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RESUMEN

Escherichia coli uropatégena (UPEC) es el principal responsable de las infecciones del
tracto urinario (IsTU). Tradicionalmente UPEC no es considerado un patégeno
intracelular. Sin  embargo, estudios recientes sobre la patogénesis de este
microorganismo indican que algunas cepas pueden ser capaces de internalizar células
uroepiteliales. En el presente estudio, se trabajé con 60 cepas aisladas de pacientes con
ITU de la Ciudad de México y se determiné si dichas cepas tienen la habilidad de invadir
células de vejiga humana in vitro. Para esto se utilizd el ensayo de invasividad de
proteccion a gentamicina. Ademas se investigé la participacion de las proteinas del
citoesqueleto Arp2, Arp3, actina y clatrina en la internalizacion de la bacteria mediante
inmunoblot. En nuestro estudio se detectd la presencia de células uroepiteliales con
filamentos bacterianos que parecen emerger de las células infectadas, en la orina de una
mujer con cistitis aguda. Encontramos que 36 (60%) de las 60 cepas analizadas fueron
capaces de internalizar células en cultivo; sin embargo, consideramos que sélo 12 de
éstas tienen un verdadero potencial invasivo debido a la alta eficiencia de invasividad
mostrada en los ensayos in vitro, en cuatro casos la eficiencia de internalizacién fue
mayor al 10%. El serogrupo 025 fue el mas frecuente identificado en este estudio, en
contraste con lo reportado en otras partes del mundo donde los serogrupos O6 y O2 son
los mas representativos. El serotipo 025:H4 se identificé principalmente en las cepas
invasivas. La presencia de las proteinas Arp2, Arp3 y actina en las fracciones de
citoesqueleto de células infectadas, sugiere que pueden tener un papel activo en el
proceso de invasividad. Nuestros resultados indican que la circulacion de cepas de UPEC
con habilidad invasiva puede ser mas comun de lo esperado, y que en algunos casos tal
habilidad puede alcanzar altos niveles de eficiencia. Esta caracteristica de internalizar
eficientemente células uroepiteliales puede contribuir a que cepas de UPEC sobrevivan y
persistan dentro del tracto urinario. La evaluacion, vigilancia y estudio de cepas de E. coli
uropatdogena con habilidad de internalizar células uroepiteliales, deben ser objeto de
investigaciones tendientes a determinar la importancia creciente de la invasividad como

un nuevo factor de virulencia.



ABSTRACT

Uropathogenic Escherichia coli (UPEC) is the primary causative agent of the urinary tract
infections (UTIs). UPEC has no traditionally been considered an intracellular pathogen;
however, recent studies indicate that some strains can be able to invade uroepithelial
cells. The aim of the present study was to investigate the prevalence and invasive
efficiency of 60 UPEC strains isolated from patients showing clinical sings of UTI from
Mexico City. Bacterial invasion was assessed in human bladder cells T-24 by a
guantitative invasion assay of gentamicin protection. We also evaluated if the proteins of
the cytoskeleton Arp2, Arp3, actin and clathrin are involved in the bacterial internalization
by Western blotting. In this study, we detected long filaments (constructed by united
bacillus) that seem to emerge from infected uroepithelial cells, which were obtained from
urine of a woman whit acute cystitis. We found that 36 (60%) of the 60 strains tested were
capable to internalize culture cells; nevertheless, we considered that only 12 have a true
invasive potential due to the high efficiency of internalization showed in the in vitro assays,
in four of these cases the efficiency of invasion was over 10%. The serogroup 025 was
the most frequently indentified in this study, in contrast to reports from other parts of the
world where the O6 and O2 serogroups are the most representative. The serotype more
frequently found among the invasive strains was 025:H4. The presence of Arp2, Arp3 and
actin proteins in the cytoskeleton fractions from T-24 infected cells indicate that these
proteins may have an active role in the invasiveness processes. Our results suggest that
UPEC strains with invasive abilities may be more common in UTIs than what expected by
us, and that some isolates can be highly invasive. The efficient internalization of
uroepithelial cells could contribute to the strains survival and persistence of UPEC strains
within of the urinary tract. The evaluation, monitoring and study of uropathogenic E. coli
strains with invasive ability, must be object of investigations to determine the increasing

importance of the invasiveness as new virulence factor.



1. INTRODUCCION

Escherichia coli es un bacilo gramnegativo, anaerobio facultativo de la familia
Enterobacteriaceae, el cual presenta en su superficie celular estructuras tales
como: flagelos, pilis o fimbrias, proteinas de membrana externa (PME) importantes
en investigaciones epidemioldgicas y lipopolisacaridos (LPS) con actividad de
endotoxina. Ademas, muchas de las cepas de E. coli estan cubiertas por una
capsula de polisacarido antifagocitica (Figura 1) (Bahrani-Mougeot et al., 2002;

Rodriguez-Angeles, 2002).

Region del nucleoide

Ribosomas
Citosol

Membrana plasmatica
Espacio periplasmico

Pared celular
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|
Lipopolisacaridos

Cépsula

Fimbrias

/
Flagelos

Figura 1. Representacion esquematica de una bacteria de Escherichia coli. Se observa un bacilo
gramnegativo con sus principales antigenos de superficie, ademas de algunos componentes
estructurales internos. Modificado de http//:www.canariculturacolor.com/colibacilosis-aves.

Esta bacteria es un importante comensal de la biota intestinal de humanos y
otros mamiferos. Sin embargo, existen cepas que pueden causar dafio y producir
enfermedad. Dependiendo del lugar de aislamiento estas cepas han sido divididas

en dos grandes grupos, patdgenos intestinales y patdgenos extraintestinales de



E. coli (EXPEC, por sus siglas en inglés). Entre los patdgenos intestinales se
encuentra un grupo de cepas causantes de diarrea (ETEC, EIEC, EPEC, EHEC,
EAEC y DAEC), las cuales se diferencian por la combinacion de factores de

virulencia que portan (Wiles et al., 2008).

Dentro de la categoria de EXPEC hay cepas que tienen la capacidad de
diseminarse, colonizar otros nichos ecoldgicos (sangre, sistema nervioso central y
tracto urinario) y causar enfermedad. Dentro de este grupo se encuentra
Escherichia coli uropatégena (UPEC, por sus siglas en inglés) el principal
responsable de las infecciones del tracto urinario (IsTU) (Lloyd et al., 2007; Wiles
et al., 2008), las cuales afectan a gran parte de la poblacion (ambulatoria y
hospitalizada), resultando en una seria morbilidad y representando altos costos

para el diagnéstico y tratamiento médico.

Tradicionalmente, UPEC no es considerado un patégeno intracelular. Sin
embargo, recientes estudios indican que algunas cepas pueden ser capaces de
internalizarse y sobrevivir dentro de células epiteliales y tejidos que constituyen el
tracto urinario (Bower et al., 2005; Kau et al., 2005). La internalizacion a células
eucariontes es un proceso dinamico que involucra el rearreglo coordinado del
citoesqueleto de actina y el remodelaje de la membrana del hospedero en el sitio
de entrada de la bacteria. No obstante, poco es conocido acerca de los

activadores de actina que modulan y/o facilitan la internalizacion de UPEC.



El presente trabajo es uno de los primeros estudios que trata sobre la
frecuencia con que se encuentran cepas invasivas en aislados de pacientes con
ITU, ademés se evaluo la eficiencia invasiva de dichas cepas en células en cultivo;
y se investigo la participacion de las proteinas de citoesqueleto Arp2, Arp3, actina
y clatrina en la internalizacion de la bacteria. Con esta investigacion se pretende
contribuir a la importancia y entendimiento del papel que juega la invasividad en la
patogénesis de UPEC, y al conocimiento de los posibles efectores de actina que

favorecen su internalizacion.



2. ANTECEDENTES
2.1 IMPORTANCIA CLINICA Y EPIDEMIOLOGICA.

Por definicion el tracto urinario es un ambiente normalmente estéril,
protegido de patdgenos bacterianos por el flujo de orina y por la actividad
bactericida de células inmunes efectoras. Sin embargo, incluso en poblaciones
con estas defensas naturales aparentemente intactas, y a pesar del incremento en
el uso de antibioticos, las IsTU afectan a una gran parte de la poblacion mundial
(Anderson et al., 2004; Bower et al., 2005), por lo que constituyen un problema

importante de salud publica (Mulvey, 2002; Anderson et al., 2004).

Una amplia variedad de organismos han sido asociados a ISTU. Estos
incluyen miembros de la familia Enterobacteriaceae tales como especies de los
géneros: Enterobacter, Klebsiella, Proteus, Citrobacter y Pseudomonas, éste
altimo considerado un importante agente etiolégico en las infecciones
intrahospitalarias. Enterococcus especies y Staphylococcus saprophyticus son los
microorganismos grampositivos aislados con menor frecuencia. Ademas algunas
especies de levaduras son ocasionalmente aisladas, donde Candida albicans es

su mayor representante (Rama et al., 2005; Engleberg et al., 2007).

Estudios recientes sugieren que en mas del 95% de las IsTU, UPEC es el
microorganismo aislado con mayor frecuencia (Ronald, 2002; Anderson et al.,
2004). UPEC es el principal causante de infecciones adquiridas en la comunidad
(70% a 95%) y responsable de una gran proporcion de infecciones hospitalarias

con el 50% (Foxman, 2003). En ambos casos, la mayoria de los aislados que



colonizan el tracto urinario (TU) son eliminados con el flujo de orina. Sin embargo,
cuando la infeccién ha tenido lugar, la bacteria puede ser capaz de persistir y

reproducirse en los tejidos infectados (Mulvey et al., 2001).

Entre la poblacibn de alto riesgo para contraer ISTU sintomaticas se
incluyen neonatos, mujeres en edad escolar, mujeres sexualmente activas y
adultos mayores. No obstante, la mayoria de las infecciones sintomaticas agudas
afectan a mujeres jovenes (Bahrani-Mougeot et al., 2002). En los Estados Unidos,
alrededor del 60% de las mujeres de edad = 18 afos presenta al menos una ITU
durante su ciclo de vida, y el 11% de éstas presentara una infeccién cada afio.
Ademas cerca del 3% podrian experimentar recurrencia multiple (Ronald, 2002;
Anderson et al., 2004 y Bower et al., 2005). En 1991, el ultimo afio para el cual la
informacion de pacientes fue viable, las ISTU fueron la causa de 9.6 millones de
visitas médicas en los Estados Unidos, haciendo de esto un problema de
significancia médica y econémica, con gastos cercanos a los dos mil millones de

dolares solamente en este pais (Bahrani-Mougeot et al., 2002).

Ademas de afectar principalmente a mujeres, las ISTU pueden ser una
importante causa de morbilidad en niflos y adultos mayores. Las IsTU afectan a
mas del 10% de la poblacion infantil, y el rango de recurrencia esta estimado entre
30 y 40%, en donde la mayoria de las recurrencias se presentan en los primeros
12 meses después de la infeccion primaria. La mayoria de las ISTU recurrentes en

nifos mayores de 6 meses de edad se presentan en nifias (Finer y Landau, 2004).



Entre los padecimientos méas frecuentes ocasionados por UPEC se
encuentran cistitis y pielonefritis. La cistitis representa una infeccion de la vejiga,
cuyos principales sintomas incluyen disuria, urgencia o frecuencia de orinar.
(Sussman y Gally, 1999; Engleberg et al., 2007). Aunque menos frecuente, la mas
seria enfermedad es pielonefritis aguda, la cual puede presentarse en uno o en
ambos riflones, como resultado del ascenso de organismos de la vejiga via los
uréteres (Bahrani-Mougeot et al., 2002). Los pacientes de pielonefritis aguda
regularmente presentan fiebre, dolor de costado, dolor abdominal o de ingle,
nauseas y vomito; y en el 30% de los casos bacteriemia, lo cual puede conducir a
sepsis si la bacteria logra entrar directamente al torrente sanguineo (Hooton, 2001;

Engleberg et al., 2007).

Ademas de las IsTU sintomaticas agudas, se ha reportado que la
bacteriuria asintomatica es la infeccibn mas comun entre mujeres y hombres
adultos mayores (los cuales pueden portar 210> UFC/mL de E. coli en su orina),
encontrdndose con tasas de hasta 40% y 50% (Pedraza-Avilés et al., 2004;

Svanborg et al., 2006).

En México, poco es conocido acerca de la problemética de las IsTU, de tal
forma que no se conoce con precision su frecuencia en la poblacién mexicana, ni
tampoco se conocen las caracteristicas de las cepas de UPEC que comunmente

son la causa de estas infecciones.



2.2 PATOGENESIS.

El conjunto de cepas de UPEC causantes de ISTU es considerado un grupo
distinto de las cepas comensales/fecales de E. coli que comprenden la gran
mayoria de la poblacion que coloniza el tracto intestinal. Generalmente, los
aislados de UPEC difieren de las cepas comensales de E. coli debido a que éstas
poseen material genético extra (grandes bloques de ADN, llamados islas de
patogenicidad; PAls, por sus siglas el inglés) que codifica para productos de genes
gue pueden contribuir a la patogénesis bacteriana. De tal forma que UPEC puede
ser definido como un grupo virulento de cepas relacionadas que portan un grupo
de genes que le permiten infectar el TU de un hospedero inmunocompetente

(Schmidt y Hensel, 2004; Lloyd et al., 2007).

Este grupo heterogéneo de aislados esta restringido a un pequefio nimero
de serogrupos O, entre los que se encuentran: Ol1, 02, 04, 06, O7, 08, 016,
018, 022, 025, 073 y O75; y aunque muchos aislados de ISTU parecen ser
clonales, no hay un claro perfil fenotipico que cause estas infecciones (Orskov et

al., 1982; Johnson et al., 1994; Marrs et al., 2005).

Un aspecto critico que conduce a una ITU es la habilidad de las cepas de
UPEC de moverse del tracto intestinal y establecerse en el TU, y aunque algunos
de estos movimientos pueden ser mecdanicos, la habilidad para establecerse y
colonizar el TU es el reflejo de las caracteristicas bacterianas propias de UPEC.

Sin embargo, poco es conocido acerca de los genes o factores presentes en



cepas de UPEC que ayudan al movimiento del tracto intestinal hacia el TU para el

subsecuente establecimiento extraintestinal (Stamey, 1987; Stapleton et al., 2002).

Dentro de los factores que favorecen la introduccién de UPEC en el TU se
encuentran la cercania del recto con la vagina, en el caso de las mujeres, asi
como ciertas practicas sexuales (Hooton et al., 1996). Ademas, la alta frecuencia
de infecciones presentada en mujeres es atribuida a que la uretra de la mujer es
mas corta que la del hombre, facilitando el ascenso de bacterias a la vejiga. Una
vez que la bacteria se ha introducido y establecido en el area periuretral da como
resultado el posterior ascenso por la uretra hacia la vejiga y después hacia los

rifones via los uréteres. (Figura 2) (Engleberg et al., 2007).

Cuando la bacteria uropatdégena entra en el TU enfrenta una multitud de
defensas del hospedero tanto constitutivas como inducibles, las cuales incluyen el
flujo de orina, numerosas moléculas antibacterianas y la afluencia de células
inmunes efectoras (Figura 2). Para vencer y evadir estas defensas y persistir,
UPEC ha desarrollado un nimero de mecanismos para adherirse e invadir tejidos
del hospedero (Mulvey, 2002; Pizarro-Cerda y Cossart, 2006; Wiles et al., 2008).
El uso exitoso de estos mecanismos de virulencia se ve reflejado en parte por la
prevalencia de las ISTU, las cuales son una de las infecciones mas frecuentes

adquiridas por humanos.
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Figura 2. Patogénesis de las infecciones del tracto urinario causada por la bacteria
Escherichia coli uropatdgena. Se muestran las diferentes fases de una ITU, las cuales incluyen la
contaminacion (1), ascenso y colonizacion de vejiga y rifiones (2), elicitacion de los mecanismos de
defensa del hospedero: flujo de orina (3), exfoliacion celular (4), afluencia de células inmunes
efectoras (5 y 6), y la evasion de estas defensas mediante: adhesinas (2 y 7) y toxinas (8 y 9).
Ademas de bacteriemia si UPEC logra entrar en el torrente sanguineo (10). Modificado de Kaper et
al., 2004.

2.2.1 FACTORES DE VIRULENCIA DE UPEC.

Las bacterias emplean diversas estructuras superficiales mediante las
cuales se unen a blancos localizados en la superficie de las células de un
hospedero (Bahrani-Mougeot et al., 2002). Esto es particularmente importante en

areas donde las superficies de las mucosas son lavadas por fluidos, como por



ejemplo: la boca, intestino y tracto urinario; la colonizacion en éstos y otros tejidos
es mediada por adhesinas presentes en la superficie de la bacteria (Sansonetti,

2002; Rama et al., 2005; Pizarro-Cerda y Cossart, 2006).

Tipicamente, las adhesinas estan presentes en la superficie bacteriana
como componentes de filamentos proteinicos llamados pilis (también conocidos
como fimbrias), 6 como moléculas afimbriales ancladas a la membrana externa de
la bacteria (Mulvey y Hultgren, 2000). UPEC codifica una gran variedad de
adhesinas (FimH, PapG, Afa/Dr, SfaA y Foc) responsables del reconocimiento y
de la union a receptores especificos en las células del hospedero (Cuadro 1).
Estas adhesinas son codificas por los pilis tipo 1, P, Afa/Dr (afimbrial/fimbrial), S 'y
F1C respectivamente, siendo el pili tipo 1, P y las estructuras adherentes Afa/Dr
las mas importantes en el establecimiento y colonizaciéon del TU (Emody et al.,

2003; Bower et al., 2005).

Ademas, UPEC presenta otros factores de virulencia relacionados en mayor
medida al desarrollo y/o adquisicion de IsTU (Cuadro 1), dentro de los que se
encuentran: produccion de hemolisina, toxina autotransportadora secretada (Sat),
factor citotoxico necrozante 1 (CNF1), mecanismos para la obtencién de hierro
(sideroforos y aerobactina), capsula, entre otros (Donnenberg y Welch, 1996;

Silveira et al., 2001; Bauer et al., 2002; Mulvey, 2002; Rama et al., 2005).



Cuadro 1. Factores de virulencia de Escherichia coli uropatdégena asociados

a infecciones del tracto urinario

Factores de Virulencia

Funcién y Reconocimiento Celular

Enfermedad
Asociada

Pili Tipo 1 (FimH)

Adhesidn a células epiteliales de rifion, vejiga
y matriz extracelular. Formacion de biofilms e
invasividad.

Cistitis, sepsis y
meningitis.

Pili Tipo P (PapGl, Il'y 1ll)

Adhesién a células epiteliales de rifion e
induccion de citocinas.

Pielonefritis.

Afa/Dr (F1845, Dr, Dr-ll, Afa-1
y Afa-2, Afa-3, Afa-4 y Nfa-I)

Adhesidn a células epiteliales de vejiga y
rifién; activan PI-3 Cinasas. Colonizacion
ascendente e invasividad.

Cistitis, pielonefritis,
diarrea y sepsis.

Pilis Tipo Sy F1C (SfaA,
SfaG, SfaH y SfaS y Foc)

Adhesion a células epiteliales de rifidén y
endoteliales de vejiga. Diseminacion.

Pielonefritis, cistitis,
sepsis y meningitis.

CNF1 (factor citotéxico
necrozante 1)

Interferencia con fagocitosis y apoptosis.
Necrosis celular y alteracion del
citoesqueleto. Invasividad.

Cistitis, pielonefritis y
prostatitis.

Sat (toxina auto
transportadora secretada)

Citotoxicidad y formacion de vacuolas.

Cistitis y pielonefritis.

a-Hemolisina (HIyA)

Hemolisis de eritrocitos y leucocitos. Lisis
celular.

Pielonefritis y cistitis.

Aerobactinay Sider6foros
(IreAy IroN)

Captacion de hierro en ambientes con bajos
niveles de este metal.

Infeccion del tracto
urinario.

Céapsula

Antifagocitica, efecto anticomplemento,
resistencia al suero y evasion de la respuesta
inmune.

Infeccion del tracto
urinario.

Adaptado de Mulvey, 2002; Emody et al., 2003 y Kaper y cols., 2004,

La presencia de éstos y otros factores de virulencia proveen a UPEC con la

habilidad de adherirse, colonizar, evadir la respuesta inmune y causar dafio a un

hospedero inmunocompetente. Ademas se ha observado que algunos de estos

factores promueven la internalizacion a células del uroepitelio.

2.3 INVASIVIDAD BACTERIANA.

Tradicionalmente, UPEC no es considerado un patégeno intracelular. Sin

embargo, un estudio a finales de los aflos 1970s y un numero de investigaciones




mA&s recientes sobre la patogénesis de este microorganismo indican que algunas
cepas pueden ser capaces de invadir transitoriamente, sobrevivir y multiplicarse
dentro de células epiteliales y tejidos que constituyen el TU (Fukushi et al., 1979;
Mulvey et al., 1998; Martinez et al., 2000; Mulvey et al., 2001; Springall et al.,

2001; Bower et al., 2005; Kau et al., 2005).

2.3.1 FACTORES DE VIRULENCIA ASOCIADOS A LA INVASIVIDAD DE UPEC.

Dentro de los factores de virulencia asociados a UPEC, solo el factor
citotéxico necrozante 1 (CNF1), el cual es producido por el 30% de las cepas de
UPEC (Mulvey et al., 1998; Bower et al., 2005; Pizarro-Cerda y Cossart, 2006),.y
dos adhesinas (Afa/Dr y la adhesina FimH) han mostrado independientemente
mediar la internalizacion de bacterias a células no fagociticas profesionales (como
lo son las células del uroepitelio) del hospedero (Jouve et al., 1997; Martinez et al.,
2000; Doye et al., 2002; Mulvey, 2002; Emody et al., 2003; Plancon et al., 2003;
Kansau et al., 2004; Bower et al., 2005; Eto et al., 2007). No obstante, estudios
realizados in vitro y en el modelo murino de cistitis sugieren que los mecanismos

bioquimicos involucrados en tales procesos no son claros (Kau et al., 2005).

2.3.2 FACTOR CITOTOXICO NECROZANTE 1 (CNF1).

El factor citotoxico necrozante 1 (CNF1l) es una toxina comunmente
encontrada en cepas de E. coli aisladas de pacientes con ITU. CNF1 es una
proteina de aproximadamente 110 kDa, la cual fue caracterizada en base a su
efecto necrozante y a la habilidad de promover la multinucleacion en cultivos

celulares (Caprioli et al., 1983). La forma en que se secreta CNF1 es poco



entendida debido a su caracter altamente hidrofilico y que carece de una
secuencia sefal distinguible. Sin embargo, una vez secretada la toxina es capaz
de entrar a las células del hospedero via endocitosis debido a un pH bajo y a la
subsecuente unién con el precursor del receptor de laminina, una proteina de
membrana del hospedero que también funciona como receptor para varios virus

(Mills et al., 2000; Chung et al., 2003).

Se ha propuesto que CNF1 estimula la formacién de fibras de actina,
lamelipodios, filopodios y membranas en forma de “ondulacion” (del inglés ruffle),
lo cual traeria como consecuencia posibles episodios de internalizacion (Chung et
al., 2003). Dentro de las células del hospedero, CNF1l funciona como una
deamidasa, convirtiendo residuos especificos de glutamina de algunas Rho
GTPasas (RhoA, Rac o Cdc42) en acido glutamico. Este cambio de aminoacidos
inhibe la actividad hidrolitica de GTP y la hidrélisis de GTP inducida por las
proteinas que activan GTPasas (GAPs), lo cual provoca que Rho GTPasas
permanezcan constitutivamente activas; tal evento es importante debido a que las
GTPasas son moléculas de sefializacion que participan en una gran variedad de
procesos celulares, incluyendo la reorganizacion del citoesqueleto (Boquet, 1997).
Muchos de los efectos observados de CNF1 (tales como la formacién de fibras y
protrusion de membrana) son desde luego consistentes con los mecanismos de
accion de la toxina provocados en Rho GTPasas; no obstante, no se sabe con

precision como estos efectos participan en la patogénesis de UPEC.



Un estudio realizado por Doye y cols. (2002) en una linea celular de vejiga
indica que la activacion de Rac por CNF1 promueve la formacion de una
‘ondulacién” en la membrana plasmatica y la subsecuente formacion de
lamelipodios, estimulando la movilidad celular y un posible incremento de la
internalizacion bacteriana. La internalizacion podria promover la sobrevivencia
dentro del TU, y el aumento de la movilidad celular facilitaria la diseminacién de

UPEC dentro del tejido infectado.

2.3.3 ADHESINAS AFIMBRIALES Y FIMBRIALES Afa/Dr.

La familia de adhesinas Afa/Dr consiste de estructuras adhesivas fimbriales
(F1845, Dr, Dr-11) y afimbriales (Afa-1 y Afa-2, Afa-3, Afa-4 y Nfa-l), las cuales son
codificadas por cinco genes (llamados A hasta B). Todos los miembros de la
familia de adhesinas Afa/Dr reconocen secuencias presentes en el factor
acelerador del consumo (DAF, CD55), el cual es una proteina de membrana que
evita la lisis celular mediada por el complemento, y funciona como un receptor
ligado a glicosilfosfatidilinositol (GPI) y como factor de regulaciéon expresado en
células del uroepitelio. Una subclase de adhesinas Afa/Dr, incluyendo F1845, Dry
Afa-3, también se unen a tres miembros de la familia de moléculas de adhesion
relacionadas con el antigeno carcinoembriogénico (CEACAM) (Bahrani-Mougot et
al.,, 2002; Berger et al., 2004). Ademas, la fimbria Dr que comprende las
subunidades DraE y DraD, unen colageno tipo IV y, tanto Dr y Afa-3 reconocen

a5B1-integrinas (Plancon et al., 2003).



En afios recientes algunas proteinas asociadas a Afa/Dr (AfaD, DraE y
DraD) también han sido implicadas como invasinas (moléculas capaces de
estimular la internalizacion a células del hospedero). Ensayos realizados en lineas
celulares (Hela, CHO y Caco2) confirman lo anterior. El reconocimiento de CD55
y/o a5B1-integrinas por las adhesinas Afa/Dr promueven el desarrollo progresivo
de microbios adherentes o la internalizacion de gotas cubiertas de invasina por la
membrana de la célula del hospedero via un mecanismo de “cierre” (del inglés
zipper), (Jouve et al., 1997; Plancon et al., 2003 Kansau et al., 2004; McCaw et al.,

2004).

Evidencias recientes han mostrado que la unién de la fimbria Dr a coldgeno
IV facilita la persistencia de UPEC dentro de compartimentos intersticiales de los
rifones en un modelo de pielonefritis en raton (Selvarangan et al., 2004). Ademas
se ha reportado que las UPEC que codifican adhesinas Dr pueden sobrevivir por
mas de un afio dentro del parénquima renal (Mulvey, 2002). La alta persistencia
de patégenos bacterianos ha sido vinculada a procesos invasivos. Sin embargo,
no es claro el papel que juega Afa/Dr en el proceso de internalizaciéon de UPEC a

células uroepiteliales.

2.3.4 ADHESINA FIMBRIAL FimH.

La adhesina FimH es codificada por el pili tipo 1, el cual es expresado por la
mayoria de los aislados de UPEC. Estas estructuras consisten de filamentos
delgados conformados por subunidades repetidas de FimA, acopladas a hebras

cortas que contienen la adhesina de uniébn a manosa FimH y dos proteinas



adaptadoras, FimF y FimG (Martinez et al., 2000; Mulvey, 2002; Kau et al., 2005;

Seed y Hultgren, 2005).

El receptor predominante del hospedero para la union de FimH a residuos
de monomanosa dentro del tracto urinario se cree es una proteina integral de
membrana conocida como uroplakina 1a (UP1a) (Zhou et al., 2001). Junto con
UP2, UP1la forma complejos hexagonales que se asocian con otras tres proteinas
(UP1b, UP3a y UP3b). Estos complejos de proteinas estan ensamblados en
placas que cubren casi por completo la superficie del epitelio de la vejiga
(Apodaca, 2004). Ademas, FimH puede mediar la adherencia bacteriana a un
namero de receptores glicosilados y no glicosilados dentro del hospedero,
incluyendo proteinas asociadas a matriz extracelular, coladgeno tipo | y 1V,
laminina, fibronectina, componentes de glicocalix presentes en la superficie de la
vejiga, la proteina glicosilfosfatidilinositol GPI (CD48), miembros de la familia
CEACAM vy la proteina altamente glicosilada Tamm-Horsfall (Sokurenko et al.,

1992; Kukkonen et al., 1993; Pak et al., 2001, Mulvey, 2002).

Se ha especulado que FimH puede actuar también como una invasina,
promoviendo la internalizacion de la bacteria a células epiteliales de vejiga, asi
como a mastocitos y macrofagos (Baorto et al., 1997; Martinez et al., 2000; Emody
et al.,, 2003; Eto et al.,, 2007). La internalizacion bacteriana a mastocitos y
macrofagos ocurre via interaccion con CD48, una proteina expresada

principalmente por células de la linea hematopoyética (Malaviya et al., 1999).



Mientras que, se ha sugerido que el receptor involucrado en la invasion mediada

por FimH a células epiteliales es la proteina UP1a (Zhou et al., 2001).

Ensayos realizados en el modelo de infeccién de vejiga en ratén, muestran
una aparente interaccion entre complejos hexagonales de uroplakina y la adhesina
del pili tipo 1 (FimH), éste y otros estudios han mostrado que la invasion es un
proceso completamente dependiente de FimH (Mulvey et al., 1998; Martinez et al.,
2000). La invasion bacteriana mediada por FimH parece ocurrir via un mecanismo
de “cierre”, en el cual la membrana del hospedero envuelve al patégeno adherente
en respuesta a la interaccion entre la adhesina y el receptor del hospedero
(Martinez et al., 2000). Ademas, utilizando espectroscopia de masas se ha
especulado que la interaccién del pili tipo 1 con ciertas integrinas (a3 y 1) modula
la internalizacion de la bacteria a células de vejiga (Eto et al., 2007). Ademas de
promover la adhesion y/o invasion, se ha observado que algunas variantes de
FimH median contactos interbacterianos, estimulando la autoagregacion
bacteriana y la formacién de biopeliculas (del Inglés biofilms), generando que
UPEC sea capaz de resistir mejor los tratamientos con antibioticos y las defensas

antibacterianas dentro del TU (Mulvey, 2002).

2.4 MODELO MURINO DE CISTITIS PARA EL ESTUDIO DE LA INVASIVIDAD DE UPEC.
Recientemente se desarrollé6 un modelo de infeccion de vejiga en raton para

evaluar de una mejor manera el proceso invasivo de UPEC, en el cual se ha

descrito que la invasion de UPEC a células uroepiteliales activa una cascada de

sefalizacion resultando en la formacibn de comunidades bacterianas



intracelulares (CBI). Una vez que UPEC se ha introducido en la célula, la
formacién de una CBI presenta cuatro estadios de desarrollo, que difieren con
respecto a la maduracion y/o crecimiento de la comunidad, entre los cuales se
incluyen: multiplicacién bacteriana, organizacioén colonial, movilidad y dispersion

(Mulvey et al., 2001; Anderson et al., 2004).

Bésicamente, una vez dentro de las células superficiales de la vejiga, UPEC
se divide rdpidamente en el citoplasma de la célula hospedera, resultando en la
formacién de una pequefia CBI. Durante el crecimiento, las bacterias mantienen
su tipica forma de bacilo y se encuentran orientadas azarosamente en el
citoplasma. Posteriormente, la primera CBI madura en una estructura parecida a
un biofilm, durante este cambio fenotipico las bacterias disminuyen su tasa de
crecimiento y empiezan a unirse y formar un delgado y compacto grupo,
denominado CBI intermedia. La superficie de las células de vejiga en este punto
de la infeccién presenta protuberancias o extensiones, cada una de las cuales
esta llena de cientos de bacterias. Eventualmente, las bacterias en el borde de la
CBI se desprenden y se diferencian a una forma alargada y tubular, con una alta
movilidad en un punto de la célula del hospedero. Una vez que éstas se extienden
en el borde de la célula infectada, las bacterias emergen, en un proceso
denominado “eflujo”. A menudo caracterizado por la formacion de largos
filamentos (bacilos unidos) de hasta 70 um de largo. Tal mecanismo ha sido
asociado en mayor medida con la persistencia y/o recurrencia de las IsTU, mas
gue a la evasion de las defensas del hospedero (Mulvey et al., 2001; Anderson et

al., 2003; Justice et al., 2004; Anderson et al., 2004).



2.5 INTERNALIZACION BACTERIANA Y ALTERACIONES DEL CITOESQUELETO.

Es bien conocido que varios patdgenos han desarrollado estrategias para
inducir activamente su entrada a células no fagociticas profesionales, los cuales
presentan proteinas de superficie e interactian con componentes de la membrana
celular del hospedero, o translocan proteinas bacterianas hacia el citosol de la
célula, promoviendo la entrada de la bacteria (Dramsi y Cossart, 1998). La
internalizacion de patdgenos bacterianos tales como: Yersinia, Salmonella y
Shigella, entre otros, es un proceso altamente activo que involucra el rearreglo
coordinado del citoesqueleto de actina y el cambio de la arquitectura de la
membrana plasmatica en el sitio de union de la bacteria, induciendo la endocitosis

del patdgeno (Figura 3) (Pizarro-Cerda y Cossart, 2006; Sousa et al., 2007).

Microorganismos como Yersinia se internalizan a células epiteliales
mediante el establecimiento secuencial de una alta afinidad ligando-receptor. El
compromiso directo entre la proteina bacteriana invasina y el receptor 31-integrina
conduce a la activacion de varias GTPasas, incluyendo Racl, un miembro de la
familia de reguladores de actina (Rho), y Arf6, la cual ha sido implicada en el
trafico de membranas; estas proteinas promueven el reclutamiento de segundos
mensajeros afectando la localizacion subcelular y la activacion de moléculas
reguladoras de actina (GPI, cinasas, entre otros), promoviendo la entrada del
patégeno a través del proceso conocido como “cierre” (Figura 3) (Isberg y Leong,

1990; Pizarro-Cerda y Cossart, 2004).
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Figura 3. Estrategias de invasion y el rearreglo del citoesqueleto: Yersinia, Salmonella 'y
Shigella. (A) La proteina de Yersinia (invasina) interactta con el receptor f1-integrina y activa una
cascada de sefalizacion que induce el rearreglo de actina en el sitio de entrada de la bacteria
mediante un mecanismo de “cierre”. (B) Salmonella transloca varios efectores dentro de la célula
(proteinas Sip) mediante el sistema de secrecion tipo tres (TTSS, por sus siglas en inglés);
conduciendo la polimerizacion de actina y la formacion de una “ondulacién” para su
internalizacion. (C) Shigella también transloca varios efectores dentro de la célula mediante el
TTSS para inducir la invasion (mecanismo de “ondulacién). La nucleacién de filamentos de actina
y el posterior rearreglo en la membrana es inducida por los efectores proteinicos Ipa y VirA.
Modificado de Pizarro-Cerda y Cossart, 2006.

Patdgenos como Shigella y Salmonella internalizan células epiteliales
mediante la translocacion de proteinas efectoras (proteinas denominadas Sip en el
caso de Salmonella y proteinas llamadas Ipa y VirA en el caso de Shigella) por el
TTSS, provocando el rearreglo masivo de filamentos de actina y la formacién de
una “ondulacion” en la membrana plasmatica de la célula hospedera, logrando la
entrada de la bacteria. Este rearreglo del citoesqueleto es caracterizado por la
induccion y/o reclutamiento de numerosas moléculas nucleadoras de actina en el
lado interno de la membrana citoplasmatica (complejo Arp2/3), en el sitio de
interaccion entre la bacteria y la célula (Criss y Casanova, 2003; Bougneres et al.,

2004). Ademas de la participacion del metabolismo de inositoles (GPI), Rho

GTPasas y cinasas en el proceso invasivo de estas enterobacterias, también se



ha detectado la presencia de las proteinas cofilina y vinculina como mediadores de
la internalizacion de Salmonella y Shigella, respectivamente (Figura 3) (Fu y

Galan, 1999; Cossart y Sansonetti, 2004).

En el caso de UPEC, poco es conocido acerca de los efectores que regulan
el transito en la polimerizacién de actina requeridos en el sitio de entrada de la
bacteria. Sin embargo, se ha propuesto que en la invasion mediada por FimH, el
rearreglo del citoesqueleto de actina es activado por proteinas cinasas (PI-3
cinasa) que catalizan la sintesis de segundos mensajeros, provocando cambios en
el citoesqueleto de la célula y alterando directa o indirectamente la localizacion
subcelular, conformacion y activacion de numerosas moléculas (GTPasas,
vinculina, cinasa de adhesién focal, FAK por sus siglas en inglés) (Martinez et al.,
2000; Martinez y Hultgren, 2002). En contraste, se ha especulado que los aislados
positivos a Afa/Dr no requieren del rearreglo de actina para la internalizaciéon de la
bacteria; sino al parecer, tal evento estad relacionado con la inestabilidad de
microtUbulos (otro componente del citoesqueleto) y la participacién de caveolina,

proteina asociada al trafico celular (Guignot et al., 2001).

Como se ha observado, la endocitosis de patégenos bacterianos es un
proceso altamente activo que involucra receptores especificos de superficie celular
y/o la elaboracion y translocacion de los mismos (Hall y Nobes, 2000). Los
receptores unidos a la superficie antigénica de las bacterias generan una cascada
de sefalizacion que involucra la activacion de pequefias moléculas (GTPasas),

promoviendo la dindmica en el rearreglo del citoesqueleto de actina y la formacion



de protuberancias en la superficie celular (en forma de “cierre” u “ondulacién”)

alrededor de la bacteria para endocitarla (Conner y Schmid, 2007).

En células eucariontes, la polimerizacion de actina no es un proceso
espontaneo. Una molécula nucleadora es necesaria para iniciar eficientemente la
formacion y elongacion de filamentos de actina. Hasta ahora, se han descrito tres
clases de nucleadores: el complejo Arp2/3, las proteinas formina y spire (Chhabra
y Higgs, 2007). ElI complejo Arp2/3 estd compuesto por siete proteinas (ARPC 1 a
5, Arp2 y Arp3), de las cuales solo Arp2 y Arp3 estan relacionadas con la actina, y
que al unirse forman un complejo nucleador que regula el ensamble dindmico de
los filamentos de actina y la formacion de estructuras (parecidas a las dendritas)
entre filamentos. De esta manera, el complejo Arp2/3 no sélo funciona como un
factor nucleador, sino que ademas provee estructura a la red intrincada de
filamentos de actina (Machesky et al., 1997; Millard et al., 2003), y que en
respuesta a diferentes estimulos puede resultar en la formacion de extensiones de
la membrana (lamelipodios), implicadas en la endocitosis fisioldégica propia de las
células eucariontes (Chhabra y Higgs, 2007), y en algunos casos en la

internalizacion de ciertos patogenos bacterianos (Svitkina y Borisy, 1999).

En contraste con el complejo Arp2/3, las proteinas spire y formina no son
capaces de establecer contacto entre filamentos de actina, y se han relacionado
en mayor medida con la formacion de estructuras de absorcion (filopodios, entre

otras) en las células animales (Higgs, 2005; Chhabra y Higgs, 2007).



Otras proteinas asociadas al citoesqueleto, entre las que se incluyen:
vinculina, cofilina, cortactina, miosina, por mencionar algunas, también han sido
implicadas como importantes mediadores en la internalizacion de patdégenos
bacterianos. Ademas, se ha establecido que algunas bacterias utilizan proteinas
involucradas en el trafico celular (clatrina y caveolina) para lograr su entrada a

células del hospedero (Pizarro-Cerda y Cossart, 2006; Boisvert y Duncan, 2008).



3. JUSTIFICACION

El hallazgo de que algunos aislados de UPEC han mostrado ser capaces de
internalizar células en cultivo y tejidos que constituyen el tracto urinario (modelo de
ratén), sugiere que la invasion es un evento importante en la patogénesis de estas
cepas. Sin embargo, no se conoce con precision la frecuencia con la que cepas
invasivas son las causantes de infecciones en el tracto urinario, ni tampoco se ha
establecido la eficiencia de internalizacién de dichos aislados. Ademas, aunque se
sabe que el rearreglo de actina es una caracteristica comun en la mayoria de los
eventos de invasion, los factores bacterianos y otros factores celulares (del
hospedero) involucrados en la internalizacién a las células son especificos para
cada bacteria. En el caso especifico de UPEC se desconoce en gran medida el
mecanismo mediante el cual la bacteria penetra al interior de las células
uroepiteliales, en particular las proteinas efectoras que regulan el transito en la

polimerizacion de actina, requeridas en el sitio de entrada de la bacteria.



4. HIPOTESIS

Cepas de Escherichia coli uropatdogena con capacidad invasiva
frecuentemente causan infecciones del tracto urinario en pacientes ambulatorios,
dichas bacterias al internalizarse producen alteraciones en la distribucion de

proteinas del citoesqueleto de la célula epitelial infectada.

5. OBJETIVO GENERAL

Conocer la frecuencia con la cual se encuentran cepas invasivas entre los
aislados de Escherichia coli obtenidos de pacientes con infeccion de vias
urinarias, e investigar la eficiencia de internalizacion bacteriana a células
epiteliales y detectar las alteraciones en el citoesqueleto inducidas por la

internalizaciéon de la bacteria.

5.1 OBJETIVOS PARTICULARES.
+ Evaluar la frecuencia de aparicién de cepas invasivas de Escherichia coli
uropatégena en aislados de pacientes con infecciones del tracto urinario.
+ Determinar la capacidad y la eficiencia de internalizacién bacteriana a
células epiteliales.
+ Detectar alteraciones en proteinas del citoesqueleto (Arp2, Arp3, actina y

clatrina) inducidas por la internalizacion de la bacteria.



6. DISENO EXPERIMENTAL

La estrategia para determinar la frecuencia y eficiencia de invasividad de aislados de UPEC de la ciudad de

México, y el analisis de proteinas del citoesqueleto involucradas en la internalizacién bacteriana fue la siguiente:

SEROTIPIFICACION

CULTIVO
BACTERIANO ENSAYO CUANTITATIVO DE CONTEO DE BACTERIAS
Cepas aisladas de IsTU INVASIVIDAD INTRACELULARES POR PLAQUEO
Células “T-24” Gelosa Mac Conkey

MICROSCOPIA OPTICA DE LUZ
Células “T-24"y “Vero”

ANALISIS CUALITATIVO
DE INVASIVIDAD
Células “T-24" y “Vero”

MICROSCOPIA ELECTRONICA
DE TRANSMISION
Células “T-24”

EXPERIMENTOS DE

R EXTRACCION DE WESTERN BLOTTING
CULTIVO ”\;TERN'S‘U,ZIAIC'?NZB',A,‘CTER'ANA CITOESQUELETO Analisis de las proteinas: Arp2,
CELULAR Infeccion de celulas T— _4 con una cepa Meétodo comercial (Kit) Arp3, Actina y Clatrina
Células “T—24” y “Vero” invasiva seleccionada

Figura 4. Esquema general de trabajo



7. MATERIAL Y METODOS
7.1 POBLACION DE ESTUDIO Y MATERIAL BIOLOGICO.

Se realizé un estudio transversal descriptivo, en el que se analizaron un
total de 60 cepas de Escherichia coli aisladas de orina (colectada del chorro medio
de la miccion en condiciones asépticas con un catéter) de pacientes ambulatorios
(hombres y mujeres) que mostraron sintomas clinicos de infeccion aguda no
complicada del tracto urinario y que en el urocultivo presentaron mas de 100,000
unidades formadoras de colonias (UFC) de E. coli por mL de orina. Los pacientes
eran en su mayoria mujeres (75%), y las edades fluctuaron entre los 14 y 75 afios
(el 70% tenia de 22-55 afios). No se incluyeron pacientes con alguna otra
enfermedad, ni mujeres embarazadas. Las cepas se colectaron durante los afos
2006 y 2007, y proceden de la Direccién de Investigaciéon del Hospital General
“Dr. Manuel Gea Gonzalez”, SS., Hospital General de México, SS y Hospital
General “Dr. Gonzalo Castafieda Escobar”, ISSSTE., de la Ciudad de México. Las
cepas se biotipificaron como Escherichia coli mediante el Sistema de Diagndstico
Automatizado Vitek. Las muestras con mas de una especie bacteriana se

excluyeron del estudio.

Las cepas se recibieron en cajas Petri en gelosa Mac Conkey (Bioxon). Se
mantuvieron a temperatura ambiente, tomando en cuenta que no transcurrieran
mas de 4 horas hasta su procesamiento. Se comprob6 que las cepas estuvieran
puras resembrandolas en gelosa Mac Conkey (Bioxon) y en medio gelosa Sangre
(Bioxon) suplementado con 5% de sangre de carnero desfibrinada (Hemo-

proveedores). Las placas se incubaron a 37°C durante 18-24 horas. Con el fin de



mantener las cepas bacterianas viables y disponibles para su uso, éstas fueron
crecidas durante toda la noche en 10 mL de medio Luria-Bertani (LB), al siguiente
dia el cultivo se centrifugd, y el botén bacteriano se resuspendiéo en 1.0 mL de
medio LB suplementado con glicerol al 60% y se congelaron a —70°C para

estudios posteriores.

7.2 BACTERIAS DE REFERENCIA.

Se utilizaron dos cepas de referencia: Escherichia coli uropatégena
(CFTO73) y Escherichia coli enteropatdgena (E2348/69) de la Coleccion
Americana de Cultivos Tipo (ATCC, por sus siglas en inglés). Ademas se utilizé la
cepa de Escherichia coli 1162 (025:H4), obtenida de células de una mujer que
tenia infeccion aguda recurrente del tracto urinario. La cepa bacteriana se
identific6 por el sistema automatizado Vitek. También se realizé identificacion
presuntiva de E. coli directamente sobre placa Chromogenic UTlI Medium
(OXOID). Esta cepa se utiliz6 como un control positivo debido a la peculiaridad de
formar filamentos bacterianos intracelulares, observados en las células a partir de
las cuales se aislo; como controles negativos se usaron 20 cepas de Escherichia
coli fecales/comensales aisladas de individuos sanos, procedentes de la colecciéon
de cepas del Depto. de Salud Publica de la Facultad de Medicina, UNAM., ademas

de la cepa E. coli de referencia K-12 (Cuadro 2).



Cuadro 2. Cepas de referencia de Escherichia coli

Especies Identidad Serotipo Control
Escherichia coli uropatégena CFTO73* 06:K2:H1 POSITIVO
Escherichia coli uropatégena 1162** 025:H4 POSITIVO
Escherichia coli enteropatégena | E2348/69* 0127:H6 POSITIVO
Escherichia coli K-12 MG1655* OR:H11 NEGATIVO
20 Escherichia coli Fecales/Comensales*** Varios NEGATIVO

* ATCC, Coleccién Americana de Cultivos Tipo.
** Cepa aislada de una mujer con sintomas de cistitis aguda.
*** Coleccion del Depto. de Salud Publica de la FM, UNAM.

7.3 SEROLOGIA POR AGLUTINACION EN PLACA.
Las cepas se serotipificaron en el laboratorio mediante aglutinacién en
microplacas de 96 pozos, utilizando 175 antisueros somaticos y 56 antisueros

flagelares, obtenidos en conejo (Orskov y Orskov, 1975).

Brevemente, para preparar el antigeno soméatico cada cepa se resembré en
un tubo de TSA inclinado mediante estria cerrada incubandolo a 37°C durante 24
horas. El crecimiento obtenido se cosechd con una solucion salina (0.15 M), la
suspension obtenida se transfirio a un tubo limpio para hervirlo a vapor fluyente
por espacio de 1 hora. Al concluir se agregd solucion salina con formaldehido

(0.06%) para preservar el antigeno.

Para el caso de los antigenos flagelares se inocul6 la cepa por picadura en
un tubo con medio semisolido incubandola a 30°C por un periodo maximo de 14

dias. Cuando en el tubo se hizo visible la movilidad, se tom6 un indculo con asa




bacterioldgica y se transfirid a un tubo con caldo biotriptasa al 2% incubandolo a la

misma temperatura durante 24 horas para conservar el antigeno.

La identificacion de los antigenos sométicos se realizd colocando 50 pL de
cada suero monoespecifico y 50 pL del antigeno en cada uno de los 96 pozos de
que consta la microplaca. Cada placa se incub6 a 50°C durante 24 horas
cubriéndola para evitar la desecacion. Después de este periodo se leyo la
aglutinacion para determinar los positivos y posteriormente realizar la titulacion
correspondiente con los sueros preparados a una diluciéon 1:100; se colocaron
100 pL en la primera linea de la placa y 50 puL de solucion salina en los pozos
restantes para realizar diluciones 1:2 seriadas hasta obtener una dilucién final de
1:12,800. A cada pozo se le agregaron 50 pL de antigeno en estudio, incubando la
placa durante toda la noche a 50°C para realizar la lectura. El serogrupo de la
bacteria se definié6 como aquél en que la reaccién de aglutinacion se presentd con
la mayor dilucién. Para el caso en el que los titulos fueron muy cercanos se
utilizaron sueros puros absorbidos con los antigenos que presentaron cruce
antigénico. La determinacion del antigeno flagelar se realiz6 siguiendo el
procedimiento descrito anteriormente, a excepcion de que el tiempo de incubacion

fue de 3 horas.

Los criterios de evaluacion de la aglutinacion fueron: 100% (4+), 75% (3+),
50% (2+) y 25% (1+), sin aglutinacion (negativa, O?) y aglutinacion con todos los
antisueros (rugoso, OR) de acuerdo a lo establecido por el Laboratorio de

Serologia de la Facultad de Medicina de la UNAM.



7.4 CULTIVO CELULAR.

Para los ensayos de invasividad in vitro, se utilizaron células de vejiga
humana (Homo sapiens) llamadas “T-24” (ATCC, USA) y células de riidn de mono
verde africano (Cercophitecus aethiops) denominadas “Vero” (ATCC, USA). Las
células “T-24” se crecieron rutinariamente en botellas de cultivo de 250 mL (Nunc,
Inc.) en medio McCoy (In vitro S.A.) conteniendo L-glutamina y suplementado con
10% de suero fetal de bovino (SFB) inactivado (GIBCO) y una mezcla de
estreptomicina-penicilina al 1% (In Vitro S.A.), se mantuvieron en incubacion a
37°C en una atmosfera de 3% de CO,. Las células “Vero” se crecieron en medio
minimo esencial de Eagle, MEM (Laboratorios In vitro S.A. México, D.F.) en las
mismas condiciones. Las células se resembraron rutinariamente cuando éstas

alcanzaron el 80% de confluencia.

7.5 ENSAYO CUANTITATIVO DE INVASIVIDAD BACTERIANA DE PROTECCION A
GENTAMICINA EN CELULAS “T-24",

El ensayo cuantitativo de invasividad bacteriana en células “T-24” se realiz6
segun Luck y cols. (2005), con algunas modificaciones. Células “T-24” con una
confluencia del 80% se desprendieron con una solucion de tripsina al 0.25% vy
verseno al 0.1% (In vitro S.A.), y se sembraron a una concentracién de 2.5 x 10°
células/mL en placas de cultivo de 24 pozos (Nunc, Inc.) en medio McCoy
suplementado con 10% de SFB y se incubaron a 37°C en una atmosfera de 3%
CO, durante 18 horas. Transcurrido este tiempo, se les cambio el medio a las

células por medio McCoy sin SFB ni antibidticos.



Las cepas de E. coli se crecieron durante 12 horas en medio LB a 37°C y
luego por una hora mas en medio MEM, esto se realizé de la siguiente manera: el
cultivo bacteriano se centrifugé a 8,000 x g durante 3 minutos, se decantd el
sobrenadante y se resuspendio en 1.0 mL de medio MEM sin suero ni antibi6ticos
y se incubaron durante una hora a 37°C. La monocapa celular se inoculd con una
multiplicidad de infeccién (MOI, por sus siglas en inglés) de aproximadamente
100:1 de cada cepa a evaluar y se incub6 a 37°C en 3% de CO, durante 3 horas.
Transcurrido este tiempo, las células se lavaron tres veces con PBS y se lisaron
con 200 pL de Triton X-100 (Merck) al 0.1% en PBS durante 20 minutos a
temperatura ambiente. Seguido de la lisis celular, las bacterias se resuspendieron
en PBS y se cuantificaron por plaqueo de diluciones seriadas (1:50 y 1:2500) en
cajas Petri con gelosa Mac Conkey para obtener el niumero total de bacterias

asociadas a las células.

Para determinar el nimero de bacterias intracelulares de los aislados de
UPEC un segundo grupo de células “T-24” se infect6 como se describid
previamente. Después de las 3 horas de incubacion, las células se lavaron tres
veces con PBS y se incubaron por 1 hora mas en medio McCoy suplementado con
100 pg/mL de gentamicina (In vitro S.A.) y 300 pg/mL de lisozima (Sigma
Chemical CO), lo anterior con la finalidad de eliminar a las bacterias que no se
internalizaron a las células. Las células se lavaron con PBS y se lisaron con 0.1%
de Triton X-100 en PBS, y las bacterias se recuperaron y cuantificaron por plaqueo

de diluciones seriadas (1:50 y 1:2500) en placas con gelosa Mac Conkey. Las



placas se incubaron a 37°C durante toda la noche y las colonias bacterianas se

contaron para su analisis estadistico.

El ensayo se realiz6 por duplicado, y los resultados de dos experimentos
independientes se expresaron como porcentaje del numero de bacterias

intracelulares con respecto a las bacterias asociadas a la monocapa celular.

7.6 ANALISIS CUALITATIVO DE INVASIVIDAD BACTERIANA DE PROTECCION A
GENTAMICINA EN CELULAS “T-24" Y “WVERO”.

El andlisis cualitativo de invasion bacteriana se realizd6 segun Elsinghorst,
1994, con algunas modificaciones. A una placa de cultivo de 24 pozos que
contenia lentejas de polipropileno de 13 mm (Sarstedt, Inc.) se le agreg6é una
suspension de células “T-24” o “Vero” a una concentracion de 2.5 x 10°/mL en
medio McCoy o MEM (segun la linea celular) suplementado con 10% de SFB y
una mezcla de estreptomicina-penicilina al 1% y se incubaron a 37°C en una
atmésfera de 3% CO, durante 18 horas. Posteriormente, se les cambi6 el medio a
las células por medio McCoy o MEM sin SFB ni antibidticos. Cada una de las
cepas a evaluar se crecido como se describio previamente. La monocapa celular se
infectd a una MOI de aproximadamente 100:1 y se incubd a 37°C en 3% de CO;

durante 3 horas.

Transcurrido este tiempo, las células se lavaron tres veces con PBS y se
incubaron durante 1 hora mas en medio McCoy o MEM suplementado con 100

png/mL de gentamicina y 300 pg/mL de lisozima; solo las bacterias intracelulares



sobrevivieron al tratamiento. Después de la incubacion las células se lavaron con
PBS, fijaron con metanol y tifieron con Giemsa (Sigma Chemical CO) durante 20
minutos. Las muestras se deshidrataron en acetona-xileno y se fijaron a un
portaobjetos con balsamo de Canadd (Fisher Scientific Company) para
examinarlas posteriormente por microscopia de luz (40X y 100X) (Carl Zeiss, West
Germany) bajo aceite de inmersidén. Se realizaron dos ensayos independientes

con sus respectivos duplicados.

7.7 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION.

La microscopia electronica de transmision se realiz6 segun Becker y cols.
(1996) por el Dr. Armando Pérez Torres de la Facultad de Medicina, UNAM. Las
células “T-24” infectadas durante el analisis cualitativo de invasividad bacteriana,
se fijaron con 2.5% de glutaraldehido en 0.1 M de amortiguador de cacodilato de
sodio (pH 7.4) durante 90 min a 4°C. Las muestras se lavaron tres veces en el
mismo buffer (0.15 M) y se fijaron en tetradxido de osmio al 1% durante 30
minutos a 4°C. Después de tres lavados mas, las preparaciones se deshidrataron
en concentraciones ascendentes de etanol y se embebieron en resina (Epon 812)
durante 5 min; las lentejas se colocaron con las células fijadas hacia abajo,
opuestas a la capsula de resina durante toda la noche a temperatura ambiente
para permitir una adecuada infiltracion de la resina a las células. Posteriormente,
se calento la capsula a 55°C durante 48 horas para permitir la polimerizacion de la

resina.



Finalmente, la capsula se congelé con nitrogeno liquido para romper las
lentejas y liberar la monocapa celular embebida en Epon 812. Se obtuvieron
secciones ultra delgadas (entre 70 y 80 nm) con un ultramicrotomo (Sorvall MT
6000), las cuales se tifieron con 2% de acetato de uranilo y citrato de plomo para
su posterior evaluacién por microscopia electrénica de transmision (Carl Zeiss EM-

10, West Germany).

7.8 ANALISIS DE PROTEINAS DEL CITOESQUELETO INVOLUCRADAS EN LA
INTERNALIZACION DE LA BACTERIA.

Células “T-24” a una confluencia del 80% se tripsinizaron y crecieron en
cajas Petri (100 x 15 mm) para cultivo (Nunc, Inc.) a una concentracion de 2.5 x
10°/mL, conteniendo medio McCoy suplementado con 10% de SFB inactivado y se
incubaron a 37°C en atmésfera de 3% de CO, durante 72 horas. Se seleccioné
una cepa (1162) que tuvo la capacidad de internalizarse eficientemente a células

en el ensayo cuantitativo de invasividad bacteriana de proteccion a gentamicina.

El aislado se creci6 como se describié previamente en los ensayos de
invasividad. Se infectaron dos cultivos celulares a una MOI de aproximadamente
100:1 durante 3 horas a 37°C en 3% de CO,; ademas se sembraron células sin
infectar como control negativo durante 4 y 6 horas. Posteriormente, los cultivos
infectados se lavaron tres veces con PBS e incubaron durante 1y 3 horas mas en
medio McCoy suplementado con 100 pg/mL de gentamicina y 300 pg/mL de

lisozima. Las monocapas celulares se lavaron con PBS frio y se desprendieron de



los platos de cultivo con un gendarme de plastico para cosecharlas en tubos

Eppendorf de 1 mL.

7.8.1 OBTENCION DE PROTEINAS DE CITOESQUELETO.

La obtencion de proteinas de citoesqueleto se realizé utilizando el método
comercial “Compartmental Protein Extraction Kit” (Chemicon, Inc.), el cual se basé
en la lisis celular, fraccionamiento secuencial, centrifugacion y solubilizacion
selectiva de las proteinas del citoesqueleto. Una vez obtenidas las fracciones
enriquecidas de citoesqueleto, se preparé la muestra adicionando el 25% de
amortiguador de Laemmli 4X del volumen final de la muestra, y 5% de
f—mercapto—etanol (LKB, Sweden) y se hirvi6 durante 5 min. Las fracciones
enriquecidas de proteinas de citoesqueleto se separaron esencialmente por el
método descrito por Laemmli, (1970). Electroforesis en Geles de Poliacrilamida en
Dodecil Sulfato Sodico (SDS-PAGE) al 10%, el cual se corrié en una solucion
electrodo (50 Mm, glicina 380 Mm y SDS 2%) en una camara de electroforesis

vertical (BIO-RAD) a 20 miliamperios constantes.

7.8.2 INMUNO-ELECTROTRANSFERENCIA (DEL INGLES WESTERN BLOTTING).

El inmunoblot se realiz6 segun Towbin y cols (1979) con la modificacion de
utilizar el método horizontal en semiseco (Harlow y Lane, 1988). Las proteinas
contenidas en el gel de poliacrilamida se transfiieron a membranas de
nitrocelulosa (Millipore, Bedford), mediante una solucion electrodo (Tris-Base 50
mM, glicina 380 mM, SDS 1% y metanol al 20%) en una camara de

electrotransferencia (Owl separation systems) a 150 miliamperios constantes.



Las membranas se bloquearon con leche descremada al 4% en PBS
durante una hora a temperatura ambiente. Las membranas que contenian los
antigenos se incubaron con el anticuerpo primario (anti-Arp2, anti-Arp-3, anti-
actina y anti-clatrina), dilucién 1:200, durante 48 horas a 4°C. Después de lavar las
membranas (PBS-Tween al 0.2%) y quitar el primer anticuerpo, se incubd con un
anticuerpo secundario anti-lgG (dilucion 1:5,000) conjugado con la enzima
horseradish-peroxidasa durante una hora a temperatura ambiente. La reaccién se
visualizé con Tris-Base 50 mM, 4-chloro-1-naphthol y peréxido de hidrégeno al

30%.



8. RESULTADOS

8.1 DETECCION DE BACTERIAS INTRACELULARES EN CELULAS UROEPITELIALES
OBTENIDAS DE UNA PACIENTE CON ITU.

Se aislaron células uroepiteliales a partir de la orina de una mujer con
sintomas de cistitis aguda. Las células se fijaron y tifieron con Giemsa para
observarlas en el microscopio de luz. Las Figuras 5A y 5B muestran a las células
uroepiteliales con filamentos largos (compuestos de bacilos unidos) que emergen
0 escapan de las células infectadas. Algunas células presentan deformacion y
protuberancias (Figura 5C). También observamos filamentos de diferentes
longitudes no adheridos a las células (Figura 5D y 5E). Aparentemente los bacilos
se unen por los extremos y forman filamentos parecidos a las hifas de los hongos.
Como control negativo tenemos células uroepiteliales sin bacterias ni filamentos

adheridos (Figura 5F), obtenidas de personas sanas sin sintomas de ITU.

A partir de estas células uroepiteliales se aisl6 una bacteria, la cual se
identific6 mediante pruebas bioquimicas y por serologia como Escherichia coli con
serotipo O25:H4. Esta cepa de E. coli a la cual nombramos 1162 se incluyé como
parte del estudio y se utiliz6 como un control positivo interno en los ensayos de
invasividad, debido a la particularidad de formar filamentos bacterianos

intracelulares in vivo.



Figura 5. Células uroepiteliales aisladas de orina de una mujer con infeccién aguda del tracto
urinario. En A, B, C, D y E células infectadas tefiidas con Giemsa, aumento con el objetivo 100X.
Las flechas negras indican los filamentos formados por bacilos bacterianos que parecen emerger de
las células infectadas (A y B), dichas bacterias son potencialmente comunidades intracelulares. En
C una célula deforme con protuberancias en la superficie, la cual esta completamente cubierta por
los filamentos bacterianos. En D y E filamentos (flechas amarillas) no vinculados a las células,
donde se puede apreciar la septacion de los mismos (bacilos unidos). El panel F muestra células
uroepiteliales de una persona sana, control negativo. La bacteria aislada se identificO como
Escherichia coli con serotipo O25:H4. La presencia en esta bacteria de otros factores de virulencia
confirmé que se trata de una cepa UPEC.

8.2 ENSAYO CUANTITATIVO DE INVASIVIDAD BACTERIANA EN CELULAS “T-24".
Se realizaron ensayos de invasividad in vitro a 60 cepas de Escherichia coli
aisladas de orina de pacientes con ITU en células de vejiga humana. El ensayo

consistid en infectar, con cada cepa a evaluar, la monocapa celular, incubarla y



exponerla al antibiético gentamicina, posteriormente recuperar a las bacterias del
interior de las células y finalmente sembrarlas en platos con gelosa Mac Conkey
para cuantificarlas. Unicamente las bacterias invasivas pueden crecer debido a
gue la gentamicina no penetra al interior de las células durante el ensayo. Las
células fueron infectadas a una MOI de aproximadamente 100:1 durante 3 horas

para determinar adherencia e invasividad bacteriana de las cepas de E. coli.

Los porcentajes de invasividad se expresaron como numero de bacterias

intracelulares respecto a las adheridas inicialmente (Figura 6A y 6B).

Figura 6. Plaqueo de diluciones seriadas en gelosa Mac Conkey (conteo de bacterias viables).
(A) Plato Petri con gelosa donde crecieron las colonias bacterianas a partir de las bacterias que se
adhirieron a las células “T-24" después de 3 h de incubacion (bacterias asociadas). Se observan las
colonias bacterianas, cada colonia representa una UFC (en este caso el conteo fue de 222 UFC). (B)
Plato Petri con gelosa donde crecieron las colonias bacterianas a partir de las bacterias intracelulares
después del tratamiento con gentamicina (el conteo fue de 42 UFC). En consecuencia el porcentaje
de invasividad fue de 18.9% de una cepa UPEC serotipo O152:NM. Dilucién 1:2500.

De las 60 cepas evaluadas mediante este método se encontr6 que 36
(60%) resultaron invasivas, el nimero de bacterias intracelulares (UFC/pozo)
recuperadas vario entre los 36 aislados positivos al ensayo de 1,660 a 866,000

UFC/pozo (que corresponden a las cepas 13932B y 14018 respectivamente, ver



cuadro 3). En diez de estas cepas invasivas el niumero de bacterias intracelulares
fue mayor a 100,000 UFC/pozo (Cuadro 3). Las cepas prototipo uropatdégena
(CFT073) y enteropatdogena (E2348/69) mostraron 36,750 UFC/pozo y 29,000

UFC/pozo, respectivamente.

Por el contrario, de las 20 cepas de E. coli fecales/comensales usadas
como control negativo, sélo dos presentaron bacterias internalizadas en el ensayo

in vitro y el namero fue inferior a 3,000 UFC/pozo.



Cuadro 3. Aislados de E. coli que mostraron capacidad de invadir células
“T-24” in vitro, numero de bacterias intracelulares (UFC/p0zo)

e f e Promedio de Bacterias (".A:).
Intracelulares (UFC/pozo) Invasividad

1 13640 0O166:NM 135,500 4.24
2 13641 (04 8,000 0.60
3 13643 0102:H6 3,500 0.85
4 13646 O102:NM 21,000 1.49
5 13882 OR:NM 90,000 2.64
6 13925 OR:NM 12,000 0.39
7 13929 0O2:H31 81,250 2.85
8 13932B OR:NM 1,660 0.37
9 13957 O8:NM 33,500 2.75
10 13959 O86:H18 37,500 2.01
11 13996 O39:H16 224,500 10.63
12 14018 O152:NM 866,000 19.14
13 14029 (o4 75,000 5.95
14 14030 0O25:H4 207,000 8.38
15 14036 O8:H18 180,000 6.67
16 14041 O77:H18 249,500 9.51
17 14043 O77:H18 117,500 4.93
18 14044 0O25:H4 74,000 2.01
19 14045 (o4 79,500 3.39
20 14063 O6:H1 4,500 0.87
21 14067 (04 17,500 1.53
22 14068 OR:NM 96,500 7.89
23 14069 0O25:H4 147,500 3.41
24 14070 0O2:H6 22,000 0.85
25 14073 0O25:H4 36,000 1.47
26 14129 O2:NM 65,000 3.41
27 14134 O6:H1 9,250 0.67
28 14672 0O25:H4 89,000 6.70
29 A8-1 0O25:H4 52,500 1.90
30 A8-3 O1:NM 27,500 2.18
31 A8-7 0O25:H4 50,000 2.10
32 A8-15 0O25:H4 110,000 11.13
33 A8-35 0O25:H4 2,000 1.62
34 A8-44 0O100:H12 8,000 0.52
35 047 OR:H6 17,500 2.07
36 1162 O25:H4 534,000 13.57
37* E2348/69 0O127:H6 29,000 1.87
38* CFTO73 O6:H1 36,750 4.19

* Cepas prototipo.
Los porcentajes son el promedio del cociente de dos experimentos independientes.



Al analizar la eficiencia de internalizacion (calculada en porcentaje) de las
36 cepas invasivas encontramos que 12 presentaron mas del 4% de invasividad,
dentro de las cuales, cuatro cepas sobresalen por presentar una eficiencia de
internalizacion mayor al 10%, resultando con 10.63%, 11.13%, 13.57% y 19.14%
que correspondieron a las cepas 13996, A8-15, 1162 y 14018, respectivamente
(Figura 7). La cepa prototipo UPEC CFT073 se present6 con un eficiencia invasiva

del 4.19%.

En contraste, 16 de los aislados mostraron una moderada eficiencia de
internalizaciéon con porcentajes de entre el 1.47% y 3.41% (Figura 7). Estos
porcentajes estuvieron cercanos a los de la cepa prototipo EPEC E2348/69
reportada en trabajos anteriores con porcentajes de invasividad cercanos al 2%
(Hernandes et al., 2008). En nuestro ensayo este aislado presenté un porcentaje
de invasividad del 1.87%, lo cual indica que nuestros experimentos estuvieron
dentro de los estandares de eficiencia establecidos en otros laboratorios. Ademas

se encontrd un grupo de cepas con menos del 1% de invasividad (Figura 7).

Dos cepas desprendieron la monocapa celular durante el ensayo, por lo

tanto no se evalu6 su capacidad invasiva.

Finalmente, de las 20 cepas de E. coli fecales/comensales evaluadas, se
observd que soélo dos fueron capaces de internalizar células, el porcentaje de

invasividad para estos aislados fue de 1.22% y 1.28%.
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Figura 7. Eficiencia de invasividad de cepas de Escherichia coli aisladas de IsTU en células de vejiga humana “T-24”. El ensayo de
invasividad in vitro evidencio que 36 cepas fueron capaces de internalizar células “T-24". El grado de invasividad de las cepas probadas varid
ampliamente: una invasividad baja (& menor al 1%), invasividad moderaddsed entre el 1.47% y 3.41%, porcentajes muy cercanos a la cepa
enteropatégena prototipo E2348/69), cepas muy invasivas ( Eadentre el 4.24% y 9.51%, porcentajes de internalizaciéon cercanos a la cepa
uropatdgena prototipo CFT073), y aislados altamente invasivos @@ mayor al 10%), entre estas se encuentra la cepa 1162 serotipo O25:H4 queé,
ademas de ser parte del estudio fue utilizada como un control positivo interno. *Control positivo [l E2348/69 1.87%, CFT073 4.19% y 1162
13.57%).



8.3 ANALISIS CUALITATIVO DE INVASIVIDAD BACTERIANA EN CELULAS “T-24” y “VERO".

Con la finalidad de observar a las bacterias al interior de las células se
seleccionaron 10 cepas con capacidad de internalizar células en el ensayo
cuantitativo, dentro de las cuales se incluyé a la cepa 1162 como control positivo y
a una cepa K-12 como control negativo. El andlisis cualitativo consistio en tefir y
examinar, en el microscopio de luz, las preparaciones de células “T-24” después
del ensayo de invasividad. En las muestras positivas al ensayo se observaron
bacterias que permanecieron en la monocapa celular a pesar del tratamiento con
gentamicina y de ser lavadas extensivamente. Aparentemente, estas bacterias

fueron capaces de internalizar células “T-24".

La observacion de las células con el objetivo de 100X nos permitié contar el
ndamero de bacterias encontradas al interior de las células, el cual fue de entre 12
y 43 + 3 bacterias por célula (b/cel) para cinco de las cepas evaluadas (Figura 8A
y 8B). En tres casos las células invadidas presentaron muy pocas bacterias de 4 a
13 + 2 b/cel (Figura 8C, 8D y 8E). Finalmente, dos cepas sobresalieron por el alto
namero de bacterias observadas en las células de 36 a 56 y de 50 a 70 + 3 b/cel
(Figura 8F y 8G). La cepa con los numeros mas altos fue la cepa 1162, la cual
ademas de ser parte del estudio se utiliz6 como un control interno. En algunos
casos se observd, en el citoplasma de algunas células, bacterias que parecian
estar dentro de vacuolas y en algunos de ellos se puede apreciar la liberacion de
las bacterias al medio (Figuras 8C, 8F y 8G). Es importante mencionar que solo

una fraccion de las células observadas en las preparaciones presento bacterias.



Figura 8. Microscopia éptica de luz de células de vejiga humana (Linea T-24) después del
ensayo de invasividad in vitro. Se observan bacilos aislados o colonias de bacterias en el
citoplasma celular, algunos parecen estar dentro de vacuolas y otros al parecer escapan 0 emergen
de las células infectadas (A cepa 13929, B cepa A8-1, C cepa 14063, D cepa 14073, E cepa A8-35,
F cepa 13640 y G cepa 1162). En el panel H se observan células sin bacterias, al infectarlas con la
cepa K-12 (control negativo). Las bacterias se identificaron por pruebas bioquimicas y por serologia
como: Escherichia coli con serotipo O2:H31 (A), 025:H4 (B), 06:H1 (C), 025:H4 (D), 025:H4
(E), O166:NM (F) y 025:H4 (G). Aumentos con los objetivos 40X y 100X.

El empleo de microscopia electronica de transmision nos permitié detectar,
en las células de vejiga humana (T-24) cultivadas, una posible secuencia de la
internalizacion de la bacteria al interior de la célula (Figura 9); i) se observan
algunas bacterias adheridas a la superficie celular (Figura 9A y 9B), ii) observamos
a la bacteria envuelta o rodeada por extensiones de la membrana celular llamados
lamelipodios (Figura 9C, 9D y 9E), los cuales facilitan la endocitosis del patégeno

mediante un mecanismo de “ondulacién” y iii) su posterior establecimiento al

interior de la célula en un endosoma (Figura 9F).



Figura 9. Microscopia electrénica de transmision de células de vejiga humana (T-24) después
del ensayo de invasividad in vitro. Se incubaron las células con la cepa UPEC (1162, serotipo
025:H4) por 4 h. En A 'y B (i) se observan las bacterias adheridas a la superficie celular. En C, D y
E (ii) observamos prolongaciones de la membrana celular (lamelipodios) que engloban a la bacteria;
(F) iii Endosoma con una bacteria internalizada. Las flechas indican la posicién de la bacteria.
Escala bar, 5 um. (n) nucleo.



Ademas, se empled una linea celular adicional, en el ensayo cualitativo de
invasividad con el objetivo de corroborar que el fendbmeno de invasividad
bacteriana no es exclusivo de las células “T-24”. Se utilizaron células “Vero”
provenientes de rifion de mono de Africa (Cercopithecus aethiops). Después de
realizar las pruebas in vitro se examinaron las preparaciones y se detectaron

bacterias al interior de las células en las 10 muestras evaluadas.

En las fracciones de células en las que se observaron bacterias, el nUmero
contabilizado fue de entre 12 y 30 + 4 bacterias por célula para 8 de las bacterias
analizadas (Figura 10A y 10B). En dos casos se observaron de 31 a 58 y de 48 a
62 + 3 bacterias por célula (Figura 10C y 10D). El nimero mas alto observado en
este ensayo también correspondié a la cepa 1162 (Figura 10D). Células sin

infectar se utilizaron como control negativo (Figura 10E).

|
.

Figura 10. Microscopia 6ptica de luz de células de rifidon de mono (Linea Vero) después del
ensayo de invasividad. (A cepa 13646, B cepa 13957, C cepa 14036 y D cepa 1162). Algunas
bacterias se observan en espacios parecidos a vacuolas y otras a nivel del nicleo. En el panel E se
observan células sin infectar como control negativo. Aumentos con los objetivos 40X y 100X. Las
bacterias se identificaron por pruebas bioquimicas y por serologia como: Escherichia coli con
serotipo O102:NM (A), O8:NM (B), 08:H18 (C) y 025:H4 (D).



8.4 SEROTIPIFICACION.

El empleo de serologia por aglutinacion en placa con 175 antisueros
somaticos y 56 flagelares permitié la tipificacion de las cepas objeto de nuestro
estudio. Dentro de las 60 cepas de E. coli aisladas de IsTU encontramos una gran
variedad de serogrupos, distribuidos en 18 serogrupos O diferentes. De las 47
cepas que resultaron tipificables con los antisueros O empleados, el 70.22% (33
aislados) pertenecieron a los serogrupos considerados como clasicos de UPEC
(01, 02, 06, O7, 08, 018, 025 y 0O75), siendo el serogrupo 025 el mas
representativo entre estos aislados con 15 cepas (31.91%), seguido por el
serogrupo O2 con 5 cepas y por los serogrupos O8 y O75 con 3 aislados cada
uno, los demas serogrupos estuvieron representados en 7 cepas. Entre los
serogrupos diferentes a los uropatdgenos (29.78%) se observaron el 036, 039,
053, 054, 077, 086, 0100, 0102, 0152 y 0166, distribuidos en 14 aislados.

Trece aislados de los 60 analizados no fueron tipificables (O? y OR).

En nuestra muestra, no sélo el serogrupo, sino el serotipo mas frecuente
entre los aislados invasivos de UPEC fue el O25:H4 (observado en al menos 10
cepas). Los demas serogrupos UPEC O1, 02, O6 y O8 estuvieron representados
en 8 cepas, siendo el serogrupo O2 el mas representativo entre éstas con 3
aislados; el resto lo comprenden serogrupos que no son clasicos de UPEC (039,
077, 086, 0100, 0102, 0152 y 0O166) y cepas que no fueron tipificables con los

antisueros O utilizados (O? y OR) (Cuadro 4).



Cuadro 4. Serogrupos encontrados entre las cepas invasivas

Serogrupos ‘ Clave de las cepas invasivas
o1 A8-3
02 13929, 14070,14129
06 14063, 14134
08 13957,14036
025:H4* 14030, 14044, 14069, 14073, 14672, A8-1, A8-7, A8-15, A8-35, 1162

039 13996

077 14041, 14043

086 13959

0100 A8-44

0102 13643, 13646

0152 14018

0166 13640
o7 13641, 14029, 14045, 14067
OR 13882,13925,13932B, 14068, 047

O? No tipificable (no reacciond con ninguno de los antisueros utilizados).
OR Rugoso (las cepas tiene una capsula que reacciona con todos los antisueros).
Los datos en negritas representan los serogrupos clasicos de UPEC.

* Serotipo mas frecuente encontrado entre los aislados invasivos.

8.5 ANALISIS DE PROTEINAS DEL CITOESQUELETO INVOLUCRADAS EN LA
INTERNALIZACION DE LA BACTERIA.

Debido a que algunas bacterias utilizan el citoesqueleto para entrar a las
células, en el presente trabajo determinamos la presencia de las proteinas Arp2,
Arp3, y actina en el citoesqueleto de células “T-24” que han sido invadidas por
bacterias. EI complejo Arp2/3 es un conjunto de 7 proteinas, dos de las cuales son
ARP, (Arp2 y Arp3) y que al unirse forman un complejo que al estar activado es
capaz de inducir la polimerizacién de actina. Para este analisis se obtuvo una
fracciéon celular enriquecida en proteinas del citoesqueleto a partir de células que

contenian bacterias invasivas. Posteriormente, se determiné la presencia de las



proteinas Arp2, Arp3, actina y clatrina, esto mediante inmuno-electrotransferencia.
Con el antisuero Anti-Arp2, se observé una banda de aproximadamente 40 kDa
correspondiente al de la proteina Arp2 en la fraccion del citoesqueleto de células
infectadas por 4 y 6 horas (Figura 11). Se observdé un mayor aumento de la
proteina Arp2 a las 6 horas. No se detect6 la presencia de Arp2 en las células que
no fueron infectadas con bacterias. Cuando se incluy6 el antisuero anti-Arp3 en las
fracciones del citoesqueleto se detecté una banda tenue de aproximadamente 50
kDa correspondiente al peso de la proteina Arp3 (Figura 12). La intensidad de las
bandas inmunotefidas fue igual a las 4 y 6 horas de infeccion. Al utilizar el
antisuero anti-actina se detectdé una banda de alrededor de 38 kDa que
corresponde al peso de la actina, nuevamente como en los casos anteriores, esta
banda se observé en la fraccién del citoesqueleto de las células que contenian
bacterias invasivas (Figura 13). La intensidad de estas bandas fue igual alas 4y 6

horas de infeccion.
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Figura 11. Inmuno-electrotransferencia para detectar la proteina Arp2 en la fraccion del
citoesqueleto de células “T-24” infectadas con UPEC (1162). Carril 1, marcador de peso
molecular kDa; carril 2, células sin infectar, carril 3 'y 4, células infectadas e incubadas durante 4 y
6 horas, respectivamente. La flecha sefiala la banda correspondiente al peso molecular de Arp2 que
reacciono con el antisuero anti-Arp2.
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Figura 12. Inmuno-electrotransferencia para detectar la proteina Arp3 en la fraccién del
citoesqueleto de células “T-24” infectadas con UPEC (1162). Carril 1, marcador de peso
molecular kDa; carril 2, células sin infectar, carril 3 y 4, células infectadas e incubadas durante 4 y
6 horas, respectivamente. La flecha sefiala la banda correspondiente al peso molecular de Arp3 que
reaccion6 con el antisuero anti-Arp3.
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Figura 13. Inmuno-electrotransferencia para detectar la proteina actina en la fraccion del
citoesqueleto de células “T-24” infectadas con UPEC (1162). Carril 1, marcador de peso
molecular kDa; carril 2, células sin infectar, carril 3 y 4, células infectadas e incubadas durante 4 y
6 horas, respectivamente. La flecha sefiala la banda correspondiente al peso molecular de la actina
que reacciond con el antisuero anti-actina.



9. DISCUSION

Escherichia coli uropatégena (UPEC), el principal responsable de las IsTU
es considerado un grupo genéticamente heterogéneo y puede variar en sus
habilidades para colonizar y persistir dentro de la vejiga o los rifiones (Mulvey,
2002). Tradicionalmente, UPEC no es considerado un patdgeno intracelular. Sin
embargo, en los ultimos afios esta bacteria ha adquirido una gran relevancia
debido a que en diversos estudios basados en cultivos celulares y en un modelo
animal se ha establecido que algunas cepas pueden invadir células epiteliales
(Fukushi et al., 1979; Mulvey et al., 1998; Martinez et al., 2000; Mulvey, 2002;
Plancon et al., 2003; Bower et al., 2005; Eto et al., 2007; Wiles et al., 2008). En
particular, en el modelo de infeccion en ratén (modelo de cistitis murino), se ha
evidenciado que algunas bacterias uropatégenas se adhieren, invaden y replican
en las células de la vejiga y forman comunidades bacterianas intracelulares (CBI).
Estas CBI se disocian y salen de las células infectadas formando largos filamentos
de bacilos unidos. Finalmente, establecen reservorios intracelulares quiescentes
gue podrian ser fuente de infecciones recurrentes (Mulvey et al., 2001; Justice et

al., 2004; Anderson et al., 2004; Anderson et al., 2004).

En nuestro estudio obtuvimos células uroepiteliales a partir de orina
humana, las cuales estaban infectadas con una cepa de E. coli aparentemente
invasiva. Al observar las preparaciones al microscopio de luz se pudieron notar
largos filamentos bacterianos que dan la apariencia de emerger o escapar de las
células infectadas (ver figura 5), muy similar a los filamentos bacterianos

observados en el modelo murino (Anderson et al., 2003; Justice et al., 2004,



Anderson et al.,, 2004). Lo relevante en este caso es que se trata de células
uroepiteliales humanas, las cuales fueron aisladas de una mujer con infecciones
recurrentes del tracto urinario. La historia clinica de la paciente reporto la
sintomatologia de cistitis aguda e infecciones recurrentes (confirmadas con
examenes de laboratorio) cada dos o tres meses durante un periodo de dos afos.
Este resultado sugiere que algunas cepas UPEC tienen la habilidad de internalizar
células epiteliales de vejiga durante la infeccibn en humanos y que dichas cepas

siguen el mismo mecanismo patégeno descrito en el modelo de infeccion en raton.

La habilidad de invadir células uroepiteliales puede ser un importante factor
de virulencia en cepas de UPEC. Sin embargo, la mayoria de los grupos que se
dedican al estudio de esta bacteria, se han enfocado en mayor medida a su
deteccion, identificacion y patrones de resistencia a antibiéticos; dejando de lado
la frecuencia con la cual se presentan cepas invasivas en aislados de IsTU, lo cual
podria ser de gran relevancia debido a la alta persistencia y/o recurrencia de estas
infecciones. En el presente trabajo investigamos si las cepas aisladas de
pacientes con ITU tienen la habilidad de invadir células cultivadas in vitro. Los
resultados mostraron que el 60% de los aislados fueron capaces de internalizar
células en cultivo (linea T-24), lo que sugiere que las cepas de E. coli con
capacidad invasiva causan frecuentemente IsTU. Entre los aislados con habilidad
invasiva, creemos que soOlo a doce se les puede considerar como verdaderas
cepas intracelulares, debido a que presentaron niveles de invasividad superiores a
los observados en las cepas prototipo de referencia E2348/69 y CFT073, las

cuales son consideradas como poco invasivas (Hernandes et al.,, 2008;



comunicacién verbal Mulvey, 2009) y que en nuestro ensayo fueron encontradas
con porcentajes cercanos al 2 y 4% (29,000 y 36,000 UFC/mL), respectivamente.
Ademas, otras cepas uropatdgenas invasivas que se han descrito en trabajos
anteriores como la UTI89 y NU14 mostraron titulos intracelulares cercanos a las
100,000 UFC/mL (Mulvey et al., 2001), similares a los observados en los aislados
que consideramos como verdaderos patdégenos invasivos; dentro de las cuales
cuatro sobresalen por presentar una eficiencia de internalizacion mayor al 10%.
Niveles similares de invasividad han sido observados en otras bacterias patégenas
tales como Salmonella typhimurium y Listeria monocytogenes (Huang et al., 1998;

Kim y Wei, 2007).

Debido a lo anterior, consideramos como poco invasivas a las cepas que
presentaron menos del 4% en nuestros ensayos in vitro. Dieciséis de las cuales
son consistentes con la moderada eficiencia de invasividad (alrededor del 2%)
descrita para la cepa prototipo EPEC E2348/69 (Hernandes et al., 2008). El resto
de los aislados se encontraron con una eficiencia de internalizacion (menor al 1%)
similar a la observada en algunos patdégenos oportunistas intracelulares tales
como Campylobacter jejuni y Enterobacter sakazakii, reportados con intervalos de

0.1% vy 0.4% (Biswas et al., 2003; Mohan y Venkitanarayanan, 2007).

Hasta ahora, la invasividad no ha sido considerada un factor de virulencia
en cepas uropatdégenas. Sin embargo, la capacidad invasiva mostrada por algunas
cepas de UPEC en el modelo de infeccidén de vejiga en raton (Mulvey et al., 2001;

Anderson et al., 2003; Justice et al., 2004; Anderson et al., 2004; Anderson et al.,



2004), los diversos estudios sobre eventos de internalizacion de esta bacteria en
cultivos celulares (Fukushi et al., 1979; Doye et al., 2002; Mulvey, 2002; Bower et
al., 2005; Eto et al., 2007) y el fenotipo invasivo caracterizado en 36 cepas en
nuestro estudio indican, que la invasion a células uroepiteliales puede ser un paso
importante en la patogénesis de este microorganismo. Tal capacidad invasiva
puede darle a UPEC ventajas en la colonizacion, sobrevivencia y diseminacién

efectiva dentro del tracto urinario.

El alto porcentaje encontrado de cepas con habilidad invasiva entre
nuestros aislados, indican que la circulacion de estas cepas entre la poblacién de
la Ciudad de México puede ser mas comun de lo esperado, y que posiblemente
tienen un papel importante en las infecciones recurrentes, frecuentemente
observadas en los pacientes con ITU. Hoy en dia, la recurrencia de IsTU ha sido
asociada en mayor medida a la reinoculacién con cepas que colonizan el tracto
gastrointestinal y a la resistencia a antibidticos (Hooton, 2001; Kim y Wei, 2007).
Sin embargo, otra posibilidad viable es que la bacteria que origind la infeccion
persista dentro de las células del hospedero mediante el fenémeno de invasividad.
Un ejemplo de lo anterior puede ser el caso de la cepa 1162, la cual fue aislada de
una mujer quien presentd numerosas infecciones y sintomas de cistitis aguda
durante mas de dos afios. Tal aislado fue uno de los que presentd mayor
eficiencia de invasividad (13.57%) en nuestro ensayo. La capacidad invasiva de
esta cepa junto con la habilidad de formar filamentos bacterianos pudo haber
contribuido a la recurrencia sufrida por la paciente. Estudios adicionales sobre la

capacidad invasiva de cepas aisladas de casos de persistencia bacteriana en IsTU



podrian dar un nuevo panorama acerca de otra posible causa de las infecciones

urinarias recurrentes.

Los datos descritos en nuestro estudio y reportes anteriores acerca del
fendmeno de invasividad, proveen evidencia de que UPEC pudiera no sélo ser un
simple patégeno extracelular, sino que este microorganismo pudo haber
desarrollado los mecanismos necesarios para invadir, multiplicarse y persistir
dentro de las células del tracto urinario. Por tal motivo, la evaluacion, vigilancia y
estudio de cepas de E. coli uropatégena con habilidad de internalizar células
uroepiteliales, deben ser objeto de investigaciones tendientes a determinar la

importancia creciente de la invasividad como un nuevo factor de virulencia.

En el contexto anterior, la internalizacion de patégenos bacterianos es un
proceso altamente activo que involucra receptores especificos de superficie celular
y/o la elaboracion y translocacién de los mismos (Hall y Nobes, 2000). Los
receptores unidos a la superficie antigénica de las bacterias generan una cascada
de sefializacién que involucra la activacion de pequefias moléculas, promoviendo
la dinamica en el rearreglo de la actina del citoesqueleto y la formacion de
protuberancias en la superficie celular (del hospedero) alrededor de la bacteria
para endocitarla (Rottner et al., 2004; Conner y Schmid, 2007). En el caso
especifico de UPEC, poco es conocido acerca de los factores bacterianos y otros
factores celulares del hospedero involucrados en la internalizacion de la bacteria a
células uroepiteliales, en particular se desconocen las proteinas bacterianas

efectoras que puedan inducir la endocitosis mediante la polimerizacion de actina.



Hasta ahora, el complejo Arp2/3 es probablemente el activador de actina
mejor caracterizado en células eucariontes (Higgs y Pollard, 2001; Pollard y
Borisy, 2003). Este complejo estd compuesto por dos proteinas relacionadas con
la actina (Arp2 y Arp3), que al unirse induce la formacion y elongacion de los
filamentos de actina. Estas proteinas son altamente conservadas y se expresan en
casi todas las células animales en respuesta a diferentes estimulos (Chhabra y
Higgs, 2007). Recientemente, el complejo Arp2/3 ha sido implicado en el proceso
invasivo de ciertos patdégenos intracelulares tales como: Yersinia enterocolitica
(Wiedemann et al., 2001), Salmonella entérica (Criss y Casanova, 2003), Shigella
flexneri (Bougneres et al., 2004), asi como de Listeria monocytogenes (Sousa et

al., 2007).

En nuestro estudio analizamos mediante inmunoblot la participacion de las
proteinas Arp2, Arp3 y actina en el proceso invasivo de una cepa UPEC (1162) a
células T-24. Observamos que solo en las fracciones de células infectadas fue
posible detectar a las proteinas Arp2, Arp3 y actina, la intensidad de la
inmunotincion de las bandas fue mas marcada al aumentar el tiempo de
incubacion de la infeccion. Este resultado sugiere, que en la invasion de la cepa
1162 participa activamente el complejo Arp2/3, posiblemente promoviendo el
rearreglo de los filamentos de actina y el remodelaje de la membrana celular del
hospedero para la internalizacion de la bacteria, similar a lo observado en Listeria

monocytogenes (Sousa et al., 2007).



Este cambio en la arquitectura de la membrana de las células infectadas fue
observado en nuestras micrografias electrénicas de transmisibn a modo de
protuberancias (lamelipodios) en forma de “ondulacién”, a diferencia de lo
mostrado en otros trabajos, en los cuales se ha postulado que la internalizacion
ocurre via un mecanismo de “cierre” (Martinez et al., 2000; Martinez y Hultgren,
2002). Tal diferencia, podria deberse a que UPEC es un grupo genéticamente
heterogéneo, el cual puede variar en su habilidad para colonizar e infectar a un
hospedero animal. Pensamos que puede haber diferentes vias de internalizacion
bacteriana entre las mismas cepas UPEC debido a que en este grupo la
diversidad en factores de virulencia es muy grande, de hecho se ha postulado que

el grupo UPEC tiene al menos cuatro patotipos (Marrs et al., 2005).

La cepa UPEC 1162 utilizada en el presente estudio posiblemente controla
el proceso celular de endocitosis, al igual que otros patdégenos intracelulares que
se apoderan de la endocitosis fisioldgica propia de las células eucariontes, y
mediante el complejo Arp2/3 modulan y estabilizan los filamentos de actina para

su posterior establecimiento en el interior de las células.

Tradicionalmente la clasificacién de los serotipos de E. coli esta basada en
la presencia de ciertos antigenos O (somaticos), H (flagelares) y K (capsulares).
Una asociacion entre la expresion de los antigenos somaticos especificos y los
patotipos de E. coli ha sido bien documentada, sin embargo, el grado con el cual
estos antigenos impactan en la patogénesis de estas cepas no es del todo

entendido (Lloyd et al., 2007). En nuestro estudio de las 60 cepas de E. coli



aisladas de IsTU el 78.3% fue serol6gicamente tipificable, esto concuerda con lo
reportado en estudios similares donde logran serotipificar entre el 77% y 87% de
sus aislados (Blanco et al., 1995; Paciorek et al., 2002). En nuestra muestra
encontramos 18 serogrupos O diferentes. Algunos de los cuales pertenecen a
patotipos comunes de E. coli causantes de diarrea (ETEC, EIEC, EPEC y EAEC).
Sin embargo, para conocer si realmente estos son grupos patdgenos es necesario
verificar que portan los factores de virulencia especificos para cada patotipo. Cabe
mencionar que de las 47 cepas que resultaron tipificables con los antisueros O
empleados, el 70.21% (33 aislados) se repartieron en 8 serogrupos O (01, 02,
06, 07, 08, 018, 025y O75) de los preferencialmente llamados UPEC. Dentro de
los cuales, el mas representativo fue el 025, observado en 15 cepas, seguido del

02 con 5 cepas y el O8 y O7 con tres cepas cada uno.

En contraste, la frecuencia y distribucién de serogrupos comunmente
encontrados entre aislados de UPEC en diferentes paises como: Espafa,
Finlandia, Hungria, Inglaterra, Japén, China, Canada, Estados Unidos y Brasil
indican que los serogrupos encontrados con mayor frecuencia han sido el O6,
seguido del O2 (Johnson et al., 1997; Rodriguez-Siek et al., 2005; Manges et al.,
2006; Abe et al., 2008). Es importante mencionar que este es el primer estudio en
México donde se quiere conocer el serogrupo de las cepas de E. coli que causan
infecciones en personas del Distrito Federal. En otro estudio similar realizado por
este mismo grupo de investigacion, se reporto que el serogrupo 025 fue el mas
frecuente identificado en los aislados de ITU, seguido por el O8 (lbarra-Lépez,

2007). Lo anterior sugiere que los serogrupos de cepas causantes de IsTU en



pacientes de la ciudad de México podrian ser distintos a los identificados en otras
zonas geograficas como Europa y Asia y en algunos paises del Continente

Americano.

Con respecto a los aislados invasivos, el serotipo méas frecuente fue el
025:H4 (observado en al menos 10 aislados). Los serogrupos O1, O2, O6 y O8
(asociados a UPEC) estuvieron representados en 9 cepas (siendo el serogrupo 02
el mas representativo entre éstas, con 4 aislados), el resto lo comprendieron
serogrupos que no son clasicos de UPEC (039, 077, 086, 0100, 0102, 0152 y
0166) y cepas que no fueron tipificables con los antisueros O empleados (O? y
OR). Cabe mencionar que sélo dos de las 36 cepas invasivas pertenecieron a los
serotipos reportados para UPEC (O6:H1 y O75:H5, con una cepa cada uno). El
serotipo 025:H4 recientemente se describi6 como un posible grupo clonal
multiresistente a drogas antimicrobianas (Nicolas-Chanoine et al., 2008). La
frecuencia del serotipo O25:H4 observada en este estudio, sugiere un posible
origen clonal entre dichas cepas uropatdgenas, sobre todo porque todas las cepas
fueron aisladas de pacientes que habitan la misma area, y fueron colectadas en el

mismo periodo.

Mientras mejor entendamos los mecanismos mediante los cuales las cepas
UPEC colonizan y persisten dentro del hospedero, mejor podremos desarrollar
tratamientos basados en los factores de virulencia especificos de la cepa

infectante encontrada dentro de un paciente individual.



10. CONCLUSIONES
1. La presencia de células uroepiteliales con filamentos bacterianos que dan la
apariencia de emerger de las células infectadas sugiere que lo establecido en el

modelo murino, también podria ocurrir en humanos.

2. Treinta y seis cepas (60%) fueron capaces de internalizar células de vejiga

humana “T-24".

3. Consideramos que soOlo 12 de las 36 cepas poseen verdadero potencial
invasivo, debido a que mostraron una alta eficiencia de internalizacion en los

ensayos in vitro.

4. La alta capacidad invasiva (13.57%) mostrada por la cepa 1162 aislada del
caso de infeccion aguda recurrente, pudo haber contribuido a la persistencia

bacteriana sufrida por la paciente.

5. El serogrupo 025 se present6 con la frecuencia més alta entre los 60 aislados
obtenidos de pacientes con ITU. Ademas el serotipo O25:H4 se identifico

principalmente entre las cepas invasivas.

6. Las proteinas del citoesqueleto Arp2, Arp3 y actina podrian tener un papel

activo en el proceso de internalizacion de la cepa UPEC.



11. PERSPECTIVAS

+ Hasta ahora, la recurrencia de IsTU ha sido asociada en mayor medida a
la reinoculacién y a la resistencia a antibiéticos. Sin embargo, otra posibilidad
viable es que la bacteria que origin6 la infeccion persista dentro del TU mediante
el fendmeno de invasividad. Estudios adicionales sobre la capacidad invasiva de
cepas aisladas de casos de persistencia bacteriana en IsTU podrian dar un nuevo

panorama acerca de otra posible causa de las infecciones urinarias recurrentes.

+ Si bien los datos sobre la alta frecuencia del serotipo O25:H4 encontrada
entre los aislados invasivos, apunta hacia un posible origen clonal, se requiere de
estudios de biologia molecular (ERIC-PCR, Finger-prints, Campos Pulsados y/o
MLEE) para construir dendogramas que demuestren el parentesco filogenético

entre estas cepas.

+ En nuestro estudio detectamos que el complejo nucleador de actina
Arp2/3 puede estar involucrado en la internalizacion de UPEC. Para que éste y
otros componentes celulares del hospedero puedan participar en la invasion del
patogeno, deben ser activados por ciertos efectores bacterianos. En el caso de
UPEC, se ha establecido que la adhesina FimH (mas que cualquier otro factor de
virulencia) puede iniciar el evento de internalizacion. Sin embargo, la gran mayoria
de cepas UPEC que expresan FimH no son capaces de invadir células. Lo anterior
sugiere que ademas de la adhesina antes mencionada existen otras proteinas
adicionales que facilitan el proceso de invasividad, o que la presencia de la

adhesina FimH en la bacteria, es mas bien un requisito que estabiliza la



adherencia pero no la proteina que, por si sola, induce el proceso de
internalizacion. Debido a lo anterior, seria importante identificar las proteinas

bacterianas efectoras involucradas en la endocitosis del patdgeno.

+ Tradicionalmente, UPEC no es considerado un patdgeno intracelular. Sin
embargo, el fenotipo invasivo caracterizado en 36 cepas en nuestro estudio y la
capacidad invasiva mostrada por algunas cepas uropatégenas en el modelo de
infeccion en ratén y en cultivos celulares, proveen evidencia de que la invasividad
puede ser un paso importante en la uropatogénesis de este microorganismo. Por
tal motivo, la evaluacion y caracterizacion de cepas de E. coli uropatégena con
potencial invasivo, deben ser objeto de investigaciones tendientes a desarrollar
herramientas que permitan el diagndstico e identificacion oportuna de dichas

bacterias potencialmente peligrosas.
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13. APENDICE
MEDIOS DE CULTIVO BACTERIANOS

Medio para Congelar Bacterias
Glicerol 60 %
Luria—Bertani 40 mL

Gelosa Especial

Base de gelosa sangre 204g
Agar bacteriol6gico 15¢
Extracto de carne 15¢g
Agua destilada c.b.p 1L

pH=7.4

Esterilizar a 121°C durante 15 minutos y almacenar a temperatura ambiente.

Medio Luria—Bertani (LB) Broth Luria

Triptona 10g
Extracto de levadura 59
Cloruro de sodio 59
Agar bacteriol6gico 15¢g
Agua destilada c.b.p. 1L
pH=7.0

Esterilizar a 121°C/15 minutos.

Gelosa Mac Conkey

Peptona de caseina 1.50¢
Peptona de gelatina 17.0g¢
Peptona de carne 1.50¢
Lactosa 10.0g
Sales biliares 1.50¢
Cloruro de sodio 509
Agar 135¢g
Rojo neutro 0.03g
Cristal violeta 0.001 g
Agua destilada c.b.p 1L

Esterilizar a 121°C durante 15 minutos.

Gelosa Sangre

Agar bacteriolégico 409
Sangre desfibrinada 59
Agua destilada c.b.p 1L

Esterilizar a 121°C durante 15 minutos. Cuando la temperatura del agar se encuentre
entre 37°C y 40°C agregar la sangre poco a poco con una jeringa.



MEDIOS PARA CULTIVO CELULAR

*Medio MaCoy (1X) c/SFB v c/Antb, a cada 100 mL se le adiciona:

L—glutamina 1%
Bicarbonato de Sodio 7.5% 1mL
Estreptomicina (10,000 U/mL)/

Penicilina (10,000 pg/mL) 1mL
SFB 10 %
Regulador de HEPES 1 M 1mL

*Medio MaCoy s/SFB y s/Antb, a cada 100 mL se le adiciona:

L—glutamina 1%
Bicarbonato de Sodio 7.5% 1mL
Regulador de HEPES 1 M 1mL

*MEM (medio minimo esencial) c/SFB y c/Antb, a cada 100 mL se le adiciona:

MEM (10X) 10 mL
L—glutamina 1%
Bicarbonato de Sodio 7.5% 1mL
Estreptomicina (10,000 U/mL)/

Penicilina (10,000 pg/mL) 1mL
SFB 10 %
Regulador de HEPES 1 M 1mL
Agua desionizada estéril 90 mL

*MEM (medio minimo esencial) s/SFB vy s/Antb, a cada 10 mL se le adiciona:

MEM (10X) 97 mL
L—glutamina 1%

Bicarbonato de Sodio 7.5% 1mL
Regulador de HEPES 1 M 1mL

*Filtrar y envasar en botellas de vidrio.

Medio para Congelar Células, a cada 30 mL de MEM (10X) 6 MaCoy

Dimetilsulféxido (DMSO) 10 %
SFB 20 %
SUPLEMENTOS

Acrilamida—Bisacrilamida

Acrilamida 3049
Bisacrilamida 08¢
Agua desionizada estéril 100 mL

Filtrar



Amortiguador para Electroforesis (10X)

Tris—Base 50 mM
Glicina 380 mM g
SDS 2%
Agua destilada c.b.p. 1mL

Amortiguador de Laemmli (4X)

Tris—HCI pH 6.8 0.063 M
Glicerol 10 %
SDS 10 %
B—mercaptoetanol 5%
Azul de Bromofenol 0.05¢g
Agua destilada c.b.p. 10 mL
Amortiguador de Transferencia (semiseco)

Tris—Base 50 mM
Glicina 380 mM
SDS 1%
Alcohol Metilico 20 %
Agua destilada c.b.p. 1mL

Giemsa (solucién para tefir células)

Giemsa 1lg
Glicerol 62 mL
Alcohol Metilico 84 mL

Disolver el Giemsa en el glicerol en agitador magnético durante 2 horas. Agregar el
alcohol metilico y filtrar. Envasar en frascos ambar.

PBS Fisiologico (1X)

NacCl 8¢
KCI 0.2g
Na,HPO, 1449
KH,PO, 0.24¢
Agua destilada c.b.p. 1L
pH= 7.2

Esterilizar a 121°C/15 minutos.

Solucién Reveladora

Tris—Base 50 mM pH 7.6 20 mL
Cloronaphtol 200 pL
Peroxido de Hidrégeno al 30% 20 mL

Mezclar el Tris—Base con el cloronaphtol, filtrar y agregar el peréxido de hidrégeno.
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