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RESUMEN

Genotipificacion y distribucion de los grupos filogenéticos y factores de
virulencia en Escherichia coli uropatogena productoras de B-lactamasas de

espectro expandido.
Lcda. Ysheth Millan Gomez
Tutora: L.cda. Beatriz Millan-Mendoza MSc.

Escherichia coli es el agente causal del 80% de las infecciones del tracto urinario (ITU),
su capacidad patogénica se debe a la presencia de distintos genes de virulencia.
Filogenéticamente E. coli se clasifica en cuatro grupos A, B1, B2 y D que se obtienen
amplificando mediante una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) multiple los
genes chuA, yjaA y el fragmento de ADN TspE4.C2. En este trabajo con el objetivo de
caracterizar sus grupos filogenéticos y determinar la presencia de factores de
virulencia que codifican para la fimbria tipo 1 (fimH), fimbria P (papAH), la capsula Il
(KpsMt 11), sistemas de captacion de hierro (fyuA), islas de patogenicidad (PA/) y
proteinas que intervienen en la infectividad (usp) se analizaron 30 cepas de E. coli
uropatégenas (ECUP) productoras de B-lactamasas de espectro expandido aisladas
de pacientes con ITU adquiridas en la comunidad. Se disefié una PCR mudltiple para
detectar los genes de virulencia KpsMt ll, PAl y fimH, mientras que los genes papAH,
usp y fyuA fueron amplificados mediante PCRs simples. Las cepas ECUP analizadas,
pertenecian indistintamente al grupo filogenético (GF) A y B2 y en menor proporcion al
grupo D. Los genes de virulencia con mayor prevalencia fueron los genes fyuA y fimH
y el menos frecuente fue el papAH. El gen fyuA se detectdé en los tres GF y hubo
diferencias importantes en la prevalencia de los genes usp y KpsMTIl en las cepas de
los GF A y B2. Las 29 cepas ECUP que contenian genes blacrx.y se distribuyeron
invariablemente en diferentes GF y patrones genotipicos.
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INTRODUCCION

Escherichia coli es un microorganismo gramnegativo, frecuentemente asociado a
infecciones extraintestinales como bacteriemia, sepsis adquirida en la comunidad,
meningitis neonatal e infecciones del tracto urinario (ITU), también se ha aislado
de infecciones intraabdominales, neumonias intrahospitalarias, celulitis e
infecciones de heridas. Estas infecciones producen un impacto médico y
econémico importante ya que aumentan la morbimortalidad y los costos en

servicios de salud de la poblacidn (Soto,2006; Pitout,2012).

Las infecciones del tracto urinario son las segundas infecciones bacterianas mas
frecuentes en la poblacién (Moreno y col.2006), siendo E. coli el agente causal del
80% de estas infecciones (Tiba y col.,2008; Starcic-Erjavec y col.,2008). Las ITU son mas
comunes en mujeres que en hombres debido basicamente a diferencias en la
estructura anatémica del tracto genitourinario (Dhakal y col.,2008). Se ha reportado
que aproximadamente el 80% de las mujeres mayores de 18 afios sufren al menos
una infeccion urinaria al afio, de las cuales 60% presentan reinfeccion y 20%
recidivas, ocasionando un alto porcentaje de morbilidad en el género femenino
(Montiel y col.,2011). En los hombres la frecuencia de las ITU empiezan a aumentar
después de los 50 afos, asociandose principalmente a hiperplasias u otros

trastornos prostaticos (Pitout,2012).

Estas cepas uropatdgenas son un grupo genéticamente heterogéneo, ya que han
desarrollado una variedad de factores de virulencia y estrategias que facilitan la
colonizacion, invasion y persistencia dentro del tracto urinario (Tiba y col.,2008; Wiles y

col.,2008).



Las diferencias entre las E. coli patégenas y comensales se relacionan con los
factores de virulencia que esta posea y con sus antecedentes filogenéticos (Moreno
y col.,2006), por lo tanto el comportamiento de estos patégenos se puede predecir
por el grupo filogenético al cual pertenecen y por el perfil de los factores de

virulencia del patdégeno (Johnson y Stell,2000).

Por otro lado, las enterobacterias productoras de B-lactamasas de espectro
expandido (BLEE) de tipo SHV y TEM, han sido reconocidas desde la década de
1980 como una importante causa de las infecciones nosocomiales. Sin embargo, a
finales de los anos 1990 y 2000 este grupo de bacterias, principalmente E. coli
aisladas tanto en Ila comunidad como en ambientes hospitalarios, producen
nuevos tipos de BLEE, como las CTX-M. Este hecho ha ocasionado cambios en
las conductas terapéuticas para el tratamiento de las infecciones causadas por

dicho microorganismo (Pitout y cot.,2005).

En Venezuela, no existen estudios reportados sobre el contenido y perfil de genes
de virulencia distribuidos en cepas ECUP que producen BLEE. En este contexto,
en el presente trabajo se evalu6é la presencia de factores de virulencia en

diferentes grupos filogenéticos de ECUP productoras de BLEE.



CAPITULO 1: EL PROBLEMA

1.1PLANTEAMIENTO DE PROBLEMA

E. coli es un bacilo gramnegativo, aerobio y/o anaerobio facultativo, fermentador
de la lactosa y oxidasa negativo (Winn y col.,2008; Murray y col.,2009), SU reservorio
principal es el tracto intestinal de los humanos y animales (Tiba y col.,2008; Wiles y
col.,2008; Winn y col., 2008; Murray y col.,2009; Xia y col.,2011; Pitout.,2012). Sin embargo,
tiene la habilidad de sobrevivir en el medio ambiente, por lo que con frecuencia se

aisla de aguas y alimentos contaminados con materia fecal (Wiles y col.,2008; Vincent

y col.,2010; Xia y col., 2011).

E. coli es el patégeno aislado con mayor frecuencia de las infecciones del tracto
urinario (ITU) tanto a nivel hospitalario como en la comunidad (Edmody y col.,2003;
Takahashi y col.,2006; Ruppé y col.,2009; Pitout,2012). En Estados Unidos las ITU se
presentan en el 80% de las mujeres mayores de 18 afios, de las cuales un 60%
presentan reinfeccion y 20% recidivas ocasionando un alto porcentaje de
morbilidad en el género femenino. Por otra parte, el 15% de los antibiéticos
prescritos clinicamente son dirigidos para el tratamiento de estas infecciones.
Venezuela no escapa de una situacion similar, siendo las ITU el motivo mas
frecuente de consulta en la asistencia primaria en salud. Sin embargo, datos
exactos sobre la distribucién de ITU y la repercusion de estas infecciones en la

calidad de vida de la poblacién no se han publicado (Montiel y col.,2011).

El origen de las ITU por E. coli cominmente es la flora normal del tracto intestinal

del propio paciente. Sin embargo, no todos los clones de E. coli presentes en el



intestino grueso tienen capacidad de iniciar y mantener el proceso infeccioso en el
tracto urinario, ya que esto depende de varios factores, entre ellos: las condiciones
predisponentes del paciente y los factores de virulencia que posea la bacteria.
Estos factores le permiten a E. coli colonizar selectivamente el uroepitelio mucoso,
producir una reacciéon inflamatoria y eventualmente ascender desde las vias

urinarias inferiores a las cavidades renales superiores (Edmody y col.,2003; Wiles y col.,

2008; Bien y col.,2012; Pitout,2012).

Algunos de los factores de virulencia asociados a ECUP, incluyen: adhesinas de
las fimbrias P (pap) o tipo 1 (fimH); sideréforos como la yersiniabactina (fyuA);
grupos capsulares como el grupo Il (KpsMT Il) y proteinas uro-especificas (usp)

(Kuhnert y col.,2000; Nakano y col.,2001; Edmody y col.,2003; Tiba y col.,2008; Wiles y col.,2008;

Pitout,2012). Los genes que codifican estos factores de virulencia estan
frecuentemente localizados en grandes bloques genéticos llamados islas de
patogenicidad (IP) que se insertan en el cromosoma bacteriano, las cuales

también pueden contener genes relacionados con resistencia a los antibioticos

(Kuhnert y col.,2000; Pitout, 2012).

Los aislados de E. coli se clasifican en cuatro principales grupos filogenéticos: A,
B1; B2 y D (Herzer y col.,1990), actuaimente esta clasificaciéon se fundamenta en la
deteccion por PCR multiple de los genes chuA (279 pb), yjaA (211 pb) y el
fragmento de ADN TspE4.C2 (152 pb) (Clermont y col.,2000). Se ha observado que la
mayoria de las cepas comensales pertenecen al grupo A y B1, mientras que las
cepas causantes de infecciones extraintestinales, incluyendo las ECUP estan en

los grupos filogenéticos B2 y en menor proporcion en el grupo D (Clermont y



col.,2000; Xia y col.,2011; Pitout,2012). Sin embargo, en algunas ocasiones las cepas

del grupo A y B1 han sido responsable de infecciones extraintestinales (Moreno y

col.,2006).

De igual manera las cepas de los grupos B2 y D presentan mas agrupaciones de
genes de virulencia que las cepas de los grupos A y B1 (Soto,2006). Moreno y col.
en el 2006, reportan que en promedio las cepas del grupo B2 presentaron 8,8
factores de virulencia, las cepas del grupo D 5,3; mientras que las cepas de los

grupos A y B1 solo 3,5 factores de virulencia.

Se ha demostrado que las cepas ECUP comparten propiedades similares en
términos de filogenia y de algunos factores de virulencia. Takahashi y col. en el
2006, reportaron que el 95% de las cepas ECUP hospitalarias estudiadas,
contenian el gen fimH y el 82% el gen fyuA. Sin embargo, Graham y col. (2001),
encontraron que el gen pap estuvo presente en el 30% de las cepas de E. coli
aisladas de pacientes con bacteriuria y en el 60% de las ECUP provenientes de

pacientes con cistitis, ambas adquiridas en la comunidad.

Por otra parte, uno de los mecanismos de resistencia de mayor importancia
presentes en E. coli, es la produccion de B-lactamasas de espectro expandido
(BLEE), las cuales son capaces de hidrolizar penicilinas, cefalosporinas y
monobactamicos, ocasionando una reduccién de las posibilidades terapéuticas y
por consiguiente, el aumento de la morbimortalidad en pacientes con infecciones
por dicha bacteria (Cortés y col.,2006; Ruppé y col.,2009; Pitout,2012). Este panorama se
ve agravado por el hecho de que las cepas de E. coli productoras de BLEE, a

pesar de estar tradicionalmente asociadas a infecciones hospitalarias, en los
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Gltimos afios se han aislado con mayor frecuencia en ITU adquiridas en la

comunidad (ITU-com) (Ruppé y col.,2009).

Debido a que el comportamiento de estos patégenos se puede predecir tanto por
el perfil de los factores de virulencia, como por los antecedentes filogenéticos y
marcadores de resistencia de la bacteria, es importante conocer la distribucién de
dichas caracteristicas en los diferentes patotipos de E. coli y en poblaciones de
estudio definidas, permitiendo asi intervenir en la prevencién de las infecciones

extraintestinales ocasionadas por E. coli (Johnson y Stell,2000).

La situaciéon sobre la distribucién de los grupos filogenéticos y de los genes de
virulencia en las cepas ECUP que circulan en nuestra comunidad no se conoce,
por lo tanto en este estudio se presenta la caracterizacibn molecular de los grupos
filogenéticos y genes de virulencia de una coleccion de cepas ECUP productoras
de BLEE, aisladas de pacientes de la comunidad con infecciones del tracto

urinario.

1.2 FORMULACION DEL PROBLEMA

¢ Cuales son los grupos filogenéticos y su asociacion con los genes de virulencia
presentes en una coleccion de cepas de E. coli uropatégenas productoras de
BLEE, aisladas de pacientes con infecciones urinarias adquiridas en la comunidad

en el area urbana de Mérida?



1.3 DELIMITACION DEL PROBLEMA

Los grupos filogenéticos y los genes de virulencia se estudiaron en una coleccién
de 30 cepas de E. coli productoras de BLEE, aisladas durante los afios 2009-2011
provenientes de pacientes con infecciones del tracto urinario adquiridas en la

comunidad, que residen en el area urbana de Mérida, Venezuela.

1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Objetivo general:

Caracterizar genéticamente los grupos filogenéticos y los factores de virulencia de
una colecciéon de cepas de E. coli uropatégenas productoras de B-lactamasa de
espectro expandido, aisladas de pacientes que residen en el area urbana de

Mérida, Venezuela.

1.4.2 Objetivos especificos:

1.- Determinar los grupos filogenéticos mediante la técnica de amplificacion por
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de los genes chuA, yjaA y el
fragmento de ADN TspE4.C2, en una coleccion de cepas de E. coli uropatégenas
productoras de BLEE, aisladas de pacientes que residen en el area urbana de

Mérida, Venezuela.

2.- Detectar molecularmente mediante la amplificacion por PCR de los genes de
virulencia fimH, papAH, KpsMT I, usp, fyuA y PAI en la coleccion de cepas

anteriormente descritas.



3.- Asociar los grupos filogenéticos con los genes de virulencia, encontrados en

dicha coleccion.

4 - Establecer el perfil de genes de virulencia y grupos filogenéticos distribuidos en

cepas ECUP productoras de BLEE.



CAPITULO 2: MARCO TEORICO

2.1- Bases teoricas

2.1.1.-CARACTERISTICAS GENERALES

E. coli fue descrita por primera vez en 1885 por Theodor Escherich, bacteriélogo
aleman, quien la denominé Bacterium coli. Posteriormente se le adjudicod el

nombre de Escherichia coli, en honor a su descubridor (Kuhnert y col.,2000).

Taxonoémicamente E. coli pertenece al Dominio: Bacteria, Phylum: Proteobacteria,
Clase: Gammaproteobacteria, Orden: Enterobacteriales, Familia:

Enterobacteriaceae, Género: Escherichia (ITIS,2012; NCBI-Taxo,2012).

E. coli es un bacilo gramnegativo, capaz de crecer en medios simples, es aerobio
y/o anaerobio facultativo, mévil por flagelos peritricos, en algunos casos inmouvil,
posee fimbrias o pili, algunas cepas producen microcapsulas y otras producen
macrocapsulas, no forma esporas, son catalasa positiva, oxidasa negativa,
produce indol a partir de triptéfano, descarboxila la lisina, produce acido y gas a
partir de glucosa, lactosa y manitol, reduce el nitrato a nitrito y son negativas a la

reaccidn de Voges-Proskauer, ureasa, fenilalanina desaminasa y citrato (Winn y

col.,2008; Murray y col.,2009).

2.1.2.-ESTRUCTURA ANTIGENICA

La pared celular de E. coli es delgada y compleja, consta de una membrana
externa, el espacio periplasmico y una fina capa interna de peptidoglicano (Figura

1) (Kuhnert y col,2000; Marin y Gudial,2003; Winn y col.,2008; Murray y col.,2009). La



membrana externa esta compuesta por una doble capa de fosfolipidos y una de
lipopolisacaridos. Estos ultimos a su vez estan formados por dos elementos
importantes: El lipido “A” conocido como endotoxina y el polisacarido “O”
conocido como antigeno somatico “O”, el cual junto con el antigeno flagelar “H” en
las cepas moéviles y el antigeno capsular “K” en las cepas que la producen, son los
tres elementos que establecen la estructura antigénica de E. coli y su clasificacién

serotipica, la cual en ocasiones puede asociarse a un cuadro clinico en particular

(Kuhnert y col.,2000; Wiles y col.,2008; Winn y col.,2008; Murray y col.,2009).

Figura 1: Estructura de la pared celular de las bacterias gramnegativas.
Tomado de: Sanchez, M. (2011).

La aglutinacion con antisueros especificos, es la técnica utlizada para la
clasificaciéon antigénica. Basado en esto, en la actualidad se han descrito mas de
176 variantes del antigeno O, 75 del antigeno Hy 102 del K. Se ha reportado que

los antigenos O1, 02, 04, 06, O7, 08, 016, 018, 025 y O75 son los mas
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frecuentes entre las ECUP, mientras que los antigenos especificos K y H no tienen

un patron definido de su distribucion (Takahashi y col.,2008; Wiles y col.,2008).
2.1.3.-RESERVORIO

El principal reservorio de E. coli es el tracto intestinal de los seres humanos, a
partir de alli expresan diversos factores de virulencia para colonizar e infectar el
tracto urinario en forma ascendente (Tiba y col.,2008; Wiles y col.,2008; Winn y col.,2008;
Murray y col.,2009; Xia y col.,.2011; Pitout,2012). Estas cepas, tienen la habilidad de
sobrevivir en el medio ambiente, por lo tanto se aislan con frecuencia de aguas y

alimentos contaminados con materia fecal (Vincent y col.,2010; Xia y col.,2011).
2.1.4.-PATOTIPOS DE Escherichia coli

Los aislados de E. coli incluyen cepas no patégenas comensales y cepas
altamente patégenas capaces de producir diferentes enfermedades como por
ejemplo ITU, infecciones intestinales, neumonias nosocomiales, peritonitis,
bacteremias, celulitis, meningitis neonatal, entre otras (Kuhnert y col.,2000; Moreno y
col.,2008; Soto,2006; Wiles y col.,2008; Xia y col.,2011; Pitout, 2012). Ademas existen cepas
biolégicas de contencién derivadas del aislado de E. coli K12 que son incapaces
de colonizar o sobrevivir en el medio ambiente y son utilizadas en los procesos
industriales y de investigacion en los laboratorios (Kuhnert y col.,2000; Wiles y col.,2008)

(Figura 2).

Las cepas consideradas patégenas se han clasificado en dos grandes categorias:
los agentes patégenos entéricos causantes de diversos cuadros diarreicos en
humanos conocidas como E. coli diarreogénicas y las cepas extraintestinales
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conocidas como EXPEC (Extraintestinal pathogenic E. coli), que causan

infecciones del tracto urinario, sepsis y meningitis (Kuhnert y col.,2000; Soto,2006; Wiles

y col.,2008; Xia y col.,2011; Pitout,2012).

A su vez, las cepas patdgenas entéricas de E. coli se han clasificado de manera
general en seis patotipos: E. coli enterotoxigénica (ECET), E. coli enteropatdégena
(ECEP), E. coli enteroinvasiva (ECEI), E. coli enterohemorragica (ECEH), E. coli
enteroagregativa (ECEA), y E. coli de adherencia difusa (ECAD) (Kuhnert y col.,2000).
En cuanto a las cepas de ExXPEC se conocen diferentes patotipos de acuerdo al
sindrome especifico que causan, entre ellas las E. coli asociadas a meningitis
neonatal (ECMN), las E. coli asociadas a sepsis (ECSEP) y las E. coli
uropatoégenas (ECUP). Estas cepas comparten muchos factores de virulencia,

ademas algunos clones pueden causar varios tipos de infecciéon (Kuhnert y col.,2000;

Nakano y col.,2001).
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Figura 2: Patotipos de E. coli.
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Entre los cuadros clinicos que producen las ECUP estan: bacteriuria asintomatica,
cistitis y pielonefritis severa, ademas son responsables del 70-95% de las ITU

adquiridas en la comunidad y el 50% de las ITU nosocomiales (Wiles y col.,2008; Tiba

y col.,2008; Pitout,2012).

2.1.5.-CLASIFICACION FILOGENETICA:

El andlisis filogenético de las especies bacterianas consiste en establecer su
historia evolutiva a través de relaciones de similaridad detectadas por pruebas
moleculares como la electroforesis de campos pulsantes. La clasificacion
filogenética de E. coli se estableci6 mediante la deteccion de las variaciones
alélicas de los genes que codifican la enzima transcriptasa reversa utilizando la
técnica de electroforesis enzimatica multilocus, lo cual revel6 que existen cuatro

grupos principales: A; B1; B2 y D (Herzer y col.,1990).

Sin embargo, hoy en dia la caracterizacion de esos cuatro grupos filogenéticos se
hace mediante el método propuesto por Clermont y col. en el 2000, el cual
consiste en agrupar las cepas de acuerdo a los resultados obtenidos en la
amplificacién por PCR de los genes chuA, yjaA y el fragmento de ADN TspE4.C2.
El gen chuA le confiere a la bacteria la capacidad de transportar el grupo Hem de
la hemoglobina de los glébulos rojos del hospedero (Torres y Payne,1997), el gen
yjaA fue identificado en el genoma del aislado no patégeno de E. coli K12 cuya
funcién se desconoce (Blattner y col.,1997) y el TspE4.C2 es un fragmento de ADN

anénimo de E. coli (Bonacorsi y col.,2000).
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Los criterios utilizados por estos autores para la clasificacion filogenética, son: Las
cepas de E. coli negativas para el gen chuA y el fragmento TspE4.C2 se ubican en
el grupo filogenético A, las cepas negativas para el gen chuA y positivas para el
fragmento TspE4.C2 se ubican en el grupo B1, mientras que las que sean
positivas para los genes chuA y yjaA se agrupan en el grupo B2 y las chuA

positivas pero yjaA negativo se clasifican en el D (Clermont y col.,2000) (Figura 3).

Este método de clasificacion filogenética, permite establecer una relacién entre el
grupo filogenético y la virulencia de la cepa, esto debido a que el gen chuA se ha
detectado en las cepas de E. coli enterohemorragica O157:H7, el gen yjaA fue
identificado en el genoma del aislado no patégeno de E. coli K12 y el fragmento
anénimo TspE4.C2 esta asociado con las cepas de E. coli que causan meningitis

neonatal (Clermont y col.,2000).

chuA
¢~ N\
+ -
|
. B26D ' A6B1
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\2 \”
YjoA | TspE4.C2
< ZEN
+ -+ -
B2, | D | Bl A

Figura 3: Agrupacion filogenética de E. coli de acuerdo a los resultados de la amplificacion

de los genes chuA, yjaA y TspE4.C2.Tomado de: Clermont y col.,2000.

Se ha observado que la mayoria de las cepas comensales de E. coli, pertenecen

al grupo A y B1, mientras que las cepas causantes de infecciones
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extraintestinales, incluyendo las ECUP estan en los grupos filogenéticos B2 y en
menor proporciéon en el grupo D (Clermont y col.,2000; Xia y col.,2011; Pitout,2012). Sin
embargo, esto no es una regla ya que también se han reportado que las cepas del

grupo Ay B1 producen infecciones extraintestinales (Moreno y col.,2006).

Es bien conocido que la patogenicidad de E. coli depende de las condiciones del
hospedero y de la cantidad o tipos de factores de virulencia que la bacteria posea
(Wiles y col.,2008; Ptout2012). Soto (2008) refiere que en los diferentes grupos
filogenéticos, la variabilidad del poder patogénico se debe a que las cepas de los
grupos B2 y D presentan mas agrupaciones de genes de virulencia que las cepas
de los grupos A y B1, lo cual se confirma con el trabajo de Moreno y col. (2006)
quienes reportaron que en promedio las cepas del grupo B2 presentaron 8,8
factores de virulencia, las cepas del grupo D 5,3 mientras que las cepas de los

grupos A y B1 solo presentaron 3,5 factores de virulencia.

2.1.6.-FACTORES DE VIRULENCIA

La capacidad de las cepas patdgenas de E. coli de causar los distintos tipos de
enfermedades extraintestinales esta dada por la expresion de miiltiples factores de
virulencia, los cuales se definen como estructuras o productos bacterianos que
intervienen en el proceso infeccioso, permitiéndole a la bacteria, adherirse a los
tejidos, invadir 6rganos, evadir la respuesta inmune y producir un estado téxico en

el paciente (Kuhnert y col.,2000; Edmody y col.,2003; Pitout,2012).

Dentro de los factores de virulencia frecuentemente asociados a ECUP se

describen:
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1.- Factores de virulencia que median la adherencia a las células del hospedero:

1.1.- Adhesinas: Son proteinas estructurales tipo lectinas con afinidad por
azucares, estas proteinas pueden ser de dos tipos fimbriales y no fimbriales (Tabla
1) (Brooks y col.,2008; Murray y col.,2009), en E. coli las mas estudiadas son las

adhesinas de las fimbrias P y las fimbrias tipo 1 (Kuhnert y col.,2000; Edmody y col.,2003;

Wiles y col.,2008).

1.1.1- Fimbrias P: También llamadas manosa resistente a hemoaglutinacién
(MRHA), estan codificadas por los genes que se encuentran en el operdén pap,
denominado asi por ser un pili asociado a pielonefritis. Este operén contiene el
gen papA que codifica la subunidad estructural mayor de la fimbria, los genes
papK, papE, papF, papG que codifican el complejo que forman la adhesina, asi
como los genes papH, papC, papD y papJ que codifican las proteinas que
participan en su ensamblaje y los genes reguladores pap/ y papB (Figura 4) (Wiles y

col.,2008; Pitout,2012).

Estas fimbrias estdn compuestas por un tallo rigido helicoidal con un diametro de
6,8 nm y una longitud entre 1-2 ym formado por aproximadamente 4000 copias
de la subunidad Pap A que representa la subunidad mayor de la especie, el Pap E
tiene la funcién de adaptador/iniciador para el extremo de la estructura en la que
se incorpora la subunidad del Pap F y G, esta ultima media la adherencia a las
células uroepiteliales. Mientras que el Pap C es un poro oligomérico que facilita a
la proteina chaperona la traslocaciéon y unién de las subunidades que cruzan la
membrana externa. EIl Pap D es una proteina chaperona periplasmatica que

facilita la importacidén de las subunidades que se encuentran en el periplasma y la
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Pap H pone fin a la unién fimbrial y ayuda a formar el ancho de la misma (Figura

5) (Mulvey,2002; Edmody y col.,2003).

TABLA 1: Tipos de adhesinas de ExXPEC.

~ Tipos de adhesinas Genes |  Funcién

Fimbriadas | Fimbrias P Pap |

(alelos I, 1l y i)

Fimbria tipo | fimH

Fimbria F1C focG Median la

Fimbria S Sfa adherencia de la
No fimbriadas | Adhesinas del Afa/draBC bacteria
(adhesinas X) | antigeno Dr.

Adhesinas AFA | afaB/C

AFAIIL afaB/C lll

Adhesina M bmakE

Tomado de: Edmody y col.,2003; Soto,2006; Tiba y col.,2008; Wiles y col.,2008;

Pitout,2012.

Ensamblaje

Figura 4: Estructura del operén pap. Tomado de: Knight y Bouckaert,2009.
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Las fimbrias P son el segundo factor de virulencia mas comin en UPEC (Bien y
col.,2012), siendo identificadas en el 100% de los aislados de urosepsis, 80% de
las cepas que causan pielonefritis aguda, 40-50% de las cepas aisladas de cistitis
y s6lo en el 20% de las cepas que causan bacteriuria asintomatica (Edmody y
col.,2003; Wullt,2003; Stapleton,2006). Esta marcada asociacion con el desarrollo de
pielonefritis y urosepsis, se explica por el hecho de que las fimbrias P se unen
especificamente con dimeros de galactosa presentes en los glucolipidos

epiteliales del rifidn (Wiles y col.,2008).

Membrana externa

PapD unida
a subunidades

zsﬂ DsbA S 3 de la fimbria
[
Hs & —> /\; $ t

Figura 5: Estructura de la fimbria P. Tomado de: Heras y col.,2009.
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1.1.2- Fimbria tipo 1: También denominada manosa sensible a hemoaglutinacion

(MSHA), esta codificada por los genes del operon fim (Wiles y col.,2008; Pitout,2012),
entre los cuales estan: fimA, fiml, fimF, fimG y fimH que codifican las diferentes
subunidades estructurales. Los fimB y fimE intervienen en su regulacion y los fimC

y fimD participan en el ensamblaje (Figura 6) (Edmody y col.,2003; Knight y

Bouckaert,2009).

Adhesina de union
a manosa

Componentes del extremo
de la

Figura 6: Estructura del operon fim. Tomado de: Knight y Bouckaert,2009.

Este tipo de fimbrias estan formadas por un largo tallo helicoidal compuesto por
aproximadamente 3000 copias de la subunidad estructural FimA, ensambladas en
un filamento con un didmetro de aproximadamente 7 nm y una longitud de 1-2 pm.
En el extremo distal de la fimbria, unido al tallo principal, se encuentra un apéndice
lineal corto compuesto por las proteinas adaptadoras FimG y FimF con una Gnica

copia de la adhesina FimH (Figura 7) (Knight y Bouckaert,2009).

La fimbria tipo 1 se une mediante su adhesina FimH a la superficie del uroepitelio
especificamente con dimeros de manosa de las glicoproteinas (Edmody y col.,2003;
Bien y col.,2012). Sin embargo, se ha reportado que las cepas de E. coli que poseen
estas fimbrias son la causa principal de cistitis y bacteriuria asintomatica, ya que
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los receptores celulares para estas adhesinas son mas abundantes en la mucosa
vesical que en el uroepitelio alto (Edmody y col.,2003). Es importante acotar que este
tipo de fimbrias se encuentran en la mayoria de los aislados de E. coli no siendo

exclusivas de los aislados patdgenos (Kuhnert y col.,2000; Wiles y col.,2008).

FimH

FimG > Extremo de la fimbria

FimF

> Filamento de la fimbria
(500-3000 subunidades FimA)

FimA

| | FImD ME

Periplasma

Figura 7: Estructura de la fimbria tipo 1. Tomado de: Nishiyama y col.,2005.

2.- Mecanismos evasores de las defensas del hospedero: En la tabla 2 se
describen los diferentes mecanismos relacionados con las cepas EXPEC. De ellos,

uno de los mas importantes en ECUP es la capsula:

2.1- Capsula: Es un polimero extracelular compuesto principalmente por
polisacaridos que se localiza por fuera de la pared celular bacteriana (Murray y
col.,2009), le confiere a la bacteria una mayor resistencia a la fagocitosis y a la

accioén bactericida del sistema de complemento. Los diferentes tipos de capsulas
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que existen en las bacterias gramnegativas se deben a la presencia de diversos
tipos de antigenos, denominados K, los cuales difieren entre si por el tipo de
oligosacarido que los compone, por la longitud de la cadena y su densidad (Brooks y
col.,2008). Basados en criterios fisicos, quimicos y genéticos los antigenos
capsulares K de E. coli se clasifican en dos familias: | y ll, estas tltimas son las
que se vinculan a la patogenicidad extraintestinal de E. coli (Johnson,1991), siendo el
mas frecuente en cepas ECUP el antigeno capsular tipo 1 (K1) codificado por los

genes KpsMT Il (Kuhnert y col.,2000; Edmody y col.,2003; Wiles y col.,2008; Pitout,2012).
3.- Sistemas de captacioén de hierro:

3.1.- Sideréforos: Son moléculas de bajo peso molecular (PM:500-1000 g/mol),
secretadas al medio externo para captar el hierro del hospedero e introducirlo en
la bacteria por accién de receptores proteinicos especificos de la membrana

externa bacteriana (Crossa y Walsh,2002; Brooks y col.,2008; Murray y col.,2009).

Entre los sistemas de captacion de hierro expresados por las ECUP estan:
enterobactina, salmochelina, aerobactina y yersiniabactina (Tabla 3) (Edmody y

col.,2003; Wiles y col.,2008; Pitout,2012).

La enterobactina es un sideréforo de tipo catecol, con una constante de
disociacion del hierro de 10%2 (Neilands,1995; Pattus y Abddlah,2000; Winkelmann,2002), los
genes que codifican la biosintesis y transporte de este sideréforo son los ent, fepA
y el gen fes (Crossa y Walsh,2002; Wiles y col.,2008). A pesar de que la enterobactina
tiene una constante de disociaciéon alta para el hierro, puede ser faciimente

neutralizada por mecanismos de defensa del hospedero, es por ello que muchas
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cepas extraintestinales de E. coli mediante glucosilaciéon de la enterobactina
producen un sideréforo que es resistente a dicha neutralizaciéon del hospedero,
convirtiéndolo en un nuevo sideréforo denominado salmochelinas, codificado por

los genes ironN (Fischbach y col.,2005; Wiles y col.,2008).

TABLA 2: Mecanismos evasores de las defensas del hospedero de ExPEC.

Mecanismos evasoresdejas | Genes |  Funcién
~ defensas del hospedero |
Efecto
Grupo capsular2 | KpsMT Il antifagocitario,
Capsula (K1/k5) anticomplemento,

resistencia al suero
y evasion del
sistema inmune

Efectos
endotoxicos,
06,04,01,02,01 - antigeno O,
Lipopolisacaridos 8,083,07 induccion de
citoquinas,

resistencia al suero,

inmunoadyuvante.
Proteasa T (Proteinas de membrana | ompT Receptor y
externa) transporte
Resistencia al | Proteina TraT traT Aumenta la
suero virulencia de la
bacteria

Tomado de: Edmody y col.,2003; Soto,2006; Tiba y col.,2008; Wiles y col.,2008;
Pitout,2012.
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El sideroforo aerobactina es de tipo hidroxamato, con una constante de
disociacion de hierro aproximadamente de 10%° (Neilands,1995; Pattus y Abddlah,2000;
Winkelmann,2002), los genes que lo codifican estan organizados en el operon juc

(Johson,1991).

El sideréforo yersiniabactina es de tipo mixto, el cual contiene un tipo de catecoles
denominados fenolados y otros compuestos como el triazol (Drechsel y col.,1995;
Chambers y col.,1996). Este sideréforo tiene una constante de disociacion (Kd) de
hierro de aproximadamente 10% (Crossa y Walsh, 2002) y su receptor especifico esta

codificado por el gen fyuA (Haag y col.,1993).

Debido a su alta afinidad por el hierro (Kd:10%), la yersiniabactina puede
solubilizar el mencionado metal, para ser captado por la bacteria, aun cuando esté
unido a las proteinas de transporte del hospedero conocidas como lactoferrina y

transferrina (Crossa y Walsh,2002; Wiles y col.,2008).

Los genes que codifican todo el sistema yersiniabactina se encuentran en una isla
de patogenicidad identificada inicialmente en especies patdgenas de Yersinia.
Esta isla se ubica especificamente en el locus ybt, el cual se organiza en cuatro
operones (Figura 8). Al describir la organizacién del locus ybt de izquierda a
derecha en la figura 8, se observa que el primer operon contiene genes que
codifican ATPasas y permeasas que intervienen en la biosintesis de este
sideroforo, en segundo lugar esta el ybfA que actia en la regulaciéon de la
transcripcién, el siguiente operén codifica las proteinas necesarias para la
biosintesis y el operdbn psn que contiene el gen fyuA, el cual codifica el receptor

para este sideréforo (Perry y Fetherston,2011).
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TABLA 3: Sistemas de captacion de hierro de las ExXPEC.

| Sistemas decaptaciénde | Genes |  Funcién
Enterobactina | fepA

Aerobactina iue

Yersiniabactina fyuA Captacién de hierro
Salmochelina ironN

Tomado de: Edmody y col.,2003; Soto,2006; Tiba y col.,2008; Wiles y

col.,2008; Pitout,2012.

La amplia distribucion de la yersiniabactina entre las especies de Cifrobacter,

Enterobacter, Klebsiella, Photorhabdus, Salmonella, Serratia y todos los patotipos

de E. coli se debe a que esta isla esta flanqueada por secuencias de insercion

IS700 que median una deleccion frecuente de la misma (Perry y Fetherston,1997;

Carniel,2001; Crosa y Walsh,2002; Perry y Fetherston,2011).

Yois©  ypra  ybea

é

ybtD

ip1

I ybtX l ybtP I irp2

ybtv , ybtE  psn I

ybtT 28,830 bp

Figura 8: Organizacién de los genes del locus ybt. Tomado de: Perry y Fetherston 2011.

4 .- Factores de virulencia que producen efectos citopaticos en las células del

hospedero (Tabla 4):
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4.1- Toxinas: Son productos protéicos secretados por las bacterias con la finalidad
de producir efectos citopaticos en la célula del hospedero contribuyendo en la
patogénesis de las ITU. Las cepas de ECUP pueden producir varios tipos de
exotoxinas, las mas estudiadas son la a-hemolisina, el factor citotéxico necrozante
y la toxina autotransportadora Sat (por las siglas de la palabra en inglés “secred

autotransporter toxin™) (Brooks y col.,2008; Wiles y col., 2008; Murray y col.,2009).

4.1.1- La a-hemolisina (HIyA): Es una citolisina, dependiente de calcio, de

aproximadamente 110 kDa, codificada a nivel cromosémico o plasmidico, por los
genes del operéon hlyACABD. El efecto de esta toxina es dependiente de la
cantidad que produzca la bacteria (Hamon y col.,2007). Cuando se producen altos
niveles de a-hemolisina, estas se insertan en la membrana de las células del
hospedero, generando poros y causando de esta manera lisis celular, mientras
que cuando se producen bajas concentraciones de HIyA, se induce una cascada
de sefales que afectan la sobrevida y la respuesta inflamatoria de la célula del

hospedero (Edmody y col.,2003; Wiles y col.,2008)

Esta toxina, esta codificada aproximadamente en el 50% de los aislados ECUP y
su expresion esta asociada con una mayor gravedad clinica en pacientes con ITU
(Wiles y col.,2008). La importancia de esta toxina radica en que al destruir las células
del hospedero, se liberan nutrientes y otros factores, como el hierro, que son
fundamentales para el crecimiento bacteriano, sin embargo los niveles a los cuales

la toxina produce el efecto anteriormente mencionado no esta claro (Bien y

col.,2012).
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41.2- Factor citotéxico necrosante tipo 1 (Fcn): Es una proteina de

aproximadamente 113 kDa que esta codificada a nivel cromosémico en
aproximadamente un tercio de las cepas de ECUP (Rippere-Lambe y col.,2001). Si
bien su funcién en la patogenicidad de las ITU es poco conocida, se sabe que Fcn
cataliza la desaminacion de proteinas GTPasas como Rho. Dicha desaminacion
hace que las GTPasas se activen de forma constitutiva provocando importantes
alteraciones celulares que facilitan la difusion y la persistencia de la ECUP en el
tracto urinario (Wiles y col.,2008). De igual manera, se ha reportado que promueve la
apoptosis de las células epiteliales de la vejiga, estimulando su exfoliacién para

facilitar el acceso de las bacterias en el tejido subyacente (Edmody y col.,2003; Bien y

col.,2012).

4.1.3- Proteina Sat: Es una de las proteinas proteoliticas que pertenecen a una
amplia familia de toxinas autotransportadoras con actividad serin-proteasa. Esta
se encuentra codificada en genes cromosomales (saf) y su funcién no esta
totalmente dilucidada. Sin embargo, se ha observado que hidroliza la espectrina,
un componente del citoesqueleto (Guyer y col.,2000; Dutta y col.,2002; Guyer y col.,2002;
Wiles y col.,2008), el cual genera un efecto citopatico en ciertas lineas celulares de
vejiga e higado humano, provocando la vacuolizacién del citoplasma (Bien y
col.,2012). Investigaciones realizadas por Guyer y col. (2002), en un modelo de ITU
en ratones, utilizando cepas de E. coli CFO73 que expresaban la proteina Sat,
demostraron que las mismas inducen dafio renal, causando disolucion de la
membrana del glomérulo, pérdida de células del epitelio tubular y vacuolizacion del

tejido del rifion.
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TABLA 4: Tipos de toxinas secretadas por ExXPEC.

_ Tiposdetoxinas | Genes |  Funcién

a-hemolisina » k hlyA Citotoxicidad, |
hemolisis

Factor citotéxico necrosante enf1 Interferencia en la

fagocitosis y apoptosis

Toxina secretada autotransportadora sat Citotoxicidad

Tomado de: Edmody y col.,2003; Soto,2006; Tiba y col.,2008; Wiles y col.,2008;

Pitout,2012.

5.- Otros factores de virulencia:

5.1.- Proteina uropatdégena especifica: Es una proteina asociada con las cepas de

ECUP (yamamoto y col.,2001), esta proteina fue descrita por primera vez por
Kurazono y col.(2000), en un estudio sobre la determinacion de un homoélogo del
gen de la toxina ZOT de Vibrio cholerae en Escherichia coli uropatogenas
provenientes de pacientes con cistitis en Japon. Estos investigadores obtuvieron
un fragmento de ADN de 4167pb que contenia un gen de 1000 pb de longitud y
codificaba para una proteina de 346 aminoacidos, este gen lo denominaron usp

por su relacién con las cepas UPEC.

La funcién de esta proteina en las ITU no esta clara, sin embargo, Yamamoto y
col. (2001) demostraron que el gen usp recombinado en cepas ECUP mejoraba
significativamente la infectividad de E. coli en el desarrollo de ITU. El mecanismo

por el cual la proteina uropatoégena especifica aumenta la infectividad de las ECUP
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aun no es claro, pero si se ha demostrado que la misma puede ser considerada

como un determinante de virulencia de ECUP en las ITU (Yamamoto y col.,2001).

Se ha descrito que el gen usp se ha detectado con mayor frecuencia en las cepas
ECUP que en los aislados fecales de E. coli de individuos sanos (Nakano y col.,2001),
ademas existen reportes de que este gen se encuentra en el 96% de las ECUP

productoras de pielonefritis y en el 80% de las productoras de cistitis (Tiba y

col.,2008).

Es importante referir que los genes que codifican los distintos factores de
virulencia (V1,V2,V3,V4) de E. coli estan frecuentemente localizados en islas de
patogenicidad (IP). Estas se definen como bloques genéticos de gran tamarfio
entre 20-200 Kb, con un contenido importante de G+C y un “Codo6n usage” distinto
al resto del ADN de la bacteria. Las IP se encuentran insertadas en el cromosoma
bacteriano adyacentes a genes de ARNt, flanqueadas por repeticiones directas
(RD) y contienen elementos moviles, tales como: secuencias de insercion
completas o defectuosas (ISc o ISd) e integrasas (inf) (Figura 9) (Femandez y
col,2004; Schmidt y Hensel.,2004). Estas IP se transmiten verticalmente y/u
horizontalmente de una cepa a otra, lo que contribuye a la variabilidad genética
interespecie. Ademas dichos bloques genéticos pueden contener genes
relacionados con resistencia a los antibiéticos como los genes que codifican para

las BLEE (Kuhnert y col.,2000: Pitout, 2012).

En E. coli se han descrito siete |P, cada una codifica para distintos factores de
virulencia, aunque algunos de ellos pudieran coincidir en mas de una IP, también
se ha descrito que una cepa de E. coli puede contener varias IP (Canavate y
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col.,2010). Entre ellas la IP V que contiene los genes que codifican las fimbrias P
(Kuhnert y col.,2000), la IP licFro7s, 1a cual esta asociada con mayor frecuencia a

ECUP aisladas de prostatitis que las provenientes de pielonefritis o cistitis (Rasko y

col.,2001; Parham y col.,2005).
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Figura 9: Estructura general de una IP.Tomado de: Fernandez y col.,2004.

2.1.7.-MECANISMOS DE RESISTENCIA DE Escherichia coli A LOS

ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS
2.1.7.1- ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS

Los antibidticos B-lactamicos se definen como sustancias quimicas bactericidas,

las cuales en su estructura contienen un anillo B-lactamico. En funcién de los
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radicales que se unen a este anillo se distinguen varios sub-grupos, entre ellos: las
penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos y carbapenemos (Figura 10) (Marin y

Gudiol,2003; Guzman y col.,2004; Calvo y Martinez,2009).

Las bacterias gramnegativas poseen una pared celular delgada y compleja que
consta de una membrana externa formada por lipidos y proteinas y una fina capa
interna de peptidoglicano (Figura 1) (Kuhnert y col.,2000; Marin y Gudiol,2003; Winn y
col.,2008; Murray y col.,2009). Este Ultimo es un polimero constituido por largas
cadenas de acido N-acetilmuramico y N-acetilglucosamina, los cuales se sintetizan
en el citoplasma de la bacteria y son transportados a través de la membrana
citoplasmatica al espacio periplasmico donde las proteinas fijadoras de penicilina
(PBP del inglés Penicillin Binding Protein) con actividad transpeptidasas y
carboxipeptidasas, se  encargan de entrelazarlos y formar un polimero

tridimensional estable (Cordiés y col.,1998; Marin y Gudiol,2003; Winn y col.,2008; Murray y

col.,2009).

El mecanismo de accién de los antibidticos B-lactamicos consiste precisamente en

bloquear las PBP para inhibir la unién o transpeptidacion de los componentes del
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Figura 10: Estructura de los antibiéticos B-lactamicos.Tomado de: Guzman y col.,2004.

peptidoglicano, de este modo se producen paredes celulares defectuosas
provocando la lisis y muerte de la bacteria (Cordiés y col.,1998; Marin y Gudiol,2003;

Calvo y Martinez,2009).

2.1.7.2-MECANISMOS DE RESISTENCIA

Los mecanismos de resistencia a los antibi6ticos son estrategias a través de las
cuales las bacterias pueden disminuir o inactivar la accién de los agentes
antimicrobianos para resistir el ataque de los mismos y poder persistir en el

hospedero (Cordiés y col.,1998; Marin y Gudiol,2003).

Estos mecanismos pueden ser intrinsecos y adquiridos. Se conoce como
resistencia intrinseca a la resistencia natural especifica de una especie aun sin
haber estado expuesta a los antibiéticos; mientras que la resistencia adquirida,

estd mediada por la adquisicion de informaciéon genética nueva, a través de
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mutaciones en el genoma bacteriano, adquisicion de plasmidos, transposones e

integrones (Cordiés y col.,1998; Marin y Gudiol,2003; Winn y col.,2008).

Los mecanismos de resistencia se resumen en cuatro categorias (figura 11)

1.- Modificacidbn enzimatica del antibiético. Las bacterias expresan enzimas
capaces de hidrolizar o modificar la estructura del antibiético haciendo que éste
pierda su funcionalidad. En las bacterias gramnegativas estas enzimas se
encuentran en el espacio periplasmico. Entre otras se pueden mencionar las B-

lactamasas que inactivan los antibidticos R-lactdmicos (Figura 11) (Cordiés y

col.,1998; Marin y Gudiol,2003; Tafur y col.,2008; Rosenblatt-Farrell,2009).

2.- Bombas de expulsion: Son proteinas de transporte, ubicadas en la membrana
externa de la bacteria, las cuales toman el antibi6tico del espacio periplasmico y lo

expulsan al exterior, para evitar que llegue a su sitio de accion (Figura 11) (Cordiés

y col.,1998; Marin y Gudiol,2003; Tafur y col.,2008; Rosenblatt-Farrell,2009).

3.- Cambios en la permeabilidad de la membrana externa: La membrana externa
de los bacilos gramnegativos posee canales proteicos denominados porinas los
cuales son utilizados por los antibiéticos B-lactamicos para ingresar al espacio
periplasmico y alcanzar su sitio de accion, la alteracion en la conformacién de
dichas porinas impide la entrada del antibidtico evitando que este cumpla su

funcién (Figura 11) (Cordiés y col.,1998; Marin y Gudiol,2003; Tafur y col.,2008; Rosenblatt-

Farrell,2009).

4.- Alteraciones del sitio de accidn: Este mecanismo consiste en generar cambios

estructurales en los sitios de accion de los antibiéticos, por ejemplo modificaciéon
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de las PBP, para evitar que los antibiéticos B-lactamicos se unan a ella (Figura 11)

(Cordiés y col.,1998; Marin y Gudiol,2003; Tafur y col.,2008; Rosenblatt-Farrell,2009).

El tratamiento de las infecciones producidas por ECUP se ha complicado por el
aumento de la resistencia antimicrobiana, a los antibiéticos de primera eleccién
para estas infecciones, los cuales incluyen cefalosporinas, fluoroquinolonas y
trimetoprim sulfametoxazol, lo que aumenta la morbilidad y mortalidad (Caicedo y
col.,2009). Hasta los afios 90 estos antimicrobianos eran efectivos en el tratamiento
de las infecciones producidas por esta bacteria, sin embargo, a partir del aiio 2000

la resistencia antimicrobiana se ha incrementado mundialmente (Pitout, 2012).

Figura 11: Principales mecanismos de resistencia a los antibiéticos: 1. Enzimas
modificadoras. 2. Bombas de expulsién. 3. Cierre de porinas. 4. Modificacion del sitio
blanco del antibiético. PUP: Proteinas de unién a penicilina. Tomado de: Tafur y col.,2008.
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2.1.7.3-B-LACTAMASAS

Son enzimas capaces de hidrolizar el anillo B-lactamico de ese grupo de
antibiéticos, inactivandolo e impidiendo que se unan a su sitio de acciéon. Los
genes que codifican estas enzimas pueden localizarse en el cromosoma
bacteriano o en plasmidos. En las bacterias gramnegativas este es el mecanismo

de resistencia a los antimicrobianos mas prevalente (Tafur y col.,2008; Rosenblatt-

Farrell,2009; Pitout,2012).

Estas enzimas se agrupan en dos esquemas: el de Ambler, el cual se basa en una
clasificacion molecular, que ubica a las B-lactamasas en cuatro clases segun la
homologia de sus proteinas. Las de clase A, C y D poseen serina en su sitio
activo, denominandose enzimas de serina -lactamasas, mientras que las de clase

B contienen zinc y se llaman metalo B-lactamasas (Figura 12) (Ambler,1980).

Sul-clese Bl |—| Sub-clasz B2 Suls-clasz B3

ﬂ

Figura 12: Clasificacion molecular de las enzimas f-lactamasas segun Ambler.

Tomado de: Ambler (1980).
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A su vez Bush-Jacoby-Medeiros realizaron una clasificacion funcional, basada en
sus propiedades hidroliticas y las sustancias que la inhiben (Tabla 5) (Bush y

col.,1995; Bush y Jacoby,2010).

2.1.7.3.1 B-lactamasas de espectro expandido (BLEE)

Las B-lactamasas de espectro expandido son enzimas que se caracterizan no solo
por hidrolizar penicilinas y cefalosporinas de espectro reducido si no que extienden
su rango de accion a los monobactamicos y cefalosporinas de tercera y cuarta
generacién, ademas estas enzimas son incapaces de hidrolizar cefamicinas y
carbapenemos. Otras caracteristicas importantes de las BLEE es que pertenecen
a la clase molecular A y D de Ambler, contienen un sitio activo de serina y son
inhibidas por los inhibidores de R-lactamasas como el acido clavulanico, el

sulbactam y el tazobactam (Bush y col.,1995; Cortes y col.,2006; Harada y col.,2008; Tafur y

col.,2008; Bush y Jacoby,2010).

La mayoria de las BLEE han evolucionado mediante la sustitucién de aminoacidos
en las B-lactamasas de espectro ampliado (BLEA) conocidas como: Temoneira
(TEM-1, TEM-2) y variable sulfidril (SHV-1), también existen BLEE no relacionadas
con TEM o SHV que proviene de las B-lactamasas cromosomicas de las especies
del reino Kluyvera llamadas CTX-M y de las B-lactamasas tipo OXA (Oxacilina)

(Cortes y col.,2006; Harada y col.,2008; Bush y Jacoby,2010).

Las p-lactamasas tipo TEM son enzimas que hidrolizan penicilinas y
cefalosporinas de primera generacion, son las enzimas mediadas por plasmidos

mas prevalentes en las bacterias gramnegativas (Bush y Jacoby,2010).
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Tabla 5: Clasificaciéon funcional de las B-lactamasas segtin Bush-Jacoby-Medeiros

Grupo Grupo Clases Sustratos Inhibidas por Caracteristicas
Bush-Jacoby  Bush-Jacoby Moleculares  distintivos ACoTZB EDTA definitorias
(2009) Medeiros(1995)
1 1 Cc Cefalosporinas No No Hidroliza en forma importante
las cefalosporinas y cefamicinas.
1e NI Cc Cefalosporinas No No Hidrélisis incrementada sobre
ceftazidime y otros oxyino-
B-lactamicos.
2a 2a A Penicilinas Si No Mayor hidrélisis de bencilpenicilinas
que cefalosporinas.
2b 2b A Penicilinas y Si No Similar hidrélisis de bencilpenicilinas
Cefalosporinas de primera y cefalosporinas.
2be 2be A Cefalosporinas de espectro  Si No Hidrélisis incrementada sobre los
expandido, monobactamicos oxymino-f -lactamicos.
2br 2br A Penicilinas No No Resistencia a los inhibidores de £ -
lactamasas.
2ber NI A Cefalosporinas de espectro No No Hidrélisis incrementada sobre los
expandido, monobactamicos oxymino-B-lactamicos y resistencia
a los inhibidores de B-lactamasa.
2c 2c A Carbenicilina Si No Hidrélisis incrementada sobre
carbenicilina.
2ce NI A Carbenicilina, cefepima  Si No Hidrélisis incrementada sobre
carbenicilina, cefepima y cefpirona.
2d 2d D Cloxaxilina Variable No Hidrélisis incrementada sobre
cloxacilina y oxacilina.
2de NI D Cefalosporinas de  Variable No Hidroliza la cloxacilina, oxacilina y
espectro expandido los oxyminof-lactamicos.
2df NI D Carbapenemos Variable No Hidroliza la cloxicilina, oxacilina y
carbapenemos.
2e 2e A Cefalosporinas de Si No Hidroliza las cefalosporinas,
espectro expandido inhibido por el AC pero no por
aztreonam.
2f 2f A Carbapenemos Variable No Hidrélisis incrementada de
carbapenemos, oxymino B-
lactamicos y cefamicinas.
3a 3 B(B1) Carbapenemos No Si  Hidrolisis de amplio espectro
incluyendo carbapenemos pero no
monobactamicos.
3b 3 B(B3) Carbapenemos No Si  Hidrélisis preferencial de
B(B2) carbapenemos.
AC: Acido clavulanico, TZB: Tazobactam, EDTA: Acido etilendiaminotetraacetico, NI: No incluida

Tomado de: Bush y Jacoby,2010.
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Las TEM fueron descritas en 1965 por Datta y Kontomichalou, a partir de una cepa
de E. coli aislada de un hemocultivo en una paciente llamada Temoneira en
Grecia, de alli la designacion TEM. La primera enzima derivada de TEM-1
presenta una sustitucion de la glutamina por la lisina en la posicion 39, la cual se
llamé TEM-2, esto solo generé cambios en el punto isoeléctrico de la enzima y no

en su perfil de hidrélisis (Harada y col.,2008), ambas enzimas son consideradas BLEA

(Bush y Jacoby,2010).

La primera variante de TEM con fenotipo BLEE fue reportada en 1987 por Sirot y
col. en aislados de Klebsiella pneumoniae y la designaron inicialmente como B-
lactamasa CTX-1 debido a su mayor actividad hidrolitica contra cefotaxima.
Posteriormente, Sougakoff y col. en 1988 al secuenciar el gen que codifica dicha
enzima observaron que se diferenciaba de la TEM-2 en dos aminoacidos: lisina
por glutamina en la posicidén 102 y serina por glicina en la posicién 236, por lo cual
la denominaron TEM-3. A partir de entonces se ha presentado un rapido
incremento en el nimero y diversidad de las variantes de TEM con espectro
extendido, la mayoria de las cuales tiene la misma actividad hidrolitica que la

TEM-3 (Cortes y col.,2006; Harada y col.,2008).

Las B-lactamasas tipo SHV son enzimas con un perfil hidrolitico igual al de las
TEM-1 y son producidas frecuentemente por E. coli y K. pneumoniae. A pesar de
que los genes que codifican estas enzimas en las cepas de K. pneumoniae estan
ubicados en el cromosoma bacteriano, en las cepas de E. coli la produccién de
SHV-1 es frecuentemente mediada por plasmidos (Cortes y col.,2006; Harada y

col.2008; Tafur y col.,2008). La primera variante SHV-1 con fenotipo BLEE fue
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descrita por Knothe y col. en 1983 en Alemania, en aislados de K. pneumoniae, K.
ozaenae y Serratia marcescens y la designaron como SHV-2 debido a que la
secuenciacidon de los genes que codifican dicha enzima revelé que la diferencia
con SHV-1 estaba dada por la sustituciéon de un aminoacido glicina por una serina

en la posicién 238 (Knothe y col.,1983).

Dependiendo del tipo de aminoacido que se sustituya y de la posicién en que
ocurra, la enzima resultante tendra mayor actividad hidrolitica sobre la cefotaxima
o ceftazidima, ademas existen variantes que pueden resistir la accién de los

inhibidores de las B-lactamasas (Cortes y col.,2006; Harada y col.,2008).

Las BLEE tipo CTX-M son enzimas con mayor proximidad genéticamente a las B-
lactamasas cromosomicas de las distintas especies de Kluyvera que a las enzimas
tipo TEM o SHV. Su rango de accion es igual al de las BLEE anteriormente
descritas, con la diferencia que tienen mayor actividad hidrolitica frente a
cefotaxima y ceftriazona que a la ceftazidima, ademas son mas activas contra

cefalosporinas de cuarta generacién (Bush y Jacoby,2010; Canton y col.,2012).

Las CTX-M son codificadas por genes ubicados en plasmidos transferibles y la
mayoria se encuentran en Salmonella sp, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae
y Proteus mirabilis (Canton y col.,2012). Esta enzima fue descrita en 1989 en Munich
por Bauernfeind y col. en una cepa de E. coli productora de BLEE no TEM no
SHV, la cual en base a que tenia mayor actividad hidrolitica frente a cefotaxima y
al lugar de su descubrimiento se le designé como CTX-M-1 (Bauernfeind y col.,1990).

En funcién de la homologia en la secuencia de sus aminoacidos se han descrito
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mas de 120 variantes de CTX-M, las cuales se dividen en cinco subclases
denominadas CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 y CTX-M-25 que a su vez

incluyen diferentes tipos de CTX-M (Canton y col.,2012).

Las B-lactamasas tipo OXA son enzimas con gran actividad hidrolitica contra
oxacilina, cloxacilina, meticilina, ureido y aminopenicilina (Cortes y col.,2006; Harada y
col.,2008; Bush y Jacoby,2010), las cuales han sido aisladas principaimente en
Pseudomonas aeruginosa, pero también se pueden encontrar en las
enterobacterias, la mayoria de las B-lactamasas tipo OXA tienen poca actividad
contra las cefalosporinas de tercera o cuarta generacién por lo tanto no se
consideran BLEE (Cortes y col.,2006; Harada y col.,2008). Sin embargo, la variantes
OXA-11, OXA-14, OXA-16, OXA-17, OXA-18, OXA-19, OXA-32, y OXA-45 tienen
distintos grados de actividad contra las cefalosporinas de tercera generacion y el

aztreonam (Harada y col.,2008).
2.1.8.- TECNICAS MOLECULARES
2.1.8.1.- REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa conocida como PCR por sus siglas en
inglés (Polymerase chain reaction), es una técnica de biologia molecular descrita
en 1983 por Kary Mullis, cuyo objetivo es obtener un gran nimero de copias de un

fragmento especifico de ADN partiendo de un ADN molde (Costa,2004; Rodriguez y

Barrera,2004; Villegas y col.,2009).

Esta técnica se fundamenta en las caracteristicas de la estructura quimica del

ADN vy su replicacidbn semiconservativa, asi como en la propiedad natural de la
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ADN polimerasa para replicar hebras de ADN en las células (Villegas y col.,2009).
Esta enzima puede utilizarse in vitro en ciclos alternados de altas y bajas
temperaturas para separar las hebras de ADN recién formadas y dejar que la
polimerasa vuelva a crear una hebra de ADN nueva utilizando un marcador de
inicio de replicacién. Anteriormente estas enzimas se desnaturalizaban por las
altas temperaturas utilizadas en el proceso, sin embargo hoy en dia se utilizan
enzimas que proceden de una bacteria termoéfila llamada Thermus aquaticus que
vive en aguas termales y soporta temperaturas de mas de 110 °C, por lo que se

les consideran termoestables (Méndez y Pérez,2004; Rodriguez y Barrera,2004).

La PCR se lleva a cabo en una mezcla que consta de una pequefia muestra de
ADN utilizado como molde, dos oligonucleétidos sintéticos que flanquean las
secuencias especificas del fragmento de ADN que se desea amplificar, la ADN
polimerasa, los desoxinucledtidos trifosfatos (dNTP’s) que se utilizan como
sustratos para copiar las nuevas cadenas de ADN, iones divalentes como el
cloruro de magnesio (MgCly) que actiian como cofactores de la polimerasa y una
solucion tampoén (Buffer) que mantiene el pH adecuado para el funcionamiento de

la polimerasa (Rodriguez y Barrera,2004; Villegas y col.,2009).

El proceso de PCR consiste en un ciclo inicial de pre-calentamiento a altas
temperaturas que se realiza entre 90 y 94 °C por 1-9 minutos para asi garantizar
que todas las hebras de ADN se separen, posteriormente se realizan entre 25y 30
ciclos de tres cambios de temperatura y cada uno consisten en una fase de
desnaturalizacién a una temperatura entre 94 y 95 °C donde se separan las

cadenas del ADN. Otra fase de alineamiento entre 50 y 65 °C donde los
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oligonuclettidos se unen a su secuencia complementaria en su ADN molde, esta
temperatura debe ser 5 u 8 °C menor que la temperatura de fusion (Tm), la cual se
determina por calculos termodinamicos. Finalmente una fase de extension a una
temperatura entre 70 y 74 °C, la cual esta dada por la temperatura éptima de
accion de la Taq polimerasa que sintetizard la nueva hebra de ADN
complementaria afiadiendo los dNTP’s en direccion 5—> 3°. Al terminar los 30
ciclos se realiza un ciclo de extension final a una temperatura entre 70 y 74 °C por
5-15 minutos para asegurar que cualquier ADN de cadena simple restante sea
totaimente amplificado. Las temperaturas utilizadas y los tiempos aplicados en
cada ciclo deben ser estandarizados en cada PCR, ya que estos dependen de la
naturaleza y tipo de polimerasa utilizada, la concentracién de iones divalentes y de

los dNTP’s, asi como de la temperatura de unién de los oligonucleétidos (Méndez y

Pérez,2004; Rodriguez y Barrera,2004; Villegas y col.,2009).

La sensibilidad de esta prueba esta dada por el hecho de que solo requiere una
minima cantidad de ADN para obtener un gran nimero de copias de este
(Rodriguez y Barrera,2004) y su especificidad radica en los oligonucle6tidos utilizados,
los cuales son disefiados para ser exactamente complementarios al ADN molde o
de estudio, ya que se toman en cuenta ciertas caracteristicas como: la longitud, la
cual debe estar entre 18 y 30 nucleétidos para que la hibridacion sea eficiente, el
contenido G+C debe estar entre 40-75% para evitar uniones inespecificas, la
temperatura de fusiéon debe ser similar entre los dos oligonucleétidos, ademas se
debe evitar complementariedad entre los dos oligonucleétidos para que no se

formen dimeros (Méndez y Pérez,2004; Rodriguez y Barrera,2004).

41



En el ambito del diagnéstico microbiolégico, la PCR es una de las técnicas de
mayor utilidad, ya que permite determinar los agentes etiolégicos de las diferentes
infecciones de una manera especifica, oportuna y eficaz, sobre todo aquelios
microorganismos que son dificiles de cultivar o que requieren procesos
diagnésticos complejos en su determinacién (Costa,2004; Rodriguez y Barrera,2004).
Esta técnica también se utiliza en la caracterizacién genética de agentes
infecciosos mediante: genotipificacion de los diferentes factores de virulencia o
mecanismos de resistencias a farmacos; en epidemiologia molecular y para
detectar la presencia o ausencia de elementos genéticos especificos en las

bacterias (Costa,2004; Villegas y col.,2009).

2.2- ANTECEDENTES DE LA HIPOTESIS

La relacion de los genes de virulencia y su asociacion con los grupos filogenéticos
ha permitido obtener datos importantes sobre su distribucion y asociacion con las

diferentes patologias que causa E. coli.

Moreno y col. (2006) publicaron un estudio sobre la caracterizacién de E. coli
causantes de infeccion extraintestinal en Espafa, en el cual relacionaron el
sindrome clinico con los grupos filogenéticos. Ellos observaron que los aislados de
los grupos A, B1 y B2 produjeron indistintamente cistitis, pielonefritis o sepsis,
mientras que los del grupo D causaron pielonefritis en un 32% y en menor
proporcion cistitis (3%). En cuanto a la distribucién de los genes de virulencia,
reportan que el gen papA se encontr6 en el 25% de los aislados del grupo A, 23%

del grupo B1, 73% del grupo B2 y 55% del grupo D. El gen KpsMT |l se detectd
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en 13% de los aislados del grupo filogenético A, 31% del grupo B1 y 84% tanto en
el grupo B2 como en el D. El gen fyuA se encontré en 50% de los aislados del
grupo filogenético A, 46% del grupo B1, 97% del grupo B2 y 74% del grupo D,
mientras que el de mayor distribucién fue el gen fimH, el cual se determiné en 79%
de los aislados del grupo filogenético A, 100% tanto el grupo B1 como en el B2 y

94% en el grupo D.

Estudios sobre la prevalencia de genes que codifican toxinas en ECUP en
Eslovenia, reportaron que de 110 aislados el 50% pertenecian al grupo
filogenético B2, 26% al A, 19% al grupo D y 5% al grupo B1, en cuanto a la
distribucion de los genes de virulencia observaron que el 44% de las ECUP
presentaban el gen usp y se encontraba con mayor frecuencia (76%) relacionado

con el grupo filogenético B2 (Starcic-Erjavec y col.,2008).

Tiba y col. (2008), caracterizaron genéticamente las cepas ECUP de pacientes
con cistitis en Brasil y reportaron que en las 162 cepas ECUP analizadas hubo un
predominio de los genes fimH (97,5%), seguidos de KpsMT |l (63,1%), el operon
pap (32,7%) y usp (22.2%). El hecho de que fimH fue el mas frecuente y que el
50,6% de ellos solo codificaban este tipo de fimbria, demuestra que la fimbria tipo

1 es un importante factor de virulencia involucrado en las ITUpgjo.

Takahashi y col. en el 2006 publicaron un estudio donde determinaron la
distribucién de los grupos filogenéticos y la prevalencia de 18 genes de virulencia,
en un total de 283 cepas de ECUP aisladas de pacientes con ITUysj, adquiridas a

nivel hospitalario, de las cuales; 9,5% pertenecian al grupo filogenético A, 5,6% al
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grupo B1, 68,5% al grupo B2 y 16,2% al grupo D. De igual manera, reportan que la
frecuencia de los genes fimH, pap, fyuA, KpsMT I, PAl y usp fue de 95%, 39%,
82%, 75%, 61%, 69%, respectivamente. Dicho estudio demuestra que las cepas
ECUP que causan ITUpj, de origen intrahospitalario comparten propiedades
similares en términos de filogenia y algunos factores de virulencia. Sin embargo,
Graham y col. (2001), demuestran que ciertos genes como el pap no se
presentan con la misma frecuencia entre las cepas ECUP que causan infecciones
urinarias adquiridas en la comunidad ya que reportan a dicho gen en el 30% de
las cepas de E. coli aisladas de pacientes con bacteriuria y en el 60% de las
UPEC aisladas de pacientes con cistitis, ambas entidades clinicas de origen

comunitario.

Pitout y col. (2005) determinaron los factores de virulencia de E. coli productores
de B-lactamasas de tipo CTX-M aisladas en su mayoria 80% (45/56) de ITU
adquiridas tanto en la comunidad como a nivel hospitalario, donde reportan que el
63% de las cepas pertenecian al grupo filogenético D, 21% al grupo B2, 4% al
grupo B1y el 13% al grupo A. Ellos también compararon el comportamiento de las
cepas productoras de CTX-M con un grupo de CTX-M negativas y observaron que
el gen usp estuvo presente en 16% (6/36) y en 32% (6/19) de las cepas
respectivamente. Mientras que el gen KpsMT 1l fue mas frecuente (94%) en las

cepas CTX-M positivas que en las cepas CTX-M negativas (37%).

Ruppé y col. en el 2009 en Camboya, reportaron que de 34 cepas de E. coli
productoras de CTX-M, aisladas de ITU adquiridas en la comunidad, la mayoria
(53%) pertenecian al grupo filogenético B2 y en menor proporcién (38%) al grupo
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D, seguido del grupo A con un 6% y el grupo B1 con un 3%, de igual manera
reportan que no encontraron asociacion entre el grupo filogenético y el tipo de

CTX-M.

2.3-HIPOTESIS

Las cepas de E. coli productoras de B-lactamasas de espectro expandido, aisiadas
de pacientes con infecciones urinarias adquiridas en la comunidad del area
urbana de Mérida, portan genes de virulencia fimH, papAH, KpsMT ll, usp, fyuA'y

PAI asociados invariablemente a los grupos filogenéticos descritos (A, B1, B2y D).

45



CAPITULO 3: MARCO METODOLOGICO

3.1-Tipo de estudio:

Se realiz6é un estudio experimental de tipo exploratorio y descriptivo, utilizando la
metodologia esquematizada en la figura 13.

3.2- Cepas bacterianas:

En este estudio se evaluaron 30 cepas de E. coli uropatégena que forman parte
de la colecciéon del Laboratorio de Microbiologia Molecular de la Facultad de
Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes, Mérida-Venezuela
(LMMFFB-ULA), las cuales fueron aisladas a partir de pacientes con infecciones
del tracto urinario adquiridas en la comunidad durante los afios 2009-2011 en el
Laboratorio de Salud Publica del Estado Mérida. Estas cepas fueron
caracterizadas en un estudio previo (Hernandez,2011) destacandose la presencia de
genes blactx.m.15 en el 93,4% de las cepas, 3,3% de genes blacrx.m.32 Y otros
genes como blarem.1 Y blasyvse encontraron en un 3,3% de las cepas.
3.3-Reactivacion y reidentificaciéon de las cepas:

Las cepas de E. coli previamente descritas, se encontraban conservadas a -20 °C
en caldo BHI con 20% de glicerol. La reactivacion de estas cepas se realizd
subcultivandolas en agar Tripticasa Soya (BBL™). Posteriormente, se cultivaron

en agar MacConkey (BBL™

) para comprobar su pureza. Una vez verificada la
pureza de los aislamientos se procedié a comprobar su identidad bioquimica de
acuerdo a los métodos convencionales y utilizando las galerias bioquimicas
API®20E (bioMérieux) S.A (Winn y col.,2008). Para confirmar fenotipicamente la

produccién de BLEE en todas las cepas de la coleccion, se utilizé la técnica del

sinergismo de doble disco (SDD) de acuerdo a lo descrito por el CLSI 2012 (por
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sus siglas en ingles Clinical and Laboratory Standards Institute). Los discos
utilizados fueron ceftazidima (30 ug) (BBL™), amoxicilina/acido clavulanico (7510
Hg) (OXOID) y cefotaxima (30 pg) (BBL™), se utiliz6 como cepa control para los
antibiéticos E. coli ATCC 25922 y para la produccién de BLEE una cepa referencia
de Klebsiella pneuminiae Kpn29 del LMMFFB-ULA secuenciada como CTX-M-2
positiva.

3.4.- Extraccion del ADN genémico:

A partir de cultivos frescos de E. coli en placas con agar Mueller Hinton (BBL™),
se resuspendieron varias colonias en 200 pL de agua destilada estéril y se
compararon con el patron 1 de McFarland, posteriormente dichos inéculos fueron
sometidos a ebullicién por 15 minutos y centrifugados por 5 minutos a 13000 r.p.m
para separar el sobrenadante, y obtener el ADN genédmico contenido en este, el
cual se us6 de inmediato para asi evitar su degradacioén por las ADNasas.

3.5- Pruebas moleculares:

La determinacién de los genes para la clasificacion filogenética, asi como Ila
deteccion de los genes de virulencia, fueron llevadas a cabo mediante la
utilizacion de la técnica PCR. Los protocolos utilizados en todos estos ensayos
fueron optimizados en una etapa anterior, permitiendo obtener detecciones
altamente sensibles, ya que se lograron amplificaciones de los genes analizados
con concentraciones de ADNs en el orden de nanogramos. Las cepas control
fueron obtenidas y validadas por secuenciamiento genético en esta misma etapa

(Tabla 6).
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Tabla 6: Cepas utilizadas como control positivo

Cepas | Caracteristicas genéticas
bacterianas ‘ i [ ‘
E02 E. coli usp positiva
EO9 E. coli positiva para los genes:
fyuA, KpsMT Il, fimH, PAl
chuA, yjaAy el fragmento TspE4.C2
Sc03 E. coli papAH positiva

3.5.1.-Determinacion de los grupos filogenéticos:

Los genes chuA, yjaA y el fragmento de ADN TspE4.C2 fueron amplificados en
una reaccién de PCR multiple utilizando las secuencias especificas descritas por
Clermont y col. (2000) (Tabla 7). La mezcla de reaccion estuvo compuesta por 3
uL de agua bidestilada ultrapura, 2,5 uL de buffer (10x), 2,0 yL. de dNTPs (10 mM),
1,5 pL de MgCl; (560 mM), 0,3 pL de Taq polimerasa (Biorom) (5 U/uL), 2,5 yuL de
cada iniciador (10 pmol/uL) y de ADN se utilizaron 2 pyL para un volumen final de
25 pL. Las condiciones de amplificacion, fueron las descritas en la tabla 8. Como
control positivo se utilizé la cepa E09.

3.5.2.-Determinacion de los genes de virulencia:

La amplificacién de los genes KpsMT I, fimH y PAI se realizé en una reaccion de
PCR muiltiple utilizando los oligonucleétidos descritos por Chapman y col. (2006)
(Tabla 7). La mezcla de reaccion estuvo compuesta por 3 pL de agua bidestilada
ultrapura, 2,5 yL de buffer (10x), 2,0 yL de dNTPs (10 mM), 1,5 yL de MgCl, (50

mM), 0,3 UL de Taq polimerasa (Biorom) (5 U/uL), 2,5 UL de cada iniciador (10
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pmol/uL) excepto para el fimH que se utilizaron 2 yL y de ADN se utilizaron 2 pL
para un volumen final de 25 pL. Las condiciones de amplificaciéon estan descritas
en la tabla 8. Como control positivo se utilizé la cepa E09.

Finalmente los genes papAH, usp y fyuA se amplificaron en una PCR simple cada
uno, utilizando las secuencias descritas por Xia y col. (2011); Nakano y col. (2001)
y Chapman y col. (2006) respectivamente (Tabla 7). En este caso las mezclas de
reaccion estuvieron compuestas por 13 pL de agua bidestilada ultrapura, 2,5 pL de
buffer (10x), 1,5 uL de dNTPs (10 mM), 1,5 uL de MgCl, (50 mM), 0,2 uL de Taq
polimerasa (Biorom) (5 U/uL), 2,5 pL de cada iniciador (10 pmol/pL) y 3 uL. de ADN
para un volumen final de 25 pL. Las condiciones de amplificacién fueron las
descritas en la tabla 8. Las cepas Sc03, E02 y E09 se utilizaron como control
positivo para los genes papAH, usp y fyuA, respectivamente.

3.6- Visualizacion de los amplicones:

Los productos amplificados se observaron realizando una corrida electroforética
en geles de agarosa al 1,5% tefiidos con bromuro de etidio (0,5 mg/ml), como
buffer de corrida se utilizé tris acetato EDTA (TAE) 1X, posteriormente fueron
fotografiados con el sistema iluminador y camara UVP Biodoc-it System. El
tamafo de los amplicones se compar6 con un marcador de peso molecular de 100

pb y 1000 pb (Bioneer).
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Tabla 7: Caracteristicas de los oligonucleétidos empleados para amplificar los

genes de virulencia y los genes utilizados en la agrupacién filogenética de ECUP.

v

jono  Secuencia del oligonuciedtido | Tamafio | Referencia
_de ADN , : ‘ __| amplicén
chuA chuA 1 5-GACGAACCAACGGTCAGGAT-3'
279 pb
chuA 2 5-TGCCGCCAGTACCAAAGACA-3'
yjaA yjaA 1 5-TGAAGTGTCAGGAGACGCTG-3'
211pb | Clermonty
yjaA 2 5'-ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC-3’ col.,2000
TspE4.C2 TspE4.C2 1 5-GAGTAATGTCGGGGCATTCA-3’
152 pb
TspE4.C2 2 5'-CGCGCCAACAAAGTATTACG-3
KpsMT II KpsMTIIFw 5-GCGCATTTGCTGATACTGTTG-3’
272 pb Chapman y
KpsMTIIRw 5-CATCCAGACGATAAGCATGAGCA-3’ col.,2006
fimH fimHFw 5- TGCAGAACGGATAAGCCGTGG-3'
508 pb h
fimHRw 5~ GCAGTCACCTGCCCTCCGGTAS SPb | Chapman
PAI PAIFw 5- GGACATCCTGTTACAGCGCGCA-3'
930 pb Chapmany
PAIRw 5-TGCCCACCAATCACAGCCGAAC-3’ col.,2006
papAH papAHFw 5-ATGGCAGTGGTGTCTTTTGGTG-3'
720 pb Xiay
papAHRw 5-CGTCCCACCATACGTGCTCTTC-3 col.,2011.
Usp uspFw 5-ATGCTACTGTTTCCGGGTAGTGTGT-3'
1000 pb Nakano y
uspRw 5-CATCATGTAGTCGGGGCGTAACAAT-3’ col., 2001
fyuA fyuAFw 5-TGATTAACCCCGCGACGGGAA-3'
880 pb | Chapmany
fyuARw 5-CGCAGTAGGCACGATGTTGTA-3' col.,2006
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Tabla 8: Condiciones utilizadas en la amplificacién por PCR.

prom—

Genes

Condiciones

chuA
yjaA
TspE4.C2

94°C Bmin_1x

94 °C 1min
55°C 1min 30x
72°C 1min

72 °C 7min 1x

KpsMT I
fimH
PAI

94°C 5min 1x

94 °C 1min
63 °C 1min 30x
72 °C 1min

72 °C 7min 1x

papAH

94°C 5min 1x

94 °C 1min
53°C 1min 30x
72 °C 1min

72°C 7min 1x

usp

94°C 5min 1x

94 °C 1min
57 °C 1min 30x
72 °C 1min

72°C 7min 1x

fyuA

94°C 5min 1x

94 °C 1min
63 °C 1min 30x
72 °C 1min

72°C 7min 1x

LMMFFB-ULA: Laboratorio de Microbiologia Molecular de la Facultad de Farmacia

y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes.
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Figura 13: Diagrama metodologico.
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CAPITULO 4: RESULTADOS

4.1- Reactivacion y reidentificacion de las cepas:

En el proceso de reidentificacion de las cepas en estudio mediante pruebas
convencionales y galerias APl 20E, se pudo observar que el 100% de las cepas
eran fermentadoras de la lactosa, oxidasa negativas, productoras de indol a partir
de triptéfano, decarboxilaban la lisina, ureasa, citrato y reaccién de Voges-

Proskauer negativas, confirmando de esta manera que eran cepas de E. coli.

De igual manera, mediante la técnica del sinergismo de doble disco (SSD) se pudo
observar, tanto en la cepa control positivo como en el 100% de las cepas
analizadas, un ensanchamiento del halo de inhibicién de los discos de ceftazidima
y cefotaxima en presencia de amoxicilina/acido clavulanico, lo que indica que

todas las cepas en estudio eran productoras de BLEE.

4.2 .- Determinacion de los grupos filogenéticos mediante la amplificacién por PCR

de los genes chuA, yjaA y el fragmento de ADN TspE4.C2:

Todas las muestras y los controles fueron sometidos a la deteccién de los genes
chuA, yjaA y el fragmento de ADN TspE4.C2, visualizandose en el control positivo
sefiales de 279 pb, 211 pb y 152 pb, respectivamente (Figura 14). En el 47% de
las cepas analizadas se observé la combinacion de los genes chuA'y yjaA, el 50%
fueron negativas tanto para el gen chuA como para el fragmento de ADN
TspE4.C2 y solo el 3% fueron positivas para el gen chuA y negativas para el gen
yjaA. Segun estos resultados y de acuerdo al esquema dicotomico propuesto por
Clermont y col. (2000) las cepas se distribuyeron en los siguientes grupos
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filogenéticos: 50% (15/30) en el grupo A, 47% (14/30) en el B2 y 3% (1/30) en el

grupo D, para el grupo filogenético B1 no se detecté ninguna cepa (Figura 15).

2000 pb <

1000 pb . EE

500 pb <g

Y -

‘Grupos filogenéticos

Figura 14: Cepas ECUP representantes de los grupos filogenéticos determinados
por PCR multiple. Esc: Escalera de 100 pb; C- : Control negativo; C+: Control
positivo; E15, E18, E19, E20, E22 y Lm12/11: Cepas de E. coli positivas para los
genes chuA, yjaA y el fragmento TspE4.C2; E16, E17 y E21: Cepas de E. coli
positivas para el gen yjaA.

Grupos filogenéticos

ki Grupo A
M Grupo B2
L Grupo D

Figura 15: Distribucion de los grupos filogenéticos en cepas ECUP.

54



4.3- Determinacién molecular de los genes de virulencia fyuA, fimH, PAl, papAH,

uspy KpsMT Il

En cada una de las PCRs utilizadas para la determinacién de los genes usp,
papAH, fyuA, PAI, fimH y KpsMT Il, se observaron en los controles positivos
amplificados de 1000 pb, 720 pb, 880 pb, 930 pb, 508 pb y 272 pb
respectivamente (Figura 16), para las muestras en estudio se determiné que el
80% (24/30) de las cepas ECUP fueron positivas para al menos uno de los genes
de virulencia en estudio, mientras que en el 20% (6/30) de dichas cepas no se
detectaron los genes investigados. Del 80% de las cepas positivas, 50% (15/30)
presentaron mas asociaciones de genes entre ellos, mientras que en el 30% (9/30)
no hubo asociacién de genes, detectandose un solo un factor de virulencia en ese

grupo de cepas (Figura 17).

Realizando la distribucién de la frecuencia de los diferentes genes de virulencia
estudiados, se pudo determinar que los de mayor presencia en las cepas
analizadas fueron el gen fyuA con un 66,7% y el gen fimH con un 53,3%,
seguidos por los genes KpsMT II, usp y PAl con un 36,7%, 26,7% y 20%
respectivamente, mientras que el gen detectado con menor frecuencia fue papAH

con un 6,7% (Figura 18).
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e zqud. KpsMT {l

PAI/fimH/ KpsMTH

Figura 16: PCRs simples y mdltiples para determinar genes de virulencia en cepas ECUP. A: PCR simple para
determinar el gen usp. Esc 1Kb: Escalera de 1000 pb; C-: Control negativo; C+: Control positivo; E2 y E9: Cepas de
E.coli positivas; E3, E4, E5, E6, E7, E8, E10: Cepas de E. coli negativas. B: PCR simple para determinar el gen
papAH. Esc: Escalera de 100 pb; C-: Control negativo; C+: Control positivo; E17: Cepa de E. coli positiva; E12, E14, E15,
E16: Cepas de E. coli negativas. C: PCR simple para determinar el gen fyuA. Esc: Escalera de 100 pb; C-: Control
negativo; C+: Control positivo; Lm23/11, Lm28/11, Lm29/11, E14, E15, E16: Cepas de E. coli positivas; E12, E21, E22:
Cepas de E. coli negativas. D: PCR multiple para determinar los genes PAI, fimH, KpsMT Il. Esc: Escalera de 100 pb;
C-: Control negativo; C+: Control positivo; E14 y E15; Cepas de E. coli positivas; E12, E16: Cepas de E. coli negativas.

56



(10 genes de virulencia

(11 gen de virulencia

i Mas de 1 gende
virulencia

80% cepas
positivas

Figura 17: Distribucion del nimero de genes de virulencia en cepas ECUP.
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M usp
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Figura 18: Distribucion de la frecuencia de los diferentes genes de virulencia

estudiados en cepas ECUP.
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4.4- Distribucion de los genes de virulencia en los grupos filogenéticos de las

cepas ECUP analizadas:

Con base en los resultados obtenidos se analizé la asociaciéon de los grupos
filogenéticos con los genes de virulencia detectados en las cepas ECUP
estudiadas pudiéndose observar que en las cepas del grupo filogenético B2 se
detectaron todos los genes de virulencia investigados, seguido en orden de
frecuencia las cepas del grupo A presentaron 4 factores de virulencia de los seis
investigados y solo tres de estos genes fueron detectados en las cepas del grupo
D. De igual manera se pudo observar que los genes fyuA y fimH estuvieron
presente en todos los grupos filogenéticos, mientras que los genes PAl/ y papAH
sélo se detectaron en las cepas de los grupos filogenéticos A y B2, el gen usp en
las cepas del grupo B2 y el gen KpsMT |l en las cepas de los grupos B2 y D (Tabla
9)

Tabla 9: Distribucion de los genes de virulencia en los grupos filogenéticos de
cepas ECUP.

~ Gende |  ORUPOSFILOGENETICOS
fyuA 7 (46.7%) 12 (85.7%) 1 (100%)
fimH 4 (26.7%) 11 (78.5%) 1 (100%)
PAI 1(6.7%) 5 (35.7%) 0 (0%)
papAH 1(6.7%) 1(7.1%) 0(0%)
usp 0 (0%) 8 (567.1%) 0 (0%)
KpsMT I 0 (0%) 10 (71.4%) 1 (100%)

Sideréforo yersineabactina (fyuA), fimbria tipo 1(fimH), isla de patogenicidad (PAJ), fimbria P

(papAH), proteina uropatégena especifica (usp), capsula tipo I (KpsMT Ii).
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4.5 .- Perfil de genes de virulencia:

Al analizar el nUmero de genes de virulencia presentes en las cepas estudiadas,
se pudieron establecer 6 patrones genotipicos y de acuerdo al perfil de asociacién
de dichos genes se establecieron dos variantes para cada patrén, excepto para el
patron | (Tabla 10). El patrén genotipico detectado con mayor frecuencia en las
cepas ECUP estudiadas fue el patron Il con un 30,1%, estando constituido por
cepas que presentaron un solo gen de patogenicidad, pudiendo ser el gen fyuA
(Patréon lla) o el gen fimH (Patrén lib). El segundo patrén genotipico mas
frecuente, fue el V con un 26,7%, este se correspondi6 al grupo de cepas ECUP
que presentaron 4 genes de virulencia con sus variantes Va:usp-fyuA-KpsMTII-
fimH y Vb:fyuA-KpsMTII-PAI-fimH. En menor frecuencia se observaron los
patrones genotipicos | con un 20%, el lll con un 10% y los patrones IV y VI con un

6,6 % cada uno.

La relacion de la distribucién de los patrones genotipicos, los grupos filogenéticos
y el perfil de BLEE en las cepas ECUP analizadas se describen en la tabla 11,
donde se muestra que aunque no hubo una distribucion particular de los factores
de virulencia, el grupo filogenético y el tipo de B-lactamasa producido, se pudo
demostrar que las cepas ECUP del grupo filogenético A se ubican principalmente
en los patrones genotipicos correspondientes a los de menor nimero de genes de
virulencia, mientras que el B2, tuvo una tendencia a ubicarse en los patrones mas
complejos que contenian hasta 5 genes de virulencia y la (nica cepa ECUP del

grupo D se ubico en el patrén Vb, caracterizado por 3 genes de virulencia.
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Tabla 10: Distribucion de los perfiles de genes de virulencia en las cepas ECUP.

N"Genesde | Porfil de genes ~ Pawéngenotipico
Viediorels 1 - [Tipo[Var.| N° | TotalN°* | % | Total %
0 - | | 6 6 20 20

fyuA a | 5 9 168 | 30,1
fimH W o | 4 133

2 fyuA-PAI Mla | 2 3 6,7 10
fyuA-fimH m | mb | A 3,3

3 fyuA-PAI-papAH Va | 1 2 3,3 6.6
fyuA-KpsMTII-fimH Vv [Ivb | 1 33

4 usp-fyuA-KpsMTII-fimH Va 6 8 20 26,7
fyuA-KpsMTII-PAI-fimH V [Ww | 2 6,7

5 usp-FyuA-KpsMTII-PAI-fimH Via | 1 2 33 6,6
usp-fyuA-KpsMTII-fimH-papAH VI Vib 1 3,3

Var.: Variantes de los patrones genotipicos.
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Tabla 11: Relacion de la distribucion de los patrones genotipicos, grupos filogenéticos y perfil de BLEE en cepas ECUP.

Patrén genotipico Total
Grupos Tipos
Filogenéticos _de BLEE | lla ilb illa | Hlib | IVa | IVb Va Vb | Vla | Vib
A
CTX-M-15 | N° de cepas 5 5 3 1 1 50130/
% 16,7% | 16,7% | 10,0% 3,3% | 3,3% i
Total N° de cepas 5 5 3 1 1 15
Total % 16,7% | 16,7% | 10% 3,3% | 3,3% 50%
12
CTX-M-15 | N° de cepas 1 2 5 2 |1 1 40%
B2 7 % 3,3% 6,7% 16,7% 16,7% | 3,3% | 3,3%
CTX-M-32 | N° de cepas 1 1
% 3,3% 3,3%
TEMy | N°de cepas 1 1
SHV % 3,3%  3,3%
Total N° de cepas 1 1 2 6 2 1 1 14
Total% 3,3% 3,3% |6,7% 20% [6,7% |3,3% | 3,3% | 46,6%
D CTX-M-15 | N° de cepas 1 1
% 3,3% 3,3%
Total N° de cepas 1 1
Total % 3,3% 3,3%
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CAPITULO 5; DISCUSION

E. coli es el agente causal mas frecuentemente aislado en las ITU (80%) (Starcic-
Erjavec y c¢ol.,2008; Tiba y col,2008), generando una importante morbilidad
principalmente en mujeres con un 80%, mientras que en los hombres es 20%
(Montiel y col.,2011). Las cepas causantes de dichas infecciones son un grupo
genéticamente heterogéneo debido a que poseen una variedad de factores de
virulencia y estrategias que facilitan la colonizacién, invasidn y persistencia dentro
del tracto urinario (Tiba y col.,2008; Wiles y col.,2008). Este panorama se ve agravado
por el hecho de que las cepas de E. coli productoras de BLEE, a pesar de estar
tradicionalmente asociadas a infecciones hospitalarias, en los ultimos afos se han

aislado con mayor frecuencia en ITU adquiridas en la comunidad (ITU-com) (Ruppé

y col.,2009; Hernandez,2011).

La intervencion en la prevencién de las infecciones extraintestinales por E. coli
requiere del conocimiento de la capacidad patogénica de E. coli durante una ITU,
la cual, se puede predecir tanto por los antecedentes filogenéticos de la bacteria,

como por el perfil de los factores de virulencia que esta posea (Johnson y Stell,2000).

En este estudio, que es el primero en su estilo, donde se analizé una coleccion de
30 cepas de E. coli productoras de BLEE en su mayoria (96,7%) de tipo CTX-M
provenientes de pacientes con [TUps adquiridas en la comunidad, se pudo
determinar que hubo una distribucion homogenea de las cepas ECUP estudiadas
entre los grupos filogenéticos A y B2, ya que pertenecian en un 50% al grupo A y
un 47% al B2, este resultado difiere relativamente con lo reportado por Takahashi

y col. (2006), Starcic-Erjavec y col. (2008) y Ruppe y col. (2009), quienes refieren
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en sus respectivos estudios que las cepas ECUP pertenecen en su mayoria al
grupo filogenético B2. Sin embargo, los resultados aqui presentados se
correlacionan con los reportados por Moreno y col. (2006), demostrando que a
pesar de que tradicionalmente se ha establecido que las cepas del grupo
filogenético A son cepas comensales (Xia y col.,2011; Pitou,2012), estas cepas ECUP
pueden producir ITU. Las diferencias en la capacidad patogénica de las cepas del
grupo filogenético A puede explicarse por el nimero o tipo de genes de virulencia
que posea la bacteria y por el hecho de que dichos genes se encuentran
contenidos en islas de patogenicidad que pueden transmitirse 0 no de una cepa a

otra (Fernandez y col.,2004, Schmidt y Hensel,2004).

La amplia distribucién de los genes fyuA, fimH, PAI, papAH, usp y KpsMT I
observada en este estudio (80%) y el hecho de que dichas cepas contengan
genes blacrx.m, blatem y blasyy (Hemandez,2011), indican que existe una carga de
factores de virulencia importante que le permiten a estas ECUP ejercer su papel
patdégeno en el tracto urinario de pacientes de la comunidad. Por otro lado, es
importante sefialar que en el 20% de las cepas ECUP analizadas en las cuales no
se detectaron ninguno de los genes en estudio, pudieran portar otros genes de
virulencia no investigados en este trabajo y que justifican su capacidad para

producir ITU.

El analisis de la distribucion de cada uno de los genes de patogenicidad
estudiados en las cepas ECUP demostré que el gen mas frecuente (66,7%) fue el
fyuA, el cual codifica para el sideroforo yersiniabactina. Este resultado es avalado

por otros estudios (Moreno y col.,2006; Takahashi y col.,2006) donde también reportan el
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gen fyuA como uno de los mas prevalentes (66,8% - 82,0%) en cepas ECUP que
causan ITU. La amplia distribucién de este gen se explica por la necesidad de E.
coli de poseer factores de virulencia que le faciliten la utilizacién del hierro del

hospedero para poder crecer y multiplicarse en el tracto urinario (Brooks y col.,2008;

Winn y col.,2008).

Otro de los genes investigados en las ECUP analizadas, fue el gen fimH que
codifica la fimbria tipo 1 en E. coli. A pesar de que fue el segundo mas frecuente
(63,3%) dicho porcentaje es similar a lo reportado en otros estudios por Moreno y
col. (2006) (86,5%), Takahashi y col. (2006) (95%) y Tiba y col. (2008) (97,5%), lo
que demuestra que la fimbria tipo 1 es uno de los factores de virulencia mas

importantes para el desarrollo de una ITU.

La baja frecuencia del gen papAH (6,7%) en la coleccion de ECUP estudiada,
concuerda con lo reportado por Takahashi y col. (2006) y Tiba y col. (2008),
quienes indican que el gen papAH fue el menos frecuente (32,7% y 39%
respectivamente) en cepas ECUP causantes de ITU, esto se explica por el hecho
de que la coleccion de cepas analizadas tanto en este estudio como en los de
Takahashi y col. (2006) y Tiba y col. (2008), provenian de pacientes con ITUpgjo.
La base fundamental de dicha explicaciéon es que los receptores para las fimbrias
P (papAH) se encuentran en mayor proporciéon en el riibn y no el tracto urinario

bajo (Edmody y col.,2003).

En la coleccion de ECUP analizadas, otro de los genes detectados con baja
frecuencia (26,7 %) fue el gen usp, lo que se correlaciona con lo reportado por Tiba
y col. (2008) en cepas ECUP aisladas de pacientes con cistitis en Brasil (22.2%),
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sin embargo, estos hallazgos difieren con lo reportado en otros paises como
Jap6n y Eslovenia por Kurazono y col. (2000) (80%) y Starcic-Erjavec y col. (2008)
(44%) respectivamente, lo que evidencia una clara variacion en la distribuciéon de
este gen en los diferentes continentes. Esta variacion geografica apoya lo referido
por Tiba y col. (2008) y Wiles y col. (2008) quienes refieren que las cepas ECUP
son un grupo genéticamente heterogéneo ya que los genes que codifican los
factores de virulencia en E .coli estan localizados en islas de patogenicidad que se
pueden transmitir vertical y/u horizontalmente de una cepa a otra facilitando asi
dicha variabilidad. Otros autores (Pitou y col.,2005) observaron diferencias en la
distribucion del gen usp de acuerdo a la presencia o0 no de los genes blacrxwm
siendo menos frecuente (16%) en cepas CTX-M positivas, esto puede explicar la
baja frecuencia del gen usp en la coleccion de cepas ECUP analizadas en este
estudio ya que el 96,7% de ellas eran CTX-M positivas. La relacién entre la
positividad de las CTX-M con la baja frecuencia del gen usp puede ser por la
pérdida de algun fragmento de ADN que contenga el gen usp al adquirir los genes
blacrx.s En estudios realizados en Venezuela (Quiroz,2012) en cepas de E. coli
productoras de septicemia nosocomial, se puede observar que también existen
diferencias en la distribuciéon del gen usp seguin el patotipo de la cepa estudiada,
ya que en dicho estudio reportan una distribucién para este gen de 4,5%, siendo

mucho menor a lo reportado en la coleccién de cepas ECUP estudiadas.

Al analizar los resultados obtenidos en la asociacion de los grupos filogenéticos
con los genes de virulencia detectados en las cepas ECUP en estudio, se

establece que los genes fyuA y fimH son importantes para el desarrollo de ITUs

65



adquiridas en la comunidad ya que dichos genes fueron detectados en todos los
grupos filogenéticos de las ECUP analizadas. Por otro lado, se puede decir que
los genes usp y KpsMT Il no fueron importantes para el establecimiento de ITUs,
ya que los mismos no se detectaron en las cepas del grupo filogenético A pero si
en las cepas del grupo B2. Esto explicaria por qué las cepas del grupo A son
consideradas, menos patégenas que las del grupo B2 (Xia y col.,2011; Pitou,2012). Sin
embargo, los resultados aqui presentados dejan claro que las cepas del grupo
filogenético A tuvieron la misma capacidad que las cepas del grupo filogenético B2

y D para causar ITU en pacientes comunitarios.

De acuerdo a los perfiles genotipicos establecidos se observé que la asociacion
mas frecuente (20%) fue la del perfil Va:usp-fyuA-KpsMTIl-fimH. Esto no se
correlaciona con lo reportado por Quiroz (2012) en Venezuela, ya que su estudio
indica al perfil Vb:fyuA-KpsMTII-PAI-fimH como el mas frecuente, lo que
demuestra que son cepas con carga genética diferente, esta variabilidad se debe
a que las cepas analizadas por Quiroz (2012) estan relacionadas a pacientes
hospitalarios con historia de septicemia nosocomial y fueron aisladas en otra
region del pais, por lo tanto expresan otro tipo de factores de virulencia para

producir dicha patologia.

La asociacion entre el perfil genotipico y el grupo filogenético de las cepas ECUP
analizadas confirm6 una vez mas que las cepas de los grupos filogenéticos B2y D
contienen mas numero de genes de virulencia que las cepas del grupo A. Esto se
correlaciona con lo reportado por Soto (2006) y Moreno y col. (2006), quienes

sefialan la misma relacion, lo que indica que las cepas ECUP del grupo A, a pesar
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de contener menos genes de virulencia son igualmente capaces de causar una
ITU y que dicha capacidad pudiera estar relacionada con la presencia de otros
genes no investigados en este estudio o con otros factores dependientes de los

pacientes y no con el numero de genes que estas posean.

Los hallazgos de este estudio representan un aporte importante en el ambito
cientifico venezolano, ya que por primera vez en este pais se reportan las
caracteristicas genéticas que describen la potencialidad patogénica relacionada a
los grupos filogenéticos en cepas ECUP causantes de ITU a nivel de la
comunidad, esto permite conocer mejor la carga genética de las cepas que
circulan en nuestro medio y en un futuro poder aplicar medidas de prevencion mas
eficaces para disminuir la frecuencia de este tipo de enfermedad causada por E.

coli en la poblacién.
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CONCLUSIONES

1.- Mediante la amplificacion por PCR de los genes chuA, yjaA y el fragmento de
ADN TspE4.C2 se logré la determinacion de los grupos filogenéticos en el grupo
de cepas ECUP analizadas causantes de ITU adquiridas en el area urbana de
Mérida, las cuales se distribuyeron indistintamente en los grupos filogenéticos A y

B2 y en menor proporcion en el grupo D.

2.- Mediante las reacciones de PCRs optimizadas para este estudio se lograron
determinar los genes de virulencia KpsMT ll, fimH, PAI, fyuA, usp y papAH en la
coleccidn de cepas ECUP analizadas, siendo los genes fyuA y fimH los mas

prevalentes y el menos frecuente el gen papAH.

3.- El gen de virulencia fyuA fue el de mayor distribucion entre los grupos
filogenéticos A, B2 y D, ademas se observaron diferencias importantes en la
prevalencia de los genes usp y KpsMT Il en las cepas de los grupos filogenéticos

AyB2.

4 .- La mayoria de las ECUP analizadas presentaron el patrén lla que corresponde
a la presencia del gen de virulencia fyuA, mientras que en las cepas donde se
observaron agrupaciones de genes, el mas frecuente fue el perfil Va: usp-fyuA-

KpsMTII-fimH.

5.- La asociaciéon del perfil patogénico y los grupos filogenéticos arrojé que las
cepas ECUP del grupo A tenian menos genes asociados que las cepas de los

grupos B2 y D, ademas las 29 cepas ECUP que contenian genes blacrx.u se
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distribuyeron invariablemente en los diferentes patrones genotipicos y grupos

filogenéticos detectados en las ECUP analizadas.
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RECOMENDACIONES
Referidas al trabajo:

1.- Complementar los estudios de cepas de E. coli multirresistentes con la
investigacion molecular de genes de virulencia y sus grupos filogenéticos, asi
como relacionarlos con los factores predisponentes del hospedero y el sindrome

clinico especifico que causan.
2 .- Incluir cepas bacterianas de origen hospitalario.
Generales:

1.- Establecer estrategias epidemiolégicas y medidas de higiene para controlar la
diseminacion de cepas con grandes cargas genéticas virulentas hacia la
comunidad ya que pueden empeorar el panorama de morbilidad en este grupo

poblacional.

2.- Mantener bajo vigilancia epidemiolégica las cepas ECUP aisladas en la
comunidad de Mérida, para detectar a tiempo cualquier cambio en su

comportamiento como cepas patogenas.
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