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RESUMEN
Introduccion: Las infecciones de tracto urinario (ITU) representan un costoso problema de salud
publica en México, debido a su alta prevalencia y a la capacidad de volverse una enfermedad
recurrente (ITUR). El principal agente causal en un 80-90% es E. coli y debido a su diversidad
genomica, es capaz de producir reinfecciones (relTUR) y persistencias (pel TUR). En los ultimos
afios se ha evidenciado la presencia de cepas hibridas con genes asociados con virulencia
UPEC/DEC, lo que en cierta forma contribuye a la patogenicidad de la bacteria dificultando el
manejo y tratamiento de la enfermedad. Las ITU generan molestias fisicas, organicas y emocionales,
es por ello de gran relevancia realizar la identificacion integral de las cepas de E. coli, para
implementar el tratamiento mas conveniente para el paciente. Objetivo: Evaluar la presencia de
cepas hibridas de E. coli portadoras de genes DEC en cepas aisladas de pacientes con ITUR y su
potencial relacion con los cuadros de recurrencias. Metodologia: Se realizé la busqueda de los
genes DEC Stx1, Stx2, LT, eaeA, bfpA, ipaH y aggR mediante PCR de punto final de 106 cepas
UPEC aisladas de 38 pacientes durante un estudio previo, las cepas de E. coli se clasificaron
asociadas a pelTUR (13) y relTUR (25) considerando el serotipo de las bacterias. Resultados: El
79% (30/38) de los pacientes tuvo presencia de cepas hibridas. El gen Stx2 (21%) fue el mas
frecuente seguido de eaeA (16 %) e ipaH y bfpA (ambos con 14%), aggR fue el gen con menor
frecuencia (8%). Se identificaron que las cepas UPEC analizadas presentaban heteropatotipos con
1 (33%), 2 (14.4%) y 3(3.8%) genes DEC, algunos de estos exclusivos para pelTUR o relTUR, sin
embargo, no se encontré asociacion entre heteropatotipos y los cuadros de recurrencias.
Conclusidn: Se identifico unafrecuencia alta de cepas hibridas en pacientes con ITUR, sin embargo,
no se observo asociacion con alguna de las variedades de recurrencia (pelTUR, relTUR). Es
necesario realizar estudios para evaluar si los genes DEC identificados se expresan durante la ITUR,

para definir si contribuyen en la patogénesis de las cepas UPEC.
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INTRODUCCION

MARCO TEORICO
Infeccion del tracto urinario
Definicion

La infeccidn de tracto urinario (ITU) se caracteriza por presentar un conjunto de signos
y sintomas atribuibles al compromiso del tracto urinario (rifiones, vejiga, uréteres, uretra,
pelvis y préstata), asociado con una reaccion inflamatoria y un recuento significativo de
bacterias en la orina, usualmente mayor o igual a 100, 000 unidades formadoras de colonias
por mililitro (UFC/ml), observada principalmente en mujeres (Ramirez et al., 2022).

En algunos casos, aunque, existe un recuento significativo de bacterias no hay la
presencia de signos y sintomas, para distinguirla de la infeccion de tracto urinario se le

denomina Bacteriuria asintomatica (Chafla et al., 2018; Ramirez et al., 2022).

Epidemiologia de la ITU

Las infecciones de tracto urinario (ITU) se encuentran entre las enfermedades
infecciosas mas comunes a nivel mundial, causando aproximadamente 150 millones de casos
por afio (Lloyd et al., 2007). En México, este padecimiento (ITU) se ubica como la tercera causa
de morbilidad con un promedio de méas de 4 millones de casos anuales (Ahumada et al., 2022).

Como ya se hizo referencia su incidencia es mayor en mujeres, exceptuando los primeros
afios de vida en donde el papel se invierte siendo mas comun en hombres (Guias de Practicas
clinicas, 2011); sin embargo, es importante considerar que los datos antes referidos
corresponden a las personas que acuden a las instituciones publicas y al no ser un padecimiento

de notificacion obligatoria la incidencia verdadera de las ITUs no es bien conocida (Grigoryan



etal., 2022).
Clasificacion

Con base en la region anatomica en la que se presente la ITU se puede clasificaren ITU
inferior, localizadas Unicamente en el tracto urinario inferior (uretra, vejiga) o ITU superior,
refiriéndose a infecciones en el tracto urinario superior (uréter, sistema colector, parénquima
renal) (Guias de Practicas clinicas, 2011). Asi pues, se denomina cistitis en el caso de localizarse
en vejiga; cuando afecta la pelvis renal se define como pielonefritis; en uretra uretritis y
prostatitis si se localiza en la préstata (Santomil et al., 2023).

Con base en la severidad y complejidad, y considerando la localizacion anatomica y
duracion, las ITUs se clasifican en:
No complicada: Se refiere a aquellas localizadas en su mayoria en el tracto inferior y con
sintomatologia especifica del area (Abhay, 2013).
Complicadas: Son aquellas que en su mayoria se encuentran localizadas en el tracto superior,
tienenrelacion con anomalias estructurales, funcionales, trastornos metabolicos o por problemas
de inmunidad (Abhay, 2013).
Recurrente (ITUR): Hace referencia a la antes Ilamada infeccion conica del trato urinario
(ITUC) que se caracteriza por la presencia de tres 0 mas eventos de ITUs sintomaéticas en el
plazo de doce meses o bien, cuando se presentan dos 0 mas ITUs sintoméaticas en seis meses
(\Valdevenitom et al., 2018).

Las infecciones recurrentes a su vez se subdividen en:

e Persistente o recaida (pel TUR), esta se caracteriza por estar ocasionada siempre por el

mismo microorganismo y si se trata de una cepa de E. coli que presente el mismo



serotipo, en estos casos la bacteria se aloja en las células epiteliales del tracto urinario y
emerge cuando las condiciones externas le son favorables (Abhay, 2013).
e Reinfeccion (relTUR), cuando el agente etioldgico es diferente al que inicialmente
ocasiond la infeccidn, y por ende proviene de fuera del tracto urinario y probablemente
forma parte del microbiota intestinal (Valdevenitom et al., 2018).
Para el desarrollo de este trabajo en el que se evaluo la participacion de Escherichia coli (E.
coli), se entenderd como relITUR en la que el evento infeccioso es ocasionado cada vez por una

cepa de E. coli con un serotipo diferente.

Factores de riesgo
Dentro de los factores de riesgo atribuibles a las 1TUs, destacan aquellos inherentes al
paciente, puesto que son incontrolables (Ramirez et al., 2022) como:
e Anomalias estructurales y funcionales (uropatia obstructiva, vejiga neurogénica, etc.)
(Ramirez et al., 2022).
e El sexo, siendo el femenino mas propenso (exceptuando los primeros meses de vida)
debido a:
o Anatomia. El ano (reservorio de Gram negativos) se encuentra juntamente con
la vaginay uretra, situacion que en los varones es diferente (Ramirez et al., 2022).
o Durante el embarazo. Hay disminucion de la peristalsis ureteral y el vaciado
vesical se dificulta; cambios anatdmicos que favorecen la elevacion
anterosuperior de vejiga y estado hiperténico (Calderon et al., 2013).
o Cambios en el pH vaginal. Debido a regulacién hormonal durante la pre y post

menopausia.



Existen otras situaciones que influyen en la aparicion de una ITU como son el inicio de
la vida sexual y la instrumentacién urinaria (sonda, catéter, etc.).
Etiologia

Diversos autores mencionan que los causantes etiolégicos mas frecuentes de las
infecciones del tracto urinario (ITU) son bacterias del grupo Gram negativo de origen intestinal,
entre las que destacan: Escherichia coli (E. coli), Klebsiella sp, Proteus sp. y Enterobacter sp.
aunque, también algunas Gram positivas como Enterococcus faecalis, Staphylococcus
saprophycus y Streptococcus agalactiae se relacionan con la etiologia de las ITU (Chaflaetal.,
2018). Sin embargo, los datos epidemioldgicos muestran que la mayoria de los casos (80-90%)
de las infecciones de la comunidad se deben a Escherichia coli (E. coli) (Calderén et al., 2013).
Escherichia coli (E. coli)

E. coli es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo de la familia
Enterobacteriacea que forma parte de las bacterias comensales de la microbiota intestinal
(Raeispour et al., 2018). La gran diversidad que presenta esta bacteria se debe a la plasticidad
de su genoma que permite el ingreso, por via horizontal, de genes que expresan diversos
componentes. Las propiedades que adquiere la bacteria le confieren la capacidad para adaptarse
a vivir en diferentes ambientes y hospederos lo que favorece su mayor diseminacion. A los
elementos que influyen en la adaptacion de la bacteria y de manera consecuente afecta al
hospedero se les ha definido como factores de virulencia (FV) produciendo diferentes cuadros
clinicos incluidas las ITUs (Rodriguez, 2002).

Como ya se menciond E. coli puede ocasionar diferentes padecimientos incluidos

algunos en su habitat natural el tracto digestivo, ocasionando cuadros de diarrea por lo que se



han descrito como patdgenas intestinales (IPEC), que inicialmente se definieron como E. coli
que causan diarrea (DEC). Sin embargo, su capacidad de adaptacidn ha permitido que puedan
alojarse en ambientes externos como el tracto urinario, sistema nervioso, torrente sanguineo etc.,
lo que condujo a proponer a estas como E. coli patogena extraintestinal (EXPEC) (Riley L.,
2020).

La diferencia entre DEC y EXPEC aun no es clara, sin embargo, se ha buscado la forma
de conocer que caracteristicas particulares pueden presentar, es por lo que se ha tratado de
analizar su comportamiento metabdlico, antigénico, gendmico y molecular. Uno de los primeros
avances al respecto consistio en analizar diferencias en su estructura antigenica analizando sus
componentes externos utilizando ensayos de aglutinacion con sueros. De esta forma, Kauffman
desarroll6 un esquema de serotipificacion (hoy dia en uso) con base al antigeno somatico “O”
que se encuentra en el lipopolisacarido, el antigeno flagelar “H” relacionado con la movilidad
de la bacteria (que puede 0 no estar presente) y el antigeno capsular “K” (Rodriguez, 2002).
Este fue el inicio de la subtipificacion de E. coli por serogrupos (basados en antigenos O) y
serotipos (basados en la combinacidén de antigenos O, Ky H) (Riley L., 2020).

“Actualmente hay alrededor de 188 grupos O de E. coli reconocidos, 56 tipos H y mas
de 80 K reconocidos” (Riley L., 2020). Sin embargo, el nimero de combinaciones entre
antigenos nos indica la enorme diversidad de la bacteria, lo que en conjunto con la plasticidad
de su genoma complica en gran medida definir con precision cuales pudieran ser los mas
relevantes en cada uno de los diferentes cuadros clinicos con los que se le ha relacionado. Es

por ello la importancia de analizar en forma integral a E. coli asociada con reITUR y pelTUR.



Patogenia de E. coli

Escherichia coli es uno de los organismos bacterianos mejor adaptados y
patologicamente versatiles. La patogenicidad de un microorganismo se atribuye a la presencia
de ciertos factores de virulencia (FV) que le permiten causar dafio al hospedero. Actualmente
se han descrito FV para el grupo EXPEC y DEC que participan en su mecanismo de
patogenicidad facilitando la colonizacion y desencadenando infecciones clinicas como diarrea,
sindrome urémico hemolitico (SUH), infecciones del tracto urinario, bacteriemia, sepsis y
meningitis neonatal (Riley L., 2020) asi pues, dentro de los grupos DEC y EXPEC se han
denominado diferentes variantes patdgenas de E. coli (patotipo) o patovares.

En el caso de las EXPECs se clasifican con base al huésped y al sitio de aislamiento
(Priyanka et al., 2023), asi pues, los patotipos EXPEC incluyen a E. coli uropatégena (UPEC),
E. coli causante de meningitis neonatal (NMEC), E. coli asociada a septicemia (SEPEC) y E.
coli patogena aviar (APEC) (Denamur et al., 2021). Los reservorios y la transmision de las cepas
EXPEC son diversos y sus mecanismos de patogenicidad son caracteristicos para cada uno de
los grupos causantes de enfermedad (Priyanka et al., 2023).

E. coli uropatégena (UPEC)

Las infecciones del tracto urinario son causadas por E. coli uropatégena (UPEC), estas
cepas poseen FV estructurales (como fimbrias, Pili, rizos, flagelos, etc.) y de secrecion (toxinas,
sistemas de adquisicion de hierro, etc.) que contribuyen a su capacidad para causar ITU (Terlizzi
etal., 2017).

Durante las infecciones urinarias, el mecanismo de patogénesis de las UPEC se da

mediante el siguiente proceso (Terlizzi et al., 2017):



l. La colonizacion UPEC de las areas periuretral y vaginal con colonizacion de la
uretra.

Il. La capacidad de ascender a la luz de la vejiga y crecer en la orina.

1. La capacidad de adherencia a la superficie.

IV.  Laformacion de biopeliculas.

V. Su invasion y replicacion.
VI.  Lacolonizacién renal.
VII.  El dafio tisular del huésped con mayor riesgo de bacteriemia/septicemia.

Los genes de virulencia mas significativos asociados a UPEC son aerobactina (aer),
fimbrias P (pap), hemolisina (hly), fimbrias tipo 1, adhesina | (afa I), factor necrotizante
citotdxico 1 (cnf 1) y fimbrias S (sfa) (Momtaz et al., 2013).

La capacidad de adherirse a las células epiteliales del huésped en el tracto urinario
representa el determinante mas importante de la patogenicidad de UPEC, considerando la
variedad de barreras o defensas que el epitelio de la vejiga (flujo de orina y la secrecién de
sustancias antimicrobianas) y hospedero presentan (Terlizzi et al., 2017).

E. coli diarreogénicas (DEC)

En cuanto a las cepas DEC, asociadas con enfermedades diarreicas, éstas a su vez poseen
factores de adherencia especificos que les permiten colonizar sitios que E. coli normalmente no
habita, como el intestino delgado (Kaper et al., 2004). Considerando el sitio anatomico en el que
se alojan y el cuadro clinico que ocasionan hasta el momento se han descrito seis subgrupos
(Tabla 1, Figura 1) bien caracterizados y clasificados en funcién del mecanismo de

patogenicidad de cada grupo.



Tabla 1. Patotipos DEC y principales genes involucrados en el mecanismo de patogenia.

Patotipo Gen Producto Localizacion
bfpA Proteina de Pili formadora de Plasmido
E. coli enteropatégeno paquetes bfpB
(EPEC)
eaeA Intimina Cromosoma
Stx1 Toxina Shiga 1 Fago

E. coli enterohemorragica
(EHEC) Stx2 Toxina Shiga 2 Fago

Estlb Toxina termoestable

E. coli enterotoxigénica (ST) Plasmido/
(ETEC) transposon
LT Toxina termolabil
aggA Fimbria | de adherencia Plasmido
agregativa
E. coli enteroagregativa
(EAEC) Plasmido/
aggR**  Activador transcripcional (Kaper et  cromosoma
al., 2004) (Prieto et al.,
2021)
E. coli enteroinvasiva ipaH  Plasmido de invasion antigeno H Plasmido/
(EIEC) cromosoma
E. coli adherente difusa daaE  Proteina de la familia Dr. adhesin Cromosoma
(DAEC) DaaE

**En el caso de varios de los FV de EAEC, estan regulados por un dnico activador

transcripcional llamado aggR (Prieto et al., 2021)
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Figura 1. Esquema patogénico de subgrupos de DEC. a. E. coli enteropatdégena (EPEC); b.
enterohemorragica (EHEC); c. enterotoxigénica (ETEC); d. enteroagregativa (EAEC); e.
enteroinvasiva (EIEC); y f. adherente difusa (DAEC). Modificado de Pathogenic Escherichia

coli Kaper, James B. et al., 2004. doi:10.1038/nrmicro818

EPEC se caracteriza por inducir una lesion en el intestino conocida como lesion
Attach/Effacement A/E (adherencia y borramiento). Este proceso ocurre con la adherencia
inicial entre bacterias (agregacion) formando microcolonias y posteriormente, su adherencia a
la célula mediante pilis o fimbrias rizadas Ilamadas Bfp (bundle-forming pilus) cuya
informacion genetica esta codificada en el plasmido EAF (EPEC adherence factor). Durante la

etapa de adherencia es necesaria la sintesis de una proteina de membrana externa llamada



intimina, codificada por el gen cromosomal eaeA que sirve como sefial (Rodriguez, 2002) para
la posterior secrecion de proteinas translocadoras y efectoras de la virulencia mediante un
sistema de secrecion tipo 11, con el proposito de reorganizar el citoesqueleto celular lo que lleva
a la pérdida de las microvellosidades intestinales y su funcion (Vidal et al., 2007).

Un subgrupo de EPEC llamado aEPEC "atipico™ no posee EAF, pero tienen la isla de
patogenicidad LEE (isla de patogenicidad de 35 kb conocida como el locus de la eliminacion
del enterocito) que codifica para un sistema de secrecion de tipo 111 permitiendo que esta EPEC
atipica tenga el mismo efecto de Attach/Effacement (Kaper et al., 2004).

En el caso de EHEC, se trata de E. coli productora de una citotoxina con actividad en
células Vero, por lo que inicialmente se le denominé verotoxina (VT), esta citotoxina tiene la
propiedad de neutralizarse con antitoxina obtenida a partir de la toxina Shiga de Shigella
dysenteriae tipo 1, por lo que también se le llama "shiga-like toxin" o toxina semejante a Shiga
(SLT) o "Shiga toxin" (Stx), y a las E. coli capaces de producirla se les da el nombre de E. coli
productora de toxina Shiga (STEC). En las cepas EHEC aisladas, se han encontrado las variantes
Stx1 y Stx2 que son inmunolégicamente diferentes entre si y son los principales FV asociados
al cuadro clinico de sindrome urémico hemolitico (Rodriguez, 2002). La causa por la cual Stx
es considerado un FV en EHEC se debe a que esta citotoxina se une a la subunidad 60S de los
ribosomas de las células intestinales o renales del hospedero lo que conlleva a una alteracion en
la sintesis de proteinas provocando dafio en las células epiteliales del hospedero (Kaper et al.,
2004).

Ademas de la toxina, las cepas EHEC tienen otros mecanismos de patogenicidad como
el fendbmeno de adherencia y borramiento (A/E), ya que presentan el gen cromosomal eae; el

plasmido pO157 que codifica para la enterohemolisina y contienen la isla de patogenicidad LEE
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que codifica un sistema de secreciéon de tipo 111 (Rodriguez, 2002).

ETEC (E. coli enterotoxigénica), tiene la capacidad de colonizar la mucosa del intestino
delgado mediante pilis o fimbrias que tienen diversas formas denominadas CFA (colonization
factor antigens). Su principal mecanismo de patogenicidad es la sintesis de una o dos
enterotoxinas llamadas toxina termolabil (LT) y toxina termoestable (ST) codificadas mediante
genes localizados en plasmidos o transposones (Riley, 2020).

Las toxinas LT y ST aumentan el nivel intracelular de cCAMP y cGMP respectivamente,
que se encuentran en la membrana de las células intestinales, provocando la salida de agua y
iones mediando la produccion de diarrea acuosa (secretora) (Rodriguez, 2002).

EAEC se definen como E. coli que no secretan LT ni ST y que se adhieren a las células
HEp-2 en un patrén conocido como de ladrillos apilados (autoagregativo). Se caracteriza por la
adhesion a células y a la mucosa intestinal mediante fimbrias de adherencia agregativa (AAF)
(Kaper et al., 2004). Se ha descrito que la adhesion se logra mediante la fimbria | de adherencia
agregativa (AAF/I), codificada por el gen aggA que se encuentra en un plasmido o mediante la
fimbria AAF/Il inmunoldgicamente diferente a AAF/I y que esta codificada por el gen aafR; sin
embargo, no todas las EAEC presentan estas fimbrias (Rodriguez, 2002).

Las cepas EAEC tienen ademas la capacidad de producir toxinas como Pic (proteasa
autotransportadora con actividad mucinasa) (Henderson 1 et al, 1999); la toxina
autotransportadora Ilamada Pet codificada en el plasmido que codifica la AAF (Eslava et al,
1998); la enterotoxina oligomérica conocida como Shigella enterotoxina 1 (ShETL); y la
enterotoxina E. coli ST enteroagregativa (EAST 1). EI gen EAST 1 (astA) también se puede
encontrar en muchos aislados comensales de E. coli, por lo que el papel de EAST 1 en la diarrea

sigue sin estar claro (Kaper et al., 2004). En el caso de los FV de EAEC, en su mayoria estan
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regulados por un unico activador transcripcional llamado aggR (Kaper et al., 2004).

EIEC, tiene una estrecha relacion con Shigella spp, dado que son taxonémicamente
indistinguibles a nivel de especie (Kaper et al., 2004). EI mecanismo de patogenicidad de EIEC
es lainvasion del epitelio del colon mediante la adherencia a las vellosidades de la mucosa, una
vez adherida, EIEC entra por endocitosis a la célula y se replica dentro de ella para finalmente
diseminarse a células sanas adyacentes (Rodriguez, 2002). La patogenia de EIEC esta dada por
un sistema de secrecién tipo 111 transmitido por plasmidos (codificado por los genes mxi y spa)
que permite la secrecion de proteinas, como IpaA, IpaB, IpaC, IpaD e ipaH que median eventos
de sefializacion epitelial, reordenamientos en el citoesqueleto, captacion celular, lisis de la
vacuola endocitica y otras que permiten la invasion celular (Rodriguez, 2002).

DAEC, se definen por la presencia de un patron difuso caracteristico de adherencia a la
monocapa de células HEp-2 (Kaper et al., 2004). En cuanto a su mecanismo de patogenicidad
se ha caracterizado una fimbria de superficie conocida como F1845 que utiliza como receptor a
DAF (factor acelerador de desintegracion). DAF es wuna proteina anclada a
glicosilfosfatidilinositol de la superficie celular encargada de proteger a las células del dafio
causado por el sistema del complemento.

Transferencia horizontal de genes

La adquisicion de ADN por transferencia horizontal de genes (THG) es un mecanismo
eficaz para la evolucion de los microorganismos y generar diversidad entre especies bacterianas.
Esta transferencia se puede dar mediante tres mecanismos principalmente: 1) Transformacion
(captacion del material genético del entorno); 2) Conjugacion (mediante pilis y plasmidos) y 3)

Transduccion (mediante fagos) (Lloyd et al., 2007).
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La secuenciacion completa de los genomas de las cepas clinicas de UPEC ha mostrado
que la adquisicidn de factores de virulencia (FV) ocurre en islas de patogenicidad, mediante
plasmidos, fagos y la transferencia horizontal de genes (Luna et al., 2017).

Lloyd et al. (2007), han encontrado que los genes de adhesina no estan altamente
conservados entre las cepas de E. coli, lo que resulta interesante y provechoso para los patdgenos
bacterianos puesto que les brinda una ventaja para la supervivencia en diferentes nichos ajenos
a los que comunmente colonizan (Terlizzi et al., 2017). Asi pues, se ha demostrado la capacidad
de DECs para adaptarse a nuevos nichos permitiendo causar un amplio espectro de
enfermedades, incluida las ITUs, por lo gque es comun encontrar FV asociados a DEC o “E. coli
diarreogénicas” en este tipo de infecciones (Terlizzi et al., 2017); lo que lleva a considerar la
posibilidad de una la transferencia de genes entre cepas DECs y UPEC.

E coli hibridas (Heteropatotipos)

La evolucion de la virulencia se basa en tres mecanismos principales: 1) La adquisicion
de uno 0 més genes que no portaba inicialmente; 2) La inactivacion de genes cuya expresion es
incompatible con la virulencia; y 3) Mutaciones puntuales que conducen a un cambio de funcion
(mutaciones pato-adaptativas) dando como resultado una extensa variedad de FV en las
bacterias (Denamur et al., 2021).

Durante los Gltimos afios, se han identificado grupos de aislados patégenos de E. coli,
que presentan FV de dos o mas patogrupos diferentes (Denamur et al., 2021), ya sea dentro de
los patotipos DEC (por ejemplo, entre EHEC y EAEC) o entre patotipos DEC y EXPEC
dificultando el seguimiento de la clasificacion del patotipo (Yousefipour et al., 2023).

Estos nuevos grupos han generado controversia al momento de ser definidos, autores
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como de Mello Santos et al. (2020) acufian el término "hetero patdgeno™ o "hetero patogénico"
para referirse a cepas que contienen FV de dos o mas patotipos de DEC. EI mismo autor
menciona que, “su definicion es sencilla porque los genes que delinean DEC (E. coli
diarreogénicas) estan bien definidos.” Asi mismo destaca la exclusion de DAEC y E. coli
adherente invasiva (AIEC) debido a la ausencia de marcadores o FV bien descritos para ellas
(de Mello Santos et al., 2020).

Asi también se ha designado el término de cepas "hibridas-patdgenas" o "hibridas-
patogénicas" para referirse a aquellas que presentan FV tanto DEC como EXPEC o bien aquellas
cepas que se aislan de una infeccion extraintestinal y codifican factores de virulencia
definitorios de DEC (de Mello Santos et al., 2020). La distincion entre estos grupos es necesaria
debido a la ambigliedad de genes necesarios para poder conocer mejor a las cepas EXPEC y en
particular las cepas de E. coli responsables de ITU recurrentes (ITUR) ya sean persistentes
(pelTUR) o reinfecciones (relTUR) (Hernandez et al., 2023).

Con el propésito de denominar a este grupo de cepas con presencia de genes mixtos, se
utilizara el término “heteropatotipo” para definir a las cepas UPEC que presenten uno o mas
genes de cepas DECs 0 “combinacion de virulencia intestinal y extraintestinal” (Bizot et al.,
2022).

La emergencia de estas cepas hibridas se esta convirtiendo cada vez mas en un problema
de salud publica (Gati et al., 2021), como fue el caso del brote de sindrome urémico hemolitico
(SUH) ocurrido en Alemania en el 2011 (Bielaszewska et al., 2011). Este brote afect6 a casi
4,000 personas y fue ocasionado por una cepa de E. coli enteroagregativa (EAEC) capaz de
producir Stx2. La infeccion por este heteropatotipo ocasion6 un cuadro diarreico y sindrome

urémico hemolitico en el 22% de los afectados. El padecimiento se relacioné con la infeccion
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por una cepa E. coli O104: H4 con genes de EAEC y capaz de producir la toxina tipo Shiga 2
(SLT 2) (Scheutz et al., 2011; Rasko et al., 2011).

En el caso de UPEC se ha reportado la presencia de genes DEC como Stx y el activador
transcripcional aggR (Prieto et al., 2021). Sin embargo, es factible que existan cepas causantes
de ITUR con otros genes de cepas DEC, principalmente por el hecho de que los cuadros de
reinfeccion se relacionan con cepas que forman parte de la microbiota intestinal (Hernandez et
al., 2023). Resulta interesante el evaluar la presencia de heteropatotipos UPEC para conocer por
un lado la diversidad de genes DEC que se pueden identificar en las cepas UPEC y evaluar si es
factible que contribuyan en la patogenicidad de este grupo de cepas. Con la informacion que se
genere se podran hacer propuestas para tratar de aclarar los mecanismos de patogenicidad por
el que ocurren las ITUR (Murray et al., 2021). Otro aspecto interesante que se podra evaluar
con la identificacion de las cepas hibridas, consiste en proponer un potencial biomarcador para
identificar incluso de una muestra de orina de la cepa responsable del cuadro clinico en un

paciente con ITU (Yousefipour et al., 2023).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Las infecciones de tracto urinario recurrentes (ITUR) representan un problema de salud
publica que afectan de manera importante a un sector de la poblacion (Direccion General de
Epidemiologia, 2022), ademas, los métodos convencionales para la deteccion de infecciones de
tracto urinario (ITU) son tardados (Josephs et al., 2021) y poco precisos para identificar las
cepas asociadas con pelTUR y reITUR (Murray et al., 2021). Asi mismo, el tratamiento cada
vez se complica mas, por elevado incremento en la resistencia bacteriana a los antimicrobianos
(Sihra et al., 2018), lo que se traduce en una disminucién en la calidad de vida de los pacientes
(Grigoryan et al., 2022) y en altos costos en las instituciones de salud a nivel mundial (Yang et
al., 2022; Ahumada et al., 2022). Es por lo que se requiere de procedimientos que permitan
identificar en forma mas rapida y precisa a las cepas de E. coli causantes de ITU, principal
agente causal del padecimiento.
PREGUNTAS DE INVESTIGACION
Dado lo anterior, se desglosan las siguientes preguntas de investigacion:
e ;Cuadl es la frecuencia de cepas hibridas (heteropatotipos) de E. coli aisladas en un
estudio prospectivo de pacientes con infeccion recurrente del tracto urinario (ITUR)?
e Encaso de existir heteropatotipos, ¢Los genes se mantienen o se pierden de acuerdo con
la historia natural de la enfermedad?

e ;Existe alguna asociacion entre cepas hibridas de E. coli y el tipo de ITUR?
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JUSTIFICACION

Las infecciones del tracto urinario (ITU) son un problema de salud comun en todo el
mundo tanto en entornos comunitarios como hospitalarios. Se ha estimado que alrededor de 150
millones de personas en todo el mundo desarrollan ITU cada afio, con altos costos sociales en
términos de hospitalizaciones y gastos médicos (Terlizzi et al., 2017). Ahumada et al. (2022),
estimé un costo anual aproximado de $1,802.00 por paciente, considerando el promedio de
casos reportados de 2007 a 2019 (3,809,727/afi0), con un costo total de aproximadamente
$6,865,128,054 en México (Ahumada et al., 2022). Un aspecto relevante de las ITUs es que
pueden hacerse cronicas también llamadas recurrentes (ITUR), situacion que influye en los
costos dependiendo del nimero de cuadros que cada paciente presente.

Ademas del costo econdmico, las ITUs se asocian con alteracion en la salud emocional
y mental, lo que repercute de manera importante en la calidad de vida de los pacientes. Un
estudio realizado para caracterizar las experiencias emocionales de 20 mujeres de 67 a 96 afios
con infecciones del tracto urinario recurrentes (ITUR), refiere diferentes respuestas
emocionales como ansiedad, depresion o abulia, asociada con las molestias ocasionadas por la
ITUR, asi como por los problemas relacionados con fallas en el tratamiento (Grigoryan et al.,
2022; Yang et al., 2022). Con base en lo anterior se destaca la importancia de buscar nuevas
alternativas para el diagndstico rapido y efectivo que permita discernir entre ITU aguda e ITU
cronicay a la par poder definir si los casos de ITUR son reinfecciones (relTUR) o persistencias
(pelTUR), para mejorar el manejo del paciente en cuanto a implementar un tratamiento integral
(Murray et al., 2021).

E. coli es el principal microorganismo aislado y causante de ITUs (Red Hospitalaria de

Vigilancia Epidemiolégica, 2022); sin embargo, es una bacteria altamente adaptable y versatil
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en cuanto a su material genético (Riley L., 2020), por lo que se vuelve una bacteria de
importancia clinica no solo por su patogenicidad sino por su versatilidad genética. Ante esta
situacion realizar la caracterizacion integral del microorganismo, incluidos su fenotipo y
genotipo, permitira definir la participacion de lo que se han definido como heteropatotipos en

la patogénesis de ITUR.
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HIPOTESIS
La presencia de genes asociados con la virulencia de cepas DEC en cepas de E. coli
aisladas de ITUR, confirma la capacidad de la bacteria para adquirir informacion genética por

via horizontal y dar origen a cepas hibridas responsables de cuadros de relI TUR y pelTUR.
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OBJETIVO
General
Analizar la presencia de cepas hibridas portadoras de genes de E. coli que causa diarrea, en
aislados de la bacteria obtenidos de pacientes con ITUR, para definir si los heteropatotipos
identificados se relacionan con cuadros de reinfeccion o persistencia.
Especificos

e Seleccionar de la base de datos generada durante un estudio prospectivo de ITUR, cepas
de E. coli aisladas de pacientes con cuadro clinico de reinfeccion y persistencia.

e A partirde las muestras seleccionadas recuperar tres cepas de cada paciente, previamente
caracterizadas por pruebas bioquimicas, tipificacion con sueros, sensibilidad a los
antimicrobianos y deteccién de genes UPEC gue se han mantenido en conservacion.

e Verificar la pureza e identidad de las cepas seleccionadas por siembra en agar sangre y
MacConkey.

e Analizar por PCR punto final en las cepas seleccionadas la presencia de: Stx1, Stx2, ST,
LT, aggR, eaeA, bfpA e ipaH de los patotipos de E. coli diarrogénica (DEC) STEC,
ETEC, EAEC, EPEC, EIEC.

e Analizar la frecuencia con la que se identifiquen los diferentes genes de cepas DEC en
las cepas estudiadas de pacientes con relITUR y pelTUR.

e Analizar si existe relacion entre alguno o algunos genes asociados con la virulencia de
UPEC y los DEC identificados en las cepas hibridas.

e Definir si existe asociacion entre los heteropatotipos UPEC con el cuadro clinico de

reinfecciones y persistencias.
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METODOLOGIA

El presente trabajo forma parte del proyecto FM/DI/013/2021 “Modelo animal (raton)
para evaluar la utilidad de lisados de Escherichia colioli uropatogena (UPEC) y otros
patégenos urinarios, para el control y tratamiento de infecciones crénicas de las vias
urinarias” con numero de aprobacion IN205322 por los respectivos comités de ética e
investigacion de la Facultad de Medicina, UNAM y del Programa de Apoyo a Proyectos de
Investigacion e Innovacion Tecnoldgica (PAPIIT) (ANEXO 1y 2) El estudio se realizé en el
Laboratorio de Patogenicidad Bacteriana del HIMFG unidad periférica de la Division de
Investigacion, Facultad de Medicina. UNAM.
Tipo de estudio:

e Modalidad basica clinica
e Longitudinal, retrospectivo

Tamario y origen de la muestra

Las cepas se seleccionaron de una poblacion de 56 pacientes ambulatorios con infeccion
del tracto urinario recurrente (ITUR), que accedieron a participar mediante un consentimiento
informado, en un estudio longitudinal previo realizado durante un afio haciendo el seguimiento
de la evolucion de la ITUR mediante examen general de orina (EGO), urocultivo y la
administracion de un lisado bacteriano personalizado para el control de la infeccion.

El célculo del tamafio de la muestra se realiz6 con la siguiente ecuacion, obteniendo
una n=50 pacientes con un error atribuible de 5%.

NZ?pq
(N —1)e? + Z?pq

Tamafio de muestra =

Donde:

N = Tamafio de la poblacion
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Z =Valor de zal 95% de confianza (2)
p = probabilidad de que el evento ocurra (0.5)
q = probabilidad de que el evento no ocurra (0.5)

e=Error estimado (0.05)

Seleccion y clasificacion de cepas

Se hizo la seleccion de 3 cepas por paciente con base a la definicion de infeccion de
tracto urinario recurrente (ITUR), entendiéndose como aquella en donde se presentan tres o
mas ITUs sintomaticas en el plazo de doce meses o bien, cuando se presenta dos 0 mas ITUs
sintométicas en seis meses (Valdevenitom et al., 2018). Para la seleccién de estas cepas, se
consideraron los siguientes criterios de inclusion: cepas aisladas de dos o tres urocultivos
diferentes de pacientes positivos a ITUR. De acuerdo con resultados de estudios previos
(Ahumada et al., 2020; Hernandez et al., 2021; 2023), se trabajo con E. coli microorganismo
identificado en el 80% de los casos estudiados. Las cepas puras previamente identificadas con
pruebas bioguimicas, serotipificadas, con pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos y
deteccién de genes de virulencia de UPEC con clave en el cepario, se recuperaron y se
verificaron en la pureza e identidad. Se excluyeron aquellas cepas con los siguientes criterios
de exclusidn: cepas de urocultivos positivos a ITUR, cuyo agente etioldgico no fuera E. coli,
cepas contaminadas en los tubos de conservacion, cepas repetidas (misma clave en el cepario)
y pacientes con una Unica cepa existente en el cepario y un unico urocultivo en registro.

De los 50 pacientes inicialmente seleccionados se eliminaron 12 de los que se obtuvieron

106 cepas que cumplieron con los criterios de inclusion (Figura 2).
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| De 56 pacientes en la base de datos |

¥
[ Se selecciona una muestra de 50 pacientes |

De los cuales hay

4
| 153 cepas disponibles |
v
De las cuales

L v
106 cepas de trabajo y 38 . g oa .
pacientes 47 cepas excluidas y 12 pacientes excluidos

\ !

De los cuales De los cuales

I |

12 cepas tnicas, correspondientes a 12
pacientes no incluidos

14 cepas corresponden a 7 pacientes (2 cepas por paciente) v *
fueron aisladas de dos urocultivos diferentes.

5 cepas repetidas (misma clave) de un

24 cepas corresponden a 8 pacientes (3 cepas por paciente) de las mismo paciente (criterio de exclusion)
. cuales 2 cepas son de un mismo urocultivo y la tercera es de un

urocultivo diferente. .| 20 cepas repetidas de pacientes ya

2 cepas corresponden a 1 paciente, estas dos cepas pertenecen a un incluidos.
» mismo urocultivo y la tercera cepa proveniente de un urocultivo

diferente se descartd por no ser E. coi. N 10 cepa que no era E.coli

66 cepas corresponden a 22 pacientes (3 cepas por paciente) todas
aisladas de urocultivos diferentes

Figura 2. Diagrama de seleccion y clasificacion de las muestras.

Una vez agrupadas las cepas por paciente, se hizo la basqueda en la base de datos del
Laboratorio de Patogenicidad bacteriana del HIMFG de los serotipos de las cepas de trabajo con
base a las claves de las muestras y la informacion disponible. Con la misma informacion se
realizo la clasificacion de cada paciente con infeccion del tracto urinario recurrente (ITUR) en

reinfeccion (relTUR) y persistencia (pel TUR) siguiendo la metodologia descrita en la Figura 3.
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Figura 3. Metodologia.

Cepas control
Para validar la busqueda de los genes diarrogénicos en las cepas de trabajo, se emplearon
las siguientes cepas de referencia como controles positivos.
o Parael gen Stx1 y Stx2 se emple6é EHEC 0157:H7E02933 con un peso de 150 bp y 254
bp respectivamente.
o Parael gen STy LT se hizo uso de la cepa ETEC H10707 con un peso de 191 bp para
STy 440 bp para LT.
o Para el gen bfpA y eaeA se utiliz6 EPEC 0127:H6 con un peso de 324 bp y 384 bp
respectivamente.

o ParaipaH se empleé EIEC 95079 de 650 bp.
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o Para el regulador aggR se hizo uso de la cepa EAEC 49766 de 188 bp.

Como control negativo se utilizé la cepa de referencia ATCC25922 (Escherichia coli
Migula Castellani and Chalmers) que carece de los factores de virulencia analizados. La
mayoria de las cepas fueron donadas al Laboratorio de Patogenicidad bacteriana a excepcion
de EAEC 49766 (0?:H10), aislada en el laboratorio de una muestra clinica.

Verificacion de la pureza y conservacion

Una vez seleccionadas las cepas, se sembraron (por cuadrante radial) en placas de agar
sangre y agar MacConkey para verificar la pureza de las cepas, asi mismo se sembré por estriado
masivo en agar Luria-Bertani (LB) y se incubaron a 37° C por 24 h. Una vez que se comprobé
la pureza de las cepas, del agar LB se tomaron azadas de la mitad de la caja para preservar en
caldo LB glicerol al 20% y tomando azadas de la otra mitad de la caja se inoculé en tubos falcon
con 10 ml de caldo LB para realizas la extraccion de su material genético.
Extraccion de ADN

La extraccion de ADN bacteriano de las cepas de trabajo y las cepas de referencia para los
genes a evaluar se hizo mediante el método de Tiocianato de Guanidina (Pitcherd et al., 1989),
con modificaciones de Acevedo et al. (2022). El procedimiento se describe a continuacién, el
cual fue el mismo para las 106 cepas de trabajo y las cepas de referencia.

1. Se inocul0 la cepa de interés en un tubo falcon de 15ml con 10 ml de caldo LB.

2. Una vez inoculada la cepa, se incubd el inoculo por 24 h a 37°C £ 2°C con agitacion
constante a 200 revoluciones por minuto (rpm).

3. Transcurridas las 24h se homogenizd el inoculo en vortex y se tomaron 1.5ml de caldo

homogenizado para transferirlo a un tubo eppendorf de 1.5ml.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Se centrifugd el cultivo previamente transferido a 10,000 rpm por 5 minutos.

Se desechd el sobrenadante, tratando de no desintegrar el pellet bacteriano.

Se repitio el paso 3, 4y 5 en el mismo tubo eppendorf del paso 3.

Se agreg6 al pellet bacteriano resultante 225ul. de solucion de lisis (Tiocianato de
Guanidina, N-LaurilSarcosil, EDTA) y se agitd vigorosamente en el vortex.

A la mezcla anterior, se adiciond 125ul. de acetato de amonio frio y se homogenizd
invirtiendo el tubo eppendorf 10 veces tratando que el homogenizado tocara todas las
paredes del tubo.

La mezcla anterior se incub6 10 minutos en hielo. Al finalizar el tiempo, se agreg6 125ul
de cloroformo-alcohol isoamilico 24:1 y se agit6 en vortex.

Se centrifugd la mezcla a 10,000 rpm por 5 minutos.

Una vez centrifugada la mezcla se transfirio el sobrenadante a un tubo eppendorf nuevo.
Al sobrenadante previamente transferido se le realiz6 otro lavado afiadiendo 125uL de
cloroformo: alcohol isoamilico. Se homogenizé en vortex y se centrifug6 a 10,000 rpm
por 5 minutos.

Una vez centrifugada la mezcla anterior se transfirio el sobrenadante a un tubo eppendorf
nuevo.

Se adiciond al sobrenadante transferido, dos voliumenes de etanol absoluto para tener la
precipitacion inmediata del ADN.

Una vez adicionado el etanol absoluto, se centrifugd la mezcla a 10,000 rpm por 10
minutos.

De la mezcla anterior, se decant6 el sobrenadante y se agreg6 1 ml de etanol al 70%.

Posteriormente se centrifugd la mezcla anterior a 10,000 rpm por 5 minutos.
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18. Una vez centrifugada la mezcla, se desechd el sobrenadante y se dejo secar el ADN en el
tubo eppendorf a temperatura ambiente por 24 horas.
19. Transcurridas las 24 h se reconstituyd el ADN con 50uL de agua libre de nucleasas estéril
(mili-Q).
Cuantificacion de ADN
La cuantificacion del ADN de las muestras y las cepas control, se realizdé en un
NanoDrop 1000 (Thermo Scientific®) a una longitud de onda 260/280nm. A partir de la
concentracion del ADN extraido se realiz6 una dilucion 1/10 en todas las alicuotas de extraccion
para ajustar la concentracion requerida en la PCR de punto final.
Electroforesis en gel de agarosa para ADN de controles
Se realiz6 electroforesis horizontal en gel de agarosa (Cleaver Scientific®) al 0.8 %
siguiendo lo sefialado por Brody y Kern (2004) y se utilizé Buffer regulador SB 1X (10mM de
hidroxido de sodio y acido bdrico hasta pH igual a 8.5) como conductor y diluyente. El gel se
corrid con las siguientes condiciones:
1. Se depositaron 7ulL de la muestra mezclado con 3uL de buffer de carga 1X DNA
Loading Dye (Thermo ScientificTM) con volumen final 10uL por pozo.
2. Se emple6 como marcador de peso molecular GeneRuler 100bp DNA Ladder (Cleaver
Scientific®) (10uL) para identificar el peso de los productos extraidos.
3. El gel se someti6 a un campo eléctrico a 100V durante 35 minutos en una cdmara de

electroforesis (BioRad®).
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4. Las bandas del gel se tifieron con Bromuro de Etidio al 0.01 % (Freifielder., 1981) por
15 minutos, y se revelaron tras una exposicion de 2 minutos a luz UV utilizando el

fotodocumentador omniDOC Gel Documentation System de (Cleaver Scientific).

Identificacion de genes mediante PCR punto final

Para la identificacion de los genes DEC, el ADN previamente extraido se ajustd a una
concentracion entre 5ng/ml y 100 ng/ml. Para la mezcla de reaccion se utilizaron 12.5 pL de
Taq DNA Polymerase Master Mix de la marca AMPLICON (cat. A140303), 8.5 uL de agua
libre de nucleasas mili-Q (Ambion), 1 pL de iniciador en sentido (F) y 1 uL de iniciador
antisentido (R) (ThermoScientific).

Las secuencias de los iniciadores usados (Tabla 2), se tomaron de lo reportado en la
literatura por Lopez et al. (2003) con modificaciones realizadas en el laboratorio.

Para la amplificacion se utilizaron las condiciones descritas en la Tabla 3 utilizando un

termociclador Technea 3 Primea o MiniAmpa Thermal Cycler (Applied Biosystems).
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Tabla 2. Secuencia y peso de iniciadores empleadas para la PCR punto final.

Gen iniciador Peso (bp) Cepas (C+)
F: CTGGATTTAATGTCGCATAGTG
Stx1 R: AGAACGCCCACTGAGATCATC 150

EHEC0157:H7E02933
R: GGCACTGTCTGAAACTGCTCC
Stx2 F: TCGCCAGTTATCTGACATTCTG 254

F:ATTTTTCTTTCTGTATTGTCTT
ST R: CACCCGGTACAAGCAGGATT 191
ETEC H10407
F: GGCGACAAATTATACCGTGC
LT R: CGGTCTCTATATTCCCTGTT 440

F: AATGGTGCTTGCGCTTGCTGC
bfpA R: GCCGCTTTATCCAACCTGGTA 324
EPEC 0127:H6
F: GACCCGGCACAAGCATAAGC
eaeA R: CCACCTGCAGCAACAAGAGG 384

F: GGTATGATGATGATGATGCCA
ipaH R: GGAGGCCAACAATTATTTCC 650 EIEC 95079

F: GCCAGTTCAGAAGCAGGAAC
aggrR* R: CGTAAGCCGGGTATGAAAGA 188 EAEC49766 (O?:H10)

Tabla modificada de L6pez et al. (2003) https://doi.org/10.3201/eid0901.010507.

*La secuencia del gen aggR se disefi6 dentro del Laboratorio de Patogenicidad bacteriana del HIMFG-UNAM, tomando como

base lo reportado por Acevedo Monrroy (2019).

Tabla 3. Condiciones de PCR punto final para la busqueda de genes de E. coli DEC.

Stx1, Stx2, STy LT bfpA 'y eaeA ipaH aggR

T(°C)  Tiempo T(°C) Tiempo T(°C) Tiempo T(°C) Tiempo
95 1 min 95 1 min 95 2 min 45 5 min
95 30s 95 30s 95 30s 95 30s
50 30s 55 30s 60 30s 52 30s
72 20s 72 20s 72 20s 72 20s
72 7 min 72 7 min 72 7 min 72 7 min
4 Infinito 4 Infinito 4 Infinito 4 Infinito
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Identificacion de productos de PCR punto final

Para la observacién de la amplificacion de los productos resultantes de la PCR se realizé
una electroforesis en gel de agarosa al 1.5% siguiendo el procedimiento previamente descrito.
Para validar los resultados de la PCR punto final se utilizaron las cepas control positivo (C+)
(Tabla 2), un control negativo (C-) (ATCC25922) y un blanco (B) que contenia Unicamente la
mezcla de reaccion.
Anélisis estadistico

Con base a las variables operacionales descritas (Tabla 4), se clasifico el tipo de ITUR
de cada paciente como reinfeccidn o persistencia, considerando el serotipo de las cepas de cada
paciente. Se empleo estadistica descriptiva para determinar la frecuencia de genes DEC (Stx1,
Stx2, LT, bfpA, eaeA, ipaH y aggR) identificados en cada cepa. Asi también, se calcul6 la
frecuencia de perfiles de genes DEC encontrados en cada cepa y con ello, se determind la
cantidad de heteropatotipos encontrados por cepa, el nimero de cepas hibridas y el nimero de
pacientes con cepas hibridas. Finalmente se aplicé una prueba de x? (chi-cuadrada) para
determinar si existe diferencia estadisticamente significativa (P<0.005) entre los grupos pel TUR
y relITUR con base al numero de pacientes con cepas hibridas vs aquellos que no, con una

confianza del 95% empleando el programa SPSS version 21.
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Tabla 4. Tabla de operacionalizacion de variables.

Tipo de Unidad de
Variable Definicion conceptual Definicion operacional
variable medida
Para fines practicos, se denomina Sies
La combinacion de virulencia como “heteropatotipo” a aquellas Cualitativa heteropatotipo
Heteropatotipos | intestinal y extraintestinal en cepas | cepas UPECs que presenten uno o nominal o Noesun
de E. coli (Bizot et al., 2022). méas genes DECs tomando como dicotomica heteropatotipo
base la definicion de Bizot et al.
(2022).
Factores de adherencia especificos | Los factores de virulencia asociados
que les permiten colonizar sitios que | a DECs que se buscan en las cepas Cualitativa Presencia o
Factores de E. coli normalmente no habita, como | UPECs seleccionadas, los cuales nominal Ausencia del
virulencia el intestino delgado y la uretra | son: Stx1, Stx2, ST, LT, aggR, eaeA, dicotomica gen
DECs (Kaper et al., 2004). bfpA e ipaH.
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Tabla 4. Tabla de operacionalizacion de variables (Continuacion)

Tipo de Unidad de
Variable Definicion conceptual Definicion operacional variable medida
Infeccion del tracto urinario | Para fines de este proyecto las ITUR se
ITUR Recurrente (ITUR): Hace referencia | subdividen en dos clasificaciones. Cualitativa | Reinfeccién o
a la antes llamada infeccion del trato e Reinfeccion (relITUR): enlaque el | nominal Persistencia
urinario crénica (ITUC) en donde se evento infeccioso es ocasionado | dicotomica

presenta tres 0 mas ITUs
sintomaticas en el plazo de doce
meses o bien, cuando se presenta dos
0 mas ITUs sintomaticas en seis

meses (Valdevenitom et al., 2018).

cada vez por una cepa de E. coli
con un serotipo diferente.

Persistente o recaida (pelTUR): se
caracteriza por estar ocasionada
siempre por una cepa de E. coli del
mismo serotipo la cual esta alojada
en las células epiteliales del tracto

urinario (Abhay, 2013).
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RESULTADOS

NuUmero de cepas de E. coli seleccionadas

De los 50 pacientes inicialmente seleccionados se eliminaron 12 debido a que los
aislados de estos no cumplieron con los criterios de inclusién (Figura 2). Finalmente, en el
estudio se analizaron 106 cepas de 38 pacientes (25 relITUR y 13 pelTUR). Al analizar el
numero de cepas por tipo de cuadro clinico se identifico que 68 se aislaron de casos con rel TUR
y 38 con pelTUR.
PCR de cepas control

Se realizo la evaluacion del procedimiento y de los controles positivos para verificar si
los iniciadores correspondientes amplificaban generando el producto del tamafio esperado
(Tabla 2).

Los resultados obtenidos con los genes Stx1, Stx2, LT, bfpA, eaeA, ipaH y aggR
mostraron amplificados de los tamarios esperados (Figura 4: A, B, C), sin embargo, el gen ST

para la toxina termoestable de ETEC (Figura 4A carriles 8,9,10) no amplifico.
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MM sx; ¢ B Sx2 ¢ B ST C- B IT C- B ppd C B eaed C- B
1t 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Figura 4. PCR punto final de cepas control positivo para los genes de E. coli diarreogénicas
(DEC). A) Stx1, Stx2, ST, LT, bfpA, eaeA; B) ipaH; C) aggR. En los carriles 1 de A, By C, se
muestra el marcador de peso molecular (MM) GeneRuler 100bp DNA. Los carriles restantes
en A (2-19), B (2-4) y C (2-4), corresponden al amplificado para cada control; C- (control

negativo); B (blanco).
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Serogrupos de las cepas aisladas de pacientes con relITUR pelTUR

Las cepas de E. coli productoras de ITUR se caracterizaron por serologia (realizada en el
laboratorio de patogenicidad de la F. de Medicina, UNAM), al analizar los serogrupos tal y
como ha sido sefialado previamente, en el caso de las reinfecciones son diferentes en cada
muestra observando un total de 34 diferentes de 68 cepas (Tabla 5). Con respecto a los pacientes
con pelTUR el ndmero de serogrupos identificados fue de 10 en 38 cepas.

Tabla 5. Serogrupos de pacientes con reITUR y pelTUR.

Tipo de ITUR Serogrupos UPEC clasicos Serogrupos no clasicos
pelTUR 025, 016, 022, O75 076, 0178, 01, 09, 0?, OR,
(n=38)
reITUR 025, 016, 075, 06, 08, 07 011, 014, 017, 019, 020, 023
(n=68) 049, 044, 048, O57, O73, OT76,

085, 0100, 0101, 0102, 0125,
0130, 0147, 0148, 0153, 0159,
0166, 0170, 0174, 049766, O?,

OR

OR= Cepa rugosa; O? = Antigeno somatico O no identificado.
Frecuencia y tipo de genes DEC identificados en las cepas con heteropatotipos
Al hacer el andlisis del nimero de cepas hibridas se observo que 52/ 106 no presentaron
genes DEC y las 54 (51%) restantes mostraron entre 1 (33.02%), 2 (14.15%) y hasta 3 (3.77%)

genes diferentes.
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Con relacion a los genes identificados con mayor frecuencia se encontré que Stx2 (21%)
era el mas comun seguido por eaeA (16 %), e ipaH y bfpA (ambos con 14%), el menos frecuente
fue aggR (8%).

Para definir los heteropatotipos se elaboraron patrones con base a las combinaciones de
genes DEC identificados (Tabla 6). En el caso de las cepas de pacientes con pelTUR se
identificaron 4 perfiles (Stx2+bfpA, Stx2+aggR, ipaH+ bfpA e ipaH+ aggR). Con relacién a
las cepas aisladas de pacientes con relTUR se identificaron cinco perfiles (Stx2+ipaH,
Stx2+eaeA, ipaH+eaeA, eaeA+Stx2+ipaH y eaeA+bfpA+ipaH). Unicamente el perfil
eaeA+Stx2+aggR, se identific6 en ambos cuadros clinicos (pelTUR/ relITUR). Resulta de
interés el hecho de que, en los perfiles de dos y tres genes Stx2 e ipaH fueron los genes que se
presentaron con mayor frecuencia, asi como ipaH que se identificé en 4/5 de los perfiles de

pacientes con relTUR, y en 2/4 con pel TUR.
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Tabla 6. Frecuencia de perfiles de genes DEC encontrados en los heteropatotipos.

pel TUR (%)

relTUR (%)

Total de cepas (%)

Perfil (n=38) (n=68) (n=106)
Ninguno 18 (47) 34(50) 52(49)
Stx2 4 (11) 6 (9) 10 (9)
bfpA 4 (11) 6 (9) 10 (9)
eaeA 4 (11) 3 (4) 7(7)
ipaH 1(3) 3 (4) 4(4)
aggR 0(0) 4 (6) 4 (4)
Stx2+aggR 1(3) 0(0) 1(1)
Sxt2+bfpA 2 (5) 0 (0) 2(2)
Stx2+eaeA 0 (0) 3(4) 3(3)
Stx2-+ipaH 0 (0) 3(4) 3 (3)
ipaH+eaeA 0 (0) 3(4) 3(3)
ipaH-+ bfpA 2 (5) 0 (0) 2 (2)
ipaH+aggR 1(3) 0 (0) 1(1)
eaeA+Stx2+aggR 1(3) 1) 2(2)
eaeA+Stx2+ipaH 0 (0) 1) 1(2)
eaeA+bfpA+ipaH 0 (0) 1) 1(1)
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Perfil y nimero de genes DEC identificados en los diferentes pacientes evaluados

El analisis entre cuadro clinico (pelTUR-relTUR) y perfil de genes de las cepas hibridas
(Tabla 7) permitieron identificar perfiles en pacientes con 1 (37%), 2 (21%) y 3(21%) cepas
hibridas.

Con respecto a los pacientes que presentaron solo una cepa hibrida (14/38), se encontraron
perfiles con 1, 2y 3 genes para los 7 (53.85%) pacientes con pelTUR: eaeA, Stx2, bfpA (un
gen), bfpA-ipaH y bfpA-Stx2 (dos genes) Stx2- eaeA- aggR (tres genes). Por otro lado, los siete
(28%) pacientes con relTUR, presentaron perfiles con 1y 3 genes: Stx2, eaeA, bfpA, aggR y
Stx2-eaeA-aggR.

Los perfiles encontrados en pacientes con dos cepas hibridas (8/38) fueron para pel TUR:
Stx2-bfpA/ ipaH-aggR (asociadas al serogrupo 022) y Stx2/ Stx2 (asociadas a 025). En cambio,
los pacientes reI TUR presentaron los perfiles Stx2/ bfpA/aggR, eaeAleaeA-Stx2, ipaH/ipaH-
eaeA, ipaH/aggR y bfpA/ eaeA. Como se puede observar, en ambos casos (pelTUR/ relITUR)
existen genes que se conservan en algunas cepas como lo es Stx2 e ipaH y otros que no.

En el caso de los pacientes con presencia de tres cepas hibridas, se encontré la misma
frecuencia que aquellos que solo tuvieron dos cepas hibridas (8/38), sin embargo, en este caso,

se observo una frecuencia mayor de cepas con 2 'y 3 genes.
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Tabla 7. Pacientes con pelTUR y relTUR y perfil de genes DEC identificados.

TP(n=30/38)

pelTUR (n=12/13)

relITUR (n=18/25)

Frecuencia Pacientes Genes DEC Pacientes Genes DEC encontrados por cepa
(%) (%) encontrados por cepas (%)
1 cepa 14/38 7/13 2 eaeA, 1 bfpA, 1 Stx2, 1 7/25 2 Stx2, 2 bfpA, 1 eaeA, 1 aggR y 1 Stx2-
hibrida (37) (53.85)  bfpA-ipaH, 1bfpA-Stx2 1 (28) eaeA-aggR
stx2- eaeA- aggR

2 cepas 8/38 2/13 1 Stx2-bfpA/ ipaH-aggR y 6/25 1 Stx2/ Stx2, 1 bfpA/aggR, 1 eaeAleaeA-

hibridas (21) (15.38) 1 Stx2/ Stx2 (24) Stx2, 1 ipaH/ipaH-eaeA, 1 ipaH/aggR, 1
bfpA/ eaeA

3 cepas 8/38 3/13 1 ipaH/ eaeA/ Stx2 -aggR, 5/25 1 bfpA/bfpA-eaeA-ipaH/ bfpA, 1 aggR/

hibridas (21) (23.8) 1 bfpA/ eaeAl bfpA y 1 (20) Stx2-eaeA/ Stx2-eaeA-ipaH, 1 Stx2-

bfpA/ Stx2/ bfpA - ipaH

eaeA/ Stx2/eaeA-ipaH, 1 eaeA-ipaH/
ipaH-Stx2/Stx2 'y 1 Stx2-ipaH/ipaH/

Stx2- ipaH

TP= Total de pacientes
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NuUmero de pacientes y tipo de cuadro clinico en los que se identificaron cepas hibridas o
Heteropatotipos

De los 38 pacientes que presentaron ITUR, 18% con relTUR 3% con pelTUR, no se
identificaron cepas hibridas (Heteropatotipos), en el resto 79% se identificé la presencia de una

a tres cepas hibridas con distintos perfiles (Tabla 7, Figura 5).

38 pacientes
|
v v
8 sin cepas hibridas 30 pacientes con cepas hibridas

I 12 pelTUR 18 relTUR |
[

7 pacientes tuvieron 1 cepa hibrida 7 pacientes tuvieron 1 cepa hibrida
2 pacientes tuvieron 2 cepas hibridas 6 pacientes tuvieron 2 cepas hibridas
3 pacientes tuvieron 3 cepas hibridas 5 pacientes tuvieron 3 cepas hibridas

Figura 5. Numero de pacientes por cuadro clinico en los que se identificaron 1, 2 y 3 cepas

hibridas.

Asociacion de heteropatotipos con el tipo de ITUR

De los 38 pacientes con infeccion del tracto urinario recurrente (ITUR), 25 de ellos
(66%) se clasificaron como reinfecciones (relTUR) y 13 (34%) como persistencias (pelTUR),
reflejando una mayor frecuencia en las relI TUR. De estos dos grupos se observo que en el 92%
y 72% que presentaban persistencia y reinfeccion respectivamente, se identificé al menos una

cepa hibrida (Tabla 8).
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Tabla 8. Pacientes con reITUR y pelTUR con presencia de cepas hibridas.

Grupo Pacientes con cepas hibridas  Pacientes sin cepas hibridas
Persistencia 12 (92%) 1 (8%)
Recurrencia 18 (72%) 7 (28%)

Al realizar el analisis estadistico al aplicar una prueba de chi- cuadrada, los grupos
relITUR y pelTUR no mostraron diferencia estadisticamente significativa (P= 0.2219).

Dada la alta frecuencia de pacientes que presentaron cepas hibridas (30/38) comparada
con aquellos que no (8/38), se realiz6 un analisis estadistico para evidenciar la diferencia entre
ambos, sin embargo, dado el tamafio de la muestra (38 pacientes) este analisis no se pudo realizar

por lo que solo se describe la frecuencia de los grupos.
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DISCUSION

La emergencia de nuevos patdgenos y en particular con E. coli bacteria con
comportamiento dual (integrante de la biota y patdgeno), plantea la importancia de analizar la
presencia de cepas hibridas (con genes de virulencia de diferentes patotipos), en nuestro trabajo
en aislados obtenidos de pacientes con ITUR. Conocer la existencia de heteropatotipos que
puedan ser responsables de brotes epidémicos es de gran importancia epidemiologica, tal como
fue el caso del heteropatotipo Enteroagregativo-Hemorragico de E. coli responsable de brotes
de colitis hemorragica y sindrome urémico hemolitico en Alemania y Francia en el 2011
(Bielaszewska et al., 2011). El origen de la cepa de E. coli 0104:H4 responsable de dicho brote
no se logro establecer, aunque, previamente se habian reportado casos aislados de infeccion por
cepas de E. coli con el mismo serotipo (Wadl et al., 2011). En los ultimos afios se han reportado
diferentes cepas hibridas de E. coli aisladas de pacientes con Infeccion del tracto urinario, en
estas bacterias ademas de los genes relacionados con la patogénesis de las cepas uropatdgenas
(UPEC), se han identificado genes de cepas diarreogénicas (DEC) principalmente del patotipo
enteroagregativo (Nascimento et al., 2021; Nascimento et al., 2022; Schuroff et al., 2022). Con
el proposito de evaluar si en los aislados de E. coli obtenidos de pacientes con ITUR pudiese
encontrarse cepas hibridas potenciales responsables de la emergencia de nuevos
heteropatotipos, fue que en este trabajo se analizo la potencial coexistencia de genes asociados
con los patotipos DEC y UPEC. Las cepas evaluadas se aislaron durante un estudio prospectivo
de seguimiento de nifios y adultos con ITUR con mala respuesta al tratamiento con
antimicrobianos, en estos pacientes ademas se analizo la eficiencia de lisados bacterianos
aut6logos para el control y tratamiento de la ITUR (Ahumada-Cota R. et al., 2020; Hernandez-

Chifias U. et al., 2021).
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Los resultados obtenidos en el presente trabajo mostraron que un porcentaje importante
de pacientes con ITUR (79%), presentaron cepas hibridas, sin embargo, se observé que no
existen diferencias significativas entre los casos pelTUR y relITUR (Tabla 8). Esto es de
relevancia clinica ya que la mayoria de los pacientes con ITUR tienen la presencia de por lo
menos una cepa hibrida lo que implica que posee FV de origen DEC adicional a los UPEC.

La existencia de cepas hibridas en ITUR ya habia sido evidenciada anteriormente por
otros autores. Al respecto, Tanabe et al (2022), en un estudio donde analizaron 112 cepas UPEC
aisladas del mismo numero de pacientes con Infecciones de tracto urinario, reportaron la
presencia de 5 (4.5%) cepas hibridas con genes de EPEC y EAEC. Por otro lado, Yousefipour
et al (2023), analizaron 200 cepas aisladas del mismo nimero de pacientes con ITU, y
encontraron que 42 (21%) de las cepas eran hibridas con el mismo perfil previamente referido
(EPEC/EAEC). En contraste, Lindstedt et al (2018) observaron una alta frecuencia (93.5%) de
cepas DEC con FV de UPEC en aislados de materia fecal, lo anterior refuerza la teoria de la
Transferencia horizontal de genes (THG) entre ambos patotipos (DEC/UPEC).

Es importante sefialar que en este trabajo se analizaron cepas de pacientes con Infeccion
del tracto urinario recurrente (ITUR), a quienes se les realizé seguimiento mensual durante un
afio, hecho que enriquece las caracteristicas del material biologico. Al realizar el anlisis por
cepas en nuestro estudio, se identificd que 54/106 (51%) eran hibridas, este nimero tan alto
observado se atribuye a que se analizé de dos a tres cepas por paciente, aisladas de muestras
diferentes. Sin embargo, es importante sefialar que, al realizar la comparacion por nimero de
pacientes, se encontrd que la frecuencia de cepas hibridas por paciente es mayor (79%) a lo
reportado por los autores previamente mencionados (Tanabe et al 2022; Yousefipour et al.,

2023). La alta frecuencia de pacientes con cepas UPEC/DEC aqui encontrada justifica la
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realizacion de mas estudios, ya que este fendémeno conduce al surgimiento de cepas hibridas que
pudiesen exhibir nuevas estrategias patogénicas.

Es evidente que genes que codifican ciertos factores de virulencia DEC, se encuentran
entre diferentes patotipos de E. coli que no se han asociado tradicionalmente, lo que podria
anticipar la aparicién de brotes graves causados por estas cepas hibridas. Por lo tanto, se
requieren investigaciones adicionales sobre aislamientos de estos heteropatotipos para
comprender y gestionar de manera mas efectiva la propagacién de estos patdégenos (de Mello
Santos et al., 2020). EI monitoreo continuo de los aislamientos es crucial para identificar
combinaciones nuevas o modificadas de factores de virulencia en estas cepas, ya que esto podria
proporcionar una alerta temprana sobre cepas emergentes que albergan nuevas combinaciones
de esto FV. Estas cepas deben ser estudiadas en detalle para evaluar si también presentan
capacidades de virulencia alteradas (Lindstedt et al., 2018).

Estudios similares al nuestro, han realizado la busqueda de genes DEC entre los que
destacan aggR, eae, bfpB, ST, LT, stx1/2 e invE. En estos estudios no se encontro evidencia de
la presencia de ST, LT o Stx1/2 por otro lado, aggR y eae han sido los genes reportados con
mayor frecuenciaen cepas UPEC (Abe et al., 2008; Tanabe et al., 2022; Nascimento et al., 2021,
Yousefipour et al., 2023). Al realizar el andlisis de la frecuencia entre los genes identificados y
lo reportado en la literatura, se observo que Stx2 fue el gen presente con mayor frecuencia en
forma aislada (9%) o en combinacion con otros (12%), seguido de eaeA (16%). Sin embargo, a
diferencia de lo reportado por otros autores (Tanabe et al 2022; Yousefipour et al., 2023), aggR
fue el gen que con menor frecuencia se identificé en las cepas evaluados por nosotros. Tal hecho
nos indica que las condiciones especificas de cada poblacidn (caracteristicas ambientales, tipo

de alimentacion y habitos higiénicos) son elementos importantes que influyen en las

44



propiedades de los microorganismos que colonizan al hospedero.

Otra observacion relevante de este estudio fue el hecho de haber identificado la
existencia de cepas con ipaH que no se habia reportado previamente, lo que revel6 una
combinacion interesante de nuevos heteropatotipos en nuestras cepas.

El patotipo de E. coli enterohemorragico (EHEC) productor de toxina semejante a Shiga
(STEC), se basa en la presencia simultanea de Stx y la isla de patogenicidad (PAI) del locus de
borramiento de enterocitos (LEE) para EHEC o en la ausencia de LEE para las cepas definidas
como STEC (de Mello at al., 2020). Una observacion relevante del estudio fue el hecho de
encontrar Stx2 como el gene identificado con mayor frecuencia, al respecto es importante sefialar
que al hacer la correlacion con los serogrupos identificados en las cepas estudiadas no se
encontré ningun serogrupo de los reportados en la literatura (Freedman et al., 2023),
relacionados con el patotipo STEC/EHEC (080, 0104, 0111, 0113, 0121 y 0145).

En los ultimos afios se han reportado patotipos STEC hibridos con genes EAEC y EPEC
de cepas aisladas de heces (de Mello et al., 2020; Abe et al., 2008; Tanabe et al., 2022;
Nascimento et al., 2021; Yousefipour et al., 2023).

La presencia o ausencia de un plasmido que posea el gen bfp que codifica pili formadores
de haces tipo IV define a EPEC como tipico (tEPEC) o atipico (aEPEC), respectivamente
(Deamur., et al 2021). EPEC posee, al igual que EHEC, el gen eae que codifica para la intimina
adhesina presente en PAI LEE. Las proteinas codificadas por LEE permiten que EPEC y EHEC
formen lesiones de adhesiéon y borrado (A/E) en los enterocitos (Valiatti et al., 2020). Para
efectos del analisis en los heteropatotipos encontrados se denomind tEPEC a aquella cepa que
tenga bfpA, aEPEC a aquella que contenga eaeA y EPEC a aquella con ambos genes.

En este estudio se identificaron cepas hibridas con heteropatotipos UPEC/STEC (9%),
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UPEC/STEC-tEPEC  (2%), UPEC/STEC-EIEC (3%), UPEC/STEC-EAEC (1%),
UPEC/EHEC (3%), UPEC/EHEC-EAEC (2%) y UPEC/EHEC-EIEC (1%). Un hallazgo
interesante fue encontrar perfiles STEC/EHEC con EIEC que no se ha reportado en estudios
similares (Abe et al., 2008; Tanabe et al., 2022; Nascimento et al., 2021; Yousefipour et al.,
2023).

Es importante sefialar la presencia en las cepas evaluadas de heteropatotipos
STEC/EHEC con EAEC, la observacion es relevante ya que este perfil ha sido previamente
detectado y documentado en brotes significativos, como el ocurrido en Alemania y otras partes
del mundo asociado al sindrome urémico hemolitico (SUH), en el cual no se identificé la fuente
potencial de transmision de la cepa 0104:H4 STX2/EAEC (Bielaszewska et al., 2011; de Mello
et al., 2020). En el estudio los serotipos vinculados con el heteropatotipo EHEC/EAEC fueron
025:H4y O8:H19 y OR:H- para STEC/EAEC.

El anélisis entre serogrupos y heteropatotipos revel6 serogrupos relacionados con EPEC
(0153, 076 y 085), asociados con la presencia de bfpA y eaeA (Denamur et al., 2021), sin
embargo, solo los serogrupos O76 y 085 presentaban perfil tEPEC/UPEC y aEPEC/UPEC
respectivamente. Adicional a estos perfiles, se encontraron heteropatotipos que incluian Stx2,
ipaH y uno con aggR resaltando un mayor nimero de heteropatotipos formados con aEPEC.

Un estudio realizado por Valiatti et al (2020) evidencio que un aislado hibrido
aEPEC/UPEC-252 (serotipo O71:H40) alberga los 41 genes de la region LEE y demostré que
la region LEE, presente en aislados de E. coli obtenidos de sitios extraintestinales, puede ser
funcional, por lo que resulta interesante que eaeA haya sido el gen con mayor frecuencia (16%)
encontrado en las cepas hibridas después de Stx2. Sin embargo, aln no se ha determinado si las

proteinas codificadas por genes de la region LEE contribuyen al establecimiento o agravamiento
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de las infecciones urinarias.

Selasi et al (2019) sefiala que hace aproximadamente 100 afios, el hibrido STEC/UPEC
surgid tras la insercion del profago que alberga Stx en el cromosoma, seguido de la insercion de
genes (hlyA, cnfl, hek y pap) codificados en una isla de patogenicidad (PAI) similar a la PAI 11
de la cepa 536 de UPEC (PAI llszs.iike), Sentando asi las bases para la adquisicion de los genes
de virulencia DEC y UPEC. Con el conjunto de observaciones referidas se refuerza la teoria del
surgimiento de las cepas hibridas UPEC mediada por THG.

Los heteropatotipos identificados en este estudio sugieren la presencia de cepas hibridas
con genes UPEC y STEC con la capacidad de codificar citotoxinas que inhiben la sintesis de
proteinas en células eucariotas (Karch et al., 2005). Ademas, se encontraron otras cepas con
genes EPEC con la capacidad para inducir lesiones de adhesion y borramiento (de Mello et al.,
2020), otras méas con habilidad para invadir células (Schroeder et al., 2008) y otras relacionadas
con la adherencia agregativa (Schiroff et al., 2022). Los resultados obtenidos dan la pauta para
estudiar la expresion de los genes identificados en las cepas UPEC hibridas, con el propoésito de
conocer su relevancia en la patogénesis de ITUR y a la vez proponer alternativas para el control
y tratamiento de las infecciones en la poblacién afectada.

Con relacion al patotipo EIEC este se caracteriza por tener un mecanismo de
patogenicidad similar a Shigella spp. Todas las proteinas efectoras necesarias descritas hasta
ahora se transportan en un plasmido de virulencia de 140-MDa (pInv). La identificacion de
EIEC se basaen la presencia del regulador intermediario InvE de las proteinas Ipa que se localiza
en plnv. (Maller et al., 2007). El gen ipaH, presente en el pInv y en el cromosoma, es multicopia
(4-10 copias en total), siendo atil para la identificacion incluso en cepas sin plasmidos o con

deleciones significativas (van den Beld et al., 2012)
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En el andlisis de los serogrupos y los heteropatotipos, se identificé el serogrupo 0159
asociado a EIEC, sin presencia de genes de virulencia DEC en esa cepa especifica.

Haciendo el analisis por pacientes se observo que 39% (15/38) presentaban cepas con
heteropatotipos que involucraban ipaH, siendo este el segundo gen DEC mas frecuente
encontrado en pacientes después de Stx2.

Al definir los heteropatotipos que incluian ipaH, se observo que estos eran exclusivos
para cada grupo (pelTUR-relTUR), siendo el perfil UPEC/EIEC el Unico presente en ambos
(3% y 4%). Los heteropatotipos encontrados incluyeron combinaciones como UPEC/EIEC-
tEPEC (5%) y UPEC/EIEC-EAEC (3%) en pelTUR, y UPEC/EIEC-STEC (4%), UPEC/EIEC-
aEPEC (4%), UPEC/EIEC-EHEC (1%) y UPEC/EIEC-EPEC (1%) en relTUR.

En cuanto a lo aqui encontrado, resalta el hecho de que la mayoria de los heteropatotipos
con ipaH presentan asociaciones principalmente con eaeA y bfpA ya que la combinacion de
estos FV, en especial de ipaH, pudiese favorecer las persistencias al adquirir la capacidad de
permanecer intracelularmente y la capacidad de provocar dafio al enterocito mediante la
induccion de una lesion A/E (Croxen et al., 2013).

Aunque ya se han reportado cepas hibridas UPEC/EPEC, UPEC/EAEC y EHEC/EAEC
(Abe et al., 2008), no hay informacion sobre hibridos EIEC en la literatura.

La frecuencia elevada del gen ipaH en pacientes y los heteropatotipos identificados en
cada grupo clinico sugieren la necesidad de evaluar la presencia y expresion de este gen en cepas
UPEC, asi como su posible papel en la patogenia de las ITUR. También se plantea la posibilidad
de implementar un ensayo rapido (PCR) para analizar perfiles especificos de cada tipo clinicoy
discernir entre persistencia y reinfeccién en casos de E. coli.

Se identific6 una amplia gama de heteropatotipos UPEC/DEC, atribuible a la
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flexibilidad genémica de E. coli y a los procesos implicados en la transferencia horizontal de
genes. Se tiene conocimiento de que ciertos aislados de EPEC, STEC y EHEC pueden
transformarse entre si al perder o adquirir el bacteriofago codificante de Stx lo que podria
explicar los heteropatotipos encontrados con estas combinaciones en cepas hibridas UPEC.
También se plantea la posibilidad de que cepas UPEC haya admitido LEE PAI relacionado con
el gen eae y el plasmido EIEC para ipaH (Yousefipour et al., 2023).

La combinacion de genes DEC analizados (Tabla 6) en los dos tipos clinicos de nuestros
pacientes, Stx2-bfpA, Stx2-aggR, ipaH-bfpA e ipaH-aggR para los casos de pelTUR y Stx2-
ipaH, Stx2-eaeA, ipaH-eaeA y eaeA-Stx2-ipaH para relTUR, sugiere la posibilidad de
implementar un ensayo rapido (PCR), para evaluar los perfiles especificos de cada tipo clinico
y por un lado definir si se trata de una infeccién aguda o de un proceso recurrente. Con esto se
podrian implementar tratamientos mas dirigidos a cada cuadro clinico, asi como medidas para
controlar las ITU. Aun asi, se requiere realizar mas estudios similares para estudiar a
profundidad y sobre todo, evaluar la prevalencia de estas cepas hibridas y heteropatotipos.

Al tratar de definir la asociacion entre los heteropatotipos encontrados y las
recurrencias, se realiz6 una prueba de chi cuadrada para comparar los grupos pelTUR vs
relITUR con la frecuencia de heteropatotipos por paciente (Tabla 8), los resultados al respecto
no mostraron diferencia estadisticamente significativa (P= 0.2219). Lo anterior muy
probablemente debido a que el tamafio en las proporciones entre pelITUR y relTUR no era

equivalente debido al tamafio de la muestra.
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CONCLUSION
Se identificd la presencia de heteropatotipos mediante la caracterizacién molecular de
cepas de Escherichia coli a partir de aislados de pacientes ITUR. La presencia de genes
asociados con la virulencia de cepas DEC en cepas de E. coli aisladas de ITUR confirma la
capacidad de la bacteria para adquirir informacion genética por via horizontal y dar origen a

cepas hibridas responsables de cuadros de reITUR y pelTUR.
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ANEXO 1

Dirececion General de Asuntos
del Personal Académico Ofica DGAP/ 1554 /2021

Mtro. Carlos Alberto Eslava Campos
Profesor

Facultad de Medicina

Presente

Estimado maestro Eslava:

El Comité Técnico del Programa de Apoyo a Proyectos de Investigacion e Innovacion
Tecnoldgica (PAPIIT) ratifico |la aprobacion de su proyecto IN205322 Modelo animal (ratén)
pora evaluar la utilidad de lisados de escherichia colloli uropatégena (upec) y otros
patégenos urinarios, pora el control y tratamiento de infecciones cronicas de los vias
urinaria, con base en el dictamen del Comité Evaluador del Area de las Ciencias Biolégicas,
Quimicas y de la Salud.

Por lo anterior, debera atender los siguientes puntos:

1. Consultar el dictamen;

2, Es indispensable gue ingrese al sitio web institucional de la DGAPA direccion
electronica: http://dgapa.unam.my, (> Ingreso al sistema GeDGAPA (servicios en linea),
>> FIRMA ELECTRONICA DE DOCUMENTOS, >>> Firma Electronica Universitaria (FEU)
para firmar la carta compromiso y el presupuesto autorizado, con fecha y hora limite
del 22 de octubre del presente afio a las 24:00 horas, Una vez firmado lo anterior,
concluye el proceso, por lo gue no es necesario entregar ningun documento en la
DGAPA,;

3. Le recomendamos leer cuidadosamente las observaciones anexas en su presupuesto.

Sin mas por el momento, aprovecho para enviarle un saludo cordial.

Atentamente
"POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU"
Ciudad Universitaria, Cd. Mx., 15 de octubre de 2021

El Director General W ﬂ‘

yA2 (AA-

Dr. Fernando Castafieda Sabido

Dr. Ulisas Hemandez Chiftas, Correspensable del proyecto IN205322

FCS/COMR/ agg*



ANEXO 2

DIVISI‘N

INVESTIGACION

FACULTAD DE WEDAINA . '
UNAM ) .
.

COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION

VNIVER4ADAD NACJONAL

A‘IT"N"."‘[A_ o OFICIO NO. FMEDICENVPMSSI100/2021
MEXICo

ASUNTO: Dictamen Proyecto FM/DI/013/2021

Dr. Carlos Alberto Eslava Campos
Profesor Titular “C™ T.C
Departamento de Salud Puablica
Presente

Estimado doctor Eslava Campos

Su proyecto FM/DI/013/2021 de titulo “Modelo animal (ratén) para evaluar la utilidad de
lisados de Escherichia coli OLI uropatégena (UPEC) y otros patégenos urinarios, para el

control y tratamiento de infecciones cronicas de las vias urinarias” en su version del 03
de mayo de 2021, ha sido APROBADO por el Comité de Etica de la Investigacion, en sesion
ordinaria de fecha 07 de diciembre de 2021, teniendo en consideracion el dictamen aprobatorio
de la Comision de Investigacion. Registro CICUAL 002-CIC-2021

* Lavigencia del proyecto sera de 3 afos contados a partir de la fecha de Ia sesion

* Elproyecto debera ejecutarse de acuerdo con lo especificado en la versidon aprobada

* Es necesario que envie al correo ciefm@unam.mx, un informe anual de avance en formato
PDF. De lo contrario, se podra cancelar la wgencia del proyecto

* Debera notificar cualguier modificacion o enmienda al mismo y asperar a autorizacion
correspandiente.

Sin otro particular, aprovecho ia oportunidad para enviarle un cordial saludo
ATENTAMENTE y

“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU"

Cludad Universitaria, Cd. Mx,, a 09 de diciembre de 2021,

LA PRESIDENTA

Lo
DRA ALAZAR SCHE NO UHAM

'mss?é,f? - Lo UnigTo Feocion
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