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RESUMEN:
Escherichia coli es el principal agente causal de infecciones de tracto urinario (ITU), se clasifica en

4 grupos filogenéticos: A, B1, B2 y D. Los dos primeros asociados a cepas poco virulentas y
comensales y los ultimos dos con cepas virulentas y extraintestinales. Este trabajo tuvo como
objetivo relacionar los grupos filogenéticos de una coleccién de cepas de E. coli con caracteristicas
microbiolégicas. A 171 cepas de E. coli de pacientes con diferente diagnéstico clinico inicial, se les
extrajo ADN gendmico, se determiné sus grupos filogenéticos mediante PCR multiple (PCRm).
Estos resultados se analizaron con el expediente clinico y seroldgico de cada cepa. El 24.6% (29
cepas) de los pacientes tenian diagnéstico de ITU y las demas cepas fueron aisladas de pacientes
con un primodiagnéstico diferente a ITU. Se hizo una clasificacion filogenética a esta coleccién de
cepas y se analizaron los resultados con sus caracteristicas serologicas y el cuadro clinico que
desarrollaron en el paciente. Los serogrupos mas comunes fueron O4 (10.62 %), O6 (8.26 %) y
con 5.9 % 02, 025 y O86. Los serotipos mas frecuentes fueron: O4:NM (9.44 %), O6:H1 (8.26 %),
O1:H6 (4.72 %) y O25:H4 (4.72 %). El grupo mas frecuente fue el A (33.12 %), después el grupo D
(29.44 %) y el grupo B2 con 22.08 %. De las 29 cepas aisladas de pacientes diagnosticados con
ITU, el 12.98 % son grupo A, el 10.62% grupo B2 y un 8.26% son D. 5.9% de las cepas del grupo
D causaron sepsis, B2 y A solo participaron con un 2.36% en este evento. La agenesia vaginal
favorecio la ITU por D y A con 9.44% y 7.08% respectivamente. Concluimos que aplicar técnicas
moleculares para clasificar filogenéticamente a E. coli es un método sencillo para obtener
informacion sobre las caracteristicas patolégicas de cada grupo.

1. INTRODUCCION

Las infecciones de tracto urinario son una de las principales causas de muerte a nivel mundial,
estas son causadas por microorganismos patégenos que logran invadir y colonizar alguna region
de este aparato, ya sean las vias bajas (uretra, vejiga y prostata) o las altas (rifiones). El desarrollo
de la infeccién puede ser sintomatico o asintomatico, con lo que se dificulta su deteccién y por lo
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tanto el inicio de un tratamiento adecuado (Barragan et al. 2005; Arenas et al. 2012; Rendén et al.
2012). E. coli uropatégena (UPEC) es responsable de mas del 80% de las ITUs. La anatomia del
aparato genitourinario femenino es un factor que influye en que estas infecciones se desarrollen
mayormente en mujeres que en hombres, a esto cabe afadir que entre el 16.8% y el 46% de las
ITUs son observadas en pacientes con anomalias del tracto urinario, de las que el reflujo vesico-
uretral es el mas significativo (Diaz et al. 2007). En cuanto a los aspectos fenotipicos de UPEC y
que favorecen a su virulencia encontramos adhesinas (Afa/Dr), fimbrias (tipo 1, P, S y ecp),
sideréforos (Aerobactina y iut) y toxinas (CNF-1 y hemolisina), todos ellos caracteristicos de UPEC
(Johnson et al. 1988; Slacech et al. 2008; Martinez et al. 2012).

La serologia es otro factor relacionado a las ITUs, ya que cada patotipo de E. coli, expresa
antigenos O, H y K diferentes. A esto podemos afadir que el 75% de todas las ITUs son causadas
por solo 6 grupos O distintos.

E. coli puede ser clasificada en 4 grupos filogenéticos, dos de ellos propios de cepas comensales y
poco virulentas (A y B1) y los otros tipicos de cepas extraintestinales y virulentas (B2 y D) (Bashir
et al. 2012). Se ha reportado que las cepas pertenecientes al grupo B2 expresan una mayor
cantidad de factores de virulencia (Clermont et al. 2008) lo que convierte a las cepas
pertenecientes a este grupos, las mas frecuentes en casos de cistitis complicada, no complicada y
la bacteriuria asintomatica complicada (Takahashi et al. 2006). Las cepas del grupo D también
presentan factores de virulencia de UPEC, lo cual las hace participes de las infecciones de tracto
urinario aunque con menor frecuencia que el grupo B2. (Clermont et al. 2000; Johnson et al.
20001). Se ha observado que las cepas 025, pertenecientes al grupo filogenético B2, expresan (-
lactamasas de amplio espectro (ESBL por sus siglas en ingles) como las enzimas CTX-M, las
cuales han sido descritas en infecciones tanto nosocomiales como comunitarias (Clermont et al.
2008)

2. TEORIA

El uso de marcadores moleculares ha acelerado el proceso diagnéstico de las ITUs, de igual nos
brinda informaciéon tanto para administrar el tratamiento adecuado y para hacer estudios
epidemioldgicos (Landgraf et al. 2012). Esto es de importancia ya que en tiempos recientes
diversas cepas han desarrollado multirresistencia hacia los farmacos usados en su tratamiento,
esto por un diagndstico tardio o un tratamiento inadecuado. Dicha resistencia se ha reportado a
nivel mundial, principalmente hacia B-lactamicos (penicilina), aminoglucésidos (amikacina) y
cefalosporinas (Cefotaxima, cefalotina y ciprofloxacina). (Aguirre et al. 2007; Lautenbach y Polk et
al. 2007; Mandal et al. 2012).

Los serogrupos asociados con UPEC mas comunes son O1, 02, 04, O6, O7, 08, 09, 011, 012,
014, 015, 016, 017, 018, 021, 022, 025, 050, 075, O77, O78, 081, 083, 085, y 086. Y de
estos los que mas se encuentran en UTIs son O1, 02, 04, 06, O17, 025 y O75 (Ananias et al
2008; Molina et al. 2011) siendo 025 el mas frecuente de todos (Jadhav et al. 2011). Se ha
encontrado una relacién entre el serogrupo y la expresion de ciertos factores de virulencia (Molina
et al. 2011).
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Las cepas pertenecientes al grupo filogenético B2, ademas de ser las mas representativas de
UPEC, se han asociado con la formacién de B-lactamasas. La determinacién del grupo filogenético
podria ser Gtil para encontrar una relacion entre serogrupos productores de ESBL, como es el caso
del serogrupo 025, el cual comparte ciertas caracteristicas de multiresistencia con otras cepas de
distribucion mundial, y otros serotipos de mayo impacto mundial, como la clona B2-O25b-ST131-
CTX-M-15 (Jadhav et al. 2011). En el afio 2000 Clermont et al. reportaron un método de
clasificacion filogenética mediante la amplificacién por PCR multiple de los genes chuA, yjaA y el
fragmento TSPE4.C2. Lo cual mejora en costos y tiempo la detecciéon de cepas pertenecientes al
grupo B2.

El estudio de las clonas del grupo B2 y en general de los diferentes grupos clonales, nos permitira
entender los mecanismos evolutivos por los que el primer grupo obtuvo la capacidad de virulencia
y de resistencia hacia los antibidticos, caracteristicas que en tiempos recientes, se ha ido
manifestanto mas y mas en las cepas pertenecientes al grupo A, Lo cual nos habla de un
constante intercambio de material genético por parte de estos microorganismos (Le gall et al.
2007). En este trabajo también se pretende asociar los antecedentes clinicos con los grupos
filogenéticos y el serotipo.

3. PARTE EXPERIMENTAL

Se usaron 171 cepas de E. coli aisladas de pacientes con diagnostico de ITU o con sospecha de
ITU como una complicacion del cuadro clinico inicial. Las cepas fueron obtenidas del departamento
de salud publica de la facultad de medicina de la UNAM. Se crecieron en agar LB y se realiz6 una
extraccion de DNA cromosomal para hacer la determinacion de grupo filogenético mediante PCR
multiple. Se analizaron estos resultados con el expediente clinico y la serologia que venian
adjuntos.

¢ Metodologia

Crecimiento en agar LB: Se hizo una siembra por estria en Agar Luria Bertani (LB) y se incubé toda
la noche, Posteriormente se realizo el protocolo de extraccion de DNA cromosomal y se congelaron
las muestras para su almacenamiento.

Reaccion en cadena de polimerasa multiple (PCRm): Mediante el protocolo de Clermont se
amplificaron los genes chuA, yjaA y el fragmento TspE4.C2 para hacer la clasificacion filogenética
de las muestras, la efectividad del protocolo se comprobé usando cepas de EHEC O157:H7, E. coli
K-12 y CFTO73 como controles positivos. El PCRm se llevé a cabo en un volumen final de 20 uL,
usando 1X de Buffer, 1.5 mM de MgCl2, 0.5 mM de cada oligonucleétido, 0.2 mM de DNTPs, 1
U/uL de Taq Pol y 0.0135 ug/uL de DNA.

Electroforesis en gel de agarosa: L os amplificados de PCRm se corrieron en gel de agarosa al
1.5%, para el corrimiento se usd solucion TAE 0.5X. El gel se tifid en bromuro de etidio y se
registré el resultado con un fotodocumentador de luz Ultravioleta.

Andlisis de resultados: Los resultados de la clasificacion filogenética se analizaron con el
expediente clinico y seroldgico con el que obtuvimos las muestras.
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4. CONCLUSIONES

Los serogrupos mas comunes fueron O4 (10.62 %), O6 (8.26 %) y con 5.9 % 02, 025 y 086.

Los serotipos mas frecuentes fueron: O4:NM (9.44 %), O6:H1 (8.26 %), O1:H6 (4.72 %) y O25:H4
(4.72 %).

Tanto los serogrupos como los serotipos encontrados tienen relacion con cepas de UPEC.

El grupo filogenético mas frecuente fue el A (33.12 %), después el grupo D (29.44 %) y el grupo B2
con 22.08 %.

El 24.6% (29 cepas) de los pacientes tenian diagndstico de ITU. De estas cepas, el 12.98 % son
grupo A, el 10.62% grupo B2 y un 8.26% son D.

5.9% de las cepas del grupo D causaron sepsis, B2 y A solo participaron con un 2.36% en este
evento.

La agenesia vaginal favorecio la ITU por D y A con 9.44% y 7.08% respectivamente.

Aunque al grupo filogenético A pertenecen cepas comensales y poco virulentas, este fue el mas
encontrado durante la investigacion.

La virulencia de UPEC no es un factor aleatorio, sino el resultado de la combinacion de los
elementos adecuados.

Aplicar técnicas moleculares para clasificar filogenéticamente a E. coli es un método sencillo para
relacionarla con la informacion sobre las caracteristicas clinicas de cada grupo e inferir un poco
sobre sus caracteristicas patogénicas.
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