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All of these lines across my face, tell you the story of who I am, so many stories of where
I've been, and how | got to where | am; but these stories don’t mean anything when you’ve
got no one to tell them to.

Sara Ramirez — “The Story”
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Resumen

Introduccion: La enfermedad periodontal es un padecimiento inflamatorio cronico
ocasionado por la acumulacion de biopeliculas de microorganismos alrededor de
los dientes (encias), que causan la destruccién progresiva de las estructuras de
soporte de los dientes (ligamento y hueso alveolar). Sin embargo, Escherichia coli
ha sido identificado como un colonizador secundario asociado a la periodontitis. La
patogenicidad de E. coli se debe a los diferentes factores de virulencia que posee,
entre los que se encuentran los genes que codifican para los sistemas de captacion
de hierro.

Objetivo: Caracterizar molecularmente los genes involucrados en la captacion de
hierro en cepas de E. coli aisladas de infecciones periodontales.

Material y métodos: Se analizaron cinco cepas de E. coli previamente aisladas de
pacientes con enfermedad periodontal de la clinica de Endoperiodontologia de la
FES lIztacala. La identificacién de E. coli se realizé mediante la amplificacion de la
region 16s del gen rRNA por PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa). Las
cepas de E. coli fueron crecidas en los medios BHI (Infusion Cerebro-Corazon) y de
soya tripticaseina (ST) a 37°C por 24 hrs en agitacion constante. EI RNA fue extraido
de la pastilla celular bacteriana utilizando el equipo robotizado QIAcube alimentado
con el equipo comercial RNeasy (QIAGEN). La sintesis de la cadena
complementaria del DNA se realizé utilizando el equipo comercial Reverse
Transcription QuantiTect (QIAGEN). La determinacién de la expresion de los genes
de virulencia de E. coli fue realizada por PCR de tiempo real.

Resultados: ElI 60% (n=3) de los pacientes fueron mujeres, y el 40% (n=2)
hombres. El rango de edad mas abundante fue el de 71-80 (60%; n=3). El 100%
(n=5) de las cepas crecidas tanto en BHI como el caldo de Soya Tripticaseina
expreso los genes de captacion de hierro: iroN, feoB e irp2; y 60% (n=3) de las
cepas expreso el gen fyuA. El patron de expresion mas frecuente (3/5) entre las
cepas fue: feoB / iroN / fyuA / irp2.

Conclusiones: Los resultados evidenciaron que los porcentajes de expresion de
los distintos genes de sistemas de captacion de hierro de E. coli fueron muy
semejantes durante el cultivo en medio BHI y el caldo de Soya Tripticaseina (ST).
La expresion de los genes de captacion de hierro podria incrementar la agudeza de
las infecciones periodontales asociadas por E. coli.



Introduccién
Enfermedad periodontal

La enfermedad periodontal es un padecimiento inflamatorio crénico ocasionado por
la acumulacion de biopeliculas de microorganismos alrededor de los dientes
(encias), que promueven la formacion de bolsas periodontales. Las bolsas
periodontales, con el tiempo, causan la destruccion progresiva de las estructuras de
soporte de los dientes (ligamento y hueso alveolar), lo que puede conducir a la
pérdida de piezas dentales (Bascones y Figuero, 2005). En la enfermedad
periodontal se han caracterizado mas de 200 especies bacterianas, algunas de ellas
pueden ocasionar infecciones sistémicas alcanzando a diferentes 6rganos (Pefia et
al., 2012).

En el origen del proceso infeccioso y de los mecanismos que conducen al desarrollo
de signos y sintomas de la enfermedad, es importante como primer paso el
establecimiento y la interaccion entre bacterias y hospedero, que va a estar
determinado por los diferentes factores de virulencia para causar dafio en las células
del hospedero, y al mismo tiempo poder evadir los mecanismos de defensa. Entre
los diferentes mecanismos de virulencia bacteriana se encuentran: adherencia a las
células del hospedero, invasividad, toxigenicidad y capacidad para evadir el sistema
inmunitario del hospedero. Si las bacterias o las reacciones inmunolégicas lesionan

al hospedero lo suficiente, la afeccién se manifiesta (Pefia et al., 2012).

Las enfermedades periodontales causadas por la placa dentobacteriana han sido
tradicionalmente divididas en dos categorias: gingivitis y periodontitis. La gingivitis
(figura 1) se caracteriza por la presencia de inflamacién gingival sin pérdida de
insercion del tejido conectivo, mientras que la periodontitis (figura 2) se manifiesta
por inflamacion gingival en los sitios en los que se ha producido una migracion de
la insercion epitelial a las superficies radiculares, acompafiada de una pérdida de
tejido conectivo y hueso alveolar. En la mayoria de los pacientes, el aumento en la
profundidad del sondaje o la formacién de bolsas periodontales acompafia al
desarrollo de la periodontitis. Las gingivitis y las periodontitis inducidas por placa

bacteriana son las mas frecuentes de todas las formas de enfermedad periodontal.
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Figura 1. Paciente con diagnéstico de gingivitis. Tomado de Periocentrum, Especialistas
en periodoncia e implantes https://periocentrum.com/tratamiento-gingivitis/

Lo

Figura 2. Paciente con diagnéstico de periodontitis. Tomado de Severidad y extension de
periodontitis en ancianos de tres grupos aislados de Pachuca (Dominguez et al., 2016).

Ademas, se consideraron siete categorias mayores de enfermedades periodontales
destructivas: 1. Periodontitis crénica; 2. Periodontitis agresiva localizada; 3.
Periodontitis agresiva generalizada; 4. Periodontitis como manifestaciéon de una
enfermedad sistémica; 5. Periodontitis/Gingivitis necrosante ulcerativa; 6. Abscesos
del periodonto; 7. Lesiones combinadas endoddncicas y periodontales. La
periodontitis puede ser una manifestacion de, al menos, 16 enfermedades
sistémicas. En la mayoria de estas enfermedades sistémicas hay tanto una
disminucién en la resistencia del hospedero a las infecciones, como alteraciones del
tejido conectivo gingival que aumentan la susceptibilidad a la degradacién de la
causa inflamatoria (Armitage, 2005).

Diferentes bacterias anaerobias Gram negativas como Porphyromonas gingivalis,
Prevotella intermedia, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Treponema
denticola y Tannarella forsythia causan enfermedad periodontal (Mombelli, 2017) y
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también se han identificado otras anaerobias facultativas, como Escherichia coli,
que es considerada una bacteria colonizadora secundaria relacionada a la
periodontitis (Estemalik et al., 2017).

Caracteristicas de Escherichia coli

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo de la familia
Enterobacteriaceae, tribu Escherichia. Esta bacteria coloniza el intestino del hombre
pocas horas después del nacimiento, por lo que se le considera un microorganismo
de la microbiota intestinal, pero existen cepas que pueden ser patdgenas y causar
dafio produciendo diferentes cuadros clinicos, entre ellos diarrea. Con base en su
mecanismo de patogenicidad y cuadro clinico, las cepas de E. coli causantes de
diarrea se clasifican en seis grupos: enterotoxigénica (ETEC), enterohemorragica
también conocidas como productoras de toxina Vero o toxina semejante a Shiga
(EHEC o VTEC o STEC), enteroinvasiva (EIEC), enteropatégena (EPEC),
enteroagregativa (EAEC) y adherencia difusa (DAEC) (Rodriguez, 2002).

Las cepas patdégenas de E. coli han sido reconocidas durante mucho tiempo como
agentes de la diarrea transmitida por los alimentos. No siempre se tiene en cuenta
qgue E. coli es una causa importante de enfermedades extraintestinales, es decir,
enfermedades que se producen en lugares del cuerpo que no son el tracto
gastrointestinal. Entre ellas se encuentran el tracto urinario, el sistema nervioso
central, el sistema circulatorio y el sistema respiratorio. Las cepas diarreicas de E.
coli no suelen causar enfermedades extraintestinales, y las que causan
enfermedades extraintestinales no suelen inducir diarrea. Las cepas de E. coli que
inducen enfermedades extraintestinales se denominan E. coli patbégena
extraintestinal (EXPEC). En términos de morbilidad y mortalidad, la EXPEC tiene un

gran impacto en la salud publica (Smith et al., 2007).

Factores de virulencia

La patogenicidad de E. coli se debe a los multiples factores de virulencia que posee
(tabla 1), que incluye a los genes que codifican para adhesinas (fim, afal, sfa, iha,



tsh, papC, papG |, Il y Ill), que aparecen como fimbrias (o pili), facilitando la

colonizacion de E. coli al adherirse a las células epiteliales del hospedero.

Asimismo, las bacterias y el hospedero compiten por el hierro disponible, que es
necesario para el transporte y almacenamiento de oxigeno, la sintesis de DNA, el
transporte de electrones y el metabolismo de los peroxidos. Las bacterias
patégenas, incluidas las UPEC, han desarrollado formas de acceder al hierro
mediante la codificacion de genes que producen sistemas de transporte de hierro,
denominados sideroforos (iroN, fyuA, feoB, iucC, irp2 e ireA).

La mayoria de las cepas hemoliticas de E. coli secretan una toxina proteica citolitica
termolébil conocida como hemolisina alfa, que esta codificada por un operon
policistronico, compuesto por cuatro genes dispuestos en el orden hly-CADB. El
producto de hlyC es importante en la activacion de la toxina hemolitica, que es el
producto del gen hlyA. Los productos génicos de hlyB y hlyD, junto con TolC,
participan en la secrecion de la hemolisina a través de la pared celular bacteriana.

También expresan proteinas de la membrana externa, como la traT y la Iss, que
pueden aumentar la resistencia al suero al evitar la activacion del complemento. La
resistencia de E. coli a la muerte por suero es el resultado de los efectos individuales
o combinados del polisacarido capsular, las cadenas laterales del polisacarido O y

las proteinas de superficie (Kudinha, 2017).

Funcién Gen Descripcion
fimH Fimbria tipo 1
papG I Pili asociado a pielonefritis alelo G I
Adhesinas papH Pili asociado a pielonefritis
sfa Fimbria S

ina Adhesina homologa superficial receptora de

hierro
Sistemas de iroN Receptor del sideréforo catecolato
captacion de
hierro feoB Transportador de hierro ferroso B
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Gen hierro-represor asociado a la sintesis de

P2 yersiniabactina
fyuA Receptor de sideroforo yersiniabactina
iucC Implicado en la sintesis de aerobactina
ireA Elemento que responde al hierro
KpsMT I Antigeno capsular K
Protectinas

traT Proteina de la membrana externa
cnfl Factor necrotizante 1

Toxinas hylA Hemolisina alfa
usp Proteina especifica uropatégena

Tabla 1. Genes que codifican para diferentes factores de virulencia de E. coli

Genes que codifican para sistemas de captacion de hierro

El hierro es un factor importante para el crecimiento de la mayoria de las bacterias,
ya que es un elemento fundamental en el metabolismo celular. Sin embargo, a pesar
de la concentracion requerida para el crecimiento celular, el hierro es un compuesto
biolégicamente limitante porque la mayor parte estda unido a proteinas de
almacenamiento como la ferritina, la hemoglobina y la mioglobina, vy
extracelularmente a la transferrina y la lactoferrina; lo que constituye un factor

limitante para el crecimiento y proliferacion bacteriano (Skaar, 2010).

Con el fin de obtener hierro libre, algunas bacterias secretan proteinas quelatantes
con alta afinidad, denominados sideréforos, los cuales son compuestos de bajo
peso molecular (300 — 2,000 Da) (Céardenas et al., 2014). Estos compuestos son
secretados al medio circundante donde quelan muy eficazmente al hierro férrico
(Fe®*). Los microorganismos adquieren luego el complejo Fe3* - sideréforo mediante
un transporte activo especifico a través de receptores de la pared, situados en la

membrana externa en las bacterias Gram negativas (Lemos, 2016).
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La deteccion del hierro en el medio extracelular por parte de la bacteria involucra un
control transcripcional mediado por el regulador de la expresion de genes
involucrados en la captacion de Fe (FUR, por sus siglas en inglés, Ferric Uptake
Regulator) el cual, en presencia del metal se une a secuencias especificas en la
region promotora de los genes regulados por este ion con el fin de inhibir su
expresion. En ausencia de hierro, FUR pierde la capacidad de unirse y los genes
pueden transcribirse. En E. coli la expresion de diversos genes que codifican para
proteinas involucradas en la captacion, proceso y almacenamiento de Fe, son

reguladas por el sistema FUR (Skaar 2010).

En bacterias Gram negativas, el hierro biodisponible debe atravesar la membrana
externa hasta el periplasma y de ahi ser internalizado al citoplasma a través de la
membrana celular (figura 3). Para ello, la célula posee receptores de membrana
externa y un complejo que le suministra la energia necesaria para el transporte del
hierro al periplasma (Garrido, 2005). Ademas, generalmente poseen multiples
receptores especificos de sideréforos, se sabe que Escherichia coli K-12 posee al
menos seis tipos de receptores diferentes, los cuales son capaces de adquirir hasta
ocho complejos distintos hierro-sideroforo (Pérez y Fernandez, 2010). Esta
demostrado que la produccion de sideréforos es un factor de virulencia clave para
que una bacteria potencialmente patégena pueda desarrollar el proceso infeccioso
(Lemos, 2016).
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Figura 3. Captura de hierro en bacterias Gram negativas. Tomado de Biologia estructural
de la captacion bacteriana de hierro (Krewulak y Vogel, 2008).

El hierro férrico es transportado en E. coli por una serie de compuestos quelantes.
Casi todos los sideréforos que se han identificado contienen como grupo ligando al
acido hidroxamico, catecol o al acido hidroxicarboxilico. De acuerdo con el grupo
funcional quelador del hierro, los sideroforos pueden clasificarse en: catecolatos,
fenolatos, hidroximatos e hidroxicarboxilatos, que forman complejos octaédricos
hexadentados con el metal. Algunos sider6foros son mas eficaces que otros para

quelar el hierro (Aguado et al., 2012).

. L. 3 L, . .
Dado que el hierro férrico (Fe +) es practicamente insoluble a pH neutro, muchos

microorganismos aerobicos secretan sideroforos para su suministro de hierro. Se

. . . . . . 3+
han secuenciado y analizado seis sistemas diferentes de transporte de hierro (Fe )
por sideroforos en E. coli, y se han caracterizado muchos méas en otras bacterias

Gram negativas (Kammler et al., 1993).
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El transporte de hierro a través de la membrana externa mediante citrato, ferricromo,
enterobactina, aerobactina, yersiniabactina y hemo es catalizado por proteinas
altamente especificas y a través de la membrana citoplasmatica por sistemas de

transporte ABC con menor especificidad (Braun, 2003).

Los sideréforos bacterianos pueden dividirse en tres grandes familias en funcion de
los grupos quimicos que intervienen en la fijacion del hierro: catecolato, hidroxamato
y carboxilato. Todas las familias utilizan atomos de oxigeno con carga negativa para
coordinar el hierro férrico, pero cada una de ellas tiene caracteristicas distintas que
afectan a su afinidad por el hierro. Ademas de estas tres familias, se han
caracterizado muchos sideroforos de tipo mixto (figura 4), lo que complica la simple
vision de "tres familias" de los sideréforos. Una familia de sideréforos bien estudiada
es la de los catecolatos. Los sider6foros basados en catecolatos forman anillos de
guelatos de 5 miembros y tienen la mayor afinidad por el hierro férrico de cualquier
familia. La familia de los sideréforos hidroxamatos también forman anillos de quelato
de cinco miembros, pero tienen menor afinidad por el hierro que los sideréforos de
catecolato. En general, a pH fisiologico, los sideréforos de carboxilato tienen menos
éxito en la quelacion del hierro que las familias de catecolato e hidroxamato. En
cambio, los sideroforos de carboxilato son mas eficientes en la quelaciéon del hierro
férrico a pH acido, donde los sideroforos de catecolato e hidroxamato permanecen
protonados. Por lo tanto, los sideréforos de carboxilato pueden ser Utiles para
entornos acidos, pero se prevé que los sideréforos basados en catecol sean
superados en la eliminacion del hierro en el suero y la sangre de humanos (pH 7.4)
(Holden y Bachman, 2015).
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Figura 4. Familias de sideroforos. Tomado de Funciones divergentes de los sideréforos
bacterianos durante la infeccion (Holden y Bachman, 2015).

La mayoria de los sider6foros descritos son de naturaleza peptidica. Muchos de
ellos son sintetizados por proteinas multifuncionales denominadas sintetasas de
péptidos no ribosémicos (non-ribosomal peptide synthetase, NRPS). Las NRPSs
son complejos enzimaticos multimodulares encargados de sintetizar péptidos que
contienen aminodacidos tanto proteicos como no proteicos. En algunos casos, estas
enzimas actlan conjuntamente con las enzimas policétido sintetasas (Polyketide
synthases, PKS), biosintétizando productos hibridos. Las NPRSs estan organizadas
en grupos coordinados de centros activos denominados médulos. En funcién del
namero, el orden y tipo de dominios presentes en cada modulo, se obtendran
diferentes tipos de compuestos con distintas caracteristicas estructurales (Kadi y
Challis, 2009).

El gen irp2 (Iron-repressible) se encuentra en cepas de enterobacterias altamente
patogenas y codifica la sintesis del sideroforo yersiniabactina. El gen iuc C (involved
in aerobactin synthesis) esta vinculado al Gltimo paso de la sintesis del sideroforo
conocido como aerobactina, el cual esta relacionado a la captacion y transporte de
hierro. Ambos forman parte vital de la supervivencia de la bacteria y se les considera
importantes marcadores de virulencia debido a su capacidad de lograr la
permanencia del patdgeno en ambientes agrestes del hospedero, como los

carentes de hierro de libre disponibilidad (Carranza et al., 2012).
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Asimismo, algunas enterobacterias contienen un grupo de genes asociados a islas
de alta patogenicidad (HPI) que codifican proteinas responsables para la sintesis
del sideroforo yersiniabactina (Ybt). Uno de los genes importantes que residen en
la isla de alta patogenicidad (HPI) es fyuA (siderophore yersiniabactin receptor), que
codifica la proteina de membrana externa FyuA, que actia como receptor para la
captacion del sideroforo Fe-Ybt. El gen fyuA se ha asociado a la virulencia en

muchos miembros de la familia Enterobacteriaceae (Hancock et al., 2008).

Se ha demostrado que la expresion de iroN (catecholate siderophore receptor) esta
regulada por el Fe, y una busqueda de homologia basada en la secuencia del
péptido putativo sugirié que iroN era un receptor de sideréforos. Las pruebas
epidemiologicas moleculares de varios estudios han demostrado una mayor
prevalencia de iroN entre las cepas de E. coli causantes de infecciones del tracto
urinario en relacion con las cepas fecales. En conjunto, estas pruebas sugieren que
iroN funciona como receptor de sideréforos y es un factor de virulencia, al menos

para la infeccion del tracto urinario (Russo et al., 2002).

Se han descrito varios sistemas bacterianos de transporte de hierro ferroso (Fe?*);
sin embargo, soélo el sistema Feo (transportador de hierro) parece estar
ampliamente distribuido y se dedica exclusivamente al transporte de hierro. En los
altimos afios, muchos estudios han explorado el papel de las proteinas FeoB y FeoA
en el transporte de hierro ferroso y su contribucion a la virulencia bacteriana (Lau et
al., 2016). La proteina FeoB codificada por el gen feoB (ferrous iron transporter B),
es esencial para la captacidon de hierro ferroso en bacterias, contiene un sitio de
union a un nucle6tido especifico del guaninucledétido. Ademas, la unién de la
proteina transportadora G (GTP, por sus siglas en inglés: Transport Protein G) es
necesaria para la captacion eficiente de hierro ferroso a través del sistema
dependiente de la proteina transportadora de hierro ferroso (FeoB). Cabe destacar
que, incluso en las bacterias, esta union covalente entre una proteina G y una

proteina de membrana politopica parece ser Unica (Marlovits et al., 2002).
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El gen ireA (iron-responsive element) presenta similitudes peptidicas (entre el 48%
y el 56%) con proteinas previamente identificadas que funcionan como receptores
de siderdéforos, lo que sugiere que participa en la adquisicion de hierro (Russo et al.,
2001). IreA se ha utilizado con éxito como agente inmunizante en las infecciones

del tracto urinario y en la bacteriemia (Lefort et al., 2011).

Debido a que en nuestro pais existe poca informacion sobre las cepas de E. coli
asociadas a la enfermedad periodontal, el objetivo de este estudio fue determinar la
expresion de los genes involucrados en la captacion de hierro en cepas de E. coli

aisladas de infecciones periodontales.

Antecedentes

Zhao y colaboradores en 2009 en la Provincia de Jiangsu, China, caracterizaron un
total de 202 cepas de E. coli uropatégenas para los serogrupos O, los genes de
virulencia, la susceptibilidad antimicrobiana y los grupos filogenéticos. De los 33
genes de virulencia analizados, feoB y fimH fueron los mas prevalentes. Todas las
cepas fueron multirresistentes a los antimicrobianos, y el 73% fue resistente al
trimetoprim con sulfametoxazol. Las cepas resistentes a la cefotaxima, cefoxitina,
cloranfenicol y nitrofurantoina presentaron una menor frecuencia de genes

virulencia en comparacion con las cepas susceptibles.

Pereyra y colaboradores en 2010 en Ledn, Guanajuato, estudiaron la prevalencia
de sobreinfecciones de enfermedad periodontal en pacientes con infeccion por VIH.
Tomaron muestras de las bolsas periodontales y biopsias de las encias para analisis
microbiolégico de microorganismos diferentes a los causantes habituales de
periodontitis. Se estudiaron 97 pacientes, 73 hombres y 24 mujeres. Cincuenta y
ocho presentaron enfermedades periodontales (59.7%) y 18 (31%) tenian
enfermedad gingival. En 7 pacientes se presentd eritema linear gingival (38.8%).
Los aislamientos bacterianos fueron en 16 pacientes (27.5%). E. coli, Pseudomonas
aeruginosa y microbiota polimicrobiana (E. coli, K. pneumoniae y E. cloacae). La
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periodontitis cronica fue mas frecuente que la gingivitis. De los aislamientos

bacterianos predominé E coli.

Karimian y colaboradores en Iran en el 2012 realizaron un estudio con un total de
123 cepas de E. coli aisladas de pacientes con infecciones del tracto urinario. Se
utilizé el método de PCR para detectar los factores de virulencia de E. coli. Los
resultados mostraron que los genes mas frecuentes fueron: fimH, (79.6%), cnfl
(50.4%), hlyA (50.4%), pap (50.4%) e iroN (42.2%).

Abdulhadi y colaboradores en 2019 en Iraq estudiaron el efecto bacteriostatico del
acido citrico en aislados de cepas bacterianas halladas en pacientes con
enfermedad periodontal que acudieron al departamento de odontologia del hospital
general de Al-Furat. Tomaron 40 muestras con hisopo de pacientes con
periodontitis. Las muestras fueron sembradas en placas de agar sangre y
McConkey. Se aislaron cuatro tipos de bacterias del paciente en la zona de la
periodontitis: Streptococcus mutans, Escherichia coli, Staphylococcus aureus y

bacterias anaerobias.

Paniagua y colaboradores en 2019 en el Estado de México, aislaron 200 cepas de
E. coli cérvico-vaginales (CVEC) multirresistentes a antibioticos en mujeres que
acudieron a dos clinicas del Instituto Mexicano del Seguro Social. Se identificaron
los serogrupos O de E. coliy los marcadores de virulencia mediante PCR. Los genes
de virulencia mas frecuentes encontrados fueron: feoB (91.5%), fimH (89.5%),
kpsMT11 (75%), iutA (66%) e iroN (59%). Sumado a esto, identificaron ciento cuatro
patrones distintos de marcadores de virulencia con genes de resistencia a los
antibioticos asociados a los serogrupos O entre las cepas de E. coli cervicovaginales
(CVEC). La mayoria de las cepas de CVEC aisladas poseian una gran cantidad de

factores de virulencia.
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Objetivos
Objetivo general

Analizar los genes involucrados en la captacion de hierro en cepas de E. coli

aisladas de infecciones periodontales.

Objetivos particulares

1. Determinar por el método de PCR la frecuencia de los genes que codifican
para los sistemas de captacion de hierro: fyuA, feoB, irp2, iroN, iucC e ireA
en cepas de E. coli aisladas de pacientes con infecciones periodontales.

2. Caracterizar y comparar por PCR en tiempo real la expresion de los genes
fyuA, feoB, irp2, iroN, iucC e ireA en las cepas de E. coli bajo crecimiento
bacteriano en medio Infusion Cerebro-Corazén (BHI) y Caldo de Soya-

Tripticaseina (ST).

Material y métodos

Origen de las cepas de E. coli

Para la realizacion de este estudio, se emplearon 5 cepas de E. coli aisladas
previamente de pacientes con infecciones periodontales de la clinica de
Endoperiodontologia de la Facultad de Estudios Superiores (FES) Iztacala. Tanto
las cepas aisladas como la cepa control (E. coli ATCC 11775) se conservaron en
medio Infusién Cerebro-Corazon (BHI) mas glicerol, en el Laboratorio de Analisis
Clinicos de la Clinica Universitaria de Salud Integral, dentro de la FES lIztacala,
UNAM.

Resiembra de las cepas y extraccion de DNA

A partir del cultivo de BHI mas glicerol, se tomo un in6culo de las cepas y el grupo
control (por separado) con ayuda de un asa estéril, se sembraron en 2 mL de BHIy
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se incubaron a 37° C por 24 horas. Concluido este periodo, se tom6 un in6culo de
las muestras con ayuda de un asa estéril y fueron sembradas por el método de
estria cruzada en agar Mueller-Hinton (MH) y se incubaron a 37° C por 24 horas. A
partir del crecimiento bacteriano, se tomaron varias colonias con un asa estéril y se
transfirieron a tubos con tapén de rosca (16x150 mm) con 2 mL de agua desionizada
estéril. El indculo se agité con ayuda de un vortex por 30 segundos y se llevd a
ebullicién durante 20 minutos. Al término, los tubos fueron colocados en hielo por
10 minutos, posteriormente, se centrifugaron a 14,000 rpm durante 10 minutos. El
sobrenadante resultante, que contenia el DNA, fue transferido a tubos Eppendorf

estériles y se almacenaron a -20° C hasta su utilizacion.

Identificacion de E. coli por PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)

La identificacion molecular de E. coli por PCR de punto final se realiz6 mediante la
amplificacion del gen 16s rRNA, empleando los oligonucledétidos (primers) wil-3110
(AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) y wl-3111 (CCGTCAATTCATTGAGTT)
(Dormanesh et al., 2014). Las condiciones de PCR se observan en la tabla 2. En

cada ensayo de PCR se us6 como control positivo la cepa de E. coli ATCC 11775.

Desnaturalizacion Alineamiento Extension

Desnaturalizacion Extension
inicial 30 ciclos final
55°Cporl 72°Cporl 72°Cporb5
95° C por 5 min 95°C por30s

min min min

Tabla 2. Condiciones de PCR de punto final para la deteccion de E. coli

Anédlisis de los amplicones por electroforesis en gel de agarosa

Se prepard una solucién stock concentrada 10X de Tris-borato (TBE): 108 g de Tris
base, 40 mL de acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 0.5 M (pH 8.0), 55 g de acido
borico y se aforé a 1 L con agua destilada. Para llevar a cabo la electroforesis se
necesité de TBE 1X por lo que la solucion stock se diluyé en una proporcion 1:10

hasta tener una concentracion 10X. Posteriormente se prepar6 el gel de agarosa al
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2%, para ello se pesaron 2 g de agarosa y se depositd en 100 mL de TBE 10X para
ser fundida hasta quedar una solucion transparente. Después se agrego 0.7 uL de
Midori Green (como fluoroforo) por cada 100 mL de agarosa. La agarosa se deposito
en un contenedor que posee un peine para que se formen los pozos. Una vez
gelificada la agarosa se retird el peine y el gel se introdujo a la camara de
electroforesis junto con el TBE 1X hasta cubrir el gel. Se colocaron 5 pL de los
amplicones de PCR en los pozos y 1 pyL del marcador de peso molecular (100 pb).

Las condiciones para correr el gel fueron: 120 volts, 94 mA durante 30 minutos.

Deteccion de genes de virulencia por PCR

Los genes de los sistemas de captacion de hierro; fyuA, feoB, irp2, iroN, iucC e ireA
en las cepas de E. coli fueron identificados por PCR, de acuerdo a lo descrito por
Momtaz et al., (2013). El volumen final por mezcla de reaccion uniplex fue de 20 pL;
1 pL de cada oligonucleétido (Forward y Reverse, 10 pmol: Tabla 3), 12 pL de Taq
DNA Polimerase 2x Master Mix Red (AMPLIQON), 3 uL de agua libre de nucleasas
y 3 uL de DNA templado. En la tabla 4 se observan las condiciones de PCR para la

deteccién de los genes de sistemas de captacién de hierro.

Gen Tamaiio del amplicén (pb) Secuencia del oligonucleétido (5’ — 3)
FuA 787 F TGATTAACCCCGCGACGGGAA

R CGCAGTAGGCACGATGTTGTA
feoB 470 F AATTGGCGTGCATGAAGATAACTG

R AGCTGGCGACCTGATAGAACAATG
ip2 413 F AAGGATTCGCTGTTACCGGAC

R TCGTCGGGCAGCGTTTCTTCT
iroN 667 F AAGTCAAAGCAGGGGTTGCCCG

R GACGCCGACATTAAGACGCAG
iueC 541 F CGCCGTGGCTGGGGTAAG

R CAGCCGGTTCACCAAGTATCACTG
ireA 254 F GATGACTCAGCCACGGGTAA

R CCAGGACTCACCTCACGAAT

Tabla 3. Secuencias de los oligonucleo6tidos (primers) empleados para la mezcla de
reaccion de la PCR
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Desnaturalizacion

Gen inicial Desnaturalizacién  Alineamiento Extension Ciclo Final Enfriamiento
iroN; 25 Ciclos
fyuA;  95° C por 12 min 72° Cpor 10 min  4° C por 2 min
ired 94° Cpor30s 63°Cpor30s 68" C por 3 min
feoB: 30 Ciclos
; 2' 94° C por 5 min 72° Cpor 10 min  4° C por 2 min
Irp 94° Cpor30 s 59°Cpor30s 72°Cpor30s
25 Ciclos
iuc 95° C por 5 min 72° C por 7 min 4° C por 2 min

95° C por 1 min 55°Cpor30s 72°Cpor30s

Tabla 4. Condiciones de PCR de punto final para la deteccion de los diferentes genes de
sistemas de captacion de hierro en E. coli.

Cultivo de E. coli para la extraccion de RNAmM

Para la extraccion del RNAm, se debe promover la expresion de los genes de
virulencia de los sistemas de captacion de hierro, por lo que las cepas de E. coli
fueron sembradas para su crecimiento en dos diferentes medios: Infusién Cerebro-
Corazén (BHI) y caldo de soya-tripticaseina (ST), a 37° C por 24 horas en agitacion
constante. Al término, se realizaron diluciones 1:10 en medio BHI estéril hasta
obtener una DOsoo nm = 0.4, lo que indicé una concentracién de 1x10° células. Las
células bacterianas fueron recuperadas por centrifugacion a 2,000 rpm por 3
minutos, al término, la pastilla fue resuspendida en 2 mL de buffer fosfato salino
(PBS), posteriormente se agitaron en un vortex por 10 segundos y se centrifugaron
a 2,000 rpm durante 3 minutos. Se decanté el sobrenadante y la pastilla se utilizd

para la extraccion del RNA.

La extraccion total de RNA se realizé con el equipo comercial MiniKit RNeasy
(Qiagen, Hilden, Germany) siguiendo las instrucciones del fabricante y utilizando el
equipo robotizado QlAcube, el cual se programé segun el protocolo del fabricante:
Después de alimentar el equipo QIAcube con los diferentes reactivos del RNeasy,
se llend el contenedor con puntas de 1 mL y se depositaron los tubos de columnay
elucién en el carrusel (centrifuga) del equipo. Finalmente, el QIAcube se programo
para la extraccion de RNA con lisis celular siguiendo el protocolo del fabricante
(RNeasy Protect Bacteria® Qiagen, Hilden, Germany) y se inicié la corrida. El
equipo robotizado adicion6 100 pL de buffer TE (solucion preparada a pH de 8 con
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10 Mm Tris-Cl, 1 Mm de EDTA y 1 mg/mL de lisozima) a cada tubo con la pastilla
celular de la bacteria cosechadas después del cultivo en los dos distintos medios.
Los tubos fueron agitados para lisar las paredes celulares. Posteriormente el robot
QIAcube adicion6 volumenes de los distintos buffers del equipo comercial RNeasy
y realizO repetidos pasos de centrifugacién y agitacion para los diferentes
procedimientos: Adicioné 350 pL de buffer RLT (amortiguador de pH de lisis con
Isotiocianato de guanidina con 100 pL/mL de B-mercaptoetanol) que permitio
inactivar las RNAsas y favorecer la union del RNA a la membrana de silica de la
columna utilizada en el QlAcube.

Al término, el equipo adiciono6 350 pL de etanol al 95% para homogeneizar el lisado,
mezcld suavemente los tubos y transfirio 700 pL de la mezcla a la columna
contenida en un tubo de 2 mL, centrifugd los tubos a 10,000 rpm durante 15
segundos y el liguido de flujo fue desechado. Después adicion6 700 pL del buffer
de lavado RW1 (Cloruro de guanidina y etanol) a la columna, para la eliminacién de
biomoléculas no deseadas y centrifugd a 10,000 rpm durante 15 segundos,
nuevamente el liquido de flujo fue desechado. Al término el robot adicioné 500 uL
de buffer RPE (amortiguador de pH de lavado con 4 volumenes de etanol al 96%) a
la columna que permite eliminar los rastros de sales, que todavia estaban en la
columna debido a los buffers utilizados anteriormente en el protocolo y el equipo
centrifug6 a 10,000 rpm durante 15 segundos para lavar la membrana, el liquido de
flujo fue descartado. Nuevamente adicion6 500 pL de buffer RPE a la columna y
centrifugd a 10,000 rpm durante 2 minutos para volver a lavar la membrana y

remover restos de sales, descartando nuevamente el liquido de flujo.

Finalmente, el robot movié y deposito la columna en un tubo colector nuevo de 2
mL, centrifugd durante 1 minuto y el equipo adicioné 30 pL de agua libre de RNAsas
directamente sobre la membrana de la columna y centrifugé a 10,000 rpm durante
1 minuto para obtener el RNA. La concentracion total del RNA se midio utilizando el
espectrofotometro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific). Debido a la inestabilidad del

RNA, se procedi6é inmediatamente a realizar la reverso-transcripcion a cDNA.
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Reverso-transcripcion

Para el proceso de la reverso-transcripcion de RNA a cDNA se utilizé el equipo
comercial QuantiTec Reverse transcription (QIAgen®) siguiendo las instrucciones
del fabricante. Primero se realizo la eliminacion de DNA gendmico. Para un volumen
final por mezcla de reaccion de 14 pL se agregaron cada uno de los siguientes
componentes: Para cada muestra se deposité en un tubo Eppendorf: 2 uL de gDNA
Wipeout buffer7x®, 7 pL de agua libre de RNAsas y 5 puL de RNA molde.
Posteriormente se incub6 a 42°C durante 2 minutos, e inmediatamente se coloco
en hielo. Para la reverso-transcripcion se preparoé la mezcla de reaccion en un tubo
Eppendorf con todos los componentes necesarios para la sintesis de la primera
cadena de cDNA: 1 pL de Quantiscript Reverse Transcriptasa®, 4 uL Quantiscript
RT buffer 5x®, 1 uL RT Primer mix® y 14 yL de RNA templado (obtenido de la
reaccion anterior) para un volumen final de reaccién de 20 pL. Posteriormente los
tubos se incubaron a 42°C por 15 minutos. Para inactivar la transcriptasa reversa el
tubo se incubd en un termoblock a 95°C durante 3 minutos. La concentracion total
del DNA complementario se medi6 utilizando un espectrofotdmetro Nanodrop 2000
(Thermo Scientific). Finalmente, el DNA complementario obtenido se almacené a

-20°C hasta su utilizacion para PCR en tiempo real.

Expresion de los marcadores de virulencia por PCR en tiempo real

Los oligonucledtidos (primers) utilizados para la expresion de los genes de virulencia
fueron los mismos que se utilizaron para la identificacion de los genes de virulencia
por PCR convencional. Para determinar la expresion de los diferentes genes de
virulencia se emple6 el aparato de PCR en Tiempo Real Corbette® (Rotor Gene).
El volumen final por mezcla de reaccion fue de 24 pL: 12.5 puL de RealQ Plus 2x
Master Mix® (AMPLIQON), 1 pL del oligonucleétido Forward (10 pmol), 1 uL del
oligonucledtido Reverse (10 pmol), 8.5 uL de agua libre de nucleasas y 1 uL de
cDNA templado (500 ng/ pL). Las condiciones de amplificacion se muestran en la
tabla 5. El control interno para cada ensayo fueron los genes arcA (aerobic

respiration control protein) y rpo (RNA polymerase sigma). La curva del punto de
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fusion (melting point) se realizé en cada corrida de PCR en tiempo real. La cepa de

E. coli ATCC 11775 fue utilizada como control positivo en cada ensayo.

Desnaturalizacion inicial Desnaturalizacion Alineamiento y extension

95° C por 3 min 95° C por 5 seg 60° C por 30 seg

Tabla 5. Condiciones de PCR en tiempo real para la deteccidn de la expresion de los genes

de sistemas de captacion de hierro de cepas de E. coli.

Resultados

Origen de las cepas
Se analizaron 5 cepas de E. coli aisladas previamente de pacientes con infecciones

periodontales que fueron atendidos en la clinica de Endoperiodontologia de la
Facultad de Estudios Superiores (FES) Iztacala. Se encontr6 que el 60% (n=3) de
los pacientes fueron mujeres, y el 40% (n=2) hombres (figura 5). El rango de edad
mas abundante fue el de 71-80 (60%; n=3) seguido por el de 60-70 (40%; n=2). La
figura 6 presenta la distribucion de los pacientes por rango de edad. El grupo de

edad mas frecuente fue el de 71 a 80 afnos.

60%

40%

W Sexo Femenino M Sexo Masculino

Figura 5. Distribucion por sexo de los pacientes analizados
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70%

60%
60%

50%

40%
40%

Pacientes

30%
20%
10%

0%

60a70 71a80
Rango de Edad

Figura 6. Distribucion de los pacientes por rango de edad

Deteccion de E. coli por PCR

Las cepas fueron identificadas molecularmente por PCR mediante la amplificacion
de la region 16sRNA (figura 7).

Figura 7. Deteccion de E. coli mediante la amplificacion del gen 16sRNA (919 pb) por PCR.
Carril 7, control positivo (ATCC 11775). Carriles 1-3 y 5-6 cepas E. coli de pacientes; Carril
4, marcador de peso molecular (100 pb); Carril 8, control negativo (sin DNA molde).
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Deteccion de genes de virulencia de E. coli relacionados a la enfermedad

periodontal

En la tabla 6, se observan los porcentajes de los genes de captacién de hierro

relacionados con el diagnostico de los pacientes infectados por E. coli. Los genes

identificados con mayor frecuencia en los pacientes con periodontitis moderada y

cronica fueron iroN (figura 8), feoB (figura 9) e irp2 (figura 10). EI gen con menor

frecuencia fue fyuA (figura 11), el cual se detect6 en el 60% del total de los

pacientes. Finalmente, los genes iucC e ireA no se detectaron en ninguna cepa.

Patologia
Funcion o Periodontitis Periodontitis Total
en
del gen moderada cronica No. (%)
No. (%) No. (%)
iroN 3 (60) 2 (40) 5 (100)
feoB 3 (60) 2 (40) 5 (100)
Sistemas
de ip2 3 (60) 2 (40) 5 (100)
captacion ~g,a 2 (40) 1 (20) 3 (60)
de hierro
iucC 0 (0) 0 (0) 0 (0)
ireA 0 (0) 0 (0) 0(0)

Tabla 6. Frecuencia de los genes de sistema de captacion de hierro de E. coli segun el

diagnostico clinico.
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Figura 8. Deteccion de iroN por PCR (667 pb). Carril 7, control positivo (ATCC 11775).
Carriles 1-3 y 5-6 cepas E. coli de pacientes; Carril 4, marcador de peso molecular (100
pb); Carril 8, control negativo (sin DNA molde).

Figura 9. Deteccion de feoB por PCR (470 pb). Carril 7, control positivo (ATCC 11775).
Carriles 1-4 y 6 cepas E. coli de pacientes; Carril 5, marcador de peso molecular (100 pb);
Carril 8, control negativo (sin DNA molde).
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Figura 10. Deteccion de irp2 por PCR (413 pb). Carril 7, control positivo (ATCC 11775).
Carriles 1-3 y 5-6 cepas E. coli de pacientes; Carril 4, marcador de peso molecular (100 pb);
Carril 8, control negativo (sin DNA molde).

Figura 11. Deteccién de fyuA por PCR (787 pb). Carril 7, control positivo (ATCC 11775).
Carriles 1-3 y 5-6 cepas E. coli de pacientes; Carril 4, marcador de peso molecular (100 pb);
Carril 8, control negativo (sin DNA molde).

Deteccion de la expresion de los genes de sistemas de captacion de hierro

En la tabla 7 se observan las frecuencias de expresion de los genes de sistemas de
captacion de hierro en las cepas de E. coli, segun el diagnaostico clinico y el caldo

nutritivo. El 100% de las cepas asociadas tanto a periodontitis moderada como a
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periodontitis cronica expreso el gen feoB (figuras 12.1 y 12.2), iroN (figuras 13.1y
13.2) e irp2 (figuras 14.1 y 14.2) indistintamente del crecimiento en BHI y ST,
mientras que el gen fyuA (figuras 15.1y 15.2) se expreso en el 66.6% (BHIy ST) de
las cepas de periodontitis moderada y en el 50% (BHI y ST) de las cepas de
periodontitis cronica.

Expresion del gen

Periodontitis moderada Periodontitis crénica
Total
Funcién (n=3) (n=2)
Gen No.
del gen No. (%) No. (%)
(%)
BHI ST BHI ST
iroN 3 (100) 3 (100) 2 (100) 2 (100) >
iro
(100)
5
feoB 3 (100) 3 (100) 2 (100) 2 (100)
Sistemas (100)
de 5
captacién irp2 3 (100) 3 (100) 2 (100) 2 (100) (100)
de hierro
fyuA 2 (66.6) 2 (66.6) 1 (50) 1 (50) 3 (60)
iucC 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
ireA 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

Tabla 7. Expresion de los genes de sistemas de captacion de hierro detectadas por PCR
en tiempo real.

Todas las corridas de PCR Tiempo Real se realizaron en el equipo Rotor-Gene 6000
(Corbette).
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Figura 12.1 Deteccién de la expresion del gen feoB de E. coli por PCR en tiempo real en
BHI (Infusién Cerebro-Corazén). La fluorescencia se ley6 a 60° C en el canal verde. Control

positivo (E. coli ATCC 25922). NTC (No Template Control). Controles internos (arcAy rpo).
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Figura 12.2 Deteccion de la expresion del gen feoB de E. coli por PCR en tiempo real en
caldo de soya-tripticaseina (ST). La fluorescencia se ley6 a 60° C en el canal verde. Control
positivo (E. coli ATCC 25922). NTC (No Template Control). Controles internos (arcAy rpo).
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Figura 13.1 Deteccion de la expresion del gen iroN de E. coli por PCR en tiempo real en
BHI (Infusion Cerebro-Corazén). La fluorescencia se ley6 a 60° C en el canal verde. Control
positivo (E. coli ATCC 25922). NTC (No Template Control). Controles internos (arcA 'y rpo).
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Figura 13.2 Deteccion de la expresion del gen iroN de E. coli por PCR en tiempo real en

caldo de soya-tripticaseina (ST). La fluorescencia se ley6 a 60° C en el canal verde. Control

positivo (E. coli ATCC 25922). NTC (No Template Control). Controles internos (arcA'y rpo).
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Figura 14.1 Deteccion de la expresion del gen irp2 de E. coli por PCR en tiempo real en

BHI (Infusién Cerebro-Corazén). La fluorescencia se ley6 a 60° C en el canal verde. Control

positivo (E. coli ATCC 25922). NTC (No Template Control). Controles internos (arcAy rpo).
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Figura 14.2 Deteccion de la expresion del gen irp2 de E. coli por PCR en tiempo real en
caldo de soya-tripticaseina (ST). La fluorescencia se ley6 a 60° C en el canal verde. Control
positivo (E. coli ATCC 25922). NTC (No Template Control). Controles internos (arcA'y rpo).
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Figura 15.1 Deteccién de la expresion del gen fyuA de E. coli por PCR en tiempo real en
BHI (Infusion Cerebro-Corazén). La fluorescencia se ley6 a 60° C en el canal verde. Control
positivo (E. coli ATCC 25922). NTC (No Template Control). Controles internos (arcAy rpo).
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Figura 15.2 Deteccion de la expresion del gen fyuA de E. coli por PCR en tiempo real en

caldo de soya-tripticaseina (ST). La fluorescencia se ley6 a 60° C en el canal verde. Control

positivo (E. coli ATCC 25922). NTC (No Template Control). Controles internos (arcA'y rpo).
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Patrones de expresion de genes de virulencia en las cepas de E. coli

En la tabla 8 se aprecian las combinaciones de expresion de los genes de sistemas
de captacion de hierro de las cepas de E. coli estudiadas. El patron mas frecuente

(3/5) entre las cepas fue: feoB / iroN / fyuA / irp2

I’;IO' Qe Patrones de genes de sistemas de captacion de hierro No. de %
atrén cepas
1 feoB /iroN / fyuA [ irp2 3 60
2 feoB /iroN / irp2 2 40

Tabla 8. Patrones de expresion de los genes de sistemas de captacion de hierro en cepas
de E. coli aislada de infecciones periodontales

Discusioén

Pacientes estudiados

En este estudio se analizaron 5 cepas de E. coli aisladas previamente de pacientes
con infecciones periodontales que fueron atendidos en la clinica de
Endoperiodontologia de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala, de las cuales
el 60% correspondié al sexo femenino y el 40% al masculino (figura 5). Estos
porcentajes son semejantes a los descritos por Botero y colaboradores (2008), en
un estudio en 69 pacientes (63.7% mujeres y 36.2% hombres) con enfermedad
periodontal localizada o generalizada; incipiente, moderada o avanzada; con
evidencia radiografica de destruccion periodontal.

La distribucion de los pacientes por rango de edad, mostré que el 40% se encontro
entre los 60 y 70 afios de edad, mientras que el 60% restante ocurrié en el rango de
71y 80 afos (figura 6). Se ha descrito que las enfermedades periodontales pueden
afectar al 48% de la poblacién adulta, prevalencia que varia segun condiciones
culturales, sociales, economicas, etc. Dentro del grupo de las enfermedades
periodontales se encuentra la periodontitis cronica, la cual es una patologia
infecciosa caracterizada por la formacion de bolsas, que contienen bacterias y

pueden afectar un nimero variable de dientes, ademas de ocasionar inflamacién de
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los tejidos de soporte dental, pérdida 6sea y de insercion. Las lesiones pueden ser
tan graves que pueden ocasionar pérdida de los dientes y alteracion de la funcion
masticatoria y estética (Medina, 2010). En este estudio, el diagndstico mas
frecuente de enfermedad periodontal fue la periodontitis moderada, seguida de la
periodontitis cronica.

Desde la epidemiologia convencional, uno de los modelos mas populares en la
explicacion de la periodontitis se destaca a la placa bacteriana como causa primaria
de la enfermedad, el modelo representa una forma lineal causal de como los
microorganismos y sus toxinas generan una respuesta inflamatoria en un hospedero
susceptible, ademas de la combinacion de factores de riesgo genéticos,
ambientales y adquiridos predisponentes; lo cual conduce a una pérdida en el
equilibrio entre produccion y degradacién de colageno en los tejidos con el
consecuente dafio en el tejido conectivo; lo cual se reconoce mediante los
denominados signos clinicos del inicio y progresion de la enfermedad. Desde este
enfoque se soportan clasificaciones como: "Enfermedades gingivales inducidas por
biopelicula dental"; "Periodontitis"; "absceso periodontal”; "peri-implantitis”, etc.

(Romero y Hernandez, 2018).

Deteccidn de los genes de captacion de hierro en las cepas

En este estudio, los genes iroN, feoB e irp2 fueron detectados en todas las cepas
(n=5; 100%) de E. coli (figuras 8, 9 y 10) aisladas de los pacientes con periodontitis
moderada y crénica (tabla 6). La frecuencia de los genes de virulencia en cepas de
E. coli asociadas a la enfermedad periodontal no ha sido estudiada, sin embargo,
porcentajes similares fueron descritos por Lee y colaboradores (2016) en cepas
uropatdégenas de E. coli, donde feoB, irp2 e iroN fueron detectados en el 98.2%
(n=57), 94.8% (n=55) y 39.6% (n=23), respectivamente.

Este resultado también es similar al estudio realizado por Paniagua y colaboradores
(2018), donde estudiaron las propiedades de virulencia y de resistencia a los
antibiéticos relacionadas con diferentes grupos filogenéticos en un grupo de cepas

de E. coli (n=194) de pacientes con infecciones del tracto urinario (ITU), que
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acudieron a unidades del sector publico de salud en el Estado de México. Se
identifico a E. coli en el 60.4% (n = 194) de los pacientes con ITU. Los filogrupos B2
(n =99; 51%), A (n = 26; 13.4%) y B1 (n = 20; 10.3%) fueron los mas frecuentes.
Los genes feoB (92.3%), iutA (n = 91.7%), SitA (62.4%), fyuA (51%) e ireA (24.2%)
se detectaron principalmente en cepas de los filogrupos B2, A, B1, C y D. En
contraste, Khasheii y colaboradores (2016) reportaron en cepas de E. coli
uropatdégenas (UPEC) (n = 170) que la frecuencia de los genes iucA, iroN e irp2 fue
de 17.1%, 30.6% y 68.2%, respectivamente.

La frecuencia del gen feoB identificado en las cepas periodontales de E. coli (n = 5)
también coincide con lo descrito por Yun y colaboradores (2014) en un estudio en
el que se determind la frecuencia de 18 genes de virulencia en cepas uropatbégenas
de E. coli, donde feoB fue uno de los genes con mayor presencia, con una incidencia
del 67.2%.

Expresion de los genes de captacion de hierro en las cepas

En este estudio los genes feoB (figuras 12.1 y 2), iroN (figuras 13.1 y 2) e irp2
(figuras 14.1 y 2) se expresaron en todas las cepas (100%; n=5), provenientes de
pacientes con Periodontitis Moderada y Periodontitis Cronica después del
crecimiento en BHI y ST (tabla 7). Estos porcentajes contrastan con los descritos en
un amplio estudio realizado en cepas uropatdgenas de E. coli (n=194), donde la
expresion de los genes de captacion de hierro después de la infeccion en un moedlo
in vitro utilizando la linea celular vaginal A431 fue para iroN del 10.3% (n=20), y para
irp2 del 48.4% (n=94) (Paniagua et al., 2017), y también contrastan con los
reportados en un estudio realizado en cepas de E. coli (n=200) aisladas de mujeres
con infecciones cérvico-vaginales ocasionales (n=149), recurrentes (n=20) y
cronicas (n=31), donde la frecuencia de expresion después de la infeccion in vitro
de la linea celular vaginal A431 fue para irp2 del 58.5% (n=117) y para iroN del
32.5% (n=65) (Monroy et al., 2020).

La elevada expresion de los genes de captacion de hierro en las cepas

periodontales demuestra la virulencia de las cepas para ocasionar no solo
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infecciones periodontales mas agudas, sino también otro tipo de infecciones, sobre
todo considerando que el hierro es un elemento esencial para la supervivencia de
E. coli y facilita numerosas actividades celulares como la reduccion de peroxido, el

transporte de electrones y la biosintesis de nucleétidos (Braun, 2001).

El gen fyuA se expreso en el 66% de las cepas (n=2; tabla 7; figuras 15.1 y 2) de
pacientes con periodontitis moderada, indistintamente del crecimiento en BHI o ST,
mientras que las cepas de los pacientes con periodontitis cronica fyuA se expreso
en el 50% (n=1). La expresion de fyuA no ha sido descrita en cepas periodontales
de E. coli, sin embargo, la frecuencia de deteccion en cepas uropatégenas de E.
coli (n=194) ha sido reportada en un 51% (n=99) por Paniagua y colaboradores en
2018, y en otro estudio realizado en cepas UPEC, el marcador fyuA fue detectado
en 72.2% de las cepas (Spurbeck et al., 2012).

Por otro lado, los genes iucC e ireA no fueron detectados, y por ende no se
expresaron en ninguna de las cepas estudiadas (tabla 6 y 7). Sin embargo, en el
estudio de Paniagua y colaboradores (2017) se reportd un porcentaje de expresion
de iucC del 3% (n=6). En otro estudio realizado en cepas de E. coli uropatdogenas
(n=35; UPEC) productoras de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE; 57.1%;
n=20) provenientes de seis asilos en Peru, se encontré una elevada presencia del
gen iucC 63% (n=22) (Gonzales et al., 2022). De la misma manera, la ausencia del
gen ireA (tabla 6) no coincide con el trabajo de Li et al. (2016) quienes estudiaron la
funcién de una proteina de membrana externa codificada por el gen ireA de la cepa
DE205B de E. coli patdgena aviar (APEC). El gen estuvo distribuido en el 32.9%
(n=46) de las cepas de E. coli analizadas (n=140), con altos porcentajes en los
grupos filogenéticos B2 (58.8%) y D (55.9%). El nivel de expresion génica de ireA
de la cepa APEC DE205B en medios M9 con alto contenido en hierro fue 1.8 veces

mayor (P < 0.05) que en medios M9 con bajo contenido en hierro.

En este estudio se identificaron dos diferentes patrones de expresion de los genes
de sistemas de captacion de hierro en las cepas periodontales de E. coli (tabla 8),
dentro de los cuales el mas frecuente fue feoB / iroN / fyuA / irp2 con el 60% (n=3).
Los porcentajes de los patrones de expresion de genes de sistemas de captacion
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de hierro con otros marcadores de virulencia han sido descritos por otros autores,
por ejemplo, en un estudio realizado en un grupo de cepas cérvico-vaginales de E.
coli (n=200) se encontré que los patrones irp2/fim/iha/kpsMT/usp e irp2/fim/iset
fueron identificados en el 14.4% (n=7) y en el 2.6 (n=5) de las cepas (Paniagua et
al., 2017).

La elevada frecuencia de deteccion y de expresion en las cepas de los genes que
codifican para los sistemas de captacion de hierro iroN, feoB, irp2 y fyuA, que son
necesarios para la nutricion y multiplicacion bacteriana, evidencia la virulencia de
las cepas para ocasionar infecciones agudas o cronicas en los pacientes con

enfermedad periodontal.

Conclusiones

1. La mayoria de los pacientes infectados por E. coli fueron mujeres,
pertenecientes a la tercera edad.

2. Los diagndsticos clinicos mas importantes de los pacientes infectados
fueron infecciones periodontales moderadas a cronicas.

El método de PCR fue una herramienta util para la identificacion de E. coli.

4. Los genes iroN (receptor del sideroforo catecolato), feoB (transportador de
hierro ferroso) e irp2 (hierro represible) se detectaron y expresaron en todas
las cepas de E. coli aisladas de las infecciones periodontales de los
pacientes.

5. El gen fyuA (receptor de sideroforo yersiniabactina) de E. coli se detect6 y
expresd Unicamente en tres de las cinco cepas de E. coli aisladas de los
pacientes con periodontitis.

6. Los genes iucC (implicado en la sintesis de aerobactina) e ireA (elemento
gue responde al hierro) no fueron detectados en ninguna de las cepas de E.

coli.
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7.

Los medios BHI y Soya—Tripticaseina no mostraron diferencia en cuanto al
crecimiento bacteriano de E. coli y la expresion de los genes de sistemas de

captacion de hierro.
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