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1. RESUMEN

E. coli patégena cérvico-vaginal (CVPEC) es considerada la principal causa de las
infecciones genitourinarias en mujeres en edad reproductiva. La patogenicidad de las
CVPEC se debe a que posee genes de adhesion, sistemas de adquisicion de hierro,
protectinas y toxinas, los cuales frecuentemente se encuentran dentro de islas de
patogenicidad (PAIs). El propdsito de este estudio fue identificar las islas de patogenicidad
PAI ICFTO073, PAI IICFT073, PAI 1J96 y PAI 11J96 en cepas de Escherichia coli Patégenas
Cérvico-vaginales e identificar la expresién de los genes de resistencia a quinolonas,
aminoglucoésidos, sulfametoxazol y trimetoprim. Se analizaron las muestras vaginales de
210 pacientes infectadas de dos unidades Médicas ambulatorias (UMA) del IMSS, Edo. de
México. Las cepas de E. coli se identificaron por PCR mediante amplificacién del gen 16S
rRNA. Las PAIs ICFTO073, IICFT073, 1J96 y 11J96 se detectaron por PCR convencional.
Después de promover por el método de Kirby-Bauer la expresion de los genes de
resistencia a los antibiéticos en once cepas, el RNA fue extraido utilizando el robot
QIAcube suministrado con el RNeasy Mini Kit (Qiagen). La primera cadena de cDNA se
realizd con el kit Reverse transcription QuantiTec (Qiagen). La determinacion de la
expresion de los genes de resistencia a los antibioticos se realizd6 por PCR en Tiempo
Real. E. coli fue identificada en el 95.2% (n=200) de las pacientes. El 39.5% (n=79) de las
cepas de E. coli fue portadora de la PAI ICFT073, y 9% (n=18) de IICFT073. Las PAls
1J96 y 11J96 no fueron identificadas en las bacterias. El gen de resistencia a los antibioticos
mas frecuente en las cepas fue aac (3)-11 (gentamicina) con el 90% (n=10), seguido por
gnrB (quinolonas) con el 81% (n=9) y aadAl con el 63% (n=7). La presencia en las cepas
de Escherichia coli de las PAIs ICFT073 y IICFT073 que acarrean diferentes factores de
virulencia, sumado a la expresiéon de multiples genes de resistencia a los antibidticos,
pueden ser factores importantes para la agudeza y cronicidad de las infecciones vaginales.



2. INTRODUCCION

2.1. Caracteristicas de Escherichia coli

Escherichia coli es un miembro importante de la microbiota intestinal, se presenta como una
bacteria comensal del intestino humano y otros mamiferos; tiene la capacidad de colonizar el
intestino pocas horas después del nacimiento, sin embargo, E. coli también puede ser un
patdgeno altamente versatil y frecuentemente mortal. Algunas cepas de E. coli pueden diferir
de sus estado comensales, presentando una naturaleza mas patdgena y la capacidad de
causar una enfermedad grave, tanto en el tracto intestinal como en cualquier otra parte del
hospedero. Estas cepas patdgenas se clasifican ampliamente como E. coli diarreogénicas que
causan enfermedades entéricas, como diarrea o disenteria, y las E. coli patdégenas
extraintestinales (EXPEC) que causan infecciones como meningitis y del tracto urinario (Kaper
et al, 2004).

Escherichia coli es un bacilo que mide de 1-3 um, pertenece a la familia
Enterobacteriaceae, que es el grupo mas grande y heterogeneo de las bacterias con
importancia médica (fig. 1). Son bacilos Gramnegativos, no formadores de esporas, son
moviles debido a que poseen flagelos peritricos, pueden crecer en forma aerobia o
anaerobia (aerobios facultativos), fermenta glucosa con produccién de &cido y gas; hidroliza
el peréxido en agua y oxigeno, por lo cual es considerada catalasa positiva (Murray et al,
2017).

Figura 1. Micrografia electronica de Escherichia coli.



Escherichia coli puede crecer rdpidamente en medios no selectivos o selectivos. En el
medio MacConkey las colonias de E. coli son de color rosado, lisas, redondas, con bordes
regulares y miden de 2-3 mm de diametro, en el medio de cultivo salmonella-shigella las
colonias son pequefias que van del color rosa al rojo, en el agar sangre presenta
produccion de a-hemolisina; mientras que en el medio EMB (Eosin Azul de Metileno) las
colonias son elevadas o ligeramente convexas, de 2-3 mm de diametro, presentan a la luz
transmitida un centro azul-negro rodeado de un borde angosto y claro y brillo metéalico azul
verdoso (Paniagua et al., 2007).

La poblacion de bacterias intestinales comensales pueden proteger al huésped de la
colonizacion de patégenos que se encuentran compitiendo por los sitios de union epitelial y
los nutrientes, fortaleciendo la respuesta inmunitaria intestinal (MacDonald & Monteleone,
2005). El establecimiento de la microbiota comienza con la exposicion de los infantes a la
microbiota materna. En un hospedero sano, el microbioma evoluciona en respuesta a
factores internos, como el sistema inmune, y a externos, como la dieta y el uso de
medicamentos (Gritz & Bhandari, 2015).

2.2. Patogenicidad de Escherichia coli

Una de las enfermedades que causan importantes niveles de morbilidad y mortalidad infantil
son las diarreas, constituyendo un problema de salud publica. Escherichia coli es uno de los
principales agentes bacterianos etiologicos de esta enfermedad. Esta bacteria Gram negativa,
predomina en forma aerobia y anaerobia facultativa en el tubo digestivo de la mayor parte de
los mamiferos. Se puede encontrar en el medio ambiente ya que es capaz de sobrevivir
durante cierto tiempo en el agua y los alimentos, de manera que su aislamiento es un
indicador de contaminacion fecal reciente (Gyles,1994).

Las cepas de E. coli patégenas pueden producir infecciones entéricas (diarrea, disenteria,
colitis hemorragica, sindrome urémico hemolitico y enfermedad de los edemas); o
extraintestinales (infecciones del tracto urinario, bacteriemias o septicemias, meningitis,
peritonitis, mastitis e infecciones pulmonares y de heridas) (Donnenberg & Kaper 1992;
Guerrant et al., 1990).

Las cepas patdogenas de E. coli se clasifican como E. coli diarreogénicas y E. coli
patégenas extraintestinales. Existen seis patotipos intestinales; E. coli enteropatégena
(EPEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E.coli
enteroinvasiva (EIEC), E. coli de adherencia difusa (DAEC), y E. coli enterotoxigénica
(ETEC) que afecta principalmente a nifios menores de cinco afios y es la principal causa
de la “diarrea del viajero” que se desarrolla en personas que visitan paises tropicales o
subtropicales con condiciones de higiene diferentes (Tabla 1). Los seis patotipos intestinales
de E. coli tienen caracteristicas Unicas en sus interacciones con las células eucariéticas (figura
2) (Kaper et al., 2004). Entre las E. coli patégenas extraintestinales, se encuentran las
cepas patogenas de E. coli que ocasionan infecciones del tracto urinario (UPEC),



infecciones cérvico-vaginales (CVPEC), meningitis neonatal y sepsis (MNEC) (Russo &
Johnson, 2003).

Escherichia coli se clasifica utilizando métodos seroldgicos por la identificacion de tres tipos
de antigenos de superficie (O: K:H, o somatico: capsular: flagelar); se conocen al menos
164 antigenos del grupo O, 100 del grupo K y 55 del grupo H, sin embargo, se ha
encontrado que son un grupo relativamente bajo de serotipos O:H de E. coli los causantes
de enfermedades humanas.



Patotipo Poblacion en Sitio de Vectores Via de Sintomas
riesgo colonizacion transmision
ETEC Nifios de 0-5 Intestino Humanos, Fecal-oral Diarrea
afos y delgado cerdos, acuosa, sin
visitantes de cabras, sangre, con
paises vacas, gatos fiebre y
tropicales y y perros vomito en la
subtropicales®. minoria de
los casos.
EPEC Nifios de 0-5 Intestino Humanos, Fecal-oral Diarrea
afios de paises delgado conejos, acuosa,
en desarrollo?. cerdos, abundante
gatos, con vomito y
cabras, poca fiebre
perros y
aves
EHEC Nifios y fleon y colon Humanos Fecal-oral Diarrea
adultos de rumiantes y acuosa con
todo el aves sangre, con
mundo?®. o sin fiebre.
Disenteria,
colitis
hemorragica
EAEC Niflos y Intestino Humanos Fecal-oral Diarrea
adultos de delgado y/o aves acuosa con
todo el colon tlacuaches mucosidad,
mundo®. caballos con o sin
vacas ovejas sangre,
y cerdos fiebre y con
0 sin vomito
EIEC Nifios de 0-5 Colon Humanos, Fecal-oral  Fiebre, dolor
afos de paises vacas, abdominal,
en desarrollo®. cerdos diarrea con
sangre y
leucocitos en
heces
DAEC Nifios de 0-1 Colon Humanos Fecal-oral Diarrea
afios de edad®.

Tabla 1. Caracteristicas de los patotipos diarreogénicos de E.coli. 'Masters et al., 2003
Ram et al., 2008 3Croxen et al., 2013 “Jensen et al., 2014 °Tobias & Vutukuru, 2012

SFerens & Hovde, 2011.
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Figura 2. Esquemas de la patogenicidad de los patotipos intestinales de E. coli (Kaper et al.,
2004).

2.3. Infeccidn del canal cérvico-vaginal
Las infecciones del aparato genital femenino presentan una sintomatologia que puede ser
comun, como disuria, polaquiuria, prurito vulvar, dispareunia y leucorrea. Resulta muy dificil
distinguir dichas infecciones entre si, sélo sobre la base de la sintomatologia, siendo
absolutamente necesario fundamentarse en la exploracién y el estudio microbiolégico para
establecer el diagnéstico (McKechnie et al., 2009).

La infeccidon vaginal se caracteriza habitualmente por la existencia de exudado vaginal, picor
vulvar e irritacion; también puede detectarse olor vaginal. Las tres causas mas frecuentes de



infeccion vulvovaginal son la vaginitis por Trichomonas vaginalis, la vaginitis candidiasica y la
vaginosis bacteriana (VB) (Yin et al., 2008).

La vaginosis bacteriana es la causa mas frecuente de exudado vaginal y de mal olor de
vagina. La VB es una alteracion de la microbiota vaginal, en la que los microorganismos
habituales, constituida por bacilos Grampositivos (Lactobacillus spp.), se halla sustituida por
bacilos Gramnegativos (Escherichia coli patdgena cérvico-vaginal) y una cantidad variada de
diversas especies anaerobias (fig. 3). La causa de esta disbacteriosis es desconocida, y se
asocia con la existencia de multiples parejas sexuales, duchas vaginales y pérdida de
Lactobacillus, lo que provoca una elevacion del pH vaginal (Yin et al., 2008). Dentro del tracto
vaginal, CVPEC comienza el proceso infeccioso similar al que exhibe UPEC con la union
fuerte e irreversible del patdégeno a la mucosa epitelial, seguida por la invasion y multiplicacion
bacteriana dentro de las células del hospedero (Antao et al., 2009) (fig. 4).

Se recomienda el tratamiento en mujeres embarazadas, pues reduce el riesgo de sufrir
complicaciones como parto prematuro y endometritis puerperal. En la no embarazada también
se recomienda, pues elimina los sintomas y signos de VB y reduce las complicaciones en
caso de aborto o histerectomia (Donnenberg, 2002). La diversidad de mecanismos
patogénicos de Escherichia coli en individuos aparentemente sanos es atribuida a la
propiedad de una gran variedad de factores de virulencia especificos (Scheutz, 2005).

Figura 3. Tincion de Gram de la secrecién vaginal de un paciente con VB donde se observa la
abundancia de los cocobacilos Gram negativos y la escaces de bacilos grandes Gram
positivos (lactobacilos).
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Figura 4. Mecanismo de patogenicidad de Escherichia coli uropatogénica (UPEC) en el
tracto urinario (TU). La principal E. coli extraintestinal es UPEC, la cual puede colonizar el TU
usando factores de virulencia (fimbrias, flagelo, capsula, lipopolisacarido [LPS], proteinas
autotransportadoras, toxinas y sideré6foros). EI mecanismo de patogenicidad se inicia por la
adherencia intima a las células superficiales del TU (1) activando un proceso de invasion (2),
el cual permite a la bacteria permanecer intracelularmente para formar comunidades
bacterianas intracelulares (3). La interaccion de UPEC con la célula promueve un estado de
oxidacién intracelular, promoviendo la filamentacién de la bacteria y su posterior eflujo por la
lisis de la célula (4). La interaccion célula-bacteria estimula un proceso de apoptosis y el
desprendimiento de las células protectoras del TU, como un mecanismo de defensa en el TU
(5). El epitelio intermedio del TU permanece expuesto y UPEC coloniza nuevamente para un
nuevo ciclo de infeccibn (6). Después de la reinfeccion, UPEC puede permanecer



intracelularmente en estado quiescente hasta por varios meses (7). El eflujo de UPEC es
estimulado por la misma bacteria o a través de la célula del huésped, saliendo y colonizando
el TU. Por otro lado, la lactoferrina, la uromodulina, los anticuerpos IgA, la catelicidina y las
defensinas son secretados por diversos tipos celulares del huésped para inhibir la union de
UPEC al TU. El uroepitelio produce IL-6 e IL-8, estimulando la migracién de células de la
respuesta inmunitaria, principalmente de neutréfilos (8). La activacion de las células
presentadoras del antigeno (APC, por sus siglas en inglés) por la captacion de antigenos
asociados a UPEC (9) permite la presentacion de péptidos a las células T y la diferenciacion
de células B a células plasmaticas (CP) que producen inmunoglobulinas (10) (Tomado de
Luna et al., 2018).

2.4. Factores de virulencia

La virulencia de las cepas de Escherichia coli condiciona en gran medida su potencial para
establecer una infeccion, La capacidad de las cepas patégenas de E. coli para causar los
distintos tipos enfermedades intestinales y extraintestinales procede de la expresion de
multiples factores de virulencia incluyendo adhesinas, toxinas, sideréforos y sistemas de
secrecion, entre otros (Blanco et al., 2002). Esos factores no son necesarios para la
replicacion vegetativa y tampoco para el simple comensalismo, pero contribuyen al aumento
de eficacia en la colonizacion de superficies especificas del hospedero, evasién de las
defensas inmunoldgicas, o dafio directo a sus células y tejidos lo que resulta en el
establecimiento de la enfermedad (Johnson, 1991).

Las fimbrias superficiales que les permiten adherirse a la mucosa del intestino delgado y
una vez que ha colonizado el intestino, cada patotipo de Escherichia coli puede agredir al
hospedero de manera diferente; ya sea produciendo toxinas, con sistemas de adquisicion
de hierro, mecanismos evasores de la respuesta inmune y adhesinas (Lloyd et al., 2007)

(fig 5).
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Los factores de virulencia son atributos de un patégeno que influyen especificamente en las
funciones del hospedero, favoreciendo el establecimiento y replicacion del microorganismo
dentro del tejido del hospedero (Rodriguez et al., 1999). La expresion de factores de
virulencia especificos confiere una creciente capacidad de adaptacion a nuevos nichos y
permite causar un largo espectro de enfermedades (Kaper et al., 2004). Asi, las cepas EXPEC
gue son caracterizadas por la diversidad de factores de virulencia que poseen, pueden causar
infecciones en una diversidad de sitios extraintestinales, tales como el tracto urinario, corriente
sanguinea, meninges, cavidad peritoneal y pulmones (Russo & Johnson, 2003).

Los factores de virulencia que presenta esta bacteria estan codificados en plasmidos o islas
de patogenicidad, genes que pueden conjugarse o tienden a adaptarse en su hospedero para
expresarse durante el proceso de infeccion, seleccionandose en cepas cada vez mas
virulentas (Faraldo & Sansom, 2003).

En la tabla 2 se detallan los principales factores de virulencia de Escherichia coli descritos
hasta el momento.

Gen Funcion Referencia

ADHESINAS
Adhesidén a la mucosa 'y
matriz extracelular del
epitelio, induccién de
citocinas.

pap (pili asociado a
pielonefritis)

Wullt, 2003; Hedlund et al.,
1999.

iha (adhesina homologa al
gen regulado por hierro)

gafD (fimbria G)
bmaE(adhesina M)
focG (fimbria F1C)

afa (adhesina afimbrial)

fimH (fimbria tipo 1)

sfaS (fimbria S)

hlyA (hemolisina a)

Adhesina homologa a irgA
(iron-regulated gene
homologue adhesin)

Hemaglutininas.

Adhesién a la mucosa 'y
células endoteliales.
Adhesién a la mucosa 'y
matriz extracelular del
epitelio, induccion de
citocinas.
Adhesion a la mucosa del
epitelio, internalizacion y
formacion de biopelicula,
induccion de citosinas.
Adhesion a la mucosa
epielial de vias urinarias
bajas y altas.
Toxinas
Citotoxicidad, hemolisis,
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Johnson et al., 2005.

Rhen et al., 1986.
Emd&dy et al., 2003.
Le Bouguénec, 2005;
Plancon et al., 2003.

Bergten et al., 2005;
Anderson et al., 2003;
Martinez et al., 2000.

Bien et al., 2012.

Bien et al., 2012; Dhakal &



astA
Vat

cnfl (factor citotoxico
necrotizante)

sat (toxina secretada
autotransportadora)
Usp

iutA (aerobactina)

iroN (salmoquelina)

fyuA (yersiniabactina)

chuA (recepor hemo)

kpsMT (antigeno capsular)

traT (proteina de membrana
externa)

inhibe la quimiotaxis y
fagocitosis.
Toxina enteroagregativa
termoestable.

Toxina vacuolante
autotransportadora
Internalizacion, interferencia
con fagocitosis, induccion de
apoptosis.
Citotoxicidad

Proteina uropatégena
especifica
ADQUISICION DE HIERRO
Receptor del sideréforo
aerobactina
Receptor del sideréforo
salmoquelina en el sistema
de captacion de hierro,
evasion de la respuesta
inmune
Receptor del sideréforo
yersiniabactina, formacion
de biopelicula.

Proteina receptora del grupo

hemo, formacion de
biopelicula.
PROTECTINAS
Proteccion contra

fagocitosis, opsonizacion y

lisis.
Resistencia a la actividad
bactericida del suero.

Mulvey, 2012.
Momtaz et al., 2013.
Momtaz et al., 2013.

Chung et al., 2003; Mills et
al., 2000; Davis et al., 2006.

Guyer et al., 2002.

Nipic et al., 2013

Garcia et al., 2011.

Russo et al., 2002; Garcia et
al., 2011.

Bien et al., 2012; Hancock et
al., 2008.

Olson et al., 2015; Reigstad
et al., 2007.

Johnson, 2003.

Johnson, 2003.

Tabla 2. Principales factores de virulencia de las cepas CVPEC.
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2.5. Adhesinas

En Escherichia coli la mayoria de estructuras adherentes son fimbrias proteicas que se
unen a receptores especificos situados en las membranas de las células epiteliales. La
adherencia a las células del hospedero puede ser mediada tanto por adhesinas fimbriales
como afimbriales (Luthje & Brauner, 2014). Una misma cepa puede contener
simultaneamente varias adhesinas.

La fimbria tipo 1 esta presente casi en la totalidad de las cepas de Escherichia coli y de
otros miembros de la familia Enterobacteriaceae. Su receptor es la a-D-manosa presente en
las membranas de la mayoria de las células del hospedero, en las vias urinarias se une a la
proteina Tamm-Horsfall (uromucoide rico en manosa excretado por las células epiteliales
urinarias), esta union actua como mecanismo de defensa inespecifico, ya que evita la union
de Escherichia coli a sus dos receptores urinarios principales, las uroplaquinas la e Ib. La
unién a la proteina Tamm-horsfall favorece la eliminacién de E. coli por la orina. El dafio en la
capa formada por la proteina Tamm-horsfall permite que gran nimero de E. coli queden
adheridas al epitelio, este proceso representa el punto de inflexion en el que la colonizacién se
convierte en infeccion (Balish et al., 1982).

En la vejiga la sefal para activar la cascada defensiva del hospedero que incluye la muerte
programada, la exfoliacion de las células del epitelio vesical y la activacion de los
mediadores de respuesta inflamatoria (interleucinas y factores de necrosis tumoral) es dada
por la unién de Fimh, la adhesina presente en el extremo distal de la fimbria tipo 1 que se
une e interacciona con la uroplaquina (Mulvey et al., 1998). Escherichia coli es capaz de
eludir los mecanismos defensivos del hospedero invadiendo las capas profundas del tejido
vesical, replicandose en el interior de sus células y creando biopeliculas o pods que
contienen bacterias inmersas en una matriz rica en polisacaridos y rodeados por una
envoltura de uroplactina. Estas biopeliculas pueden construir un reservorio para las cepas
de Escherichia coli productoras de las infecciones urinarias recurrentes (Anderson et al.,
2003).

Las fimbrias P presentan tres variantes moleculares (I, 1l y 1ll) que son codificadas por los
correspondientes alelos (papG alelo I, papG alelo Il, papG alelo Ill) y se unen a receptores
distintos. Las fimbrias P variante Il son de especial importancia en la produccién de
pielonefritis, esto se debe a que sus receptores, constituidos por los glucoesfingolipidos Gal
(a1-4) contenidos en los antigenos del grupo sanguineo, se encuentran en la vagina, la vejiga,
los uréteres y los tubulos renales, lo que facilita la ascension de Escherichia coli con fimbrias
P a la pelvis renal (fig. 6) (Stapleton, 2003).

Otra adhesina importante es la fimbria S que se ha asociado especialmente con cepas
causantes de septicemias y meningitis. Muchas EXPEC expresan conjuntamente las fimbrias
P y S. Dichas fimbrias estan codificadas en los operones cromosémicos pap y sfa
respectivamente (Blanco et al., 2002).

Las fimbrias curli estan presentes en aproximadamente el 50% de las cepas EXPEC siendo
Optimamente expresadas a temperatura ambiente por lo que se han correlacionado con la
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colonizacion de la region perineal, lo que posibilitaria una ITU subsecuente (Emédy et al.,
2003).

"
Fimbria P ——

300 -

Figura 6. Visualizacién de las fimbrias en la cepa de UPEC por microscopia electrénica de
transmision. A la izquierda se muestra una micrografia de la cepa UPEC en la que pueden
verse fimbrias cortas y largas, que corresponden a las fimbrias tipo 1 y P, respectivamente.
Morfologicamente, ambas son rectas y delgadas. A la derecha se muestra otra micrografia en
la que se observan fibras finas en forma de rizos flexibles que forman estructuras
denominadas curli. Las micrografias fueron generadas en la Central de Instrumentacion de
Microscopia de la Escuela Nacional de Ciencias Biolégicas del Instituto Politécnico Nacional.

2.6. Toxinas
Las toxinas son pequefias moléculas capaces de causar enfermedad cuando entran en
conacto o son absorbidas por tejidos del cuerpo, interactuando con macromoléculas
biol6gicas como enzimas o receptores celulares.

La a-hemolisina (hlyA) es una toxina secretada por E. coli que lisa eritrocitos ocasionando la
liberacién de hierro y otros nutrientes necesarios para el crecimiento bacteriano, su expresion
estd asociada con una mayor severidad clinica en pacientes con infecciones en el tracto
urinario (Johnson, 1991; Blanco et al., 2002). Las funciones del factor citotéxico necrotizante
1 (cnfl) en las infecciones del tracto urinario inducen la apoptosis de células epiteliales de
vejiga in vitro y disminuye la fagocitosis por polimorfonucleares (Oelschlaeger et al., 2002).
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La toxina autotransportadora secretada (Sat) es codificada en el cromosoma CFTO073 por el
gen sat (secreted auto transporters), su tamafo es de 3,900 pb y se encuentra ubicada entre
los nucleotidos 3456362-34600261, numero de acceso AE014075. El gen sat esta localizado
en la isla de patogenicidad PAI Il de E. coli CFT073; exhibe actividad citopética sobre células
HEp-2, Vero y HK-2 de vejiga (Guyer et al., 1998; Sainz et al., 2008).

La toxina vacuolizante autotransportadora estd asociada con las cepas de E. coli
pielonefriticas y tiene actividad tdxica contra lineas celulares de origen renal o de vejiga,
induce una gran variedad de efectos toxicos incluyendo vacuolacién e hinchazon (Restieri et
al., 2007). La produccion de la toxina dilatadora citoletal y de citolisina A también ha sido
detectada en cepas de Escherichia coli patdgena cérvico-vaginal (CVPEC). Las colicinas son
sustncias antibidticas que son producidas por ciertos miembros de la familia
Enterobacteriaceae y estdn compuestas por dominios estructurales especializados para cada
uno de los diferentes pasos que son la orientacion, la translocaciéon y la muerte. La primera de
las toxinas bloquea el ciclo celular y la segunda causa apoptosis de células del hospedero
(Emédy et al., 2003). En las infecciones extraintestinales, el hierro se convierte en uno de los
principales factores que limitan el crecimiento bacteriano y para poder incorporarlo la mayoria
de las EXPEC posee sideréforos que generalmente son formados por un compuesto quelante
del hierro que la bacteria excreta y puede volver a captar (Blanco et al., 2002).

El gen hlyA puede localizarse individualmente dentro de alguna isla de patogenicidad (PAI) en
particular, sin embargo, en la isla de patogenicidad PAI 11J96, el gen cnfl siempre esta
vinculado a hlyA debido a su ubicacién combinada (Landraud et al., 2003).

2.7. Sistemas de adquisicién de hierro

El hierro es un nutriente fundamental para el crecimiento bacteriano, ya que forma parte de
numerosos procesos biolégicos como el transporte de electrones, activacion de oxigeno,
reduccién del perdxido, sintesis de aminoacidos, nucleétidos y ADN y fotosintesis. Debido a
su importancia como nutriente la adquisicién de hierro es uno de los pasos esenciales en la
supervivencia de un patégeno dentro del hospedero. Se ha comprobado que el aumento de la
concentracion de hierro en los tejidos del hospedero conlleva una mayor susceptibilidad a las
infecciones por la mayoria de las bacterias patdégenas invasivas. Por tanto la concentracion de
hierro es uno de los elementos mas controlados dentro del hospedero, practicamente no se
encuentra en forma libre debido a las estrategias del propio hospedero para evitar su efecto
toxico y para impedir que los microorganismos dispongan de él.

El i6n Fe+3 tiene una solubilidad de 10-17 M y un pH de 7, una concentracion insuficiente
para el crecimiento bacteriano, ya que las bacterias requieren del orden de 10-7 a 10-5 M para
alcanzar un crecimiento Optimo. La escasa disponibilidad del hierro hace que este elemento
actue como factor limitante para el desarrollo de la mayoria de los microorganismos
patogenos, por lo que las bacterias han desarrollado distintas estrategias para poder captarlo
(Bullen, 1981). Escherichia coli regula la expresion de los genes implicados en la adquisicion
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de hierro en respuesta a la limitacion de hierro encontrada en el tracto genitourinario de
mamiferos, para asegurar niveles adecuados de hierro intracelular (Hagan et al. ,2010).

Las bacterias patdogenas pueden también poseer mecanismos de degradacion de las
proteinas almacenadoras de hierro, interaccion directa con las proteinas del hospedero que
transportan hierro (transferrinas, lactoferrinas, hemoglobinas, etc.) o la union y captacion del
i6n Fe+3 por medio de un transportador de la membrana interna FopABC (Amin, 2009). Se ha
demostrado que los patogenos de mamiferos que tienen un rango estrecho de hospederos,
poseen sistemas de adquisicion de hierro basados en receptores directos de superficie para
las transferrinas (Morgenthau et al., 2013).

Otro sistema de captacion de hierro presente en las cepas de Escherichia coli Cérvico-vaginal
es la capacidad para utlizar el grupo hemo del hospedero, formado por un anillo de
protoporfirina 1X, que alberga en su interior un atomo de hierro Fe+2. El grupo hemo no suele
encontrarse libre en el plasma sino unido a proteinas formando hemoproteinas como la
hemoglobina, mioglobina y citrocromos (Stojiljikovic & Perkins-Balding, 2002), siendo
necesaria la accion de las hemolisinas y citotoxinas bacterianas para facilitar el acceso al
contenido celular y poder utilizar el grupo hemo, el cual se unird a un receptor de membrana
especifico que se encuentra asociado a un sistema de transporte de tipo ABC en las bacterias
Gram-negativas (Occhino et al., 1998).

Se ha descrito en E. coli que también pueden adquirir hierro a través de citrato (citrato férrico),
el citrato se asimila mediante el receptor especifico FecA dependiente de TonB, y un
transportador ABC FecABCD en la membrana interna (Yue et al., 2003).

En las bacterias Gram-negativas todos los receptores de membrana externa implicados en la
adquisiciéon de hierro, bien a través del grupo hemo, de citrato férrico, o de transferrinas, son
dependientes de TonB, una molécula que le proporciona la energia necesaria para atravesar
la membrana externa hasta el espacio periplasmico (fig. 7).
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Figura 7. Diversas vias de asimilacion de hierro en bacterias Gram-negativas: (1) y (2).
Utilizacidn de transferrinas, lactoferrinas y hemoglobinas que entregan el hierro o el grupo
hemo a un receptor para a continuacion ser internalizado, (3) asimilacion a través de
sideroforos (4) captacion del citrato férrico. Todos los sistemas tienen receptores especificos
dependientes de TonB, que les proporciona la energia para el transporte hacia el espacio
periplasmico. El transporte desde el espacio periplasmico al interior celular de cada uno de los
complejos se lleva a cabo a través de un transportador de tipo ABC (Schalk, 2013).

El mecanismo mas utilizado por los microorganismos para la obtencion de hierro, es la
secrecion de moléculas denominadas sideréforos, que con una afinidad por el i6n Fe+3 muy
elevada (Ks entre 1030 y 1052), pueden competir eficazmente y arrebatar el i6n Fe+3 a las
fuentes del hospedador como la ferritina o la transferrina, las cuales tienen constantes de
afinidad menores (Weaver et al., 2013).

2.8. Sistemas para evadir la respuesta inmune del hospedero (Protectinas)
La inflamacion es un proceso fisiolégico esencial para el mantenimiento de la homeostasis y la
recuperacion del tejido tras la infeccién. Sin embargo, la prolongacién de la inflamacion puede
ser destructiva y conducir a la destruccion tisular. Si tras la respuesta inflamatoria, la agresion
se resuelve, los tejidos vuelven a sus funciones homeostéaticas normales; cuando el proceso
inflamatorio agudo no se resuelve, el proceso se vuelve crénico (Nathan, 2002).

Las cepas de EXPEC poseen capsula que es una red de polimeros que cubre la superficie de
la bacteria. La mayoria de las cdpsulas estan compuestas de polisacaridos. Si el polisacéarido
forma una capa homogénea y uniforme alrededor del cuerpo bacteriano se le llama capsula y
si s6lo forma una red de trabéculas o una malla alrededor de la bacteria se le llama glucocalix.
El papel de la capsula bacteriana es proteger a la bacteria de la respuesta inflamatoria del
hospedero, esto es, activacion del complemento y muerte mediada por fagocitosis. La capsula
por si misma es menos probable que sea opsonizada por C3b y la bacteria puede no ser
ingerida por los fagocitos. La capsula constituye el llamado antigeno K (capsular); Algunas
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bacterias encapsuladas estan compuestas de polisacaridos que no desencadenan la
formacion de anticuerpos porque dichos polisacaridos se parecen mucho a carbohidratos que
son ubicuos en los tejidos del hospedero (4cido sialico y acido hialurénico) (Shin & Brodsky,
2015).

La variacion en los antigenos de superficie es otra forma de evadir la accion de los
anticuerpos del hospedero, le confiere la capacidad de cambiar de un tipo de fimbria a otra,
por lo tanto los anticuerpos preformados no se unen a la nueva fimbria formada. La bacteria
también cambia otras proteinas de superficie que pueden servir como blanco para los
anticuerpos (Jarczak et al, 2013).

Las proteinas de la membrana externa desempefian un papel importante en la patogénesis de
la enfermedad, debido a que actian como adhesinas (Bessen & Gotschlich, 1986; Sansonetti,
1991), puntos de fijacién de los anticuerpos (Murphy & Bartos, 1988), porinas (Jeanteur et al.,
1991; McGuinness, 1990), receptores para proteinas solubles como los sideréforos (Stoebner
& Payne, 1988) y proteinas del complemento (Hoffman et al.,, 1992). por su localizacion
estratégica, son responsables de la interaccion de los patdégenos con el hospedador
(Sansonetti, 1991) por lo que las OMP’s participan en los mecanismos de evasion de la
respuesta inmune y, por ende, de la persistencia de las Eschericia coli en el hospedero
(Blanco, 1990).

La proteina precursora del receptor de la aerobactina férrica (lutA) tiene actividad lectinica y
es un receptor de sideréforo, codificado por un gen del plasmidio pColV-30, asociado con
virulencia de algunas cepas de E. coli (Crosa & Walsh, 2002).Debido a la abundancia en los
diferentes sistemas de adquisicién de hierro, se sugiere que el receptor [utA puede ser una
ventaja durante el establecimiento de un proceso infeccioso, sin embargo no es esencial para
Escherichia coli (Landgraf et al., 2012).

2.9. Islas de patogenicidad

Los microorganismos patégenos a diferencia de sus parientes no patdégenos han
desarrollado la capacidad de causar enfermedades en otros organismos con factores de
virulencia; la patogenicidad representa la adaptacion a un nicho ecolégico, es decir, otro estilo
de vida bacteriano. Los factores de virulencia de las bacterias patégenas (adhesinas, toxinas,
sistemas de adquisiciébn de hierro y otros) estan codificados por regiones particulares del
genoma procariota denominadas islas de patogenicidad. El término islas de patogenicidad
(PAI) fue acuiiado por Hacker et al. (1997) para describir dos grandes regiones inestables en
el cromosoma de Escherichia coli uropatogena (UPEC) ( Hacker et al., 1990 ).Las islas de
patogenicidad comprenden grandes regiones gendmicas [10-200 kilobases (kb) de tamafio]
gue estan presentes en los genomas de cepas patégenas pero ausentes de los genomas de
miembros no patégenos de la misma especie o especies relacionadas (Hacker & Kaper,
2000).

Los genes que codifican para los factores de virulencia, en muchos patégenos, son de alguna
manera diferentes de otros genes en el cromosoma. Las diferencias a menudo incluyen
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cambios en la composicion global de nucleétidos, sesgo de uso de codones, asociacion con
elementos genéticos moviles y vinculacion con genes de RNAt. Los genomas bacterianos
consisten en una arquitectura de DNA en mosaico de varios segmentos de contenido de
guanina y citosina (G + C). La mayor parte de la secuencia gendmica (normalmente 70% -
80%) tiene un contenido homogéneo de G + C, que es tipico de cada especie bacteriana. Este
“‘genoma central” conservado y estable contiene la informacion genética que se requiere para
las funciones celulares esenciales (Hacker & Kaper, 2000).

2.10. Caracteristicas de las islas de patogenicidad
Las bacterias patogenas han adquirido PAI que codifican un amplio rango de determinantes
patogenos. Estos incluyen mecanismos para resistir las defensas del hospedero, factores de
colonizacion, adquisicion de nutrientes y toxinas. Algunas de estas actividades estan
mediadas por sistemas especializados de secrecion (Fernandez et al., 2004) (fig. 8).

A
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Figura 8. Estructura general de una isla de patogenicidad. (A) las PAI tipicas son regiones del
DNA que estan presentes en el genoma de las bacterias patdgenas, pero ausentes en las no
patdgenas. La mayoria de las PAI estan insertadas en sitios especificos como en los genes de
ARNt. Portan genes de virulencia (V1, V2, V3, V4); genes de elementos mdviles, tales como
integrasas (int), elementos de insercibn completos (ISc) o defectuosos (I1Sd)). Usualmente
estan flanqueados por repetidos directos (RD). (B) en esta grafica se observa la diferencia
caracteristica del contenido de porcentaje de G+C de la PAI en relacion al ADN del nucleo del
genoma (tomado de Fernandez et al., 2004).
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Las islas de patogenicidad son diversas en estructura y funcion, sin embargo, muchas de ellas
comparten varias caracteristicas comunes. A menudo, las PAI tienen un contenido de G + Cy
un uso de codones que difiere del resto del genoma central. Las PAI estan frecuentemente
flanqueadas en un lado por un gen RNAt y, a menudo, por secuencias de repeticién directa
(DR). Ademas, las PAI comunmente poseen genes que codifican factores que estan
involucrados en la movilidad genética, como integrasas, transposasas, genes de fagos y
origenes de replicacion. Algunas de las caracteristicas de las PAl y ejemplos especificos son
los siguientes:

Genes de virulencia: Las diferentes funciones que codifican las PAI dependen en gran medida
del contexto ambiental en el que vive la bacteria. El repertorio genético encontrado dentro de
las PAI puede dividirse funcionalmente en varios grupos. Los grupos mas comunes son: (i)
Factores de adherencia, como el pili relacionado con las fimbrias P, S, el pili corregulado por
toxina Vibrio cholerae (TCP) y la intimina. Estos componentes permiten que las bacterias se
adhieran a las superficies del huésped y faciliten el proceso de infeccién. (ii) Sider6foros como
la yersiniabactina o la aerobactina utilizadas para suministrar el elemento esencial hierro,
apenas soluble bajo pH aerdbico o neutrocondiciones, en células microbianas. (iii) Exotoxinas
como la a-hemolisina y las enterotoxinas, que destruyen o afectan la funcion de las células
eucariotas. (iv) Genes de invasion que median la entrada bacteriana en células eucariotas
como los genes inv de Salmonella spp. (v) Sistemas de secrecion de tipo 1l y IV (Type Three
Secretion Systems, TTSS), el sistema TTSS, tiene forma de una inyeccién molecular, que
inocula la proteina efectora directamente al citoplasma de la célula hospedera a través de las
membranas celulares bacterianas y eucariotas. Los sistemas de secrecion de tipo Il (T3SS)
se pueden encontrar en los PAlI de muchos patdgenos, incluida Salmonella [isla de
patogenicidad (SPI) 1] y SPI 2, Shigella , Yersinia , Citrobacter y en diferentes especies de E.
coli. Los ejemplos de PAI que albergan sistemas de secrecién de tipo IV (T4SS)
incluyen Agrobacterium tumefaciens , Legionella pneumophila , Helicobacter pylori , Bordetella
pertussis , Bartonella spp. y Brucella spp (Hueck , 1998).

Genes de movilidad funcional: Las PAIs a menudo portan genes de movilidad cripticos o
funcionales, como los genes de integrasa tipo fago, denominadosinto genes para
transposasas. La regién asociada a virulencia ( vap ) contiene un marco de lectura abierto
(ORF) con un alto nivel de similitud de secuencia con la integrasa de unfago de E.
coli (Cheetham y Katz, 1995 ). Otras PAIls contienen genes que son similares a los genes
resolvase de la integrasa de fagos y los transposones. Estos productos génicos estan
involucrados en la insercion de las regiones de ADN por recombinacién entre DR
flanqueantes, elementos IS o entre regiones de secuencias homoélogas. Por lo tanto, un
subconjunto de PAI de algunos patégenos como H. pylori, Yersinia spp.y UPEC son
genéticamente inestables y pueden eliminarse espontaneamente ( Fetherstonet al.,
1992; Hacker et al ., 1997 ). Por el contrario, las PAI de Salmonella e intestinales de E. coli
parecen estar permanentemente integradas en el cromosoma (Blum et al., 1994 ).

Las secuencias de insercion son pequefios elementos genéticos moviles, capaces de
transponerse dentro y entre genomas procariotas. IS proporciona sitios de repeticiones
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invertidas, en los que puede producirse una recombinacién homdloga, y por lo tanto puede
mediar la incorporacion de elementos genéticos méviles en el cromosoma, lo que resulta en
PAI, pero también puede contribuir a la inestabilidad de PAI ( Hacker et al., 1997 ).

2.11. Adaquisicion de las islas de patogenicidad

La adquisicion de PAI no solo es un evento evolutivo antiguo que condujo a la aparicion de
patdgenos bacterianos en una escala de tiempo de millones de afios, sino que también puede
representar un mecanismo que contribuye a la apariciébn de nuevos patégenos dentro de la
vida humana (Schmidt & Hensel, 2004). Las islas de patogenicidad son adquiridas mediante la
transferencia horizontal de genes por bacteriéfagos, plasmidos o transposones (Ejrnaes et al.,
2011). La transferencia horizontal de genes (HGT, por sus siglas en inglés) consiste en la
transmision del genoma o parte de éste de un organismo a otro que no forma parte de su
descendencia.

La transferencia horizontal de genes entre diferentes especies y géneros de bacterias en
ambientes naturales es muy comuan. Existen tres mecanismos de transferencia:
transformacion, transduccion y conjugaciéon. EI mecanismo de transduccién consiste en el
intercambio de genes entre dos bacterias mediante un bacteri6fago.La transferencia por
transformacion es el proceso mediante el cual las bacterias captan DNA desnudo (Wolska,
2003). Aunque este mecanismo juega un papel importante en el ambiente no es tan comdn
como la conjugacién. La conjugacion es la mas extensa y la que mas contribuye al pool de
transferencia horizontal en procariotas (Llosa & De la Cruz, 2005), y consiste en la
transferencia de material genético por contacto célula-célula de una bacteria donante a una
receptora mediante una maquinaria de conjugaciéon que usualmente esta codificada a nivel
plasmidico (Panicker et al., 1985).

De acuerdo al modelo de Hacker y Carniel en el 2001, se puede imaginar cinco pasos que
conducen a la formacién de las islas de patogenicidad (PAl) (fig. 9):
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Figura 9. Diferentes etapas en la evolucion de una PAI. Un elemento genético es adquirido
por una célula bacteriana, a través de una transferencia horizontal de genes (transduccion en
este caso) a partir de un grupo genético ambiental flexible (1). Después de una captacion
exitosa (2), recombinacion que esta mediada por una integrasa (int) u otros mecanismos (3)
dan como resultado la integraciéon del elemento adquirido en el cromosoma (4). La pérdida de
los genes que participan en la movilidad del elemento conduce a una PAI integrada de forma
estable en el cromosoma (5). Si la PAI incorporada confiere una ventaja al organismo en el
nicho especifico, una seleccién positiva operara para favorecer esta variante. Posteriormente,
la frecuencia de esta variante aumentard en la poblacion con el tiempo (6). Los
reordenamientos geneéticos o las nuevas adquisiciones de genes conduciran a una mayor
evolucion de la PAI. Ahora la PAI modificada puede recombinarse con el conjunto de genes
disponibles en el medio ambiente y transferirse adicionalmente a un nuevo microorganismo
receptor (7) (Tomado de Hsiao et al., 2005).

I) La adquisicion de genes de virulencia (a menudo como un operdn) por transferencia
horizontal de genes utilizando uno de los tres mecanismos existentes. La fuente de los genes
adquiridos es un conjunto diverso de genes flexibles, disponibles en el medio ambiente.
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II) Después de la captacion exitosa de un elemento genético extrafio, se lleva a cabo una
integracion en el cromosoma (0 en un plasmido ya existente), mediante recombinacion
especifica del sitio u otros mecanismos ( Ott, 1993), y la integracién de la PAI se produce de
manera similar. El evento de integracion es, probablemente, mediado por una integrasa o
recombinasa. De este modo, los fragmentos de ADN de diferentes tamafos pueden encontrar
Su camino en un nuevo hospedero e incorporarse o recombinarse en el genoma central
creando nuevas estructuras de islas genéticas distintas.

lll) Posteriormente, un elemento genético movil podria convertirse en una PAI por
reordenamientos genéticos, pérdida de genes o adquisicion adicional de otros elementos
genéticos. Las PAI pueden quedar inmovilizadas debido a la inactivacion o eliminacion de los
origenes de una replicacién de plasmidos (ori) o de genes que participan en la movilizacion y
auto transferencia de plasmidos (tra, mob) o bacteriéfagos (int). La "compensacion" de este
proceso es una asociacion estable y una herencia con el cromosoma del hospedero (Hsiao et
al., 2005).

IV. Bajo ciertas circunstancias, los genes asimilados recién adquiridos podrian expresarse con
éxito. Si esta expresion contribuye a la aptitud inclusiva de la bacteria (por ejemplo, aumento
de la patogenicidad o transmision al nuevo hospedero); Una seleccion positiva favorecera
estas variantes. Este tipo de seleccion natural da como resultado una expansion clonal y
conducira al aumento de la frecuencia de las variantes que albergan los genes beneficiosos
en la poblacién a lo largo del tiempo. En esta etapa, también se espera que evolucione una
regulacion distinta de los genes de virulencia. La regulacion apropiada, que puede incluir
reguladores recién codificados con PAI o ya existentes, proporcionara una expresion precisa
gue se combinara con otras funciones de virulencia del patégeno (Hsiao et al., 2005).

V. Las PAI pueden evolucionar ain mas por eventos consecutivos de recombinacion,
insercion o escision que resultan en ganancias o pérdidas de informacion genética. De esta
manera, las caracteristicas de los elementos genéticos moviles también podrian recuperarse,
lo que da como resultado la escision cromosémica de toda la isla y permite su transferencia a
otro receptor (Hsiao et al., 2005).

2.12. El papel de las islas de patogenicidad en la evolucion de Escherichia coli

La mayoria de las cepas de E. coli no son patdgenas, sin embargo, un cierto namero
de cepas patégenas pueden causar un amplio rango de enfermedades, que van desde
infecciones del tracto urinario, diarrea y sindrome urémico, hasta el shock séptico, meningitis y
neumonia. En la mayoria de los casos, una cepa de E. coli en particular estd asociada a una
sola enfermedad. Se ha postulado que esto refleja la via por la cual E. coli ha evolucionado y
gue diferentes cepas han emergido en paralelo de ancestros comensales a través de
la adquisicion de distintos "sets" de factores de virulencia (Blum et al., 1995).

Un ejemplo del efecto de las PAIs en el fenotipo virulento de E. coli son las PAI-I y PAI-II de
las cepas que causan infecciones de tracto urinario. Ambas PAls codifican hemolisinas,
mientras la PAI-Il también contiene los genes para fimbria tipo Prf, necesaria para
la adherencia a las células epiteliales (Blum et al., 1994). Si estas PAIs se pierden del
cromosoma, las cepas resultantes son incapaces de producir infecciones urinarias. Ademas
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se ha demostrado que el determinante de la capsula en la cepa 536 de E. coli Uropatogéna
(O6:k15:H31) esta codificado en una PAl, designada PAI V536, la cual no se encuentra en el
genoma de la E. coli K-12, una cepa no patégena (Schneider et al., 2004).

Las cepas patogénicas de E. coli que causan infecciones intestinales también han adquirido
PAls. El fenotipo compartido por las células de EPEC y EHEC es su habilidad de adherirse
intimamente a las células epiteliales e inducir la formacion de lesiones de Adherencia y
Borrado (Attachment/Effacement, AE), caracterizadas por la pérdida de las microvellosidades
y la formacion de pedestales ricos en actina, en los cuales se coloca la bacteria (Giron et al.,
1991).

El fenotipo AE es dependiente de la PAI LEE (Locus of Enterocyte Effacing), la cual porta los
genes que codifican para un TTSS y varias proteinas secretoras. Aunque el LEE esta
presente en mas de una cepa patdgena de E. coli, recientes analisis filogenéticos muestran
gue al menos dos linajes diferentes de E. coli, adquirieron el LEE en ocasiones
independientes (Reid et al., 2000).

Aungue la lesién AE es de importancia para la virulencia tanto para EPEC como para EHEC,
las dos variedades causan enfermedades diferentes debido a la presencia de otro elemento
trasmitido horizontalmente. EHEC ha adquirido un bacteriéfago que codifica la toxina
"Shiga", que se piensa que causa el sindrome urémico, y una hemolisina codificada en un
plasmido. Se ha propuesto que el clon de EHEC O157:H7 emergié de un progenitor EPEC
parecido al clon O55:H7 que ya eracapaz de producir la lesion AE, el cual fue
lisogenizado con el bacteri6fago que contenia los genes de la toxina "Shiga " (McDaniel et al.,
1995).

Cualquier cepa de E. colitiene el potencial de convertirse en patdgena, simplemente por
la adquisicion de nuevos determinantes de virulencia por transferencia horizontal, y se
propone que esto ha pasado independientemente varias veces y en paralelo, resultando en
una variedad de cepas con diferente potencial patogénico (figura 10).
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Figura 10. Las cepas de Escherichia coli viven como comensales en el tracto gastrointestinal,
y han adquirido islas gendmicas que les permiten la adquisicion de hierro. Se sugiere que las
cepas de E. coli han evolucionado de forma independiente por la adquisicién de PAIs que
codifican para factores de virulencia apropiados para los nichos particulares. Esto ha dado
como resultado un amplio rango de mecanismos de virulencia y diferentes estilos de vida
patogénicos. LEE (Locus of Enterocyte Effacing), AE (Adherencia y Borrado), SUH (Sindrome
Urémico Hemolitico).
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2.13. 2.13 Islas de patogenicidad en Escherichia coli
En E. coli uropatdogena se han descrito ocho islas de patogenicidad (tabla 3). Cada PAI
codifica distintos factores de virulencia, aunque algunos pueden coincidir en mas de una PAI.
Una misma cepa de E. coli puede albergar diversas PAI.

Cepas de E. coli PAI Factores de virulencia que codifica Referencia
536 PAI | a-hemolisina, fimbrias tipo F17, fimbrias Dobrindt et
tipo CS12 al. 2002
PAI I Adhesina Hek, fimbrias relacionadas con Dobrindt et
P, a-hemolisina, adhesina tipo al. 2002
hemaglutinina
PAI Il Fimbria S, salmochelin, receptor de hemo Dobrindt et
similar a HmuR, toxina Sat, proteasa de al. 2002
hemoglobina similar a Tsh, antigeno 43
PAI IV Sistema sideroforo yersiniabactina Dobrindt et
al. 2002
CFT 073 PAI | fimbria P, proteinas reguladas por hierro  Rasko et al., 2001
PAL I Fimbria P, genes reguladores de hierro  Rasko et al., 2001
J9o6 PAI | a-hemolisina, fimbria P Bidé et al. 2005
PAI I a-hemolisina, Prs fimbriae, citotéxico, Bidé et al. 2005

factor necrotizante

Tabla 3. Las islas de patogenicidad y las funciones codificadas.

La PAI 1536 esta asociada con el gen de codificacion de ARNt selC. Esta isla tiene un tamafio
de 76.843 pb, esta flanqueada por repeticiones directas de 16 pb y tiene un contenido de G +
C del 46%. Contienen genes asociados a la virulencia como el grupo de genes gue codifican
alfa-hemolisina y dos determinantes de adhesina putativos aun no identificados (Hale et al.,
1998). Las secuencias de aminoacidos junto con su organizacion genética indican que los
supuestos ORF 15 1536a ORF 18 1536y ORF 37 I536a ORF 42 1536 representan grupos de
genes que codifican para adhesinas tipo F17 y CS12, respectivamente. El producto génico
codificado por el supuesto ORF 18 1536 muestra homologia con la subunidad fimbrial F17a,
asi como con la proteina de adherencia de células uroepiteliales UcaA de Proteus mirabilis , lo
gue indica que las fimbrias que contienen esta subunidad pueden estar involucradas en
infecciones del tracto urinario (Heithoff et al., 1999).

La PAI Il 536 esta asociado con el gen codificador de ARNt leuX . Esta isla tiene un tamafio
de 102.200 pb, estéa flanqueada por repeticiones directas de 18 pb y tiene un contenido de G +
C del 46%. Los factores de virulencia ya conocidos localizados en PAI 1l 536 son
el determinante prf (ORF 6 11 536 a ORF 17 Il 536 ), que codifica la adhesina fimbrial P y otro
grupo de genes que codifican alfa-hemolisina (ORF 22 Il 536 a ORF 25 11 536 ). Otros genes
asociados a la virulencia putativos presentes en esta PAI son ORF 4 1l 536, que codifica la
adhesina Hek descrita para E. coli (Dobrindt et al. 2002).
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La PAI Il 536 esta asociado con el gen que codifica RNAt thrW. Esta isla tiene un tamafio de
68.124 pb y tiene un contenido de G + C del 47%. Los determinantes de virulencia portados
en PAI Il 536 son el grupo de genes que codifican la adhesina fimbrial S sfa (ORF 17 n-s36 a
ORF 25 11l 536) y el grupo de genes que codifican el sistema siderdforo iro (Dobrindt et al.,
2001).

La PAI IV 536 esta asociado con el gen que codifica el ARNt asnT .tiene un tamafio de
aproximadamente 30,2 kb y tiene un contenido de G + C del 57%. Las estructuras repetidas
flanqueantes estan ausentes en PAI IV 536 , que contiene el grupo de genes requerido para la
biosintesis del sistema de sideréforos yersiniabactina (Schubert et al., 1999).

La PAI Il J96 es una de las PAI mas grandes descritas hasta la fecha (~110 kb). Contiene al
menos cuatro genes u operones, incluidos los que codifican hemolisina ( hly ), factor de
necrotizacion citotéxica ( cnfl ), fimbrias P ( pap) con la variante adhesina alélica (papG clase
[l alelo [papGlll]) y aglutinina resistente al calor (hra) (Blum et al.,, 1995).PAl Ii
J96 contribuye a la virulencia de las cepas de cistitis, pielonefritis y meningitis neonatal
(Swenson et al., 1996).

La cepa CFTO73 contiene 2 operones pap funcionales que pueden distinguirse por sus
patrones de restriccion y la movilidad electroforética de sus subunidades de PapA (Mobley et
al.,, 1993). La primera isla de patogenicidad identificada en la cepa CFT073 contiene uno de
los 2 operones pap. La porcion secuenciada de la PAI IICFT073 tiene un contenido de G+C de
48.8% y es un operén responsable de la hidrélisis y el metabolismo de la lisina (Blattner et
al., 1997). La prevalencia de elementos genéticos moéviles entre las secuencias de PAI
IICFTO73 indica que la PAI puede ser genéticamente inestable, como lo son muchas PAI (
Knapp et al., 1986). En los dos opebnes de pap CFT073, son evidentes algunas diferencias
significativas (fig.11) (Guyer et al., 1998).

Pap 1 KE F G
Pai1 4 Q»»‘Q‘Q} » ) *
100 99.0 97.5 96.0 89.1/96.5** NH

98.7 75.8 99.6/99.4* 96.4 63.6* 57.6

it da oo - 1 ) ) )

Figura 11. Comparacién de operénes pap de 2 islas de patogenicidad (PAIl) de Escherichia
coli CFT073. Los numeros entre los marcos de lectura abierta (ORF) indican el grado de
identidad de aminoacidos. PapX se ha identificado s6lo en el operdon contenido en PAI |
CFTO073; por lo tanto, NH indica que "no se ha identificado ningun homdlogo”. Hay una
disminucion de la homologia entre 2 proteinas PapA, PapE y PapG. La mutacion Frameshift
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es responsable de la disminucion de la identidad de las proteinas PapE, mientras que PapA 'y
PapG son alelos diferentes del gen, lo que conduce al polimorfismo. PapF y PapG también
contienen mutaciones aparentes de cambio de marco que conducen a 2 ORF que son
homdlogas a las porciones respectivas de ORF completo. PapE tiene una mutacion de
cambio de marco que conduce a una disminucion de la identidad. PAI Il CFT073 PapC y PapF
tienen un alto nivel de homologia con ORF Unico de PAI | CFT073.

Los genes clave, papA y papG que codifican la subunidad de pilina principal y la subunidad de
adhesina, respectivamente, difieren significativamente. La expresion de los diferentes tipos de
subunidades de pilus por la cepa CFT073 puede proporcionar a este aislado la posibilidad de
evadir la respuesta inmune o expresar un pilus con una funcion especifica durante la
infeccion. PapG, la subunidad adhesina, es responsable de la especificidad de unién al pilus
(Stromberg et al., 1990). La proteina PapG de Pai IICFT073 es un alelo PapG i1, mas
comunmente asociado con aislamientos de pielonefritis, mientras que el PapG de Pai
ICFTO73 es un alelo PapG lll , mas comun a los aislados de cistitis (Stromberg et al., 1990).

Otra diferencia importante entre los operones pap de PAI | CFT073y PAI Il CFTO73 es la
ausencia del gen papX al final del operon PAI 1l CFTO73 pap. El gen papX tiene el mayor
grado de homologia con la familia Mar de reguladores transcripcionales (Del Castillo et
al.,1991). CFT073 PapX es funcionalmente homélogo a MrpJ, codificado por el operon de
fimbriae Proteus mirabilis resistente a manosa. mirabilis MrpJ coordina la expresion de
flagelos y fimbrias durante la motilidad enjambre (Li et al., 2001).

El factor de virulencia mas facilmente identificable contenido en PAI Il CFT073 es el operdn
responsable de la produccion de fimbrias P (Mobley et al., 1993). E. coli contienen copias del
operdn pap, lo que sugiere que la fimbria contribuye a la colonizacion del tracto urinario y la
supervivencia del organismo, las E. coli que carecen de fimbrias P no son tan eficientes como
los organismos de tipo salvaje en la colonizacién del tracto urinario humano (Marklund et al,
1992).

2.14. Resistencia bacteriana a los antibioticos

El descubrimiento y empleo de los antibioticos fue un avance importante para salvar millones
de vidas, sin embargo, desde hace afos, el surgimiento de bacterias resistentes a los
antibidticos es considerado un serio problema de salud (Alés, 2015), que disminuye las
alternativas de tratamiento, sobre todo en infecciones ocasionadas por  bacterias
multirresistentes (OMS, 2017).

El incremento de la resistencia a antibiéticos ha sido impulsado por un conjunto diverso de
factores, incluyendo la prescripcion y venta inapropiada de antibiéticos, el uso de antibioticos
fuera del sector salud, sobre todo, en animales en los que se ha creado la diseminacion de la
resistencia, y factores intrinsecos de las bacterias por mutaciones genéticas (Casellas, 2011).
El uso indiscriminado de antibi6ticos en procesos infecciosos ha influido considerablemente
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en la seleccién de bacterias resistentes a los antimicrobianos, al igual que el abandono de los
tratamientos por algunos pacientes, la falta de vigilancia global por parte de los Comités de
Infeccion Hospitalaria en las instituciones, abuso de antibioticos profilacticos, el aumento de
pacientes oncolégicos cuyos tratamientos los llevan a inmunodeficiencia y el reclamo de
prescripcion por parte de pacientes por falta de educacion sanitaria al respecto (Marston et al.,
2016).

Los antibidticos pueden dividirse en dos grupos; 1) bactericidas: cuya accidon es letal,
llevando a la lisis bacteriana y 2) bacteriostaticos: donde las concentraciones que alcanzan en
el suero o tejidos impiden el desarrollo y multiplicacion bacteriana pero sin llegar a destruir las
células. De hecho, cuando se retira el antibiotico, el microorganismo se puede multiplicar de
nuevo. De acuerdo al mecanismo de accion se clasifican en diferentes grupos:
aminoglucosidos, cefalosporinas, cloranfenicol, macrolidos, quinolonas, betalactamicos,
sulfonamidas y tetraciclinas (fig. 12) (tabla 4).

Inhibidores
del metabolismo del folato

Tetrackclinas

Cefalosporinas Aminoglucésidos
Carbapenems Macrélidos

Glicopéptidos Oxazolidinonas

Figura 12. Blancos bacterianos de los distintos grupos de antibiéticos. Tomado de: Mendoza
(2011).
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Antibiético

| Mecanismo de accién

| Sitio blanco

Inhibicién de la sintesis de proteinas

Aminoglucdésidos
e Estreptomicina
e Gentamicina
e Neomicina

Inhibe la translocacion

Subunidad ribosomal 30S

Oxazolidinona

Inhibe la traduccion del mRNA

Proteinas que tienen lugar

e Linezolid en el ribosoma
Tetraciclina Inhibe la fase de elongacion
Macrélidos Interrupcion de la actividad del | Subunidad ribosomal 50S

e Eritromicina
e Lincomicina
e Clindamicina

centro peptidil transferasa

Cloranfenicol

Inhibicion de via metabdlica

Trimetoprim

Inhibe la sintesis de acido
félico que participa en la
sintesis de purinas

Sulfametoxazol

Enzima dihidrofolato
reductasa

Enzima dihidropteroato
sintasa

Inhibicion de sintesis de acidos nu

cleicos

Quinolonas
e Levofloxacino
e Ciprofloxaciono
¢ Moxifloxacino

Inhibe la actividad de la DNA
girasa, afectando la
replicacion del DNA

DNA girasa

Rifamicina Impide la transcripcién RNA polimerasa
| Dafio en la membrana plasmatica \
Polimixina Incremento en la Membrana de las bacterias
permeabilidad, ocasiona lisis Gram (-)
celular
| Inhibicién de la sintesis de la pared celular |
Betalactamicos Interfiere con la actividad Transpeptidasas

e Monobactamicos

e Penicilinas

e Carbapenémicos

e Cefalosporinas

enzimatica para la sintesis de
la capa de peptidoglucano

Glucopéptidos
e Vancomicina

Secuestro del sustrato para el

Peptidoglucano naciente

entrecruzamiento

Tabla 4. Diferentes mecanismos de accion de los grupos de antibiéticos sobre las bacterias.
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2.15. Antibioticos gue inhiben la sintesis de proteinas

Los ribosomas 70S bacterianos estan constituidos por dos subunidades designadas como
subunidad 30S y subunidad 50S. Estas subunidades constituyen el sitio de accion de agentes
antimicrobianos, localizandose en ellas proteinas especificas a las cuales se unen las drogas.
El ARNm dispone de un coddn especifico para la fijacion del ARNt que porta el aminoacido
formilmetionina. Ambos se unen en la subunidad 30S, y posteriormente a la subunidad 50S, y
constituye el complejo de iniciacion de la sintesis de proteinas. En este complejo hay 2 sitios
activos, el locus A, en el que se fijan los aminoacil-ARNt, y el locus P, donde se engarza el
péptido en formacion y donde se ubicara el formilmetionil-ARNt que inicia la cadena peptidica.
En esta fase de inicio de la sintesis actlan las oxazolidinonas y los aminoglucdésidos (Calvo &
Martinez, 2009).

Los aminoglucésidos (estreptomicina, neomicina, kanamicina, amikacina, tobramicina,
gentamicina, espectinomicina, paromomicina), son azucares complejos obtenidos de varias
especies de Streptomyces e interfieren con la funcién ribosomal bacteriana, especificamente
con la subunidad 30S, donde se unen a diferentes proteinas S y al ARN 16S. Bloquean la
actividad normal del complejo de iniciacién, impiden el inicio de la sintesis y provocan también
una lectura errénea del ARNm (Calvo & Martinez, 2009).

Los aminoglucdsidos tienen un efecto bactericida dependiente de su concentracién y poseen
un importante efecto postantibiotico, es decir que una breve exposicion de la bacteria a estos
compuestos induce una supresion de su crecimiento, aun cuando el antimicrobiano no
alcance ya concentraciones que inhiban o maten al microorganismo. Son activos frente a un
amplio numero de especies bacterianas, especialmente frente a microorganismos
Gramnegativos aerobios (Lacy et al., 1998).

Las tetraciclinas constituyen una familia de productos naturales (clortetraciclina, oxitetraciclina,
tetraciclina, demeclociclina) y semisintéticos (metaciclina, doxiciclina, minociclina, limeciclina,
rolitetraciclina, tigeciclina, PTK 7906) derivados de diferentes especies de Streptomyces spp.
Actian inhibiendo la sintesis de las proteinas bacterianas mediante la union a la subunidad
ribosomal 30S de las bacterias y causan bloqueo del RNAt con la consecuente liberacién de
cadenas incompletas. Son agentes basicamente bacteriostaticos, con actividad frente a una
gran variedad de microorganismos, por lo que se convirtieron en antibiéticos de uso habitual
tanto en seres humanos como en animales, y también se utilizaron en algunas &reas de la
agricultura (Chopra & Roberts, 2001).

Tres clases importantes de antibioticos actian en la subunidad ribosomal 50S: cloranfenicol,
macrolidos y lincinoides (lincomicina, clindamicina). ElI cloranfenicol es un agente
bacteriostatico que actla contra organismos Grampositivos y Gramnegativos inhibiendo la
formacion de uniones peptidicas al bloquear la enzima peptidil transferasa. Los macrélidos
(eritromicina, oleandomicina), son compuestos con grandes anillos de lactona y al unirse a la
subunidad 50S interfieren con la actividad de la peptidil transferasa, con la translocacion o con
ambas funciones. El mas importante es la eritromicina que actia sobre bacterias
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Grampositivas y algunas Gramnegativas como Haemophilus, Chlamydia y Legionella, inhibe
la formacion de cadenas nuevas del péptido y es bacteriostatico (Molina, 2015).

Las oxazolidinonas inhiben la sintesis proteica e impiden la formacion del complejo de
iniciacion 70S, formado por formilmetionil-ARNt, ARNm, diversas proteinas y las subunidades
ribosémicas 30S y 50S. El linezolid se fija a la subunidad ribosomica 50S, en el centro
peptidiltransferasa dentro del ARN ribosomico 23S, distorsiona asi el punto de union del
formilmetionil-ARNt y evita la formacidon del complejo de iniciacion. El linezolid es
bacteriostatico frente a bacterias Gram positivas (incluidas cepas multirresistentes de S.
aureus y Enterococcus spp.) y carece de actividad frente a la totalidad de las bacterias Gram
negativas (Molina, 2015).

2.16. Antibioticos que inhiben la via metabolica

Para la obtencién de las bases puricas y pirimidicas de los nucleétidos, se requiere la sintesis
de folatos, que algunas bacterias son incapaces de obtener del medio. La sintesis de acido
tetrahidrofélico se obtiene a partir de una molécula de pteridina y de &cido paraaminobenzoico
(PABA), y mediante la enzima dihidropteroatosintetasa se forma el &cido dihidropteroico.
Posteriormente, por adicion de &cido glutdmico se forma el acido dihidrofélico (acido félico),
que reducido por la dihidrofolato reductasa forma el acido tetrahidrofélico (acido folinico)
(Calvo & Martinez, 2009).

Las sulfamidas son analogos del acido paraaminobenzoico, por tanto, compiten por la enzima
dihidropteroatosintetasa, impidiendo asi la formacién de acido dihidropteroico, precursor del
acido folico. A diferencia de las células eucaridticas de los mamiferos (que toman el acido
félico previamente sintetizado), las bacterias tienen que sintetizar su propio acido folico. Por
esta razon las bacterias son mas sensibles a las sulfonamidas que el hospedero. Su espectro
de accién es amplio, abarca la mayoria de los microorganismos Gram positivos y muchos
Gram negativos, especialmente estos ultimos, pero su uso se ha limitado debido al desarrollo
de resistencia (Masters et al., 2003).

El trimetoprim es una 2,4-diaminopirimidina, antimetabolito de la sintesis de &cido fdlico. Se
emplea preferentemente en combinacion fija con el sulfametoxazol, sulfadiazina y sulfamoxol.
Inhibe la dihidrofolato-reductasa de bacterias y protozoos, con una sensibilidad 50.000-
100.000 veses superior que la enzima de las células humanas. De este modo interfiere en la
transformaciéon de dihidrofolato en tetrahidrofolato y, secundariamente, en sintesis de acido
desoxitimidilico, resultando en una inhibicion de la sintesis de DNA y proteinas bacterianas
(Masters et al., 2003).
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2.17. Antibidticos gue inhiben la sintesis de acidos nucleicos

El genoma bacteriano contiene informacién para la sintesis de proteinas que se transmite a
través del ARN mensajero producido a partir del molde de ADN (transcripcion), y para la
sintesis de ARN ribosdmico que formara parte de los ribosomas bacterianos. La informacion
del ADN debe duplicarse (replicacion) cuando la bacteria se divide, para transmitir esta
informacion a la descendencia. La replicacion y la transcripcion del ADN se realizan en varias
fases con la participacion de diferentes enzimas y sustratos, ademas del ADN molde, que
constituyen dianas para la accion de diversos antibiéticos. Dentro de este grupo se incluyen
las rifamicinas y las quinolonas que actlan en enzimas que participan en los procesos de
transcripcion y replicacion. La mayoria de los antibiéticos que actuan sobre el ADN son
bactericidas rapidos y normalmente independientes de la fase de crecimiento bacteriano
(Calvo & Martinez, 2009).

Las quinolonas actian en el ADN cromosOmico bacteriano, uniéndose a algunas de las
topoisomerasas e inhibiendo su accion. Las topoisomerasas son enzimas que participan en el
proceso de sintesis del ADN, por desenrollamientos y enrollamientos del ADN cromosdmico.
En Gramnegativos la topoisomerasa que inhiben principalmente es la ADN-girasa, que tiene
una subunidad A y una subunidad B. La funcibn mas importante de la ADN-girasa es
mantener un nivel de enrollamiento del ADN que facilite el movimiento hacia los complejos
gue se forman en la replicaciéon y la transcripciéon. También libera enrollamientos negativos en
un proceso dependiente de ATP (Drlica & Malik, 2003). En la girasa las quinolonas
interaccionan con aminoacidos de las alfa-hélices cercanas a la tirosina del centro activo, que
estd implicado en la rotura del ADN. Un paso importante en el mecanismo de accion de las
guinolonas es la formacién de un complejo quinolona-enzima-ADN que contiene ADN roto. La
unién de una quinolona a la ADN-girasa provoca un cambio conformacional en el complejo
girasa-ADN causante de la inhibicion de la enzima (Drlica & Muhammad, 2008).

Las rifamicinas Inhiben la sintesis de ARN ribosémico y mensajero al bloquear la subunidad
beta de la ARN polimerasa ADN-dependiente bacteriana codificada por el gen rpoB28. Impide
el inicio del proceso de transcripcion, pero carece de efecto antimicrobiano si la transcripcion
ya se ha iniciado. La rifampicina, derivado semisintético de la rifamicina B, es el antibidtico
representativo de este grupo y tiene actividad bactericida frente a microorganismos Gram
positivos, Neisseria spp., Chlamydia spp. y Mycobacterium spp. (Calvo & Martinez, 2009).
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2.18. Antibidticos que dafian la membrana plasmatica
La membrana citoplasmatica es vital para todas las células, ya que interviene activamente en
los procesos de difusion y transporte activo, y de esta forma controla la composicién del medio
interno celular. Las sustancias que alteran esta estructura modifican la permeabilidad, y
provocan la salida de iones potasio, elementos esenciales para la vida bacteriana, o la
entrada de otros que a altas concentraciones alteran el metabolismo bacteriano normal
(Falagas & Kasiakou, 2005).

Las polimixinas aumentan la permeabilidad de la membrana externa fijando su porcion
catidnica (polipéptido) a la porcion anidnica (lipopolisacérido) de la membrana de las bacterias
Gram negativas. Esta capacidad para fijar el lipopolisacérido pudiera traducirse en un efecto
protector frente al shock inducido por endotoxina (Landman et al., 2008).

2.19. Antibidticos que inhiben la sintesis de la pared celular
La pared celular protege la integridad anatomofisiol6gica de la bacteria y soporta su gran
presibn osm@tica interna (mayor en las bacterias Gram positivas). La ausencia de esta
estructura condicionaria la destruccion del microorganismo, inducida por el elevado gradiente
de osmolaridad que suele existir entre el medio y el citoplasma bacteriano (Dover et al., 2007).

El mecanismo de accion de los betalactamicos consiste en la inhibicion de las fases finales de
la sintesis del peptidoglucano, en la que intervienen activamente las proteinas fijadoras de
penicilina (PBP). Las PBP tienen actividad transpeptidasa, transglucosilasa y carboxipetidasa,
por lo que pueden entrelazar los componentes del peptidoglucano (Garcia de Lomas &
Navarro, 2006).

La vancomicina actla interfiriendo con la sintesis de la pared celular bacteriana, una
estructura rigida situada por fuera de la membrana citoplasmica, esencial para la vida de la
bacteria en medio hipotonico. Existe en todos los grupos bacterianos salvo en los
micoplasmas y esta compuesta basicamente de peptidoglicano, un polimero formado por
cadenas lineales de Nacetil-D-glucosamina y de acido N-acetil muramico. Estas se unen entre
si a través de un péptido de glicina en las bacterias Grampositivas o bien forman directamente
una malla en las bacterias Gramnegativas. La sintesis del peptidoglicano parietal es un
proceso en el que intervienen varias enzimas; la vancomicina interrumpe este proceso
formando un complejo con la porcion D-alanina-D-alanina del péptido precursor y evita su
transferencia hasta la capa de peptidoglicano en formacion bloqueando las reacciones de
transpeptidacion. El bloqueo de la sintesis de peptidoglicano por los glucopéptidos ocurre en
una fase mas temprana que el debido a la accién de las penicilinas por lo que no existe
resistencia cruzada entre estos antibioticos. Vancomicina también puede actuar alterando la
sintesis del ARN y afectando a los protoplastos por alteracién de la permeabilidad de su
membrana citoplasmatica (Canovas et al., 2002).

El incremento de resistencia antibiotica de Escherichia coli se debe a la adquisicion de
diferentes mecanismos moleculares de resistencia mediante mutaciones puntuales a nivel
cromosomico o transferencia horizontal de material genético entre especies relacionadas o
diferentes, facilitada por algunos elementos genéticos tales como los integrones.
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Los mecanismos moleculares de resistencia a antibiéticos mas comunes en E.coli son la
inactivacion enziméatica, alteraciones en el sitio blanco y alteraciones de la permeabilidad

(tabla 5).

Familia de antibi6éticos

Mecanismos de resistencia

Genes implicados

Betalactamicos

Betalactamasas: enzimas
que

se caracterizan por hidrolizar
el enlace amida del nucleo
betalactamico, inactivando de
esta manera el antibiético

Genes que codifican
betalactamasas: blaTEM,
blaSHV, blaCARB, blaOXA,
blaCTX-M y blaGES.

Aminoglucésidos

Mutacién en el sitio de union
del ribosoma
Baja penetracion

aac(3)-1, aac(3)-ll, aac(3)-1l,
aac(3)-IVy aadAl

Quinolonas

Mutaciones puntuales que
generan el cambio de
aminoacidos en la enzima
blanco del

antibiético

Sistemas de expulsion
Presencia de genes

plasmidicos de resistencia
antibiotica

Mutaciones a nivel de gyrA
(gen que codifica una
subunidad de la ADN girasa)
y parC (gen que

codifica una subunidad de la
topoisomerasa V)

AcrAB-like (sistemas
presente en diferentes
enterobacterias).

Familia de genes qnr (A, B,
C, D S) que codifican
proteinas Qnr que impiden la
Union del antibidtico al
blanco.

Gen que codifica la variante
crde la

acetiltransferasa 6’ (AAC (6)-
Ib-cr), capaz de

acetilar fluoroquinolonas

Cloranfenicol

Inactivacion enzimatica por
Acetilacion

Gen cat que codifica a la
enzima cloranfenicol
Acetiltranferasa

Trimetoprim
-Sulfametoxazol

Presencia de genes que
codifican formas mutantes de
la enzima blanco

Genes sull y sul2
(sulfametoxazol) y genes dfr
(trimetoprim)

Tabla 5. Principales mecanismos de resistencia antibidtica estudiados en E. coli (tomada de

Mosquito et al., 2011).
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2.20. Resistencia a antibioticos beta-lactamicos

La hidrolisis enzimética es uno de los principales mecanismos de resistencia hacia beta-
lactdmicos, que es debida a la presencia de enzimas llamadas “beta-lactamasas” que se
caracterizan por hidrolizar el enlace amida del nucleo beta-lactdmico, inactivando de esta
manera el antibiético antes de que genere cualquier efecto (Bush & Jacoby, 2009). Dentro de
las mas de 890 beta-lactamasas que actualmente se han caracterizado, las familias mas
comunes dentro de las enterobacterias son: blaTEM, blaSHV, blaOXA-1 y blaCARB. Las dos
primeras son penicilasas, inhibidas por el &cido clavulanico y que en algunos casos también
tienen accion contra cefalosporinas de tercera generacion. En el caso de blaOXA-1, pertenece
a las penicilasas que se caracterizan por la hidrdlisis de cloxacilina (oxacilina); por su parte
blaCARB se caracteriza por tener penicilasas con accion hidrolitica contra carbenicilina
(Lahey Clinic. 2011).

2.21. Resistencia a antibidticos quinolonas

Entre los mecanismos de resistencia a estos antibiéticos se encuentran las alteraciones en los
blancos de quinolonas, las bombas de expulsién activa y la transferencia de genes de
resistencia plasmidicos (Ruiz, 2003). En las alteraciones en los blancos de quinolonas
mediante una mutacién puntual, hay un cambio en el codén 83 y se codifica otro aminoacido
de manera que se modifica la enzima blanco, con lo que se logra una alta resistencia a
guinolonas como el &cido nalidixico. La alta resistencia hacia fluoroquinolonas, tales como la
ciprofloxacina, se relaciona con mas de una mutacion a nivel de gyrA (normalmente ademas
de la posicién 83 se afecta la posicién 87) o con mutaciones ademas en gyrA a nivel de otros
genes como parC (codones 80 u 84 de manera usual) (Ruiz, 2003). Otro tipo de mecanismos
de resistencia a quinolonas es el relacionado con la transferencia de genes mediante
plasmidos, como es el caso de los genes gnr que codifican a la familia de las proteinas Qnr
(QnrA, QnrB, QnrS, QnrC y QnrD) que se unen a la ADN girasa (gyrA y gyrB) y a la
topoisomerasa IV (parC y parE) disminuyendo la accion de las quinolonas.

La resistencia a fluoroquinolonas, especificamente a ciprofloxacino y norfloxacino, se ha
relacionado con la variante cr de la acetiltransferasa 6’ (AAC (6’)-lbcr), que debido a la
presencia de dos cambios de aminoacidos en los codones 102 y 179, es capaz de acetilar no
solo aminoglucosidos (AAC (6')-lb), sino también algunas fluoroquinolonas (Cattoir &
Nordmann, 2009).

2.22. Resistencia a trimetoprim/sulfametoxazol
Los mecanismos de resistencia a sulfonamidas y a trimetropim mayormente descritos son los
relacionados con la adquisicion de genes alterados mediante elementos maoviles.
En Escherichia coli, la resistencia a trimetoprima-sulfametoxazol a menudo se correlaciona
con la presencia de genes de dihidrofolato reductasa (DHFR) y dihidropteroato sintasa
(DHPS) en integrones ( White et al., 2001 ). En el caso del sulfonamidas se han descrito los
genes sull, sul2 y sul3 relacionados con integrones y que codifican formas mutantes de la

35


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1472-765X.2009.02717.x#b27

enzima dihidropteroato sintasa que no pueden ser inhibidas por el antibiético. Lo mismo
sucede en el caso del trimetropim, se han descritos multiples genes dfr que generan
resistencia antibiotica. El gen sull generalmente se encuentra en el integrén de clase 1 en el
extremo 3', mientras que sul2 generalmente se encuentra en plasmidos pequefios que
pertenecen a la familia IncQ u otro tipo representado por pBP1 (Huovinen et al., 1995).

2.23. Resistencia a aminoglucosidos

La resistencia a los aminoglucosidos puede ser natural o adquirida. Una forma de resistencia
natural es la que se presenta en bacterias anaerobias estrictas, ya que la entrada de los
aminoglucosidos a la célula es un proceso activo que precisa oxigeno. La resistencia
adquirida de una bacteria a los aminoglucésidos puede ser debida a tres mecanismos
distintos: la disminucion de la acumulacion intracelular del antibiotico, las alteraciones de la
diana y la inactivacién enzimatica del antibidtico por parte de enzimas modificadoras de
aminoglucosidos (EMAG) (Acosta et al., 2000).

La disminucién de la acumulacién intracelular del antibiotico puede deberse a alteraciones en
la permeabilidad de la membrana a la hora de la penetracion del antibiético a la célula o a la
presencia de bombas de expulsion activa (Acosta et al., 2000). La disminucion de la
permeabilidad refleja la pérdida de componentes de la cadena respiratoria, pero este
mecanismo reduce a su vez la tasa de crecimiento bacteriano y confiere sélo una resistencia
de bajo nivel (Taber et al., 1987).

Uno de los mecanismos de resistencia agrupa a las alteraciones en la diana del antibidtico,
gue pueden ser debidas a mutaciones puntuales o a metilacion del RNA. Las mutaciones
puntuales ribosomales no afectan a todas las bacterias por igual. La diferencia depende
basicamente de las copias del operon RNA ribosomal que exista en cada especie, asi E. coli
tiene siete copias de ese operon, y la resistencia recién se manifiesta cuando mas del 50% de
los ribosomas estan afectados (Wilson et al., 1973). Existen mas de 50 tipos diferentes de
EMAG que se pueden agrupar en tres tipos segun la reacciébn que catalizan: N-
acetiltransferasas (aac) que catalizan una acetilacion, transfiriendo un grupo acetato desde la
acetilcoenzimaA a un grupo amino del aminoglucésido. O-fosfotransferazas (aad) que
catalizan una fosforilacion, transfiriendo un grupo fosfato desde un ATP a un grupo hidroxilo
del aminoglucésido; y los O-nucleotidiltransferasas (aph) que catalizan una nucleotidilacion,
gue es la transferencia de un nucleétido monofosfato desde un nucleétido trifosfato a un grupo
hidroxilo del aminoglucésido ( Shaw et al., 1993).
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3. ANTECEDENTES

Najafi et al., (2017) realizaron un estudio con 140 cepas de E. coli uropatégenas (UPEC)
colectadas de pacientes con infecciones del tracto urinario en Bushehr, Iran para identificar la
distribucion de islas de patogenicidad (PAI) y factores de virulencia asociados a los grupos
filogenéticos. La presencia de PAI en las cepas de UPEC fueron evaluadas por la técnica de
reaccion en cadena de polimerasa (PCR) multiplex. La isla de patogenicidad mas prevalente
fue PAI IV536 (77.14%), mientras que las islas de patogenicidad menos frecuentes fueron PAI
111536 (13.57%), PAI 11396 (12.86%), y PAI 11536 (12.14%). La PAI 1396 no fue detectada.

Sabaté et al, (2006) en Barcelona desarrollaron dos ensayos para detectar ocho islas de
patogenicidad (PAI), en 50 cepas de E. coli comensales y 100 cepas E. coli uropatégenas
(UPEC), que fueron aisladas de heces de mujeres sanas sin sintomas de infecciones del
tracto urinario, 50 aisladas de pacientes con pielonefritis y 50 de pacientes con sepsis urinaria.
En total, el 40% de las cepas de E. coli comensales y el 93% de las UPEC fueron portadoras
de PAIs. A pesar de esta diferencia, la isla de patogenicidad mas prevalente en ambos grupos
fue PAI IV536 (38% comensal vs. 89% UPEC), seguido de PAI ICFT073 (26% vs. 73%), PAI
ICFTO73 (14% vs. 46%), PAI 11396 (8% vs. 34%), PAI 1536 (8% contra 33%) y PAI 11536) (4%
vs. 20%). PAI 111536 se detect6 solo en UPEC (2%), mientras que PAI 1J96 no se detect6 en
ninguna cepa.

Li et al.,, en 2010 realizaron un estudio de grupos filogenéticos y marcadores de islas de
patogenicidad (PAIl) en cepas de Escherichia coli fecales de pacientes chinos, en donde
reportaron que el 46.8% (103/220) de las cepas portaban islas de patogenicidad. Detectaron
un total de 161 PAIl. La PAI IV536 fue la mas comun (38.2%), seguida de PAI ICFT073
(20.9%), PAI IICFT073 (10.9%), PAI 11536 (1.8%) y PAIl 1536 (1.3%), respectivamente.
Mientras tanto, no se detectaron tres PAI (111536, 1J96 y 11J96).

Saez et al., (2016) caracterizaron la epidemiologia, susceptibilidad antimicrobiana y virulencia
de 84 cepas de E. coli vaginales de mujeres embarazadas de Marruecos y Mozambique.
Observaron niveles bajos de resistencia microbiana para la mayoria de antibioticos
(ampicilina, amoxicilina / acido clavulanico, cefuroxima, cefotaxima, tetraciclina, gentamicina,
acido nalidixico, ciprofloxacina, cloranfenicol) excepto para trimetoprim-sulfametoxazol con el
61% y 12% de cepas resistentes en Mozambique y Marruecos respectivamente.

Anago et al.,, (2015) realizaron un analisis de resistencia a antibidticos en cepas de
Escherichia coli aisladas de infecciones nosocomiales en Cotonou, Benin, que se aislaron de
varias muestras biolégicas, como orina, pus, torunda vaginal, esperma, sangre, liquido
cefalorraquideo y catéter.. El antibidético mas activo fue imipenem (96.4% como tasa de
susceptibilidad), seguido de ceftriaxona (58.3%) y gentamicina (54.8%). Se observaron altas
tasas de resistencia con amoxicilina (92.8%), ampicilina (94%) y trimetoprim / sulfametoxazol
(85.7%).

Ho et al., (2016) investigaron la aparicion y distribucion de las principales metilasas de ARN y
los genes que codifican las enzimas modificadoras de aminoglucosidos (AME) en E. coli
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resistente a aminoglucésidos. Se detecté elevada resistencia a gentamicina, amikacina y
netilmicina en 98.4% (185/188), 19.7% (37/188) y 8.0% (15/188) de las cepas,
respectivamente. También se encontré que 171 cepas (91%) fueron portadoras del gen de
resistencia a aminoglucosidos aac (3) —lI.

Shahbazi et al., (2018) evaluaron la resistencia a los antimicrobianos en cepas UPEC y su
correlacion con los factores de virulencia. Fenotipicamente, el 67.5% de las cepas produjeron
alguna BLEE y fueron resistentes a diferentes clases de antimicrobianos. En total, el 83.3% de
las cepas acarre6 genes ESBL, especialmente bla TEM y bla CTX-M, y 32.5% fue positivo
para los genes de resistencia a quinolona gnrS y gnrB.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general
Identificar la expresion de los genes de resistencia a quinolonas, aminoglucésidos,
sulfametoxazol y trimetoprim en cepas de Escherichia coli vaginales, portadoras de las islas
de patogenicidad PAI ICFT073, PAI IICFT073, PAI 1396 y 11J96.

4.2. Objetivos particulares

Determinar la frecuencia de Escherichia coli en un grupo de mujeres con infecciones
cérvico-vaginales.

Identificar las islas de patogenicidad: PAI ICFT073, PAI IICFT073 y PAI 1J96 en las
cepas cérvico-vaginales de Escherichia coli.

Determinar la expresion de los genes de resistencia a las quinolonas (gnrA, gnrB y
gnrS) en las cepas cepas.

Determinar la expresion del gen de resistencia a trimetoprim (dfrAl), sulfametoxazol
(sull) y aminoglucésidos [aac (3)-I, aac (3)-1l, aac (3)-lll, aac (3)-IV y aadAl] en las
cepas.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Origen de las muestras
En el presente estudio se analizaron 210 cepas con caracteristicas morfologicas y
bioquimicas para E. coli, previamente aisladas de pacientes con infecciones vaginales, con un
rango de edad de 18 a 89 afios. Las cepas fueron aisladas durante el periodo de septiembre
del 2016 a enero del 2017 de las Unidades Médicas Ambulatorias (UMASs) No. 62 y No.64 del
IMSS, ubicadas en el municipio de Tlalnepantla, Estado de México.

5.2. Extraccion del DNA

Las cepas de Escherichia coli fueron sembradas en el medio Muller-Hinton e incubadas a
37°C durante 24 h, posteriormente se realizdé la extraccion de DNA por el método de
ebullicién. Para lo cual, por medio de un asa de siembra estéril, se tomaron varias colonias
gue fueron suspendidas en tubos de rosca de 16x150 mm con 2 mL de agua desionizada
estéril. Los tubos fueron agitados en un voértex durante 20 segundos y se colocaron en bafio
maria (100°C) durante 20 minutos. Posteriormente, las muestras fueron colocadas en hielo
(0°C) por 10 minutos y se centrifugaron a 14,000 rpm por 10 minutos. Se recupero solo el
sobrenadante con el DNA en tubos Eppendorf estériles y fueron almacenados a -20°C hasta
su utilizacién (Paniagua et al., 2007).

5.3. Identificacion de las cepas de Escherichia coli

Las cepas de E. coli fueron identificadas mediante la amplificacion del gen 16S rRNA por PCR
convencional, con los oligonucleétidos wl-3110 (F-AGAGTTTGATCTGGCTCAG) y wl-3111
(R-CCGTCAATTCATTTGAGTTT) (Li et al., 2010; Lane et al., 1985). Para cada ensayo de
PCR se utilizé como control positivo la cepa E. coli ATCC11775. Se utilizé el equipo
comercial Tag DNA Polymerase Master Mix RED que contenia 0.2 u/uL de DNA polimerasa,
amortiguador de reaccion con 4Mm MgClz 'y 0.4 mM de dNTPs (deoxinucledtidos trifosfato).
En la mezcla de reaccion se agregaron 12.5 uL de Taq DNA Polymerase Master Mix RED, 1
uL de cada oligonucleétido (Integrated DNA Technologies; 10 pmol) 3 uL de DNA molde (100
ng) y 2.5 uL de agua libre de nucleasas, para un volumen final de 20 uL. Las condiciones de
amplificacion fueron una desnaturalizacion inicial a 95°C durante 5 minutos, seguido de 30
ciclos con una desnaturalizacién por 30 segundos a 95 °C, alineamiento a 55°C por 1 minuto
y extension a 72°C por 1 minuto. Por Gltimo, la extension se prolongd durante 5 minutos a
72°C.

5.4. Identificacion de Islas de Patogenicidad en las cepas de Escherichia coli _vaginales
Para detectar cuatro de las islas de patogenicidad que han sido descritas en cepas de
Escherichia coli PAI ICFT073, PAI IICFT073, PAI 1J96 y PAI 11396, se realiz6 un PCR
convencional y un PCR multiplex. Con la técnica de PCR convencional se detectdé solo la PAI
IICFTO73; mientras que con la PCR multiplex se detectaron tres islas de patogenicidad: PAI
ICFTO73, PAI 1J96 y PAI 11J96. Los oligonucleétidos utilizados para identificar las islas de
patogenicidad fueron los descritos en la tabla 6.
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Se utilizé el equipo comercial Tag DNA Polymerase Master Mix RED que contenia 0.2 u/uL de
DNA polimerasa, amortiguador de reaccion con 4Mm MgCl2 y 0.4 mM de dNTPs
(deoxinucleétidos trifosfato). Para la mezcla de reaccion del PCR convencional con un
volumen final de 25 uL se agregaron 12.5 uL de Tag DNA Polymerase Master Mix RED, 1 uL
de cada oligonucledtido (Integrated DNA Technologies;10 pmol) 3 uL de DNA molde (100 ng)
y 7.5 puL de agua libre de nucleasas. En la mezcla de reaccion del PCR multiplex con un
volumen final de 25 uL se agregaron 12.5 uL de Tag DNA Polymerase Master Mix RED, 1 uL
de cada oligonucledtido (Integrated DNA Technologies;10 pmol) 3 uL de DNA molde (100 ng)
y 3.5 uL de agua libre de nucleasas.

PAI Nombre del primer = Secuencia (5 a 3") Referencia

ICFTO73 RPAI GGA CAT CCT GT ACAGCG CGCA (Johnson et al.,
RPAf TCG CCACCAATCACAGCGAAC 2000)

ICFTO73 cft073.2Entl ATG GAT GTT GTATCG CGC (Sabaté et al.
cft073.2Ent2 ACG AGC ATG TGG ATC TGC 2006)

1J96 papGlf TCG TGC TCAGGT CCG GAATTT (Johnson et al.,
papGir TGG CAT CCC ACA TTA TCG 2000)

11396 Hlyd GGATCC ATG AAAACATGG TTAATG GG | (Landraud et al.,
Cnf GATATTTTT GTT GCC ATT GGT TAC C 2003)

Tabla 6. Oligonucledtidos utilizados para la deteccion de cuatro islas de patogenicidad en las

cepas de E. coli.

5.5. Electroforesis

Después de la amplificacion del DNA para detectar Escherichia coli y las islas de
patogenicidad PAI ICFT073, PAI IICFT073, PAI 1J96 y PAI I1J96, se analizaron 5 uL de
cada muestra en geles de agarosa al 2% tefiidos con Midori Green (0.3 pL), para la
conduccioén eléctrica se utiliz6 el amortiguador TBE 1X (Tris-borato) bajo las siguientes
condiciones: 120 volts, 94 miliamperes durante 15 minutos. El tamafio de los amplicones se
determiné a partir de la comparacion con el marcador de peso molecular de 100 pb (Ladder).
Los geles fueron visualizados en un transiluminador de luz ultravioleta y digitalizados con el
KODAK, LOGIC 100 (fig. 13) (Paniagua et al., 2007).
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Figura 13. Los amplicones fueron visualizados en el el transiluminador y digitalizados con el
KODAK, LOGIC 100,

5.6._Expresion de los genes de resistencia a antibioticos en cepas vaginales de E. coli

Para promover la expresion de los genes de resistencia a las quinolonas (qgnrb, gnrB, gnrS),
trimetoprim (dfrAl), sulfametoxazol (sull) y aminoglucésidos [aac (3)-I, aac (3)-II, aac (3)-llI,
aac(3)-1V y aadAl] en cepas de E. coli se utiliz6 el método de difusiébn en disco de Kirby-
Bauer (1996). Para lo cual, con un hisopo estéril se tomaron 5 colonias del crecimiento
bacteriano en EMB (Eosina Azul de Metileno) y se inocularon en el agar Muller Hinton (MH)
formando un tapiz. Con pinzas estériles se colocd un sensidisco (Bio-Rad, México) con 12
antibidicos (ampicilina, carbenicilina, cefalotina, nitrofurantoina, trimetoprim & sulfametoxazol,
norfloxacina, ciprofloxacina, netilmicina, gentamicina, cefotaxima, cloranfenicol y amikacina) y
se incubd a 37°C por 24 h. Las cepas se clasificaron como sensibles (S), intermedio (I) o
resistentes (R) de acuerdo con los criterios del diametro de los halos de inhibicion
establecidos por el fabricante (tabla 7). La cepa de E. coli ATCC 25922 fue utilizada como
control para la reproducibilidad del método. Después de la incubacion con una asa estéril se
tomaron varias colonias de las bacterias multirresistentes a los antibidticos (n=11);
guinolonas, trimetoprim ,sulfametoxazol y aminoglucésidos y se depositaron en tubos
eppendorf con 500 uL de PBS (phosphate buffer saline, solucion 1 M NazHPO4-12H20, 1 M
NaH2P0a4-H20), posteriormente los tubos se agitaron en un vortex para homogeneizar y lavar
las células bacterianas y se prepararon suspensiones con 1x10° células/mL de E. coli que
correspondieron a una DO de 0.4 a 600 nm. Los tubos se centrifugaran a 8,000 rpm durante 2
minutos. El sobrenadante se decant6 conservando solo la pastilla para la extraccion del RNA.
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Anibiotico Siglas Concentracion Resistente Intermedio  Sensible

(mcg)

Ampicilina AM 10 <11 12-13 214
Carbenicilina CB 100 <18 19-22 >23
Cefalotina CF 30 <14 15-17 >18
Nitrofurantoina NF 300 <14 15-16 217
Trimetoprim/ SXT 25 <10 11-15 =216
Sulfameoxazol

Norfloxacina NOF 10 <12 13-16 217
Ciprofloxacina CPF 5 <15 16-20 221
Netilmicina NET 30 <12 13-14 215
Gentamicina  GE 10 <12 13-14 =215
Cefotaxima CFX 30 <14 15-22 >23
Cloranfenicol CL 30 <12 13-17 218
Amikacina AK 30 <14 15-16 217

Tabla 7. Pardmetros para la clasificacion de las cepas como resistentes 0 sensibles a los
antibiéticos con base en el diametro de los halos de inhibicién.

5.7. Extraccion de RNA de las cepas CVPEC

La extraccion del RNA bacteriano se realizd con el robot QlAcube (fig.14) y el Minikit RNeasy
(Qiagen; No. del catalogo 74104). Para comenzar con la extraccion del RNA se subministré al
QIAcube con los reactivos y componentes necesarios; en la seccién de reactivos del equipo
se colocaron botellas con 25 mL de amortiguador de pH de lisis RLT que contenia tiocianato
de guanidina (se le agregd un volumen de 10uL /mL de p-mercaptoethanol); RW1
(amortiguador de pH de lavado con etanol); RPE (amortiguador de pH de lavado, antes de
usarse se le adicionaron 4 volumenes de etanol al 96%); agua libre de RNasas y etanol al
96%. También se depositaron los tubos eppendorf con las pastillas bacterianas en la placa de
agitacion y en la posicion “A” se colocé un tubo eppendorf con 2 mL de buffer TE (10Mm Tris-
HCL, 1mM EDTA, pH 8) con 1uL /mL de lisozima. El contenedor se rellen6 con puntas de 1mL
y los contenedores de plastico con los tubos de columna y elucién se depositaron en el interior
de la centrifuga en la posicion correcta. Finalmente se selecciond el protocolo para la
extraccion de RNA con lisis celular.
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Figura 14. Equipo robotizado QlAcube

El QlAcube realizé primero la lisis enziméatica, para lo cual adicioné 100 uL de buffer TE a
cada tubo con la pastilla bacteriana y los incubd en agitacion a 25°C por 5 minutos.
Posteriormente agrego 350 uL del buffer RLT y los agito vigorosamente. Este buffer es
altamente desnaturalizante y contiene tiocinianato de guanidina, lo que inactivd
inmediatamente las RNasas. Finalmente el equipo agrego 350 uL de etanol al 95% y mezclo
suavemente. El etanol creé las condiciones adecuadas para promover la unién selectiva del
RNA a la membrana de silica.

Posteriormente para llevar a cabo la purificacion del RNA total 700 pL del lisado bacteriano
fueron transferidos a una columna contenida en un tubo de 2 mL, centrifugd los tubos a 10
000 xg, lo decantd y conservé soélo la pastilla, en este paso se dié la unién del RNA a la
membrana de silica. Al terminar agregé 700 puL del buffer de lavado RW1 a la columna y
centrifugé a 10 000 xg durante 15 segundos, el liquido de flujo que contenia biomoléculas
gue no son afines a la membrana de silica como proteinas, lipidos y carbohidratos fue
desechado.
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Se adicionaron 500 uL del amortiguador de lavado RPE a los tubos con las columnas para la
eliminacion de los restos de sal, y centrifugé a 10 000 xg por 15 segundos, se descart6 el
liquido de flujo, y nuevamente centrifugd los tubos de columna a 10 000 xg durante 2 minutos,
y desecho el liquido de flujo. Al término el equipo deposité la columna en un tubo colector de 2
mL nuevo y centrifugé a maxima velocidad durante 1 minuto para obtener el RNA. La pureza y
concentracion del RNA se midio utilizando el espectrofotometro Nanodrop 2000 (Thermo
Scientific). Inmediatamente se realizo la reversotranscripcion a cDNA, debido a que el RNA es
muy inestable.

5.8. Reversotranscripcion

El proceso de la reversotranscripcion de RNA a cDNA se llevé a cabo con el kit comercial
QuantiTec Reverse transcription (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante, este
incluyo la eliminacion del DNA gendmico. Para la eliminacion del DNA gendmico, los reactivos
del equipo fueron descongelados a temperatura ambiente (15-25°C). Para la mezcla de
reaccion se agregaron 2 uL (gDNA Wipeout buffer 7X) a un tubo eppendorf de 0.2 mL, 5 uL
de RNA templado (5 pg) y 7uL de agua libre de RNasa. Para obtener una mezcla de reaccion
con un volumen final de 14 ulL. Los tubos fueron incubados a 42°C por 2 minutos e
inmediatamente se colocaron en hielo.

Una vez eliminado el DNA gendmico, para la reversotranscripcion se preparé una mezcla de
reaccion con todos los componentes necesarios para la sintesis de la primera cadena de
cDNA. Para un volumen final de 20 uL se agregaron los componentes descritos en la tabla 8
en un tubo eppendorf de 0.2 mL.

Componente Volumen (uL)

Quantiscrip Reverse TTranscritasa 1

(contiene inhibidor de RNasa)

Quantiscrip RT buffer (incluye Mg 4
2+ y dNTPs)

RT primer mix 1
RNA templado (obtenido de la 14

reaccion anterior)

Tabla 8. preparacion de la mezcla de reaccion para la reversotranscripcion.

Después de homogeneizar el contenido de los tubos, se colocaron en hielo hasta que fueron
incubados a 42°C por 15 minutos. Para inactivar la transcriptasa reversa, los tubos fueron
incubados a 95°C durante 3 minutos. La concentracion de cDNA fue medida con el
espectrofotometro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific). EI cDNA fue almacenado a -20°C
hasta su uilizacion para PCR en tiempo real.
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5.9. Determinacion de la expresion de los genes de resistencia a los antibidticos en las
cepas de E. coli por PCR en tiempo real

Los oligonucledtidos utilizados para identificar los genes de resistencia a las quinolonas (gnrb,
gnrB, gnr), trimetoprim (dfrAl), sulfametoxazol (sull) y aminoglucésidos [aac (3)-I, aac (3)-l,
aac (3)-lll, aac (3)-1V y aadAl] fueron los que se muestran en la tabla 9. Para determinar la
expresion de los diferentes genes de resistencia a antibioticos se utilizé el equipo de PCR en
Tiempo Real Corbette® (Rotor Gene) utilizando el KIT SYBRGREEN (Qiagen). Para un
volumen final de 13.5 uL de la mezcla de reaccion, se agregaron 6.25 uL de Tagq DNA
Polymerase Master Mix Red, 1 uL de cada par de oligonucle6tido, 1 uL de DNA molde y 4.25
uL de agua libre de RNasas. Las condiciones de amplificacion fueron desnaturalizacion inicial
de 95°C por 15 minutos, y 40 ciclos de; desnaturalizacion a 95°C por 20 segundos,
alineamiento 55°C por 30 segundos Yy extension de 72°C por 30 segundos. En cada corrida
de PCR en Tiempo Real se utilizaron los genes RPO y ARCA como controles internos
(house keeping) y se incluy6é una curva de calibracién del control positivo (cDNA de cepas
portadoras de cada gen) y un NTC (control sin DNA molde). La curva de calibracion se
prepard con diluciones seriadas de 100, 200 y 300 ng, ademas se obtuvé la melting point
(punto de fusién) en cada ensayo. El equipo de PCR en tiempo real determiné el nimero de
copias del DNAc para que la sefal alcanzara un nivel de fluorescencia llamado threshold
cycle o “ciclo umbral” el cual fue determinado automaticamente por el software del equipo.
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Antibiético Gen Secuencia 5'- 3' Taman Referencia

(pb)
Quinolonas gnrA (F)ATTTCTCACGCCAGGATTTG 516
(R)IGATCGGCAAAGGTTAGGTCA
gnrB (F)JGATCGTGAAAGCCAGAAAGG 469
(R)ACGATGCCTGGTAGTTGTCC Warz‘%g; al,
anrS (F)ACGACATTCGTCAACTGCAA 417
(R)TAAATTGGCACCCTGTAGGC
Aminoglucésido aac(3)-I (F)ACCTACTCCCAACATCAGCC 169
s (R)ATATAGATCTCACTACGCGC
aac(3)-Il (F)ACTGTGATGGGATACGCGTC 237
(R)ICTCCGTCAGCGTTTCAGCTA
aac(3)-l  (F)ACAAGAACGTGGTCCGCTA 185 Van et al.,
(R)ACAGGTAAGCATCCGCATC 2008
aac(3)-IV  (F)TTCAGGATGGCAAGTTGGT 286
(R)TCATCTCGTTCTCCGCTCAT
aadAl (F)TATCCAGCTAAGCGCGAACT 447
(R)ATTTGCCGACTACCTTGGTc
Trimetoprim dfrAl (F)IGGAGTGCCAAAGGTGAACAG 367 Toro et al.,
C 2005
(R)IGAGGCGAAGTCTTGGGTAAA
AA
sulfametoxazol sull (F)TTCGGCATTCTGAATCTCAC 822 Van et al.,
(R)ATGATCTAACCCTCGGTCTC 2008

Tabla 9. Oligonucleétidos utilizados para la deteccibn de genes de resistencia a los

antibiéticos en las cepas de E. coli.
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6. RESULTADOS

Escherichia coli fue identificada por PCR convencional en el 95.2% (n=200) (fig 15) de las
pacientes con infeccion cérvico-vaginal atendidas en las Unidades de Medicina Familiar
(UMF) No. 62 y No.64; se encontré que el rango de edad entre 40 y 59 afios fue el mas
recurrente en infecciones ceérvico-vaginales con un (40.5%), seguido por el de 20 a 39 afios

(30.5 %), en el 2% (n=4) de las pacientes restantes no se registro la edad (fig.16).

Figura 15. Identificacién de E. coli mediante amplificacion del gen 16sRNA. Carriles 1-3y 6,7
cepas positivas (amplicn de 919 pb); carril 4, control positivo (E. coli ATCC 25922); carril 5,
MWM (100 pb); carril 8, control negativo (sin DNA molde).
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Figura 16. Recurrencia de infecciones cérvico-vaginales de las pacientes por rango de edad.
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6.1. Islas de patogenicidad

Se encontrd que el 48.5% (n=81) de las cepas de CVPEC present6 al menos una de las PAIls
estudiadas. Las PAls mas frecuentes entre las cepas de Escherichia coli cervico-vaginal
fueron PAI ICFT073 (39.5%), seguida por PAI IICFT073 (9%) (Tabla 10, fig. 17), mientras que
las islas PAI 1J96 y PAI 11J96 no fueron detectadas en las cepas estudiadas. El tamafio de las
islas de patogenicidad fue determinado a partir de la comparacion con el marcador de peso
molecular de 100 pb. El 10% de las cepas (n=8) presentd la combinacidén simultanea de PAI
ICFT073 y PAI IICFTO73.

PAI Numero de cepas Porcentaje
ICFTO73 79 39.5
ICFTO73 18 9

1J96 0 0

11396 0 0

Asociacion de PAls
ICFTO73 / ICFTO73 7 3.5

Tabla 10. Porcentaje de islas de patogenicidad en cepas de E. coli cérvico-vaginales
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Figura 17. Deteccion por PCR convencional de las islas de patogenicidad en cepas de E. coli
cérvico-vaginal. (A) PAI ICFT073 (930 pb) y (B) PAI IICFT073 (400 pb). Linea 1-4 y 6, cepas
positivas. Linea 5 MWM (100 pb). Linea 7, control positivo (cepa de E. coli del cepario del lab.
clin. portadora de las PAIs). Linea 8, control negativo (sin DNA molde).

6.2. Deteccion de la expresion de genes de resistencia a los antibidticos en las cepas de
CVPEC
Se establecié la frecuencia de expresiéon de 10 genes de resistencia a los antibiéticos:

guinolonas (gnrb, gnrB, gnrS), trimetoprim (dfrAl), sulfametoxazol (sull) y aminoglucosidos
[aac (3)-I, aac (3)-II, aac (3)-1ll, aac (3)-IV y aadAl] en cepas de E. coli cérvico-vaginales. El
gen de resistencia a los antibioticos expresado méas frecuentemente fue aac (3)-ll
(gentamicina) con el 90% (n=10), seguido por gnrB (quinolonas) con el 81% (n=9) y aadAl
con el 63% (n=7) (fig.18, 19). Algunos genes de resistencia a los antibiéticos presentaron

cierto patron de asociacion en su expresion (tabla 11).
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Figura 18. Expresion de genes de resistencia a antibiéticos en las cepas de E. coli.

No. de Patron No. de cepas | %
patron (n=11)

1 aac(3)-IV/ gnrA [ aac(3)-l / aac(3)-2 2 18.1
2 gnrA /qnrB 3 27.2
3 gnrB / aac(3)-ll 4 36.3
4 aac(3)-lll / aadAl 2 18.1

Tabla 11. Patrones de expresion de genes de resistencia a los antibibticos
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Figura 19. (A) Deteccion de la expresion del gen aac (3)-1l de resistencia aminoglucdsidos,
gen gnrB de resistencia a quinolonas (B) y del gen aadAl (C) en las cepas de E. coli por PCR
en tiempo real, utilizando el kit Rotor Gene SYBR Green PCR (Qiagen). La lectura se realiz6
en el canal verde. Control positivo (cepa portadora del gen). NTC (control no templado).

Control interno (House keeping; RPO).

54



7. DISCUSION

7.1. Infecciones cérvico-vaginales
Una de las causas mas frecuentes de las visitas ginecoldgica es la presencia de flujo vaginal

anormal, entendiendo por flujo a toda pérdida no hematica proveniente del cérvix; se sabe que
el flujo puede ser de origen fisioldégico también llamado leucorrea fisiologica por ser de color
blanquecino y se constituye por células descamadas del epitelio vaginal cervical, ademas de
microbiota bacteriana, agua, electrolitos, y sustancias quimicas, se caracteriza por ser de
color blanca, sin olor de consistencia acuosa y con predileccion en las zonas declives de la
vagina. La descarga vaginal anormal o también llamada leucorrea patoldgica frecuentemente
se asocia a infecciones vaginales (Sanchez et al., 2013). En el presente estudio se analizaron
210 muestras previamente aisladas de pacientes diagnosticadas con infecciones cérvico-
vaginales, en un rango de edad de entre 18 y 89 afios. Escherichia coli fue identificada por
PCR convencional en el 95.2% (n=200) de las pacientes con infeccion cérvico-vaginal (figura
15). Este resultado coincide con lo descrito por Saez et al., (2016), que sefalan a
Escherichia coli como uno de los principales factores etiolégicos de las infecciones cérvico-
vaginales. Las cepas de Escherichia coli fueron aisladas en su mayoria de mujeres entre 40 y
59 afos de edad (40.5%) y entre 20 y 30 afios de edad (30.5%) (fig. 16) lo que coincide con lo
descrito por Gonzalez et al., (2007), quienes mencionan que las infecciones cérvico-vaginales
son una de las principales causas de consulta en las clinicas de primer nivel de atencion
médica, principalmente en mujeres en edad reproductiva. El hecho de que se haya aislado E.
coli con mayor frecuencia de las mujeres mayores de 40 afios puede deberse a que durante la
premenopausia y menopausia existen cambios hormonales que podrian favorecer el

incremento de las infecciones vaginales.

7.2. 1slas de patogenicidad
Las bacterias patdégenas son definidas como microorganismos capaces de causar una

enfermedad (Méthot & Alizon, 2014). En la mayoria de los casos, la patogenicidad involucra la
expresion de un gran numero de productos génicos (Finlay & Falkow, 1989). En la célula se
deben expresar los genes cuyos productos son requeridos para los procesos fisiolégicos

basicos, pero ademas, otras clases de genes relacionados con la virulencia, que se
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encuentran sélo en cepas patdgenas, y sus productos juegan un rol especifico en el proceso
patdgeno (Fernandez et al., 2004).

Las cepas de E. coli extraintestinales pueden albergar varios factores de virulencia, tales
como adhesinas, fimbrias, hemolisina y sistemas de adquisicion de hierro que pueden
contribuir a la patogénesis bacteriana. Estos genes generalmente se encuentran en islas de
patogenicidad (PAIs) (Schmidt et al., 2004). Cada PAI alberga distintos factores de virulencia,
aunque algunos pueden coincidir en mas de una PAI. Una misma cepa de E. coli puede
albergar diversas PAI. Las islas de patogenicidad son adquiridas mediante la transferencia
horizontal de genes por bacteriéfagos, plasmidos o transposones (Ejrnaes et al, 2011). En el
presente estudio se realizé la deteccion de cuatro islas de patogenicidad que han sido
descritas en cepas de Escherichia coli; PAI ICFT073, PAIIICFT073, PAI1J96 y PAI 11J96
(tabla 10). Se encontr6 que el 48.5% (n=81) del total de las cepas de CVPEC aisladas,
presentd al menos uno de las cuatro PAI estudiadas. La isla de patogenicidad mas
frecuentemente encontrada fue PAI ICFT073 (39.5 %) (fig.17), lo que coincide con estudios
realizados previamente (Sabaté et al., 2006; Li et al, 2010), donde sefalan que PAI ICFT073
es la segunda isla méas frecuente después de PAI IV(536). La isla de patogenicidad ICFT073
porta los genes pap, sfa y hly que codifican para adhesinas, toxinas y hemolisinas (Debra et
al.,, 1998), que facilita a las bacterias la diseminacién y colonizacibn de nuevos sitios
anatomicos de su hospedero. La PAI IICFT073 fue encontrada en el 9% (n= 18; Tabla 10, fig.
17), mientras que las islas PAI 1J96 y PAI 11396 no fueron detectadas en las cepas estudiadas,
lo cual contrasta con lo descrito por Bingen et al., (2002), realizado en cepas de E. coli
productora de urosepsis, quienes describieron que la PAI IV 536 fue detectada en el 92% de
las cepas, PAI Il J96 en el 24% y PAI | CFT073 en el 19%, mientras que PAI Il CFT073 no se
estudié. La PAI 1396 no ha sido detectada en ninguna de las cepas de E. coli de los estudios
previos (Bingen et al., 2002; Sabaté et al, 2006; Li et al., 2010; Najafi et al., 2017).

7.3. Deteccion de genes de resistencia a los antibioticos
En los ultimos afios el tratamiento de las infecciones por cepas de E. coli se ha complicado

debido a la seleccién de cepas multirresistentes a varios grupos de antibiéticos (Ochoa et al.,
2016), situacion a la que ha contribuido el hombre por el uso indiscriminado de los

antimicrobianos, tanto para uso humano, como veterinario y agricola. La resistencia
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bacteriana a los antimicrobianos es actualmente un serio problema de salud, que disminuye
las alternativas de tratamiento de las infecciones (Girard et al., 2003). La resistencia a los
antibidticos puede ser adquirida mediante la adquisicion de DNA por transferencia horizontal o
por mutaciones puntuales de los genes cromosomicos. La transferencia horizontal tiene un
papel central en la diseminacion de genes de resistencia a los antibioticos (Blair et al., 2015).
En este estudio se estableci6é la frecuencia de 10 genes de resistencia a los antibioticos:
qguinolonas (gnrb, gnrB, gnrS), trimetoprim (dfrAl), sulfametoxazol (sull) y aminoglucosidos

[aac (3)-I, aac (3)-1l, aac (3)-Ill, aac (3)-IV y aadAl] en cepas de E. coli cérvico-vaginales.

7.4. _Genes de resistencia a aminoglucésidos

El gen de resistencia a los aminoglucésidos expresado con mas frecuencia entre las cepas de
E. coli fue aac (3)-I (90%, figura 18) que coincide con el 91% de deteccidn descrito por Hoy
colaboradores (2016) en cepas de E. coli de origen sanguineo; mientras que el otro gen de
resistencia a aminoglucésidos (aadAl) se expresé en el 63%. Se ha descrito que el gen aac
(3)-Il codifica para una adeniltransferasa que es la clase mas comun de enzimas nucleotidil-
transferasa y le confiere resistencia bacteriana a estreptomicina, espectinomicina (Ramirez &
Tolmasky, 2010), tobramicina, netilmicina, gentamicina y dibekacina (Shaw et al., 1993). Los
genes aac (3)-1, aac (3)-1ll y aac (3)-IV fueron expresados soOlo en el 18% de las cepas
estudiadas, todos pertenecen al grupo resistencia a los aminoglucosidos (fig.17 y 18 A).

7.5. Genes de resistencia a guinolonas

Entre los mecanismos de resistencia a estos antibiéticos se encuentran las alteraciones en los
blancos de quinolonas, las bombas de expulsion activa y la transferencia de genes de
resistencia plasmidicos (Ruiz, 2003). El gen de resistencia a las quinolonas gnrB fue el
segundo gen de resistencia expresado con mas frecuencia entre las cepas estudiadas con un
81% (n=9), mientras que gnrA se expreso en el 36% (n=4) y qnrS no fue expresado, lo cual
discrepa de lo reportado por Shahbazi et al. (2018), donde el 32.5% de las cepas fue
positiva para los genes de resistencia a quinolona gnrS y gnrB.

7.6. Genes de resistencia a trimetoprim y sulfametoxazol

En Escherichia coli, la resistencia a trimetoprim-sulfametoxazol a menudo se asocia con la
presencia de genes de dihidrofolato reductasa (DHFR) y dihidropteroato sintasa (DHPS) en
integrones (White et al., 2001). En el caso de las sulfonamidas se han descrito los genes
sull, sul2 y sul3 relacionados con integrones que codifican formas mutantes de la enzima
dihidropteroato sintasa que no pueden ser inhibidas por el antibiético. Lo mismo sucede en el
caso del trimetropim, donde se han descrito multiples alelos del gen dfr que generan
resistencia. Los genes dfrA y sull, de resistencia a trimetoprim y sulfametoxazol
respectivamente, fueron expresados en el 18% de las cepas (figura 17), que es semejante al
12% de deteccidn reportado por Séez et al. (2016) para trimetoprim-sulfametoxazol en cepas
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de E. coli aisladas en Marruecos y contrasta con el 61% detectado en cepas en Mozambique
y con el 85.7% descrito por Anago et al. (2015) en cepas bacterianas.

Los resultados obtenidos en este estudio ponen de manifisto por un lado la elevada expresion
de genes de resistencia a antibiéticos en las cepas de E. coli vaginales, sobre todo
considerando las diferentes combinaciones de asociacion de la expresion entre las cepas
(tabla 11), lo que refleja que es indispensable que se disefien programas de monitoreo de la
resistencia bacteriana a los antimicrobianos con el propdsito de mejorar las alternativas de
tratamiento de las infecciones vaginales por E. coli. Por otro lado, la presencia de dos islas de
patogenicidad en las cepas estudiadas indica de manera indirecta la presencia de genes de
virulencia que podrian, en determinado momento, agudizar los procesos infecciosos.
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8. CONCLUSIONES

e Las infecciones cérvico-vaginales de las pacientes estudiadas se encontraron
asociadas principalmente a Escherichia coli.

e Laisla de patogenicidad identificada con mayor frecuencia en las cepas de Escherichia
coli fue PAIICFTO73 que acarrea genes que codifican para adhesinas y toxinas.

e La mayoria de las cepas vaginales de E. coli expresaron los genes de resistencia a
aminoglucésios y quinolonas.

e La presencia en las cepas de Escherichia coli de las PAIs ICFT073 y IICFT073 que
acarrean diferentes factores de virulencia, sumado a la expresién de multiples genes de
resistencia a los antibioticos, pueden ser factores importantes para la agudeza y

cronicidad de las infecciones vaginales.
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