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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tiene como finalidad detectar los genes que codifican los
factores de virulencia de Escherichia coli BLEE positivo causante de infecciones del tracto
urinario en mujeres que acudan al Hospital “Manuel Ygnacio Monteros” durante el periodo
marzo-agosto 2017. Se recolect6 un total de 44 cepas, de las cuales 42 (95,45%)
correspondieron a Escherichia coli cuya identificacion se realiz6 mediante pruebas
bioquimicas y siembra en medios CLED (Cysteine Lactose Electrolyte Deficient) y EMB (Eosin
Methylene Blue). Posteriormente se confirmé la produccion de betalactamasas mediante la
prueba de sinergia de doble disco, encontrandose 39 (92,86%) cepas productoras de BLEE.
Finalmente se realiz6 la amplificacion de genes de virulencia mediante PCR simple, siendo
los méas prevalentes en; adhesinas: papEF (71,79%), sideroforos: iutA (89,74%), capsula:
kpsMTII (82,05%), toxinas: sat (94,87%), miscellaneous: ompT (87,18%). Los resultados
indican que la combinacion de varios genes implicados en codificar factores de virulencia de

Escherichia coli se encuentran determinando la patogenicidad de la misma.

PALABRAS CLAVE: Escherichia coli, BLEE, ITU, genes, factores de virulencia



ABSTRACT

The following investigation work has as objective to detect the genes that encode the virulence
factors of Escherichia coli ESBL positive cause of urinary tract infections in women who go to
the Hospital "Manuel Ygnacio Monteros" during the period March-August 2017. It was
recollected a total of 44 strains, of which 42 (95.45%) corresponded to Escherichia coli whose
identification was carried out through biochemical tests and sowing in CLED (Cysteine Lactose
Electrolyte Deficient) and EMB (Eosin Methylene Blue) media. Subsequently, the production
of beta-lactamases was confirmed by the synergy test of double disc, finding 39 (92.86%)
ESBL-producing strains. Finally, the amplification of virulence genes was carried out by means
of simple PCR, being the most prevalent in; adhesins: papEF (71.79%), siderophores: iutA
(89.74%), capsule: kpsMTII (82.05%), toxins: sat (94.87%), miscellaneous: ompT (87.18%).
The results indicate that the combination of several genes involved in coding virulence factors

of Escherichia coli are determining the pathogenicity of it.

KEYWORDS: Escherichia coli, ESBL, UTI, genes, virulence factors.



INTRODUCCION

Las infecciones del tracto urinario (ITU) constituyen una patologia muy habitual en mujeres,
no embarazadas, sin comorbilidades, con funcién renal normal, inmunocompetentes y sin
dafio anatémico de la via urinaria (lannacone & Montoya, 2016), no obstante, en algunos
pacientes la infeccion suele ser asintomatica, recurrente o presentar complicaciones graves
como pielonefritis (Forbes, Daniel, & Daniel, 2009). Asi mismo, se conoce que son la principal
causa tanto de infecciones nosocomiales como de infecciones adquiridas en la comunidad
(Renddn, Reyes, Rosas, & Rodriguez, 2012). De manera que entre un 70 % a 95 % de las
ITU son de inicio comunitario y alrededor del 50 % son de origen nosocomial (Millan,
Hernandez, Millan, & Araque, 2014).

Se estima que alrededor del 40% de las mujeres y el 12% de los hombres experimentan al
menos una infeccién del tracto urinario durante su vida y cerca del 25% de las mujeres
afectadas padecen infecciones recurrentes (Gao et al., 2017), mientras que en el caso de los
hombres la incidencia en adultos con un promedio de edad de 50 afios es menor al 1%,
incrementandose después debido al aumento en el tamafio de la préstata (lannacone &
Montoya, 2016).

Las bacterias que comunmente causan infecciones del tracto urinario son gram negativas
como Klebsiella spp, Proteus spp, Enterobacter spp y Escherichia coli, asi como también
gram positivas (Calderén et al., 2013). Sin embargo, se considera que en este tipo de
infecciones son responsables aquellos microorganismos de la microbiota del colon,
predominando Escherichia coli (Diaz, Acosta, Pérez, & Hernandez, 2017), a su vez, en
condiciones normales, Escherichia coli establece una relacion simbidtica con el huésped y
cumple un papel importante promoviendo la estabilidad de la microbiota intestinal normal, por
el contrario, para producir infecciones debe adaptarse al ambiente del huésped ya sea vejiga,
riidn y torrente sanguineo (Miranda et al., 2015), mientras que los factores de virulencia
desempefian un rol importante en la patogenicidad de la misma, ademas de los genes
relacionados con los sistemas de adquisicion de hierro, adhesinas, proteinas y toxinas, es
decir esta amplia gama de factores de virulencia contribuyen a la colonizacion e invasion del
huésped, asi como también la formacion de biofilm, dafio tisular, activacion de la respuesta

inflamatoria y la evasién de la respuesta inmune (Paniagua et al., 2017).

De hecho, se considera que las ITU son una de las infecciones bacterianas mas comunes, y
representan aproximadamente 150 millones de casos al afio en todo el mundo, constituyendo

un problema de salud publica (Mann, Mediati, Duggin, Harry, & Bottomley, 2017), lo que



implica altos costos sociales en términos de hospitalizacién y gastos médicos que pueden
llegar hasta USD $ 6 mil millones en tratamiento cada afio (Terlizzi, Gribaudo, & Maffei, 2017).
Sin embargo, el tratamiento de las ITU causada por Escherichia coli se ha convertido en un
desafio clinico serio debido a la presencia cada vez mas frecuente de B-lactamasas de
espectro extendido (BLEE) (Blanco et al., 2016) y a la alta frecuencia de infecciones urinarias

recurrentes (Soman & Yuxuan, 2015).

A pesar de la importancia de este problema son escasas las publicaciones que describen las
bases genéticas que sustentan el potencial virulento de Escherichia coli productora de BLEE
gue circulan en la poblacion de nuestra provincia, asi como también no se dispone en la
actualidad de datos consolidados que describan la respuesta que, desde los sistemas y

politicas de salud se ha dado a esta situacion.

Teniendo en cuenta que las cepas de Escherichia coli uropatégena poseen una plétora de
factores de virulencia que contribuyen a su capacidad de causar enfermedad, es importante
identificar y determinar los genes responsables de los factores de virulencia clinicamente
relevantes para desarrollar estrategias terapéuticas y profilacticas novedosas que nos permita
la reduccion de morbilidad y costos en salud asociados con ITU (Sargurunathan
Subashchandrabose & Mobley, 2015).

En la presente investigacion se realizé la caracterizacion fenotipica de Escherichia coli a
través de la siembra en medios diferenciales y pruebas bioquimicas basadas en
caracteristicas metabdlicas, asi también, la prueba de sinergia de doble disco permitié la
confirmacion de BLEE y posteriormente se realizé la amplificacion de regiones genémicas

mediante PCR simple.
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1.1 Infeccion de vias urinarias
1.1.1. Concepto.

Las infecciones del tracto urinario (ITU), hacen referencia a toda invasion microbiana del
aparato urinario que sobrepasa la capacidad de defensa del individuo afectado (Vallejos,
Lépez, Enriquez, & Ramirez, 2010), es decir implica la coexistencia de una serie de
microorganismos con namero suficiente para causar o no sintomas clinicos (Rendén et al.,
2012), sin embargo, la gravedad de la infeccion varia segun el equilibrio entre la cepa

bacteriana infectante y las defensas antibacterianas del huésped (Kdves & Wullt, 2016).

1.1.2. Epidemiologia.

Las ITU, incluidas la cistitis y la pielonefritis, se consideran el segundo tipo mas comuan de
infecciones en humanos. Representan entre 150 y 250 millones de casos en todo el mundo

por afio (Tabasi, Asadi, Habibi, Yekaninejad, & Bouzari, 2015)

No obstante, constituyen una patologia muy habitual en mujeres, no embarazadas, sin
comorbilidades, con funcién renal normal, inmunocompetentes y sin dafio anatémico de la via
urinaria (lannacone & Montoya, 2016). Asi mismo, se conoce que son la principal causa de

infecciones nosocomiales e infecciones adquiridas en la comunidad (Rendén et al., 2012).

Se estima que la tasa de ocurrencia a nivel mundial oscila entre 0,3 y 7,8% en la primera
infancia; en la edad escolar se ubica entre el 1 y el 3% para aumentar en la adolescencia con
el inicio de la actividad sexual. La presencia de bacteriuria en la edad preescolar y escolar
origina un mayor riesgo de presentar una infeccion del tracto urinario (ITU) en la edad adulta:
(Rondén, Rondén, & Orence, 2011) alrededor del 40% de las mujeres y el 12% de los
hombres experimentan al menos una infeccién del tracto urinario durante su vida y cerca del
25% de las mujeres afectadas padecen infecciones recurrentes (Gao et al., 2017), siendo el
pico mas alto de incidencia entre los 18 y 39 afios, mientras que en el caso de los hombres
la incidencia en adultos con un promedio de edad de 50 afios es menor al 1%,
incrementandose después debido al aumento en el tamafio de la préstata (lannacone &
Montoya, 2016). Sin embargo, el tratamiento de las ITU se ha convertido en un desafio clinico
serio debido a la creciente incidencia de patdgenos resistentes a multiples farmacos y la alta

frecuencia de infecciones urinarias recurrentes (Soman & Yuxuan, 2015).

En Ecuador, segun el INEC en el 2016 se reportd que, entre las principales causas de

morbilidad ambulatoria, las infecciones del tracto urinario registran el 3,45%, mientras que en



la Zona 7 el 12,21% y especificamente en Loja el 7,76% (Ministerio de Salud Publica del
Ecuador, 2016).

1.1.3. Etiologia.

Las bacterias que cominmente causan infecciones del tracto urinario estan clasificadas como
gram negativas: “Klebsiella spp, Proteus spp, Enterobacter spp y Escherichia coli” y en menor
grado aquellas bacterias catalogadas como gram positivas “Staphylococcus saprophyticus y
Streptococcus agalactiae” (Calderdn et al., 2013). No obstante, se considera que en este tipo
de infecciones son responsables aquellos microorganismos propios de la microbiota del
colon, predominando Escherichia coli (Diaz et al., 2017), siendo responsable de casi el 80%
de las infecciones agudas no complicadas adquiridas en la comunidad (Robinson, Giarenis,
& Cardozo, 2015).

Escherichia coli (E. coli) es un bacilo gram negativo perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae que coloniza el tracto gastrointestinal del recién nacido a las pocas horas
de vida y, desde ese momento, huésped y microorganismo obtienen mutuo beneficio (Ldsch,
Griboglio, Rivas, & Merino, 2015). Sin embargo, las cepas de E. coli pueden clasificarse en
cuatro grupos filogenéticos (A, B1, B2 y D) tomando en cuenta caracteristicas como: sitio de
infeccion, patogenicidad y resistencia a los antimicrobianos (Pasquali et al., 2015). Asi, las
cepas comensales pertenecientes a los grupos A y Bl son consideradas de bajo poder
virulento, constituyen la microbiota fecal y conviven en forma pacifica con el huésped (Pigrau,
2013), mientras que las cepas pertenecientes a los grupos B2 y D, son consideradas
patdgenas extraintestinales EXPEC que poseen genes que codifican factores de virulencia
(Millan et al., 2014) y son los responsables de promover las etapas de: colonizacion,
adherencia, invasion y la evasién de los mecanismos de defensa del huésped, perteneciendo
Escherichia coli uropatégena al grupo B2, con potencial patogénico en el aparato urinario
(Calder6n et al., 2013).

Sin embargo, el manejo de las infecciones del tracto urinario (ITU) causadas por Escherichia
coli, se ha complicado por la presencia cada vez mas frecuente de 3-lactamasas de espectro
extendido (BLEE) (Pitout, 2012), las cuales son enzimas capaces de hidrolizar o inactivar:
penicilinas, cefalosporinas de primera y segunda generacién, oximino-cefalosporinas vy
aztreonam (Blanco et al., 2016), constituyendo el principal mecanismo de resistencia a los
antibidticos B-lactamicos en bacilos gramnegativos, sobre todo de Escherichia coli (Alvarez,
2010).

No obstante, las B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) son mediadas por plasmidos,

confiriéndoles asi una gran capacidad de diseminacién entre diferentes especies. A su vez,
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las cepas productoras de BLEE pueden presentar resistencia a otros farmacos como los
aminoglucésidos, tetraciclinas y trimetoprim/sulfametoxazol como resultado de la co-

expresion de otros genes de resistencia (Escalante, Sime, & Diaz, 2013).

A escala mundial, las cepas productoras de BLEE, estan ampliamente diseminadas tanto en
los hospitales como en la comunidad (Alvarez, 2010) y existen varios factores asociados a la
presencia de ITU, tales como: uso irracional de antibiéticos de amplio espectro, infecciones
recurrentes, hospitalizacion reciente, nutricion artificial, uso de catéter y hemodialisis,
disminuyendo asi las opciones terapéuticas para las infecciones del tracto urinario (ITU)

causadas por Escherichia coli (Blanco et al., 2016).

Asi mismo, en una investigacion realizada en Loja por Rivera (2014), identificé que el bacilo
gramnegativo implicado con mayor frecuencia en los procesos infecciosos fue Escherichia
coli, siendo el principal mecanismo de resistencia bacteriana las B-lactamasas de espectro
extendido BLEE (71,1%), seguido de carbapenemasas (20%) y B-lactamasas tipo AmpC
(15%).

1.1.3.1. Escherichia coli uropatégena.

Escherichia coli extraintestinal (EXPEC) abarca un grupo variado de Escherichia coli capaz
de causar enfermedad principalmente fuera del tracto gastrointestinal, siendo el patotipo
primario Escherichia coli uropatégena (UPEC). Los UPEC pueden vivir y sobrevivir en el tracto
gastrointestinal pero causan enfermedades cuando ingresan al tracto urinario (Poolman,
2017).

1.1.3.1.1. Patogenia.

En condiciones normales, la orina y vias urinarias son estériles, mientras que la uretra distal
esta colonizada por la microbiota, incluyendo: Corynebacterias, Estreptococos, Estafilococos,
Lactobacilos, etc., pudiendo en ocasiones y de forma transitoria, albergar a otros bacilos
Gram negativos (Miranda et al., 2015). Si existe alteracion, los uropatdogenos que provienen
de la microbiota pueden colonizar el area periuretral, ya sea por el uso de antibiéticos o por
una deficiencia estrogénica posmenopausica (Sheerin, 2015) y para producir infecciones
necesitan adaptarse al ambiente del huésped ya sea vejiga, rifidn y torrente sanguineo
(Miranda et al., 2015), por lo tanto el nivel de infeccion en el tracto urinario depende del
tamano del inGculo, resistencia del huésped y los factores de virulencia (Rondon et al., 2011),
gue desempefan un rol importante en la patogenicidad de la misma y contribuyen a la
colonizacién e invasién del huésped, formacién de biofilms, dafio tisular, activacion de la

respuesta inflamatoria y la evasion de la respuesta inmune (Paniagua et al., 2017).



1.1.4. Vias de infeccion.

Los microorganismos potencialmente patdgenos, alcanzan el tracto urinario por alguna de las

siguientes vias:
1.1.4.1. Via ascendente.

Es la principal via de infeccion, responsable del 95% de los casos (Rondon et al., 2011), en
su mayoria causadas por microorganismos patdogenos que desde el intestino colonizan la
mucosa periuretral (Pigrau, 2013) usando sus adherencias fimbriales hasta llegar a la vejiga
y en algunos casos hasta el rifion (Sheerin, 2015) uniéndose a las células epiteliales
superficiales en una forma tipo 1 dependiente del pilis (McLellan & Hunstad, 2016). Esta
adhesion ayuda al patdbgeno a competir de manera efectiva con la microbiota propia del
huésped y supera otros factores que pueden inhibir que el patégeno se establezca (Curtiss,
Meththananda, & Duckett, 2017). Posteriormente se produce la formacién de biopeliculas y
comunidades bacterianas intracelulares (IBC) donde se forman reservorios intracelulares
quiescentes (QIR) y residen en el uroepitelio subyacente. Luego, se produce la colonizacion
renal y dafio tisular del huésped aumentando el riesgo de bacteriemia/septicemia (Terlizzi et
al., 2017).

1.1.4.2. Via hematdgena.

Es la via de infecciébn menos frecuente, resultando de una bacteriemia prolongada, asociada
con una fuente profunda de infeccion, como la endocarditis. (Walsh & Collyns, 2017). En
recién nacidos o en pacientes portadores de sepsis, la infeccion puede llegar al rifion por via
hematdgena y representa el 3% de todos los casos, siendo los principales gérmenes
causantes Staphylococcus aureus, Salmonella, Pseudomonas y Candida (Rondon et al.,
2011).

1.1.5. Factores de riesgo.

La mayoria de las infecciones urinarias ocurren en personas sin anormalidades en el tracto
urinario, es decir infecciones no complicadas, mientras que las infecciones complicadas
implican alteraciones anatémicas o funcionales, constituyéndose en factores predisponentes
de infeccion (Pigrau, 2013). No obstante, la edad, sexo, actividad sexual y falta de higiene,
conjuntamente con otros factores anatomicos, metabdlicos y genéticos favorecen la infeccion
(Fig. 1) (Walsh & Collyns, 2017).
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Figura 1. Principales factores de riesgo asociados a ITU, en mujeres.

Fuente: (Pigrau, 2013).
Elaborado por: Autor

1.1.6. Factores de virulencia.

Los factores de virulencia son propiedades que permiten a un microorganismo establecerse
sobre un huésped o dentro de él e incrementar su potencial virulento, proporcionando asi una
medida cuantitativa de la patogenicidad (Rondén et al., 2011) y se mide por el nUmero de
microorganismos necesarios para causar una enfermedad. A su vez, estos mecanismos de
patogenicidad emergen al superar las defensas del huésped, siendo capaz asi el
microorganismo de producir dafo, a cualquier nivel, en el hospedero susceptible (Cardenas,
Gandara, & Pérez, 2014).

Escherichia coli uropatégena coloniza la vejiga utilizando una gran variedad de factores de
virulencia, cuyos genes relacionados con los sistemas de adquisicion de hierro (iroN, iutA,
fyuA), adhesinas (fim, afa, sfa, iha, tsh, papC y papA, papEF), proteinas (kpsMT, ompT, iss)
y toxinas (hlyA, sat, astA, vat, usp) desempefian un papel critico en la patogénesis de las
infecciones del tracto urinario (ITU) (Tabla 1) (Fig. 2) (Paniagua et al., 2017), permitiéndoles
asi: invadir, colonizar y sobrevivir en el tracto urogenital (Gao et al., 2017). Dichos genes se
encuentran en el cromosoma bacteriano agrupados en fragmentos de ADN denominados
“islas de patogenicidad” (PAls), con un tamafio entre 20-200 kb, un contenido G+C y un codon
distinto al resto del ADN de la bacteria (Pigrau, 2013). Ademas, las islas de patogenicidad
(PAIs) contienen las secuencias de movilidad que se transfieren horizontalmente entre las

células bacterianas (Safi et al., 2015).
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Figura 2. Principales factores de virulencia de Escherichia coli uropatégena.

Fuente: (Pigrau, 2013).
Elaborado por: Autor

Tabla 1. Genes que codifican factores de virulencia presentes en ExXPEC.

GENES DE VIRULENCIA

GEN DESCRIPCION
ADHESINAS

fimH Fimbria tipo 1

iha Genes homologos adherencia-hierro

papC Pili asociado con pielonefritis

sfa/foc Fimbria S/F1

SIDEROFOROS

fyuA Receptor yersiniabactin
ireA Presunto receptor catecolato sideréforo
iroN Receptor salmochelin
iucD Sintesis aerobactina
TOXINAS
hlyA Hemolisina A
sat Toxina secretora autotransportadora
vat Toxina vacuolada autotransportadora
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MISCELLANEOUS

iss Serina proteasa autotransportadora

traT Proteina de membrana asociada a la resistencia
ompT Proteina de membrana

usp Proteina uropatogénica especifica

Fuente: Modificado de (Maciel et al., 2017)

Elaborado por: Autor

1.1.6.1. Adhesinas.

Una vez que la bacteria penetra en el organismo del huésped, se debe adherir a las células
de un tejido y, para ello, cuenta con medios para fijarse en la puerta de entrada (Cardenas et
al., 2014). Siendo su mecanismo comun la adhesién de las bacterias a moléculas especificas
en la superficie celular del epitelio urotelial seguido por la invasion de éste (Wurgaft, 2010):
por lo tanto, la adhesion entre la bacteria y la superficie del tejido del huésped se logra
mediante adhesinas o ligandos que se unen especificamente a receptores complementarios

de ciertos tejidos del huésped (Cardenas et al., 2014).

No obstante, la adherencia al epitelio urinario es una etapa critica en el establecimiento de la
infeccién, ya que permite a los uropatdégenos resistir las fuerzas hidrodinamicas del flujo de
orina y desencadenar en el huésped y en la bacteria la sefial que resulta en inflamacion y
colonizacioén respectivamente (Pigrau, 2013), mientras que, sin este mecanismo, las bacterias
uropatodgenas que son electronegativas al igual que el uroepitelio, no podrian adherirse a las
células del huésped (Ronddn et al., 2011). Asi mismo, UPEC utiliza flagelos y mecanismos
de adherencia (fimbrias) para moverse y colonizar el tracto urinario respectivamente y evadir

los mecanismos de defensa del huésped (Poolman, 2017).

Las fimbrias o pilis estan constituidas por unidades de proteinas de forma helicoidal, existen
2 tipos de pilis; los pilis tipo | que se encuentra en Escherichia coli tanto patégena y no
patégena cumpliendo un papel importante en la ITU, mientras que los pilis tipo Il, son los
inductores mas potentes de inflamacion y causan la mayor parte de las pielonefritis agudas
(Rondédn et al., 2011). Ademas, los uropatdgenos pueden tener de 10 a 200 adhesinas,
siendo la fibrilina la proteina estructural de las fimbrias y codificada por el operon (pap)
(Miranda et al., 2015). Usualmente, los genes pap A, B, C, D, E, F, G, H, |, codifican las
diferentes proteinas pap, siendo la adhesina papG fundamental en la patogenia de la
infeccién urinaria alta (Rondén et al., 2011), ya que se une a los glicolipidos ubicados en las

células del rifion (Poolman, 2017). Ademas, se asocia a pielonefritis aguda y presentan tres
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variantes moleculares (I, 1l y Ill), las mismas que son codificadas por sus correspondientes
alelos, sin embargo, la variante Il se considera de gran importancia en la produccion de
pielonefritis (Najafi, 2017).

1.1.6.2. Sideré6foros.

Un compuesto muy importante para el crecimiento de las bacterias es el hierro, no obstante,
la concentracion del mismo en el tracto urinario es baja, por tanto algunas bacterias secretan
proteinas llamadas sideréforos con la finalidad de obtener hierro libre (Cardenas et al., 2014).
Los sideréforos son quelantes de hierro férrico de alta afinidad y de bajo peso molecular que
participan en la eliminacion de hierro férrico y desempefian un papel importante en la unién
del hierro libre para promover la colonizacion intracelular de UPEC dentro de las células

epiteliales urinarias y vesicales (Mann et al., 2017).

Escherichia coli uropatégena (UPEC) expresa: catecolatos enterobactina, salmochelin,
hidroxamato aerobactina y yersiniabactina. Sin embargo, las salmolecinas son sideréforos
superiores en presencia de albumina sérica, resultando importante en la patogénesis de
ciertas infecciones por E. coli y Salmonella. Mientras que la aerobactina es un sideroforo
hidroxamato producido por la mayoria de las cepas de E. coli patdégenas, es sintetizado por
los productos génicos codificados por iuc-ABCD y absorbido por la proteina receptora
codificada por iutA (Gao et al., 2012). Asi mismo, los receptores sideréforos requieren un
sistema de adquisicion de hierro de alta afinidad como el complejo Citoplasmatico TonB, que
permite la unién y quelacién del hierro en la superficie celular para promover su absorcion.
Sin embargo, las células uroepiteliales, regulan positivamente los genes del receptor de
transferrina y de la lipocalina para prevenir la eliminacién de hierro bacteriano (Fig. 3) (Terlizzi
etal., 2017).

Extracellular iron
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Figura 3. Sistema de adquisicion de hierro de Escherichia coli uropatdégena.

Fuente: (Wilson, Bogdan, Miyazawa, Hashimoto, & Tsuji, 2016)
Elaborado por: Autor
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1.1.6.3. Antigenos capsulares.

Algunas bacterias pueden causar dafio directo en la superficie de los tejidos, mientras que
otros patdgenos deben penetrar en el organismo, cuyo proceso es realizado por capsulas. La
capsula es una red de polimeros compuestas de polisacaridos que forman una capa
homogénea alrededor de la bacteria (Cardenas et al., 2014), cuya funcion es la proteccion de
UPEC de la respuesta inflamatoria del huésped (Sarkar, Ulett, Totsika, Phan, & Schembri,
2014).

Existen, mas de 180 serotipos diferentes del lipopolisacarido bacteriano (LPS), que consiste
en unaregion central de lipidos A conservaday una regién de antigeno O variable, los mismos
gue median la resistencia de UPEC al suero humano. Asi mismo, la capsula de polisacéarido
de E. coli también es muy variable, con mas de 80 tipos de capsulas diferentes descritos y se
clasifican genéticamente en cuatro grupos principales. Las capsulas del grupo 2 compuestas
de diferentes antigenos K (por ejemplo, K1, K2, K5 y K100) son cominmente expresadas por
muchas cepas de UPEC vy fuertemente asociados a ITU. Los genes implicados en la
biosintesis de las capsulas del grupo 2 se organizan en tres regiones distintas, Las regiones
| (kpsFEDUCS) y lll (kpsMT) se conservan en todos los grupos de genes de la capsula del
grupo 2 y codifican un complejo transmembrana implicado en la exportacion y el ensamblaje

de los polisacaridos capsulares (Goh et al., 2017).
1.1.6.4. Toxinas.

UPEC expresa toxinas que desempefian diferentes roles patogénicos durante la infeccién,
las mismas se clasifican en tres tipos: alfa-hemolisina , factor necrosante citotoxico tipo 1

(CNF1) y la toxina autotransportadora secretada (sat) (Miranda et al., 2015).

La a-hemolisina esta asociada con dafio renal y cicatrizacion, induce oscilaciones de Ca?* en
células epiteliales tubulares renales, lo que potencialmente mejora la ascension y
colonizacién de uréteres y parénquima renal al alterar el flujo normal de orina (Terlizzi et al.,
2017). De igual manera, la "toxina formadora de poros" (hlyA), se encuentra entre los genes
altamente expresados durante el crecimiento de UPEC dentro de las células de la vejiga,
igualmente ingresa a la membrana celular del huésped, causando lisis celular, facilitando asi
la liberacién de hierro y nutrientes que son esenciales para el crecimiento bacteriano
(Sargurunathan Subashchandrabose & Mobley, 2015). Mientras que la toxina (sat) se
caracteriza por sus efectos citopéticos en el rifion y la vejiga; esta toxina puede producir

vacuolizacion en el citoplasma de las células uroepiteliales (Miranda et al., 2015).

1.1.6.5. Miscellaneous.
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Asi mismo, pueden contribuir a la infectividad de Escherichia coli otros genes como la proteina
especifica uropatdgena (usp) (Siqueira et al., 2009) y la proteina de membrana (ompT) cuyos
estudios sugieren que participa en la proteccién contra péptidos catidnicos antimicrobianos
secretados en el tracto urinario (Chang et al., 2010). Ademas, los genes de virulencia
implicados en el aumento de la resistencia frente a los antimicrobianos estan: la proteina
externa de membrana (traT), proteina externa de membrana involucrada en la supervivencia
al suero (iss) y plasmido (cvaC); los cuales en conjunto confieren a Escherichia coli un

aumento en su resistencia frente a los antimicrobianos (Pitout, 2012).

Sin embargo, los factores de virulencia, han experimentado un proceso evolutivo dependiente
de la relacion patdégeno-huésped. A la vez muchos de los avances en el conocimiento de la
patogenicidad bacteriana se han debido al desarrollo molecular, farmacol6gico, bioquimico y
genético. No obstante, cuando se ignoran los factores de virulencia antes descritos y los
mecanismos de defensa del hospedero, también se desconocen los mecanismos por los
cuales podemos combatir a las bacterias. De igual manera el conocimiento acerca de como
las bacterias provocan dafio ha permitido establecer medidas terapéuticas para combatirlas

en forma oportuna y eficaz (Cardenas et al., 2014).
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CAPITULO Il. OBJETIVOS DEL PROYECTO



2.1 Objetivo general del proyecto

v' Determinar la virulencia mediante PCR en cepas de Escherichia coli causantes de
infecciones del tracto urinario en mujeres que acudan al Hospital “Manuel Ygnacio

Monteros” durante el periodo marzo-agosto 2017.

2.2 Objetivos especificos del proyecto

v' Determinar los genes que codifican los factores de virulencia de Escherichia coli
productora de betalactamasas referentes a capsula, adherencia, sider6foros, toxinas

y miscellaneous.

v" Proporcionar informacién epidemiolégica sobre la virulencia de Escherichia coli

productora de betalactamasas y su relacién con la edad y atencion hospitalaria.
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CAPITULO lil. METODOS



3.1 Tipo de estudio

Es una investigacion de tipo descriptivo, prospectivo de corte transversal, cuyo propésito es
determinar la caracterizacion fenotipica y deteccién de factores de virulencia de Escherichia
coli BLEE positiva en mujeres adultas con infeccion del tracto urinario, documentado mediante
cultivo bacterioldégico y amplificacién de genes, con vistas a caracterizar genotipicamente sus

factores de virulencia.

3.2 Recoleccién de la muestra

Se recolectaron cepas presuntivas de Escherichia coli BLEE positivo, identificadas a través
del sistema automatizado Vitek 2-compact y aisladas de muestras de orina de mujeres con
infeccién del tracto urinario del Hospital “Manuel Ygnacio Monteros” durante el periodo marzo-
agosto 2017.

Los cultivos recolectados fueron aquellos que cumplieron con los siguientes criterios:

v' Criterios de inclusion:
o Pacientes mujeres adultas que acudan al Hospital “Manuel Ygnacio Monteros”
durante el periodo marzo-agosto 2017, con infeccion del tracto urinario.

o Cultivos cuyas cepas aisladas sean Escherichia coli BLEE positivo.

v Criterios de exclusion:
o Pacientes nifias y hombres con infeccion del tracto urinario.
o Pacientes que no acudieron al Hospital “Manuel Ygnacio Monteros” durante el
periodo marzo-agosto 2017.

o Cultivos cuyas cepas aisladas no sean de Escherichia coli BLEE positivo.

3.3 Confirmacion de cepas de Escherichia coli

Las cepas presuntivas de Escherichia coli recolectadas fueron llevadas al laboratorio de
Microbiologia del Departamento de Ciencias de la Salud de la Universidad Técnica Particular

de Loja para su posterior confirmacion.
3.2.1. Siembra en medios diferenciales

Las cepas recolectadas fueron sembradas en placas de agar EMB y CLED de la casa
comercial DIPCO, luego se incubaron a 37°C durante 24 horas, observdndose crecimiento
de colonias color verde metalico y amarillas respectivamente, caracteristico de Escherichia

coli.
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3.2.2. Pruebas bioquimicas

Posteriormente se realiz6 la identificaron de cepas basandose en las caracteristicas
metabdlicas de cada una de ellas, mediante pruebas bioquimicas de la casa comercial
HiMedia Laboratories Pvt. Ltd.

3.4 Confirmacién de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE).

Para la confirmacién del patron de resistencia BLEE se realiz6 la prueba de sinergia de doble
disco: las cepas en estudio se inocularon en placas de agar Mueller Hinton usando una
turbidez equivalente al tubo N° 0,5 de la escala de Mc Farland a una temperatura de 35 + 2
°C siguiendo las recomendaciones del Clinical and Laboratory Standart Institute (CLSI, 2012).
Posteriormente, se utilizaron discos de antibidticos especificos para determinar la resistencia:
se coloc6 un disco de amoxicilina/acido clavulanico (AMC) (20/10 pg) en el centro de la placa
y alrededor, a 25 mm de distancia, un disco de ceftazidime (CAZ) (30 ug), cefotaxime (CTX)
(30 ug), cefepime (FEP) (30 ug) y aztreonam (AZT) (30 pg) de la casa comercial Bioanalyse.

La produccion de BLEE se demostrd por la ampliacion del halo de inhibicién o el efecto
sinérgico producido entre el cefotaxime (CTX) (30 ug), ceftazidime (CAZ) (30 ug), aztreonam
(AZT) (30 pg) y amoxicilina/acido clavulanico (AMC) (20/10 ug).

3.5 Conservacion de cepas

Aquellas cepas de Escherichia coli BLEE positivo fueron sembradas en césped en agar
Trypticase Soy Agar (TSA) e incubadas durante 24 horas a 37°C. Luego se conservaron por
duplicado en 1 ml de LB Broth Base mas glicerol de la marca Invitrogen y posteriormente se

almacenaron a -20 °C.
3.6 Extraccion de ADN

A partir de las cepas conservadas, se procedio a realizar una resiembra en agar TSA de cada
una de las muestras y se incubaron a 37°C durante veinticuatro horas. La extraccion de ADN
se realiz6 mediante la técnica de Shock Térmico (Marcano, De Jesus, Hernandez, & Torres,
2011) , para ello se coloc6 una asada de cada cepa obtenida de cultivos frescos en 300pL de
Agua Milli-Q en tubos eppendorf, posteriormente se procedi6 a colocar en bafio maria a 96°C
durante 5 minutos, transcurrido este tiempo se centrifugd durante dos minutos a 11000 rpm
a temperatura ambiente. Seguidamente, se colocé 200 pL de sobrenadante en nuevos tubos
eppendorf, obteniendo asi ADN fresco. Finalmente se cuantificé el ADN obtenido, colocando
2 uL de cada muestra en el NANODROP 2000/2000c.

3.7 Amplificacion de regiones genémicas
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Se realizé la amplificacion de ADN mediante PCR simple utilizando primers de la marca
invitrogen descritos en la tabla 2. Se utiliz6 GoTag Flexi DNA Polymerase de la marca
Promegay se prepard un Mix con los siguientes parametros: 11,25uL de H,O bidestilada, 2uL
de Cloruro de Magnesio (25mM), 5uL de Reaction Buffer 5x Green GoTaq, 0,5uL de dNTP
(10mM), 0,5uL por cada uno de los primers (Forward y Reverse), 0,25 pL de GoTaq
Polymerase (5u/pL) y 5 uL de ADN trabajando con un volumen final de 25 L. Inmediatamente
se procedid a realizar la amplificacién utilizando el termociclador SimpliAmp (Applied
Biosystems) cuyas condiciones fueron iguales y se describen en la Tabla 3, variando

Unicamente los primers y la temperatura de anillamiento especificos para cada gen.

Asi mismo, el célculo de la temperatura de anillamiento se realizé en funcion del ADN
polimerasa utilizada, los primers y la concentracién de los primers (5uM) mediante la
aplicacion Tm calculator de la pagina www.thermofisher.com, cuyos resultados se describen

en la Tabla 2.

Ademas, se emplearon cepas control otorgadas por el Laboratorio de Referencia de la
Universidad Santiago de Compostela, Espafia; a las cuales se les realiz6 la misma

metodologia que las cepas en estudio.

Tabla 2. Primers empleados para la determinacion de los factores de virulencia de Escherichia coli
uropatégena.

Gen Primer Secuencia 5'-3' Tamafio Autor
(pb) _ *T°
ADHESINAS
ATGGCAGTGGTGTCTTTTGGTG F (Wook, Young,
pap A PAPA  cGTCCCACCATACGTGCTCTTC R 720 574 Kuk Kim, &
Seok, 2014)
PAP-3 GCAACAGCAACGCTGGTTGCATCAT F (Wook et al
pap 336 57,7 "
PAP-4 AGAGAGAGCCACTCTTATACGGACA R 2014)
GCAACAGCAACGCTGGTTGCATCAT F (Wook et al
papEF PapEF 336 57,7 "
AGAGAGAGCCACTCTTATACGGACA R 2014)
GTGGATACGACGATTACTGTG F ]
sfaS SFA-S CCGCCAGCATTCCCTGTATTC R 240 52 (Safi et al., 2015)
GCTGGGCAGCAAACTGATAACTCTC F (Wook et al
afa AFA 559 59,8 v
CATCAAGCTGTTTGTTCGTCCGCCG R 2014)
TGTTGGACCGTCTCAGGGCTC F . :
gafD  GAFD 952  s5gg (Servin & Sewin,
CTCCCGGAACTCGCTGTTACT R 2014)
CTGGCGGAGGCTCTGAGATCA F (Momtaz et al
iha Iha 827 61,6 "
TCCTTAAGCTCCCGCGGCTGA R 2013)
TSH-03 GGTGGTGCACTGGAGTGG F . .
tsh 640 538 (Servin & Servin,
TSH-15 AGTCCAGCGTGATAGTGG R 2014)
TOXINAS
sat SAT ACTGGCGGACTCATGCTGT F 387 53,7
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AACCCTGTAAGAAGACTGAGC R

(Servin & Servin,
2014)

SIDEROFOROS

iroN Ironec 665 58,6 o
GACGCCGACATTAAGACGCAG R 2013)
aer851 GGCTGGACATCATGGGAACTGG F
iutA 302 604  (Wooketal,
aer-1152 CGTCGGGAACGGGTAGAATCG R 2014)
FyuA TGATTAACCCCGCGACGGGAA F
fyuA Y gso 568  (Wooketal,
FyuA  CGCAGTAGGCACGATGTTGTA R 2014)
CAPSULA
GCGCATTTGCTGATACTGTTG F
KpsMT  pgiy 270 544  (WoOKetal,
I CATCCAGACGATAAGCATGAGCA R 2014)
TCCTCTTGCTACTATTCCCCCT F
KpSMT o 392  se7  (Wooketal,
Il AGGCGTATCCATCCCTCCTAAC R 2014)
ATCTAGCCGAAGAAGGAGGC F
ompT  OmpT 559 551 (Momtazetal,
CCCGGGTCATAGTGTTCATC R 2013)
MISCELLANEOUS
CACACACAAACGGGAGCTGTT F _
cvaC CVAC CTTCCCGCAGCATAGTTCCAT R 680 57,1 (Safietal., 2015)
CAGCAACCCGAACCACTTGATG F
iss ISS 309 585 (Momtazetal,
AGCATTGCCAGAGCGGCAGAA R 2013)
o RAT GGTGTGGTGCGATGAGCACAG F 260 sy (Servin& Servin
CACGGTTCAGCCATCCCTGAG R ' 2014)
_ AGGCAGGTGTGCGCCGCGTAC F o
ibeA  IBEALD L CGGCAAACCATGC R 170 64 (Najafi, 2017)
ACATTCACGGCAAGCCTCAG F
usp USP 420 57,9 (Momtazetal,

AGCGAGTTCCTGGTGAAAGC R

2013)

* Temperatura de anillamiento calculada mediante la aplicacion Tm calculator de la pagina www.thermofisher.com

Elaborado por: Autor

Tabla 3. Condiciones para PCR.

PASO TEMPERATURA TIEMPO NUMERO DE CICLOS
Desnaturalizacion inicial 95°C 2 minutos 1 ciclo
Desnaturalizacion 95°C 0.5 minutos
Anillamiento Tec ii%icg;? Para 4 5 minutos 35 ciclos
Extension 72°C 1 minuto
Extension final 72°C 1 minuto 1 ciclo
Mantenimiento 4°C Indefinido 1 ciclo

Fuente: Autor
Elaborado por: Autor
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Posteriormente se realiz6 electroforesis en gel de agarosa al 2% de los productos
amplificados, utilizando TBE (Tris-borate-EDTA) 10X y Gel Red 3X de la marca Invitrogen.
Asi mismo, se coloco 1,5 uL de marcador de peso molecular de 100 pb de la marca Invitrogen
y 3uL de cada amplicon en los pocillos respectivos del gel. Para la migracion de ADN se
realizd6 en un buffer de TAE 1X (Tris-acetato-EDTA) de la marca Promega, siendo las
condiciones de migracion de 120V durante 30 minutos, incluyendo controles positivos para
cada gen. Finalmente, las bandas fueron reveladas mediante trasiluminador de UV (Enduro™
GDSTOUCH Labnet).

3.8 Analisis estadistico

El analisis estadistico de los resultados se efectué mediante estadistica descriptiva, en Excel
donde se realiz6 gréaficas y tablas de datos con frecuencias y porcentajes correspondientes.
Ademas, se realiz6 la prueba del Chi-Cuadrado (X2) de Pearson, utilizando el programa
SPSS para Windows.
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION



4.1 Caracterizacion fenotipica de Escherichia coli

En la presente investigacion se recolect6 un total de 44 cepas presuntivas de Escherichia coli
BLEE positivo identificadas mediante el sistema automatizado Vitek 2 compact, cuyas cepas
fueron aisladas de muestras de orina de mujeres adultas con infeccion del tracto urinario que
acudieron al Hospital “Manuel Ygnacio Monteros” durante el periodo marzo-agosto 2017,

obteniendo los siguientes resultados:

Tabla 4. Caracterizacion fenotipica de cepas de Escherichia coli.

CEPAS f %
Escherichia coli 42 95,45%
Klebsiella pneumoniae 2 4 55%
TOTAL 44 100%

Fuente: Autor
Elaborado por: Autor

Figura 4. (A) Colonias de Escherichia coli en agar EMB. Se observa el color caracteristico verde
metdlico. (B) Colonias de Escherichia coli en agar CLED. Se observan colonias y medio de color
amarillo, debido a que Escherichia coli fermenta lactosa, por lo tanto, reduce el pH y modifica el color

del medio.

Fuente: Autor
Elaborado por: Autor

La caracterizacion de Escherichia coli se bas6 en la observacion de las caracteristicas
fenotipicas y metabdlicas, luego de la siembra en Agar EMB, CLED y pruebas bioquimicas;
tal como se observa en la Figura 4, el color verde metalico y amarillo caracteristico de

Escherichia coli luego de la siembra en agar EMB y CLED respectivamente.
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Asi mismo, la tabla 4 nos indica que, del total de cepas recolectadas, el 95,45% (n=42)
corresponde a Escherichia coli; mientras que el 4,55% (n=2) corresponde a Klebsiella
pneumoniae. Estos resultados son consistentes con los obtenidos por Hernandez et al.,
(2017),en un estudio realizado sobre infecciones del tracto urinario, en donde reportaron que
los microorganismos aislados con mayor frecuencia fueron Escherichia coli (88,4%) vy
Klebsiella pneumoniae (4,2%). En Colombia, (Blanco et al., 2016) indicaron que la cepa
aislada con mayor frecuencia y la responsable de infecciones del tracto urinario adquirida en

la comunidad fue Escherichia coli en un 68,5%.

No obstante, en los Ultimos afios en Latinoamérica, la presencia de Escherichia coli causante
de infecciones del tracto urinario ha sido descrita en diferentes estudios, con prevalencias
variables que van desde el 1,7% para paises como Argentina, Brasil, Chile, México y
Venezuela (Qi, Pilla, Yu, & Reed, 2010). Por su parte, en Estados Unidos y Taiwan se han

publicado prevalencias entre el 3y el 8% (Wu, Chen, Hung, & Ko, 2014).

Es asi, que los resultados de la presente investigacion demuestran que las infecciones del
tracto urinario son causadas principalmente por Escherichia coli, asi como también por otras
bacterias Gram-negativas. Ademas, es importante mencionar que en la actualidad se ha
extendido el uso de analizadores automatizados en microbiologia clinica como el VITEK, el
cual permite facilitar el manejo de elevados volimenes de pacientes y reducir
significativamente el tiempo de respuesta de los aislamientos en estudio (Ornelas et al.,
2017). Sin embargo, Romeu et al., (2010), indicaron que la concordancia en la identificacion
bacteriana en su trabajo de investigacién mediante el sistema VITEK fue de 94,5 % en género
y especie, encontrandose 5 resultados discordantes de identificacion, no obstante estos
errores de identificacion pueden estar dados porque no existen marcadas diferencias en la
identificacion bioquimica de los géneros encontrados, sobre todo entre Escherichia spp
(Hervé, 2015).

Por lo tanto, de acuerdo con los resultados encontrados en el equipo de identificacién
bacteriana, éstos deben ser corroborados con alguna otra prueba, sobre todo cuando su
importancia terapéutica podria ser relevante. Igualmente, Hernandez et al., (2017), considera
gue los errores presentados por el sistema VITEK, pueden deberse a la falta de
estandarizacion del indculo. Debido a ello, es de suma importancia que las casas comerciales
mantengan programas de software actualizados ya que no existe un sistema que pueda lograr

el 100% de identificacion de los microorganismos.

Si bien es cierto, las infecciones del tracto urinario han sido ampliamente tratadas con
antibiéticos betalactamicos (Garcia et al.,, 2014), sin embargo, las bacterias han logrado

adaptarse de mejor manera desarrollando mecanismos de resistencia a los antibiéticos
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(Navarro, Calvo, Cantén, Fernandez, & Mirelis, 2011). Es asi que, la resistencia de las
bacterias gramnegativas de importancia clinica a los antibacterianos se presenta
fundamentalmente en Escherichia coli (Casellas, 2011), complicando asi la terapia al limitar

severamente las opciones de tratamiento. (Garcia et al., 2014).
4.2 Confirmacion de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE)

La produccion de BLEE se demostrd por la ampliacion del halo de inhibicion o el efecto
sinérgico producido entre el cefotaxime (CTX) (30 ug), ceftazidime (CAZ) (30 pg), aztreonam
(ATM) (30 pg), cefepime (FEP) (30 ug) y acido clavuldnico como se observa en la Figura 4,
mientras que aguellas cepas que no presentaron dicho efecto sinérgico (distorsion de los

halos de inhibicion) fueron descartadas, obteniendo los siguientes resultados:

Tabla 5. Confirmacion de B-lactamasas de espectro extendido.

BLEE f %
Positivo 39 92,86%
Negativo 3 7,14%
TOTAL 42 100%

Fuente: Autor
Elaborado por: Autor

Figura 5. Prueba de sinergia de doble disco
positivo para BLEE. Se observa el efecto sinérgico
(distorsion de los halos de inhibicion) como indica la
flecha, entre los discos CTX, CAZ, ATM, FEP con
el disco de AMC.

Fuente: Autor
Elaborado por: Autor
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Se identificdé la produccion de betalactamasas en Escherichia coli en un 92,86% (n=39),
mientras que el 7,14% de las cepas no fueron productoras de BLEE (Tabla 5) (Figura 5).
Estos resultados concuerdan con los documentados en México por Navarro et al., (2011), en
el cual reportaron mayor prevalencia de Escherichia coli productora de BLEE (80%). Asi
mismo, en Perl Adrianzén, Arbizu, Ortiz, & Samalvides, (2013), reportaron que el 81% de
cepas de Escherichia coli causantes de infecciones del tracto urinario eran productoras de
BLEE. Ademas estudios llevados a cabo en Ecuador, reportaron que el mayor nimero de
cultivos con microorganismos productores de BLEE pertenecié a Escherichia coli con un
62,5% (Pacheco & Ledn, 2011).

Asi mismo, Marcano et al., (2011), en su investigacién indicaron gue el mecanismo enzimatico
capaz de hidrolizar betalactamicos de amplio espectro fue el fenotipo BLEE (93,8%), seguido
de AmpC reprimido (4,3%) y carbapenemasa (1,9%), en la mayoria de los centros de salud
gue participaron en la investigacién, encontrandose presente estas enzimas en un alto

porcentaje en cepas de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae.

Investigaciones en todo el mundo reportan que la produccién de betalactamasas es el
mecanismo de resistencia bacteriana mas importante, confiriendo resistencia principalmente
a las enterobacterias frente a los antibiéticos betalactdmicos de amplio espectro (Acufia,
Benadof, Rodriguez, & Herrera, 2011). Cabe destacar que las BLEE se han diseminado
peligrosamente en amplias regiones y el éxito de esta diseminacion se debe probablemente
a que el gen de resistencia (blarem, blasny entre otros) es frecuentemente transportado en
plasmidos auto-transmisibles o mdéviles, capaces de diseminarse horizontalmente entre e
intra especies (Gaitan & Espinal, 2009), es asi que, estos plasmidos se dispersan rapido en
los ambientes hospitalarios entre las diferentes especies bacterianas. Las BLEE codificadas
por estos elementos moviles pueden ser adquiridas por enterobacterias resistentes a
multiples antibiéticos como Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli (Pérez, Pavas, &
Rodriguez, 2011).

No obstante, varios estudios de vigilancia en Europa y América del Norte reportaron que
alrededor del 20 al 45% de EXPEC son resistentes a los antibidticos de primera linea,
incluidas cefalosporinas, fluoroquinolonas y trimetoprim-sulfametoxazol (Pitout, 2012). Por lo
tanto, las opciones terapéuticas para las infecciones del tracto urinario causada por
Escherichia coli se han reducido progresivamente por la presencia cada vez mas frecuente

de betalactamasas de espectro extendido (Blanco et al., 2016).

Investigaciones en todo el mundo reconocen que la mayoria de antibiéticos suelen estar

administrados empiricamente antes de obtener resultados de laboratorio, contribuyendo asi
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a la aparicion de bacterias gramnegativas productoras de BLEE, las mismas que complican
la terapia debido a la pérdida de eficacia de los antibidticos. Cabe destacar que el tratamiento
antibiético inadecuado es un predictor de mortalidad en pacientes con bacteriemia de origen
urinario (Garcia et al., 2014). Sin duda alguna, las infecciones por microorganismos que
tienen este mecanismo de resistencia se han transformado en un problema clinico por
asociarse a mayor morbimortalidad, retardo en el inicio de terapia adecuada y altos costos

asociados a largas estadias por tratamientos prolongados (Acufia et al., 2011).

Los resultados presentados en este estudio refuerzan la necesidad de hacer un uso racional
de antibiéticos en especial: betalactamicos, tanto en pacientes hospitalizados como en la
comunidad en general, estrategia de la que se esperaria una disminucién en el numero de
bacterias productoras de betalactamasas, considerando que en la actualidad la resistencia a
los antibidticos es una de las mayores amenazas para la salud y puede afectar a cualquier

persona, sin diferencia de edad ni localizacion geografica.

Por otro lado, las cepas de UPEC codifican una serie de factores de virulencia, que permiten
a las bacterias colonizar el tracto urinario y persisten frente a la defensa del huésped
altamente efectiva. Exhibiendo asi un alto grado de diversidad genética debido a la posesion
de genes de virulencia especializados, los mismos que se encuentran ubicados en elementos
genéticos méviles llamados islas de patogenicidad, pero que ademas estos factores de
virulencia de UPEC son considerados importantes para establecer las infecciones urinarias
(Bien, Sokolova, & Bozko, 2012). Son datos interesantes, respaldados desde el punto de vista
en que diversos investigadores sefialan que las B-lactamasas y los genes de virulencia
pueden coexistir en cepas de Escherichia coli como resultado de un proceso co-evolutivo
gradual (Millan et al., 2014).

Por esta razon, es de vital importancia la investigacién de microorganismos que con mayor
frecuencia causan estas infecciones en nuestro medio, permitiendo conocer sus patrones de
sensibilidad y resistencia microbiana, asi como también los genes implicados en los factores
de virulencia predominantes, lo cual facilitara la toma de decisiones terapéuticas adecuadas
(Subashchandrabose & Mobley, 2015).

Tabla 6. Porcentaje de cepas de Escherichia coli BLEE positivo con
respecto al servicio de salud.

Area f %
Hospitalizacion 7 17,95
Consulta externa 32 82,05

TOTAL 39 100

Fuente: Autor
Elaborado por: Autor
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De las 39 cepas de Escherichia coli productoras de BLEE, el 82,05% correspondieron al area
de consulta externa, mientras que el 17,85% a hospitalizacion (Tabla 6). Estos resultados son
consistentes con los documentados por Terlizzi et al., 2017, en el cual indicaron que el 80%
de las ITU fueron presentadas en consulta externa. De igual manera, lannacone & Montoya,
2016, indicaron que del total de cepas investigadas, el 19% fueron de procedencia
intrahospitalaria, mientras que las cepas de origen extra hospitalaria superaron en mas del
50%.

No obstante, se considera que las ITU constituyen una de las infecciones mas frecuentes en
atencion primaria en salud y en el medio intrahospitalario (Rondén et al., 2011). Por otro lado,
investigaciones en todo el mundo han considerado que las ITU son un problema frecuente en
adultos en la comunidad, es asi que datos reportados indican que un tercio de las visitas a
consulta externa lo son por procesos infecciosos, siendo el mas frecuente ITU, debido a que
este tipo de infecciones son automedicadas, lo que conlleva a un consumo irracional de
antibiéticos, aumentando por lo tanto el riesgo de padecer infecciones con cepas resistentes
(Pigrau, 2013).

Por otro lado, es importante mencionar que aproximadamente el 70-95 % de ITU son de
inicio comunitario y alrededor del 50 % son de origen hospitalario (Millan et al., 2014), debido
a gue en un gran numero de pacientes hospitalizados se emplea sondas urinarias,
ocasionando la migracién de microorganismos patdgenos a travées del espacio de la sonda
y la mucosa de la uretra hasta llegar a la vejiga (Rendon et al., 2012). Sin duda alguna, las
ITU se presentan tanto en entornos comunitarios como hospitalarios, siendo en nuestra
comunidad mas prevalente en consulta externa, pero que ademas implican tasas

significativas de morbilidad y mortalidad en todo el mundo.

Tabla 7. Frecuencia y porcentaje de cepas de Escherichia
coli BLEE positivo segun el grupo etario de la poblacién en

estudio.
EDAD f %
20- 30 afios 5 12.5%
31-40 afios 7 17.5%
41- 50 afios 10 25%
51- 60 afios 17 45%
TOTAL 39 100%

Fuente: Autor
Elaborado por: Autor
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Del total de cepas recolectadas, se observo que el 45% correspondié a pacientes cuya edad
comprende entre los 51-60 afios, seguido del 25% en pacientes con edad entre 41-50 afios
y 17,5% en pacientes con edad entre 31-40 afios, mientras que las pacientes con edad
comprendida entre 20-30 afios presentd menor porcentaje correspondiendo al 12,5% (Tabla

7). La relacion entre el area de servicio y el grupo etario no presento significancia estadistica
(p=0,9).

Son datos interesantes los reportados en la presente investigacion y que respaldados desde
el punto de vista por diversas investigaciones indican que en pacientes con edad comprendida
entre 40-60 afios los factores predisponentes para desarrollar ITU comprenden: la cirugia
urogenital, la incontinencia urinaria, el cistocele, el residuo postmiccional, ITU en el periodo
premenopausico y deplecion estrogénica, es asi que la disminucién o ausencia de estrogenos
juega claramente un importante papel en la predisposicion para desarrollar ITU, ya que
aumenta el pH vaginal y altera su ecosistema disminuyendo la poblacion de Lactobacillus e

incrementando la de Escherichia coli (Rondon et al., 2011).

No obstante, Tabasi et al., (2015), en su estudio realizado observaron mayor incidencia de
ITU en mujeres con grupo de edad comprendida entre 31-40 afos (45,2%), seguido de 51-
60 afios (29,8%), concluyendo que la incidencia de ITU se correlacion6 de gran manera con
el nivel socioecondmico, educativo y actividad sexual. Mientras que, Guevara, Machado, &
Manrique, 2011, en su investigacion encontraron que las ITU afectaron a todos los grupos

etarios de la poblacion femenina estudiada.

Sin embargo, diversas investigaciones indican que aproximadamente el 40% de las mujeres
desarrollan ITU alguna vez en su vida, siendo mas frecuente: en multiparas, en medio
socioecondémico bajo y conforme al avance de edad existe mayor predisposicion a este tipo

de infecciones (Mann et al., 2017).

Cabe destacar que la mayoria de las ITU ocurre en mujeres sin enfermedades de base y sin
anomalias funcionales o estructurales del tracto urinario, es asi que en el estudio realizado
por Pigrau, (2013) se menciona que las mujeres jovenes que mantienen relaciones sexuales
tienen aproximadamente 0,7 episodios de cistitis al afio, mientras que las mujeres
postmenopausicas, 0,07 episodios, por lo cual, se calcula que el 50-60% de las mujeres
adultas tendra al menos un episodio de ITU en su vida, siendo el pico de incidencia en mujeres

con maxima actividad sexual, de los 18 a los 39 afos.

Resulto interesante evidenciar que las edades donde predominan las ITU son variables, esto

se debe probablemente a que existen factores de riesgo cambiantes asociados a la infeccién
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no complicada del tracto urinario y que dependen no solo de la edad, sino también de los
habitos de conducta, factores bioldgicos y ambientales, condiciones fisioldégicas y anatémicas

del tracto urinario, alteraciones inmunoldgicas y de ciertos factores genéticos.

4.3 Amplificacién de genes de virulencia

Una vez establecidas las cepas vdlidas para el estudio (n=39) 100%, la amplificacién de
regiones gendmicas se realizo en funcion de los genes de virulencia mediante PCR simple,

obteniendo los siguientes resultados:
4.3.1. Adhesinas

Tabla 8. Frecuencia y porcentaje de genes de virulencia-
adhesinas-presentes en cepas de Escherichia coli BLEE

positivo.
GENES DE VIRULENCIA
Adhesinas
f %
papEf 28 71,79
papA 25 64,10
pap 22 56,41
iha 23 58,97
tsh 10 25,64
afa 6 15,38
gafD 0 0
sfaS 0 0
Fuente: Autor
Elaborado por: Autor
ADHESINAS
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Figura 6. Representacioén graficaen gel de agarosa al 2% de laamplificacion de genes iha, papA,
pap, sfaS en cepas de Escherichia coli BLEE positivo. (A) Se observa MP: marcador de peso
molecular de 100 pb, B: blanco, CP: Control positivo para iha (amplicon de 827 pb), papA (amplicon
de 720 pb), pap (amplicon de 337 pb) y sfaS (amplicén de 240 pb), 23, 1, 2: muestras positivas 3:
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muestra negativa. (B) Amplificacién de genes gafD, tsh, afa, papEF en cepas de Escherichia coli
BLEE positivo. Se observa MP: marcador de peso molecular de 100 pb, B: blanco, CP: Control
positivo para gafD (amplicon de 952 pb), tsh (amplicon de 640 pb), afa (amplicén de 793 pb) y papEF
(amplicén de 336 pb),1: muestra negativa, 2,3,4: muestras positivas.

Fuente: Autor
Elaborado por: Autor

En la presente investigacion se identificd que, de las 39 cepas en estudio, 28 fueron positivas
para papEF correspondiendo al 71,79%, seguido de papA (64,10%), pap (56,41%), iha
(58,97%), tsh (25, 64%), afa (15,38%), mientras que ninguna de las cepas en estudio presento
los genes gafD y sfaS tal como se detalla en la Tabla 8 y Figura 6. Sin embargo, la relacion
entre las cepas de Escherichia coli BLEE positivo y los genes que codifican adhesinas
presentaron valores estadisticamente significantes (p=0,01), mientras que la relacién entre
genes, area de servicio y grupo etario no presentaron valores estadisticos significativos
(p=0,11).

Wook et al., (2014), similar a los resultados presentados en este trabajo, también reportaron
que el gen de adhesiéon amplificado con mayor frecuencia fue papEF (46%). Sin embargo, en
el estudio realizado por Paniagua et al., (2017), reportaron que los genes de adhesion con
mayor prevalencia fueron iha (64.9%), fim (61.3%) y pap (24.7%). Por otra parte, Tarchouna,
Ferjani, Ben, & Boukadida, (2013) en su estudio mostraron que los genes pap y sfa estaban
presentes en el 41% y 34% de los aislamientos respectivamente, mientras que el gen afa se
mostré en el 20%. Asi mismo, Najafi, (2017), en su investigacion demostré que el gen mas
frecuentemente amplificado fue papC correspondiendo al 38.6%, seguido de afa (10.7%),
papG (9.3%) y sfa/foc (0.7%).

Ademas, estudios en todo el mundo han hecho referencia sobre el papel importante que
cumplen los genes de adhesion especialmente pap en la fisiopatologia de pielonefritis
causada por Escherichia coli (Tarchouna et al., 2013). Sin embargo, pese a ello la frecuencia
de papEF en cepas aisladas de infecciones del tracto urinario estd de acuerdo con datos
previamente reportados en otras investigaciones, concordando con los resultados obtenidos
en la presente investigacion. Por otra parte, en nuestro estudio también se obtuvo un
porcentaje significativo del gen de adhesion iha, el mismo que ha sido reportado con una alta
prevalencia entre las cepas UPEC, presentando el huevo fenotipo de funcionamiento tanto
en adhesién como absorcion de hierro, asi como también la capacidad que tiene de colonizar
vejiga y rifones (Chahales & Thanassi, 2015). Era de esperar esta variacion significativa de
resultados al compararlos con otros estudios, debido al alto grado de diversidad genética que
presenta Escherichia coli, pero que ademas estudios llevados a cabo por Sarkar et al., (2014)

indican que esta gran variedad se debe a la posesion de genes de virulencia especializados,
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los mismos que se encuentran ubicados en elementos genéticos moviles o en islas de
patogenicidad. Asi mismo, Millan et al., (2014), concluyen de su estudio que las cepas de
UPEC poseen una variedad de determinantes de patogenicidad que hacen posible la
colonizacion e invasion del tracto urinario, siendo los sistemas adhesivos fimbriales los
factores de virulencia mas comunes y preceden a la expresion de otros productos bacterianos
tales como toxinas, sistemas de adquisicion de hierro y mecanismos de prevencion de
defensa del huésped (Paniagua et al., 2017) contribuyendo a la supervivencia de UPEC en

un nicho determinado.
4.3.2. Sidero6foros

Tabla 9. Frecuencia y porcentaje de genes de virulencia-
sideréforos-presentes en cepas de Escherichia coli
BLEE positivo.

GENES DE VIRULENCIA

Sider6foros

n %
iutA 35 89,74
fyuA 31 79,49
iroN 15 38,46

Fuente: Autor
Elaborado por: Autor

SIDEROFOROS

MP B CP 12 13 B CP 28 30

500 pb

100 pbh =S

Figura 7. Representacion gréafica en gel de agarosa al 2% de la amplificacion de genes
fyuA, iroN, iutA en cepas de Escherichia coli BLEE positivo. Se observa MP: marcador
de peso molecular de 100 pb, B: blanco, CP: Control positivo para fyuA (amplicon de 880
pb), iroN (amplicén de 667 pb), iutA (amplicén de 302 pb), 12, 13, 28, 30, 1, 2: muestras
positivas.

Fuente: Autor
Elaborado por: Autor
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Se realizé la amplificacion de tres genes responsables de la absorcion de hierro (Figura 6),
de los cuales el méas frecuentemente detectado fue iutA correspondiendo al 89,74%, seguido
de fyuA con el 79,49%, mientras que iroN con el 38,46% (Tabla 9) (Figura 7). No obstante, la
relacién entre las cepas de Escherichia coli BLEE positivo y los genes que codifican

sideréforos, son estadisticamente significantes (p=0,01).

Estos resultados son consistentes con los obtenidos por Landagraf et al., (2012), quienes
reportaron en su estudio que el gen amplificado con mayor frecuencia fue iutA, detectandose
en 14 de 37 cepas de UPEC. Miranda et al., (2015) similar a los resultados presentados en
este trabajo, también reportaron a iutA como el gen de virulencia mas comunmente
amplificado. Sin embargo, Lara et al., (2017), detectaron con mayor frecuencia el gen fyuA
en UPEC. Asi mismo, Millan et al., (2014) en su estudio identificaron el gen fyuA en un
76,86%.

No obstante, resulta interesante la diferencia de los datos porcentuales reportados en nuestro
estudio entre el gen iutA y fyuA con respecto a otros estudios, siendo estos datos respaldados
por otras investigaciones realizadas en todo el mundo y que consideran que los receptores
sideroforos fyuA (74%) y/o iutA (56%) desempefian un papel importante en la captacion de

hierro, contribuyendo asi a la virulencia y colonizacion del tracto urinario (Safi et al., 2015).

Debido a que la orina contiene muy poco hierro, las bacterias expresan diferentes sideréforos
qgue eliminan el hierro del medio ambiente para superar la limitacion de hierro en el huésped,
creando asi un sistema efectivo de absorcion de hierro (Kéves & Wullt, 2016). Es asi, que la
alta frecuencia de los genes iutA y fyuA en nuestro estudio se debe a que éstos son factores
claves e importantes para mantener una ventaja de supervicencia de UPEC en el tracto

urinario.
4.3.3. Capsula

Tabla 10. Frecuencia y porcentaje de genes de virulencia-
capsula-presentes en cepas de Escherichia coli BLEE

positivo.
GENES DE VIRULENCIA
Céapsula
n %
KpsMT I 32 82,05
kpsMT lil 0 0

Fuente: Autor
Elaborado por: Autor
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CAPSULA
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10075b KpsMT I
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Figura 8. Representacion gréafica en gel de agarosa al 2% de la amplificacion de
genes kpsMTII, kpsMTIII, en cepas de Escherichia coli BLEE positivo. Se observa
MP: marcador de peso molecular de 100 pb, B: blanco, CP: Control positivo para kpsMTII
(amplicén de 270 pb) y kpsMTIII (amplicén de 392 pb), 1-2: muestras positivas, 3-4:
muestras negativas.

Fuente: Autor

Elaborado por: Autor
En el presente estudio se identificé con mayor prevalencia el gen KpsMT Il con el 82,05%,
sin embargo, no se observé amplificacién del gen KpsMT Ill en ninguna de las cepas de
Escherichia coli aisladas en nuestra poblacion (Tabla 10) (Figura 8). La relacién entre las
cepas de Escherichia coli BLEE positivo y los genes que codifican cépsulas, son
estadisticamente significantes (p=0,01), mientras que la relacién entre genes, area de servicio

y grupo etario no presentaron valores estadisticos significativos (p=0,11).

Nuestros resultados concuerdan con Yun, Kim, Park, Kim, & Lim, (2014), quienes reportaron
gue el gen detectado con mayor frecuencia en cepas de UPEC fue kpsMTII (81,6%). De igual
manera, Paniagua et al., (2017), en su estudio realizado en México indicaron que el 92% de

las cepas aisladas de Escherichia coli uropatégena fueron positivas para kpsMT L.

Al respecto, varios investigadores han mencionado que el gen que codifica la capsula, kpsMT
Il, es comunmente prevalente en cepas de UPEC asociadas con pielonefritis que en cepas

asociadas con otras ITU (Da Silva, De Mello Santos, & Silva, 2017)

Se ha determinado que los polisacaridos capsulares pueden ser increiblemente diversos no
solo por las diferentes unidades de monosacaridos, sino también por como estas unidades
estan unidas. En el caso de Escherichia coli se han descrito casi 80 variedades del antigeno
K de acuerdo a sus propiedades serolégicas, de los cuales una pequefia fraccion estan

asociados con infecciones invasivas (Mamani, 2014). No obstante, en términos generales, la
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cépsula proporciona proteccion contra la fagocitosis y la muerte mediada por el complemento
contribuyendo asi a la virulencia de UPEC (Goh et al., 2017).

Igualmente, los resultados obtenidos en el presente estudio destacan que la mayoria de las
cepas de Escherichia coli uropatégena producen el tipo de capsula del grupo I, y por tanto
se considera que estos tipos capsulares son altamente heterogéneos y este mimetismo

molecular es parte de la estrategia de evasién inmune de Escherichia coli.

4.3.4. Toxinas

Tabla 11. Frecuencia y porcentaje de genes de
virulencia-toxinas-presentes en cepas de Escherichia
coli BLEE positivo.

GENES DE VIRULENCIA

Toxinas
n %
sat
37 94,87
Fuente: Autor
Elaborado por: Autor
TOXINAS

500 pb

100 pb

Figura 9. Representacion gréafica en gel de agarosa al 2% de la amplificacion del
gen sat en cepas de Escherichia coli BLEE positivo. Se observa MP: marcador de
peso molecular de 100 pb, CP: Control positivo para sat (amplicén de 387 pb), 1, 2, 3,
5, 23: muestras positivas para sat, 4-22, muestras negativas para sat, B: blanco.

Fuente: Autor

Elaborado por: Autor

En el presente estudio se identificd la amplificacion del gen sat en un gran numero de aislados
de cepas de Escherichia coli (Figura 9), correspondiendo al 94,87% (Tabla 11). El analisis

estadistico de la relacién entre las cepas de Escherichia coli BLEE positivo y los genes que
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codifican toxinas presentaron valores estadistico significativos (p=0,01), sin embargo, la
relacién entre la presencia de genes, edad y area de servicio no presentaron valores
estadisticos significativos (p=0,11). Resultados mismos que concuerdan con los reportados
por Miranda, Ruiz, Molina, & Parra, (2017), quienes indicaron un alto porcentaje de
aislamientos del gen sat (89,4%) en cepas de Escherichia coli uropatégena. Ademas,
Paniagua et al., (2017), segun los datos obtenidos en su trabajo concluyeron que, el
porcentaje de cepas con genes codificadores de toxina sat indica que las cepas aisladas
tienen un alto potencial de producir toxinas, concordando con las diferentes frecuencias de

prevalencia descritas en otros paises.

Es importante recalcar que las toxinas bacterianas promueven la infecciébn al dafiar
directamente los tejidos del huésped o al deshabilitar el sistema inmune. Muchas cepas de
UPEC secretan diferentes toxinas que contribuyen a la supervivencia bacteriana y facilitan
las infecciones en el tracto urinario, por lo general sat esta presente en aproximadamente el
90% de las cepas de UPEC., promoviendo la apoptosis de las células epiteliales de la vejiga
y contrarrestando la actividad fagocitica y la quimiotaxis de neutréfilos polimorfonucleares, es

asi que protege a las bacterias de las defensas del huésped (Kdves & Wullt, 2016).

De acuerdo con nuestros resultados, es muy frecuente la prevalencia de sat en Escherichia
coli causante de infecciones del tracto urinario, por ende este hallazgo confirma lo publicado
por Bien et al., (2012), quienes hacen referencia que la toxina auto-transportadora secretada
(sat) es un factor de virulencia muy frecuente en cepas de Escherichia coli uropatdgena,
debido a que el gen sat tiene una actividad téxica contra las lineas celulares de vejiga o de
origen renal provocando vacuolizacion y dafio glomerular, por lo tanto, se considera de suma

importancia para la patogénesis de las infecciones urinarias.
4.3.5. Miscellaneous

Tabla 12. Frecuencia y porcentaje de genes de virulencia-
miscellaneous-presentes en cepas de Escherichia coli
BLEE positivo.

GENES DE VIRULENCIA
Miscellaneous

n %
ompT 34 87,18
traT 33 84,62
usp 25 64,10
iss 17 43,59
cvaC 6 15,38
ibeA 0 0

Fuente: Autor
Elaborado por: Autor
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MISCELLANEOUS
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Figura 10. Representacion gréafica en gel de agarosa al 2% de la amplificacion
de genes de cvaC, usp, iss, traT, ibeA en cepas de Escherichia coli BLEE
positivo. Se observa MP: marcador de peso molecular de 100 pb, B: blanco, CP:
Control positivo para cvaC (amplicon de 677 pb), usp (amplicn de 440 pb), iss
(amplicén de 323 pb), traT (amplicén de 290 pb), ibeA (amplicdon de 170 pb), 28-3-
30-23-5: muestras positivas, 1: muestra negativa.

Fuente: Autor
Elaborado por: Autor

Con respecto a otros genes amplificados en cepas de Escherichia coli BLEE positivo aisladas
de muestras de orina se destacé con una alta frecuencia ompT en un 87,18%, seguido de
traT con el 84,62%, usp con el 64,10%, iss con el 43,59%, finalmente cvaC en un 15,38%,
mientras que no se observoé amplificacién del gen ibeA en ninguna cepa aislada de nuestra
poblacion en estudio (Tabla 12) (Figura 10). La relacién entre los genes que codifican el grupo
miscellaneous con las cepas de Escherichia coli BLEE positivo presentaron valores
estadisticos significativos (p=0,01).

Resultados similares obtuvieron en su estudio Safi et al., (2015), en donde el gen ompT
alcanz6 una prevalencia del 79%, seguido del gen usp y cvaC en un 70% y 20%
respectivamente. Mientras que, Millan et al., (2014), indicaron que el gen usp que codifica la
proteina especifica uropatégena y que cumple con funciones de bacteriocina, fue encontrado
en el 25% de las cepas, por lo que consideran que es probable que su presencia incremente
las propiedades virulentas de UPEC. Igualmente, Paniagua et al., (2017), reportaron que
entre otros genes de virulencia que se detectaron en cepas de UPEC fue usp, el mismo que
se ha observado que ocurre con mayor frecuencia en cepas asociadas con pielonefritis. De
hecho, se sabe que usp se distribuye ampliamente en las cepas de la UPEC y algunos

investigadores afirman que podria ser un buen marcador de las mismas.
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No obstante, Hui et al., (2010), consideran que ompT puede ser la principal, pero no la Unica,
proteasa que confiere resistencia a péptidos catiénicos urinarios al ejercer una degradacion
de las defensinas en la cara externa de la membrana de Escherichia coli, por lo tanto los
datos reportados sefialan que ompT es un componente crucial del arsenal de la bacteria, que

actia como un mecanismo de escape bacteriano del sistema de defensa natural del huésped.

Sin duda alguna, los resultados presentados en este trabajo respaldan los datos publicados
en otras investigaciones, en donde sefialan que las cepas de Escherichia coli que causan
infecciones del tracto urinario se han considerado como las bacterias mas comunes entre
todos los grupos de género y edad en todo el mundo, proporcionando informacién adicional
sobre el papel significativo de los factores de virulencia conocidos y su asociacién con las

infecciones del tracto urinario.

Resulta interesante evidenciar que los resultados obtenidos en nuestro trabajo, reflejan la
heterogeneidad en la distribucién de los factores de virulencia y que las cepas de Escherichia
coli poseen un arsenal de genes que codifican los factores de virulencia determinantes de
patogenicidad que hacen posible la colonizacién e invasion del tracto urinario. Estos
determinantes median la presencia de fimbrias, adhesinas, sideréforos, toxinas, formacion de
cépsula, entre otros. Ademas, se pudo observar que los factores de virulencia son los
predictores mas importantes de patogenicidad y que ningun factor de virulencia Unico puede
determinar la condicién multifactorial y compleja que tiene el potencial virulento de las cepas
de Escherichia coli y causar enfermedad especifica.

Todavia se requiere de mayores investigaciones, los datos disponibles en nuestra provincia
sobre caracterizacion molecular son limitados, no obstante, es de gran interés ampliar el
estudio genético de las cepas de Escherichia coli causante de infeccion del tracto urinario
para mejorar nuestro conocimiento sobre determinantes genéticos de virulencia, ayudando a
determinar la fisiopatologia de estas infecciones para considerar posibles medidas y medios

de prevencion.
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CONCLUSIONES

Posterior al analisis de los resultados obtenidos de la caracterizacion fenotipica y deteccion
de factores de virulencia de Escherichia coli BLEE positivo aisladas de muestras provenientes
de mujeres adultas con infeccion del tracto urinario del Hospital Manuel Ygnacio Monteros

durante el periodo marzo-agosto 2017, se puede concluir lo siguiente:

v" En nuestro medio la prevalencia de infecciones del tracto urinario causada por
Escherichia coli fue del 95, 45% y el 92,86% de estas cepas fueron productoras de f3-

lactamasas.

v' Se identifico y determin6 que las cepas de Escherichia coli poseen un arsenal de
factores de virulencia, cuyos genes amplificados con mayor frecuencia se encuentran
distribuidos de la siguiente manera; adhesinas: papEF (71,79%), sideréforos: iutA
(89,74%), capsula: kpsMTIl (82,05%), toxinas: sat (94,87%), miscellaneous: ompT
(87,18%). Por lo tanto, la prevalencia y combinacion de varios genes que codifican
los factores de virulencia de Escherichia coli, sugieren que estas cepas son altamente

patdégenas y responsables de infecciones del tracto urinario en la poblacién lojana.

v Las infecciones del tracto urinario causadas por Escherichia coli BLEE positivo en
nuestra provincia, afecta principalmente a mujeres con una edad comprendida entre
los 51 a 60 afios con un porcentaje del 45%, siendo el servicio de salud consulta

externa el mas afectado con una frecuencia del 82,05%.

v' Estos datos proporcionan informacion cientifica y veraz, manteniendo actualizado el
sistema de vigilancia y control epidemioldgico en nuestra ciudad con respecto a las
infecciones del tracto urinario. Ademas, la deteccion de factores de virulencia es de
gran utilidad para profundizar conocimientos acerca de la patogénesis de aislados de
Escherichia coli uropatdgena en nuestro medio, ayudando asi en la toma de

decisiones en el control, vigilancia y disefio de estrategias de tratamiento de ITU.
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RECOMENDACIONES

v Realizar investigaciones en zonas rurales y urbanas de nuestra provincia incluyendo
casos y controles o estudios prospectivos para evaluar los factores de riesgo que
conllevan a la adquisicién de este tipo de infecciones. Ademas, generar datos que
ayuden a identificar las vias que pueden utilizarse para desarrollar nuevas terapias
que permitan reducir la prevalencia de infecciones del tracto urinario (ITU), cuya

causa principal es Escherichia coli.

v' Ante la variedad de factores que afectan la eleccion de antibiéticos para infecciones
del tracto urinario (ITU), es importante disefiar y efectuar medidas de control y
vigilancia epidemiolégica periédica de tal manera que contribuya a instaurar
estrategias de tratamiento adecuado con el fin de reducir indices de resistencia

bacteriana emergente.

v' Implementar técnicas moleculares en la practica clinica, con el fin de asegurar
diagnosticos precisos y de calidad. Sin embargo, es importante informar y educar al
equipo médico y a los futuros profesionales de salud sobre este tipo de técnicas,
indicando sus ventajas y limitaciones, de manera que permita fomentar el desarrollo
de equipos multidisciplinarios que en el futuro puedan disefiar, implementar,

estandarizar, controlar e interpretar estas herramientas diagnésticas.
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