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RESUMEN

La enfermedad periodontal es ocasionada por diferentes bacterias anaerobias, sin embargo
Escherichia coli ha sido identificada recientemente como colonizador secundario en la
periodontitis. La patogenicidad de E. coli se debe a los numerosos genes de virulencia que
posee. Se compard la frecuencia de expresion de los genes que codifican para, toxinas y
protectinas de E. coli periodontal utilizando dos diferentes caldos nutritivos de cultivo. Se
analizaron cinco cepas de E. coli previamente aisladas de pacientes con enfermedad
periodontal de la clinica de Endoperiodontologia de la FES Iztacala. La identificacion de E.
coli se realizo 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 caldos BHI
(infusién cerebro corazéon) y de soya tripticaseina (ST) a 37°C x 24 h en agitacion constante.
El RNA fue extraido de la pastilla celular bacteriana utilizando el equipo robotizado QIAcube
alimentado con el Kit comercial RNeasy (QIAGEN). La sintesis de la cadena
complementaria del DNA se realizd utilizando el Kit Reverse Transcription QuantiTect
(QIAGEN). La determinacion de la expresion de los genes de virulencia de E. coli fue
realizada por PCR de Tiempo Real. EI 100% (n=5) de las cepas crecidas tanto en BHI como
en caldo de ST expreso los genes de toxinas; usp y hlyA, al igual que los genes que
codifican protectinas kpsMTII y el gen traT. Los resultados evidenciaron que los porcentajes
de expresion de los distintos marcadores de virulencia de E. coli fueron muy semejantes
durante el cultivo en caldo BHI y de Soya Tripticaseina (ST). La expresion de los genes de
toxinas y protectinas de E. coli podrian incrementar la agudeza de las infecciones
periodontales



INTRODUCCION

Enfermedad periodontal

Las enfermedades periodontales, también conocidas como enfermedades gingivales, son
infecciones bacterianas graves que destruyen las encias y los tejidos que rodean la boca
(Botero y Bedoya. 2010). Ocupa el segundo lugar entre las enfermedades bucales mas
padecidas por el hombre a partir de los 35 afos. Por lo general, afecta a todos en algin
momento de la vida y puede comenzar en la infancia. En la actualidad, la enfermedad
periodontal se considera la principal enfermedad cronica que afecta a la denticion humana,
afectando a una alta proporcion de la poblacion mundial (Bosshardt y Lang, 2005; Pihlstrom
et al., 2005). Bajo condiciones normales, estas bacterias se adhieren continuamente a la
superficie del diente, formando un biofilm bacteriano que contiene microorganismos
especificos y complejas condiciones de interaccion de cobertura (Bascones-Martinez y
Figuero-Ruiz, 2004; Gomes et al., 2004; Sakamoto et al., 2006). Como una verdadera
comunidad, los microorganismos en la placa pueden reorganizarse y resistir los cambios
ambientales. La enfermedad periodontal suele desarrollarse por cambios en esta microbiota,
con aumento del niimero de bacterias y sustitucion de especies inofensivas por especies
patogenas, especialmente bacterias anaerobias Gram-negativas (Kolenbrander, 2000; Rosan y
Lamont, 2000). Dentro del grupo de las enfermedades periodontales se encuentra la
periodontitis cronica, patologia infecciosa caracterizada por la formacién de bolsas, que
puede afectar un numero variable de dientes. Ademas, ocasiona inflamacion de los tejidos de
soporte dental, pérdida d6sea y de insercion (Armitage, 1999). Las lesiones pueden ser tan
graves que pueden ocasionar pérdida de los dientes y alteracion de la funcion masticatoria y
estética, afectando por consiguiente el bienestar y calidad de vida de las personas (OMS,
1997).

Figura 1. Inflamacion gingival con abundantes depdsitos bacterianos. Tomado de Bascones
Martinez et al., 2005.



Figura 3. Periodontitis cronica con pérdida del ligamento alveolar y del diente. Tomado de
Bascones Martinez ef al., 2005.

Caracteristicas de Escherichia coli

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo, y es considerado uno de los agentes causales
mas importantes de infecciones extraintestinales. Esta especie bacteriana puede ser agrupada
en cepas comensales, patogenos intestinales y patdgenos extraintestinales. En este ultimo
grupo se encuentran las cepas de E. coli uropatogenas (UPEC), las cepas productoras de



sepsis y de meningitis (Pitout 2012), ademas de las cepas de E. coli asociadas a enfermedad
periodontal.

E. coli es un anaerobio facultativo no esporulado, generalmente moévil mediante flagelos
peritricos, fermentador de glucosa y lactosa, reductor de nitratos a nitritos, catalasa positivo,
oxidasa negativo, positivo en la prueba del indol y negativo para la hidrélisis de la urea. Se
desarrolla en la mayoria de medios generales y selectivos para Gram-negativos como el
Eosina Azul de Metileno (EMB) y el agar MacConkey.

La morfologia colonial de estas bacterias en agar EMB (Eosina Azul de Metileno) se
caracteriza por formar colonias de entre 2 a 3 mm de didmetro, con un centro grande oscuro y
alrededor un color verde metalico.

Patogenia

Las cepas de E. coli se clasifican como patogenas intestinales y patdgenas extraintestinales
(Abe et al., 2008). Las cepas de E. coli patdgenas intestinales o también conocidas como E.
coli diarreogénicas “DEC” se agrupan en 6 diferentes patotipos: E. coli Enteropatogéna
(EPEC), E. coli productora de la toxina Shiga (STEC), E. col/i Enteroagregativa (EAEC), E.
coli Enterotoxigénica (ETEC), E. coli Enteroinvasiva (EIEC) y E. coli de Adherencia difusa
(DAEC). Por otro lado las patogenas extraintestinales se dividen en 3 tipos NMEC (E. Coli
causante de meningitis neonatal), SEPEC (causante de sepsis) y UPEC (Escherichia coli
uropatdgena) responsables de infecciones en el tracto urinario “UTI” (Toval, 2014).

La bacteria E.coli ha sido encontrada como un patégeno emergente secundario asociado a la
enfermedad periodontal, tiene un papel significativo en la patogénesis de la periodontitis,
participando en la formacién de la bolsa periodontal, destruccion del tejido conectivo y
reabsorcion del hueso alveolar a través de mecanismos directos e indirectos (Page ef al.,
2000).

Factores de virulencia

Las cepas de E. coli poseen numerosos factores de virulencia que le permiten a la bacteria
colonizar el epitelio y persistir frente a la respuesta inmune del hospedero. Las cepas de E.
coli extraintestinales presentan elevada diversidad genética debido a la presencia de genes de
virulencia especializados y localizados en elementos genéticos moviles llamados islas de
patogenicidad (Corbett y Roberts, 2008).

Las cepas de E. coli extraintestinales mas estudiadas son las causantes de infecciones del
tracto urinario (ITU), donde se ha estimado que entre un 70% a 95% de las ITUs son de
origen comunitario (Pitout, 2012: Vimont et al., 2012). Las cepas de E. coli asociadas a
infecciones periodontales han sido muy poco estudiadas. Entre los factores de virulencia mas
importantes presentes en las cepas de E. coli extraintestinales se encuentran los genes
relacionados con los sistemas de adquisicion de hierro (iroN, irp2 e iuc), las adhesinas (fim,
afal, sfa, iha, tsh, papC 'y papGlI, Il y III), protectinas (kpsMT, ompT e iss) y toxinas (cnf1,
hlyA, set, astA, vat, usp 'y cva/cvi) (Figura 1; Tabla 1).
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Figura 4. Factores de virulencia de UPEC y su interaccion con el hospedero.
Principales factores de virulencia relacionados a la adquisicion de hierro, secrecion de
toxinas y adhesion e invasion. Tomado de Barber et al., 2016.

Toxinas

Las toxinas de E. coli son importantes factores de virulencia que participan en el desarrollo
de las infecciones. La produccién de toxinas por parte de E. coli puede provocar una
respuesta inflamatoria. Las toxinas ayudan al esparcimiento del patogeno en tejidos mas
profundos después de interrumpir la integridad celular; para tener acceso a nutrientes dentro
de la célula del hospedero, o para destruir células efectoras del sistema inmune y asi evadir su
actividad antibacteriana (Liithje y Brauner, 2014).

Factor citotoxico necrotizante 1 (cnfl)

El CNF1 conduce a una activacion constitutiva de los miembros de la familia Rho, resultando
en el rearreglo del citoesqueleto de la célula huésped, provocando apoptosis de las células de
la vejiga estimulando su exfoliacion in vivo (Mills et al., 2000) La activacion de las Rho
GTPasas afecta varias funciones celulares eucaridticas, incluyendo la formacion de fibras de
actina, lamelapodia, filopodia, la induccién del ondulamiento de membrana y la modulacion
de vias de sefializacion inflamatoria (Etienne-Manneville y Hall, 2002). El mecanismo de
accion de estas toxinas, especialmente CNF1, se basa principalmente en la desaminacion de
la glutamina en la posicion 63 de la proteina diana RhoA, formando acido glutamico. Este
inhibe la hidrélisis intrinseca del GTP, estimulada por la GTPasa, activando la proteina
(GAP). Por lo tanto, la desanimacion de la glutamina 63, por el CNF1 permite la activacion
de la proteina Rho GTP e induce la reorganizacion de las fibras de estrés de la actina (Flatau
et al., 1997).



Alfa-hemolisina (HvlA)

La hemolisina o (HlyA) es una toxina dependiente de calcio de 110 kDa que forma poros de
2 nm de ancho en las células del hospedero, provocando lisis celular cuando se alcanzan altas
concentraciones de ella (Wiles et al., 2009). La sintesis, maduracion y secrecion de HIyA esté
determinada por el operon hAlyCABD (Felmlee et al.,1985; Issartel et al.,1991; Koronakis et
al.,1997; Nieto et al.,1996). Este polipéptido, denominado pro-HlyA, es la forma inactiva de
la toxina, que se convierte en litica luego de una activacion postraduccional.

En cambio las concentraciones subliticas de esta toxina pueden ser mas relevantes
fisiologicamente. De hecho, se ha demostrado que concentraciones subliticas de un numero
de toxinas formadoras de poros pueden modular una gran variedad de rutas de sefializacion
del hospedero, incluyendo estimulacion pasajera de oscilaciones de calcio, la activacion de la
senalizacion MAPcinasa, y la alteracion de los patrones de fosforilacion y acetilacion de las
histonas (Hamon et al., 2007; Ratner et al., 2006). Adicionalmente, se ha encontrado que las
concentraciones subliticas de la hemolisina o potencialmente estimulan la inactivacién de la
serina/treonina cinasa Akt, que juega un papel central en la progresion del ciclo celular del
hospedero, metabolismo, trafico vesicular, sobrevivencia, y vias de sefalizacion inflamatoria
(Wiles et al., 2008).

Proteina uropatdégena especifica (Usp)

La proteina uropatogena especifica, codificada por el gen usp, esta asociada a cepas aisladas
de pielonefritis, prostatitis e infecciones en el tracto urinario (Yamamoto et al., 2001; Rijavec
et al., 2008). La proteina uropatogena especifica presenta actividad DNasa y, particularmente
cuando se expresa a la par de Imu2, muestra actividad genotoxica en células de mamiferos
(Nipic et al., 2013). El dafio al DNA provocado por genotoxinas lleva a la activacion del
mecanismo de respuesta a dafio del DNA vy al subsecuente arresto del ciclo celular. El dafo
irreversible en el DNA resulta en apoptosis o senescencia (Elmore, 2007).

Protectinas

Otro factor de virulencia clave asociado a E. coli extraintestinal es la capsula de polisacarido,
o antigeno K, en la superficie de la célula bacteriana (Corbett y Roberts, 2008).

La capsula de E. coli es una estructura formada por polisacdridos repetidos de alto peso
molecular firmemente unidos a la célula bacteriana y que envuelven su superficie. Tienen
funciones protectoras frente a la desecacion, la opsonizacion, la fagocitosis y frente a la
accion bactericida del complemento. Junto con el antigeno O, el antigeno capsular o antigeno
K (AgK) es el tnico polisacarido de superficie especifico de serotipo.

Los 80 serotipos capsulares de E. coli se clasificaron originalmente con base en sus
propiedades seroldgicas (Jann et al.,1992), pero la incorporacion de criterios bioquimicos y
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genéticos reorganizd estas estructuras en cuatro grupos (Grupo 1-4), con caracteristicas
comunes en cuanto a ensamblaje entre los grupos 1 y 4, y 2 y 3 respectivamente.

Antigeno capsular (KPSMT)

Se sabe que la expresion del antigeno K es importante para los patdégenos bacterianos
invasivos, ya que les permite combatir las defensas innatas del hospedero como la fagocitosis
(Weiss et al., 1982). Existen 4 grupos de capsulas, las cuales a su vez se clasifican en varios
subtipos. Las capsulas mas frecuentes son las del grupo II, dentro de este la capsula K2, que
permite resistir a la muerte mediada por el sistema del complemento y la K5, que protege a la
bacteria de la union a los neutrofilos inhibiendo la fagocitosis (Buckles et al., 2009;
Subashchandrabose et al.,, 2015). Existe un subtipo de capsula que estaria implicado en la
formacion de comunidades bacterianas intracelulares (CBI) que es la K1, siendo responsable
de la morfologia de la CBI (Anderson et al., 2010).

En la Tabla 1 se observan los principales factores de virulencia de UPEC.

Gen Nombre
Protectinas
kpsMT 11 Group II capsule
kpsMT II1 Group III capsule
rfc Replication factor C
traT Outer-membrane protein gene; serum resistance
Toxinas

cdtB Cytolethal distending toxin B

cnf-1 Cytotoxic necrotizing factor 1

hiyA hemolysin A

Relacionados con la captacion de

Hierro
iutA Ferric aerobactin; iron transport
feoB ferric iron uptake
ire4 Iron-responsive element
fruA Ferrichrome receptor FiuA
Adhesinas
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afa Afimbrial adhesin |
fimH Fimbriae
gafD Fimbriae of diarrhea-associated
papC

Pyelonephritis-associated protein

papA
papG

sfa S fimbrial adhesins
focG F1C minor fimbrial subunit protein G

Tabla 1. Genes de virulencia en UPEC.

El analisis molecular de las cepas de E. coli como patdogeno emergente secundario
relacionado a la enfermedad periodontal y su participacion en la patogénesis de la
periodontitis no ha sido estudiado hasta el momento, por lo que en este estudio se determinara
la expresion de los genes de virulencia que codifican para toxinas y protectinas en cepas de E.

coli aisladas de pacientes con enfermedad periodontal.
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ANTECEDENTES

e Abe et al., (2008) en Sao Paulo, Brasil realizaron un trabajo para estudiar en 225
cepas de E. coli uropatdogenas la distribucion de los distintos marcadores de
virulencia. Las frecuencias de los genes de virulencia fueron: fim 93.8%, irp2 68.9%,
kps 51.5%, pap 45.8%, hly 44%, iha 40.4%, aer 39.6%, sfa 29.8% y cnf 23.6%.

e Medina et al, (2012) en Medellin, Colombia examinaron la presencia de
microorganismos subgingivales de 76 pacientes con periodontitis cronica. Los
microorganismos con mayor frecuencia fueron P. gingivalis (64,4%), F. nucleatum
(46,3 %) y P. intermedia/nigrescens (44,3%), los cuales son microorganismos
comunes relacionados con las enfermedades periodontales. Ademas, se observaron
bacilos entéricos Gram-negativos en 20 (26.31%) de 76 pacientes.

e Momtaz et al., (2013) en un estudio realizado en Iran, identificaron 26 genes de
virulencia, serogrupos y resistencia a antibioticos en 123 cepas de E. coli aisladas de
pacientes con infecciones en el tracto urinario. El gen detectado con mayor
frecuencia fue fim (86.1%) y setl (79.6%), mientras que usp y kpsMT presentaron
menos frecuencia con el 1.6% y 4%, respectivamente. El serogrupo predominante fue
el 025 (26%), y el 100% de las cepas fue resistente a la penicilina.

e Millan et al, (2014) en Yucatdn, México determinaron la distribucion de los
diferentes grupos filogenéticos y de los marcadores de virulencia en 28 cepas UPEC
productoras de [-lactamasas, colectadas de pacientes con infecciones del tracto
urinario. El grupo B2 se encontr6 con mayor frecuencia asociado con 4
combinaciones de genes (7/12); el gen fyuAd fue el de mayor prevalencia con 67.8%
(n=19), seguido de fymH 50% (n=14), kpsMTII 35.7% (n=10), PAI 21.4% (n=6), ups
25% (n=7)y papA 7.1% (n=2).

e Tarchouna er al, (2013)en Susa, Tunez evaluaron el papel de los factores de
virulencia de E. coli en la patogénesis de la infeccion del tracto urinario. Analizaron
90 cepas UPEC por PCR para detectar la prevalencia de siete genes: Fimbrias tipo 1
(fimH), pili asociada con pielonefritis (pap), flagelo (f1C), fimbrias (sfa y foc),
adhesina (afa), citotoxina necrotizante (cnf), hemolisina (4ly) y aerobactina (aer). La
prevalencia para fimH fue del 68 %, del 41% para pap y del 34% para sfa/foc. Los
operones que codifican para las adhesinas fimbriales afa se identificaron en el 20 %
de las cepas. hly y los genes que codifican para las toxinas cnf se detectaron en el
19% y 3% de las cepas, respectivamente. La prevalencia para el gen aer fue del 52 %.
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JUSTIFICACION

Debido a que en nuestro pais existe muy poca informacion a nivel molecular sobre E. coli
periodontal, el objetivo de este trabajo serd determinar la expresion de genes de toxinas y
protectinas en cepas de Escherichia coli asociadas a enfermedad periodontal.

OBJETIVO GENERAL
Caracterizacion molecular de cepas de E. coli asociadas a enfermedad periodontal.

OBJETIVOS PARTICULARES

Identificacion por PCR convencional de los genes de toxinas (usp, hlyA y cfnl) y protectinas
(traT 'y kpsMT 2) en cepas de Escherichia coli aisladas de pacientes con enfermedad
periodontal.

Determinar por PCR en Tiempo Real la expresion de los genes de toxinas y de protectinas en

las cepas de E. coli, bajo crecimiento en dos diferentes caldos nutritivos de cultivo.

13



MATERIAL Y METODOS

Origen de las cepas

Las cepas de Escherichia coli (n=5) fueron aisladas previamente de pacientes con
infecciones periodontales de la Clinica de Endoperiodontologia de la FES Iztacala.

Las cepas periodontales de E. coli y la cepa control (ATCC 25922) se encuentran
almacenadas en medio BHI (infusidon-cerebro-corazén) més Glicerol en el Laboratorio de
Analisis Clinicos, CUSI, FES Iztacala, UNAM.

Resiembra de las cepas y extraccion de DNA.

A partir del medio de cultivo de BHI més glicerol se tomé un indculo por medio de un asa
estéril de las cepas y del control por separado, se sembraron en 2 mL de BHI y se incubaron
a 37° C por 24 horas. Al término se tomo6 un indéculo de las muestras por medio de un asa
estéril y se sembraron por el método de estria cruzada en el agar Mueller Hinton (MH), y se
incub6 a 37° C por 24 horas. A partir del crecimiento bacteriano se tomaron varias colonias
con un asa estéril y se depositaron en un tubo con tapdn de rosca de 16x150 que contiene 2
mL de agua desionizada estéril. El indculo se agitd en un vortex por 30 segundos y se llevod
a ebullicion durante 20 min. Al término la muestra se coloco en hielo por 10 min. y se
centrifugd 14,000 rpm durante 10 min. El sobrenadante que contiene el DNA se transfiri6 a
un tubo eppendorf estéril y se guardo a -20 °C hasta su utilizacion.
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Identificacion de E. coli por PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)

La identificacion molecular de E. coli por PCR de punto final se realizd6 mediante la
amplificacion del gen 16S rRNA utilizando los oligonucledtidos wl-3110
(AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) y wl-3111 (CCGTCAATTCATTGAGTT) (Lane et al.,
1985). El volumen final para la mezcla de reaccion fue de 25 pL; 12 pL de Tag DNA
polimerase 2x Master mix Red (AMPLIQON), 9 uL de agua libre de nucleasas, 1 pL de cada
oligonucledtido (forward y reverse; 10 pmoL) y 2 uL. del DNA bacteriano (100 ng). Las
condiciones para esta ronda de PCR consistié en una fase de desnaturalizacion inicial de 5
minutos a 95°C, 30 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 30 segundos, alineamiento a 55°C
por 1 minuto y una extensiéon a 72°C por 1 minuto. Para terminar, la fase de extension se
prolong6 por 5 minutos a 72°C. En cada ensayo de PCR se utiliz6 como control positivo la
cepa de E. coli ATCC 11775. El tamafio del amplicon esperado fue de 919 pb.

Deteccion de los genes de virulencia por PCR

Los genes de toxina; usp (specific uropathogenic protein), hlyA (haemolysin A), y cnfl
(cytotoxic necrotising factor 1), y de las protectinas; traT (complement resistance protein.),
kpsMTIl (K-antigen), de E. coli fueron identificados por PCR de acuerdo a lo descrito con
Momtaz (2013)._Las condiciones de PCR, la secuencia de los oligonucleotidos y el tamafio de
los amplicones se observan en la tabla 2.

GEN TAMANO ]?EL SECUENCIA DE LOS CONDICIONES DE PCR
AMPLICON OLIGONUCLEOTIDOS
(5°-3%)

usp 1000 F Desnaturalizacioin
ACATTCACGGCAAG | inicial de 12 min a 95
CCTCAG °C para activar el
AmpliTaq Gold Taq, 25
R ciclos de 30 s a 94 °C, 30
AGCGAGTTCCTGGT | s a 63 °C y 3 min a 68
GAAAGC °C, con un ciclo final de

10 min a 72 °C, seguido

de una retencion a 4 °C.

hylA 1177 F
AACAAGGATAAGCA

CTGTTCTGGCT

R
ACCATATAAGCGGT
CATTCCCGTCA
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cnf1 490 F
ATCTTATACTGGATG
GGATCATCTTGG

R
GCAGAACGACGTTC
TTCATAAGTATC

traT 290 F
GGGATGAGCGGGC

CTTTGAT

R
CGGGCCCCCAAGTA
ACTCG

kpsMTII 272 F
GCGCATTTGCTGAT

ACTGTTG

R
CATCCAGACGATAA
GCATGAGCA

Tabla 2. Secuencia de los oligonucledtidos y condiciones de PCR empleadas para la
deteccion de expresion de los marcadores de virulencia en las cepas.

Cultivo bacteriano para la extraccion de RNAm

Para la extraccion del RNAm de bacterias es fundamental promover la expresion de los genes
en estudio usp, hiyA, cnf-1, traT y KpsmT de E. coli, para lo cual las bacterias de E. coli se
crecieron en 3 mL de caldo BHI (infusidon-cerebro-corazon), y caldo de soya tripticaseina
(ST) a 37° C durante 24 h en agitacion constante. Al término 2 mL de los cultivos fueron
centrifugados a 3000 rpm durante 3 minutos, se decant6 el sobrenadante y la pastilla fue
resuspendida en 2 mL de buffer fosfato salino (PBS). Se realizaron diluciones 1:10 en caldo
BHI y ST esteril hasta obtener una DOgg,,= 0.4, lo que indic6 una concentracion de 1x10°
células. Las células bacterianas fueron recuperadas por centrifugacion a 2000 rpm por tres
minutos, al termino la pastilla fue resuspendida en BufferFosfato Salino (PBS),
posteriormente se agitaron en un vortex por 10 segundos y se centrifugaron (2000 rpm por
tres minutos). Se decant6 el sobrenadante y la pastilla se utilizé para la extraccion del ARN.

Extraccion de RNA de las cepas de E. coli

La extraccion total de RNA se realizo con el kit comercial Mini Kit RNeasy (Qiagen, Hilden,
Germany) utilizando el equipo robotizado QIAcube (Figura 2). Para lo cual, las pastillas
bacterianas obtenidas de la infeccion celular fueron colocadas en la placa de agitacion del
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equipo. Al mismo tiempo en la posicion “A” de la seccion correspondiente al buffer de lisis
se coloco el buffer TE (solucion preparada a pH de 8 con 10 Mm Tris-Cl, | Mm de EDTA y
1 mg/mL de lisozima). Después de alimentar el equipo QIAcube con los diferentes reactivos
del kit RNeasy, se llen6 el contenedor con puntas de 1 mL y se depositaron los tubos de
columna y elucion 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 inicid la corrida. El equipo robotizado
afiadio 100 pL de buffer TE (Tris-EDTA) a cada tubo con la pastilla celular de bacteria
cosechada después del cultivo en los agares. Los tubos fueron agitados para lisar las paredes
celulares. Posteriormente el robot QIAcube adiciono volimenes de los distintos buffers del
kit comercial RNeasy y realiz6 repetidos pasos de centrifugacion y agitacion para los
diferentes procedimientos: Agregd 350 pL de buffer RLT (amortiguador de pH de lisis con
Isotiocianato de guanidina con 100 pL/mLde B-mercaptoetanol) que permitio inactivar las
RNAsas y favorecer la unién del RNA a la membrana de silica de la columna utilizada en el
QIAcube.

Al término el equipo afiadido 350 pLde etanol al 95% para homogeneizar el lisado, se
mezclaron suavemente los tubos y se trasladaron 700 uL de la mezcla a la columna contenida
en un tubo de 2 mL, se centrifugaron los tubos a 10.000 rpm durante 15 segundos y el
liquido de flujo fue desechado. Después se adicionaron 700 pL del buffer de lavado RW1
(Cloruro de guanidina y etanol) a la columna, para la eliminaciéon de biomoléculas no
deseadas y se centrifugd a 10,000 rpm durante 15 segundos, nuevamente el liquido de flujo
fue desechado. Al terminar el robot afladi6 500 uL de buffer RPE (amortiguador de pH de
lavado con 4 volimenes de etanol al 96%) a la columna que permiti6 eliminar los rastros de
sales, que todavia estaran en la columna debido a los buffers y el equipo centrifug6 a 10,000
rpm durante 15 segundos para lavar la membrana, el liquido de flujo fue descartado.
Nuevamente el robot adiciond 500 pL de buffer RPE a la columna y centrifug6 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 movid y depdsito la columna en un tubo colector nuevo de 2 mL,
centrifugd durante 1 minuto y el equipo adicion6 30 pL. de agua libre de RNAsas
directamente sobre la membrana de la columna y centrifug6é a 10,000 rpm durante 1 minuto
para obtener el RNA. La concentracion total del RNA se midid utilizando el
espectrofotometro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific). Debido a la inestabilidad del RNA, se
realiz6 inmediatamente la reversotranscripcion a DNAc.
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Figura 5. Interior del equipo QIAcube. 1. Placa de agitacion, 2. Posicion para buffer de lisis,
3. Posicidn para reactivos MiniKit RNeasy, 4.Contenedor de puntas, 5. Brazo robdtico, 6.
Carrusel (centrifuga).

Reversotranscripcion

Para el proceso de la reversotranscripcion de RNA a DNAc se utilizd el kit comercial
QuantiTec Reverse transcription (Qiagen®) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Primero se realizé la eliminacion de DNA gendmico. Para un volumen final por mezcla de
reaccion de 14 uL se agregaron cada uno de los siguientes componentes: Para cada muestra
se depositaron en un tubo eppendorf; 2 pL de gDNA Wipeout buffer7x®, 7 uL. de H,O libre
de RNAsas y 5 uL de RNA molde. Posteriormente se incub6 a 42°C durante 2 minutos, e
inmediatamente se coloco en hielo. Para la reversotranscripcion se prepard 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 pLQuantiscript
RT buffer 5x®, 1 pL RT Primer mix® y 14 uL de RNA templado (obtenido de la reaccion
anterior) para un volumen final de reaccion 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 DNAc se midi6 utilizando
un espectrofotometro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific). Finalmente el DNAc obtenido se
almaceno a -20°C hasta su utilizacion para PCR en Tiempo Real.

Expresion de los marcadores de virulencia por PCR en Tiempo Real

Los oligonucledtidos que se utilizaron para la expresion de usp, hlyA, cnf-1, traT'y KpsmT
fueron los mismos que se utilizaron para la identificacion por PCR convencional. Para
determinar la expresion de los diferentes genes de virulencia se utilizd el aparato de PCR en
Tiempo Real Corbette® (Rotor Gene). El volumen final por mezcla de reaccion fue de 25 pL:
12.5 pL de la master mix SYBRGreen PCR (QIAgen), 1 uL del oligonucledtido Forward (10
pmol), 1 uL del oligonucleo6tido Reverse (10 pmol), 9.5 pL de agua libre de nucleasas y 1 pL.
de cDNA templado (500 ng/uL). Las condiciones de amplificacion fueron: un ciclo de
activacion de la Hot Start a 95°C durante 5 minutos y 40 ciclos de amplificacion, que se
inicia con la desnaturalizacion a 95°C por 5 segundos y finalmente alineacion a 60 °C por 10
segundos. Los controles internos (House keeping) para cada ensayo fueron los genes RPO
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(RNA polymerase sigma) y ARCA (Aerobic Respiration Control Protein). La melting point se
realiz6 en cada corrida de PCR en Tiempo Real. La cepa de E coli ATCC 11775 se us6 como
control positivo en cada ensayo.
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RESULTADOS

Origen de las cepas analizadas

En este estudio se analizd un grupo de cepas de E. coli (n=5) previamente aisladas de
pacientes de la Clinica de Endoperiodontologia de la FES Iztacala por presentar signos y
sintomas de enfermedad periodontal. E1 60% (n=3) de los pacientes correspondi6é a mujeres y
el 40% (n=2) a hombres (Figura 6).

La distribucion de los pacientes segun el rango de edad fue la siguiente: el 60% (n=3)
presentd una edad comprendida en el intervalo de 71 a 80 afios y 40% (n=2) entre 61 a 70
afios (Figura 7).

Figura 6.Distribucion de los pacientes analizados por sexo.
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Figura 7. Distribucion de los pacientes por edad.

Identificacion de E. coli por PCR

Las cepas de E. coli fueron identificadas mediante amplificacion por PCR del gen 16S rRNA
(Figura 8).

Figura 8. Deteccion por PCR de E. coli por amplificacion del gen 16S rRNA (amplicon de
919 pb). Carriles 1-3, y 5-6 cepas de E. coli de pacientes; carril 4 marcador de peso molecular
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(MWM;100 pb); carril 7 control positivo (E. coli ATCC 25922); carril 8 carril negativo (sin

DNA molde).

Frecuencia de genes de virulencia de E. coli relacionados a la enfermedad periodontal.

El diagnostico mas frecuente en los pacientes analizados fue la enfermedad periodontal
moderada con el 60% (n=3), seguido de enfermedad periodontal crénica con el 40% (n=2;
Tabla 3). El gen kpsMT 2 (figura 9) y traT (figura 10) fueron identificados en el 20% (n=1)
de las cepas de pacientes con periodontitis moderada y cronica, en cada caso (Tabla 3),
mientras que cnfl (figura 11) so6lo se identifico en una cepa de un paciente con periodontitis
moderada. Los genes de las toxinas hyl4 (figura 12) y usp (figura 13) se identificaron en
todas las cepas (100%), tanto de los pacientes con periodontitis moderada, como crdnica.

Gen Funciéon Periodontitis | Periodontitis TOTAL
moderada cronica
(n=3) (n=2) (n=5)
No. (%) No. (%) No. (%)
kpsMT 11 Protectinas 1 (20) 1(20) 2 (40)
traT 1 (20) 1(20) 2 (40)
enfl Toxinas 1 (20) 0 1 (20%)
hylA 3 (60) 2 (40) 5 (100%)
usp 3 (60) 2 (40) 5 (100%)

Tabla 3. Frecuencia de deteccion de los marcadores de virulencia de las cepas de E.coli

periodontales.
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Figura 9. Deteccion del gen KpsMT Il por PCR (amplicon de 272 pb). Carriles 2-3, KpsMT
II en cepas de E. coli de pacientes; carril 4, marcador de peso molecular (MWM;100 pb);
carril 7, control positivo (ATCC 25922); carril 8, control negativo (sin DNA molde).

Figura 10. Deteccion del gen traT por PCR (amplicon de 290 pb). Carriles 2-3, traT en cepas
de E. coli de pacientes; carril 4, marcador de peso molecular (MWM;100 pb); carril 8 control
negativo (sin DNA molde).
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490 pb

Figura 11. Deteccion del gen cnfl por PCR (amplicoén de 490 pb). Carril 3, cnfl en cepa de
E. coli de un paciente; carril 4 marcador de peso molecular (MWM;100 pb); carriles 1-2 y
5-7 cepas negativas para el gen; carril 8, control negativo (sin DNA molde).

1177 pb

Figura 12. Deteccion del gen hylA por PCR (amplicon de 1177 pb). Carril 1-3 y 5-6, hylA en
cepas de E. coli de pacientes; carril 4 marcador de peso molecular (MWM;100 pb); carril 7,
control positivo (cepa clinica de E. coli portadora del gen). carril 8, control negativo (sin
DNA molde).
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Figura 13. Deteccion del gen usp por PCR (amplicoén de 1000 pb). Carril 1-3 y 5-6, usp en
cepa de E. coli de pacientes; carril 4 marcador de peso molecular (MWM;100 pb); carril 7,
control positivo (cepa clinica de E. coli portadora del gen). carril 8, control negativo (sin
DNA molde).

Frecuencia de expresion de los genes de virulencia de E. coli relacionados a la
enfermedad periodontal.

En la Tabla 4 se observan los porcentajes de expresion de los genes de virulencia de las cepas
de E. coli periodontales (n=5) bajo crecimiento en caldo nutritivo infusién-cerebro-corazon
(BHI), y caldo de soya tripticaseina (ST). Los genes kpsMT II (figura 14) y traT (figura 15)
se expresaron en el 33.3% (n=1) de las cepas de pacientes con periodontitis moderada y en el
50% (n=1) de las cepas asociadas a periodontitis cronica, en cada caso, mientras que los
genes de toxinas AylA4 (figura 16) y usp (figura 17) se expresardn en todas las cepas, tanto de
los pacientes con periodontitis moderada como de la cronica.
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Gen Funcion Periodontitis Periodontitis TOTAL
moderada (n=3) cronica(n=2)
No. (%) No. (%) (n=5)
BHI S.T BHI S.T No. (%)
kpsMT 11 Protectinas 1(33.3) | 1(33.3) 1(50) 1(50) 2 (40)
traT 1(33.3) | 1(33.3) 1(50) 1(50) 2 (40)
cnfl Toxinas
hylA 3(100) 3(100) 2 (100) 2(100) 5(100)
usp 3(100) 3(100) 2 (100) 2(100) 5(100)

Tabla 4. Frecuencia de expresion de los marcadores de virulencia de las cepas de E.coli

periodontales.
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Figura 14. Deteccion de la expresion del gen kpsMT II en cepas aisladas de pacientes con
enfermedad periodontal por PCR en tiempo real. A) Crecimiento en BHI, B) Crecimiento en
ST. La fluorescencia se leyd a 60°C en el canal verde. Control positivo: cepa de E. coli
portadora del gen kpsMT II; NTC: (No control template). Controles internos (RPO 'y ARCA).
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Figura 15. Deteccion de la expresion del gen #raT en cepas aisladas de pacientes con
enfermedad periodontal por PCR en tiempo real. A) Crecimiento en BHI, B) Crecimiento en
ST. La fluorescencia se leyd a 60°C en el canal verde. Control positivo: cepa de E. coli
portadora del gen fraT; NTC: (No control template). Controles internos (RPO y ARCA).
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Figura 16. Deteccion de la expresion del gen hyl4 en cepas aisladas de pacientes con
enfermedad periodontal por PCR en tiempo real. A) Crecimiento en BHI, B) Crecimiento en

ST. La fluorescencia se leyd a 60°C en el canal verde. Control positivo: cepa de E. coli
portadora del gen hly4; NTC: (No control template). Controles internos (RPO 'y ARCA).

29



Control positivo

0.8

06

0.4

Threshold

0.2

5 10 15 20 25 30 35 40

Control positivo

Threshold

L 10 15 20 25 30 3 40

Figura 17. Deteccion de la expresion del gen usp en cepas aisladas de pacientes con
enfermedad periodontal por PCR en tiempo real. A) Crecimiento en BHI, B) Crecimiento en
ST. La fluorescencia se leyd a 60°C en el canal verde. Control positivo: cepa de E. coli
portadora del gen usp; NTC: (No control template). Controles internos (RPO y ARCA).
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DISCUSION
Origen de las cepas

En este estudio se analizaron molecularmente 5 cepas de E. coli aisladas de pacientes
(mujeres y hombres; Figura 3) de la Clinica de Endoperiodontologia de la FES Iztacala con
periodontitis moderada (n=3) y periodontitis cronica (n=2; Tabla 3). La enfermedad
periodontal en nuestro pais se ha reportado hasta en 70 por ciento de la poblacion y se
presenta principalmente en adultos mayores (de 65 anos en adelante) segun la Academia
Americana de Periodoncia (AAP). Se ha descrito que una gran una variedad de bacterias
anaerobias Gram negativas causan enfermedad periodontal (Dahlen ez al., 2019), por ejemplo
en un estudio realizado en Colombia en 76 pacientes con periodontitis cronica, se encontrd
que los microorganismos con mayor frecuencia fueron P. gingivalis (64,4%), F. nucleatum
(46,3 %) y P. intermedia/nigrescens (44,3%), ademas, se observaron bacilos entéricos
Gram-negativos en 20 (26.31%) de 76 pacientes (Medina et al., 2012). La presencia de otras
bacterias patogenas no orales, como E. coli, se han identificado como colonizadores

secundarios relacionados con la enfermedad periodontal (Da Silva et al., 2011).

Deteccion de los genes de virulencia

Las toxinas bacterianas provocan dafio celular en los tejidos del hospedero, facilitando la
captacion de nutrientes y por ende la multiplicaciéon y la diseminacién bacteriana,
incrementando de esta manera, la agudeza de la periodontitis. El analisis molecular de E. coli
como patogeno emergente secundario asociado a la periodontitis no ha sido estudiado. Los
genes hylA y usp se detectaron en el 100% (n=5) de las cepas periodontales de E. coli (Tabla
3), mientras que cnf! solo se identifico en el 20% (n=1) de las cepas asociadas a periodontitis
moderada. El porcentaje de hylA y usp de las cepas periodontales es superior a lo descrito en
un estudio en el que se analizdé un grupo de cepas uropatogenas de E. coli (UPEC; n=64)
aisladas de pacientes con infecciones del tracto urinario (n=15) y con bacteriuria asintomatica
(n=4), dentro de las cuales, el 20.3% (n=13) fue portadora de hlyA4, y el 21.9 % (n=14) de usp
(Yun KW et al., 2017), mientras que en otro amplio estudio realizado en cepas uropatdgenas
de E. coli (UPEC; n=194) se encontré que el 15.4% (n=30), 7.2% (n=14) y 87.1% (n=169)
fueron portadores de hlyA, cnfl y usp, respectivamente (Paniagua-Contreras ef al,, 2017). Por

otro lado la frecuencia de wusp detectada en las cepas periodontales (100%; tabla 3) es
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semejante al 100% y al 64%, descrito en cepas UPEC obtenidas de pacientes con prostatitis
y cistitis, respectivamente (Morales-Espinosa ef al., 2016). La frecuencia de hlyA4, y cnfl
encontrada en este estudio también contrasta con la reportada en cepas de E. coli (n=200)
aisladas de pacientes con infecciones cérvico-vaginales, donde el 23% (n=46) de las cepas
acarre6 hlyA y el 33% (n=66) cnfl (Paniagua-Contreras ef al., 2019). La elevada presencia de
los genes de toxinas en las cepas periodontales de E. coli evidencia la capacidad de las cepas
para ocasionar infecciones mas agudas, debido a que se ha descrito que //yA4 degrada paxilina,
una proteina andamio del citoesqueleto, y otras proteinas involucradas en la cascada de
sefializacion de NF-kB (factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células
B activadas), interfiriendo con la sefal pro inflamatoria mediada por este complejo proteico,

amortiguando asi la respuesta inmune del hospedero a la infeccion (Dhakal y Mulvey, 2012).
Expresion de los genes de virulencia

En este trabajo no se encontraron diferencias en los porcentajes de expresion de los genes de
toxinas y de protectinas en las cepas periodontales de E.coli (n=5) con respecto al medio
enriquecido infusion cerebro-corazon (BHI) y caldo de soya tripticaseina (ST) (Tabla 4). Los
genes que codifican para toxinas hylA y usp se expresaron en todas las cepas (100 % n=5) de
periodontitis moderada y cronica después del crecimiento en el medio BHI y caldo ST. Las
toxinas son moléculas clinicamente relevantes porque causan dafio tisular en el huésped,
facilitan la liberacion de nutrientes y la propagacion bacteriana, e inactivan las células
efectoras del sistema inmunitario (Liithjeb 2014). La expresion de los genes de virulencia en
las cepas periodontales de E. coli no se habia estudiado, sin embargo los porcentajes de
expresion detectados en este trabajo contrastan con los descritos en un estudio realizado en
cepas uropatdgenas de E.coli, donde la expresion de genes que codifican para toxinas después
de la infeccion en un modelo in vitro utilizando una linea celular vaginal A431 fue para hyl4
de 11.8% (n=23) y usp de 68% (n=132; Paniagua-Contreras et al., 2016). En este estudio el
gen cnfl de E. coli no fue expresado después del crecimiento en los medios de BHI o ST, lo
cual discrepa con el resultado descrito en un estudio realizado en un grupo de cepas de E. coli
cérvico-vaginales (n=200), donde la expresion de cnfl fue del 33.5 (n=67) después de la

infeccion de la linea celular vaginal A43 con las cepas de E. col.

Se ha descrito que el gen kpsMT de E. coli que codifica para el antigeno K es importante
para los patdogenos bacterianos invasivos, ya que les permite evadir las defensas innatas del

hospedero como la fagocitosis (Weiss et al., 1982). El gen capsular kpsMT suele ser mas
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prevalente en las cepas UPEC asociadas con pielonefritis que en las cepas asociadas con
infecciones del tracto urinario (Jann 1992). La produccién de la capsula incrementa los
efectos bactericidas del suero humano (Buckles ef al., 2009). En este estudio los genes
kpsMT II (figura 9, 14, tabla 4) y traT (figura 10, 15, tabla 4) se expresaron en el 100%
(n=2) de las cepas, en cada caso, después del crecimiento en los medios de BHI o ST. La
frecuencia de expresion de kpsMT II en las cepas periodontales es semejante al 61.3%
(n=119) identificado en un grupo de cepas UPEC (n=194) descrito por Paniagua et al.,(2017)
durante un modelo in vitro de infeccion y también coincide con el 72.5% (n=145)
identificado en cepas de E. coli cérvico-vaginales (n=200) aisladas de mujeres con

infecciones vaginales ocasionales, recurrentes y cronicas.

La expresion colectiva de los genes de protectinas kpsMT Il'y traT, asi como de los genes de
toxinas /hlyA y usp identificado en las cepas periodontales de E. coli demuestra la virulencia
de las cepas para ocasionar infecciones periodontales agudas y/o crénicas, debido a que con la
formacion de la cépsula por un lado pueden evadir la respuesta inmune del hospedero y
resistir la accion de los antibidticos, y por otro lado pueden incrementar el dafio a los tejidos

mediante la accion de los genes de las toxinas AlyA4 y usp.
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CONCLUSIONES

1.

La mayoria de las cepas de E. coli analizadas provinieron de mujeres de la tercera
edad con periodontitis moderada.

Los genes de toxinas (hylA, y usp),y de protectinas (kpsMT Il'y traT) se detectaron y
expresaron en todas las cepas de E. coli de los pacientes con enfermedad periodontal,
indistintamente del crecimiento en el caldo nutritivo de cultivo.

El gen de la toxina cnf-1 se identificd en una cepa de un paciente con periodontitis
moderada, pero no se expresd durante el crecimiento en los caldos nutritivos de
cultivo.

La frecuencia y expresion de los genes de protectinas y toxinas en las cepas de E. coli

pueden incrementar la agudeza y/o cronicidad de las infecciones periodontales
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