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RESUMEN

Las infecciones cérvico-vaginales (CVIs) ocasionadas por cepas de E. coli
portadoras de multiples marcadores de virulencia se encuentran entre los
principales padecimientos inflamatorios en las mujeres y representan un serio
problema de salud. En este estudio se utilizé6 un modelo de infeccion in vitro de la
linea celular vaginal A431 con cepas de E. coli patdogenas cérvico-vaginales
(CVPEC) con el objetivo de determinar los distintos patrones de expresion de los
genes de virulencia que codifican para adhesinas, toxinas, sistemas de adquisicion
de hierro, sistemas para evadir la respuesta inmune del hospedero (protectinas) y
otros asociados a islas de patogenicidad (PAls) y su relacion con los distintos
serogrupos O en las cepas CVPEC. Un total de 200 cepas de E. coli fueron
aisladas de mujeres mexicanas con infecciones cérvico-vaginales de dos unidades
meédicas del Instituto Mexicano del Seguro Social. La identificacion de E. coli se
realizd por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) mediante la
amplificacion del gen 16S rRNA. La deteccién de los diferentes genes de
virulencia y serogrupos O se realizd mediante multiples corridas de PCR. La
expresion de los genes de virulencia fue detectada por PCR en tiempo real
después de la infeccién in vitro de células A431 derivadas de carcinoma de
epidermis vulvar. Los genes de virulencia mas frecuentes entre las cepas CVPEC
fueron: fyuA 94.5% (n=189), feoB 91.5% (n=183), traT 81% (n=162), kpsMTII
75.5% (n=151) y usp 72.5% (n=145). Los serogrupos predominantes fueron: 025
(49.5%, n=99), O75 (9%, n=18) y O15 (7.5%, n=15). Los genes de virulencia
expresados con mayor frecuencia entre las cepas CVPEC fueron: fyuA 94.5%
(n=189), feoB 91% (n=182), traT 80% (n=160), usp 72.5% (n=145) y kpsMTII
72.5% (n=145). El patron de expresién mas frecuente entre las cepas CVPEC fue
el conformado por los genes fyuA/feoB/traT/kpsMTIl/usp/iutA/irp2 con el 31.5%
(n=63), teniendo correlacion estadisticamente significativa (p<0.05) con el
serogrupo 0O25. Los resultados demostraron que las cepas de Escherichia coli
expresaron de manera colectiva distintos genes de virulencia durante la

patogénesis de la linea celular vaginal A431.



ABSTRACT

Cervico-vaginal infections (CVIs) caused by strains of E. coli carrying multiple
virulence markers are among the main inflammatory diseases in women and
represent a serious health problem. In this study, we used an in vitro model of
infection the vaginal cell line A431 with pathogenic cervical-vaginal E. coli strains
(CVPEC) to determine the expression patterns of virulence genes encoding for
adhesins, toxins, iron-acquisition-systems, systems to evade the immune response
of the host (protectins) and other associated with pathogenicity islands (PAls) and
their relationship with different O serogroups in the CVPEC strains. A total of 200
strains of E. coli were isolated from mexican women with cervical-vaginal infections
from two medical units of the Instituto Mexicano del Seguro Social. The
identification of E. coli was performed by the polymerase chain reaction (PCR)
amplifying the 16S rRNA gene. Detection of different virulence genes and
serogroups O was performed using multiple PCR runs. The expression of virulence
genes was detected by real-time PCR after in vitro infection of A431 cells derived
from wvulvar epidermis carcinoma. The most frequent virulence genes in the
CVPEC strains were: fyuA 94.5% (n=189), feoB 91.5% (n=183), traT 81% (n=162),
kpsMTIl 75.5% (n=151) and usp 72.5% (n=145). The predominant serogroups
were: 025 (49.5%, n=99), O75 (9%, n=18) and O15 (7.5%, n=15). The most
frequently expressed virulence genes among the CVPEC strains were: fyuA 94.5%
(n=189), feoB 91% (n=182), traT 80% (n=160), usp 72.5% (n=145) y kpsMTII
72.5% (n=145). The most abundant expression pattern among the CVPEC strains
was formed by the genes fyuA/feoB/traT/kpsMTIl/usp/iutA/irp2 with 31.5% (n=63),
having a statistically significant correlation (p<0.05) with the serogroup O25. The
results showed that strains of Escherichia coli collectively expressed different

virulence genes during the pathogenesis of vaginal cell line A431.



1. INTRODUCCION
1.1 Infecciones del canal cérvico-vaginal

Las infecciones cérvico-vaginales (CVIs) se encuentran entre los principales
padecimientos inflamatorios en las mujeres (Hilbert et al, 2008) y son
consideradas una de las razones mas comunes por las que las mujeres buscan
atencion médica (Lipsky et al., 2000). Representan hasta un 55% del total de
consultas de atencion primaria, especializada y de urgencias, siendo E. coli el
principal patdgeno causal de las infecciones del tracto genitourinario (Donders,
2010). Las cepas patdégenas de Escherichia coli cérvico-vaginal (CVPEC) afectan

aproximadamente al 60% de las mujeres durante su vida (Rashki, 2014).

Algunas mujeres con infecciones cérvico-vaginales no presentan sintomas
(pacientes asintomaticas), otras, sin embargo, pueden padecer signos y sintomas
como eritema, ulceraciones superficiales o fisuras, secrecion vaginal anormal
(fluido fétido, abundante, grumoso, blanquecino o amarillento), dolor y prurito
vulvar, dismenorrea, disuria y/o dolor pélvico (Tchoudomirova et al., 2001). Puede
ser dificil distinguir la etiologia solo con base en los sintomas, por lo que es
necesaria la exploraciéon fisica y el estudio microbiolégico para establecer un
diagndstico preciso. La prevalencia de los procesos infecciosos puede variar
dependiendo de la poblacion de estudio (Bradshaw et al., 2005). En México (1995-
1998) se reportd que la presencia de E. coli incrementd significativamente de 11 a
15% en muestras de exudados cérvico-vaginales en pacientes con infeccion
sintomatica (Flores-Paz et al., 2003). Para el 2007 se reporté una prevalencia de
E. coli aproximadamente del 17% en exudados cérvico-vaginales (Gonzalez-
Pedraza et al., 2007), siendo esta prevalencia mayor en mujeres con menopausia,
debido a que el déficit estrogénico provoca que el epitelio vaginal se adelgace, lo
que da lugar a que las infecciones vaginales sean mas frecuentes a esta edad
(Gonzalez-Pedraza et al., 2007).

Entre los factores mas importantes que favorecen las infecciones cérvico-

vaginales se encuentran las relaciones sexuales sin proteccion. La conducta



sexual se ha relacionado a las infecciones vaginales debido a que el sexo vaginal
practicado sin proteccién (uso de condon) resulta en la reduccion de la actividad
endogena antimicrobiana y en un crecimiento microbiano favorecido por el plasma
seminal (Nakra et al., 2016). Los diferentes métodos de planificacion familiar como
el uso del dispositivo intrauterino (DIU) ocasionan procesos inflamatorios y con ello
puede incrementar hasta 5 veces la colonizacion e infeccién por cepas CVPEC
(Smart et al., 2004). Por ultimo, las enfermedades cronicas como la diabetes
mellitus (DM) incrementan las infecciones debido a la inmunosupresién tanto
humoral como celular, lo que se ha asociado con una prevalencia relativamente
alta en la expresion de factores de virulencia en infecciones por E. coli patégena
extraintestinal (EXPEC) (Wang et al., 2013).

1.2 Caracteristicas generales de Escherichia coli

Escherichia coli es una bacteria que posee la capacidad de colonizar y persistir en
numerosos nichos, principalmente en el tracto gastrointestinal de los mamiferos.
E. coli y otras bacterias comensales de la microbiota intestinal frecuentemente
forman una relacion simbidtica benéfica con su hospedero, proporcionando
sustancias nutritivas, senales clave para la regulacién y desarrollo de la respuesta
inmune, ademas de proteccidén contra patdgenos extrafios (Yan & Polk, 2004). Es
un bacilo Gram-negativo, maévil, cuya dimensién varia de 1 a 3 ym (Figura 1). Es
una bacteria anaerobia facultativa que forma parte principal de la microbiota
intestinal normal de los seres humanos. Las cepas comensales contribuyen a la
salud de sus portadores debido a que inhiben el crecimiento de otras bacterias

patdgenas (Levine, 1987).

E. coli puede cultivarse con facilidad a partir de muestras bioldgicas, en agar
MacConkey, en donde forma colonias de 2-3 mm de diametro, de color rosado,
suaves, redondas, lisas y con bordes regulares; también se puede cultivar en agar
eosina azul de metileno (EMB) formando colonias de caracteristicas similares pero
de color verde metalico y con un distintivo punto de color negro en el centro de

cada colonia (Zinnah et al., 2007).



Figura 1. Micrografia electrénica de Escherichia coli (Tomada de Rocky Mountain
Laboratories, NIH: NIAID, 2002).

Segun el manual de Bergey (2005) de Bacteriologia sistematica y conforme a la
definicion general de la familia Enterobacteriaceae a la que pertenecen, éstas son
bacterias quimioheterdtrofas facultativas que poseen los metabolismos
fermentativos y respiratorios, no forman esporas, estan desprovistas de oxidasa,
producen catalasa y p-galactosidasa, pueden ser méviles por flagelos peritricos y

normalmente reducen nitratos a nitritos.

El estudio de distintas reacciones bioquimicas puede ayudar en la diferenciacién
entre las especies bacterianas. Las principales pruebas bioquimicas que
distinguen a E. coli de las demas especies son produccion de indol, reaccion
negativa para el citrato de Simmons, producciéon de lisina descarboxilasa vy
fermentacién de carbohidratos como maltosa, glucosa, D-sorbitol, L-arabinosa,
lactosa y D-manitol (Scheutz & Strockbine, 2005).



1.3 Patogenia

E. coli es una especie bacteriana de considerable importancia cientifica,
econdmica y médica. Estan incluidas en esta especie cepas no patdgenas y otras
que son capaces de provocar enfermedades entéricas y diversos tipos de

infecciones extraintestinales en mamiferos (Johnson, 2002).

Algunas cepas de E. coli tienen la capacidad de divergir de su estado comensal y
adquirir una naturaleza patdégena provocando enfermedades serias, tanto en el
tracto digestivo como en otras partes del hospedero (Johnson, 2002). Estas cepas
patdgenas se clasifican como E. coli diarreogénica y E. coli patégena

extraintestinal (Kaper et al., 2004).

Dentro de cada uno de estos grupos existen cepas, conocidas como patotipos,
que comparten factores de virulencia comunes y causan patologias similares
(Marrs et al., 2005; Sousa, 2006). Varios patotipos diarreogénicos de E. coli
provocan gastroenteritis, pero rara vez provocan patologias fuera del tracto
digestivo. Por otro lado EXPEC puede existir en el intestino sin causar molestias.
Sin embargo, tiene la capacidad de diseminarse y colonizar otros lugares del
hospedero, incluyendo sangre, sistema nervioso central y tracto urinario,

ocasionando enfermedad (Russo & Johnson, 2003).

Algunos estudios sugieren que la colonizacion vaginal tiene un papel importante
en las infecciones del tracto urinario (UTIs) (Gupta et al., 1998). El amplio rango de
factores de virulencia que posee E. coli provoca, en multiples ocasiones, UTls mas

severas (Poey et al., 2012).

El mecanismo de patogenicidad de las cepas de E. coli patégena cérvico-vaginal
(CVPEC) durante las infecciones vaginales ha sido muy poco estudiado (Hilbert et
al., 2008; Obata-Yasuoka et al., 2002; Rashki, 2014). Sin embargo, este
mecanismo ha sido mucho mas estudiado en las cepas de E. coli uropatdégenas
(UPEC), que también poseen los mismos marcadores de virulencia (Luthje &
Brauner, 2014).



Dentro del tracto urinario, E. coli necesita superar varias lineas de defensa, como
la fuerza mecanica del flujo de orina, sustancias antimicrobianas en la orina
secretadas por las células epiteliales que recubren la vejiga y una respuesta
inflamatoria del hospedero que permite la produccion de citocinas, la afluencia de
neutréfilos, la exfoliacion de células epiteliales y la generacion de diferentes
compuestos antimicrobianos (Bower et al., 2005; Chromek & Brauner, 2008,
Mulvey et al., 2001). Por lo tanto, el primer paso para establecer una infeccién

exitosa es la adherencia firme e irreversible a las células epiteliales del hospedero.

Después de la adherencia, una pequefa proporcion de bacterias entra en las
células epiteliales degradando varios componentes estructurales del hospedero,
incluyendo integrinas 1 (glicoproteinas que participan en la union de las células a
la matriz extracelular), actina del citoesqueleto, microtubulos y balsas lipidicas (Eto
et al., 2007; Dhakal & Mulvey, 2009). Ademas, las cepas de E. coli expresan un
gran numero de adhesinas, que tienen relevancia especifica en diferentes

regiones del tracto urinario (Luthje & Brauner, 2014).

Una vez que se ha adherido y ha sido adoptada por las células del hospedero, E.
coli entra en el citoplasma y se multiplica rapidamente, transitando en el interior de
compartimentos acidos unidos a la membrana, similares a endosomas tardios o
lisosomas (Anderson et al, 2003; Eto et al., 2007). Las toxinas permiten al
patdgeno extenderse a los tejidos mas profundos después de irrumpir la integridad
celular para obtener acceso a nutrientes dentro de la célula hospedera, o para
destruir a las células efectoras inmunes y evadir su potencial actividad
antibacteriana. Sin embargo, es probable que la actividad téxica de lugar a una
fuerte reaccion inflamatoria, en respuesta a la necrosis o0 a la propia toxina (Luthje
& Brauner, 2014).

La disponibilidad de hierro es extremadamente restringida en el tracto urinario y
por lo tanto las bacterias tienen que estar equipadas con sistemas para sobrevivir
en este ambiente limitado. Los iones de hierro son altamente téxicos y casi
insolubles, por lo que las bacterias deben tratar con fuentes de hierro ligadas a
proteinas del hospedero o unidos al grupo hemo. La regulacion negativa de las
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proteinas de unidn a hierro, tales como la lactoferrina o la transferrina, es por tanto
una reaccion tipica del hospedero a la infeccion bacteriana. Las bacterias también
producen sus propias proteinas que se acoplan al hierro, conocidas como
sideroforos (LUthje & Brauner, 2014). La necesidad vital de la adquisicion de hierro
para E. coli en el tracto genitourinario se ilustra mediante la regulacion positiva de
los genes que codifican para los sistemas de adquisicion de hierro durante las
UTls (Hagan et al., 2010; Snyder et al., 2004).

Tras la infeccion, el hospedero emite la respuesta proinflamatoria, seguida de
influjo de neutrdfilos y eliminacién bacteriana. A diferencia de las variedades
comensales, UPEC posee la capacidad de suprimir esta induccién de mediadores
proinflamatorios. La bacteria utiliza como estrategia escapar del reconocimiento
inmune, ya sea espacialmente ocultdndose intracelularmente o cubriendo
estructuras superficiales inmunogénicas, por ejemplo, mediante la formacion de
una biopelicula. Algunos genes de virulencia expresan proteinas con estas
caracteristicas que le permiten a E. coli evadir la respuesta inmune del hospedero
(Luthje & Brauner, 2014).

Eventualmente las bacterias emergen de las comunidades bacterianas
intracelulares (IBCs) para colonizar nuevamente el epitelio e invadir nuevas
células. Debido a la pérdida de células superficiales en el proceso de exfoliacion,
las células menos diferenciadas quedan expuestas a las bacterias (LUthje &
Brauner, 2014). Las IBCs son el sello distintivo de un estado agudo de infeccion
cuando las bacterias se multiplican excesivamente durante varias generaciones
(Justice et al., 2004).

De esta manera, E. coli es capaz de romper los diferentes compartimentos
celulares del hospedero para multiplicarse en el citoplasma y formar una
biopelicula intracelular que le permite evadir la respuesta inmune del hospedero, la
accién de diferentes antibidticos y ademas, constituir un reservorio para las
infecciones recurrentes (Anderson et al., 2003; Eto et al., 2007; Mulvey et al.,
2001; Rosen et al., 2007).



1.4 Factores de virulencia

Los sintomas, y el resultado final de una infeccion provocada por E. coli son
influenciados por la combinacién de diferentes factores de virulencia, asi como por
los mecanismos de la respuesta inmune del hospedero (Vejborg et al., 2011).
Entre los factores de virulencia bacteriana en cepas de E. coli se encuentran los
que codifican para adhesinas, sistemas de adquisicién de hierro, protectinas,
citotoxinas y enterotoxinas (Gal-Mor & Finlay, 2006; Lloyd et al., 2007) (Tabla 1),
los cuales contribuyen a la colonizacion e invasion mediante la adhesion, dafio
tisular al penetrar las células epiteliales, adquisicion de nutrientes esenciales y
formacion de biopeliculas para evadir la respuesta inmune del hospedero (Justice
et al., 2004; Subashchandrabose & Mobley, 2015).

Los factores de virulencia en las cepas genitourinarias de E. coli son importantes
durante los diferentes pasos de la patogénesis en las infecciones cérvico-

vaginales y del tracto urinario (Samuelsson et al., 2004) (Figura 2).

Figura 2. Factores de virulencia de las cepas UPEC y CVPEC. E. coli emplea diferentes
estrategias para infectar el tracto genitourinario, evadir la respuesta inmune del
hospedero, nutrirse y persistir (Adaptado de Lithje & Brauner, 2014).



Gen

Tabla 1. Principales factores de virulencia de las cepas CVPEC y UPEC.

Adhesinas

Referencia

pap Pili asociado a pielonefritis (pilus associated with pyelonephritis) Wiles et al., 2008

sfa Fimbria S (S fimbriae) Antao et al., 2009

afal Adhesina afimbrial | (afimbrial adhesin I) Le Bouguenec & Servin, 2006

fim Fimbria tipo 1 (type-1 fimbriae) Marrs et al., 2005

tsh Hemaglutinina sensible a la temperatura (temperature-sensitive hemagglutinin) Heimer et al., 2004

iha Adhesina homologa a IrgA (iron-regulated gene homologue adhesin) Johnson et al., 2005

Toxinas

cnfl Factor necrotizante citotdxico 1 (cytotoxic necrotizing factor 1) Hertting et al., 2008
hlyA Hemolisina a (hemolysin a) Yamamoto et al., 1995
usp Proteina uropatdgena especifica (uropathogenic specific protein) Nipic et al., 2013

cva Colicina A (colicin A) Ewers et al., 2007

vat Toxina vacuolante autotransportadora (vacuolating autotransporter toxin) Momtaz et al., 2013
setlA Enterotoxina 1 de Shigella (Shigella enterotoxin 1) Momtaz et al., 2013
sen Enterotoxina 2 de Shigella (Shigella enterotoxin 2) Momtaz et al., 2013
astA Toxina enteroagregativa termoestable (EnteroAggregative heat stable toxin) Momtaz et al., 2013

Sistemas de adquisiciéon de Hierro (Nutricion)

iuc Aerobactina (aerobactin) Snyder et al., 2004
iutA Receptor férrico de aerobactina (ferric aerobactin receptor) Landgraf et al., 2012
iroN Receptor de salmoquelina (salmochellin receptor) Hantke et al., 2003
irp2 Proteina capturadora de hierro 2 (iron-repressible protein 2) Khasheii et al., 2016
fyuA Receptor férrico de captacién de yersiniabactina (ferric yersiniabactin uptake Spurbeck et al., 2012
receptor)
ireA Elemento de respuesta al hierro (iron-responsive element) Russo et al., 2001
feoB Proteina para la captacién de hierro férrico B (ferric iron uptake B) Runyen-Janecky et al., 2003

Sistemas para evadir la respuesta immune del hospedero (Protectinas)

kpsMTIl | Antigeno capsular (K-antigen: capsule synthesis gen) Marrs et al., 2005
ompT Proteasa T de membrana externa (the outer membrane protease T) Hui et al., 2010
iss Prote'ina que incrementa la supervivencia en suero (increased serum survival Agarwal et al., 2012
traT E’:c:)tg;)a de membrana externa (Outer-membrane protein) Rodriguez-Siek et al., 2005
Islas de patogenicidad (PAls)
malX Componente especifico de la maltosa (maltose-specific component) Agarwal et al., 2013
sigA Factor sigma A (factor sigma A: shigella flexeneri cytotoxin) Momtaz et al., 2013
pic Proteina involucrada en la colonizacioén intestinal (protein involved in the Momtaz et al., 2013
intestinal colonization)
sap Péptido sensible a antimicrobianos (sensitive to antimicrobial peptide) Soto et al., 2009




1.5 Adhesinas

La adherencia estda mediada por adhesinas que ayudan a reconocer y unirse a
receptores de las células del hospedero. Las adhesinas estan presentes en la
superficie bacteriana y median la unién especifica con moléculas en el epitelio, se
unen primero a sus receptores mediante interacciones de Van der Waals y
atraccién hidrofébica, lo que conduce a una unién de baja afinidad.
Posteriormente, los enlaces se fortalecen mediante interacciones estereoquimicas
(Sabitha et al., 2016). La adherencia a las células del hospedero puede ser

mediada tanto por adhesinas fimbriales como afimbriales (LUthje & Brauner, 2014).

Las fimbrias o pilis, son estructuras complejas de proteinas codificadas por grupos
de genes en los cuales se encuentra la secuencia para las subunidades fimbriales,
asi como los péptidos para el ensamblaje y la secrecion (Spurbeck et al., 2011).
Estas fimbrias contienen una varilla, compuesta de varios cientos de miles de
subunidades grandes de proteinas y una punta adhesiva formada por algunas
subunidades pequenas. Dentro del espacio periplasmatico, las chaperonas
facilitan el plegamiento de las subunidades que son ensambladas y secretadas en

la membrana externa (Waksman & Hultgren, 2009).

La mayoria de las adhesinas afimbriales pertenecen al grupo de las proteinas
autotransportadoras. Una proteina autotransportadora esta compuesta por
diferentes dominios que le permiten su propio transporte a través de la membrana
bacteriana (Henderson et al., 1998). Una secuencia sefial dirige la secrecion de la
proteina a través de la membrana interna y es entonces removida de la
poliproteina. Un dominio de translocacién B se inserta en la membrana externa
para formar un poro y mediar el transporte del dominio a. En contraste con el
dominio B, el dominio a es altamente variable y determina la funciéon de la
proteina. Después de la secrecion el dominio pasajero (dominio B) puede
permanecer en la superficie celular y actuar como adhesina, o bien puede ser
liberado como toxina al espacio circundante (Henderson & Nataro, 2001). Las
secuencias que codifican para las proteinas autotransportadoras se encuentran

ampliamente distribuidas entre las cepas comensales y las pertenecientes a
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distintos patotipos de E. coli, sin embargo, algunas se concentran en cepas UPEC,

lo que indica que tienen un rol importante en la urovirulencia (Restieri et al., 2007).
1.5.1 Hemaglutinina sensible a temperatura (tsh)

Este factor de virulencia fue reportado por primera vez como un factor de
hemaglutinacion sensible a la temperatura en E. coli patdgena aviar (APEC)
(Provence & Curtiss, 1994). Su homodlogo, la hemoglobin protease (Hbp), se
describié como una proteina de union al grupo hemo con una actividad de serin

proteasa dirigida a la hemoglobina (Otto et al., 1998).

Esta proteina posee un dominio que es secretado y es capaz de adherirse tanto a
los globulos rojos como a la hemoglobina, asi como a diferentes proteinas de la
matriz extracelular como la fibronectina y la colagena IV (Antao et al., 2009).
Alternativamente, la adhesina Tsh puede procesar proteoliticamente una proteina
en la superficie de E. coli que luego mediaria la hemaglutinacion o podria
modificar una proteina de superficie del eritrocito hospedero a la que la bacteria

podria unirse (Provence & Curtiss, 1994).
1.6 Toxinas

La secrecidn de toxinas por bacterias patdgenas es bien reconocida. El despliegue
de las diferentes toxinas proporciona a las cepas de E. coli los medios para infligir
dafio extenso a los tejidos, facilitando la diseminacién bacteriana, liberando
nutrientes del hospedero y desactivando las células efectoras inmunes. Estas
toxinas poseen también la capacidad de modular, en formas mas sutiles, las rutas
de senalizacion del hospedero que afectan innumerables procesos, incluidas las
respuestas inflamatorias, la supervivencia celular, asi como la dinamica del
citoesqueleto (Wiles et al., 2008). Las toxinas expresadas por E. coli no
necesariamente son secretadas como proteinas desnudas, pueden estar
asociadas a vesiculas de membrana externa (OMVs); estas vesiculas son
utilizadas por diferentes especies de bacterias para facilitar la comunicaciéon
celular, el intercambio de material genético, la adherencia, la invasion a las células

del hospedero y la distribucion de toxinas (Kuehn & Kesty, 2005).
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1.6.1 Factor necrotizante citotéxico 1 (cnfl)

La toxina Cnfl activa las GTPasas Rho (una superfamilia de enzimas
estructuralmente relacionadas que regulan diversas funciones bioldgicas) (Boquet,
2001). Al llevar a cabo esta activacion, Cnf1 induce una serie de cambios en las
células del hospedero basados en diferentes reordenamientos del citoesqueleto de
actina. Una activacion transitoria seguida de la degradacion de las GTPasas Rho,
promueve la internalizacién bacteriana en las células uroteliales del hospedero
(Hertting et al., 2008).

Para ejercer sus efectos, el factor citotdéxico necrotizante debe tener acceso al
citosol del hospedero mediante la unién al precursor del receptor de laminina en la
superficie de las células blanco, desencadenando la aceptacion y subsecuente
trafico de la toxina en el compartimento endosomal tardio. Las condiciones acidas
dentro de este compartimento inducen la traslocacion del dominio catalitico de la
toxina a través de la membrana vesicular y dentro del citosol del hospedero, donde

estimula la familia de GTPasas Rho (Lemonnier et al., 2007).

La presencia del gen cnf1 esta estrechamente ligada a la hemolisina a debido a la
organizacion genética de los genes cnf1 y hlyA (Blanco et al., 1992). El gen hlyA
puede localizarse individualmente dentro de alguna isla de patogenicidad (PAI) en
particular, sin embargo, y exclusivamente en la isla de patogenicidad 11J96, el gen
cnf1 siempre esta vinculado a hlyA debido a su ubicacién combinada (Landraud et
al., 2003).

1.6.2 Hemolisina a (hlyA)

La Hemolisina a (hlyA) es codificada por aproximadamente el 50% de las cepas
UPEC y su expresion esta asociada con una mayor severidad clinica en pacientes
con UTls (Marrs et al., 2005). HIyA es una toxina dependiente de calcio de 110
kDa que forma poros de 2 nm de ancho (Bhakdi et al., 1988), llamada asi por su
actividad litica contra eritrocitos. Sin embargo, HIyA es citotoxica también hacia
varios tipos de células nucleadas, incluyendo células inmunitarias, endoteliales y

epiteliales en el tracto urinario (Island et al., 1998).
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Ademas de la actividad litica, las cepas de E. coli que expresan este gen inducen
una pronunciada exfoliacién temprana durante la infeccion (Smith et al., 2008).
Curiosamente, esta reaccion no esta directamente relacionada con el efecto
citotoxico de HIyA; por el contrario, esta toxina estimula la actividad de las serin
proteasas y caspasas que regulan la degradacién de la paxilina (importante para
estabilizar los contactos celulares) e inducen la apoptosis, respectivamente
(Dhakal & Mulvey, 2012).

Por otro lado el suero confiere proteccion parcial contra la actividad toxica, pero
especialmente los neutrdéfilos son atacados por HIyA bajo condiciones fisioldgicas,
sugiriendo un rol de proteccién de HIyA contra la muerte mediada por neutréfilos
(Bhakdi et al., 1989). Adicionalmente, se ha encontrado que las concentraciones
subliticas de la hemolisina a potencialmente estimulan la inactivacion de la
serina/treonina cinasa Akt, que juega un papel central en la progresion del ciclo
celular, metabolismo, trafico vesicular y vias de senalizacion inflamatoria del
hospedero (Wiles et al., 2008).

1.6.3 Proteina uropatdogena especifica (usp)

El gen usp, que codifica para la proteina especifica uropatégena, tiene un tamano
de 1.8 kb y esta codificado en una pequefia isla de patogenicidad junto con 3
marcos de lectura abiertos (ORFs), imu1-3 aproximadamente de 300 pb cada uno
(Nipic et al., 2013). El gen usp esta asociado a cepas aisladas de pacientes con
infecciones cérvico-vaginales, del tracto urinario, pielonefritis y prostatitis (Momtaz
et al., 2013; Rashki 2014; Yamamoto et al., 2001).

La proteina uropatégena especifica tiene la capacidad de hidrolizar DNA (presenta
actividad de DNasa), ademas cuando se expresa con imu2, muestra actividad
genotoxica en células de mamifero (Nipic et al., 2013). El dano irreversible en el
DNA hacia las células del hospedero resulta en apoptosis o senescencia (Elmore,
2007). La infeccidn ocasionada por E. coli usp+ imu1-3+ induce que la actividad de
las caspasas 3/7 aumente y de esta manera perturba la estructura del

citoesqueleto (Nipic et al., 2013).
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1.6.4 Toxina vacuolante autotransportadora (vat)

Parreira & Gyles (2003) describieron la toxina vacuolante autotransportadora en
cepas patogénicas aviares de Escherichia coli. Vat es un miembro de la subfamilia
serin proteasas autotransportadoras de Enterobacteriaceae (SPATESs). Esta toxina
induce la formacion de vacuolas intracelulares que producen efectos citotdxicos
similares a los causados por la toxina VacA de Helicobacter pylori (Parreira &
Gyles, 2003).

La toxina Vat fue inicialmente caracterizada por su capacidad para inducir una
gran variedad de efectos téxicos en células del hospedero, incluyendo vacuolacion
e hinchazon (Restieri et al., 2007). Sin embargo, hasta el momento no existen
reportes de la importancia de esta toxina en modelos in vitro o in vivo de
infecciones por UPEC o CVPEC, aunque resultados experimentales no descartan
la posibilidad de que esta toxina contribuya a los diferentes pasos iniciales durante
la colonizacidn bacteriana por E. coli que posteriormente conducen a UTls y

septicemias (Parham et al., 2005).
1.6.5 Colicina A (cva)

Los plasmidos de virulencia ColV son un grupo heterogéneo de plasmidos grandes
que codifican una toxina conocida como colicina V. Las colicinas son sustancias
antibiéticas que son producidas por ciertos miembros de la familia
Enterobacteriaceae y tienen accion letal contra cepas sensibles relacionadas.
Entre las colicinas descritas se encuentra la colicina A (cva) (Waters & Crosa,
1991). Al igual que muchas toxinas, las colicinas estan compuestas por dominios
estructurales especializados para cada uno de los diferentes pasos, como lo es la
orientacién, la translocacion y la muerte. El grupo al que pertenece Cva se
caracteriza por la capacidad de formar poros, permeabilizando de esta manera la
membrana citoplasmatica y destruyendo el potencial de membrana de la célula.
Estas colicinas forman canales idnicos regulados por voltaje bien definidos en
membranas artificiales (Pattus et al., 1990).
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1.6.6 Enterotoxina 1 de Shigella (setl)

La enterotoxina 1 de Shigella es un factor de virulencia de las cepas
enteroagregativas de E. coli (EAEC), fue detectada por primera vez en flexneri
(Telli et al., 2010). Esta enterotoxina esta codificada por los genes cromosomales
set, los cuales contienen dos marcos de lectura abierta continuos, set1A y set1B
(Fasano et al., 1997).

El mecanismo de accién de Set1 aun no se conoce, pero podria contribuir a la
diarrea secretora que acompafa a la infeccibn por Escherichia coli
enteroagregativa (EAEC) y Shigella (Kaper et al., 2004). Se desconoce la manera
en la que Set1 participa durante las infecciones cérvico-vaginales y del tracto

urinario.
1.6.7 Enterotoxina 2 de Shigella (sen)

La enterotoxina 2 de Shigella esta codificada por el gen sen localizado en un
plasmido invasivo de 140-MDa (Fasano et al., 1995). Esta toxina ha sido reportada
en diferentes especies de Shigella causando diarrea del viajero (Vargas et al.,
1999). Sen aumenta la conductancia transepitelial en un modelo in vitro, aunque
se desconoce la relevancia de la toxina en la enfermedad clinica (Nataro et al.,
1995). Se desconoce la manera en la que Sen participa durante las infecciones

cérvico-vaginales y del tracto urinario.
1.6.8 Toxina enteroagregativa termoestable (astA)

La toxina enteroagregativa termoestable, es un péptido de 38 residuos de
aminoacidos, codificado por el gen astA localizado en el plasmido pAA, el cual es
comun en la mayoria de las cepas EAEC, incluso en las cepas comensales y no
comensales (Savarino et al., 1996). La toxina codificada por el gen astA estimula
la produccién de altos niveles de guanosin monofosfato ciclico (cGMP) en la
célula, esto permite que el sistema de co-transporte de iones Na*/ClI” sea inhibido,
reduciendo la absorcion de agua y electrolitos del intestino a las vellosidades,

resultando en una elevada secrecion de CI" y agua en los espacios celulares. Sin

16



embargo, aun no se ha definido el papel de esta toxina en el desarrollo de la
diarrea (Telli et al., 2010). Se desconoce la manera en la que AstA participa

durante las infecciones cérvico-vaginales y del tracto urinario.
1.7 Sistemas de adquisicion de hierro (nutricion)

A pesar de que el hierro es uno de los metales mas abundantes en la corteza
terrestre, las bacterias patdgenas encuentran una limitacion de este elemento
dentro de los hospederos (Subashchandrabose & Mobley, 2015). De hecho, la
limitacion del hierro es uno de los mecanismos de defensa innata del hospedero
contra la supervivencia bacteriana (Haley & Skaar, 2012), donde el hierro
elemental esta unido a glucoproteinas como la transferrina y la lactoferrina o
incorporado a los grupos hemo de proteinas como la hemoglobina y la mioglobina.
Para asegurar niveles adecuados de hierro intracelular, E. coli regula la expresién
de los genes implicados en la adquisicién de hierro en respuesta a la limitacion de

hierro encontrada en el tracto genitourinario de mamiferos (Hagan et al., 2010).

Escherichia coli uropatdogena puede adquirir hierro a través de diferentes
mecanismos. Estos mecanismos incluyen la expresion de sistemas de adquisicion
de hierro que utilizan sideréforos para la adquisicién de hierro férrico (Fe*®), el uso
de transportadores de hierro para la adquisicion de hierro ferroso (Fe*?) y los
receptores de grupos hemo para la adquisicion de hierro a través de la membrana
externa (Subashchandrabose & Mobley, 2015; Wiles et al., 2008).

Los sideroforos son proteinas secretadas de bajo peso molecular que tienen una
alta afinidad por Fe™, que es insoluble como un catién libre. Las bacterias
recuperan sideréforos unidos a hierro mediante receptores que facilitan el
transporte de los complejos sideréforo-hierro a través de la membrana bacteriana
hacia el citosol donde se libera el hierro (Wiles et al., 2008). Las cepas UPEC
utilizan estas proteinas como mecanismo principal para la captacion de hierro,
codifican las proteinas necesarias para la biosintesis y la absorcién de diferentes
sideréforos entre los que destacan: aerobactina, enterobactina, salmoquelina y

yersiniabactina (Subashchandrabose & Mobley, 2015).
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High Pathogenicity Island (HPI) o Alta Isla de Patogenicidad, es una isla de alta
patogenicidad de 36 a 43 kb que codifica los principales sistemas de adquisicidon
de hierro en bacterias, entre los que destacan: irp1, irp2 y fyuA (Garenaux et al.,
2011). Esta isla de patogenicidad se encuentra ampliamente distribuida entre la
familia Enterobacteriaceae (Bach et al., 2000). En E. coli se encuentra en el 70%

de las cepas causantes de infecciones del tracto urinario (Schubert et al., 1998).
1.7.1 Aerobactina (iuc)

La aerobactina se aislé por primera vez a partir de Aerobacter aerogenes y se
demostrd que esta compuesta de acido citrico conjugado en los grupos carboxilo
con moles de N'-acetil-N'-hidroxi-L-lisina (Neilands & Nakamura, 1985). Es un
sideroforo hidroxamato codificado por el operén plasmidico de 8 kb ColV (Ling et
al., 2013). La naturaleza del sistema en el cual participa la aerobactina aun no es
clara, sin embargo, se ha observado que muchas cepas patdégenas de Escherichia
coli han adoptado este sistema especial de asimilacién de Fe* en condiciones
extremadamente limitantes de hierro durante el proceso infeccioso (De Lorenzo et
al., 1986).

1.7.2 Receptor férrico de aerobactina (iutA)

El receptor férrico de aerobactina (iutA) es un receptor sideroforo codificado por un
gen del plasmido pColV-30 que le permite a la bacteria reconocer diferentes
sideréforos para posteriormente internalizar Fe™ (Williams, 1979). IutA esta
asociado con la virulencia de algunas cepas de E. coli, principalmente en cepas
UPEC (Crosa & Walsh, 2002). Debido a la existencia de redundancia en los
diferentes sistemas de adquisicion de hierro, se sugiere que el receptor lutA puede
ser una ventaja durante el establecimiento de un proceso infeccioso, sin embargo,

no es esencial para dichas cepas (Landgraf et al., 2012).
1.7.3 Receptor de salmoquelina (iroN)
Las enterobacterias, incluidas Escherichia coli y Salmonella entérica, a menudo

producen el sideroforo catecolato enteroquelina (también llamado enterobactina)
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(Young & Gibson, 1979). El receptor de membrana externa salmoquelina, IroN,
esta involucrado en el reconocimiento y transporte de varios de estos sideréforos
catecolatos. Este complejo sideroforo-receptor se llamé salmoquelina porque
parecia ser un complejo caracteristico de las cepas de Salmonella. Curiosamente,
ciertas cepas de E. coli, por ejemplo, las cepas UPEC, también poseen un grupo
de genes iroN muy similar en la isla de patogenicidad Ill que le confieren la

capacidad de internalizar Fe* hacia el citosol bacteriano (Dobrindt et al., 2002).
1.7.4 Proteina capturadora de hierro 2 (irp2)

El gen irp2 que codifica para la proteina 2 de alto peso molecular capturadora de
hierro fue caracterizada por primera vez en la cepa de E. coli enteroagregativa 042
(Czeczulin et al., 1999). Irp2 esta involucrada en la biosintesis del sideroforo
yersiniabactina para la adquisicidn de hierro en Yersinia, asi como en algunas
bacterias de la familia Enterobacteriaceae, incluida E. coli (Schubert et al., 1998).
Algunos autores han encontrado altas prevalencias de estos genes entre las
cepas CVPEC y UPEC (Momtaz et al., 2013; Rashki, 2014), aunque el papel de

Irp2 en cepas genitourinarias no esta claro.
1.7.5 Receptor férrico de captacion de yersiniabactina (fyuA)

Todos los sistemas de adquisicion de hierro generalmente se consideran factores
importantes de virulencia. Un rango de enterobacterias contiene un operén de
genes llamado alta isla de patogenicidad (HPI) que codifica para proteinas
necesarias para la biosintesis del sideroforo de yersiniabactina (Ybt) y su sistema
de captacion (FyuA) (Rakin et al., 1999). La HPI esta muy extendida entre los
miembros de la familia Enterobacteriaceae y es esencial para la virulencia en
Yersinia y ciertos patotipos de Escherichia coli (Schubert et al., 2004). Uno de los
genes mas importantes que residen en la HPI es fyuA, que codifica la proteina de
membrana externa de 71 kDa yersiniabactina férrica, que actua como un receptor

para la captacion de sideréforos férricos (Ybt) (Heesemann et al., 1993).
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1.7.6 Elemento de respuesta al hierro A (ireA)

El gen ireA codifica para una proteina de 75,3 kDa. Su expresion aumenta una
media de tres veces en la orina humana; es una proteina de membrana receptora
de sideroforos. Participa en la adquisicion de Fe**. El elemento de respuesta al
hierro probablemente también posee la capacidad de participar como adhesina en
las infecciones genitourinarias. Debido a las diferentes capacidades reportadas
para IreA se puede prever una ventaja evolutiva conferida por estas proteinas

multifuncionales a los microorganismos que las expresan (Russo et al., 2001).
1.7.7 Proteina para la captacién de hierro férrico B (feoB)

Escherichia coli posee un sistema de transporte de hierro (FeoAB) que contribuye
al suministro de este elemento a la bacteria en condiciones anaerébicas. Este
sistema esta codificado por dos genes, feoA que codifica para una proteina
pequefia de 75 residuos de aminoacidos y feoB que codifica para una proteina de
membrana con 773 residuos de aminoacidos (Kammler et al., 1993). La proteina
que regula la captacion de hierro férrico tiene una masa molecular de 70 kDa y se
localiza en la membrana citoplasmatica, la cual presenta diferentes regiones
idénticas con ATPasas, lo que indica que la captacién de Fe®" mediante este
sistema de transporte puede ser impulsada por ATP (Runyen-Janecky et al.,
2003).

1.8 Sistemas para evadir la respuesta inmune del hospedero (protectinas)

Tras la infeccién, el hospedero provoca una fuerte respuesta proinflamatoria,
seguido de influjo de neutrofilos y eliminacion bacteriana. A diferencia de las cepas
comensales, UPEC puede poseer la capacidad de suprimir esta induccion de
mediadores proinflamatorios mediante la expresion de diferentes marcadores de
virulencia. Las estrategias mediante las cuales E. coli es capaz de escapar del
reconocimiento inmune son muy diversas. Las bacterias pueden colonizar
intracelularmente, cubrir estructuras superficiales inmunogénicas, por ejemplo,

mediante la formacion de la biopelicula, etc. Algunos factores de virulencia
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exhiben estas propiedades de tal manera que protegen a las cepas UPEC de la

respuesta inmune del hospedero (Luthje & Brauner, 2014).
1.8.1 Antigeno capsular (kpsMTII)

En las cepas EXPEC la expresion de la capsula de polisacaridos les confiere una
ventaja selectiva contra la respuesta inmune del hospedero. Los componentes
principales de las capsulas bacterianas son polisacaridos acidos altamente
hidratados y de alto peso molecular que les confieren una carga negativa total y
propiedades hidrofilicas (Corbett & Roberts, 2008).

Existe una gran diversidad estructural en los polisacaridos capsulares, esta
diversidad es una consecuencia de las unidades repetitivas de monosacaridos, asi
como de las diferencias en los enlaces entre estas unidades. No esta clara la
presion selectiva que ha impulsado esta diversidad. Sin embargo, una
consecuencia de esta diversidad estructural es que existe una biblioteca de
diversas estructuras de polisacaridos dentro del microbioma que permite el disefio
de nuevas moléculas de polisacaridos con propiedades bioquimicas,

farmacolégicas o inmunoldgicas particulares (Corbett & Roberts, 2008).

Se han asignado varias funciones a las capsulas bacterianas incluyendo adhesion,
resistencia a la respuesta inmune innata y adaptativa del hospedero, asi como
supervivencia intracelular (Roberts, 1996). La mayoria de las cepas EXxPEC,
incluidas las cepas UPEC, producen el tipo capsular del grupo Il (Whitfield, 2006).
Estos tipos capsulares son altamente heterogéneos y se asemejan a varios
glicoconjugados que se encuentran dentro de los hospederos vertebrados; este
mimetismo molecular es parte de la estrategia de evasion inmune de la bacteria
(Subashchandrabose & Mobley, 2015).

La expresion de las capsulas del grupo Il esta asociada a cepas UPEC (King et al.,
2015), este factor de virulencia le confiere a la bacteria la capacidad de resistir a la
muerte mediada por el complemento (Roberts, 1996). Ademas, se sabe que la
expresion del antigeno K le permite combatir las defensas innatas del hospedero,

evitando de esta manera la fagocitosis (Weiss et al., 1982).
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1.8.2 Proteasa T de membrana externa (ompT)

El gen ompT codifica para la proteasa de membrana externa, una aspartil proteasa
expresada en la membrana externa de E. coli. Esta proteasa es un miembro de la
familia denominada omptin proteasas que estan presentes en algunas bacterias
Gram negativas (Kramer et al., 2000). Esta proteasa de membrana externa puede
hidrolizar protamina en poco tiempo evitando que las bacterias sean eliminadas
por estas proteinas. La proteina expresada por el gen ompT facilita la infeccién
bacteriana al poseer la capacidad de degradar péptidos y proteinas
antimicrobianos derivados del hospedero durante las interacciones patogénicas de

E. coli con las células epiteliales urogenitales (Hui et al., 2010).
1.8.3 Proteina que incrementa la supervivencia en suero (iss)

El complemento tiene la capacidad de opsonizar y lisar a una amplia gama de
especies bacterianas, propiedades que se consideran mecanismos importantes de
defensa del hospedero (Binns et al., 1982). Algunas bacterias que provocan
infecciones generalizadas con frecuencia son resistentes a la accion del
complemento (Bjorksten & Kaijser, 1978). El gen iss codifica para una proteina
que le confiere a la bacteria la capacidad de resistir al suero, evitando de esta
manera que sea opsonizada y lisada por el sistema del complemento. Puede
funcionar de forma individual o combinarse con los efectos del polisacarido
capsular, cadenas laterales O-polisacarido y proteinas de superficie. Las cepas
UPEC resistentes al suero estan asociadas con pielonefritis, cistitis y

especialmente bacteriemia (Agarwal et al., 2012).
1.8.4 Proteina de membrana externa (traT)

Las actividades bactericidas y liticas en el suero representan defensas importantes
primarias del hospedero contra la infeccion microbiana. La principal actividad letal
del suero es el sistema del complemento, que ataca las capas superficiales de las
bacterias invasoras. El complemento se puede activar mediante la formacién de
complejos antigeno-anticuerpo especificos (via clasica) entre los antigenos de

superficie de los microbios invasores y los anticuerpos preexistentes, o
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directamente mediante estructuras de lipopolisacaridos de la envoltura celular (via
alternativa) (Moll et al., 1980). La proteina codificada por el gen fraT, que esta
presente en aproximadamente 21,000 copias por célula, es el principal
componente estructural de la envoltura celular en E. coli y casi con certeza se
encuentra en la superficie de la membrana externa y por lo tanto, cumple con las
expectativas de un tipo de factor de resistencia al suero (Agarwal et al., 2012; Moll
et al., 1980).

1.9 Islas de patogenicidad

La adquisicion de DNA mediante la transferencia horizontal de material genético
(HGT) es un mecanismo eficaz para generar diversidad entre las especies
bacterianas. La adquisicién de plasmidos, bacteriéfagos y la participacién de los
transposones también juegan un papel importante en la generacion de la
diversidad gendmica (Dobrindt et al., 2003). HGT resulta en un grado de similitud
inusualmente alto en la composicién del DNA entre la region intercambiada de los
genomas del donante y del receptor (Ochman et al., 2000). Si el DNA recién
adquirido confiere una ventaja al organismo, entonces se conserva y puede
integrarse de forma estable en el genoma a través del proceso de seleccion
natural (Lawrence, 1999). Se cree que la HGT es esencial para la evolucién
adaptativa de especies bacterianas (Saunders et al., 1999). La cantidad de
material genético que se ha adquirido a través de HGT es inesperadamente alta
en una serie de patégenos bacterianos, incluidas las cepas UPEC (Lloyd et al.,
2007).

Con frecuencia entre cepas bacterianas grandes regiones de DNA gendmico que
contienen genes asociados a la virulencia se intercambian. Estas regiones se
denominan islas de patogenicidad (PAls) (Lloyd et al, 2007). Las PAls son
regiones grandes (>30 kb) e inestables de DNA cromosdémico que contienen
genes de virulencia bacteriana. El contenido de GC en las PAls con frecuencia
difiere del resto del genoma. Ademas, las PAls se encuentran comunmente en
cepas patdégenas y estan ausentes o se encuentran raramente en cepas no

patdgenas (Hacker et al., 1997).
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1.9.1 Componente especifico de la maltosa (malX)

El gen malX codifica para la enzima |l del sistema fosfotransferasa, que reconoce
la maltosa y la glucosa (Reidl & Boos, 1991), tiene una prevalencia elevada en
cepas que provocan infecciones extraintestinales (Sannes et al., 2004). Este gen
es un marcador especificamente asociado a la presencia de diferentes PAls en el
cromosoma bacteriano, principalmente a las PAIs V53 y llctro73, por lo que su
deteccion en las diferentes cepas patégenas de E. coli es un determinante para la
deteccion de estas PAls (Ostblom et al., 2011).

1.9.2 Isla de patogenicidad she (sigA, pic y sap)

La isla de patogenicidad she contiene los genes set1A y set1B que codifican las
dos subunidades de la enterotoxina ShET1, el gen sigA (factor sigma A) que
codifica una proteasa autotransportadora citopatica la cual contribuye a la
acumulacién de liquido segun lo reportado en un modelo de infeccion de asa ileal
de conejo (Al-Hasani et al., 2000). Un tercer gen de virulencia, pic (proteina
involucrada en la colonizacion intestinal) codifica una mucinasa con actividad de
hemaglutinina que participa en la colonizacién bacteriana (Henderson et al., 1999)
y el gen sap (péptido sensible a antimicrobianos) que codifica una proteina que es
sensible a péptidos antimicrobianos (Soto et al.,, 2009). La secuencia completa de
nucledtidos y la organizacion genética de la PAI she reveld que tiene muchas de
las caracteristicas de las PAls de varios patégenos Gram-negativos (Al-Hasani et
al., 2001A). La PAI she parece haber sido adquirida por transferencia horizontal de
material genético, sin embargo, la transmision de la PAI she de un microorganismo

a otro aun no se ha demostrado experimentalmente (Al-Hasani et al., 2001B).
1.10 Serogrupos de E. coli

La caracterizaciéon de los serogrupos puede ser utilizada como un marcador
epidemioldgico en la patogenicidad de las cepas de E. coli (Bertschinger, 1999).
Las cepas de E. coli son identificadas serolégicamente por los antigenos de
superficie O (lipopolisacarido), K (capsular) y H (flagelar). Se han descrito 174
serogrupos O de E. coli (Liu et al., 2008). Los serogrupos O de las cepas de E. coli
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estan relacionados con ciertos genes de virulencia fuertemente asociados a UTls.
Estudios previos han reportado que los serogrupos O1, 2, 4,6, 7, 8, 15, 16, 18, 21,
22, 25, 75 y 83 estan preferencialmente asociados con cepas UPEC y CVPEC
(Bidet et al., 2007).

El antigeno O es parte del lipopolisacarido (LPS) presente en la membrana
externa de bacterias Gram-negativas y estd compuesto de unidades de
oligosacaridos repetidas (unidades O), que tipicamente comprenden de tres a seis
residuos de azucar. El antigeno O aporta la mayor variabilidad antigénica a la
superficie celular y esta sujeto a una seleccidn intensa por parte del sistema
inmune del hospedero y otros factores ambientales, como los bacteriéfagos, que
pueden explicar el mantenimiento de diversas formas de antigeno O dentro de una

especie (Reeves, 1995).

Los genes implicados en la sintesis del antigeno O se clasifican normalmente en
tres grupos principales: 1) genes de la biosintesis de la ribosa de nucledtidos; 2)
genes que codifican para glicosiltransferasa; y 3) genes de procesamiento de
unidades O (Reeves y Wang, 2002). Los genes de las dos ultimas clases son
normalmente especificos de los antigenos O individuales y pueden utilizarse como
DNA blanco en la tipificacion molecular por PCR (Ren et al., 2008). Se ha
estudiado poco los serogrupos O asociados a las cepas CVPEC. Sin embargo, es
muy probable que exista una relacion entre los factores de virulencia y los

serogrupos O, al igual que ocurre en las cepas UPEC (Hilbert et al., 2008).
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo general

Determinar los distintos patrones de expresion de los marcadores de virulencia en
cepas de E. coli cérvico-vaginales utilizando un modelo in vitro de infeccién de la

linea celular vaginal A431.
2.2 Objetivos particulares

A. Determinar la frecuencia de cepas CVPEC en un grupo de mujeres con

infecciones vaginales.

B. ldentificar por PCR convencional y multiplex los genes que codifican para:
adhesinas (tsh), toxinas (cnf1, hlyA, usp, vat, cva, set1, sen y astA),
sistemas de adquisicion de hierro (iuc, iutA, ironN, irp2, fyuA, ireA 'y feoB),
protectinas (kpsMTIl, ompT, iss y traT) y otros asociados a las PAls (malX,

SigA, pic y sap) en las cepas de E. coli de origen vaginal.

C. Detectar los diferentes serogrupos O en las cepas de E. coli de origen

vaginal por PCR multiplex.

D. Determinar por PCR en tiempo real la expresion de los genes de virulencia
de las cepas de E. coli utilizando un modelo in vitro de infeccion de la linea

celular vaginal humana A431.

E. Correlacionar los diferentes patrones de expresion de los marcadores de

virulencia con los serogrupos O en las cepas de E. coli de origen vaginal.
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3. ANTECEDENTES

Los avances en genética molecular durante la ultima década han permitido
investigar la fisiopatologia de la infeccion urogenital inflamatoria. Estos éxitos
estan conduciendo hacia importantes avances tanto en el tratamiento como en la
prevencion de aquellas infecciones inflamatorias para las que se han identificado
diferentes genes de virulencia, ademas de aumentar nuestra comprension del
funcionamiento normal de los sistemas bioldgicos. Las infecciones cérvico-
vaginales son uno de los principales trastornos inflamatorios femeninos que tienen
profundas implicaciones en el estado de salud y la vida social de las personas que
lo padecen (Hilbert et al., 2008; Rashki, 2014).

Las cepas urogenitales de E. coli se han caracterizado con cierto detalle por
diversos enfoques, que incluyen el analisis filogenético, la serotipificaciéon y la
caracterizacion molecular de genes (Obata-Yasuoka et al, 2002). Muchos de
estos estudios mediante diversos protocolos de PCR punto final y el disefio de
oligonucledtidos iniciadores, han conducido a la caracterizacion molecular de un
gran numero de marcadores de virulencia (Ewers et al., 2005; Lane et al., 1985;
Momtaz et al., 2013; Rodriguez-Siek et al., 2005; Soto et al., 2009).

Se han reportado multiples genes de virulencia implicados en la patogenicidad de
cepas UPEC. Diferentes estudios alrededor del mundo (Momtaz et al., 2013;
Munkhdelger et al., 2017; Zhao et al., 2009), y en México (Morales-Espinosa et al.,
2016; Paniagua-Contreras et al., 2015) han reportado importantes genes de
adhesién como fimH, iha y papC, genes que codifican toxinas entre los que
destacan usp, cnf1, hlyA, cva y set1, genes involucrados en la adquisicién de
hierro y nutriciéon bacteriana como iroN, iuc, irp2 y iutA, ademas de genes para la
evasion de la respuesta inmune del hospedero (protectinas) principalmente
kpsMTII, traT, ompT e iss que tienen gran relevancia en el desarrollo de
infecciones del tracto urinario (UTls). Aunado a esto, diferentes trabajos han
reportado para las cepas UPEC, una estrecha asociacion entre los genes de
virulencia y algunos serogrupos O entre los que destacan el serogrupo 025, O16,
075y O15 (Bidet et al., 2007; Molina-Lopez et al., 20111).
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Por otro lado, En México, hasta la fecha no hay ningun estudio que caracterice
molecularmente las cepas CVPEC. Ademas, alrededor del mundo Ila
caracterizacion molecular de las cepas de E. coli patégenas cérvico-vaginales ha
sido apenas estudiada. De manera general, los diferentes estudios que han
caracterizado los genes de virulencia y los serogrupos O en cepas de E. coli
patdgenas cérvico-vaginales han reportado gran cantidad de genes que codifican
para diferentes factores de virulencia y serogrupos O que han sido caracterizados
previamente en cepas UPEC (Obata-Yasuoka et al., 2002; Hilbert et al., 2008;
Rashki, 2014).

Es importante mencionar que si bien la caracterizacion molecular de genes de
virulencia tanto en cepas de E. coli uropatbgenas como en cepas de E. coli
cérvico-vaginales ha ido en aumento, hasta el momento no hay un solo estudio
global de expresion de dichos marcadores de virulencia de cepas cérvico-
vaginales. En la actualidad el unico estudio de esta indole se realiz6 en cepas de
E. coli uropatégenas empleando un modelo in vitro de infeccidon (Paniagua et al.,
2017).

Debido a que no se ha estudiado la expresién de los distintos marcadores de
virulencia relevantes para la patogénesis de las infecciones vaginales por E. coli,
este proyecto contribuira a caracterizar los marcadores de virulencia asi como
establecer los diferentes patrones de expresiéon de los genotipos de virulencia y su
asociacion con los distintos serogrupos O en cepas de E. coli cérvico-vaginales

utilizando un modelo in vitro de infeccién de la linea celular vaginal A431.
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4. METODOLOGIA
4.1 Origen de las cepas bacterianas y pruebas bioquimicas

El proyecto fue aprobado por el comité de ética del Instituto Mexicano del Seguro
Social (IMSS) y el comité de bioseguridad de la FES Iztacala de la UNAM. Un total
de 210 mujeres, bajo firma de consentimiento informado participaron en el
presente estudio, las cuales presentaron signos y sintomas de infecciones cérvico-
vaginales durante su asistencia al departamento de Ginecologia, de la Clinica
Universitaria de la Salud Integral (CUSI) FES Iztacala, Clinica 64 del IMSS unidad
Tequesquinahuac y Clinica 62 del IMSS unidad Cuautitlan, Estado de México
durante el periodo de septiembre del 2016 a enero del 2017. A cada mujer se le
aplicé un cuestionario para obtener informacién como edad, antecedentes de
infecciones cérvico-vaginales, enfermedades cronicas, etc. Las mujeres con
tratamiento previo de antibidticos (3 meses) fueron excluidas del estudio. Las
mujeres que decidieron participar en el estudio se presentaron por la mafana en el
Laboratorio de Analisis Clinicos de cada dependencia y por medio de hisopos
estériles y con ayuda de un espejo vaginal se les tomo la muestra de la cavidad
vaginal. Las muestras fueron sembradas en caldo BHI (infusidén cerebro corazon)
(Bioxon®, México) y se incubaron a 37°C por 24 horas. Al término se sembraron
en los medios: agar sangre (Bioxon®, México), Sabouraud (Bioxon®, México), S-
110 (Bioxon®, México) y eosina azul de metileno (EMB) (Bioxon®, México) y se
incubaron a 37°C por 24 horas. A partir del crecimiento bacteriano, una colonia
con morfologia tipica de Escherichia coli fue seleccionada para la identificacion por
las pruebas bacteriologicas estandares como: Tincion de Gram, indol, Kligler,
manitol, citrato y urea. Las cepas de E. coli identificadas fueron guardadas en

caldo LB (Lysogenic Broth) con glicerol a 4°C (Paniagua-Contreras et al., 2007).
4.2 Extraccién del DNA bacteriano

Se realiz6 la extraccidon del DNA gendmico de las cepas de E. coli mediante el
método de ebullicion descrito por Ooka et al., (2009). Después de obtener el

crecimiento optimo bacteriano a 37°C por 24 horas en agar Mueller Hinton (MH)
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(Bioxon®, México) se tomo6 una colonia de cada cepa con una asa de siembra
estéril y se depositdé en un tubo de rosca de 16x150 mm, estéril, con 2 mL de agua
desionizada estéril Ultrapure™. El in6culo se mezclé vigorosamente con un Apollo
Vortex Mixer® durante 30 segundos y se llevo a ebullicion durante 20 minutos,
posteriormente la muestra se colocé en hielo (0°C) durante 20 minutos. Un
volumen de 1.5 mL fue depositado en un microtubo y se centrifugaron en una
microcentrifuga Microfuge Beckman Coulter™ a 14,000 rpm durante 15 minutos.
Al término, se desech¢ la pastilla y se recupero el sobrenadante que contenia el
DNA el cual fue transferido a un microtubo de 1.5 mL estéril y se almacen¢ a -

20°C hasta su utilizacién para la reaccion de PCR.
4.3 ldentificacién de E. coli por PCR convencional

Las cepas de Escherichia coli fueron identificadas mediante la deteccion del
marcador cromosomico 16S rRNA. Los oligonucledtidos (Tabla 2) y las
condiciones de PCR (Tabla 3) para amplificar el gen fueron los descritos por Lane
et al., (1985). Para la amplificacion por PCR se utilizé la mezcla Kapa Taq Ready
Mix™ 2X (Kapa Biosystems™) que contiene DNA polimerasa (0.5 u/uL), buffer de
reaccion con Mg® y 0.4 mM de dNTPs (desoxinucledsidos trifosfatos) como
sustrato. Para un volumen final por mezcla de reaccion de 20 pL se agregaron los
siguientes componentes: 10 uL de Kapa Taq Ready Mix™, 1 uL (10 pmol) de cada
oligonucledtido (integrated DNA technologies™), 5 yL de agua estéril libre de
nucleasas y 3 uL (20 ng) de DNA gendmico. La amplificacion del DNA se realizo
en un termociclador marca BIO-RAD T100® modelo CGI-96. Se utilizd como

control positivo la cepa de E. coli ATCC 11775.

Tabla 2. Oligonucleétidos utilizados para la identificacién de E.coli mediante la

amplificacion del gen 16S rRNA.

Secuencia (5-3") Tamaio del Referencia

amplicon (pb)
16SrRNA | wl-3110 | AGAGTTTGATCGTGGCTACG 919 Lane et al.,
wl-3111 | CCGTCAATTCATTTGAGTTT 1985
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Tabla 3. Condiciones de PCR utilizadas para la identificacion de los genes de virulencia

en las cepas cérvico-vaginales.

Gen D1 ‘ C ‘ D2 A E1 ) ‘
16S rRNA 95°C 5’ 30 95°C 30™ 55°C 1° 72°C 1° 72°C 5’
Multiplex 1
tsh
vat
astA 94°C 3’ 25 94°C 30™ 58°C 30™ 68°C 3~ 72°C 10’
irp2
iss
Multiplex 2
SigA
pic 94°C 3 30 94°C 30™ 55°C 1° 72°C 1° 72°C 5’
sap
Convencional
cnfl 94°C 3’ 30 94°C 1° 63°C 30” 72°C 3’ 72°C 7’
hlyA 94°C 3’ 30 94°C 1° 63°C 30” 72°C 3’ 72°C 7’
usp 94°C 6’ 30 94°C 45~ 58°C 1° 72°C 1157 | 72°C 8’
cva 95°C 12’ 25 94°C 30” 63°C 30” 68°C 3~ 72°C 10’
setl 95°C 3’ 30 95°C 50 | 55°C 1°30” 72°C 2’ 72°C 7’
sen 95°C 3’ 30 95°C 50 | 55°C 1°30” 72°C 2’ 72°C 7’
iuc 94°C 3’ 40 94°C 1” 58°C 110" | 72°C 110" | 72°C 6’
iroN 94°C 6’ 30 94°C 45” 58°C 1° 72°C 1157 | 72°C 8’
iUtA 95°C 6’ 25 94°C 30” 63°C 30” 68°C 3’ 72°C10°
fyuA 95°C 6’ 25 94°C 30” 63°C 30” 68°C 3’ 72°C10°
ireA 95°C 6’ 25 94°C 30” 63°C 30” 68°C 3~ 72°C10°
feoB 94°C 5’ 30 94°C 30™ 57°C 30” 72°C 30” 72°C 5’
KpsMTII 94°C 10° 30 94°C 1’ 60°C 1° 72°C1° 72°C5’
ompT 95°C 12’ 25 94°C 30™ 63°C 30” 68°C 30" | 72°C 10°
traT 95°C 6’ 25 94°C 30™ 63°C 30” 68°C 3~ 72°C 10’
malX 95°C 6’ 25 94°C 30™ 63°C 30” 68°C 3~ 72°C 10’

D1: Desnaturalizacion 1; C: Ciclos; D2: Desnaturalizacion 2; A: Alineamiento; E1:
Extension 1; E2: Extension 2. *Los ciclos incluyen Unicamente D2, Ay E1.
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4.4 Identificacion de los genes tsh, vat, astA, irp2 e iss por PCR multiplex

Las condiciones de PCR (Tabla 3) y los oligonucleétidos para amplificar los genes
tsh, vat, astA, irp2, e iss fueron los descritos previamente por Ewers et al., (2005)
(Tabla 4). Se utilizé la mezcla Kapa Tag Ready Mix™ 2X (Kapa Biosystems™).
Para un volumen final por mezcla de reaccion de 20 uL se agregaron los
siguientes componentes: 7 uL de Kapa Taq Ready Mix™, 1 uL (10 pmol) de cada
oligonucledtido (10 oligonucledtidos en total) (integrated DNA technologies™) y 3
ML (20 ng) de DNA genomico. La amplificacion del DNA se realizé en un
termociclador marca BIO-RAD T100® modelo CGI-96.

Tabla 4. Oligonucleétidos utilizados para la identificacién de 5 factores de virulencia por
PCR multiplex.

Primer Secuencia (5°-3") Tamano del Referencia

amplicon (pb)

tsh tsh-F ACTATTCTCTGCAGGAAGTC 824
tsh-R CTTCCGATGTTCTGAACGT
vat vat-F TCCTGGGACATAATGGTCAG 981
vat-R GTGTCAGAACGGAATTGT
astA asta-F | ATGCCATCAACACAGTATAT 110 Ewers et
asta-R | GCGAGTGACGGCTTTGTAGT al., 2005
irp2 irp2-F | AAGGATTCGCTGTTACCGGAC 413
irp2-R | AACTCCTGATACAGGTGGC
iss iss-F ATCACATAGGATTCTGCCG 309
iss-R CAGCGGAGTATAGATGCCA

4.5 ldentificacion de los genes sigA, pic y sap por PCR multiplex

Las condiciones de PCR (Tabla 3) y los oligonucleétidos para amplificar los genes
SigA, pic y sap fueron los descritos previamente por Soto et al., (2009) (Tabla 5).
Se utilizé la mezcla Kapa Taq Ready Mix™ 2X (Kapa Biosystems™). Para un
volumen final por mezcla de reaccion de 20 uL se agregaron los siguientes
componentes: 10 uL de Kapa Tag Ready Mix™, 1 uL (10 pmol) de cada
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oligonucledtido (6 oligonucledtidos en total) (integrated DNA technologies™), 1 uL
de agua estéril libre de nucleasas y 3 pL (20 ng) de DNA genomico. La
amplificacion del DNA se realiz6 en un termociclador marca BIO-RAD T100®
modelo CGI-96.

Tabla 5. Oligonucleétidos utilizados para la identificacién de 3 factores de virulencia por
PCR multiplex.

Primer Secuencia (57-3) Tamano del Referencia

amplicén (pb)

sigA | siga-F TCCTCGGTATTATTTTATCC 408
siga-R CGTAACCCCTGTTGTTTCACC
pic pic-F ACTGGATCTTAAGGCTCAGGAT 500 Soto et al.,
pic-R GACTTAATGTCACTGTTCAGCG 2009
sap sap-F TACCCTCCACAACAGAGAATG 832
sap-R TACCCTCCACAACAGAGAATG

4.6 Identificacion de los genes de virulencia por PCR convencional

Las condiciones de PCR (Tabla 3) y los oligonucleétidos para amplificar los 16
genes de virulencia restantes fueron los descritos previamente por Momtaz et al.,
(2013) y por Rodriguez-Siek et al., (2005) (Tabla 6). Se utilizé la mezcla Kapa Taq
Ready Mix™ 2X (Kapa Biosystems™). Para un volumen final por mezcla de
reaccion de 20 pyL para cada uno de los 16 genes por separado se agregaron los
siguientes componentes: 10 yL de Kapa Taq Ready Mix™, 1 uL (10 pmol) de cada
oligonucledtido (integrated DNA technologies™), 5 yL de agua estéril libre de
nucleasas y 3 uL (20 ng) de DNA gendmico. La amplificacion del DNA se realizo
en un termociclador marca BIO-RAD T100® modelo CGI-96.
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Tabla 6. Oligonucledtidos utilizados para la identificacion de 16 factores de virulencia por

PCR convencional.

Gen Primer Secuencia (5°-3") Tamaiio del Referencia
amplicén (pb)
AAGATGGAGTTTCCTATGCAGGAG
cnf1-R TGGAGTTTCCTATGCAGGAG
hlyA hlya-F AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT 1177
hlya-R ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA
usp usp-F ACATTCACGGCAAGCCTCAG 440
usp-R AGCGAGTTCCTGGTGAAAGC
cva cva-F TGGTAGAATGTGCCAGAGCAAG 1181 Momtaz et al.,
cva-R GAGCGTTTGTAGCGAAGCC 2013
setl set1-F GTGAACCTGCTGCCGATATC 147
set1-R ATTTGTGGATAAAAATGACG
sen sen-F ATGTGCCTGCTATTATTTAT 799
sen-R CATAATAATAAGCGGTCAGC
iuc iuc-F ATGAGAATCATTATTGACATAATTG 1482
iuc-R CTCACGGGTGAAAATATTTT
iroN iron-F AAGTCAAAGCAGGGGTTGCCCG 665
iron-R GACGCCGACATTAAGACGCAG
iutA iuta-F GGCTGGACATCATGGGAACTGG 302
iuta-R CGTCGGGAACGGGTAGAATCG
fyuA fyua-F TGATTAACCCCGCGACGGGAA 787
fyua-R CGCAGTAGGCACGATGTTGTA
ireA irea-F GATGACTCAGCCACGGGTAA 254
irea-R CCAGGACTCACCTCACGAAT
feoB feob-F AATTGGCGTGCATGAAGATAACTG 470 Rodriguez-Siek
feob-R AGCTGGCGACCTGATAGAACAATG et al., 2005
kpsMTIl | kpsmt-F | GCGCATTTGCTGATACTGTTG 272
kpsmt-R | CATCCAGACGATAAGCATGAGCA
ompT |ompt-F | ATCTAGCCGAAGAAGGAGGC 559
ompt-R | CCCGGGTCATAGTGTTCATC
traT trat-F GGTGTGGTGCGATGAGCACAG 290
trat-R CACGGTTCAGCCATCCCTGAG
malX malx-F GGACATCCTGTTACAGCGCGCA 925
malx-R | TCGCCACCAATCACAGCCGAAC
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4.7 Identificacion de los serogrupos O por PCR multiplex

La identificacion de los serogrupos O en las cepas de E. coli se realizé mediante
dos grupos de PCR multiplex utilizando la mezcla Kapa Taq Ready Mix™ (Kapa
Biosystems ™). Las condiciones de PCR (Tabla 7) y los oligonucleétidos (Tabla 8)
fueron los descritos previamente por Li et al., (2010). El primer ensayo de PCR
multiplex (grupo 1) fue disefiado para identificar los serogrupos O1, 06, O7, O8,
016, 021 y O75 y el segundo ensayo multiplex (grupo 2) para los serogrupos O2,
04, 015, 018, 022, 025 y O83. EIl volumen final de la mezcla de reaccion de
cada grupo fue de 30 uL: 10 yL de Kapa Taq Ready Mix™, 1 uL (10 pmol) de cada
oligonucledtido (14 oligonucledtidos en total) (integrated DNA technologies™), 3
ML de agua estéril libre de nucleasas y 3 yL de DNA gendmico. La amplificacidon
del DNA se realizé en un termociclador marca BIO-RAD T100® modelo CGI-96.

Tabla 7. Condiciones de PCR utilizadas para la identificacion de los serogrupos O en las

cepas cérvico-vaginales.

Serogrupos | 95°C 5’ 30 95°C 30™ 55°C 1° 72°C1° 72°C 5’

D1: Desnaturalizacion 1; C: Ciclos; D2: Desnaturalizacion 2; A: Alineamiento; E1:
Extension 1; E2: Extension 2. *Los ciclos incluyen unicamente D2, Ay E1.

4.8 Analisis de las muestras amplificadas por PCR mediante electroforesis

Una vez realizada la amplificacion del DNA de los diferentes genes de virulencia y
serogrupos O, 3 pL de cada producto de PCR (amplicones) fueron analizados por
electroforesis en geles de agarosa al 2% tefiidos con el colorante Midori Green
(0.7%) (Nipon Genetics, Europe Gmph). La electroforesis se realizd bajo las
siguientes condiciones: 120 volts y 94 miliamperes durante 90 minutos. Los geles
de agarosa fueron fotografiados bajo luz UV utilizando el sistema de
fotodocumentacién GEL LOGIC 100™ KODAK® (Paniagua et al., 2007).
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Tabla 8. Oligonucledtidos utilizados para la identificacion de los serogrupos O por PCR

multiplex.
Serogrupo | Primer Secuencia (5-3") Amplicén | Referencia
(pb)
Grupo 1
o1 wl-14632 | (F)GTGGCAAAAGTGAAATAAGGAACG 1098
wl-14633 | (R)ICGCTGATACGAATACCATCCTAC
06 wl-14646 | (F) GGATGACGATGTTTTGGCTAAC 783
wl-14647 | (R)TCTGGGTTTGCTGTGTATGAGGC
o7 wl-14648 | (F)CTATCAAAATACCTCTGCTGGAATC 610
wl-14649 | (R)TGGCTTCGAGATTAAACCTATTCCT
08 wl-14652 | (F)CCAGAGGCATAATCAGAAATAACAG 448 Li et al.,
wl-14653 | (R)IGCAGAGTTAGTCAACAAAAGGTCAG 2010
016 wl-14654 | (F)GGTTTCAATCTCACAGCAACTCAG 302
wl-14655 | (R)\IGTTAGAGGGATAATAGCCAAGCGG
021 wl-14676 | (F)CTGCTGATGTCGCTATTATTGCTG 209
wl-14677 | (R)TGAAAAAAAGGGAAACAGAAGAGCC
075 wl-17413 | (F) GAGATATACATGGGGAGGTAGGCT 511
wl-17414 | (R)ACCCGATAATCATATTCTTCCCAAC
Grupo 2
02 wl-14636 | (F)AGTGAGTTACTTTTTAGCGATGGAC 770
wl-14637 | (R)AGTTTAGTATGCCCCTGACTTTGAA
04 wl-14642 | (F)TTGTTGCGATAATGTGCATGTTCC 664
wl-14643 | (R)AATAATTTGCTATACCCACACCCTC
015 wl-14672 | (F)TCTTGTTAGAGTCATTGGTGTATCG 183
wl-14673 | (R)ATAAAACGAGCAAGCACCACACC
018 wl-14656 | (F) GTTCGGTGGTTGGATTACAGTTAG 551 Li et al.,
wl-14657 | (R)CTACTATCATCCTCACTGACCACG 2010
022 wl-14660 | (F)TTCATTGTCGCCACTACTTTCCG 468
wl-14661 | (R)JGAAACAGCCCATGACATTACTACG
025 wl-14666 | (F) AGAGATCCGTCTTTTATTTGTTCGC 230
wl-14667 | (R)JGTTCTGGATACCTAACGCAATACCC
083 wl-14668 | (F)JGTACACCAGGCAAACCTCGAAAG 362
wl-14669 | (R)TTCTGTAAGCTAATGAATAGGCACC
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4.9 Infeccion del cultivo celular A431 con E. coli: Preparaciéon del inéculo

bacteriano e inoculacion

El método de inoculacion fue descrito previamente por Schaller et al., (2003). Se
prepararon diluciones de las cepas de E. coli, que fueron sembradas en tubos con
2 mL de caldo BHI (Bioxon®, México) y se incubaron por 24 horas a 37°C en
agitacion constante. Posteriormente se realizaron diluciones 1:5 de los cultivos en
caldo estéril de BHI hasta alcanzar una absorbancia de 0.4 a 600 nm, lo que

correspondié a una concentracion de 1x10° células/mL.

Para promover la expresion de los marcadores de virulencia, un inéculo de 50 uL
(1x10°) del cultivo bacteriano fue depositado sobre la superficie del cultivo celular
de la linea A431 derivada de carcinoma de epidermis vulvar (ATCC® CRL-
1555™). Las placas con la linea celular infectada fueron incubadas en medio de
cultivo DMEM (Dulbecco Modified Eagle Medium) a 37°C por 48 horas con 5% de

CO,y saturacion de humedad.
4.10 Cosecha de E. coli de la superficie del cultivo de la linea celular A431

Las bacterias fueron recolectadas de la superficie del cultivo de la linea celular
tomando 300 pL de cada pozo y depositandolos en microtubos con 500 pyL de PBS
(phosphate buffer saline, solucion 1 M Na;HPO4-12H,0, 1 M NaH,;PO4-H,0),
posteriormente los tubos se agitaron en un vértex para homogeneizar y lavar las
células bacterianas y se prepararon suspensiones con 1x10° células/mL. Una
suspensién con una concentraciéon bacteriana de 1x10° células/mL de E. coli
corresponde a una DO de 0.4 a 600 nm. Los tubos se centrifugaron a 8,000 rpm
durante 2 minutos. El sobrenadante se decanté conservando solo la pastilla para
la extraccion de RNA (Green et al., 2004).

4.11 Extraccion del RNA de las cepas CVPEC

La extraccion total de RNA se realiz6 con el kit comercial MiniKit RNeasy (Qiagen,
Hilden, Germany) utilizando el equipo robotizado QlAcube (Figura 3). Las pastillas

bacterianas obtenidas de la infeccidon celular fueron colocadas en la placa de

37



agitacion del equipo. Al mismo tiempo en la posicion “A” de la seccién
correspondiente al buffer de lisis se coloco el buffer TE (solucion preparada a pH
8.0 con 10 Mm Tris-Cl, 1 Mm de EDTA y 1 mg/mL de lizosima). Después de
alimentar el equipo QIAcube con los diferentes reactivos del kit RNeasy, se llené el
contenedor con puntas de 1 mL y se depositaron tubos de columna y elucion en el
carrusel (centrifuga) del equipo. Finalmente el QIAcube se programé para la
extraccion de RNA con lisis celular siguiendo el protocolo del fabricante (RNeasy
Protect Bacteria® Qiagen, Hilden, Germany) y se inicid la corrida. ElI equipo
robotizado adicioné 100 pL de buffer TE a cada tubo con la pastilla celular
bacteriana cosechadas después de la infeccién celular A431. Los tubos fueron
agitados para lisar las paredes celulares bacterianas. Posteriormente el robot
QlAcube adicion6 volumenes de los distintos buffers del kit comercial RNeasy y
realizd repetidos pasos de centrifugacion y agitacion para los diferentes
procedimientos: Adicioné 350 uL de buffer RLT (amortiguador de pH de lisis con
isotiocianato de guanidina con 100 pL/mL de B-mercaptoetanol) que permitid
inactivar las RNAsas y favorecer la union del RNA a la membrana de silica de la

columna utilizada en el QlAcube.

Al término el equipo adicioné 350 uL de etanol al 95% para homogeneizar el
lisado, mezclé suavemente los tubos y transfirio 700 uL de la mezcla a la columna
contenida en un tubo de 2 mL, centrifugd los tubos a 10,000 rpm durante 15
segundos vy el liquido de flujo fue desechado. Después adicion6é 700 pL del buffer
de lavado RW1 (Cloruro de guanidina y etanol) a la columna, para la eliminacién
de biomoléculas no deseadas y centrifugé a 10,000 rpm durante 15 segundos,
nuevamente el liquido de flujo fue desechado. Al término el robot adicioné 500 uL
de buffer RPE (amortiguador de pH de lavado con 4 volumenes de etanol al 96%)
a la columna que permite eliminar los rastros de sales, que todavia estaban en la
columna debido a los buffers utilizados anteriormente en el protocolo y el equipo
centrifugd a 10,000 rpm durante 15 segundos para lavar la membrana, el liquido
de flujo fue descartado. Nuevamente adiciond 500 uL de buffer RPE a la columna
y centrifugdé a 10,000 rpm durante 2 minutos para volver a lavar la membrana y

remover restos de sales, descartando nuevamente el liquido de flujo.
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Finalmente el robot movi6 y depositdé la columna en un tubo colector nuevo de 2
mL, centrifugd durante 1 minuto y el equipo adicion6 30 puL de agua libre de
RNAsas directamente sobre la membrana de la columna y centrifugé a 10,000 rpm
durante 1 minuto para obtener el RNA. Para confirmar la eliminacion total del DNA
genomico se midid la concentracion total del DNA y RNA utilizando el
espectrofotometro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific). Debido a la inestabilidad

del RNA, se procedioé inmediatamente a realizar la transcripcion reversa cDNA.

Figura 3. Interior del equipo QIAcube. 1. Placa de agitacion, 2. Posicién para buffer de
lisis, 3. Posicion para reactivos MiniKit RNeasy, 4. Sistema de pipeteo, 5. Brazo robético,
6. Carrusel (centrifuga).

4.12 Transcripcion reversa o sintesis del cDNA

Para el proceso de la transcripcion reversa de RNA a cDNA se utilizd el kit
comercial QuantiTec Reverse transcription (Qiagen®) siguiendo las instrucciones
del fabricante. Primero se realiz6 la eliminacion de DNA gendmico. Para un
volumen final por mezcla de reaccién de 14 uL se agregaron los siguientes
componentes: Para cada muestra se deposité en un microtubo 2 pL de gDNA
Wipeout buffer7x®, 7 uL de H,O libre de RNAsas y 5 uyL de RNA molde (200 ng/pl)
que correspondieron a 1 ug. Posteriormente se incub6 a 42°C durante 2 minutos e
inmediatamente se colocd en hielo. Posteriormente para la transcripcion reversa

se prepard la mezcla de reaccion en un microtubo con todos los componentes
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necesarios para la sintesis de la primera cadena de cDNA: 1 yL de Quantiscript
Reverse Transcriptasa® (Qiagen), 4 uL de Quantiscript RT buffer 5x®, 1 yL de RT
Primer mix® y 14 uL de la reaccién anterior (1 ug de RNA molde) para un volumen
final de reaccion de 20 uL. Posteriormente los tubos se incubaron a 42°C por 15
minutos. Para inactivar la transcriptasa reversa el tubo se incub6 en un termoblock
a 95°C durante 3 minutos. La concentracion total del cDNA se midio utilizando un
espectrofotometro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific). Finalmente el cDNA

obtenido se almacend a -20°C hasta su utilizacion para PCR en tiempo real.
4.13 Expresion de los marcadores de virulencia por PCR en tiempo real

Los oligonucledtidos utilizados para la expresion de los diferentes genes de
virulencia fueron los mismos que se utilizaron para la identificacion de los
genotipos de virulencia por PCR convencional (Tabla 4-6). Para determinar la
expresion de los diferentes genes de virulencia se utilizé el aparato de PCR en
tiempo real Corbette® (Rotor Gene). El volumen final por mezcla de reaccion fue
de 20 pL: 10 pL de RealQ Plus 2x Master Mix Green® (AMPLIQON), 1 L del
oligonucledtido forward (10 pmol), 1 uL del oligonucledétido reverse (10 pmol), 7 pL
de agua libre de nucleasas y 1 uL de cDNA templado (500 ng/pL). Las condiciones

de amplificacién se muestran en la tabla 9.

Para cada ensayo de PCR se utilizé el gen 16S rRNA como House Keeping (gen
constitutivo), el cual ha sido previamente utilizado en PCR en tiempo real (Fey et
al., 2004; Takle et al., 2007; Wang et al., 2009). También se incluyd una curva de
calibracion del control positivo (cDNA de cepas portadoras del gen a analizar) y
dos NTC (no control templado) como controles negativos. La curva de calibracion
se prepar6 de la siguiente manera: para cada corrida de PCR en tiempo real se
realizaron tres diluciones a diferentes concentraciones (1000 ng/uL, 500 ng/uL,
250 ng/uL). A partir del control positivo portador del gen en particular (2000 ng/uL)
se realizd una primer dilucién con agua desionizada estéril Ultrapure™ 1:2 (1000
ng/uL). Posteriormente, a partir de la dilucién anterior se realiz6 una segunda
dilucién 1:2 (500 ng/uL) y finalmente, a partir de la segunda dilucién se realizd una
ultima dilucion 1:2 (250 ng/uL).
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A partir de la curva de calibracion el equipo de PCR en tiempo real determiné el
numero de copias del cDNA con base en el numero de ciclos que ocurrieron para
que la sefal alcanzara el nivel de fluorescencia denominado threshold cycle (ciclo
umbral o Ct por sus siglas en ingles) el cual interceptd la curva en la fase
exponencial, y fue determinado automaticamente por el software del equipo. De
esta manera para cada Ct de las muestras y con base en las curvas de
calibracion, al final el software gener6 el numero de copias obtenidas en la PCR
en tiempo real. La melting curve (curva de disociacion) se realizdé en cada corrida

de PCR en tiempo real.

Tabla 9. Condiciones de PCR utilizadas para la expresion de los factores de virulencia en

las cepas cérvico-vaginales.

RT-PCR 95°C 15’ 40 95°C 20™ 55°C 30™ 72°C 30”

D1: Desnaturalizacion 1; C: Ciclos; D2: Desnaturalizacion 2; A: Alineamiento; E1:
Extension 1. *Los ciclos incluyen unicamente D2, Ay E1.

4.14 Analisis estadistico

La correlaciéon entre los distintos patrones de expresion de los genes de virulencia
con los serogrupos O de las cepas CVPEC fue analizada por la prueba de x% con
P<0.05 utilizando el software Minitab® (version 18.1 Inc. USA).
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5. RESULTADOS
5.1 Origen de las cepas analizadas

En este estudio participaron 210 mujeres con signos y sintomas de infeccion
cérvico-vaginal (CVI) que acudieron al departamento de Ginecologia de la Clinica
Universitaria de la Salud Integral (CUSI) FES lIztacala, Clinica 64 del IMSS unidad
Tequesquinahuac y Clinica 62 del IMSS unidad Cuautitlan, Estado de México,
durante el periodo de septiembre del 2016 a enero del 2017. Se encontré que el
5.7% de las mujeres presenté una edad en el intervalo de 18 a 19 afios (n=12), el
30.5% entre 20 a 39 afios (n=64), 40.5% entre 40 a 59 afios (n=85), 16.7%
correspondid a una edad entre 60 a 89 afios (n=35), unicamente el 6.7% de las

mujeres no reporté su edad (n=14) (Figura 4).

Figura 4. Distribucién de las mujeres por intervalos de edad (anos).

En la tabla 10 se presentan los antecedentes patoldgicos por rango de edad de las
mujeres que participaron en el proyecto. Se encontré que el 49% de las mujeres
reportd padecer algun tipo de enfermedad crénica (n=98), mientras que el 51%
(n=102) no reportd otro padecimiento. El 24% reportd episodios recurrentes de
infecciones vaginales (n=48), 12.5% hipertension (n=25), 8.5% diabetes (n=17),
3% obesidad (n=6) y 1% cancer (n=2).

42



Tabla 10. Enfermedades crénicas de las mujeres con CVls (n=98).

Patologia ‘ Intervalos de edad (afios) ‘ No. (%)

Infecciones 18-19 2(1)
recurrentes 20-39 14 (7)
40-59 20 (10)

60-89 12 (6)

Hipertension 18-19 0(0)
20-39 1(0.5)

40-59 6 (3)

60-89 18 (9)

Diabetes 18-19 0(0)
20-39 0(0)

40-59 9 (4.5)

60-89 8 (4)

Obesidad 18-19 2(1)
20-39 1(0.5)

40-59 1(0.5)

60-89 2(1)

Cancer 18-19 0(0)
20-39 1(0.5)

40-59 1(0.5)

60-89 0(0)

5.2 Identificacién bioquimica de E. coli

A partir de las 210 cepas aisladas de las mujeres con infecciones cérvico-
vaginales, unicamente 200 (95.2%) presentaron las caracteristicas bioquimicas
para E. coli (Indol+, Kligler+, sacarosa+, manitol-, citrato de Simmons-, urea-). E.
coli fue identificada individualmente en el 45.5% (n=91) y se encontré asociada
con Staphylococcus spp en el 18.5% (n=37), Candida albicans en el 11% (n=22),
Staphylococcus aureus en el 5% (n=10) y Enterococcus faecalis en el 4.5% (n=9)
(Tabla 11).

5.3 Identificacion molecular de E. coli

Todas las cepas (n=200) identificadas por pruebas bioquimicas como E. coli,
fueron confirmadas molecularmente mediante la deteccién del gen 16S rRNA
(Figura 5).
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Tabla 11. Microorganismos identificados en los cultivos vaginales (n=200).

Microorganismos asociados No. (%)

1 91 (45.5)
2 E. coli/ Staphylococcus spp 37 (18.5)
3 E. coli/ Candida albicans 22 (1)
4 E. coli/ Staphylococcus aureus 10 (5)
5 E. coli/ Enterococcus faecalis 9 (4.5)
6 E. coli/ Staphylococcus epidermidis 6 (3)
7 E. coli/ Streptococcus agalactiae 6 (3)
8-17 Otros 19 (9.5)

Figura 5. Deteccion del gen 16S rRNA (919 pb) por PCR. Carriles 2, 3y 5-7: gen 16S
rRNA en cepas CVPEC; MWM: marcador de peso molecular (100 pb); CP: control positivo
(E. coli ATCC 11775); CN: control negativo (sin DNA molde).

5.4 Deteccion de los marcadores de virulencia en las cepas CVPEC

Se determiné la frecuencia de 24 genes que codifican para diferentes factores de
virulencia en las cepas de E. coli (Tabla 12). El gen identificado con mayor
frecuencia fue fyuA con un 94.5% (n=189), seguido por los genes feoB con un
91.5% (n=183), traT con un 81% (n=162), kpsMTIl con un 75.5% (n=151) y usp
con un 72.5% (n=145). Mientras que los genes con menor frecuencia fueron sap
con 6% (n=12), cva con un 5.5% (n=11), astA con un 3% (n=6), tsh con un 2%
(n=4) y vat con el 1% (n=2) (Ver figuras de PCR 7-23, en el anexo 1). El gen sen

no se encontré en ninguna de las cepas.
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5.5 Expresion de los marcadores de virulencia en las cepas CVPEC

Se analizé la expresion de 23 genes de virulencia en las cepas de E. coli, de los
cuales 16 fueron expresados de manera global después de la infeccion del cultivo
de la linea celular A431 (Tabla 12). Los genes expresados con mayor frecuencia
fueron fyuA (Figura 6) con el 94.5% (n=189), feoB con el 91% (n=182), traT con el
80% (n=160), usp con el 72.5% (n=145) y kpsMTIl con el 72.5% (n=145) (Ver
figuras 24-40 de PCR en tiempo real en el anexo 2). Los genes hlyA, vat, cva,

set1, iuc, malX'y sap no fueron expresados por ninguna de las cepas.

Tabla 12. Porcentajes de deteccidn y expresién de los marcadores de virulencia en las

cepas CVPEC (n=200).

Islas de patogenicidad (PAls)

Gen . Porcentaje de deteccwn Porcentaje de expresmn
' Adhesinas
.~ tsh | 4 [ 2 | 2 | 1 |
L ES
cnf1 67 33.5 67 33.5
hlyA 46 23 0 0
usp 145 72.5 145 72.5
vat 2 1 0 0
cva 11 5.5 0 0
set1 23 11.5 0 0
astA 6 3 4 2
Sistemas de adquisicion de hierro (nutricién)
iuc 55 27.5 0 0
iutA 132 66 132 66
iroN 118 59 65 32.5
ip2 121 60.5 117 58.5
fyuA 189 94.5 189 94.5
ireA 20 10 11 5.5
feoB 183 91.5 182 91
Sistemas para evadir la respuesta inmune del hospedero (Protectinas) |
kpsMTII 151 75.5 145 72.5
ompT 57 28.5 48 24
iss 15 7.5 8 4
traT 162 81 160 80

malX (|V536, “CTF073) 85 42.5 0 0
SigA (she) 43 21.5 6 3
pic (she) 32 16 8 4
sap (she) 12 6 0 0




Figura 6. Expresion del gen fyuA (gen expresado con mayor frecuencia en las cepas
CVPECQ). La lectura se realizé en el canal verde. Control positivo: cepa de E. coli
portadora del gen fyuA. Se realiz6é una curva de calibracion a tres concentraciones: DNA a

1000 ng/uL, 500 ng/pL y 250 ng/uL de E. coli portadora de este gen. Gen
constitutivo: 16s rRNA. NTC: control negativo (sin DNA molde).

5.6 Patrones de expresion de los genes de virulencia en las cepas CVPEC

Se identificaron 31 diferentes patrones de expresion de los marcadores de
virulencia, dentro de los cuales el patrén no. 1 esta conformado por los genes
fyuA/feoB/traT/kpsMTIl/usp/iutA/irp2 y se encontré en 63 cepas (31.5%), seguido
por el patron no. 2 (fyuA/feoB/traT/kpsMTIl/usp) con 32 cepas (16%), también se
encontré que 8 cepas (4%) expresaron dos genes y 2 cepas (1%) expresaron sélo

un gen (Tabla 13).
5.7 Deteccion de serogrupos O en las cepas CVPEC

En este estudio se encontré que el 79.5% (n=159) de las cepas CVPEC (n=200)
se distribuyeron en 10 de los 14 serogrupos estudiados. El serogrupo detectado
con mayor frecuencia fue 025 con un 49.5% (n=99). En el 20.5% de las cepas
restantes (n=41) no se logré determinar el serogrupo (Tabla 14) (Ver figuras de
PCR 41-45, en el anexo 3).
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Tabla 13. Patrones de expresion de los marcadores de virulencia de las cepas CVPEC

(n=200).

Patrones de expresién

No. de cepas (%)

1 63 (31.5)
2 fyuA/feoB/traT/kpsMTIl/usp 32 (16)
3 fyuA/feoB/traT/kpsMTII 13 (6.5)
4 fyuA/feoB/iutA/irp2 13 (6.5)
5 fyuA/feoB/iutA/irp2/usp/cnf1 7 (3.5)
6 cnf1/usp/iroN 7 (3.5)
7 cnf1/usp/traT/iutA 6 (3)
8 ompT/traT/fyuA 5(2.5)
9 traT/feoB/fyuA 5(2.5)
10 iroN/kpsMTIll/feoB 4 (2)
11 sigA/traT/feoB/fyuA 3(1.5)
12 kpsMTIl/feoB/fyuA 3 (1.5)
13 kpsMTll/irp2/feoB/fyuA/usp 3 (1.5)
14 kpsMTll/feoB/fyuA/iutA/usp 3 (1.5)
15 traT/feoB/fyuA/iutA 3 (1.5)
16 KpsMTll/iutA/cnf1/usp 2(1)
17 traT/irp2/feoB/fyuA 2(1)
18 feoB/fyuA/usp 2(1)
19 traT/feoB/fyuA/iutA/usp 2(1)
20-31 Patrones unicos 12 (6)
2 genes 8 (4)
1 gen 2(1)
Total 200 (100)

Patrones unicos: Patron encontrado unicamente en una cepa CVPEC; 2 genes: cepas
que unicamente expresaron dos marcadores de virulencia; 1 gen: cepas que unicamente

expresaron un marcador de virulencia.
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Tabla 14. Serogrupos O identificados en las cepas CVPEC (n=200).

No. ‘ Serogrupo ‘ No. de cepas (%)

1 025 99 (49.5)
2 075 18 (9)
3 015 15 (7.5)
4 016 7 (3.5)
5 08 5 (2.5)
6 06 5 (2.5)
7 o1 3(1.5)
8 021 3(1.5)
9 018 3(1.5)
10 04 1(0.5)
11 083 0 (0)
12 o7 0 (0)
13 022 0 (0)
14 02 0 (0)

5.8 Asociacién entre patrones de expresidén y serogrupos O en las cepas
CVPEC

En este estudio se demostrdé que 25 de los 31 patrones de expresion identificados
en las cepas CVPEC estuvieron relacionados con al menos uno de los serogrupos
O identificados (Tabla 15). El patron No.1 (fyuA/feoB/traT/kpsMTIl/usp/iutA/irp2)
identificado en 63 cepas se encontrd asociado a los serogrupos 025 (n=45), 015
(n=3), O75 (n=3), O1 (n=2), O16 (n=2), O18 (n=2) y O8 (n=1), mientras que el
patron No. 2 (fyuA/feoB/traT/kpsMTIl/usp) identificado en 32 cepas se encontrd
asociado a los serogrupos 025 (n=17), O75 (n=4), 016 (n=2), O4 (n=1), O6 (n=1)
y 015 (n=1).
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Tabla 15. Asociacién entre patrones de expresion y serogrupos O (n=200).

Patrones de expresion  No. de cepas (%) Serogrupos No. de cepas (%) |

1 fyuA/feoB/traT/kpsMTIl/usp/iutAfirp2 63 (31.5) 8?2 42 gZé\;S)
075 3(15)
o1 2(1)
016 2(1)
018 2(1)

08 1(0.5)

NO ID 5(2.5)

2 fyuA/feoB/traT/kpsMTIl/usp 32 (16) 025 17 (8.5)
075 4(2)
016 2(1)

04 1(0.5)

06 1(0.5)

015 1(0.5)
NO ID 6(3)
3 fyuA/feoB/traT/kpsMTII 13 (6.5) 025 6 (3)
075 1(0.5)

06 1(0.5)

015 1(0.5)
NO ID 4(2)
4 fyuA/feoB/iutAlirp2 13 (6.5) 025 6 (3)
075 4(2)

o1 1(0.5)
NO ID 2(1)
5 fyuA/feoB/iutAlirp2/usp/cnfl 7(3.5) 025 6 (3)
015 1(0.5)
6 cnfl/usp/iroN 7 (3.5) 025 2(1)
06 2(1)

08 1(0.5)

016 1(0.5)

NO ID 1(0.5)
7 cnfl/usp/traT/iutA 6 (3) 025 4(2)
NO ID 2(1)

8 OmpT/traT/fyuA 5(2.5) 015 3(15)
08 1(0.5)

NO ID 1(0.5)

9 traT/feoB/fyuA 5(2.5) 015 1(0.5)
075 1(0.5)

NO ID 3(1.5)
10 iroN/kpsMTIl/feoB 4(2) 015 2(1)
06 1(0.5)

NO ID 1(0.5)

" sigA/traT/feoB/fyuA 3(1.5) 025 3(15)
12 kpsMTII/feoB/fyuA 3(1.5) 08 1(0.5)
016 1(0.5)

NO ID 1(0.5)
13 kpsMTll/irp2/feoB/fyuA . 025 2 (1)
ps firp2/feoB/fyuAlusp 3(1.5) oo 28
14 kpsMTII/feoB/fyuAliutAlusp 3(1.5) 075 2(1)
025 1(0.5)

15 traT/feoB/fyuAliutA 3(1.5) 018 1(0.5)
NO ID 2(1)

16 kpsMTIl/iutAlcnfl/usp 2(1) 025 1(0.5)
075 1(0.5)

17 traT/irp2/feoB/fyuA 2(1) 015 1(0.5)
016 1(0.5)

18 feoB/fyuAlusp 2(1) 025 1(0.5)
NO ID 1(0.5)

19 traT/feoB/fyuA/iutAlusp 2(1) 015 1(0.5)
025 1(0.5)

20-31 Patrones unicos 12 (6) 025 3(1.5)
021 2(1)

075 1(0.5)
NO ID 6(3)
2 genes 8 (4) 025 2(1)

08 1(0.5)

015 1(0.5)

021 1(0.5)

NO ID 3(1.5)
1 gen 2(1) NO ID 2 (1)

Total 200 (100) 200 (100)

NO ID: No identificado.
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5.9 Analisis estadistico

La correlacion entre los distintos patrones de expresion de los genes de virulencia
con los diferentes serogrupos O en las cepas CVPEC fue estadisticamente
significativa unicamente para el patron no. 1 (fyuA/feoB/traT/kpsMTIl/usp/iutA/irp2)

en combinacién con el serogrupo 025 (p<0.05) (Tabla 16).

Tabla 16. Correlacion estadisticamente significativa entre patrones de expresion y

serogrupos O.

Correlacion entre patron de expresion y serogrupo O Valor p

1. Patrén no. 1 (fyuA/feoB/traT/kpsMTIl/usp/iutA/irp2)/serogrupo 025 p<0.001
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6. DISCUSION
6.1 Infecciones cérvico-vaginales

Las infecciones cérvico-vaginales (CVIs) se encuentran entre los padecimientos
mas comunes que afectan a las mujeres (Koumans et al., 2007), siendo
Escherichia coli uno de los principales patdgenos responsables de este tipo de
infecciones (Hoffman et al., 2014; Koumans et al., 2007; Padilla et al., 2014;
Saenz-Lépez et al., 2016), por lo cual nosotros seleccionamos cepas de E. coli
(n=200) de mujeres con signos y sintomas de infeccidén cérvico-vaginal. Estudios
previos han mostrado que la colonizacion vaginal persistente por E. coli ha sido
asociada con el desarrollo de infecciones urinarias recurrentes en mujeres, siendo
de esta manera el primer paso en la patogénesis de la cistitis aguda (Kunin et al.,
1980).

La mayoria de las cepas de E. coli fueron aisladas de mujeres entre 20 a 39
(30.5%) y 40 a 59 (40.5%) afos de edad (Figura 4). Estos porcentajes coinciden
con lo descrito por Allsworth et al., (2008), quienes mencionaron que las CVls
afectan principalmente a las mujeres en edad reproductiva, mientras que en
mujeres menopausicas y postmenopausicas el porcentaje varia entre 23 a 38%
(Gonzalez-Pedraza et al., 2007; Hoffman et al., 2014).

6.2 Deteccion y expresion de los genes de virulencia de las cepas CVPEC

La distribucion de los marcadores de virulencia en cepas de E. coli aisladas de
pacientes con infecciones del tracto urinario (UTIs) de diferentes partes del mundo
(Momtaz et al., 2013; Munkhdelger et al., 2017; Salehzadeh & Zamani, 2017; Zhao
et al., 2009), incluyendo México (Miranda-Estrada et al., 2016; Morales-Espinosa
et al., 2016; Paniagua-Contreras et al., 2015) ha sido ampliamente estudiada, sin
embargo, actualmente existe muy poca informaciéon sobre la caracterizacion
molecular de las cepas de E. coli patdbgenas cérvico-vaginales (Hilbert et al., 2008;
Obata-Yasuoka et al., 2002; Rashki, 2014).
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La participacién colectiva de varios de los marcadores de virulencia de E. coli
durante la patogénesis de las infecciones urogenitales podria ser un factor
importante para la agudeza o cronicidad de las infecciones, por lo que es muy
importante estudiar los diferentes patrones de expresion de los genes de virulencia
de E. coli in vivo o in vitro. Hasta el momento soélo existe un estudio global de
expresion de los marcadores de virulencia de cepas UPEC empleando un modelo
in vitro de infeccion (Paniagua et al., 2017). El propdsito de este estudio fue
determinar la expresidén de multiples factores de virulencia de cepas de
Escherichia coli patogenas cérvico-vaginales utilizando un modelo in vitro de
infeccion en células epiteliales vaginales humanas y su relacion con los distintos

serogrupos O.
6.2.1 Adhesinas

Las adhesinas son consideradas el factor mas importante de patogenicidad para
E. coli, ya que desencadenan las vias de senalizacion entre la bacteria y las
células del hospedero y ademas, promueven la colonizacion e invasion a los
tejidos (Mulvey et al., 2002).

En este estudio el gen tsh (hemaglutinina sensible a temperatura) se detecto en el
2% (n=4) de las cepas CVPEC analizadas (Tabla 12, figura 22). Este porcentaje
es similar al descrito por Ewers et al., (2007), donde el gen tsh fue identificado en
el 4.5% (n=3/66) de las cepas UPEC aisladas de pacientes de diferentes
instituciones de salud en Alemania. Sin embargo, es inferior al descrito por
Rodriguez-Siek et al., (2005), quienes reportaron una prevalencia mayor, del
39.5% (n=79/200) en cepas de E. coli aisladas de pacientes con infecciones
urinarias en Dakota del Norte, Estados Unidos, y también al 63% (n=87/138)
detectado en cepas UPEC (Heimer et al., 2004). Por ultimo, Momtaz et al., (2013),
reportaron la ausencia del gen tsh (n=0/123) en cepas UPEC aisladas de

pacientes con infecciones del tracto urinario de un hospital de Teheran, Iran.

Después de la infeccion de la linea celular vaginal A431 con las cepas CVPEC, se

determind que la adhesina Tsh se expreso6 en el 1% (n=2) de las cepas (Tabla 12,
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figura 25). La expresion del gen tsh fue demostrada in vivo en un modelo de
infeccion urinaria en ratén utilizando la cepa de E. coli CTF073 (Heimer et al.,
2004), lo que sugiere que esta proteina de adhesion puede tener un papel
importante durante el desarrollo de las infecciones genitourinarias. Ademas, se
demostré que en cepas de E. coli aviar, la proteina codificada por el gen tsh fue
capaz de modificar una proteina de superficie de los eritrocitos del hospedero a la
que la bacteria puede adherirse, también presenta actividad proteolitica y media la

hemaglutinacion (Provence & Curtiss, 1994).
6.2.2 Toxinas

Durante las infecciones genitourinarias las cepas de E. coli tienen la capacidad de
sintetizar diferentes toxinas. Estas toxinas facilitan la diseminacion bacteriana,
provocan dafio tisular extenso y permiten la internalizacion bacteriana en las
células epiteliales. De esta manera las toxinas facilitan la liberaciéon de nutrientes
que la bacteria utiliza para realizar diferentes actividades metabdlicas y mediante
la internalizacion bacteriana evadir la respuesta inmune del hospedero (Luthje &
Brauner, 2014).

Los genes cnf1 (factor necrotizante citotoxico 1) y hlyA (hemolisina a) fueron
identificados en el 33.5% (n=67) y 23% (n=46) de las cepas CVPEC analizadas,
respectivamente (Tabla 12, figuras 7 y 8). Estos porcentajes son muy interesantes
debido a que difieren con lo reportado en diversos estudios, donde mencionan que
las cepas UPEC positivas para el gen cnfl son hemoliticas, es decir, se ha
reportado que el gen cnf1 generalmente esta vinculado al gen hlyA en cepas de E.
coli uropatégenas (Blanco et al.,, 1992; Landraud et al., 2003; Landraud et al.,
2000). En México, y en sustento a los datos obtenidos en este trabajo, se ha
descrito una frecuencia del 79% (n=38) y 58% (n=28) para los genes cnf1y hlyA,
respectivamente, en un grupo de 48 cepas UPEC obtenidas de pacientes con
cistitis y prostatitis (Morales-Espinosa et al., 2016). Estos hallazgos permiten
suponer que la distribucidn geografica puede ser un factor determinante que
condiciona la prevalencia de los diferentes factores de virulencia en cepas de E.

coli genitourinarias, por lo que es necesario realizar estudios filogenéticos para
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determinar si existen diferencias filogenéticas entre las cepas de E. coli
uropatdégenas y cérvico-vaginales mexicanas con respecto a las cepas de otros
paises. Por otro lado, el porcentaje para el gen hlyA detectado en este estudio en
las cepas CVPEC coincide con el 22% descrito por Obata et al., (2002) en un
grupo de cepas de E. coli vaginales (n=88) en Japdn. Sin embargo, la frecuencia
del gen cnf1 detectada en este estudio es superior al 19% reportado por estos
autores. La presencia de los genes cnf1 y hlyA identificados en las cepas CVPEC
podrian ser importantes marcadores de virulencia que participan en el desarrollo

de la patogénesis de las infecciones vaginales.

Posteriormente, tras la infeccion de la linea celular vaginal A431 con las cepas
CVPEC, la toxina Cnf1 se expreso en el 33.5% (n=67) de las cepas; sin embargo.
La toxina HlyA no se expresoé en ninguna (n=0) de las cepas (Tabla 12, figura 26).
La expresidn de cnf1 durante el modelo in vitro de infeccion probablemente
indicaria que este marcador de virulencia es necesario para la colonizacion e
invasiéon de las células epiteliales vaginales, Estos resultados corroboran lo
propuesto por Hertting et al., (2008), en un estudio realizado en Suecia, en donde
estudiaron in vitro el papel de la toxina Cnf1 en células uroepiteliales, asi como en
cepas aisladas de nifios y adultos con infecciones urinarias esporadicas vy
recurrentes ocasionadas por E. coli. Los resultados de estos autores sugieren que
cnfl puede promover la unidon bacteriana, la invasion y puede inducir una
respuesta inflamatoria en células epiteliales del tracto urinario in vitro, pero su
funcién in vivo es posiblemente menor en comparacion con otros factores de
virulencia de E. coli uropatdgena. Por otro lado el hecho de que hlyA no se haya
expresado en ninguna de las cepas después de la infeccidon in vitro de la linea
A431 puede deberse a que la actividad de la proteina HIyA es principalmente
contra eritrocitos, coincidiendo con lo descrito por Island et al., (1998) en Estados
Unidos, en un estudio de infeccidén con E. coli in vitro en monocapas de células
T24 de la vejiga humana. Estos autores sugieren que la toxina HIyA es una
proteina formadora de poros que presenta actividad litica en eritrocitos y varios
tipos de células nucleadas, incrementando de esta manera la agudeza de las

infecciones genitourinarias.
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La prevalencia para el gen usp (proteina especifica uropatdogena) obtenida en las
cepas CVPEC fue del 72.5% (n=145) (Tabla 12, figura 9). Este porcentaje es
semejante a lo descrito por Hilbert et al., (2008), donde reportaron una frecuencia
del 72% (n=36) para usp en un grupo de 50 cepas CVPEC aisladas de pacientes
de un hospital de New Jersey, Estados Unidos. En México, para cepas
uropatégenas de E. coli se ha reportado una prevalencia del 81% (n=39) en un
grupo de 48 cepas UPEC obtenidas de pacientes con cistitis y prostatitis (Morales-

Espinosa et al., 2016), el cual también es parecido al obtenido en este trabajo.

Una vez realizada la infeccién de la linea celular vaginal A431, la toxina Usp se
expreso en el 72.5% (n=145) de las cepas CVPEC (Tabla 12, figura 27). La
actividad de la proteina Usp codificada por usp fue estudiada por Nipic et al.,
(2013), quienes realizaron un estudio en el cual aislaron la proteina Usp vy
examinaron su actividad contra DNA plasmidico, células endoteliales de vena
umbilical humana y células de riidn embrionario humano. Estos autores
demostraron que la expresion de usp en cepas de E. coli permite que la bacteria
pueda hidrolizar DNA (presenta actividad de DNasa), exhibe actividad genotoxica
en células de mamifero, afecta la viabilidad de las células de mamiferos, induce
una mayor actividad de caspasas y perturba la estructura del citoesqueleto celular.
Ademas de su actividad como genotoxina, se ha encontrado que la proteina
uropatdégena especifica (Usp) promueve la infectividad en un modelo murino de
infeccion en el tracto urinario superior (Yamamoto et al., 2001) y esta asociada con
cepas de E. coli que provocan pielonefritis, prostatitis y bacteremia (Rijavec et al.,
2008). La expresion elevada del gen usp en cepas CVPEC abre el debate en
cuanto a la especificidad de esta proteina en cepas UPEC vy la estrecha relacion

filogenética que muy posiblemente compartan estos patotipos.

La frecuencia para el gen vat (toxina vacuolante autotransportadora) en las cepas
CVPEC estudiadas fue muy baja, tan solo del 1% (n=2) (Tabla 12, figura 22). Este
porcentaje es muy inferior al descrito en otros estudios alrededor del mundo en
cepas UPEC, que fueron del 5.7% (n=11/194) para cepas mexicanas (Paniagua-
Contreras et al., 2015), 9.7% (n=12/123) para cepas iranies (Momtaz et al., 2013)
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y 54.5% (n=35/66) para cepas alemanas (Ewers et al., 2007). Una vez que se
realizé la infeccion de la linea celular vaginal A431, la toxina Vat no se expreso en
ninguna (n=0) de las cepas CVPEC (Tabla 12). Hasta el momento no existen
reportes de la importancia de esta toxina en modelos in vitro o in vivo de
infecciones por cepas UPEC o CVPEC, aunque resultados experimentales no
descartan la posibilidad de que esta toxina contribuya a los diferentes pasos
iniciales durante la colonizacion bacteriana por E. coli debido a su capacidad para
inducir vacuolacion e hinchazén en células del hospedero que posteriormente

podrian conducir a UTIs y septicemias (Parham et al., 2005; Restieri et al., 2007).

El gen cva (colicina A) se encontro en el 5.5% (n=11) de las cepas CVPEC
estudiadas (Tabla 12, figura 10). Este resultado es semejante al descrito por
Hilbert et al., (2008), quienes reportaron una frecuencia del 4% (n=2) para cva en
un grupo de 50 cepas CVPEC aisladas de pacientes de un hospital en Estados
Unidos y es superior al descrito en México en cepas de E. coli aisladas de mujeres
diagnosticadas con UTls, donde se reportd una prevalencia de 2.8% (n=3/108)
(L6pez-Banda et al., 2014). Porcentajes superiores para cva han sido reportados
también por otros autores en diferentes regiones del mundo: 15% (n=11/75) en
cepas de pacientes con urosepsis en Seattle, Estados Unidos (Johnson & Stell,
2010), 10% (n=4/39) en cepas de pacientes con infecciones en las vias urinarias
en Beijin, China (Luo et al., 2012) y 20% (n=11/53) en cepas UPEC de pacientes

con UTls en Campinas, Brasil (Maluta et al., 2014).

Tras la infeccion de la linea celular vaginal A431, la toxina Cva no se expreso en
ninguna de las cepas CVPEC (n=0) (Tabla 12). Las colicinas se caracterizan por
poseer la capacidad de formar poros que permiten permeabilizar la membrana
citoplasmatica, se ha demostrado que pueden formar canales idnicos regulados
por voltaje bien definidos en membranas artificiales (Pattus et al., 1990). La
proteina una vez que es liberada en el ambiente del hospedero ayuda a reducir la
competencia por nutrientes con otras cepas bacterianas, es decir, presenta un
efecto bactericida (Feldgarden & Riley, 1999). Debido a que estos genes son

altamente regulados por E. coli y, al poseer en el cultivo de la linea celular vaginal
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un ambiente altamente regulado en el que crecieron unicamente las bacterias
cérvico-vaginales inoculadas, muy probablemente estas cepas no tuvieron que
realizar el gasto energético que implica la sintesis de las colicinas para la
eliminaciéon de otras especies bacterianas que compitieran por el nicho y los

nutrientes.

Los porcentajes de los genes que codifican para enterotoxinas en las cepas
CVPEC fueron: para set1 (Enterotoxina 1 de Shigella) el 11.5% (n=23), para astA
(toxina enteroagregativa termoestable) el 3% (n=46), mientras que sen
(enterotoxina 2 de Shigella) no se detectd (n=0) en ninguna de las cepas (Tabla
12, figuras 11 y 22). Estos porcentajes contrastan con el estudio realizado por
Momtaz et al., (2013), donde determinaron la frecuencia de estos mismos tres
genes de enterotoxinas en un grupo de cepas UPEC obtenidas de pacientes
iranies. Estos autores describieron un porcentaje mayor para el gen set? (79.6%)
(n=98/123) y para el gen astA (21.1%) (n=26/123), mientras que el gen sen, al
igual que en este trabajo, no se detectdé en ninguna de las cepas estudiadas
(n=0/123).

La presencia de estos genes en cepas urogenitales, los cuales se creia que
estaban altamente restringidos a cepas patdgenas intestinales, probablemente se
deba al intercambio de material genético entre diferentes patotipos bacterianos e
inclusive de manera interespecifica. La transferencia horizontal de material
genético y los elementos genéticos méviles como los transposones han favorecido
la adquisicion de estos genes, propiciando la evolucién de diferentes patégenos

bacterianos (Hacker et al., 1997).

Después de la infeccion de la linea celular vaginal A431, la enterotoxina AstA se
expreso en el 2% (n=4) de las cepas CVPEC. Sin embargo la enterotoxina Set1 no
se expresd en ninguna de estas cepas (Tabla 12, figura 28). Experimentalmente
se ha demostrado que la toxina codificada por set? induce la acumulacién de
liquido en el asa ileal del conejo y puede promover diarrea acuosa inicial que
ocurre en las primeras etapas de las infecciones por S. flexneri (Fasano et al.,

1995). Por otra parte la toxina codificada por el gen astA desempefia un papel en

57



la patogenicidad enteroagregativa de E. coli reduciendo la absorcion de agua y
electrolitos del intestino a las vellosidades, propiciando un desequilibrio osmético
(Savarino et al, 1996), la toxina codificada por el gen sen aumenta la
conductancia transepitelial en un modelo in vitro, aunque se desconoce la
relevancia de la toxina en la enfermedad clinica (Nataro et al, 1995). Hasta el
momento se desconoce la manera en la que estas enterotoxinas participan

durante las infecciones cérvico-vaginales y del tracto urinario.
6.2.3 Sistemas para la adquisicion de hierro (nutricién)

El hierro es un elemento esencial para la supervivencia de las bacterias y facilita
numerosas actividades celulares en el organismo, incluida la reduccion del
peréxido, el transporte de electrones y la biosintesis de nucleétidos (Braun, 2001).
Las bacterias han desarrollado multiples estrategias para la adquisicion de hierro
durante la infeccion, como la expresion de receptores de membrana y sideréforos
que permiten capturar el hierro del medio ambiente y posteriormente internalizarlo

en el citosol bacteriano (Zipfel et al., 2007).

En este estudio, se encontré que los genes que codifican para los sideréforos iuc
(aerobactina) e irp2 (proteina capturadora de hierro 2) se detectaron en el 27.5%
(n=55) y 60.5% (n=121) de las cepas CVPEC analizadas, respectivamente (Tabla
12, figuras 12 y 22). Porcentajes similares fueron reportados para el gen iuc (35%)
en un grupo de cepas vaginales de E. coli (n=88) en Japdén (Obata-Yasuoka et al.,
2002) y para irp2 (63.3%) en cepas ceérvico-vaginales de E. coli (n=132) en Iran
(Rashki, 2014). Mientras que en México en cepas UPEC se ha encontrado
porcentajes del 70.8% (n=34/48) para iuc (Morales-Espinosa et al., 2016) y del
79.3% (n=154/194) para irp2 (Paniagua-Contreras et al., 2015).

Los genes iutA (receptor férrico de aerobactina), iroN (receptor de salmoquelina),
fyuA (receptor férrico de captacion de yersiniabactina), ireA (elemento de
respuesta al hierro) y feoB (proteina para la captacién de hierro férrico B) que
codifican para proteinas de membrana externa receptoras de sideréforos fueron
detectados en este trabajo en el 66% (n=132), 59% (n=118), 94.5% (n=189), 10%
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(n=20) y 91.5% (n=183) de las cepas CVPEC analizadas, respectivamente (Tabla
12, figuras 13-17). El porcentaje de deteccion del gen iutA en las cepas CVPEC es
parecido al 54.2% (n=58) descrito por Miranda-Estrada et al., (2016) en cepas
UPEC (n=107) en México, mientras que para el gen iroN se ha descrito un
porcentaje del 50.4% (n=256) en cepas UPEC (n=508) de Estados Unidos (Bauer
et al., 2008). Para el gen fyuA se ha reportado una prevalencia del 84% (n=42) en
un grupo de 50 cepas cérvico-vaginales de Estados Unidos, (Hilbert et al., 2008),
mientras que Lee et al., (2015) en Corea del Sur y Rodriguez-Siek et al., (2005) en
Estados Unidos, reportaron prevalencias para el gen feoB en cepas UPEC del
98.2% (n=57/58) y del 99% (n=198/200), respectivamente. También han sido
descritos porcentajes menores para estos genes en cepas de E. coli en otros
estudios, en donde el gen iutA ha sido identificado en el 48.1% (n=52) en cepas
UPEC mexicanas (Lépez-Banda et al., 2014), el gen iroN en el 31% (n=41) en
cepas UPEC iranies (Rashki, 2014), el gen fyuA en el 52% (n=52) en cepas UPEC
iranies (Salehzadeh & Zamni, 2017), ademas Rodriguez-Siek et al., (2005),
reportaron una prevalencia superior, del 24% (n=48) para el gen ireA en cepas

UPEC estadounidenses.

Los resultados encontrados en las cepas CVPEC estudiadas, reflejan que en las
cepas de E. coli genitourinarias los porcentajes de los diferentes genes que
codifican proteinas participes en la captacién de hierro son muy frecuentes y
heterogéneos. Estos hallazgos posiblemente se deban a la existencia de una alta
redundancia de los diferentes sistemas de adquisicion (Landgraf et al., 2012), lo
que demostraria la capacidad de las cepas para sobrevivir y multiplicarse durante

los procesos infecciosos.

Posteriormente, tras la infeccion de la linea celular vaginal A431 con las cepas
CVPEC, se encontré que fyuA se expreso en el 94.5% (n=189), feoB en el 91%
(n=182), iutA en el 66% (n=132) e irp2 en el 58.5% (n=117). Mientras que iroN e
ireA se expresaron en menos de la mitad de las cepas CVPEC, con el 32.5%
(n=65) y el 5.5% (n=11) respectivamente (Tabla 12, figuras 29-34).
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Estos resultados coinciden con los descritos previamente en un modelo de
infeccion del tracto urinario in vivo en ratén, en el que se demostrd que los genes
de transporte de hierro en la cepa de E. coli analizada se regulan positivamente
durante la UTI (Snyder et al., 2004). Por otro lado, Zhao et al., (2009) en China, en
modelos in vivo de infeccidon del tracto urinario murino y de pollo reportaron una
regulacion positiva en la expresion de los genes iutA e iuc, demostrando que la
adquisicidon de hierro es importante para que E. coli prevalezca en el tracto
urinario. También se ha reportado que las cepas UPEC expresan de manera
simultanea diferentes genes involucrados en la adquisicién de hierro en respuesta

a las limitaciones de este metal (Alteri & Mobley, 2007).

El gen irp2 expresado en mas del 50% de las cepas CVPEC presenta
caracteristicas bioquimicas especificas que le confieren el papel de metaldforo
universal, capaz de formar complejos estables con varios iones metalicos ademas
del hierro, como cobre y zinc, ademas se ha reportado como un sideréforo
esencial para la patogenicidad en diferentes modelos de infeccion (Chaturvedi et
al., 2012; Koh et al., 2015).

El gen iuc no fue expresado por ninguna de las cepas CVPEC, sin embargo se ha
observado que muchas cepas patdogenas de Escherichia coli han adoptado este
sistema especial de asimilacion de Fe™ en condiciones extremadamente
limitantes de hierro durante el proceso infeccioso (De Lorenzo et al., 1986), lo cual
posiblemente explique que el gen iuc no se haya expresado en el modelo de

infeccion utilizado en este trabajo.

Las cepas de E. coli cérvico-vaginales y uropatdogenas cuentan con una amplia
gama de genes. Esta diversidad genética permite que las bacterias puedan
expresar, dependiendo del entorno y la disponibilidad energética, los genes
necesarios para el establecimiento de un proceso infeccioso, para evadir la
respuesta inmune del hospedero y para contrarrestar la accion de los diferentes

antimicrobianos.
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6.2.4 Sistemas para evadir la respuesta inmune del hospedero (protectinas)

Las cepas de E. coli urogenitales poseen la capacidad de suprimir la respuesta
proinflamatoria y evadir el sistema inmune del hospedero mediante la expresion de
diferentes marcadores de virulencia. Las estrategias mediante las cuales E. coli es
capaz de escapar del reconocimiento inmune son muy diversas, algunos factores
de virulencia exhiben estas propiedades de tal manera que protegen a las cepas

de E. coli durante el proceso infeccioso (Luthje & Brauner, 2014).

El porcentaje para el gen kpsMTIl (antigeno capsular) encontrado en las cepas
CVPEC fue del 75.5% (n=151) (Tabla 12, figura 18). Hilbert et al., (2008)
reportaron un porcentaje similar del 74% (n=37) para kpsMTIl en un grupo de
cepas CVPEC (n=50) en Estados Unidos. Sin embargo, en México, para cepas
uropatdgenas de E. coli se reportd un porcentaje mas elevado, del 92.2% (n=179)
en un grupo de cepas aisladas de pacientes con UTls (n=194) (Paniagua-
Contreras et al., 2015). Alrededor del mundo se ha descrito una elevada
prevalencia de los genes involucrados en la sintesis de la capsula bacteriana en
cepas de E. coli asociadas a infecciones del tracto urinario (Johnson & Stell, 2000;
Munkhdelger et al., 2017; Yun et al., 2014).

Una vez realizada la infeccion de la linea celular vaginal A431 con las cepas
CVPEC, se encontrd que la protectina KpsMTII se expreso en el 72.5% (n=145) de
las cepas portadoras de este gen (Tabla 12, figura 35). Berry et al., (2009)
realizaron un estudio en el cual desarrollaron un modelo in vitro para estudiar la
proliferacion de cepas UPEC en células uroteliales humanas inmortalizadas donde
reportaron que el gen kpsD se sobreexpresa en este modelo, lo que indica que la
UPEC regula diferencialmente los factores de virulencia en el entorno intracelular.
En un modelo in vivo de ratén de UTI se reportd que algunos de los genes que
codifican para la capsula de una cepa de E. coli (kpsg, D, C y S) se regulan
positivamente durante la infeccion del tracto urinario (Snyder et al., 2004).

Se ha demostrado que la expresion del gen que codifica para la capsula le

confiere a las cepas de E. coli uropatégenas la capacidad de aumentar la

61



resistencia a la fagocitosis (Burns & Hull, 1999), asi como resistir a los efectos
bactericidas del suero humano (Buckles et al., 2009) y también puede estar
involucrado en la formacion de biopeliculas (Valle et al., 2006). El elevado
porcentaje de expresion del gen capsular kpsMTIl en las cepas CVPEC

probablemente sea un factor importante de patogenicidad durante las CViIs.

Por otro lado, el gen ompT (proteasa T de membrana externa) fue identificado en
el 28.5% (n=57) de las cepas CVPEC analizadas (Tabla 12, figura 19). Rashki et
al., (2014) reportaron una frecuencia superior, del 45.4% (n=60) para este gen en
un grupo de cepas CVPEC (n=132) en Iran. Diferentes estudios alrededor del
mundo reportan distintos porcentajes del gen ompT en cepas UPEC. 83.5%
(n=167/200) en cepas estadounidenses (Rodriguez-Siek et al., 2005), 92%
(n=60/65) en cepas alemanas (Ewers et al., 2007) y 4.8% (n=6/123) en cepas

iranies (Momtaz et al., 2013).

Una vez que se realizé la infeccidon de la linea celular vaginal A431 con las cepas
vaginales de E. coli se encontré que la protectina OmpT se expresé en el 24%
(n=48) de las cepas portadoras de este gen (Tabla 12, figura 36). La expresion de
ompT facilita la infeccion bacteriana al poseer la capacidad de degradar péptidos
antimicrobianos durante las interacciones patogénicas de E. coli con las células
urogenitales (Hui et al., 2010). He et al., (2015) desarrollaron un experimento para
determinar el papel de OmpT en la patogénesis de UPEC, se us6 una linea celular
epitelial de vejiga humana, se estableciéo un modelo murino de UTI para estudiar la
formacion de IBCs en el proceso de las UTls y se examinaron las citoquinas
durante la patogénesis. Sus resultados sugieren que la expresion de ompT
desempefia un papel multifacético en la patogénesis de la UTI, incluido un
aumento de la adhesién e invasion bacteriana, la formacion de IBCs y la sobre
regulacion de las citoquinas proinflamatorias. Esto sugiere que esta proteina es

muy importante durante las infecciones genitourinarias.

El gen iss (proteina que incrementa la supervivencia en suero) se encontro
unicamente en el 7.5% (n=15) de las cepas CVPEC analizadas (Tabla 12, figura

22). Resultados similares son reportados por Momtaz et al., (2013) y Luo et al.,
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(2012) quienes reportaron para cepas UPEC frecuencias del 8.1% (n=10/123) en
Iran y 13% (n=5/39) en China, respectivamente. También se han descrito
porcentajes superiores para iss. 25% (n=16/65) en cepas UPEC alemanas (Ewers
et al., 2007) y 30% (n=16/53) en cepas UPEC brasilefias (Maluta et al., 2014).
Después de la infeccidn de la linea celular vaginal A431 con las cepas CVPEC la
protectina Iss se expresé en el 4% (n=8) de las cepas portadoras de este gen
(Tabla 12, figura 37). El gen iss codifica para una proteina que le confiere a la
bacteria la capacidad de resistir al suero, evitar la opsonizacion y lisis por el
sistema del complemento (Agarwal et al., 2012). Binns et al., (1979) reportaron
que la expresion del gen iss clonado (que esta estrechamente relacionado con la
produccion de colicina V en pColV) aumenta en 100 veces la resistencia sérica y

la virulencia de una cepa de E. coli sensible al suero.

La frecuencia obtenida para el gen fraT (proteina de membrana externa) fue del
81% (n=162) en las cepas CVPEC analizadas (Tabla 12, figura 21). Este
porcentaje es semejante a lo descrito por Hilbert et al., (2008) donde reportaron
una frecuencia del 74% (n=37) para el gen fraT en un grupo de cepas CVPEC
(n=50) en New Jersey, Estados Unidos. En México, para cepas uropatdégenas de
E. coli se reporté una prevalencia del 77.8% (n=84) en un grupo de cepas UPEC

(n=108) obtenidas de pacientes con UTls (Lopez-Banda et al., 2014).

Después de la infeccion de la linea celular vaginal A431 con las cepas CVPEC, la
protectina TraT se expresod en el 80% (n=160) de las cepas portadoras de este
gen (Tabla 12, figura 38). Agliero et al., (1984) realizaron un estudio donde
demostraron experimentalmente que la proteina codificada por el gen fraT es un
inhibidor pasivo de la fagocitosis. La inhibicion de la fagocitosis se produce porque
la proteina antagoniza la opsonizacion por el complemento, ademas de aumentar
la resistencia sérica. En cepas de E. coli en UTls se ha reportado que la expresion
del gen traT se asocia frecuentemente con la produccion de la capsula K1y con el

transporte de plasmidos ColV (Montenegro et al., 1985).
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Nuestros hallazgos, en concordancia con otros estudios, reflejan la importancia de
la expresiéon del gen fraT como determinante significativo de la resistencia sérica

en cepas patdgenas de E. coli uropatégenas y cérvico-vaginales.
6.2.5 Islas de patogenicidad (PAls)

Las islas de patogenicidad son elementos genéticos distintivos en los cromosomas
de un gran numero de patégenos bacterianos, codifican diversos factores de
virulencia y normalmente estan ausentes en cepas no patdogenas de la misma
especie. Las PAls se consideran una subclase de islas gendmicas que se
adquieren mediante la transferencia horizontal de material genético (Gal-Mor &
Finlay, 2006).

En este estudio el gen malX (componente especifico de la maltosa) se detectd en
el 42.5% (n=85) de las cepas CVPEC analizadas (Tabla 12, figura 21). Este
porcentaje es similar a lo descrito por Zhao et al., (2009) en China, donde el gen
malX fue identificado en el 46% (n=93/202) de cepas de E. coli aisladas de
pacientes con UTlIs. Por otro lado, el porcentaje para malX detectado en las cepas
vaginales de E. coli es superior al 23.3% (n=40/172) de las cepas UPEC aisladas
de pacientes con cistitis de un hospital de la India (Agarwal et al., 2013). También
al 16.5% (n=14/85) en cepas UPEC aisladas de pacientes de un hospital de Iran
(Derakhshandeh et al., 2015). El gen malX codifica para una enzima que reconoce
la maltosa y la glucosa (Reidl & Boos, 1991), la cual no fue expresada en ninguna
(n=0/85) de las cepas portadoras de este gen después de la infeccidén de la linea
celular vaginal A431 (Tabla 12). Sin embargo, la deteccién de este gen es
importante debido a que es un marcador especificamente asociado a la presencia

de las islas de patogenicidad 1Vs36 ¥ llctro73 (Ostblom et al., 2011).

Las islas de patogenicidad, como elementos genéticos distintivos fueron descritas
por primera vez en la cepa UPECs3s (0O6:K15:H31) (Blum et al., 1994), esta cepa
fue aislada originalmente de un paciente con pielonefritis severa (Hacker &
Hughes, 1985). PAI V536 tiene 30.2 Kb de longitud, representa el elemento central
del HPI y codifica los genes de virulencia irp1 (sideréforo yersiniabactina), irp2
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(proteina capturadora de hierro 2) y fyuA (receptor férrico de captacion de
yersiniabactina) (Chaturvedi et al., 2012; Dobrindt et al., 2002). Lo anterior, aunado
a la elevada prevalencia del gen malX nos permite aseverar la elevada prevalencia

de la PAI IVs36 en las cepas CVPEC analizadas en el presente estudio.

La cepa UPECcrto73 se aislé de la sangre y la orina de una mujer con pielonefritis.
La PAI llctro73 tiene 71.6 Kb de longitud. La porcion secuenciada comprende 89
marcos de lectura abierta (ORFs) y contiene un operdn pap, el gen que codifica
para la fimbria P, genes regulados por hierro, genes que codifican la hemolisina q,
el factor necrotizante citotéxico 1 y la hemaglutinina resistente al calor y una gran
cantidad de genes desconocidos (Schmidt & Hensel, 2004). La elevada frecuencia
del gen malX confirma la presencia de esta PAI en las cepas de origen vaginal
analizadas. Nuestro resultado confirma que la deteccién del gen malX en las
diferentes cepas patdgenas de E. coli es un determinante para la deteccion de las

PAls V536 y llcTro7s.

Los genes sigA (factor sigma A), pic (proteina involucrada en la colonizacion
intestinal) y sap (péptido sensible a antimicrobianos) que conforman a la PAI she
fueron detectados en el 21.5% (n=43), 16% (n=32) y 6% (n=12) de las cepas
CVPEC analizadas, respectivamente (Tabla 12, figura 23). Momtaz et al., (2013)
en Iran, reportaron en cepas UPEC porcentajes similares para los genes sSigA'y
pic, 21% (n=26/123) y 3% (n=16/123) respectivamente, mientras que para el gen
sap fue del 26% (n=32/123). Después de la infeccion del cultivo de la linea celular
vaginal A431 con las cepas CVPEC, encontramos que el gen sigA que codifica
para una proteasa autotransportadora citopatica que contribuye a la acumulacion
de liquido (Al-Hasani et al., 2000) se expresd en el 3% (n=6) de las cepas
portadoras de este gen, mientras que el gen pic que codifica para una mucinasa
con actividad hemaglutinina para la colonizacion bacteriana (Henderson et al.,
1999), se expresd en el 4% (n=8) de las cepas portadoras de este gen. Sin
embargo, el gen sap que codifica para una proteina sensible a péptidos
antimicrobianos no se expres6 en ninguna (n=0/12) de las cepas portadoras de

este gen (Tabla 12, figuras 39 y 40).
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La isla de patogenicidad she fue descrita por primera vez en Shigella flexneri.
Consiste en 46.6 Kb, se localiza rio abajo del gen pheV tRNA. Ademas, contiene
un gen de integrasa del bacteriéfago P4, secuencias relacionadas con plasmidos y

los genes pic, sigA, sap, set1Ay set1B (Al-Hasani et al., 2001A).

En este estudio el 26.5% (n=53) de las cepas CVPEC presenté un marcador de la
PAIl she, el 6% (n=12) present6 dos marcadores de esta PAl y unicamente el 1%
(n=2) presento los tres marcadores de la PAI she vy, por lo tanto, toda la isla de
patogenicidad. Paniagua-Contreras et al., (2015) en México y Soto et al., (2009)
en Espafia, reportaron la prevalencia de la isla de patogenicidad she en 194 y 170
cepas UPEC, respectivamente. Ambos estudios reportan una infima prevalencia
de la isla de patogenicidad completa. Sin embargo, la variabilidad en la presencia
de los diferentes genes de la PAI she podria deberse a la alta inestabilidad que
muestra esta PAIl (Al-Hasani et al., 2001A). Lo que conlleva a la produccién de

diferentes formas estructurales de she (Soto et al., 2009).

Estos hallazgos permiten especular sobre la muy posible transferencia horizontal
de material genético para la adquisicion de esta y otras PAls que les confieren a
las bacterias una ventaja selectiva al poseer una gran cantidad de genes de

virulencia que eventualmente van a ser expresados durante un proceso infeccioso.
6.3 Serogrupos O (lipopolisacarido)

Estudios previos han reportado que los serogrupos O1, 2, 4,6, 7, 8, 15, 16, 18, 21,
22, 25, 75 y 83 estan preferentemente asociados con cepas genitourinarias (Bidet
et al., 2007; Hilbert et al., 2008). En este estudio se identificaron diez serogrupos,
siendo los serogrupos 025 (49.5%), O75 (9%) y O15 (7.5%) los que se detectaron
con mayor frecuencia (Tabla 14). Estos porcentajes coinciden con lo descrito por
Rashki (2014) en Iran, quien reporta que los serogrupos 025 (24%) y O15 (19%)
fueron los serogrupos mas frecuentes identificados en un grupo de 132 cepas
CVPEC. Ademas, en México, se ha reportado que el serogrupo 025 esta asociado

preferentemente con cepas obtenidas de pacientes con cistitis (Morales-Espinosa
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et al., 2016), y ha sido previamente reportado como el serogrupo O mas frecuente

encontrado en cepas UPEC en la Ciudad de México (Molina-Lopez et al., 2011).

Diferentes serogrupos (01, 02, O4. 06, 015, 016, 018, 025, O75 y O83) poseen
factores de virulencia especificos, lo cual les confiere a las cepas genitourinarias
de E. coli mayor capacidad de adhesion celular, colonizacion, evasion de la
respuesta inmune y dafo a los tejidos del hospedero (Jadhav et al., 2011; Momtaz
et al., 2013). En este estudio se encontré que los serogrupos 025, O75 y 015
presentaron mayor frecuencia de toxinas, principalmente la proteina especifica
uropatégena (usp) y el factor necrotizante citotoxico 1 (cnf1); protectinas,
primordialmente la capsula (kpsMTIl); sistemas para la nutricién, en especial la
proteina capturadora de hierro 2 (irp2), ademas de los receptores de membrana
externa aerobactina (iutA) y vyersiniabactina (fyuA). La frecuencia de los
serogrupos O detectados en las cepas vaginales de E. coli, también coincide con
lo descrito recientemente por otros autores en cepas UPEC (Momtaz et al., 2013;
Paniagua et al., 2015). Estos hallazgos nos llevan a reforzar la hipotesis propuesta
por Gupta et al., (1998), quienes sugirieron que la colonizacién de la vagina por
cepas de E. coli podria ser un factor importante para el surgimiento de infecciones

del tracto urinario.
6.4 Patrones de expresion

Recientemente se han descrito algunos patrones de asociacion y patrones de
expresion de marcadores de virulencia en cepas UPEC (Derakhshandeh et al.,
2015; Paniagua-Contreras et al., 2017). Sin embargo, los patrones de expresion

en cepas CVPEC hasta este trabajo no habian sido descritos.

En este estudio se encontraron numerosos patrones de expresion (n=31) de los
genes de virulencia relacionados a los distintos serogrupos de las cepas CVPEC
(Tabla 13), dentro de los cuales la mayoria de las cepas, principalmente las
pertenecientes al serogrupo predominante 025, presentaron genes involucrados
en la nutricién celular, evasiéon de la respuesta inmune del hospedero y toxinas. El

patron no. 1 (fyuA/feoB/traT/KpsMTIl/usp/iutA/irp2) conformado por siete genes de
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virulencia, se encontré distribuido en el 31.5% (n=63) de las cepas CVPEC y tuvo
una relacion estadisticamente significativa (p<0.05) con el serogrupo 025 (Tablas
15 y 16). Las cepas CVPEC pertenecientes al serogrupo 025 fueron las que
presentaron mayor numero de patrones de expresion. La mayoria de los patrones
de expresion presentaron entre tres y cinco genes de virulencia, en donde el
patrén no. 1 fue el mas grande, con siete genes (Tabla 13). La combinacion de
genes como fyuA, feoB, kpsMTIl y traT encontrada en 3 patrones de expresion (n=
108 cepas); irp2 y usp encontrada en otros 3 patrones de expresion (n= 73 cepas)
ademas de cnf1 y usp encontrada de la misma manera en otros 3 patrones de
expresion (n= 20 cepas) (Tabla 13). Esto sugiere probablemente que estas cepas
tienen la capacidad de provocar infecciones recurrentes, debido a que una gran
cantidad de genes asociados a infecciones de vias urinarias se expresaron en las
cepas CVPEC estudiadas tal y como lo mencionan diferentes autores para cepas
UPEC (Anderson et al., 2010; Ejrnaes et al., 2008; Yun et al., 2014).

Estos hallazgos demuestran que durante la patogénesis de la infeccion in vitro de
la linea celular vaginal A431, las cepas CVPEC fueron capaces de expresar
simultaneamente diferentes genes necesarios para adherirse a las células
epiteliales, internalizarse, multiplicarse y también expresaron los genes
involucrados en la evasion de la respuesta inmune del hospedero. Se ha descrito
que la expresion individual de los diferentes marcadores de virulencia no es
suficiente para que las cepas de E. coli ocasionen enfermedad, sino que se
requiere la expresion colectiva de estos genes para causar patologia en el
hospedero (Marrs et al., 2005), por lo que la asociacién colectiva de los
marcadores de virulencia demuestra la virulencia y la capacidad de las cepas para
ocasionar infecciones vaginales cronicas o recurrentes y en consecuencia,

infecciones de vias urinarias o mixtas.

Los hallazgos de este trabajo podrian tener aplicacién en el disefio y desarrollo de
estrategias para el tratamiento contra infecciones cérvico-vaginales ocasionadas

por E. coliy para estudios epidemiolégicos en México.
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CONCLUSIONES

Este es el primer trabajo enfocado en determinar en un modelo in vitro de
infeccion de células vaginales humanas, la expresion global de diferentes
marcadores de virulencia en cepas cérvico-vaginales de E. coli
pertenecientes a diferentes serogrupos O, lo que permite ampliar el

conocimiento en la patogénesis de las infecciones del canal vaginal.

Durante el proceso infeccioso in vitro de células A431 se observo que a las
48 h, las cepas cérvico-vaginales de Escherichia coli tienen la capacidad de
expresar diferentes toxinas (cnf1 y usp), inclusive toxinas involucradas en
procesos diarreogénicos (astA), con lo que se demuestra que las cepas de
E. coli portadoras de toxinas diarreogénicas son capaces de infectar

eventualmente el canal cérvico-vaginal.

La expresion del gen que codifica la proteina especifica uropatégena (usp)
en mas de la mitad de las cepas cérvico-vaginales de E. coli demostré que
este factor de virulencia tiene un papel importante en la patogenicidad
durante las infecciones cérvico-vaginales y al mismo tiempo sugiere una

estrecha relacion filogenética con las cepas de E. coli uropatégenas.

La presencia del gen que codifica el factor necrotizante citotéxico 1 (cnf1)
en bacterias no hemoliticas demostré que la distribucion geografica puede
ser un factor determinante que condiciona la prevalencia de los diferentes
factores de virulencia en cepas de E. coli genitourinarias, por lo que es
necesario la realizacién de multiples estudios filogenéticos alrededor del

mundo.

La expresion de los diferentes genes para la nutricién bacteriana (iuta, fyuA,
feoB, irp2, iroN e ireA) por las cepas cérvico-vaginales de E. coli durante el
modelo de infecciéon in vitro, demostrd la capacidad de las cepas para

sobrevivir y multiplicarse en las células epiteliales vaginales. Ademas
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confirmd una alta distribucion y redundancia de los diferentes sistemas de
adquisicién de hierro que le confieren a la bacteria una ventaja selectiva

durante el establecimiento de un proceso infeccioso.

La frecuente expresion de diferentes genes de protectinas (fraT, ompT e
iss) y en particular el gen capsular (kpsMTIl) por las cepas cérvico-
vaginales de E. coli durante el modelo in vitro de infeccion, evidencid la
capacidad de las cepas para evadir la respuesta inmune del hospedero, asi

como la proteccion contra la accion de los antimicrobianos.

La elevada frecuencia del gen malX en las cepas cérvico-vaginales de E.
coli analizadas confirmd una elevada presencia de las PAls V536 y

IICTFO73 involucradas en la patogénesis de las infecciones genitourinarias.

La presencia elevada de los serogrupos 025, O75 y O15 en las cepas
cérvico-vaginales de E. coli reafirmé que estos grupos son los mas
frecuentes asociados a las infecciones cérvico-vaginales y a las infecciones
del tracto urinario en México. Las cepas sin identificar sugieren un probable
incremento de otros serogrupos O asociados a las infecciones cérvico-

vaginales.

Durante el modelo de infeccién de la linea celular vaginal A431 se observo
que las cepas de E. coli presentaron diferentes patrones de expresion a las
48 h, principalmente de genes necesarios para la colonizacion,
internalizacién, nutricion y evasion de la respuesta inmune del hospedero,
evidenciando la importante carga genética de factores de virulencia y en
consecuencia la notable patogenicidad de las cepas para provocar

infecciones vaginales recurrentes.
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8. ANEXO 1
8.1 Fotografias de los genes amplificados por PCR convencional

8.1.1 Toxinas

Figura 7. Deteccion del gen de la citotoxina cnfl (498 pb). Carriles 3 y 9: gen c¢cnf1 en
cepas CVPEC; MWM: marcador de peso molecular (100 pb); CP: control positivo (E. coli

del cepario del laboratorio clinico); CN: control negativo (sin DNA molde).

ce 2 3 4 MWM 6
1177pb

v —-

Figura 8. Deteccion del gen de la citotoxina hlyA (1177 pb). Carriles 3 y 9: gen hlyA en
cepas CVPEC; MWM: marcador de peso molecular (100 pb); CP: control positivo (E. coli

del cepario del laboratorio clinico); CN: control negativo (sin DNA molde).

Figura 9. Deteccion del gen de la citotoxina usp (440 pb). Carriles 2, 3 y 6-8: gen usp en
cepas CVPEC; MWM: marcador de peso molecular (100 pb); CP: control positivo (E. coli

del cepario del laboratorio clinico); CN: control negativo (sin DNA molde).
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Figura 10. Deteccion del gen de la citotoxina cva (1181 pb). Carriles 2-4, 6 y 8: gen cva
en cepas CVPEC; MWM: marcador de peso molecular (100 pb); CP: control positivo (E.

coli del cepario del laboratorio clinico); CN: control negativo (sin DNA molde).

Figura 11. Deteccion del gen de la enterotoxina setl (147 pb). Carriles 3, 4 y 6: gen set1
en cepas CVPEC; MWM: marcador de peso molecular (100 pb); CP: control positivo (E.

coli del cepario del laboratorio clinico); CN: control negativo (sin DNA molde).

8.1.2 Sistemas de adquisicion de hierro (nutricién)

Figura 12. Deteccion del gen para la adquisicion de hierro iuc (1482 pb). Carriles 3-5y 8:
gen iuc en cepas CVPEC; MWM: marcador de peso molecular (100 pb); CP: control

positivo (E. coli del cepario del laboratorio clinico); CN: control negativo (sin DNA molde).
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Figura 13. Deteccion del gen para la adquisicion de hierro iutA (302 pb). Carriles 2, 4 y 6-
9: gen iutA en cepas CVPEC, MWM: marcador de peso molecular (100 pb); CP: control

positivo (E. coli del cepario del laboratorio clinico); CN: control negativo (sin DNA molde).

Figura 14. Deteccion del gen para la adquisicion de hierro iroN (665 pb). Carriles 3, 7 y 8:
gen iroN en cepas CVPEC; MWM: marcador de peso molecular (100 pb); CP: control

positivo (E. coli del cepario del laboratorio clinico); CN: control negativo (sin DNA molde).

Figura 15. Deteccion del gen para la adquisicion de hierro fyuA (787 pb). Carriles 2-4, 6,
8y 9: gen fyuA en cepas CVPEC, MWM: marcador de peso molecular (100 pb); CP:
control positivo (E. coli del cepario del laboratorio clinico); CN: control negativo (sin DNA

molde).
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Figura 16. Deteccion del gen para la adquisicion de hierro ireA (254 pb). Carriles 7 y 8:
gen ireA en cepas CVPEC; MWM: marcador de peso molecular (100 pb); CP: control

positivo (E. coli del cepario del laboratorio clinico); CN: control negativo (sin DNA molde).

Figura 17. Deteccion del gen para la adquisicion de hierro feoB (470 pb). Carriles 2-7-9:
gen feoB en cepas CVPEC; MWM: marcador de peso molecular (100 pb); CP: control

positivo (E. coli del cepario del laboratorio clinico); CN: control negativo (sin DNA molde).

8.1.3 Sistemas para evadir la respuesta inmune del hospedero (protectinas)

Figura 18. Deteccion del gen para evadir la respuesta inmune kpsMTII (290 pb). Carriles
2-4 y 6-9: gen kpsMTIl en cepas CVPEC; MWM: marcador de peso molecular (100 pb);
CP: control positivo (E. coli del cepario del laboratorio clinico); CN: control negativo (sin
DNA molde).
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Figura 19. Deteccion del gen para evadir la respuesta inmune ompT (559 pb). Carriles 2-
4,6y 8:gen ompT en cepas CVPEC; MWM: marcador de peso molecular (100 pb); CP:
control positivo (E. coli del cepario del laboratorio clinico); CN: control negativo (sin DNA

molde).

Figura 20. Deteccion del gen para evadir la respuesta inmune traT (290 pb). Carriles 2-4
y 6-9: gen traT en cepas CVPEC; MWM: marcador de peso molecular (100 pb); CP:
control positivo (E. coli del cepario del laboratorio clinico); CN: control negativo (sin DNA

molde).

8.1.4 Islas de patogenicidad (PAls)

Figura 21. Deteccion del gen malX (925 pb) asociado a PAls. Carriles 3, 4, 6, 8 y 9: gen
malX en cepas CVPEC; MWM: marcador de peso molecular (100 pb); CP: control

positivo (E. coli del cepario del laboratorio clinico); CN: control negativo (sin DNA molde).
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8.2 Fotografias de los genes de E. coli amplificados por PCR multiplex

8.2.1 Multiplex 1: tsh, vat, astA, irp2 e iss

Figura 22. Deteccion de cinco genes por PCR multiplex: el gen de la adhesina tsh (824
pb), el gen de la citotoxina vat (981 pb), el gen de la enterotoxina astA (110 pb), el gen
para la adquisicion de hierro irp2 (413 pb) y el gen para evadir la respuesta inmune iss
(309 pb). Genes en cepas CVPEC: carril 9 positivo para tsh, carriles 13 y 15 positivos
para vat, carril 12 positivos para astA, carriles 2, 5-8, 12 y 15 positivos para irp2 y carril 8
positivo para iss. MWM: marcador de peso molecular (100 pb); CP: control positivo (E.

coli del cepario del laboratorio clinico); CN: control negativo (sin DNA molde).

8.2.2 Multiplex 2: sigA, sap y pic

Figura 23. Deteccion de tres genes por PCR multiplex: genes asociados a la isla de
patogenicidad she: sigA (408 pb), pic (500 pb) y sap (832 pb). Genes en cepas CVPEC:
carriles 7 y 8 positivos para sigA, carriles 4 y 6 positivo para pic, carriles 6 y 10 positivos

para sap. MWM: marcador de peso molecular (100 pb); CP: control positivo (E. coli del

cepario del laboratorio clinico); CN: control negativo (sin DNA molde).
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9. ANEXO 2

9.1 Graficas de PCR en tiempo real y curva de disociacion (expresion de los

marcadores de virulencia)

9.1.1 16S rRNA

Figura 24. Expresion del gen 16S rRNA en las cepas CVPEC. La lectura se realizé en el
canal verde. Control positivo: E. coli ATCC11775. Se realiz6é una curva de calibracion a
tres concentraciones (Diluciones 1:2) de DNA de E. coli. NTC: control negativo (sin DNA

molde).

Figura 24A. Curva de disociacion (Melting curve) de la expresion del gen 16S rRNA. Los
productos especificos muestran una temperatura de fusion mas alta que los productos

inespecificos.
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9.1.1 Adhesina

Figura 25. Expresion del gen tsh en las cepas CVPEC. La lectura se realizé en el canal
verde. Control positivo: E. coli portadora del gen tsh. Se realizd una curva de calibracion a
tres concentraciones (Diluciones 1:2) de DNA de E. coli portadora de este gen. Gen

constitutivo: 16s rRNA. NTC: control negativo (sin DNA molde).

Figura 25A. Curva de disociacion (Melting curve) de la expresion del gen tsh. Los
productos especificos muestran una temperatura de fusion mas alta que los productos

inespecificos.
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9.1.2 Toxinas

Figura 26. Expresion del gen cnfl en cepas CVPEC. La lectura se realizé en el canal
verde. Control positivo: E. coli portadora del gen cnf1. Se realizd una curva de calibracién
a tres concentraciones (Diluciones 1:2) de DNA de E. coli portadora de este gen. Gen

constitutivo: 16s rRNA. NTC: control negativo (sin DNA molde).

Figura 26A. Curva de disociacion (Melting curve) de la expresion del gen cnfl. Los
productos especificos muestran una temperatura de fusion mas alta que los productos

inespecificos.
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Figura 27. Expresion del gen usp en cepas CVPEC. La lectura se realiz6 en el canal
verde. Control positivo: E. coli portadora del gen usp. Se realizd una curva de calibracion
a tres concentraciones (Diluciones 1:2) de DNA de E. coli portadora de este gen. Gen

constitutivo: 16s rRNA. NTC: control negativo (sin DNA molde).

Figura 27A. Curva de disociacion (Melting curve) de la expresion del gen usp. Los
productos especificos muestran una temperatura de fusion mas alta que los productos

inespecificos.
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Figura 28. Expresion del gen astA en cepas CVPEC. La lectura se realiz6 en el canal
verde. Control positivo: E. coli portadora del gen astA. Se realiz6é una curva de calibracion
a tres concentraciones (Diluciones 1:2) de DNA de E. coli portadora de este gen. Gen

constitutivo: 16s rRNA. NTC: control negativo (sin DNA molde).

Figura 28A. Curva de disociacion (Melting curve) de la expresion del gen astA. Los
productos especificos muestran una temperatura de fusion mas alta que los productos

inespecificos.
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9.1.3 Sistemas de adquisicion de hierro (nutricion)

Figura 29. Expresion del gen iutA en cepas CVPEC. La lectura se realizé en el canal
verde. Control positivo: E. coli portadora del gen iutA. Se realiz6é una curva de calibracion
a tres concentraciones (Diluciones 1:2) de DNA de E. coli portadora de este gen. Gen

constitutivo: 16s rRNA. NTC: control negativo (sin DNA molde).

Figura 29A. Curva de disociacion (Melting curve) de la expresion del gen iutA. Los
productos especificos muestran una temperatura de fusion mas alta que los productos

inespecificos.
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Figura 30. Expresion del gen iroN en cepas CVPEC. La lectura se realizo en el canal
verde. Control positivo: E. coli portadora del gen iroN. Se realizé una curva de calibracién
a tres concentraciones (Diluciones 1:2) de DNA de E. coli portadora de este gen. Gen

constitutivo: 16s rRNA. NTC: control negativo (sin DNA molde).

Figura 30A. Curva de disociacion (Melting curve) de la expresién del gen iroN. Los
productos especificos muestran una temperatura de fusion mas alta que los productos

inespecificos.
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Figura 31. Expresion del gen irp2 en cepas CVPEC. La lectura se realizé en el canal
verde. Control positivo: E. coli portadora del gen irp2. Se realizé una curva de calibracion
a tres concentraciones (Diluciones 1:2) de DNA de E. coli portadora de este gen. Gen

constitutivo: 16s rRNA. NTC: control negativo (sin DNA molde).

Figura 31A. Curva de disociacion (Melting curve) de la expresién del gen irp2. Los
productos especificos muestran una temperatura de fusion mas alta que los productos

inespecificos.
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Figura 32. Expresion del gen fyuA en cepas CVPEC. La lectura se realizé en el canal
verde. Control positivo: E. coli portadora del gen fyuA. Se realizé una curva de calibracion
a tres concentraciones (Diluciones 1:2) de DNA de E. coli portadora de este gen. Gen

constitutivo: 16s rRNA. NTC: control negativo (sin DNA molde).

Figura 32A. Curva de disociacion (Melting curve) de la expresion del gen fyuA. Los
productos especificos muestran una temperatura de fusion mas alta que los productos

inespecificos.
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Figura 33. Expresion del gen ireA en cepas CVPEC. La lectura se realizé en el canal
verde. Control positivo: E. coli portadora del gen ireA. Se realizd una curva de calibracion
a tres concentraciones (Diluciones 1:2) de DNA de E. coli portadora de este gen. Gen

constitutivo: 16s rRNA. NTC: control negativo (sin DNA molde).

Figura 33A. Curva de disociacion (Melting curve) de la expresion del gen ireA. Los
productos especificos muestran una temperatura de fusion mas alta que los productos

inespecificos.
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Figura 34. Expresion del gen feoB en cepas CVPEC. La lectura se realizé en el canal
verde. Control positivo: E. coli portadora del gen feoB. Se realizd una curva de calibracién
a tres concentraciones (Diluciones 1:2) de DNA de E. coli portadora de este gen. Gen

constitutivo: 16s rRNA. NTC: control negativo (sin DNA molde).

Figura 34A. Curva de disociacion (Melting curve) de la expresién del gen feoB. Los
productos especificos muestran una temperatura de fusion mas alta que los productos

inespecificos.
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9.1.4 Sistemas para evadir la respuesta inmune del hospedero (protectinas)

Figura 35. Expresion del gen kpsMTII en cepas CVPEC. La lectura se realizé en el canal
verde. Control positivo: E. coli portadora del gen kpsMTII. Se realizd una curva de
calibracion a tres concentraciones (Diluciones 1:2) de DNA de E. coli portadora de este

gen. Gen constitutivo: 16s rRNA. NTC: control negativo (sin DNA molde).

Figura 35A. Curva de disociacion (Melting curve) de la expresion del gen kpsMTII. Los
productos especificos muestran una temperatura de fusion mas alta que los productos

inespecificos.
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Figura 36. Expresion del gen ompT en cepas CVPEC. La lectura se realizé en el canal
verde. Control positivo: E. coli portadora del gen ompT. Se realiz6é una curva de
calibracion a tres concentraciones (Diluciones 1:2) de DNA de E. coli portadora de este

gen. Gen constitutivo: 16s rRNA. NTC: control negativo (sin DNA molde).

Figura 36A. Curva de disociacion (Melting curve) de la expresion del gen ompT. Los
productos especificos muestran una temperatura de fusion mas alta que los productos

inespecificos.
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Figura 37. Expresion del gen iss en cepas CVPEC. La lectura se realizé en el canal
verde. Control positivo: E. coli portadora del gen iss. Se realizdé una curva de calibracion a
tres concentraciones (Diluciones 1:2) de DNA de E. coli portadora de este gen. Gen

constitutivo: 16s rRNA. NTC: control negativo (sin DNA molde).

Figura 37A. Curva de disociacion (Melting curve) de la expresion del gen iss. Los
productos especificos muestran una temperatura de fusion mas alta que los productos

inespecificos.
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Figura 38. Expresion del gen traT en cepas CVPEC. La lectura se realizo en el canal
verde. Control positivo: E. coli portadora del gen fraT. Se realizd una curva de calibracion
a tres concentraciones (Diluciones 1:2) de DNA de E. coli portadora de este gen. Gen

constitutivo: 16s rRNA. NTC: control negativo (sin DNA molde).

Figura 38A. Curva de disociacion (Melting curve) de la expresion del gen traT. Los
productos especificos muestran una temperatura de fusion mas alta que los productos

inespecificos.
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9.1.4 Asociados a islas de patogenicidad (PAls)

Figura 39. Expresion del gen sigA en cepas CVPEC. La lectura se realiz6 en el canal
verde. Control positivo: E. coli portadora del gen sigA. Se realizé una curva de calibracién
a tres concentraciones (Diluciones 1:2) de DNA de E. coli portadora de este gen. Gen

constitutivo: 16s rRNA. NTC: control negativo (sin DNA molde).

Figura 39A. Curva de disociacion (Melting curve) de la expresion del gen sigA. Los
productos especificos muestran una temperatura de fusion mas alta que los productos

inespecificos.
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Figura 40. Expresion del gen pic en cepas CVPEC. La lectura se realizé en el canal
verde. Control positivo: E. coli portadora del gen pic. Se realiz6é una curva de calibracion a
tres concentraciones (Diluciones 1:2) de DNA de E. coli portadora de este gen. Gen

constitutivo: 16s rRNA. NTC: control negativo (sin DNA molde).

Figura 40A. Curva de disociacion (Melting curve) de la expresién del gen pic. Los
productos especificos muestran una temperatura de fusion mas alta que los productos

inespecificos.
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10. ANEXO 3

10.1 Fotografias de los amplicones para identificar los serogrupos O

Figura 41. Deteccion de 5 serogrupos O en cepas CVPEC. Carril 3: serogrupo 06 (783
pb), carril 4: serogrupo 04 (664 pb), carril 6: serogrupo 018 (551 pb), carril 7: serogrupo
075 (511 pb), carril 11: 016 (302 pb). MWM: marcador de peso molecular (100 pb); CP:

control positivo (E. coli del cepario del laboratorio clinico); CN: control negativo (sin DNA

molde).

Figura 42. Deteccion del serogrupo 025 en cepas CVPEC. Carriles 2-4 y 6 serogrupo
025 (230 pb). MWM: marcador de peso molecular (100 pb); CP: control positivo (E. coli

del cepario del laboratorio clinico); CN: control negativo (sin DNA molde).

Figura 43. Deteccion de los serogrupos 021 y O15 en cepas CVPEC. Carril 4:
serogrupo 021 (209 pb), carriles 2, 6 y 7: serogrupo 015 (183pb). MWM: marcador de
peso molecular (100 pb); CP: control positivo (E. coli del cepario del laboratorio clinico);

Carril 10: control negativo (sin DNA molde).
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Figura 44. Deteccion del serogrupo O8 en cepas CVPEC. Carriles 3 y 6: serogrupo O8
(448 pb). MWM: marcador de peso molecular (100 pb); CP: control positivo (E. coli del

cepario del laboratorio clinico); Carril 10: control negativo (sin DNA molde).

Figura 45. Deteccion del serogrupo O1 en cepas CVPEC. Carril 8: serogrupo 01 (1098
pb). MWM: marcador de peso molecular (100 pb); CP: control positivo (E. coli del cepario

del laboratorio clinico); CN: control negativo (sin DNA molde).
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