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RESUMEN

Los aislados de Escherichia coli (E. coli) que causan enfermedad fuera del
intestino son llamadas E. coli extraintestinales (EXPEC) e incluyen la E. coli
patdgena aviar (APEC) y la E. coli uropatégena humana (UPEC) causantes
de colibacilosis en aves e infecciones del tracto urinario (ITU) en humanos,
respectivamente. Las ExXPEC comparten algunas caracteristicas como;
serotipo, grupos filogenéticos y genes de virulencia, sin embargo, no se
ha aclarado su relacién como patégenos. El objetivo de la investigacién es
conocer en los aislados de APEC y UPEC sus caracteristicas fenotipicas de
invadir células epiteliales cultivadas, capacidad de formar biopelicula,
portacién de plasmidos, susceptibilidad a los antimicrobianos asi como,
analizar la similitud genética entre dichos aislados. Para esto, se
estudiaron 35 cepas APEC y 19 de UPEC aisladas de ITU-recurrentes, se
utilizé el ensayo de invasividad de proteccién a gentamicina en células
epiteliales HEp-2, la formacién de biopelicula se determiné mediante
tincién con cristal violeta en microplaca, los plasmidos se aislaron por el
método de lisis alcalina, la susceptibilidad a los antimicrobianos se evalué
mediante el método de difusién en agar y la relacién genética mediante
RAPD-PCR. Los resultados mostraron que la mayoria (90%) de los aislados
de UPEC invadieron las células infectadas, mientras que en los aislados de
APEC solo el 42.8% resultaron invasivos. La mayoria de los APEC (97%)
produjeron biopelicula, en contraste con 68% en UPEC. Todos los aislados
UPEC contienen pldsmidos grandes (mayor de 45 Kb) mientras que en
APEC algunos aislados no los presentaron. En general los UPEC resultaron
mas resistentes a los antimicrobianos que los aislados APEC. La
caracterizacion molecular mostré elevada diversidad genética entre los
aislados y no se diferenciaron respecto a su origen ya sea APEC o UPEC.
Conclusion: identificamos diferencias entre ambos grupos como, la
resistencia a los antimicrobianos y la formacién de biopelicula, sin
embargo, también encontramos similitudes; como el fenotipo invasivo y
la portaciéon de plasmidos de gran tamafo, lo que sugiere que algunos

aislados puedan colonizar o infectar tanto a humanos como aves.



ABSTRACT

Escherichia coli (E. coli) isolates that cause disease outside the gut are
called Extraintestinal Pathogenic E. coli (EXPEC) and include Avian
Pathogenic E. coli (APEC) and Human Uropathogenic E. coli (UPEC) that
cause colibacillosis in birds and urinary tract infections (ITU) in humans,
respectively. The EXPEC share some characteristics such as; serotype,
phylogenetic groups, and virulence genes, however, their relationship as
pathogens has not been clarified. The objective of the research is to know
in the APEC and UPEC isolates its phenotypic characteristics of invading
cultured epithelial cells, ability to form biofilm, carrying plasmids,
susceptibility to antimicrobials as well as analyzing the genetic similarity
between these isolates. For this, 35 APEC strains and 19 UPEC strains
isolated from recurrent UTI were studied, the gentamicin protection assay
was carry out in HEp-2 epithelial cells, the formation of biofilm was
determined by staining with crystal violet in a microplate, plasmids were
isolated by the alkaline lysis method, the susceptibility to antimicrobials
was evaluated by the agar diffusion method and the genetic relationship
by RAPD-PCR. The results showed that the majority (90%) of the UPEC
isolates invaded the infected cells, while in the APEC isolates only 42.8%
were invasive. Most of the APEC (97%) produced biofilm, in contrast to
68% in UPEC. All UPEC isolates contain large plasmids (greater than 45 Kb)
whereas in APEC some isolates did not present them. In general, UPEC
were more resistant to antimicrobials than APEC isolates. The molecular
characterization showed high genetic diversity among the isolates and
they did not differ with respect to their origin, either APEC or UPEC.
Conclusion: we identified differences between both groups, such as
resistance to antimicrobials and biofilm formation, however, we also
found similarities; such as the invasive phenotype and the carrying of
large plasmids, suggesting that some isolates can colonize or infect both

humans and birds.
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INTRODUCCION

Generalidades

Escherichia coli (E. coli) es un bacilo gramnegativo de la familia de las
enterobacterias, en su mayoria moévil, anaerobio facultativo, que se
encuentra en el tracto gastrointestinal (TGI) de humanos, animales de
sangre caliente y reptiles (Tenaillon et al. 2010).

Sistema de resistencia acida

Para colonizar el TGlI, la bacteria necesita sobrevivir al pH acido (2 a 3)
durante el paso por el estbmago después de su ingestidon para llegar al
intestino (Hersh et al. 1996). E. coli tiene tres sistemas de resistencia al
acido, uno dependiente del sistema oxidativo, dos dependientes de
aminoacidos (arginina y acido glutamico), (Castanié - Cornet et al.1999).
El primero requiere de la RNA polimerasa de fase estacionaria Sigma S
(rpoS) y del receptor de AMP ciclico y se reprime en presencia de glucosa.
Los otros dos sistemas se activan en presencia de glucosa y estan
conformados por descarboxilasas especificas de cada aminoacido
(glutamato o arginina) y un anti-transportador. El sistema dependiente de
acido glutamico es el mas potente de los dos. En este sistema, el acido
glutdmico es descarboxilado por una de las descarboxilasas,
bioquimicamente indistinguibles entre si, que se encuentran codificadas
por los genes gadA y gadB (De Biase et al. 1999). Ambas descarboxilasas
(GADs) catalizan la descarboxilacién irreversible de &cido glutamico
produciendo acido gamma-amino butirico (GABA) y diéxido de carbono. El
anti-transportador GadC (integrado a membrana) exporta el GABA al
exterior en intercambio por otro sustrato mantenimiento asi el pH neutro
(Capitani et al. 2003). Los genes gadB y gadC se co-transcriben mientras
gue gadA forma parte de un operdn diferente en el cual se encuentra
también el activador del sistema gad (gadX). El gadA y gadX se localiza en
la isla de capacidad acidica (acid fitness island [AFl por sus siglas en
inglés]), una regién que se encuentra Unicamente en E. coli y en Shigella.
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Este elemento genético se transfirié horizontalmente y fue la etapa inicial
para su evolucién como microorganismo entérico (Bergholz et al. 2007);
ahora el bacilo presenta estos genes por duplicacién y no por
transferencia horizontal debido a que no se encuentra en otras especies
relacionadas (Ej. Salmonella spp.) (Lin et al. 1995). Es por esto que la
amplificacion de gadA en cepas bacterianas se considera como prueba de
identificacién en E. coli.

Clasificacion

E. coli puede ser clasificadas en tres grupos principales: comensales, las
cuales coexisten con el huésped sin causar enfermedad; patdgenas
intestinales (diarreogénicas) y patdégenas extraintestinales (EXPEC)
(Russo et al. 2000). Estas ultimas se encuentran comunmente en el
intestino de humanos sin causar dano aparentemente, y pueden
diseminarse e infectar otros érganos, como el tracto urinario (E. coli
uropatégena, UPEC), las meninges (E. coli meningitis neonatal, NMEC) e
incluso pueden causar septicemia (E. coli asociada a septicemia, SEPEC);
en aves, infectan la cavidad celdmica, el aparato respiratorio, o pueden
causar infecciones localizadas en la piel (E. coli patégena aviar, APEC)
(Johnson et al. 2002; Smith et al. 2007).

UPEC, asociada a ITU recurrentes

Las infecciones del tracto urinario (ITUs) se encuentran entre las
enfermedades infecciosas bacterianas mas comunes en la practica clinica
y representan una morbilidad significativa y altos costos de tratamiento.
UPEC es el patégeno predominante y causa el 80 - 90 % de las infecciones
urinarias (IU) adquiridas en la comunidad y el 30 - 50 % de las IU
nosocomiales. Las infecciones del tracto urinario recurrentes (ITUr) se
informan en el 25% de las mujeres dentro de los 6 meses posteriores a un
episodio agudo de ITU (Ejrnaes, 2011). La ITU se diagnostican con la
presencia de dos o mas sintomas clinicos como disuria, incremento en la

frecuencia o urgencia para orinar, piuria, hematuria y se propone hasta un
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crecimiento bajo de 100 UFC de UPEC / mL en el cultivo de orina (Chu y
Lowder, 2018). UPEC posee factores accesorios a virulencia (FAV) tales
como: genes relacionados con los sistemas de captacién al hierro (iroN,
irn2, iuc), adhesinas (fim, afal, sfa, iha, tsh, papC y papGl, 1l y lll),
protectinas (KpsMT, ompT e iss) y genes que codifican a toxinas (cnfl,
hlyA, set astA, vat, usp y cva/cvi) (Paniagua Contreras et al. 2017). Estos
FAV contribuyen a UPEC colonizar e invadir al hospedero, persistir
mediante la formacién de biopelicula, evasién de la respuesta inmune,
dafo tisular, ascenso por la vejiga y el rindn que ocasiona cistitis y
pielonefritis, ademas de sobrevivir intracelularmente en las células de la

vejiga (Donnenberg et al. 1996).

APEC, asociada a infeccidn del saco vitelino

Investigaciones seroldgicas han sugerido que en adiciéon a una fuente
endémica de infeccién, cepas APEC pueden ser introducidas con los
pollitos. Esta posibilidad ha sido confirmada por el aislamiento de APEC en
pollitos recién nacidos y de desechos en las incubadoras. La transmisién
de APEC por medio del huevo es comun a través de la contaminacién fecal
del cascarén del huevo recién puesto con subsecuente invasién a través
del cascardn, otra fuente de contaminacién de huevo es la infeccion del
ovario y salpingitis. Si no hay muerte de embrién, se presenta la infeccién
del saco vitelino que es responsable de la mayoria de las muertes en
pollitos en un rango de 5 - 10%, pero en brotes graves de la forma aguda,
esta puede ser casi del 53.5%, afectando a las aves durante los primeros
3 dias después del nacimiento, pero también puede ocurrir hasta los 10
dias de edad (Olsen et al. 2012a). Las cepas APEC se aislan entre el 0.5 -
0.6 % de huevos de gallinas sanas (Vandekerchove et al. 2004).

Los aislados APEC presentan una serie de factores de virulencia,
codificados en el cromosoma bacteriano o en el DNA plasmidico, que no
siempre poseen las cepas comensales (Ewers et al. 2004; McPeakes et al.
2005; Dziva, Stevens; 2008). La virulencia de E. coli es multifactorial, es
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decir, depende de la accién combinada de numerosos genes de virulencia
(Ewers et al. 2014; Rodriguez Sieck et al. 2005).

Con base en estudios realizados en aves, E. coli se elimina por via fecal (1
x 106 UFC/gramo) y son capaces de diseminarse ampliamente mediante la
formacién de aerosoles, picoteo entre aves o la inhalacién del polvo (8 x
105 UFC/gramo) a partir de las heces y adherirse a las células del epitelio
del tracto respiratorio superior mediante las fimbrias F1, inicidandose la
colonizacién bacteriana (Kemmett et al. 2013; Mellata et al. 2013). En las
aves, las zonas de intercambio de oxigeno son en los pulmones ya que la
barrera existente entre la regidn capilar aérea y la sangre es
extremadamente fina, APEC mediante sus FAV atraviesa al torrente
sanguineo y se produce la diseminacién y colonizacién hacia los érganos
internos (Dziva y Stevens, 2008; Kemmett et al. 2013). A pesar de que las
vias respiratorias se consideran la principal via de infecciéon, también se
han descrito otras vias como son la oral o la via ascendente desde la
cloaca al oviducto (Nolan et al. 2013). Ademas, la transmisién de APEC
entre pollos puede aumentar la presencia de pollos colonizados por APEC,
y asi aumentar la frecuencia de transmisién de APEC en productos de
aves de corral. La contaminacién fecal de las canales de aves de corral
durante el sacrificio, incluida la ruptura del aparato digestivo durante el
procesamiento, es probable una fuente importante de contaminacién de
carne con APEC (Ewers et al. 2009; Delicato et al. 2003; Johnson et al.
2009). Tales microorganismos se podrian transmitir a los humanos a
través del consumo de carne o huevo debido a la contaminacién cruzada
durante la preparaciéon de alimentos, contaminacién de las manos a la
boca por el preparador de alimentos, o el contacto directo entre humanos
y animales (Bélanger et al. 2011).

Estudios epidemioldgicos han documentado la presencia de EXxPEC,
definida por criterios moleculares en el intestino de aves sanas y en carne
de aves de corral, algunas cepas han sido genéticamente similares a las
responsables de infecciones humanas (Ewers et al. 2009; Manges et al.
2012; Delicato et al. 2003). Basandose en el andlisis epidemiolégico y el
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mecanismo molecular, se sospecha que los animales productores de
alimentos son una fuente de bacterias capaces de causar infecciones en
el humano (Bélanger et al. 2011). Sin embargo, la frecuencia con las que
los seres humanos adquieren EXPEC a través del consumo o el manejo de
alimentos contaminados con EXPEC, que colonizan intestinalmente y
posteriormente desarrollar la infeccién en sitios extraintestinales, es
indefinido.

Jonhson JR et al. (2006) demostraron perfiles de electroforesis (en geles
de campos pulsados) casi idénticos entre aislados de pollos y humanos.
Sin embargo, se necesita estudios adicionales para establecer que las
EXPEC se transfieren de animales a seres humanos a través de carne

contaminada y para definir la frecuencia de dicha transferencia.

Similitud entre APEC y UPEC

Los diferentes patotipos de E. coli tienden a ser grupos clonales
caracterizados por antigenos comunes tanto de superficie (antigeno O,
gue es parte de los lipopolisacaridos de la membrana exterior) como de
flagelo (flagelina o antigeno H) que definen serogrupos (antigeno O) o
serotipos (antigeno O y H) especifico (Ochman y Selander 1984; Kaper et
al. 2004). Algunas clasificaciones utilizan también al antigeno K
(polisacarido capsular acido), (Orskov et al. 1977). Se piensa que tanto las
cepas enteropatogénicas como las extraintestinales evolucionaron a
partir de la adquisicién de blogues de genes en cepas con un fondo
filogenético permisivo. Estos genes generalmente se originaron en
organismos no relacionados y se movieron a E. coli via transferencia
horizontal mediada por elementos genéticos mdviles tales como islas de
patogenicidad, plasmidos y bacteriéfagos (Da Silva et al. 2017).

Tanto en APEC como en UPEC se ha identificado una gran variedad de
serogrupos comunes (01, 02, 04, 06, 07, 08, 011, 015, 016, 018, 019,
021, 023, 025, 036, 073, 075, 077, 082, 083, 086, 0109, 0112y 0117)
(Bonacorsi et al. 2000; Oelschlaeger et al. 2002; Bullen et al. 2005).
Ademas de que comparten un conjunto de genes de virulencia (fimA, fimC,
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iroD, iroN, iucA, iucD, iss, ompA, vat ) para colonizar e invadir al
hospedero, tales adhesinas, toxinas, envoltura de polisacarido,
protectinas, y sistemas de adquisicién de hierro; asi como patrones
similares de enfermedad y antecedentes filogenéticos, por lo anterior se
especula que APEC posee un potencial zoondtico (Johnson et al. 2008;
Mora et al. 2012; Moulin - Schouleur et al. 2006; Ronco et al. 2017). La
principal fuente de infeccién es a través de los alimentos contaminados
por EXPEC que llegan a los humanos y causan enfermedad (Johnson et al.
2006; Johnson et al. 2007; Johnson et al. 2009; Manges et al. 2007); los
aislados EXPEC se han identificado en carne refrigerada de res y cerdo,
colectados en diferentes puntos de ventas y en mayor frecuencia en
productos avicolas (carne y huevo) (Hannah et al. 2009; Johnson et al.
2005; Johnson et al. 2003; Johnson et al. 2009; Vincent et al. 2010;
Bergeron et al. 2012). Existen controversias en cuanto si los aislados
EXPEC son iguales o diferentes, debido a que hay estudios que
encuentran aislados APEC que no se pudieron distinguir de los aislados
EXPEC humanos e incluso los aislados APEC de carne de pollo son
genéticamente relacionadas con los aislados humanos con ITUs (Johnson
et al. 1991; Bergeron et al. 2012) y por lo contrario existen reportes que
muestran que los aislados EXPEC humanos son claramente diferentes de
los aislados APEC (Graziani et al. 2009) y que el consumo de carne de
pollo o el contacto con pollos no correlaciona con la colonizaciéon de E. coli
resistente a los quimioterapeduticos (Sannes et al. 2008). Sin embargo, se
han encontrado aislados APEC serotipo 018:K1:H7 como potencial
patégeno de humano debido a que pueden causar meningitis en modelos
de ratas (Moulin - Schouleur et al. 2006), por otro lado, los aislados EXPEC
de humanos pueden causar colibacilosis aviar de manera similar como lo
hacen las APEC, esto sugiere que estas cepas EXPEC no son hospedero
especificas (Moulin Schouleur et al. 2007). Ademas hay una relacion
genética entre los aislados de APEC y UPEC (Kaper et al. 2004; Moulin
Schouleur et al. 2006; Ron et al. 2006). La secuenciacidn genética de
APEC 01:K1:H7 revela que comparte una fuerte similitud con UPEC vy las
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otras cepas extraintestinales del 95.5 % de su genoma (Johnson et al.
2007). Lo que representa que las cepas APEC tienen un posible riesgo
zoonético (Johnson et al. 1991; Zhao et al. 2009). Aungue muchas de las
cepas ExXPEC poseen factores de virulencia que sugieren un huésped o
sindrome patogénico especifico, los genotipos de virulencia y serotipos de
algunas cepas APEC se entrecruzan de manera substancial con las cepas
humanas UPEC y NMEC (Johnson et al. 2008; Johnson et al. 2007; Johnson
et al. 2012).

Factores accesorios a virulencia

Adhesion e invasion

La adherencia e invasién de las células del huésped, es un paso
importante en la patogenia de muchas bacterias y contribuye a la
colonizacién, persistencia y diseminacion de un patégeno en el hospedero
(Meyer et al. 1997; Antao et al. 2009). La adhesién ocurre a menudo por
apéndices de superficie llamados fimbrias. Los aislados de E. coli aviar
comunmente expresan la fimbria tipo 1 y fimbria curli (La Ragione et al.
2000). Los aislados UPEC expresan principalmente la fimbria tipo 1 y la
fimbrias tipo P. La fimbria tipo 1 se une a los residuos D-manosa y es
importante para la adherencia a células de pollo por cepas de E. coli de
serogrupos 01 y 02 (Bahrani-Mougeot et al. 2002; Khan et al. 2007;
Boudeau et al. 2001). La fimbria P confiere hemaglutinacién ya que
reconocen al receptor a-D-galactopiranosil-(1-4) B-D-galactopiranosido
gue se expresa en los rinones y eritrocitos humanos. Las fimbrias curli son
fimbrias de superficie agregativa, asociadas con la adhesién a tejido de
pollo y también se ha reportado que media la invasién a células
eucariotas (Gophna et al. 2001) y son codificadas por el grupo de genes
csg, los cuales son expresadas por muchos aislados patégenos de E. coli
incluyendo a las de colisepticemia aviar (Provence - Curtiss; 1992), Las
fimbrias de tipo 1 y P de APEC se han reportado como factores
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importantes para la adherencia a las superficies de las células epiteliales
in vitro e in vivo; las fimbrias curli de APEC se ha demostrado in vitro que
se adhiere a fibronectina, lamina, plasmindgeno, proteinas activadoras de
plasmindgeno y colageno tipo 1 (La Ragione et al. 2000). Con respecto a
la expresiéon de varias adhesinas por APEC durante el proceso de infeccion,
podria aumentar la colonizacién de diferentes sitios extraintestinales e
incluyendo el tracto gastrointestinal (Stordeur et al. 2002).

Una enfermedad invasiva de pollos es caracterizada por la internalizacion
de las bacterias en los sacos aéreos, torrente sanguineo y érganos vitales
(Yerushalmi et al. 1990), aunque se piensa que las fimbrias curli no son
solo las Unicos factores de virulencia en la internalizacién de cepas E. coli
aviar, una posibilidad de aislados E. coli serotipo O78 produce varios
factores de virulencia, incluyendo una adhesina fimbrial de la familia
fimbria S llamada AC/I (Babai et al. 2000) e incluso puede ocurrir un
sinergismo entre dos adhesinas que contribuyan a la invasién y virulencia
(Gophna et al. 2001). En un estudio realizado por Matter et al. (2015)
encontraron un aislado de E. coli SB278/94 en el intestino de un bovino
con signos clinicos de diarrea y peritonitis; mediante PCR se detect6 que
presenta la invasina gimB y que ya ha sido reportado en aislados ExPEC,
con una frecuencia de 9% en UPEC y 24% en APEC (Ewers et al. 2007;
Barbieri et al. 2013) y ademas es adherente (1x107 UFC/mL) e invasivo
(1x104 UFC/mL) en células HelLa, por lo que representa el potencial
zoonético para los humanos y a su vez en el mismo hato, debido a que
hay bovinos clinicamente sanos que pueden estar diseminando estos
aislados. Otra invasina con potencial invasivo e identificado en APEC es la
proteina homdloga Tia de 25 KDa que es codificada en el locus de Tia en
E. coli enterotoxigénica (ETEC) (Fleckenstein et al. 1996). En APEC, el gen
tia es localizado en una isla de patogenicidad de 56 kb llamada PAI |
APEC -01, también contiene el operon pap entre otros factores de virulencia

(Kariwayasam et al. 2006).
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Biopelicula

La biopelicula son comunidades multicelulares dentro de una matriz
extracelular unida a una superficie. La matriz extracelular ayuda a resistir
a los cambios ambientales y evitar las defensas del hospedero (Beloin et
al. 2008; Branda et al. 2005). La formacién de biopelicula, es importante
para la colonizacién de UPEC (Tenke et al. 2012) ya que proporciona a las
bacterias resistencia contra los detergentes, antibidticos y elementos de
defensa del hospedero, la contribucién de la biopelicula es importante en
la persistencia bacteriana dentro del tracto genitourinario (Berry et al.
2009). La formacién de biopelicula también permite que las bacterias
persistan en superficies de productos avicolas tales como carne cruda y
huevo (Mitchell et al. 2014).

Plasmidos

Generalmente, los aislados APEC poseen plasmidos grandes transmisibles
y comunmente se comparten entre los aislados ExPEC humanos. Estos
elementos poseen un grupo de genes (iutA, sitA, RepFIB, hlyF, ompT,
etsAB, iss e iroN) asociados a una regién conservada de virulencia
codificada en plasmidos y son esenciales para la virulencia de APEC, los
cuales también estan presentes en UPEC (Tivendale et al. 2010; Ewers et
al. 2007). Interesantemente, la presencia de plasmidos grandes se ha
observado en perfiles de plasmidos obtenidos de aislados UPEC en
pacientes con ITU-recurrentes (Molina Lépez et al. 2011). Se ha
identificado que los plasmidos de APEC contribuye a la habilidad de E. coli
para crecer en orina humana, causar ITU en modelo de ratén (Skyberg et
al. 2006), meningitis en ratas (Johnson et al. 2010).

En la carne de pollo se aisla E. coli en un alto nivel y estos aislados son
resistentes a uno o mas farmacos comparado con otras carnes (Manges y
Johnson, 2012). En todo el mundo con el incremento de consumo de carne
de pollo, podria haber contribuido a la resistencia a antibiéticos en ExPEC
y la emergencia de infecciones por EXPEC en humanos (Pitout, 2012).

EXPEC emerge como un importante reservorio de resistencia a la primera
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linea de antibidticos que incluye betalactamicos, cefalosporinas,
fluoroquinolonas e inhibidores de folatos. Por ejemplo, UPEC es
frecuentemente resistente a fluoroquinolonas y trimetoprima con
sulfametoxazol que son farmacos que se recetan en casos de cistitis no
complicadas (Gupta et al. 2011). En la industria avicola los antibioticos
han sido empleados en la prevencién y tratamientos de enfermedades,
como promotor de crecimiento; en casos de colibacilosis los tratamientos
con farmacos es mediante el empleo de tetraciclinas, fluoroquinolonas y
sulfonamidas como uso primario contra E. coli, lo que explicaria los
niveles altos de resistencia en los aislados APEC con estos antibiéticos
(Zhao et al. 2005).

La resistencia a los antibidticos tiene el potencial de convertirse en uno de
los mayores problemas de nuestra generacién, dado el aumento cada vez
mayor de las cepas bacterianas, los cuales son cada vez menos y menos
sensibles a los tratamientos existentes. Tanto en la medicina humana
como en la veterinaria la seleccion y diseminacién de bacterias
resistentes a los antibiéticos va en aumento y el consumo de alimentos
gue transfieran E. coli resistentes podria ser un problema de salud publica.
Las cepas de APEC aisladas de pollos son a menudo altamente resistentes
a los antimicrobianos, especialmente a tetraciclina, fluoroquinolonas,
estreptomicina y sulfonamidas. La resistencia mediada por plasmidos es
comun y se transmite por via horizontal, por lo que hay una preocupacion
sobre la propagaciéon de plasmidos transmisibles que codifican para
betalactamasas de espectro extendido. La resistencia a fluoroquinolonas
es generalmente alta, sin embargo se ha reportado niveles medios de
resistencia a ciprofloxacina en diversos paises. E. coli comensal de aves
de corral tiene patrones similares de resistencia pero a frecuencias bajas
(Vidotto et al. 1990). En UPEC humana, el aumento en la resistencia se ha
acumulado en afos, en la ciudad de México se encontré una resistencia
muy alta principalmente a trimetoprima con sulfametoxazol (SXT) que
excede el 50%, mientras que en fluoroquinolonas y cefalosporinas fue del
55 y 10-15%, respectivamente (Molina Lépez et al. 2011).
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ANTECEDENTES

La habilidad de APEC para causar enfermedad en mamiferos no ha sido
aclarada y desafortunadamente, hay pocos estudios en los que se ha
investigado la capacidad de las APEC de infectar células humanas (in vivo
o in vitro). En un estudio se demostré que una cepa APEC serogrupo O1,
filogenéticamente relacionada con ExPEC humanas y teniendo multiples
factores de virulencia, es menos virulenta que una cepa UPEC en un
modelo de sepsis de ratén y fue incapaz de causar bacteremia o
meningitis en ratas neonatales (Johnson et al. 2012).

Rosario CC et al. (2004) identificaron cepas portadoras de los genes ipaH,
cdt y eae, aisladas a partir de aves con infeccién de saco vitelino (ISV),
estos genes codifican para el fenotipo invasivo relacionado con las cepas
enteroinvasivas (EIEC) de humanos, la toxina citoletal distencionante y
para la proteina intimina, respectivamente.

La cepa de E. coli aviar (SEP13), aislada de higado y causante de
septicemia en parvadas de pollos de Brazil, presenta 5 plasmidos de
tamafo conocido (2.7; 4.7; 43; 56 y 88 Mda), ademdas muestra un patrén
adherente e invasivo en células HEp-2; pero al realizar ensayos de
mutagénesis en el plasmido grande de 88 Mda con el transposon TnphoA
(gen fosfatasa alcalina) se pierde el fenotipo invasivo (Stehling et al. 2008)
por lo que sugiere que este plasmido puede ser importante en la
virulencia de esta cepa de E. coli aviar.

En otro estudio trabajaron con 50 cepas APEC, conformada por 11 cepas
de pollitos con onfalitis (O), 24 cepas de aves adultas con septicemia (S) y
15 cepas de aves con sindrome de cabeza hinchada (H) fueron
comparadas con 30 cepas comensales (C) de pollos sanos, en su
capacidad de adhesién e invasion en tres lineas celulares (HelLa, HEp-2 y
en células de cultivo primario de rinén-KPCC de embriones de pollo); los
resultados mostraron que todas las cepas S y H son adherentes a las

células probadas, con excepcién a las cepas de O; en cuanto al ensayo de
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invasidn realizado en presencia o ausencia de D-manosa, demostré que
solo seis cepas tuvieron la capacidad de ser invasivas, lo que corresponde
alcepas, 2cepas Cy 3 H. Las cepas comensales invadieron células
HEp-2 en ausencia de D-manosa, mientras que las dos cepas de cabeza
hinchada invadieron en HeLa y HEp-2 en ausencia de D-manosa. La cepa
septicémica invadié los tres tipos de lineas celulares con presencia o
ausencia de D-manosa (Dias da Silveira et al. 2002).
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JUSTIFICACION

Hay muy poca informaciéon sobre si las cepas APEC son capaces de
adherirse e invadir células epiteliales humanas de la misma forma que lo

hacen las cepas UPEC.

Las cepas APEC comunmente contienen pldsmidos grandes
(Rodriguez-Siek et al. 2005b; Barnes et al. 2008; Johnson et al. 2008a),
mientras que las UPEC tradicionalmente no se han reportado como
portadoras de plasmidos grandes (Rodriguez-Siek et al. 2005a), sin
embargo, recientemente se han detectado plasmidos grandes en las
cepas UPEC, especialmente en Ilas cepas multiresistentes a los
antimicrobianos. Debido a la falta de estudios de estos plasmidos grandes
en las cepas UPEC se desconoce su origen, o si estos tienen alguna
semejanza o relacién con los plasmidos presentes en las cepas APEC. Se
reporta que algunas cepas UPEC presentan pldsmidos conjugativos
grandes (*45 Kb) y que podrian transferirse entre ambos grupos (APEC y
UPEC), también se ha observado un aumento de resistencia a los
antimicrobianos tanto en las cepas APEC como en las UPEC.
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HIPOTESIS

A pesar de que los aislados de E. coli son de diferente origen, de humanos
y aves estos muestran ciertas similitudes en cuanto a su capacidad para
invadir células epiteliales, formar biopelicula, su patrén de resistencia a
los antimicrobianos y la portaciéon de plasmidos grandes. Ademas, habra
una estrecha relacién genética entre los aislados de E. coli aviares y de

ITU-recurrentes en humano.
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OBJETIVOS

a) Objetivo General

Comparar los aislados de E. coli implicados en ITU-recurrentes vy

colibacilosis aviar en su habilidad de invadir células epiteliales humanas,

formar biopelicula, presentar plasmidos y la susceptibilidad a los

antimicrobianos. Asi como, analizar la similitud genética entre dichos

aislados para conocer si son poblaciones iguales o diferentes.

b) Objetivos especificos

1.

Confirmar la identidad de los aislados previamente
caracterizadas como E. coli mediante la deteccion del gen gadA.
Determinar en los aislados de E. coli su capacidad de invadir
células epiteliales HEp-2 de origen humano.

Determinar en los aislados la capacidad de formar biopelicula.
Determinar la presencia de plasmidos en los aislados APEC y
UPEC.

Determinar la resistencia de los distintos aislados a diversos
antimicrobianos de uso animal y humano.

Caracterizar mediante RAPD-PCR la relacion genética entre los
aislados APEC y UPEC.
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MATERIAL Y METODOS

Coleccion de aislados bacterianos

Se utilizaron 54 aislados de E. coli patégena extraintestinal, que incluye
19 aislados UPEC de pacientes ambulatorios con sintomas clinicos de
infeccion aguda no complicada del tracto urinario provenientes de
diferentes hospitales de la ciudad de México (Molina Lépez et al. 2011), y
35 aislados APEC implicados en infecciones del saco vitelino de granjas
productoras de pollo de engorda, de los estados de Querétaro y
Guanajuato (Del Rio Avila et al. 2016), las cuales fueron donadas por la
Dra. Cecilia Rosario Cortés del Departamento de Medicina y Zootecnia de
Aves de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM. En el
presente trabajo se considera una ITU-recurrente cuando se han
presentado al menos dos episodios de ITU (diagnosticado por cultivo de
orina) en los Ultimos seis meses o tres episodios en los Ultimos 12 meses
(Foxman 2003; Scholes et al, 2000). Para el criterio de inclusién se
seleccionaron los casos de pacientes ambulatorios que hayan tenido al
menos una ITU (comprobado por cultivo de orina en el laboratorio) en los
ultimos seis meses y que nuevamente acuden al hospital por tener
sintomatologia de ITU, sin restriccién de edad, ni haber tomado terapia
con antibiéticos (antes de un mes), siempre y cuando sean personas
aparentemente sanas que cumplan con la sintomatologia de ITU
diagnosticada por los médicos. Los aislados se resembraron en TSA y
MacConkey para verificar la pureza de las muestras. Se utilizé como
control negativo la cepa de referencia S. Typhimurium ATIC 14579,
Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzdalez. Posteriormente, se
almacenaron a -70°C, en caldo Luria Bertani (LB) con glicerol al 50 %.
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Identificacion molecular de aislados de E. coli

Todos los aislados se identificaron molecularmente mediante el ensayo
de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) usando un par de
oligonucledtidos: sentido: 5'-ACCTGCGTTGCGTAAATA-3’ y antisentido
5'-GGGCGGAGAAGTTGATG-3' que amplifican un fragmento del gen de
glutamato descarboxilasa A (gadA) de 670 pb (McDaniels et al. 1996) con
una especificidad entre 95 - 99 % (Rice et al. 1993; Tsoraeva et al. 2005),
aungque también se puede amplificar Shigella sonnei y S. flexneri que
estadn genéticamente relacionadas con E. coli, el perfil bioquimico (citrato
de Christensen, acetato de sodio y mucato de sodio) las discrimina
(Edwards, 1999; Freier et al. 1976). Cada 25 pL de la reaccién de PCR
contenia 2.5 pL de solucién amortiguadora de PCR 10X (100 mM Tris-HClI,
pH 8.4 y 500 mM KCI), 0.3 pL de 50 mM MqgClz, 0.5 uL de 10 mM
deoxinucleétidos trifosfatados, 1 uL de ambos oligonucleétidos (solucién
madre, 20 mM), 0.3 pyL (5 U uL-1) de Taq DNA polimerasa (Invitrogen), 2 uL
de templado de DNA extraido por el método de ebullicion, y 17.4 uL de
agua destilada estéril. Después de la desnaturalizacién a 94°C por 4
minutos, las muestras se sometieron a 30 ciclos de 94°C por 1 minuto,
58°C por 1 minuto, y 72°C por 1 minuto, con una extensién final de 5
minutos a 72°C. Las muestras se visualizaron en electroforesis, con un gel

de agarosa al 1.0 % (peso/ volumen) y se tifnd con bromuro de etidio.

Cultivo celular

Para los ensayos de adherencia e invasividad in vitro, se utilizaron células
epiteliales humanas HEp-2 provenientes de carcinoma laringeo. Las
células HEp-2 se cultivaron en botellas de 250 mL (Nunc, Inc.) en medio
de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (Laboratorios In vitro S.A.
ciudad de México) suplementado con L-glutamina y con 10% de suero
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fetal de bovino (SFB), previamente inactivado (GIBCO) y una mezcla de
estreptomicina-penicilina al 1% (in vitro S.A.). Los cultivos celulares se
mantuvieron en incubacién a 372C en una atmosfera de 3% de CO», se les
cambié el medio cada 72 horas y se realizaron pases cuando alcanzaron

el 80 % de confluencia.

Ensayo de adherencia

Para los ensayos de adherencia se utilizo la linea celular HEp-2 de acuerdo
con el método descrito por Eaves-Pyles et al. (2008). Se sembraron 3 x
105 células por mililitro en cada pozo de la placa (microplaca de 24 pozos,
Nunc, Denmarck), la cual se incubd por 24 horas a 37°C con 3% de CO>
para formar una monocapa celular a 80% de confluencia. Mientras tanto
las bacterias se cultivaron en tubos de 1 mL de medio LB a 37°C durante
toda la noche. Al siguiente dia, el cultivo bacteriano se diluy6 1:100 en
medio DMEM sin antibiético, sin suero y se incubd por una hora adicional a
37°C. Antes de infectar las células HEp-2, se les cambio el medio por 1 mL
de medio DMEM sin antibiético. A cada pozo conteniendo la monocapa de
cultivo celular se le agreg6 20 pL de suspensién bacteriana (1 x 107 UFC) y
se incubd por 3 horas a 37°C con 3 % de CO2. Se incluyé un control
negativo (cepa E. coli K-12, no adherente a células HEp-2) y un control
positivo (cepa E2348/69, cepa adherente a células HEp-2). Para
cuantificar la adherencia de las cepas de E. coli, las células infectadas se
lavaron tres veces con PBS estéril para remover las bacterias que
guedaron en suspension sin haberse adherido a la monocapa celular.
Posteriormente, las células se desprendieron de la superficie y se lisaron
durante 10 minutos a temperatura ambiente con 200 uL de Triton X-100
(Merck) al 0.1% en PBS. Las bacterias adherentes se recuperaron y se
cuantificaron por plaqueo de diluciones seriadas (1:1000 y 1:10000) en
placas de agar MacConkey, las cuales se incubaron a 37°C durante toda la
noche y las colonias bacterianas se contaron para su analisis estadistico.
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Ensayo de invasividad

Para determinar la capacidad invasiva de las cepas de E. coli, se
infectaron células HEp-2 de la misma forma que se explicé en el ensayo
de adherencia. Los ensayos de invasividad se realizaron en pozos en
paralelo con los del ensayo de adherencia. Transcurrido el tiempo de tres
horas de infeccién, las células se lavaron tres veces con PBS y se
incubaron por 1 hora mas a 37 °C con 3 % de CO2 en medio DMEM fresco
suplementado con 100 pg/mL de gentamicina (in vitro S.A.) con la
finalidad de eliminar a las bacterias que no se internalizaron en las células
epiteliales. Después de las 4 horas totales de incubacién, las células se
lavaron tres veces con PBS, y se lisaron con Tritén X-100 al 0.1% en PBS,
posteriormente se realizé la evaluacidon de las bacterias intracelulares de
la misma manera que se evaluaron en el ensayo de adherencia. El ensayo
se realizd por duplicado y se realizaron en dos experimentos
independientes. Los resultados se expresaron como el porcentaje de
invasion del nimero de bacterias intracelulares (UFC) con respecto al
ndmero de bacterias adheridas a la monocapa celular.

Ensayo de formacion de biopelicula

El ensayo de formaciéon de biopelicula se realizé en placas de 96 pozos
(Costar®) utilizando un método descrito anteriormente (O'Toole y Kolter
1999, Wang et al. 2011). Previo al ensayo, los aislados se cultivaron en
caldo Luria Bertani (triptona 10 g, extracto de levadura 5 g, NaCl 10 g
para 1 L) hasta la fase estacionaria a 37°C y después se diluyeron 1/100
en medio minimo M9 (K;HPO4 10.5 g, KH2PO4 4.5 g, (NH4)2S04 1.0 g,
citrato de sodio 0.5 g y triptona 0.06 g en 1 L, suplementado con 20% de
glucosa y 0.1 mM de MgS04) (Miller, 1972). Se dispensaron alicuotas de
200 ul por pozo en la placa. Se utilizé un pozo como control negativo que

contenia medio de cultivo sin bacterias. Los cultivos se mantuvieron en
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las placas aerébicamente sin agitacién a 37°C durante 48 horas. El medio
de las placas se separd por aspiracién, y las placas se lavaron tres veces
con PBS estéril (NaCl 8g, KCI 0.2g, Na2HPO4 1.44g, KH2PO4 0.249g/1 L) pH
7.4. Las microplacas se tifleron con 200 pL de cristal violeta al 0.1 %
(peso/volumen) durante 30 minutos, posteriormente se lavaron tres
veces con PBS para eliminar el colorante no adherido a la biopelicula, y se
dejé secar a temperatura ambiente durante 1 hora. Después del secado,
el colorante se solubilizé con 200 uL de la solucién alcohol-acetona (80:20
v/v). Posteriormente, se midié la absorbancia a 570 nm en el equipo de
inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA) lector (Epoch Biotek
espectrofotdmetro de placas de microtitulaciéon, programa N5). Todas las
pruebas se realizaron por triplicado en dos estudios independientes,
finalmente los resultados obtenidos se promediaron y se establecié un
punto de corte para cuantificar a los aislados que no formaron biopelicula
de aqguellos que si son formadores y de éstos a su vez clasificarlos en tres
categorias (débil, moderado y fuerte) de formacién de biopelicula
mediante la técnica estadistica descrita por Stepanovic et al. 2004. Los
aislados se clasificaron en:

No formadoras: La densidad 6ptica (DO) de la proteina de la biopelicula
producida por el aislado se encuentra por debajo del punto de corte
establecido (DO = 0.163)

Formadores débiles: La DO de la biopelicula producida por el aislado que
se encuentra entre el punto de corte y el valor de DO correspondiente al
doble del mismo (0.163 < DO = 0.326).

Formadores moderados: La DO de la biopelicula producida por el aislado
gue se encuentra entre el doble del valor del punto de corte y el valor de
DO correspondiente al cuadruple del mismo (0.326 < DO = 0.650).
Formadores fuertes: La DO de la biopelicula producida por el aislado se
encuentra por encima del cuadruple del valor del punto de corte (0.650 =
DO).
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Ensayo de perfil plasmidico

Se utilizaron dos metodologias para extraer plasmidos: lisis alcalina y el
método de Eckhardt para plasmidos grandes.

a) Lisis alcalina

Para lisis alcalina se utilizaron cultivos bacterianos a mediana escala (10 -
20 mL) mediante tratamientos de lisis alcalina (Sambrook et al. 1989). Se
inoculé una colonia de los aislados de APEC o UPEC en 10 mL de caldo LB,
se incubd entre 16 y 18 horas a 37°C con agitacion vigorosa 160 rpm
(New BrunswickTM Excella® E24).

Posteriormente, se centrifugd a 17 000 X g, por 30 segundos a 4°C en la
microcentrifuga de mesa (Sigma 1-15 K). Se removié el sobrenadante por
decantacién, dejando la pastilla de bacterias lo mas seco posible. Se
resuspendié la pastilla de bacterias en 200 pL de solucién | [glucosa
50mM, Tris-Cl 25 mM (pH 8.0), EDTA 10 mM (pH 8.0)] conservada en hielo,
y se agitd vigorosamente en vortex. Posteriormente, se afladié 400 pL de
la solucién Il (20 uL NaOH 10 N + 100 pL SDS 10% para 1 mL), preparada
al momento. Se cerré el tubo y se mezclé el contenido invirtiéndolo
rapidamente 5 veces. No se utilizé el vértex para no romper el DNA
plasmidico. El tubo se mantuvo en hielo durante 5 minutos. Después de
ello, se agreg6 300 pL de solucién lll (CH3COONa 3M, pH 5.2) almacenada
en hielo, se cerré el tubo y se dispersé la solucién a través del lisado
viscoso de bacterias invirtiéndolo varias veces y se colocé el tubo en hielo
durante 5 minutos. En seguida se centrifugé el lisado bacteriano a 17 000
X g por 5 minutos a 4°C. El sobrenadante se trasladé a un tubo nuevo y se
afadié un volumen igual de fenol-cloroformo, y se centrifugé 10 minutos
a 17 000 X g a 4°C. Se transfirid la capa superior acuosa a un tubo nuevo.
Posteriormente, se afiadié 2 volimenes de etanol (850 pL) y se mezclé la
soluciéon en vértex dejando reposar la mezcla por 2 minutos a
temperatura ambiente. Los acidos nucleicos se colectaron por

centrifugacién a 17 000 X g por 10 minutos a 4°C, se removid el
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sobrenadante por aspiracién suave y el tubo se colocé en posicién
invertida sobre una toalla de papel para permitir la salida de todo el
remanente de alcohol. Se utilizé una punta para remover las gotas
adheridas a las paredes del tubo, después se agregé 1 mL de etanol al 70
% y se invirtid el tubo cerrado varias veces. Se recuperd el DNA
plasmidico por centrifugacién a 17 000 X g por 10 minutos a 4°C. Se
removio todo el sobrenadante por aspiracién suave, teniendo precaucién.
Se removieron los restos de etanol que quedaron en las paredes del tubo,
dejando el tubo abierto durante 10 minutos a temperatura ambiente
hasta que el etanol se volatilizé. Posteriormente, se disolvid el DNA
plasmidico en 50 uL de buffer TE (1M Tris-Cl, pH 7.4 vol. 10 mL, 0.5 M
EDTA pH 8.0 vol. 2 mL) pH 7.4 con 20 ug/mL de RNAsa-A libre de DNAsa
(RNA pancreatica), se mezclé la solucién suavemente en vértex por 10
segundos y se almacend el DNA plasmidico (en solucién) a —20°C. La
obtenciéon de plasmidos se analizé mediante electroforesis en geles de
agarosa de 10 cm al 0.5%, polimerizados y corridos en solucién TAE 1x
(40mM Tris acetato, 1 mM EDTA), 70 V, 47 mA, 3 W, posteriormente se
tiferon con bromuro de etidio y se visualizé con luz ultravioleta en un

transiluminador.

b) Método de Eckhardt

Los plasmidos grandes se aislaron de cultivos bacterianos puros mediante
el método de Eckhardt (Eckhardt, 1978). Cada uno de los aislados APEC o
UPEC se cultivaron 19 horas en 3 mL de medio LB a 37°C con agitacion
constante a 240 rpm (New Brunswick™ Excella® E24). Se utilizd como
control positivo la cepa EPEC E2348/69 que tiene un plasmido estable de
97.28 Kb (Nataro et al. 1985). En una microplaca se coloc6 200 uL de cada
una de las muestras y un blanco conteniendo Unicamente caldo LB sin
bacterias, se midié la poblacién bacteriana de los cultivos mediante
espectrofotometria (JENWAY 6320D) a 620 nm. Para una DO de 0.2 - 0.3
se tomé 1 mL de cultivo, cuando las bacterias crecieron mas de lo

esperado (0.35 - 0.4) se diluyd hasta alcanzar la densidad 6ptica deseada.
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Se centrifugd a 17 000 X g a 4°C (microcentrifuga Sigma 1-15 K), se
eliminé el sobrenadante por aspiracion con una jeringa de insulina. A
partir de aqui todo se trabajé con hielo. Se resuspendié la pastilla en 500
ML de agua estéril, se mezclé hasta resuspender la pastilla, se afadio
suavemente por las paredes del tubo 1 mL de solucién de Sarkosyl 0.3 %
(en TE [Tris 50 mM; EDTA 20 mM] v/v), se centrifugd 5 minutos a 17 000 X
g a 4°C, se extrajo el sobrenadante con la jeringa y la pastilla se
resuspendié en 80 uL de Ficoll al 20% en TE 10:1 v/v, se mezclé y se dejo
en hielo por 15 minutos. Por otro lado, se preparé un gel de agarosa al
0.75% en TBE 1x, se colocé en la cdmara y se agregd TBE 1X hasta que
toco el gel sin cubrir los pozos, se afadié a cada uno de los pozos 30 pL de
SDS 10X en agua destilada con un poco de Xileno cianol. Se corrié el gel a
100 V (25- 30 mA) durante 15 minutos con el polo negativo invertido (para
gue la muestra se desplace hacia arriba) posteriormente, se agregé el
TBE 1X a la cdmara hasta cubrir el gel. Se prepararon alicuotas de 230 pL
de la solucién de lisis que contenia RNAsa 0.4 mg/mL en TE mas 1 mg/mL
de azul de bromofenol. También se preparé una alicuota de 200 uL de
lisozima 10 mg/mL en agua estéril. Se agregd 80 pL de la solucién de
lisozima a la solucién de lisis. De la mezcla final se tomé 20 pL y se agregé
a cada una de las muestras. Se mezclé con cuidado para evitar formar
burbujas y se colocé 10 yL en cada pozo por cada una de las muestras, se
dejé correr a 40 V por 90 minutos a 20°C y después a 100 V durante 8
horas a 8 °C. Se revel6 con solucién de bromuro de etidio y se observé con

luz ultravioleta en un transiluminador (UVP High Performance).
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Prueba de susceptibilidad antimicrobiana

La susceptibilidad antimicrobiana de los aislados se determind por el
método de difusidn en disco Kirbi-Bauer (Bauer et al. 1966), siguiendo los
lineamientos del Instituto de Estadndares Clinicos y de Laboratorio
publicados en 2015 (CLSI, por sus siglas en inglés), y de acuerdo a las
indicaciones de los fabricantes de los sensidiscos comerciales (OXOID,
Inglaterra). Estos fueron seleccionados para representar a diferentes
grupos de antimicrobianos utilizados en la clinica humana y en medicina
veterinaria, tales como: amoxicilina/ &cido clavulanico (20/10 pg),
ampicilina (10 pg), ciprofloxacino (5 pg), ceftazidima (30 pg), gentamicina
(10 pg), trimetoprima/sulfametoxazol (1.25/23.75 pg), enrofloxacina (5
Kg), sulfacloropiridacina/trimetoprima (1.25/23.75 pg), oxitetraciclina (30
Hg), doxiciclina (30 pg) y ceftriaxona (30 ug). La prueba se realizé
preparando una suspensién de la colonia bacteriana pura en solucién
salina fisioldgica con una turbidez de 0.5 del nefelémetro de McFarland
gue corresponde a 1.5 x 108 bacterias/mL. Posteriormente se inoculé la
placa en agar Mueller Hinton con la suspensién estandarizada, se tomo¢ el
inoculd con un hisopo estéril y se sembré por estria continua y cerrada. Se
colocaron sobre la superficie del agar cinco sensidiscos con una distancia
de 15 a 20 mm entre cada uno. Se incubd entre 16-18 horas a 37 °C,
después de este tiempo se realizé la lectura, al medir el diametro del halo
de inhibicion con un vernier para determinar si E. coli era sensible,
resistente o intermedio (ver cuadro 1). E. coli ATCC® 25922 fue usado
como cepa control. Se consideré un aislado multi-resistente (MR) a aquel

gue presenté resistencia a tres 0 mas grupos de antimicrobianos.
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CUADRO 1. Estandares de interpretacion de la zona de diametro
(mm) para cada antimicrobiano en la prueba de susceptibilidad
antimicrobiana para E. coli de acuerdo con el Comité Nacional de
Estandares de Laboratorio Clinico.

Grupo de Antimicrobianos Cddigo Resistent | Intermedio | Sensible
e

Penicilinas -
Betalactamico
amoxicilina / 4cido AMC =13 14-17 =18
clavulanico
ampicilina AMP =13 14-16 =17
Aminoglucésido
gentamicina GEN =12 13-14 =15
Fluoroquinolonas
ciprofloxacino CIP <15 16-20 =21
enrofloxacina EBD <17 18-21 =22
Inhibidores de Folatos
trimetoprima/ SXT <10 11-15 =16
sulfametoxazol
sulfacloropiridacina SCP =10 11-15 =16
Tetraciclinas
oxitetraciclina OXD <14 15-18 =19
doxiciclina DOX <10 11-13 =14
Cefalosporinas
ceftazidima CAZ <17 18-20 =21
ceftriaxona CRO <19 20 - 22 =23
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Extraccion DNA gendmico

Una colonia de E. coli confirmada por PCR convencional fue crecida en 1
mL de caldo LB por 18 horas hasta la fase estacionaria, se centrifugé a 8
000 X g durante 3 minutos (centrifuga Heraeus Biofuge pico), se decanté
el sobrenadante y la pastilla bacteriana se resuspendié en 400 pL de agua
destilada estéril, se centrifugd a 8 000 X g durante 5 minutos, se retiré el
sobrenadante y la pastilla se resuspendié en 200 pL de agua destilada
estéril, los tubos con las muestras se incubaron en hielo durante 5
minutos, posteriormente se pusieron en agua a ebullicién durante 10
minutos, seguido se colocd nuevamente en hielo durante 2 minutos. Las
muestras se centrifugaron a 8000 X g durante 5 minutos, y el
sobrenadante se transfirié en condiciones de esterilidad a un tubo nuevo

y estéril. Se guardé a 4°C hasta su uso.

Amplificacion aleatoria de DNA polimoérfico (RAPD-PCR)

El DNA bacteriano fue extraido por el método de ebullicibn como se
describié anteriormente y se cuantificd por espectrofotometria, se utilizé
100 ng de DNA bacteriano como DNA templado en la reacciéon de
PCR-RAPD (RAPD). Cada 30 pL de la reacciéon contenia 3 uL de 1X buffer
[10X], 1.8 uL de 3 mM MgCI2[50 mM], 0.6 uL de 0.2 mM deoxinucledtidos
trifosfatados [10 mM], 4.5 uL de 30 pmol / uL del oligonucleétido llamado
1247 (concentracién madre, 200 pmol / uL), 0.24 uL de 2U / yL Tag DNA
polimerasa [5 U pL1] (Invitrogen), 5 uL de templado de DNA, y 14.86 uL
de agua des-ionizada estéril. La amplificacién fue realizada en el
termociclador T100™ Thermal cycler (Biorad) y las condiciones de
reacciéon fueron las siguientes: Después de la desnaturalizaciéon a 95°C
por 5 minutos, las muestras se sometieron a 35 ciclos de 95°C por 1
minuto, 58°C por 1 minuto, y 72 °C por 2 minutos, con una extensién final
de 10 minutos a 72°C. Los productos amplificados de PCR se les afadié
7.5 uL de buffer Laemmli 4X y se corrieron en un gel de acrilamida al 10%
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en buffer de electroforesis 1X (tris 3.03, glicina 14.4 g y SDS 1g para 1
litro). Como marcador de peso molecular se utiliz6 DNA Ladder de 100 pb
(FermentasMR). El gel se tifid en solucién de bromuro de etidio (10 uL /100
mL agua) durante 30 minutos y se visualiz6 en un transiluminador de
ultravioleta (UVP High performance). La documentacién del gel se guardé
en formato TIFF para su posterior andlisis.

Analisis RAPD

Los patrones de bandas obtenidos mediante RAPD se analizaron
utilizando el programa GelCompar Il (Applied Maths, Bélgica). El Analisis
de Cluster (grupo clonal) y dendogramas se determinaron mediante la
medicion de similitud con base en una curva de densitometria, método
UPGMA, utilizando la correlacién de Pearson (coeficiente de correlacion en
el momento del producto).

Analisis estadistico

La diferencia en el tamafio de muestra de los aislados fue evaluada
mediante la prueba estadistica de Fisher. Con un valor de significancia
definida con el valor de p < 0.05. Todos los resultados de adhesion e
invasién, produccién de biopelicula de los aislados APEC y UPEC, fueron
analizados en gréficas elaboradas mediante el uso de GraphPad prism
version 6.01
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RESULTADOS
Confirmacion de la identidad de los aislados de E. coli

Se realizé la PCR convencional (templado DNA gendmico) a los 54
aislados (35 APEC y 19 UPEC), se amplific6 un fragmento del gen
constitutivo gadA. Resulté que todas las muestras amplificaron el
producto esperado de 670 pb, por lo que estos resultados confirman que
todos los aislados son de E. coli (Figura 1).

M 1 2 3 4 5 6

1000 pb —

700 pb
500 pb —

Figura 1. Reaccién de PCR para amplificar un fragmento
del gen constitutivo gadA de E. coli obteniendo un
producto de 670 pb. En la figura representativa se
muestra un gel de agarosa al 1% que contiene: M.
Marcador de peso molecular GeneRuler™ 100 pb
(Fermentas); 1. Control (positivo) E .coli DH5 alfa; 2.
Control (negativo) Salmonella spp. 3. Aislado APEC 119; 4.
Aislado APEC 387; 5. Aislado UPEC A8-1; 6. Aislado UPEC
Kiruna.
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Evaluacion de la capacidad de invasidon de los aislados de APEC y
UPEC a células HEP-2

Se realizaron ensayos de invasividad in vitro a los 54 aislados de APEC y
UPEC. El ensayo consistié en infectar, con cada aislado, la monocapa de
células HEp-2, incubarla y exponerla al antibiético gentamicina,
posteriormente recuperar las bacterias del interior de las células y
finalmente cuantificarlas en platos con gelosa Mac Conkey. Unicamente
las bacterias invasivas se mantienen viables debido a que durante el
ensayo la gentamicina no penetra al interior de las células. Las células se
infectaron a una MOI aproximada de 30:1 durante 3 horas para
determinar adherencia e invasividad bacteriana de los aislados. Se
utilizaron como control negativo y positivo de invasividad a las cepas de E.
coli K-12 y UPEC 1162 respectivamente. La eficiencia de invasion (%) fue
calculada dividiendo las UFC adherentes entre las UFC invasivas por 100.
Se encontré que de los 35 aislados APEC, 15 (42.8%) fueron capaces de
internalizarse en células HEp-2, sin embargo, solo 8 de estos resultaron
ser claramente invasivos, su eficiencia de invasividad varié de 0.7% a
2.42% (Figura 2). En el caso de los aislados UPEC la gran mayoria
resultaron invasivos (17 de 19 aislados), casi el 90% invadieron las células
HEp-2 (ver Figura 2). En este grupo el 64.7% de los aislados resultaron
altamente invasivos con una eficiencia de invasividad que va de 0.8% a
3.6% (Figura 2). Una cepa UPEC despegé la monocapa celular, por lo que
no se pudo evaluar el ensayo de invasividad, finalmente solo un aislado

de este grupo resulté negativo en el ensayo de invasividad.
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Eficiencia de invasividad (%)

14

12

10,4
10

Aislados APEC y UPEC
Figura 2. Eficiencia de invasividad de aislados E. coli patégena aviar

(APEC) y uropatégena humana (UPEC) en células HEp-2 mantenidas

en cultivo, expresada en porcentaje.
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Capacidad de formacion de biopelicula

Los resultados muestran que todos los aislados APEC y UPEC produjeron
biopelicula, sin embargo, con distinta capacidad, en los aislados APEC se
observé mayor proporcién de aislados con producciéon de biopelicula
moderada y fuerte, esto es 34 aislados APEC (97%) contra 13 aislados
UPEC (68%). Cuatro aislados de APEC mostraron ser fuertes formadores
de biopelicula y alcanzaron una densidad 6ptica mayor a 1.0, lectura-que
ningun aislado de UPEC alcanzé. 32 % de los aislados de UPEC fueron
débiles formadores de biopelicula en contraste con las APEC que solo 3%

resultaron débiles formadoras (Figura 3).

Formacion de Biopeliculas

1.54
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¥ N

Aislados

Figura 3. Cuantificacién de la formaciéon de biopelicula (mediante el
método de solubilizacion de cristal violeta) de 35 distintos aislados APEC y
19 aislados UPEC en medio M9 incubadas por 48 horas. En circulos y
triangulos: blancos (débiles), grises (moderados) y negros (fuertes)
formadoras de biopelicula.
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Presencia de plasmidos grandes

Se demostro la presencia o ausencia de plasmidos grandes (mayores a 48
kb) en los 54 aislados de APEC y UPEC mediante los métodos de lisis
alcalina y de Eckhardt. Se encontr6 que el 100% de los aislados de UPEC
portaron plasmidos grandes, el tamafio aproximado de los diferentes
plasmidos varié de 80 kb a 130 kb, aproximadamente. Con respecto a los
aislados de APEC el 83% (29 de 35 aislados) de estos presentaron
plasmidos, cuyo tamafo varié de 60 kb a 140 kb (Ver cuadro 2)

Algunos aislados aparentemente presentaron dos o tres plasmidos, de
acuerdo con lo que se observéd, en el gel de agarosa (Figura 4). No se
puede asegurar que cada banda en el gel corresponde a un plasmido, en
algunos casos dos o tres bandas en el mismo carril pueden deberse al
mismo plasmido, pero en diferentes estados de superenrollamiento.

Cuadro 2. Contenido de plasmidos y tamafio (kb) aproximado entre los
aislados APEC y UPEC.

# # aislados tamano
plasmidos | APEC UPEC (kb)

0 6 0 0

1 13 12 80 a 130

2 11 6 60 a 140

3 5 0 70 a 140

4 0 1 70 a 130
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123456 7891011121314151617181920

97.28 Kb

48.5Kb

Figura 4. Perfil plasmidico de los aislados de APEC y UPEC.
Gel de agarosa al 0.5% teflido con bromuro de etidio después de
la electroforesis. Los pldsmidos se aislaron mediante la técnica
de lisis alcalina. De izquierda a derecha, Carril 1: Marcador de
peso molecular (High Range DNA Ladder, Fermentas). Carril 2:
K-12 control (-), Carril 3: EPEC E2348 control (+), Carril 4 al 11:
aislados APEC (119, 183, 208, 213, 234, 210, 138 y 399), Carril
12 al 20: cepas UPEC (14073, 14044, 92, A8-1, 14369, A8-7,
A8-15, A8-35 y Kiruna, respectivamente).

Resistencia antimicrobiana

Se determind la susceptibilidad antimicrobiana de los 54 aislados de APEC
y UPEC. Se observé que los aislados UPEC presentaron mayor resistencia
comparado con APEC. Los dos grupos de aislados respondieron a los
antimicrobianos de una manera diferente, aunque algunas tendencias se
mantuvieron. Se observé que ambos grupos APEC y UPEC tuvieron
aislados con mas del 45 % de resistencia a seis (AMP, CIP, EBD, SCP, SXT,
OXD) de los once antimicrobianos probados, no obstante, en UPEC se
encontr6 mayor porcentaje de estas cepas resistentes (Figura 5);
superando a las APEC por 25% de cepas resistentes en el caso de
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ampicilina. Llama la atenciéon que lo opuesto sucedié con el antibidtico
doxiciclina donde el 66% de los aislados APEC fue resistente, en contraste
con sblo 16% de los aislados de UPEC. Ampicilina fue el antibiético al que
se encontrdé mayor resistencia en ambos grupos, con 100% de resistencia
en UPEC y 74% en APEC. La menor resistencia observada fue en el grupo
APEC y con los antibidticos ceftazidima y gentamicina; con 3% y 6%,
respectivamente. En el caso del grupo UPEC donde se encontré la menor
resistencia fue en cuatro antibiéticos (AMC, DOX, CRO, GEN) con 16 % de
los aislados.

RESISTENCIA ENTRE AISLADOS APEC Y UPEC
100

90- @ UPEC

| APEC
80-

704

604

50- |

40-

304

20-

A1 L1

AMP AMC CIP EBD SCP SXT OXD DOX CAZ CRO GEN
Antimicrobianos

Porcentaje (%)

Figura 5. Porcentaje de resistencia a once diferentes antimicrobianos en
los aislados APEC y UPEC. AMP: ampicilina; AMC: amoxicilina/acido
clavulanico; CIP: ciprofloxacino; EBD: enrofloxacina; SCP:
sulfacloropiridacina/trimetoprima; SXT: trimetoprima/sulfametoxazol;
OXD: oxitetraciclina; DOX: doxiciclina; CAZ: ceftazidima; CRO: ceftriaxona;
GEN: gentamicina.
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Similitud genética entre aislados APEC y UPEC

Se determiné la relacion genética entre aislados APEC y UPEC mediante la
técnica de RAPD-PCR, utilizando el oligonucledtido informativo 1247. A
cada aislado se le obtuvo su huella genémica y las imagenes de los geles
fueron digitalizadas en formato TIFF (Figura 6) y analizadas mediante el
programa GelCompar Il, para la elaboracién de un dendograma (Figura 7).

APEC APEC APEC UPEC UPEC UPEC UPEC
M 171 175 197 A8-28 80 14073 1162

Figura 6. Patrén electroforético obtenido por RAPD - PCR en
gel de poliacrilamida al 10%. Pozo 1: Marcador de peso
molecular 100 pb; pozo 2,3 y 4: aislados APEC, Pozo 5, 6y 7:
aislados UPEC, pozo 8: Control positivo UPEC 1162.

Se pudo obtener mediante RAPD - PCR la huella gendémica de cada uno de
los 54 aislados estudiados, sin embargo, al analizar los datos en el
dendograma formado no se logré diferenciar los aislados APEC de los de
UPEC, puesto que estos se dispersan sin ningln orden aparente,
agrupandolos unos aislados UPEC con APEC y viceversa. Tampoco se
observé una clara relacién genética entre los diferentes aislados.
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1247 1247
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APEC 187
| APEC188
UPEC 53
- APEC 115
| APEC197
APEC 191 gea
APEC 234
’ APEC 387
. UPECAs24
1 upEcAs3
APEC 125

| APEc213
 APEC 190 gea
. UPECAB-28
UPEC 14073
APEC 172
~ APEC 235
. APEC206
UPEC A8-7
UPEC CFT073
I Apecais
| UPECA8-1
APEC 138
UPEC 80
APEC 177
UPEC 14672
UPEC 14069
APEC 208
UPEC AB-35
APEC 119
APEC 209
| upEcas-18
[ APEC 124
~ APEC 320
APEC 171
APEC 210
APEC 175 gea
. APEC339
L ApEcies
UPEC 14044
APEC 338
Er UPEC 1162
i . APEC 175
UPEC 75
APEC 137
APEC 194
APEC 169
UPEC AB-42
UPEC Kiruna
UPEC 92
UPEC 053
1 aPEC191
UPEC AB-15
B seecaz
APEC 399
APEC 190
| APEC 181
APEC 182

Figura 7. Dendograma y coeficiente de similitud entre aislados APEC y
UPEC. A la izquierda se muestra el porcentaje de similitud entre los
aislados, seguido del perfil de electroforesis y la clave de la cepa
estudiada.
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DISCUSION

En la presente investigaciobn se comparé dos grupos de E. coli
extraintestinales (APEC y UPEC), uno aislado de aves con colibacilosis y el
otro de orina proveniente de pacientes con ITU-recurrente. Se estudiaron
las siguientes caracteristicas bacterianas fenotipicas: capacidad de
invadir células epiteliales in vitro, capacidad de producir biopelicula,
susceptibilidad antimicrobiana, portacién de plasmidos y conocer la
relacién genética entre dichos aislados.

En los ensayos de invasividad, 8 (23%) aislados aviares mostraron
capacidad de invadir a las células epiteliales HEp-2 de origen humano,
dichas células se derivan de un carcinoma de laringe humano vy
frecuentemente se utilizan como modelo en los ensayos de adherencia e
invasividad en diversos patotipos de E. coli. Este resultado ésta de
acuerdo con nuestra hipdétesis en la que esperamos habilidades de
invasividad en los aislados aviares, no obstante que las células del ensayo
de invasividad no son de origen aviar. El porcentaje de invasividad entre
0.7% y 2.4%, fue equivalente al encontrado con los aislados de UPEC de
humanos. Germon et al. 2005, demostraron que aislados de APEC
invadieron in vitro a células endoteliales de la microvasculatura del
cerebro humano y que el gen llamado invasina ibeA (invasion of brain
endothelium), que solo se habia descrito en aislados humanos, esta
involucrado en invasividad y lo presentaron tanto cepas de E. coli aviares
como humanas. La habilidad de las APEC para invadir células in vitro ya
ha sido demostrada, Matter et al. (2011), compararon la invasividad de 8
cepas APEC asociadas a septicemia de pollos, de diferentes paises (Brazil,
Alemania, Estados Unidos y Francia) y como control positivo utilizé S.
Typhimurium SL 1344, los ensayos de invasividad se realizaron en células
de fibroblasto de pollo (CEC-32), lo que resulté que 1 cepa APEC MT78
(Pourbakhsh et al. 1997b) invadié mas (1.3 UFC / 10 células) que S.
Typhimurium (0.6 UFC/ 10 células). Al realizar los calculos del porcentaje

de invasion (#bacterias intracelulares / # bacterias asociadas X 100), la
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invasividad de APEC MT78 (2.5%) es menor que S. Typhimurium (3.5%),
debido a que la cepa APEC fue mds adherente (60 UFC/célula) que S.
Typhimurium (20 UFC/ célula), obteniendo en consecuencia un porcentaje
de invasividad mas bajo. Este tipo de resultados también lo observamos
en nuestra investigacion con los aislados APEC comparados con UPEC.

En cuanto a UPEC, un alto porcentaje (~90%) de estos aislados
demostraron ser invasivos en células HEp-2, lo cual era esperado, debido
a que en el presente estudio, los aislados de ITU son seleccionados y
provienen de pacientes con ITUs recurrentes; al respecto se piensa que la
mayoria de las recurrencias se debe a cepas UPEC con capacidad invasiva.
Se ha demostrado que una caracteristica sobresaliente de las cepas UPEC
causantes de recurrencias es su capacidad para invadir células
uroepiteliales de la vejiga, por microscopia electréonica se detectaron
comunidades bacterianas intracelulares en células exfoliadas de la vejiga
de pacientes con ITU-recurrentes sintomaticas (Rosen et al. 2007). En el
modelo de cistitis en vejiga de ratén, se mostraron comunidades
bacterianas intracelulares parecida a una biopelicula estableciendo
reservorios intracelulares quiescentes que representan reservorios
bacterianos estables para infecciones recurrentes (Mysorekar et al. 2006;
Kerrn et al. 2005). Cabe mencionar que las infecciones recurrentes del
tracto urinario, causadas por UPEC han aumentado en frecuencia, en la
ultima década y los tratamientos clinicos frecuentemente fallan y no
logran erradicar al microorganismo, esto se debe, en parte, a la
caracteristica invasiva de algunas cepas UPEC, ya que en el hospedero,
los microorganismos intracelulares se mantienen protegidos de los
antibidticos y en cierta forma también protegidos de la respuesta
inmunitaria. Actualmente, las infecciones recurrentes del tracto urinario
son un problema de salud publica y no exclusivo de paises en vias de
desarrollo.

El nimero de bacterias intracelulares detectadas en el presente trabajo
fue similar en los dos grupos de aislados APEC y UPEC, estuvieron en el
rango de 1 x103-6.5 x105/ mL y 2 x103-2.8 x105/ mL, respectivamente.
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Desconocemos si el mecanismo de invasividad es igual para los dos
grupos y tampoco sabemos si las bacterias se replican intracelularmente.
Seria conveniente hacer ensayos de invasividad en el modelo de cistitis
en ratén, para demostrar que este fendmeno de invasividad por APEC
ocurre in vivo, como ha sido demostrado en el caso de las UPEC. Por otro
lado, también se debe investigar si los aislados de UPEC tienen la
capacidad de invadir células o tejidos aviares. Se describié6 mediante
analisis filogenético y secuenciacion de todo el genoma del prototipo E.
coli (LF82), la cual es adherente e invasiva (AIEC) a enterocitos, reveld
gue estd genéticamente relacionada a la APEC y UPEC, sugiriendo que
este patotipo intestinal utiliza una estrategia similar de adhesién e
invasion de células epiteliales como lo hacen las cepas extraintestinales
de aves y de humanos (Miquel et al. 2010, Nash et al. 2010, Clarke et al.
2011).

En general, en ambos grupos de E. coli aviar y uropatégena humana
encontramos aislados capaces de producir biopelicula en medio minimo
M9. Este medio de cultivo compuesto basicamente de sales,
suplementado con glucosa y pequefias cantidades de triptona (0.006%)
como fuente de carbono y nitrégeno, respectivamente, por su baja
cantidad de nutrientes asemeja a la orina como medio de cultivo para E.
coli (férmula basada en sales), (Russo et al. 1999). En un microambiente
parecido al de la vejiga humana, en medio M9, el 97 % de los aislados
patégenos aviares (APEC) produjeron biopelicula, en contraste con el 68%
de los aislados uropatégenos de humanos (UPEC) que formaron
biopelicula. En un estudio realizado por Skyberg et al. en 2007, comparé
105 cepas de APEC y 103 cepas AFEC (fecales de pollos sanos) en la
capacidad de formar biopelicula en tres distintos medios (M63, BHI y TSB)
y la asociacién con el grupo filogenético (A, B1, B2 y D), y demostré que la
formacion de biopelicula se induce de acuerdo a las condiciones pobres
en nutrientes del medio de cultivo y ademas se asocia a los grupos
filogenéticos B2, D (cepas patégenas extraintestinales) y Bl (cepas

comensales que pueden transformarse a patégenas). Por lo contrario
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cepas AFEC fueron mayormente formadoras de biopelicula en medio rico
de nutrientes (M63) y se asocia al grupo filogenético A (comensales). Esta
capacidad de formar biopelicula les confiere una ventaja en cuanto a la
transferencia de pldsmidos, ya que en la biopelicula formada las bacterias
estdn mas cercanas unas con otras y propicia la transferencia de ADN
principalmente por el proceso de conjugacién (Ghigo 2001). En la
presente investigacion del perfil plasmidico (contenido de plasmidos)
todos los aislados uropatégenos presentaron plasmidos grandes mayores
de 45 kb, en cuanto a los aislados aviares Unicamente 6 aislados no
presentaron plasmidos, al menos de gran tamafo. Desconocemos los
genes que portan dichos plasmidos y si le confieren virulencia a este tipo
de cepas UPEC, para saber esto seria recomendable secuenciar algunos
de estos plasmidos.

En la presente investigacion, en la prueba de susceptibilidad
antimicrobiana se consideraron como cepas resistentes a los aislados que
resultaron intermedios ademas de los resistentes.

Se compararon los aislados APEC y UPEC en cuanto a su resistencia a los
antimicrobianos que comunmente se utilizan en la industria avicola y en
la clinica humana. En general, el patron de resistencia a
quimioterapeulticos observados fue en los aislados uropatdégenos
humanos (AMP, CIP, EBD, SCP, SXT, CAZ y GEN) que en los aislados
aviares (AMC, OXD, DOX, CRO). Es interesante que los aislados UPEC
presenten resistencia a quimioterapelticos de uso exclusivo en
veterinaria (EBD y SCP) y por lo contrario que los aislados APEC presenten
resistencia a los antimicrobianos de medicina humana (AMC, CRO), esto
indica que seguramente dichos aislados resistentes han sido expuestos
repetidamente a los correspondientes antimicrobianos, y con esto se han
seleccionado a las cepas resistentes que posteriormente se diseminan
entre las diferentes poblaciones. A esto se le llama presién selectiva y
representa un mecanismo de fomentar la resistencia a los
antimicrobianos; otro mecanismo es la diseminacién de elementos

genéticos moviles (plasmidos, transposones, integrones y fagos) que
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llevan los genes de resistencia; también el mecanismo de resistencia
propia de E. coli mediante la inactivacién enzimatica del
guimioterapeutico, bombas de e-flujo, reduccién del farmaco vy
modificacién del blanco hacen que se presente el fenotipo de resistencia
(Szmolka et al. 2012).

En el caso particular de resistencia a ceftriaxona, los aislados de APEC
fueron mas resistentes que los de UPEC, lo cual esta de acuerdo con otros
estudios que reportan resistencia de E. coli a cefalosporinas,
particularmente en brotes de ITUs y en productos avicolas (Bergeron et al.
2012). Estos datos obligan a formularse la pregunta ;Cémo y de dénde
surge la resistencia a ceftriaxona en los aislados aviares?

La caracterizacion genotipica de los aislados mediante la técnica de
RAPD-PCR gener6 la huella genédmica de cada uno de los aislados. Se
elaboré un arbol filogenético con base en las secuencias amplificadas a
partir del oligonucledétido 1247. El dendograma generé cinco clados y las
cepas UPEC y APEC no se agruparon en un clado definido; es decir que en
los cinco clados podemos ver que se agrupan tanto cepas UPEC como
APEC. Esto es que ambas poblaciones se entrecruzan y no se agrupan en
un clado definido. El oligonucleétido 1247 previamente demostré poder
discriminar cepas patdgenas aviares de las fecales (Salehi et al. 2008). En
un estudio similar donde se comparé aislados APEC (de carne de res,
cerdo y pollo) contra UPEC de humano (ITUs) mediante dos métodos de
genotipificacion inicial (MLVA y ERIC 2) identificaron grupos clonales con
alto grado de similitud entre aislados UPEC y APEC, también se
caracterizé mediante la técnica de campos pulsados (PFGE) y observaron
heterogeneidad, debido a la variabilidad de las muestras, pues fueron
colectadas de diferente area geografica de Canada y en diferente ano.
Ademas PFGE es una prueba de genotipificaciéon para E. coli en el
contexto de brotes epidémicos, por lo que generalmente no es empleado
para establecer relaciones genéticas entre los aislados colectados de
diferentes lugares y periodos de tiempo (Bergeron et al. 2012; Johnson et
al. 2006). Seria conveniente emplear la técnica de MLST para conocer qué
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secuencia tipo (ST) presentan los aislados APEC y UPEC del presente
estudio, y asi comparar si tienen la misma ST, cuales circulan en México
comparado con la base de datos mundial y si concuerdan con los ST
reportados como potencial zoondtico para humanos ST (10, 14, 23, 48, 73,
95, 117, 131, 155, 359, 393, 404, 405, 678 y 1011) (Dissanayake et al.
2014, Mora et al. 2012, Olsen et al. 2011; Ronco et al. 2017; Tivendale et
al. 2010)
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CONCLUSIONES

1. Los 54 aislados EXPEC (35 APEC y 19 UPEC) en el presente trabajo
pertenecen a la especie Escherichia coli, esto se confirmo con la
deteccion del gen gadA en el ensayo de PCR.

2. En ambos grupos tanto en UPEC como en APEC encontramos cepas
capaces de invadir las células HEp-2, aunque en APEC solo el 42.8 %
mostré dicha capacidad.

3. Los aislados APEC (97%) tuvieron mejor capacidad de formar
biopeliculas, en contraste con el 68% de aislados UPEC.

4. Todos los aislados UPEC presentaron al menos un plasmido grande
(mayor de 45 kb) mientras que en APEC seis aislados no los

presentaron.

5. En general, el patron de resistencia a los antimicrobianos fue mayor
en los aislados UPEC (AMP, CIP, EBD, SCP, SXT, CAZ y GEN) que en los
aislados aviares (AMC, OXD, DOX, CRO). Sin embargo, en las cepas

aviares se esperaba menor resistencia que la encontrada.
6. La caracterizacidn molecular mediante RAPD-PCR mostré una elevada

diversidad genética entre los aislados y no se diferenciaron respecto a
su origen ya sea APEC o UPEC.
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