Este hallazgo puede indicar la posible circulacion
de elementos genéticos que codifiquen informacion sobre mecanismos de
resistencia a varias familias de antimicrobianos, (Millan et al, 2020), adquiridos por

mutacion o adquisicion por transferencia horizontal de un material
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extracromosomico o cromosomico (LOpez et al, 2014). Parece haber una
adquisicién continua de nuevos mecanismos de resistencia entre las bacterias que

cambian nichos entre humanos, animales y el medio ambiente (Robledo, 2017).

Otro mecanismo de resistencia ante agentes antimicrobianos es la capacidad
de las cepas UPEC de formar biopeliculas lo que ademas trae como consecuencia
la recurrencia y/o persistencia de la infeccién (Flores-Mireles et al, 2015).
Investigaciones anteriores sefialan que la resistencia a antibioticos es la causa mas
importante de la terapia no efectiva en infecciones asociadas a biopeliculas, en
donde el aumento de la resistencia exhibida por bacterias es de 101,000 veces
menos susceptibles, y se denomina resistencia asociada a biopeliculas, ya sea por
la pobre penetracién antimicrobiana, el despliegue de las respuestas de adaptacion
al estrés, la heterogeneidad fisiologica de la poblacion de la biopelicula y la
presencia de variantes fenotipicas o células persistentes (Ramirez-Castillo et al,
2014).

Como se observa el aumento de la resistencia bacteriana a los
antimicrobianos dificulta significativamente el tratamiento de las ITU, planteando la
necesidad de buscar terapias alternativas, donde investigaciones recientes,
proponen el uso de lisados bacterianos obtenidos de E. coli y otros uropatégenos
(de las cepas encontradas en el paciente), como un tratamiento alternativo de las
ITU, donde el tratamiento con lisados bacterianos implicé no solo la desaparicion de
los sintomas, sino también la ausencia de infeccién hasta por cuatro meses, con un
mayor efecto en ICTUR (Ahumada-Cota et al, 2020).

20



Justificacion

Las ITUs son un problema de salud importante en todo el mundo y en México,
son la tercera causa de morbilidad con 2,831, 957 nuevos casos en el 2020
(SUIVE/DGE-Secretaria-de-Salud, 2020). Las ICTU son padecimientos con alta
incidencia comunes en mujeres de todas las edades y en hombres con patologias
del tracto urinario, que lo convierte en un problema relevante desde perspectiva
clinica y epidemioldgica (Pigrau-Serrallach, 2005). Su tratamiento se ha vuelto dificil
debido a la resistencia a los antibioticos, por lo que representa un importante
problema de salud publica (Ahumada-Cota, et al, 2020), es por ello que se requiere
conocer de manera integral a los microorganismos asociados con la patogénesis
del padecimiento y en particular a las cepas UPEC, bacteria responsable de mas
del 70% de los cuadros clinicos de ITU causados en comunidad. En México son
escasos los estudios que describen las bases genéticas que sustentan el potencial
patogénico de los grupos filogenéticos de UPEC, por tal motivo en el presente
trabajo se planteé la siguiente pregunta de investigacion:

¢ La definicidon de caracteristicas genotipicas relacionada con la presencia de
diferentes genes que codifican para propiedades de virulencia, grupo filogenético
por un lado y las caracteristicas fenotipicas de la bacteria como son el serotipo y la
resistencia antimicrobiana en cepas de pacientes ICTU, permitira contar con
marcadores que conduzcan a sugerir el tipo de bacteria asi como los cuadros

clinicos relacionados con ICTU de tipo recurrente o persistentes?
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Hipotesis de correlacion:

La definicion de caracteristicas genotipicas como genes de virulencia, grupo
filogenético y caracteristicas fenotipicas como la resistencia antimicrobiana en
cepas de pacientes ICTU permitird definir si se trata de ICTU de tipo recurrente o
persistente, con lo que se podra implementar procedimientos para identificacion

rapida y establecer un tratamiento especifico para cada paciente.
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Objetivo general:

Caracterizar cepas UPEC aisladas de un estudio prospectivo de pacientes
con ICTU, evaluando la presencia de genes asociados a la virulencia, grupo
filogenético y resistencia antimicrobiana, para definir si son ICTU recurrentes

0 persistentes.

Objetivos especificos:

Analizar el Examen General de Orina, cuya informacion sera util para la
interpretacion del urocultivo.

Identificar a UPEC como agente causal de ICTU (diez colonias por urocultivo
positivo) determinando Gram, morfologia bacteriana y pruebas bioquimicas.
Seleccionar cepas de urocultivos anteriores en conservacion (tres por cada
urocultivo positivo) de pacientes con ICTU, verificando su pureza e identidad.
Obtener de la base de datos los serogrupos de las cepas seleccionadas.
Determinar el grupo filogenético de las cepas UPEC seleccionadas,
causantes de ICTU, por el método descrito por Clermont (2000), para
clasificarlas en EXPEC y comensales y determinar su porcentaje de
frecuencia.

Identificar en las cepas de UPEC seleccionadas la presencia de 14 genes
relacionados con la virulencia y determinar si las cepas EXPEC presentan
cierto perfil de genes de virulencia.

Determinar los genes expresados por cepas del grupo filogenético A1y B1
(Comensales) y B2 y D (EXPEC).

Obtener de la base de datos los resultados de sensibilidad a 32 antibiéticos,
marcados en la CLSI (M100) 2017, de las cepas seleccionadas, y comparar
dichos perfiles entre cepas comensales (Aly B1) y EXPEC (B2 y D)

23



e Realizar la correlacion de los diferentes resultados para definir las
caracteristicas de las cepas de E. coli asociadas con ICTU recurrentes y

persistentes.
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Variable

Grupo
Filogenéti
co

Factores
de

virulencia

Definicién conceptual

Se basa en la presencia o ausencia de los genes chuA,
yjaA 'y TspE4.C2 mediante ensayos de PCR triplex, y se
agrupan en 4 grupos filogénicos (A, Bl, B2, D)
(Clermont, 2000).

Los factores de virulencia confieren ventajas sobre otras
poblaciones bacterianas y sobre el hospedero, son
principalmente de dos tipos: los expresados en la
superficie celular (desempefian funciones de adhesion e
invasion de tejidos, formacién de biopeliculas e
induccion de citosinas) y los producidos dentro de la
bacteria y que son exportados al sitio de infeccion
(Sarowska et al, 2019). Los factores de patogenicidad de
UPEC incluyen: adhesinas fimbriales y afimbriales,
toxinas y sideroforos, entre otros.

Definicion operacional

E.coli comensal: grupo filogenético Ay B1.
ExPEC: grupo filogenético B2 y D.

10.
11.
12.

13.

14.

fimH: Factor de colonizacion en infecciones extra
intestinales, formacién de biopeliculas.

papA: Gen que codifica el eje fimbrial principal.

kps MT (K1): Factor de proteccion contra la fagocitosis
ompT: Permite la supervivencia intracelular y la evasién
de la defensa del hospedero

IbeA: Invasion celular en los tejidos del hospedero

sat: Toxina proteolitica, con efecto citopatico e induccion
de vacuolizacién.

chuA: Habilita el uso de hierro a partir de hemoglobina
del hospedero.

sitA: Transporte de Fe?* y Mn?*.

feoB: Transporte de Fe?+.

fyuA: Receptor del sider6foro de Yersiniabactina.

iroN: Receptor sidero6foro. Sintesis de la salmochelina
iutA: Sideréforo, adquisicion de Fe 2+3* en el sistema del
hospedero.

irp2: Principal gen marcador para la deteccion de islas
de alta patogenicidad y un regulador de hierro. Gen
estrechamente relacionado con la virulencia (Carniel ,
Guilvout , & Prentice, 1996)

malX-PAl: Marcador de patogenicidad asociada isla de
CFTO73.

(Sarowska, et al, 2019), (Kariyawasam y Nolan, 2011).

Tipo de Unidad de
variable medida
Cualitativ | A, B1, B2,

a ordinal D.

Presencia
0 ausencia

Cualitativ
a nominal
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Resistencia
bacteriana

La resistencia a los antibiéticos se produce cuando
las bacterias adquieren informacién genética extra
(plasmidos, transposones etc.) y son seleccionadas
por farmacos.

La CLSI (2023), define a:

Sensible (S): una categoria definida por un
punto de corte que implica que los aislamientos con
una concentraciéon minima inhibitoria (CMI) igual o
inferior o un didametro de zona igual o superior al
punto de corte susceptible son inhibidos por las
concentraciones generalmente alcanzables de
agente antimicrobiano cuando la dosis recomendada
para tratar el sitio de la infeccion, lo que resulta en
una probable eficacia clinica.

resistente (R): una categoria definida por un
punto de corte que implica que los aislamientos con
una CIM igual o superior a un didmetro de zona en o
por debajo del punto de ruptura resistente no son
inhibidos por las concentraciones generalmente
alcanzables del agente con programas de
dosificacion normales y/o que demuestren CIM o
diametros de zona que caen en el rango en el que se
los mecanismos de resistencia microbiana son
probables y la eficacia clinica del agente contra el
aislado no ha sido confiable demostrado en estudios
de tratamiento.

Se basa en la colocacion de discos impregnados con antibiéticos
en placas de agar inoculadas con el microorganismo que esta
probandose. Después de la incubacion (por lo general de 16 a 18
h), se midi6 el diametro de la zona de inhibicién que rodea a cada
disco, evaluando la resistencia o sensibilidad en los siguientes
antibioticos, segun las directrices del Clinical and Laboratory
Standards Institute (M 100) 2017: AMP (ampicilina), PRL
(piperacilina), MEL (mecillanam), AMC (Amoxicilina/ac.
Clavulanico), TZP (piperacilin/tazobactam), KZ(cefazolin), KF
(cefalotin), MA (cefamandole), CID (cefonicid), FED (cefepime),
CFP (Cefoperazone), FOX (Cefoxitin), CRO (Ceftriaxone), CAZ
(Ceftazidime), CXM (Cefuroxime), MEM (Meropenem), F
(Nitroforantoina), ATM (Aztreonam), CN (Gentamicina), AK
(Amikacina), K (Kanamicina), TOB (Trobamicina), S
(Estreptomicina), TE (Tetraciclina), CIP (Ciprofloxacino), NOR
(Norfloxacina), NA (Ac. Nalidixico), STX (Sulfonam/Trime), S3
(Sulfonamidas), W (Trimetropim), C (Cloranfenicol), FOS
(Fosfomycina), FOT (Fosfomicin/Trometanol).

Cualitativ
a ordinal

Sensible o
Resistente
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ITU

Afeccion que se presenta cuando las bacterias
entran y se multiplican en el aparato urinario
(rifiones, uréteres, vejiga y uretra). Los signos y
sintomas incluyen dolor o ardor al orinar, orina turbia
o con mal olor, sangre en la orina, orinar con mucha
frecuencia o sensacién de urgencia para orinar, dolor
de espalda o en la parte baja del abdomen, fiebre,
escalofrios y cansancio (Gonzéalez Monte, 2016).
Por tiempo de evolucién se clasifican en:

Infeccion Aguda del Tracto Urinario (IATU):
solo se presenta un cuadro de ITU en el
transcurso de un afio (Valdevenito, 2008).
Infeccion Cronica del Tracto Urinario
(ICTU): cuando en el transcurso de un afio,
se presentan por lo menos tres cuadros de
ITU o dos en seis meses (Zboromyrska et
al, 2019). A su vez, estas se clasifican en
Infecciones Cronicas Recurrentes
(ICTUR) e Infecciones Crdnicas
Persistentes (ICTUP) (Valdevenito, 2008;
Pigrau-Serrallach, 2005).

Para fines del presente proyecto se trabajé con ICTU

ICTUR por E. coli: Infeccién ocasionada por un microorganismo
con diferente patron de serotipo, genes de patogenicidad y
diferente grupo filogenético a la primo infeccién y en general se
presenta con mas de 2 semanas de diferencia tras la infeccion
inicial o bien cuando se documenta un urocultivo sin desarrollo
entre dos infecciones vias urinarias (Schaeffer et al, 2016).
ICTUP causada por E. coli: Infeccibn que permanece en el
tiempo o reaparece con frecuencia, a pesar de un tratamiento
antibiético correctamente instaurado, causada por el mismo
microorganismo determinado por mismo patrén de antibiograma,
serotipo, genes de patogenicidad y mismo grupo filogenético a la
primo infeccién (Schaeffer et al, 2016).

*Cualitati
va ordinal

ICTUR
por E. coli:

ICTUP por
E. coli:
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Metodologia

El Proyecto fue aprobado por los comités de ética e investigacion del Hospital
Infantil de México “Federico Gomez” (HIMFG) y de la Division de Investigacion de
la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Autébnoma de México (UNAM).
Este estudio fue apoyado por PAPIIT/ UNAM IN205322 y Fondos Federales
HIM201851 SSA.1554. El procesamiento de las muestras se realizo en Laboratorio
de Patogenicidad Bacteriana del HIMFG-UNAM.

Tipo de Investigacion

e Modalidad basica clinica.

e Prospectivo (nUmero de urocultivos minimo por un afio).

Criterios de inclusion

e Pacientes ambulatorios, que acepten participar mediante un consentimiento
informado.

e Pacientes de todas las edades.

e Pacientes de sexo indistinto.

e Pacientes con o sin enfermedades cronicas degenerativas.

e Pacientes con o sin enfermedades inmunoldgicas

e Muestras con un recuento viable > 10 > UFC/mL.

e Pacientes con ICTU (3 o mas infecciones al afo).

¢ Urocultivos con identificacion bioquimica de E.coli como Unico agente causal
de ICTU.
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Criterios de exclusion

e Pacientes con IATU (pacientes con una sola infeccion del tracto urinario en
el afo).

e Pacientes hospitalizados

e Pacientes que se autodescarten.

e Pacientes que fallezcan.

e Pacientes con infecciones causadas por otras bacterias diferentes a E. coli.

0 con mas de un uropatégeno.

Tamafo de muestra

e Este es un estudio piloto, en el cual se emplearon 49 cepas UPEC aisladas
de 3 pacientes con ICTU, en un seguimiento mensual durante un minimo de

ano.

Muestras biologicas

1. Serealizé un trabajo prospectivo en cual con base en los criterios de inclusion
y exclusién, se seleccionaron 3 pacientes con ICTU, del HIMFG y de la
consulta privada, sin restriccion en el intervalo de edad, que hasta la fecha
siguen asistiendo al Laboratorio de Patogenicidad Bacteriana del
HIMFG/UNAM ya que siguen un tratamiento con una autovacuna (cabe
mencionar que no se tuvo participacion en esta parte del proyecto).

2. La paciente JMA de edad de 72 afios del sexo femenino, sin enfermedades
cronico degenerativas, se le realizaron once urocultivos hasta el momento
del corte (sep. 21- sep. 22), con una seleccion de 33 cepas de dichos
urocultivos (3 cepas por urocultivo), finalizando con 32 cepas porque una no
crecio.

3. Para el paciente FF de 66 afios del sexo masculino, con un diagnéstico de
prostatitis, se le realizé un total de once urocultivos hasta el momento del
corte (oct 21-sep 22), de los cuales solo 3 fueron positivos por lo que solo se

seleccionaron 9 cepas (3 cepas por urocultivo).
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4.

7.

Para la paciente TJT de 2 afios del sexo femenino, con diagnéstico de una
anomalia uroldgica subyacente, se le realiz6 un seguimiento de (agosto 21-
abril22), de los cuales solo 3 urocultivos fueron positivos (U1, U2 y U5), por
lo que se seleccionaron 9 cepas, de las cuales solo crecieron 8.

Los pacientes incluidos en el estudio recibieron una autovacuna, generada
por un lisado bacteriano aislado de su urocultivo mensual, después de su
primer urocultivo positivo y a lo largo de su participacion en dicho protocolo,
cuando el urocultivo fue negativo se recurrio a la cepa del urocultivo positivo
anterior para la realizacion de la autovacuna.

Se recabaron los resultados de los urocultivos ya realizados, de los tres
pacientes JMA, TJT y FF, en las bitacoras del laboratorio, asi como del
examen general de orina (EGO), tincidbn de Gram, pruebas bioquimicas,
antibiograma y serotipo; de las cepas a las que se le realizdé sensibilidad
antimicrobiana (tres cepas por urocultivo positivo), se solicitaron para la
extraccion de DNA, con lo que se determind el grupo filogenético y los genes
de virulencia.

A partir de agosto 2022 se procesaron las muestras de orina de JMA, TJT y
FF, a las cuales se les realiz6 el EGO y urocultivo, una vez por mes durante
la ICTU y de control, para lo cual se pidi6 a cada paciente una muestra de

orina bajo las especificaciones del Anexo 2.

Procesamiento de muestras

1.

Con respecto al EGO, el cual consta de un analisis fisico, se evalu6: color,
aspecto y olor. Asi como de un analisis quimico, en el que se evalud con tiras
reactivas de 10 pardmetros de la marca Mission ®, glucosa, bilirrubinas,
cetonas, gravedad especifica, sangre, pH, proteinas, urobilindGgeno, nitritos.
Con respecto al analisis microscopico de la muestra de orina se tomaron 4
alicuotas de 1mL (cuidando de homogenizar la muestra), colocados en tubos
para microcentrifuga y se centrifugaron a 2,957g por 15 min. a 6°C,
descartando el sobrenadante y concentrando el sedimento en un solo tubo,

del sedimento obtenido se realizd el examen en fresco, del cual se busco la
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presencia de leucocitos, eritrocitos, células, cristales, bacterias (biopeliculas,
comunidades bacterianas intracelulares, filamentos bacterianos) al igual que

caracteristicas indicativas de patogenicidad bacteriana (figura 5).

Figura 5. Sedimento urinario observado con tincion de Sternheimer-malbin, en donde se observa

comunidades bacterianas intracelulares.

Del sedimento anteriormente obtenido, se realizé la tincion de Gram
(observando morfologia bacteriana).

Para el urocultivo de la muestra homogenizada se tom6 una alicuota de
100uL y se colocd en gelosa de Agar de Soya Tripticaseina, realizando un
extendido de placa, se incubo a 37°C por 24 h, tomando como positivo a todo
aquel > 10° UFC/mL y como negativo a las menores de este valor.

Del sedimento obtenido se tomé una asada (1/1000 roja 3 mm®), y por el
método de estria cruzada se realiz6 el aislamiento colonial en gelosa sangre
y MacConkey, los cuales se incubaron a 37°C por 24hrs, posteriormente se
describi6 en ambos la morfologia colonial obtenida (forma, elevacién,
margen, tamaiio, brillo, color, consistencia).

De dichos cultivos se seleccionaron 10 colonias (5 de gelosa sangre y 5 de
MacConkey), con lo que se realiz6 un masivo para cada colonia en agar
MacConkey y a partir de este efectuar la identificacion bioguimica de las 10
cepas, si las cepas identificadas correspondian a E. coli, se prosiguidé a

realizar a 3 cepas, la sensibilidad a los 32 antibidticos establecidos en la CLSI
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(2017), identificacion de grupos filogenéticos y genes asociados a virulencia
y a 10 cepas el serogrupo.

. Las pruebas de sensibilidad a los antibiéticos se realizaron utilizando el
meétodo de difusion disco (Oxoid Ltd, Basingstoke, Reino Unido), para lo cual
primeramente se seleccionaron las colonias, se prepar6 una suspension del
in6culo, se estandarizé la suspension del inéculo de E. coli. (0.5 de
McFarland) y se prepararon las placas, se colocaron los discos impregnados
de antibidtico en placas de agar inoculadas y se incubaron por lo general de
16 a 18 h, se midi6 el diametro de la zona de inhibicion que rodea a cada
disco, evaluando la resistencia a 32 antibiéticos, segun las directrices del
Clinical and Laboratory Standards Institute M100 2017: AMP (Ampicilina),
PRL (Piperacilina), MEL (Mecillanam), AMC (Amoxicilina/ac. Clavulanico),
TZP  (Piperacilin/tazobactam), KZ(Cefazolin), KF (Cefalotin), MA
(Cefamandole), CID (Cefonicid), FED (Cefepime), CFP (Cefoperazone), FOX
(Cefoxitin), CRO (Ceftriaxone), CAZ (ceftazidime), CXM (Cefuroxime), MEM
(Meropenem), F (Nitroforantoina), ATM (Aztreonam), CN (Gentamicina), AK
(Amikacina), K (Kanamicina), TOB (Trobamicina), S (Estreptomicina), TE
(Tetraciclina), CIP (Ciprofloxacino), NOR (Norfloxacina), NA (Ac. Nalidixico),
STX (Sulfonam/Trime), S3 (Sulfonamidas), W (Trimetropim), C
(Cloranfenicol), FOS (Fosfomycina), FOT (Fosfomicin/Trometanol), se usé
como cepa control la ATCC 25922.

. Laserologia de las 10 colonias aisladas de E. coli por cada urocultivo positivo
de cada paciente, se llevo a cabo en el Laboratorio de Bacteriologia de la
Facultad de Medicina/UNAM. Donde se usaron antisueros de conejo contra
187 antigenos somaticos. Los aislamientos se cultivaron en agar TSA para
la determinacién somatica. Por el tiempo solo se cuenta con el serogrupo de
los primeros urocultivos.

. Las cepas de referencia de E. coli utilizadas fueron: ATCC 25922, CFT073,
APEC 1331, APEC 1336. Todas las cepas se conservan en caldo Luria
Bertani con glicerol al 20 %, a -70 °C. Para ser utilizadas como cepas control
se sembraron en placas de gelosa sangre, incubando a 37 °C por 24 h, para
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verificar su pureza y posteriormente se sembraron en agar gelosa especial
por estria masiva y se guardaron a temperatura ambiente (Moreno et al,
2006).

Extraccion de DNA Bacteriano

Para la extraccion de DNA gendmico y plasmidico bacteriano de las 49 cepas

seleccionadas de los urocultivos positivos de JMA, TJT y FF se realizo:

1. La siembra a partir de los viales de conservacion en gelosa especial a agar
MacConkey y se incubaron a 37°C por 24 hrs e igual para las cepas control.

2. En tubos de microcentrifuga de 1.5 mL se colocé 1mL de agua libre de
nucleasas, en la cual se resuspendié una colonia de las cepas control y de
las 49 cepas seleccionadas, se centrifugo a 8870 g por 1 min, descartando
el sobrenadante.

3. Parala extraccion de DNA gendmico y plasmidico se utilizé el kit InstaGene™
Matrix (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EE. UU.).EIl cual se fundamenta
en una resina Chelex al 6% p/v especialmente formulada y proporciona ADN
molde con calidad de PCR en menos de una hr. Para lo cual al botén se le
adicionaron 200 pL de InstaGene™ Matrix (homogenizada) y se incubo en
un termoblock a 56 °C por 20 min. Tiempo en el cual cada 10min el contenido
del tubo se resuspendié por medio de un vortex a velocidad No.2 por 10seg.

4. Una vez terminado el tiempo de incubacion se mezclaron en un vortex a una
velocidad alta por 10 segundos y se colocaron cada uno de los tubos en un
bafio Maria en ebullicién por 8min.

5. Nuevamente se homogenizaron por medio de un vortex a una velocidad alta
por 10 segundos y finalmente se centrifugo a 8870g por 3min, a 6°C. Se

utilizé 20 pL del sobrenadante por cada 50 uL de reaccion de PCR
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Cuantificacion e identificacion de la extraccion de DNA

1. La cuantificacion y la determinacion de pureza del DNA de las muestras
y las cepas control, se realizé en un NanoDrop 1000 de la marca Thermo
Scientific®.

2. Posteriormente se realizé una electroforesis horizontal en gel de agarosa
(CSL-AG-500) de la marca Cleaver Scientific ® al 0.8 %, utilizando un
Buffer regulador SB 1X para hacer el gel y para el llenado de la camara.
En el gel se depositaron por pozo 5uL de la muestra y 3uL del regulador
de carga 5X DNA Loading Dye de la marca Thermo Scientific™. Se
empled un marcador de peso molecular lambda/Hindlll 2 de la marca
Thermo Scientific™ para el peso del producto extraido.

3. El gel se sometid a un campo eléctrico a 100V durante 35min en una
camara de electroforesis de la marca BioRad®.

4. Posteriormente las bandas del gel se tifieron con Bromuro de Etidio al
0.01 % (Freifielder, 1981) por 15 min, una exposicion de 2 min a luz UV y
se fotografi6 con el programa omniDOC Gel Documentation System

(figura 6).

L=

76754 3 2 1 wmp

Figura 6. Verificacién dela integridad de DNA, por electroforesis en gel de agarosa al 0.8%,
sometido 100V. La cepa No. 7 se repitio la extraccion. En el primer el carril MPM lambda/ Hindlll
2.
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5. El preparado de las cepas de cada muestra y de las cepas control se
mantuvo a -20°C para evitar la degradacion del DNA, hasta su uso.

Determinacion de los grupos Filogenéticos por PCR punto final

La PCR es una reaccion enziméatica in vitro que amplifica millones de veces una
secuencia especifica de ADN durante varios ciclos repetidos en los que la secuencia
blanco es copiada fielmente. Para ello, la reaccién aprovecha la actividad de la
enzima ADN polimerasa que tiene la capacidad de sintetizar naturalmente el ADN
en las células. Los elementos importantes en la reaccion son la hebra molde (ADN
o ADNCc), la enzima, los oligonucledtidos o primers, los desoxirribonucledétidos
trifosfatados (ANTPs: adenina, timina, citosina y guanina), el ion magnesio (Mg *),
una solucién amortiguadora o buffer y H20. Todos estos elementos interactian en
tres etapas principales de las que se compone la PCR: desnaturalizacion,
hibridacién y extension, llevados a cabo en un termociclador (Tamay de Dios et al,
2013).
1. Se utilizé el método de PCR triplex con base en la presencia o ausencia
de la combinacion de 2 genes chuA, yjaA y el fragmento de DNA
TspE4.C2 (Clermont et al, 2000), la secuencia de los iniciadores que se

utilizaron se muestra en la Tabla 4.

Gen Secuencia del primer (5’-3") pb

chuA F GACGAACCAACGGTCAGGAT 279
R TGCCGCCAGTACCAAAGACA

yjaA F TGAAGTGTCAGGAGACGCTG 211
R ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC

TspE4.C2 F GAGTAATGTCGGGGCATTCA 152

R CGCGCCAACAAAGTATTACG
Tomado de Clermont et al, (2000).

2. Lamezcla de reaccion fue la siguiente: 3 uL de DNA, 1 yL (30pM) de cada
iniciador (R y F) y 12.5 uL de PCR Master Mix 2x (Thermo Scientific®)

llevando a un volumen final de 25 L con agua libre de nucleasa (PiSA®).
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Las PCR se llevaron a cabo en el termociclador MiniAmp de la marca
Applied Biosystems®, bajo el siguiente esquema: desnaturalizacion inicial
95 °C/5 min (1ciclo), 30 ciclos a 94 °C/30 s, alineamiento 55 °C/30 sy una
extension 72 °C/30 s al final se realizo una extension a 72 °C/7 min solo
por un ciclo. Para el control negativo se utilizé agua libre de nucleasas y
el DNA de la cepa CFT073 como control positivo. El grupo filogenético de
cada cepa se determin6 de acuerdo con el arbol de decision dicotdmico
de Clermont et al, (2000) figura 2.

Deteccion de genes asociados a la virulencia por PCR punto final

1. Se determind la presencia de 14 genes que codifican para factores de
virulencia relacionados con UPEC, de los cuales chuA ya se determino
en el apartado de grupo filogenético y los otros 13 para su amplificacion
se utilizaron las secuencias especificas descritas en la Tabla 5
(Hernandez-Chifas et al, 2019).
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PM (pb)

Cepa control

Secuencia del primer (5'-3’)
Adhesinas
F TCGAGAACGGATAAGCCGTGG CFTO073 508 (Johnson y Stell, 2000)

fimH
R GCAGTCACCTGCCCTCCGGTA
papA F ATGGCAGTGGTGTTTTGGTG CFTO073 717 Johnson y Stell, (2000)
R CGTCCCACCATACGTGCTCTTC
Protectinas
kpsMT F TAGCAAACGTTCTATTGGTGC FMU1336 /1331 153 Johnson y Stell, (2000)
(K1) = (R CATCCAGACGATAAGCATGAGCA)
ompT F ATCTAGCCGAAGAAGGAGGC FMU1331/1336 559 Johnson,(1991)
R CCCGGGTCATAGTGTTCATC
ibeA F AGGCAGGTGTGCGCCGCGTAC FMU1331/1336 171 Johnson y Stell, (2000)
R TGGTGCTCCGGCAAACCATGC
Toxina
sat F TCAGAAGCTCAGCGAATCATTG UPEC CFTO073 930 Boisen, (2009)
R CCATTATCACCAGTAAAACGCACC
Sider6foros
SitA F AGGGGGCACAACTGATTCTCG FMU 1336/1331 608 Runyen-Janecky et al,
R TACCGGGCCGTTTTCTGTGC CFTO073 (2003)
feoB F AATTGGCGTGCATGAAGATAACTG FMU1336/1331 470 Runyen-Janecky et al,
R AGCTGGCGACCTGATAGAACAATG CFTO073 (2003)
fyuA F TGATTAACCCCGCGACGGGAA CFTO073 787 Johnson y Stell, (2000)
R CGCAGTAGGCACGATGTTGTA
iroN F AAGTCAAAGCAGGGGTTGCCCG FMU1336/ 1331 667 Johnson ,(1991)
R GACGCCGACATTAAGACGCAG CFTO073
iutA F GGCTGGACATCATGGGAACTGG FMU1336/1331 302 Johnson y Stell, (2000)
R CGTCGGGAACGGGTAGAATCG CFT073
irp-2 F AAGGATTCGCTGTTACCGGAC FMU 1336/1331 287 Janben et al,(2001)
R TCGTCGGGCAGCGTTTCTTCT
Isla de patogenicidad
malX- F GGACATCCTGTTACAGCGCGCA CFTO073 925 Johnson y Stell, (2000)

PAI R TCGCCACCAATCACAGCCGAAC
Tomado de Rodriguez-Siek, (2005) y Hernandez-Chifias et al, (2019).
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2. Se montaron 9 PCR individuales para detectar fimH, papA, ompT, ibeA,

sat, fyuA, iroN, iutA y malX y 2 PCR en forma daplex para las mezclas:
Pool 1: feoB-sitA; Pool 2: irp-2- kpsMT II.

3. Los genes individuales fueron amplificados utilizado una mezcla de

reaccion en la cual se adicionaron 2 uL de DNA, 0.4 pyL (10 uM) del primer
(RyF)y5 L de PCR Master Mix 2x (Thermo Sientific®) se ajustd a un

volumen de 10 uL con agua libre de nucleasas (PiSA®), a excepcion de

sat y fimH donde se colocaron 3 pL de DNA. Para los genes que se

trabajaron de forma duplex las cantidades se duplicaron.

4. Las PCR se llevaron a cabo en el termociclador MiniAmp de la marca

Applied Biosystems® con las condiciones descritas en la Tabla 6. Como

controles positivos de DNA para los genes de virulencia se utilizaron las
cepas UPEC CFTO073, APEC 1331 y APEC 1336 y como control negativo

se utilizé agua libre de nucleasas.

Genes

Pool 1
(feoB-sitA)
Pool 2
(irp2-kpsMT)
fyuA

ibeA

iutA

sat

malX
ompT

iroN

papA

Desnaturalizacion inicial

94 °C /5 min

96 °C /2 min

96 °C /2 min
96 °C /2 min
96 °C /2 min
95 °C/ 1 min
96 °C /2min

96 °C /2 min
96 °C /2 min
96 °C /2 min

30 ciclos

Desnaturalizacion

94°C/30s

96°C/30s

96°C/30s
96°C/30s
96 °C/30s
95 °C /1 min
96 °C /30s
96 °C/30s
96 °C /30 s
96 °C/30s

Alineacioén
59°C/30s

63°C/30s

52°C/30s
57°C/30s
58°C/30s
59 °C/ 1 min
57 °C /30s
62.5°C/30 s
53 °C /1 min
54°C/30s

Extension
72°C/30s

72 °C /1 min

72 °C/1min
72°C/1min
72 °C/ 1 min
72 °C/1min
72 °C/ 1min
72°C/1min
72 °C/1min
72°C/1min

Extension final

72 °C /5 min

72 °C /8 min

72 °C /8 min
72 °C/8 min
72 °C /8 min
72 °C /7 min
72 °C /8min

72 °C/8 min
72 °C /8 min
72 °C/8 min
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Electroforesis en gel de agarosa

1. Todos los productos de PCR se sometieron a electroforesis en gel
horizontal en un campo eléctrico a 110 V-120 V durante 40-50 min al 1.5
% de agarosa disuelta en regulador SB 1x (figura 7), a excepcion de ibeA
y irp-2-kpsMT I, que se utilizé gel de agarosa al 2%, el tamafio de los
amplicones se determind por comparacion con el marcador de peso

molecular escalera de 100 pb (Cleaver scientific® y Thermo Scientific®).

Figura 7. Electroforesis de productos de PCR, en gel de agarosa al 1.5% a 110 V, de 40-50 min.

2. Los geles se tifieron con bromuro de etidio (BrEt) al 0.01 % por 15 miny
las bandas se visualizaron con un transiluminador de luz UV (UVPR).

3. Cada producto de PCR fue validado si los controles positivos amplificaron
y el control negativo no (figura 8 Y 9).
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Muestras C— C+ MPM

e

Figura 8. Productos de PCR individual para sat (930 pb), en gel de agarosa al 1.5%,*Control positivo (C+):
CF073, Control negativo (C-): agua libre de nucleasas, el MPM es de 100 pb.

o

Figura 9. PCR multiplex punto final en gel de agarosa al 1.5%, para determinacién de grupo filogenético. Control
negativo (C-): agua libre de nucleasas, * Control positivo (C+): CFT073,**M (muestra), el MPM es de 100 pb.
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Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizO comparando los grupos filogenéticos
comensales (Al y Bl) y los EXPEC (B2 y D), utilizando la prueba de Fisher exacta
calculando el valor de p en una tabla de contingencia de 2x2 con el software
GraphPad by Dotmatics 2022, version 9.5.1,
https://www.graphpad.com/quickcalcs/contingencyl/, tomando el valor de p <0.05

como estadisticamente significativo.

Resultados

Se evaluaron 49 cepas aisladas de tres pacientes con ICTU (JMA, TJT y FF)
quienes forman parte de un estudio prospectivo con un seguimiento mensual por un
afo y bajo tratamiento con una autovacuna después del primer urocultivo positivo y

durante toda su estancia en dicho proyecto.

A partir del mes de agosto 2022 se trabajé el EGO de los pacientes JMA y
FF (3 urocultivos), los cuales en el caso de JMA se encontrd en el examen quimico:
nitritos positivos, estereasa leucocitaria de 125 leu/uL y en el examen microscopico:
bacterias abundantes (biopeliculas bacterianas y colonias bacterianas
intracelulares), cristales ausentes, eritrocitos 0-1/c y leucocitos escasos. Los 3
urocultivo realizados fueron positivos y se obtuvieron 10 cepas para la identificacion
bioquimica y 3 para la realizacion de sensibilidad antimicrobiana y evaluacion de
genes de virulencia por cada urocultivo, aislando 9 cepas durante dicho periodo y
obteniendo 23 del cepario, correspondientes a los urocultivos positivos anteriores,

cuyos EGO fueron similares a los observados segun los registros en bitacoras.

En el caso del paciente FF, los EGO de los urocultivos 1,2 y 5 registrados en
bitacoras muestran nitritos positivos y estereasa leucocitaria de 125 leu/uL,
proteinas 15mg/dL, y en el sedimento bacterias abundantes, leucocitos abundantes
y cristales de oxalato de calcio dihidratado escasos, mientras que para los

urocultivos 3,4,6,7,8 y 9 el examen quimico, tanto leucocitos como nitritos fueron
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negativos y en el examen microscopico se encontro con bacterias escasas, cristales
ausentes, células escasas y eritrocitos ausentes, razon por la cual los urocultivos
realizados fueron negativos hasta el mes de noviembre 2022, y por tanto no se
realizé el aislamiento de ninguna cepa durante dicho periodo, las 9 cepas analizadas
fueron obtenidas del cepario correspondientes a los urocultivos positivos pasados
(1,2y5).

Con respecto a TJT los urocultivos 1,2 y 5 fueron positivos, sin embargo, los
EGO no fueron registrados por falta de personal durante la pandemia y las 9 cepas
analizadas fueron obtenidas del cepario correspondiente a dichos urocultivos.

La morfologia colonial obtenida de las 49 cepas del cepario y las aisladas fue
la presentada en la figura 10 A, en las se verifico pureza en gelosa sangre de
carnero obteniendo colonias del tamafio de 1-2 mm, borde entero, grisaceas,
mucoides, planas, circulares y lisas. En la figura 10 B, en agar MacConkey se
encontraron colonias de 1mm, de borde entero, mucoides, convexas, circulares,

lisas y de color rosa (lactosa positivo) y transparentes (lactosa negativo).

Figura 10. Morfologia colonial obtenida de cepas de E.coli. La figura 10-A muestra colonias en agar sangre y
figura 10-B colonias lactosa positivas y lactosa negativas en agar MacConkey.

Los serogrupos identificados en el Laboratorio de Bacteriologia de la
Facultad de Medicina/lUNAM, fueron serogrupos UPEC clasicos para JMA en los
urocultivos 1, 2 y 3 y para FF en los urocultivos 1y 2 de FF. Mientras que en TJT

solo se identificaron cepas con serotipos no clasicos de UPEC (Tabla 7). Cabe

42



mencionar que los serogrupos faltantes de las otras cepas, no fueron recopilados
ya que es una técnica tardada (se analizan 10 cepas) y por el tiempo de estancia

del presente trabajo ya no se pudieron obtener dichos datos.

También se observé en los pacientes FF y TJT, la negatividad de los
urocultivos 3 y 4, efecto causado por el empleo de la autovacuna modificando el
curso de la infeccién (Ahumada-Cota et al, 2020; Hernandez-Chifias et al, 2019), la
autovacuna fue preparada con el lisado bacteriano aislado a partir del primer
urocultivo positivo y asi sucesivamente la correspondiente a cada mes, cabe
mencionar que la autovacuna para los meses con urocultivo negativo (3 y 4) se
preparé con el lisado bacteriano del urocultivo anterior positivo (urocultivo 2).
Posteriormente ambos volvieron a presentar una infeccion en el urocultivo 5, se
suministré la autovacuna correspondiente a dicho urocultivo positivo en el caso de
FF por los 6 urocultivos siguientes. En el caso de TJT el urocultivo 5 fue positivo,

pero ya no se acudio por el tratamiento y seguimiento.

En la paciente JMA los 9 urocultivos realizados fueron positivos, por lo que
no hubo un efecto de negativizacion por la autovacuna, sin embargo, controlo la
infeccion ocasionada por la cepa 025 (UPEC clasica), pero se infectd
inmediatamente con otra cepa con serogrupo 016 (UPEC clasica), conjuntamente

la paciente manifesté mejoria en la sintomatologia.

El analisis genotipico de DNA gendmico y plasmidico extraido mostro
concentraciones de 57-295 ng/uL y la pureza definida por densidad éptica realizada
en el NanoDrop 1000 fue entre 1.8 y 2.0, ambos resultados indican que se trata de
un DNA adecuado tanto en cantidad como en calidad. La integridad en todas las
muestras de DNA se realiz6 por analisis electroforético en gel de agarosa al 0.8%,
el resultado mostro que el DNA de todas las muestras estaba integro (figura 6).
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Grupos filogenéticos

La identificacion del grupo filogenético para definir si se trataba de cepas
comensales (A y B1) o EXPEC (B2 y D), mostro que el 14% (7/49) de las cepas
evaluadas pertenece a los grupos filogenético Ay B1 (comensales), y el 86% (42/49)
a los grupos filogenético B2 y D (ExPEC) (figura 11).

Grupo Foligenético de cepas ExPECy
Comensales aisladas en pacientes con ICTU

=A yBl =B2yD

Figura 11. Frecuencia de grupos filogenéticos de cepas UPEC aisladas en pacientes con ICTU.

Genes asociados a virulencia y su relacion con grupos filogenéticos

Se realiz6 la deteccién de 14 genes asociados a virulencia en las 49 cepas
UPEC de pacientes con ICTU. El analisis mostr6é que fimH se encuentra en el 100%
de las cepas e ibeA, por el contrario, en ninguna (Tabla 7). Al realizar el analisis
estadistico por cada gen comparando entre cepas comensales (A 'y B1) y EXPEC,
reporto significancia estadistica (p<0.05) para las cepas EXPEC (B2 y D) en ompT
sat, chuA, feoB, y malX-PAl (Tabla 7).

Cuando el andlisis se realizé en las cepas de cada paciente se observo que
las que amplificaron para un mayor nimero de genes correspondian a las definidas
como ExXPEC o virulentas de los grupos filogenéticos B2 y D con 7 a 13 genes (Tabla
8).
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En el caso de la paciente JMA en todos los urocultivos presentd cepas
EXPEC con un importante nUmero de genes. Sin embargo, en las cepas del paciente
FF en los primeros urocultivos sus cepas amplificaron un alto nimero de genes y
en las aisladas del urocultivo 5 la presencia de genes asociados a virulencia
disminuyo. En el paciente TJT por el contrario las cepas E. coli aisladas en los
primeros cultivos mostraron menor presencia de genes y en el urocultivo 5 el

namero de genes amplificados aumenté (Tabla 8).

No. Genes %Total Comensales (A,B1 n=7) EXPEC *p
n=49 (B2,D n=42)
1 fimH 100% 7 42 1.0000
2 papA 37% 2 16 1.0000
3 kpsMT (K1) 12% 0 6 0.5742
4 ompT 80% 0 39 0.0001*
5 ibeA 0% 0 0 1.0000
6 sat 65% 0 32 0.0002*
7 chuA 86% 0 42 0.0001*
8 SitA 84% 5 36 0.3195
9 feoB 84% 3 38 0.0092*
10 fyuA 71% 7 28 0.1697
11 iroN 71% 5 30 1.0000
12 iutA 82% 5 35 0.5978
13 irp-2 92% 7 38 1.000
14 malX-PAl 76% 0 37 0.0001*

*p<0.05, estadisticamente significativo por la prueba de prueba de Fisher exacta.
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Tabla. 8 Expresion de cepas UPEC de serotipo, grupo filogenético y genes asociados a virulencia aisladas en diferentes urocultivos

de pacientes con ICTU.
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Resistencia bacteriana

Se evaluo la resistencia a cada una de las 49 cepas UPEC aisladas contra
32 antibidticos marcados para enterobacterias por la CLSI (2017), el resultado
obteniendo (Tabla 9), mostro resistencia menor al 20% en los grupos de Penicilinas
(piperacilin/tazobactam), cefalosporinas (cefoxitin), carbapenémicos (meropenem),
nitrofuranos (nitroforantoina), monobactamicos, gentamicina y amikacina,
anfenicoles  (cloranfenicol), y de los fosfonatos (fosfomycina vy

fosfomicin/trometanol).

El andlisis comparativo de la resistencia obtenida entre los grupos
filogenéticos B2 y D y comensales Ay B1, mostré significancia estadistica (p<0.05)
en 10 de los 32 antibidticos incluidos los pertenecientes al grupo de las
cefalosporinas: cefalotin (KF), cefamandole (MA), cefoperazone (CFP), cefriaxone
(CRO) y cefurozime (CXM); monobactamicos (aztreonam), aminoglucosidos

(kanamicina), quinolonas (ciprofloxacin, norfloxacina) y Ac. naidixico).
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Grupo Antibidticos = Resistenciade @ Comensales ExXPEC *p

32 cepas UPEC (A1,B1) (B2,D)
N=49 n=7 n=42
%

AMP 98 7 41 1.0000

o PRL 84 7 34 0.5812
Penicilinas MEL 63 5 26 1.0000
AMC 53 5 21 0.4238

TZP 16 2 6 0.3195

KZ 98 7 41 1.000
KF 76 0 37 0.0001*
MA 76 0 37 0.0001*

Cefalosporinas FEP 63 2 29 0.0841
CFP 76 0 37 0.0001*

FOX 6 0 3 1.0000
CRO 78 0 38 0.0001*

CAZ 45 2 20 0.4363
CXM 78 1 37 0.0002*

Carbapenémicos MEM 16 0 8 0.5812
Nitrofuranos F 0 0 0 1.0000
Monobactamicos ATM 59 0 29 0.0009*
CN 8 0 9 0,3221

AK 6 0 8 0,5812
Aminoglucésidos K 49 0 24 0.0096*
TOB 29 0 14 0.1697

S 92 7 38 1.0000

Tetraciclinas TE 76 7 30 0.1712
CIP 88 1 42 0,0001*
Quinolonas NOR 71 0 35 0,0001*
NA 90 2 42 0,0001*

SXT 73 5 31 1.0000

Sulfas S3 82 7 33 0.3221
Diaminopirimidinas W 67 5 28 1.0000
Anfeniloces C 0 0 0 1.0000
FOS 4 0 2 1.0000

Fosfonatos FOT 4 0 2 1.0000

AMP (ampicilina), PRL (piperacilina), MEL (mecillanam), AMC (Amoxicilina/ac. Clavulanico), TZP
(piperacilin/tazobactam), KZ(cefazolin), KF (cefalotin), MA (cefamandole), CID (cefonicid), FED (cefepime), CFP
(Cefoperazone), FOX (Cefoxitin), CRO (Ceftriaxone), CAZ (Ceftazidime), CXM (Cefuroxime), MEM
(Meropenem), F (Nitroforantoina), ATM (Aztreonam), CN (Gentamicina), AK (Amikacina), K (Kanamicina), TOB
(Trobamicina), S (Estreptomicina), TE (Tetraciclina), CIP (Ciprofloxacino), NOR (Norfloxacina), NA (Ac.
Nalidixico), STX (Sulfonam/Trime), S3 (Sulfonamidas), W (Trimetropim), C (Cloranfenicol), FOS (Fosfomicina),
FOT (Fosfomicin/Trometanol). *p<0.05, estadisticamente significativo, por la prueba de prueba de Fisher exacta.
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Discusion de resultados

Las cepas UPEC pertenece grupo de E. coli EXPEC (Russo y Johnson,
2000), patégeno predominante en ITU responsable del 80 al 90% de las infecciones
urinarias adquiridas en la comunidad y de 30 al 50 % de las adquiridas en el
nosocomio (Vimont et al, 2012). De un estudio longitudinal con seguimiento mensual
durante un afio se evaluaron 49 cepas de 3 pacientes con ICTU, JMA (72 afios), FF
(66 afos) y TJT (2 afos), de sexo femenino y masculino. Los tres pacientes fueron
recibieron tratamiento con una autovacuna (lisado de bacterias autélogas) que fue
administrado después del primer urocultivo positivo y durante toda su estancia en el

proyecto.

Los datos obtenidos en el EGO proporcionaron informacion importante para
el diagnéstico de ITU y fueron predictores del resultado del urocultivo al analizar el
aspecto (turbio), nitritos (positivos), cantidad de bacterias y leucocitos (Arispe et al
2019). En el analisis microscépico de uno de los pacientes (JMA) se observé la
presencia de comunidades bacterianas intracelulares, formacion de biopeliculas y
filamentacién bacteriana (Flores-Mireles et al, 2015). En otro de los pacientes (FF)
se identificd la presencia de cristales (oxalato de calcio dihidratado) situacién que
sugiere la infeccibn por uropatdbgenos en varones mayores de 50 afios
(Zboromyrska et al, 2019; Sola et al, 2017).

La caracterizacion por serogrupos en los aislados de los primeros urocultivos
de IMA (1,2y3)y FF (1y 2), pertenecian a cepas UPEC clasicas, llamadas asi por
ser los que tienen una distribucién universal Li et al, (2010). Por otro lado en el tercer
paciente (TJT) solo se identificaron cepas de E coli con serogrupos no clasicos. Al
realizar la correlacién entre serogrupos y grupo filogenético de cada cepa, se
identifico que los grupos B2 y D (EXPEC) se presentaban mayormente en las cepas
UPEC clasicas, mientras Ay B1 (comensales) en los serogrupos no clasicos (Tabla

8). Estos ultimos resultados son concordantes con lo reportado por Hernandez-
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Chinas et al (2019); Paniagua et al (2017) y Molina et al (2011), quienes han
identificado serogrupos similares observacion que sugiere que se trata de cepas
comunes (autdctonas) en nuestra poblacion. Sin embargo, es importante sefialar
que debido a lo laboriosa y el alto costo que tiene la tipificacion con sueros, en
muchos de los trabajos publicados no se realiza este procedimiento lo que no
permite asegurar que los serogrupos identificados en los reportes de trabajos en

México, no existan en otros paises.

El grupo filogenético B2 fue el que se aislé con mayor frecuencia tal y como
ha sido referido previamente (Zboromyrska et al, 2019; Robledo Gonzalez, 2017;
Ejrnaes, 2011). Sin embargo, es importante resaltar como lo menciona Moreno et
al. (2006), que las cepas UPEC involucradas en la patogénesis de ICTU pueden
pertenecer a cualquiera de los 4 grupos filogenéticos. En este trabajo se encontré
que los grupos filogenéticos B2 y D pertenecientes al grupo EXPEC, se encontraron
con gran frecuencia (86%). Lo anterior era esperado ya que son los que
mayormente se asocian con cepas de E. coli que causan ITU persistente (Koga et
al, 2014). Al respecto Robledo (2017), menciona que ambos grupos filogenéticos
(B2 y D) poseen propiedades como la formacién de biopeliculas, caracteristica que
les brinda la capacidad de sobrevivir en entornos poco hospitalarios como son la
presencia de anticuerpos y antimicrobianos. Las bacterias EXPEC ademas tiene la
capacidad de invadir las células y formar comunidades bacterianas viviendo en
estas condiciones por largos periodos. Cuando las condiciones desfavorables
cambian las bacterias censan el ambiente y salen de las células, situacion que da

lugar a la persistencia del cuadro clinico (Hannan et al. 2012, Blango et al. 2014).

El 14% de las cepas evaluadas pertenecian a los grupos filogenéticos Ay B1
o comensales (Clermon et al., 2000), estas cepas se relacionan principalmente con
reinfecciones, pero no con cuadros de persistencia, la mayor frecuencia con la que
se presentan asociadas a los cuadros de ITU se debe a que forman parte de la biota
del intestino (Ahumada et al., 2020, Hernandez et al., 2021). Que elementos han
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contribuido para que estas cepas comensales presenten genes asociados a la
virulencia de las cepas UPEC clasicas, indudablemente uno de los mas importantes
es la plasticidad del genoma de E. coli que favorece el intercambio de informacién
genética con las cepas virulentas, lo que les facilita adaptarse a nuevos nichos y
como es el caso sobrevivir en el tracto urinario (Zboromyrska et al, 2019). Por otro
lado, también es importante considerar que algunos factores predisponentes del
hospedero (como alteraciones anatomicas, enfermedades crénicas como la
diabetes, prostatitis, edad, sexo, estado inmune habitos de higiene, etc.), favorecen
gue las cepas comensales puedan volverse oportunistas y ocasionar ICTU (Narciso
et al., 2012). En el trabajo realizado uno de los pacientes (FF) de quién se aislaron
cepas comensales presentd un cuadro de prostatitis y otro (TJT) presentaba una

anomalia uroldgica subyacente.

Con respecto a los factores de virulencia, es sabido que UPEC puede
colonizar, invadir, replicarse y persistir en las células epiteliales de la vejiga debido
a la capacidad de su genoma para adquirir (mediante los procesos de
recombinacién genética) o perder genes. Este cambio de informacién favorece su
adaptacién a ambientes poco propicios, como lo es el tracto urinario (Barber et al,
2013). Para evaluar el comportamiento de las cepas incluidas en el estudio se
analizo la presencia de 14 genes asociados a virulencia. Los resultados obtenidos
mostraron la presencia de fimH en el 100% de las cepas analizadas, datos que
concuerdan con lo encontrado por Robledo (2017), quién reporta una frecuencia del
95.2% en cepas UPEC, lo cual lo hace un gen constitutivo, que codifica el factor de
colonizacion en infecciones extra intestinales y formacién de biopeliculas (Sarowska
et al, 2019). Por otro lado ibeA involucrado en la invasion celular en los tejidos del
hospedero no se identificé en ninguna de las cepas (Sarowska et al, 2019). Lo
anterior no fue coincidente con el serogrupo ni con los filogrupos identificados en
las cepas (Tabla 8), esta observacion plantea la importancia de incluir un mayor
namero de genes ya que es probable que sea otro el que le confiera la propiedad

de invasion a las cepas UPEC evaluadas.
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En el andlisis de los grupos filogenéticos y la presencia de genes de
virulencia, los resultados mostraron que las cepas pertenecientes al grupo
filogenético B2 y D (EXPEC) presentaron entre 7 y 13 genes, comparadas con las
de los grupos filogenéticos A y B1 (comensales) con la presencia de un menor
namero de genes (6 a 7). Al respecto los resultados son contundentes ya que las
cepas ExXPEC (virulentas) requieren propiedades que faciliten su permanencia en el
hospedero. Los datos obtenidos son similares a lo reportado por otros autores,
quienes en diversas investigaciones han observado que las cepas EXPEC contiene
una cantidad significativamente mayor de factores de virulencia (Ejrnaes, 2011,
Hernandez-Chifas et al, 2019) y que parecen tener diferentes nichos ecoldgicos y

propension para causar enfermedad (Ejrnaes, 2011).

Las ITUs son un importante problema de salud en México y en el mundo,
donde las herramientas utilizadas para su diagnostico hoy en dia son insuficientes,
ya que no basta con realizar un urocultivo y determinar el agente causal de la
infeccion y de manera consecuente administrar un tratamiento. Aan hay mucho por
explorar y aunque, a lo largo de los afios en los diferentes estudios que se han
realizado con cepas de UPEC se ha evaluado la presencia de diversos genes de
virulencia, ain no se ha logrado establecer un perfil especifico de urovirulencia
(Ejrnaes, 2011), como sucede con los patdgenos intestinales, que se caracterizan
por factores de virulencia especificos lo que ha permitido definir diferentes patotipos
de las cepas de E. coli diarreogénica (Donnenberg et al, 1992). Es por ello que un
aporte del presente trabajo al realizar la comparacién entre los grupos filogenéticos
virulentos (B2 y D) y los comensales (A y B1), se encontro significancia estadistica
(p<0.05), en ompT, sat, chuA, feoB y malX-PAl (Tabla 7), con lo que se puede
sugerir a estos genes como un posible perfil genético de virulencia que puede
ayudar a discriminar las cepas que se encuentren dentro de los grupos filogenéticos
B2 y D (EXPEC), de las cepas Ay B1 (comensales), sin la necesidad de realizar un

perfil de genes mas amplio.
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Como se sabe el tratamiento de las ITU se instaura de forma empirica, siendo
necesario conocer la epidemiologia y las tasas de resistencias locales, algo
fundamental en el caso de E. coli (Zboromyrska et al , 2019). Se ha establecido que
un maximo de 20 % de cepas resistentes no hace recomendable la prescripcion de
un antibiotico para su uso empirico (Gupta et al, 2001). En este estudio se identificd
que en forma general las 49 cepas estudiadas (UPEC clasicas y no clésicas)
mostraron un alto porcentaje de resistencia a los antibidticos. Entre los
antimicrobianos evaluados so6lo cumplieron con el criterio para recomendar un
antibiético de forma empirica el grupo de las Penicilinas, cefalosporinas,
carbapenémicos nitrofuranos, monobactamicos, anfenicoles y los fosfonatos (Tabla
9). Sin embargo, por un lado, debemos considerar que en este reporte Gnicamente
se evaluaron 49 cepas lo que no permite hacer una conclusién definitiva. Asi mismo
estudios globales muestran una baja resistencia a la fosfomicina (3%), lo que la
convierte en una alternativa de primera linea en el tratamiento empirico de las ITU
causadas por UPEC (Beltran et al, 2020), lo cual concuerda con los datos obtenidos
en el presente trabajo, donde se muestra una resistencia de 0% en las 49 cepas,

tanto EXPEC y comensales.

En otros estudios se ha reportado una resistencia a nitrofurantoina del 5%
(Zboromyrska et al, 2019; Beltran et al, 2020), concordante con la baja resistencia
reportada por el presente trabajo (0%) en las 49 cepas. Sin embargo se emplea muy
poco por su toxicidad pulmonar, y quiza por ello el porcentaje bajo de resistencia se

ha mantenido estable en los Ultimos afios (Beltran et al, 2020).

Asi mismo es importante considerar que la resistencia a los antimicrobianos
puede variar de regién en region y es por ello que se deben realizar estudios que
permitan identificar el comportamiento de la resistencia de diferentes

microorganismos.
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Por otra parte, en la comparacion de la resistencia obtenida por los grupos
filogenéticos EXPEC (B2 y D) sobre los comensales (A y B1) (Tabla 9), se obtuvo
gue de los 32 antibidticos probados en 10 de ellos, pertenecientes al grupo de las
cefalosporinas (cefalotin, cefamandole, cefoperazone, cefriaxone y cefurozime),
monobactamicos (aztreonam), aminoglucosidos (kanamicina) y quinolonas
(ciprofloxacin, norfloxacina, &c. naidixico), las cepas EXPEC fueron
significativamente mas resistentes que las comensales. Ante esta situacion se
podria considerar que al realizar un antibiograma en una ITU y la cepa UPEC
presente resistencia a dichos antibidticos se podria sugerir como una cepa
candidata para realizar un perfil de urovirulencia ya que es muy probable que
pertenezca a la cepa EXPEC (B2 o D).

Lo anterior fundamenta el incremento gradual de la resistencia de UPEC a
antibioticos (Betran, et al, 2020), y dado que la OMS plantea se deben buscar
alternativas para el tratamiento y control no solo de este tipo de infecciones sino que
de cualquier proceso infeccioso, cabe destacar que los pacientes del proyecto,
estuvieron sometidos a lisados bacterianos autélogos (autovacunas) con buenos
resultados (Ahumada cota et al, 2020; Hernanez Chifias et al., 2019), Es por ello
qgue los datos de urocultivos de los diferentes pacientes evaluados mostraron
diferencia en el numero de muestras analizadas y de manera consecuente el
namero de cepas estudiadas, ya que en el caso de FF un un diagnéstico de
prostatitis, se obtuvieron urocultivos negativos hasta por 6 meses seguidos. En el
caso de JMA, mujer con menopausia, no se ha logrado obtener urocultivos
negativos, sin embargo, controld la infeccion ocasionada por la cepa UPEC clasica,
identificada, pero se infecté inmediatamente con otra cepa con serogrupo O16,
aunado a esto la paciente manifestd mejoria en la sintomatologia. Con respecto a

TJT, abandond el proyecto al U5 con lo que no se puede brindar mayor analisis.

Por dltimo, los cuadros clinicos de los pacientes corresponden a ICTU, ya
que presentaron mas de 3 cuadros de ITU en un afio, los cuales fueron de tipo

persistentes (JMA) y recurrentes (FF y TJT) asociados con cepas de diferentes
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serotipos y con mayor incidencia pertenecientes a los grupos filogenéticos definidos
como virulentos (B2 y D).

Dado que la diversidad de asociaciones entre genes de virulencia y perfiles
de resistencia en las cepas UPEC evolucionan continuamente, es necesario buscar
alternativas para el control y tratamiento de la ICTU. Los lisados bacterianos
autdlogos parecen ser una buena alternativa, sin embargo, por su costo se vuelve
un procedimiento poco factible. Es por ello que en el grupo de trabajo con el que se
realiz6 el proyecto actualmente estd4 trabajando en el desarrollo de lisados
polivalentes preparados con las bacterias que se aislaron con mayor frecuencia en
el estudio prospectivo y aunque la participacion en el proyecto fue minima los
resultados aportados fueron una contribucién importante para tomar decisiones en

la seleccion de las cepas que se utilizaran en la elaboracién del lisado polivalente.
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Conclusioén

El agente causal de ICTU fue E. coli EXPEC en un 86% perteneciente al
grupo filogenético B2 y D y E. coli comensal en un 14% de los grupos filogenéticos
Ay B1, causando cuadros clinicos en de los pacientes de tipo persistentes (JMA) y
recurrentes (FF y TJT) asociados con cepas de diferentes serotipos.

El perfil de urovirulencia constituido por ompT, sat, chuA, feoB y malX-PAl puede

ser una alternativa para la identificacion de cepas EXPEC.

La fosfomicina y nitrofurantoina, son los antibiéticos de primera linea para las
ITU, sin embargo la creciente resistencia propone a los lisados bacteriano con una
alternativa exitosa en el tratamiento y profilaxis de ICTUR.
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Anexos

Anexo 1: Identificacidon bioquimica de E. coli

Prueba bioquimica

Oxidasa 0 Fermentacion de mucato 95
Produccion de indol 98 Fermentacion de dulcitol 60
Rojo de metilo 99 Fermentacion de salicina 40
Voges Proskauer 0 Fermentacion de adonitol 5
Citrato de Simmons 1 Fermentacion de inositol 1
H2S (TSI) 1 Fermentacion de L-arabinosa 99
Hidrolisis de urea 1 Fermentacion de la rafinosa 50
Utilizacion de manolato 0 Fermentacion de L-ramnosa 80
Ac. De glucosa 100 Fermentacion de maltosa 95
Gas de glucosa 95 Fermentacion de D-xilosa 95
Fenilalanina desaminasa 0 Fermentacion de trealosa 98
Lisina descarboxilasa 90 Fermentacion de celobiosa 2
Arginina dihidrolasa 17 Fermentacion de a-metil D glucosido

Ornitina descarboxilasa 65 Fermentacion de eritritol

Movilidad a 36°C 95 Hidrdlisis de esculina 35
Hidrdlisis de gelatina a 22°C 0 Fermentacion de melobiosa 75
Crecimiento en KCN 3 Fermentacion de D-arabitol 5
Fermentacion de lactosa 95 Fermentacion de D-manosa 98
Fermentacion de sacarosa 50 Fermentacion de glicerol 75
Fermentacion de D-manitol 98 Nitrato a nitrito 100
Lipasa (aceite de maiz) Tartrato de Jordan 95
DNasa a 25°C Utilizacion de Acetato 90
Fermentacion de D-sorbitol 94

Anexo 1 Tomado de (Rodriguez-Angeles, 2002).

% de positividad = Prueba bioquimica

% de positividad
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Anexo 2 Recoleccion de Muestras de orina para Urocultivo

Tipo de muestra: Orina de miccidn espontanea

Cuidados y recomendaciones:

La recoleccion debe realizarse por la mafiana, preferiblemente de la primera miccion
del dia, o después de una retencion de la vejiga de dos a tres horas. Los pacientes
con urgencia urinaria pueden quedar exentos de esta retencion, teniendo en cuenta
este hecho en la solicitud. Para la toma de muestras guiar de manera clara y objetiva
todos los pasos del procedimiento y advertir sobre las consecuencias de una
recoleccion mal realizada.

Toma de muestras de orina en mujeres:

* Separar las piernas lo maximo posible.

« Con una mano, apartar los labios mayores y continuar de esta manera
mientras realiza la limpieza. Usar una gasa empapada en jabon neutro, lavar
de adelante hacia atrés y asegurarse de estar limpiando los pliegues de piel
lo mejor posible. Manteniendo los labios mayores apartados, comenzar a
orinar.

Toma de muestras de orina en hombres:

 realizar antisepsia rigurosa de los 6rganos genitales con agua limpia y jabon
neutro, hacer retraccion del prepucio y lavar el meato urinario con agua
jabonosa, enjuagar con abundante agua y secar.

Indicaciones generales:

* No estar tomando ningun antibidtico por lo menos 72 hrs antes.

* Recolectar, de preferencia, la 12 orina de la mafiana o, entonces, después de una
retencion vesical de 2 a 3h.

» Descartar el primer chorro de orina. Recoger la muestra del chorro intermedio en
un frasco suministrado por el laboratorio (5-10 mL). Evitar llenar el frasco.

*La muestra debe procesarse en los siguientes 30 minutos a su toma; en caso
contrario, puede permanecer en refrigeracion (4 a 8 °C) durante 24 horas.
(Zboromyrska et al, 2019; Pacheco et al, 2010).
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