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1. INTRODUCCION
1.1 GENERALIDADES DE INFECCION DE TRACTO URINARIO

El criterio de Kass es un parametro que considera bacteruria cuando una muestra
de orina tiene 100,000 bacterias/ml, lo que indica una infeccion de tracto urinario
(ITU). Tomando en cuenta el cuadro clinico y los factores de riesgo del paciente se
pueden clasificar como complicadas, cuando el hospedero tiene alteraciones
neuroldgicas, inmunolégicas o estructurales del sistema urinario, exacerbando el
dafio que sufre por el o los agentes causales de la enfermedad; cuando no se
encuentran este tipo de condiciones se consideran no complicadas, es decir, el

tracto urinario del paciente no tiene anormalidades (Zhou et al., 2023a).

La ITU se puede presentar en mas de una ocasion debido a la diversidad de
microorganismos que pueden causar dicha infeccion, a las caracteristicas de
virulencia del agente etiolégico, al incremento de la resistencia bacteriana ante
terapias antimicrobianas, a la susceptibilidad del hospedero y a las condiciones
ambientales, si esto ocurre en un periodo no mayor a seis meses o0 bien, se
diagnostican tres procesos infecciosos en un afio, se habla de una ITU recurrente
(ITUr) (Epp et al., 2010). El principal agente etiologico a nivel mundial de las ITU es
Escherichia coli uropatogena (UPEC), seguido por Klebsiella pneumoniae,

Enterococcus faecalis y Proteus mirabilis (Flores-Mireles et al., 2015)

Cuando el patdégeno llega a la uretra, la progresién de la enfermedad depende del
numero de microorganismos inoculados y las defensas del hospedero. A partir de
aqui puede ascender a la vejiga y comenzar a colonizarla, causando una infeccion
de vias inferiores también llamada cistitis; el proceso infeccioso no esta limitado a
solo una zona, puede ascender por los uréteres hasta el parénquima renal y
comenzar una infeccidn de vias superiores o pielonefritis. Cuando estas infecciones
se diseminan por el torrente sanguineo se puede llegar a una urosepsis, un estado
grave de infeccidn sistémica que puede ocasionar un choque séptico, condicién de
disfuncién organica debido a una respuesta inmune fulminante ocasionada por la

complicacion de un proceso infeccioso (Agarwal et al., 2012a)




E. coli es un bacilo Gram negativo anaerobio facultativo perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae, es una bacteria incapaz de formar esporas, gracias a flagelos
peritricos puede ser movil, metabdlicamente son catalasa positivos y oxidasa
negativos. Este microorganismo mide aproximadamente 1.1-1.5 ym de ancho por
2-6 ym de largo y pertenece al microbioma natural del humano, colonizando el
intestino pocas horas después del nacimiento, sin embargo, existen algunas cepas
potencialmente patdgenas que causan distintos cuadros clinicos y perjuicios a la
salud. Dentro de estas bacterias se han reportado al menos 181 antigenos O, 56
antigenos H y 80 antigenos K, dentro de dicha diversidad se encuentran los grupos
0O1:H4, O1:H6, O2:H2, O4:H5, O6:H1, O7:H-, O25:H4, O75:H7, O7:H6, O18ac:H7,
0O75:H5 y O7:H4 que son asociados a UPEC. Segun su filogenia se clasifican en A,
B1, B2, C, D, E, F y el recientemente afiadido filogrupo G (Cortez-de la Puente,

Lozano-Zarain, et al., 2024).

En 2016, Lu y colaboradores reportaron en la
flora intestinal de marmotas en China, dos
variantes filogenéticas de E. coli a las que se Bt
les denominé G y H, que comparten similitud
con los filogrupos B2 y F. ElI microbioma

intestinal de dicho animal contaba con una gran

seleccion de genes de virulencia que se r
sospecha fueron adquiridos por las cepas del

filogrupo G, de ahi su potencial como patdégeno R
humano, caso contrario al H que no implica G

amenaza alguna. (Lu et al., 2016a).
Figura 1: Relacion filogenética inferida en

Tomando en cuenta lo anterior, Clermonty cols. en £ coli, Tomado de Clermontt, 2019.
2019 anexaron el filogrupo G a su metodologia de

tipificacion filogenética llamada “Clermont typing”, afadiendo el gen ybgD (proteina
fimbrial putativa) como especifico para la identificacion de dicho filogrupo (Clermont

et al., 2019a). Dicho gen se encuentra dentro del operén ybgOPQD vy se infiere que




es la subunidad principal de una fimbria perteneciente a la via chaperona-ayudador,
sin embargo, algunos autores lo consideran como un operén criptico, dificultando

su estudio (Korea et al., 2010).

E. coli se clasifica en patotipos divididos en dos principales grupos: 1) Las
diarreogénicas, que incluyen a las categorias de E. coli enteropatégena (EPEC),
enterohemorragica (EHEC), enterotoxigénica (ETEC), enteroinvasiva (EIEC),
enteroagregativa (EAEC), de difusion adherente (DAEC) y adherente invasiva
(AIEC) y como indica su nombre, su potencial patogénico es a nivel gastrointestinal;
2) las extraintestinales (ExPEC) por otro lado, tienen la capacidad de iniciar
infeccion en proéstata, tracto urinario, torrente sanguineo y en otras regiones no
intestinales, con una facilidad para movilizarse y no limitar su dafo a un solo sitio,
estas corresponden a E. coli de meningitis neonatal (NMEC), E. coli asociada a
sepsis (SEPEC), E. coli patogena aviar (APEC) y E. coli uropatogena (UPEC),

siendo esta ultima el enfoque principal del presente trabajo (Sarowska et al., 2019).

Estos patotipos cuentan con factores de virulencia (FV) importantes y en algunos
casos especificos, obtenidos por transferencia horizontal de genes, también estan
relacionados con adquisicidn de genes de resistencia a antibiéticos. En UPEC, los
FV se clasifican en factores de adherencia (adhesinas fimbriales y afimbriales), de
dafio celular (toxinas), de captacién de hierro (siderdforos y receptores) y de evasiéon
de la respuesta inmune (endotoxina, biofilm, capsula e invasinas) (Croxen & Finlay,
2010).

Dentro de las adhesinas se encuentran los pili tipo 1, P, S, Dr, F1C, Afa, Curli, Iha 'y
Ag43. Las toxinas incluyen la toxina autotransportadora secretada (Sat), la toxina
autotransportadora vacuolizante (Vat) (ambas pertenecen a la familia de serin
proteasas autotransportadoras), la hemolisina A y el factor necrotizante citotoxico
(CNF). Los sistemas de captacion de hierro incluyen sider6foros como
enterobactina, salmoquelina, aerobactina y yersiniabactina, receptores FepE, IroN,
IutA y FyuA respectivamente y sistemas de importacién como sitABCD y tonB que
juegan un papel muy importante para cubrir los requerimientos de hierro de UPEC
(LUthje & Brauner, 2014).




1.2 ADHESINAS

Dentro del tracto urinario la adherencia es clave, pues de ella depende la resistencia
de UPEC contra la fuerza que ejerce el flujo normal de orina. Los factores de
adherencia de UPEC mas estudiados incluyen: Los pili o fimbrias tipo 1, P, F1C/S'y
AFA, pertenecientes a las fimbrias cuyo mecanismo de biogenésis es la via
chaperona-ayudador (CU por sus siglas en inglés) (Sarowska et al., 2019). De igual
forma, las adhesinas fimbriales se dividen en tipo 1 si su adherencia es sensible a

manosa y tipo 2 cuando son resistentes (Barrios-Villa et al., 2023).
Fimbria tipo 1

También denominada T1F, ademas de su sensibilidad a manosa, es reconocida por
su capacidad de generar enlaces estables con glucoproteinas encontradas a lo
largo del urotelio en vias inferiores y superiores. En las células sombrilla de la vejiga
se encuentran proteinas a-D-manosiladas, mientras que en vias urinarias
superiores a-Gal(1-4) B-Gal, ambos residuos son detectados por las fimbrias 1y P,
sin embargo, el principal tipo de molécula que funge como receptor son las
uroplaquinas. Estas glucoproteinas se clasifican en grupos I, Il y lll, siendo UPla y

UPIlla las mas comunes (Tomasek et al., 2022).

Los genes que codifican los elementos que componen a la fimbria T1F son
codificados por el operon fim (imBEAICDFGH), con un tamafio de 8.7 kpb y se
encuentra altamente conservado. Estructuralmente es una fimbria similar a un
cabello, con una longitud de 1-2 uym, la base tiene una forma helicoidal que conforme
se adelgaza hasta formar el extremo fimbrial (Isidro-Coxca et al., 2024).. SecYEG
secreta subunidades de pilina que formaran un complejo con la chaperona FimC y
seran reconocidos por el extremo N-terminal de FimD, liberando la pilina (ahora
FimA) y formando asi la base de la fimbria. La punta fibrilar esta constituida de FimF,
FimG y la adhesina FimH (Staerk et al., 2022).
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Figura 2: Representacion grafica de la estructura de T1F e interaccion entre sus subunidades. FimB
y FimE: Proteinas reguladoras de expresion. FimA: Subunidad estructural. Fiml, FimF y FimG:
Subunidades secundarias. FimC y D: Chaperona y ayudadora molecular respectivamente. FimH:
Adhesina en extremo distal, reconocido por receptores del hospedero, reconoce a D-manosa.
Traducido de Capitani, 2006.

FimA genera una estructura similar a una hélice con un centro hueco (cuatro
subunidades por vuelta), lo que le provee un equilibrio entre rigidez y flexibilidad

para resistir el flujo de orina (Reisner et al., 2014).

La T1F se encuentra en UPEC con una frecuencia de 86-100%, cuentan con mayor
afinidad a la manosa del endotelio vesical, posee un mecanismo transcripcional
“‘On/Off", lo que resulta en la expresion del operdon fimbrial cuando detecta
glucoproteinas vesicales y si al subir el tracto genitourinario detecta otro tipo de
moléculas, la expresion de dicho operon es reprimido en menor o mayor medida
para favorecer la expresion de otro tipo de adhesinas como la fimbria P. Durante
una infeccion de vias superiores la principal funcién de esta adhesina es promover
la adherencia interbacteriana, facilitando procesos como la formacion de biofilm y

colonias intracelulares (Whelan et al., 2023).
Fimbria tipo S

Resistente a manosa, es codificada por el operdn sfa, encontrado en una porcion
de una isla de patogenicidad adquirida por transferencia horizontal. Reconoce sialo-

glicoproteinas como los residuos de a-sialil-2,3-a-galactosa encontrados en
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glicoproteinas uroepiteliales en vejiga y rinones. Sin embargo, este tipo de proteinas
también se encuentran en el sistema nervioso central, en el endotelio vascular del
cerebro puntualmente, por esto mismo, la fimbria tipo S esta relacionada con casos
de meningitis neonatal. De igual forma, tiene una expresion variable que responde

a osmolaridad y concentracion de glucosa principalmente (Behzadi, 2020).

Estructuralmente tiene similitud con las fimbrias tipo 1, P, F1C y F9.
Tridimensionalmente forman una hélice de un diametro de 7 nm y una punta distal
de 2 nm de ancho. Son codificadas por el operon cromosomal sfaCBADEFGSH de
8 kb. SfaB y SfaC son moléculas reguladoras, SfaA es la subunidad principal, SfaE
es la chaperona molecular, SfaF es la proteina ayudadora que forma un canal de
membrana externa por donde pasan las subunidades fimbriales, SfaG y SfaS son
las subunidades secundarias y SfaH es la adhesina, quien interacciona con

sialoproteinas (Bien et al., 2012).

SfaB y SfaC contribuyen en la regulacion de la expresion variable (variacion de
fase), censando factores ambientales como la temperatura y la glucosa (Klemm
et al., 2010).

La estructura cuaternaria de la fimbria tipo S se encuentra en un 30% de cepas
UPEC aisladas de muestras clinicas y se ha encontrado también en la PAI-IIl de la
cepa 536 (Dobrindt etal., 2001). Adicionalmente esta fimbria tiene actividad
plasmindégena, lo que podria aumentar las actividades plasminoliticas extracelulares
bacterianas. Este tipo de adhesinas le proveen elevada diseminacion, estando
relacionadas a ITU de vias superiores y procesos urosépticos (Jahandeh et al.,
2015).

Fimbria F1C

La fimbria F1C reconoce Gal-Nac-3-1,4-Gal-3, encontrado en uréteres, glomérulo,
membranas y mucosa urinaria, endotelio vesical, renal y en los tubulos distales de
las nefronas. Son expresadas por el operén focAICDFGH, con un tamario de 8.3 kb.
Cuenta con cierta homologia con el operéon de la fimbria tipo 1 como el tamafnio,
distribucioén y funcion de sus genes (Lasaro et al., 2009).
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Esta fimbria F1C tienen 1 ym de largo y 7 nm de ancho, los componentes que
contribuyen a su biosintesis son: FocA (subunidad principal), FocF y FocG
(subunidades secundarias) y FocH (adhesina). Focl (molécula reguladora), FocC
(chaperona) y FocD (ayudador). La homologia estructural de las subunidades
principales y secundarias entre las fimbrias Sy F1C es tanta, que en algunos casos
se llegan a formar fimbrias hibridas, compartiendo subunidades de fimy foc en una
sola fimbria sin alterar su funcionalidad. Adicionalmente, cuando interactua con las
células uroteliales induce la liberacion de interleucinas y citocinas proinflamatorias
como IL-8 (reclutamiento y activacion de neutrdfilos), IL-1B (reclutamiento de
leucocitos), IL-6 y TNF-a (produccién de proteinas de fase aguda) al enlazar los

receptores a las células uroteliales (Werneburg & Thanassi, 2018).
Fimbria P

Esta fimbria cuenta con resistencia a manosa, interviene en aproximadamente el
70% de la adherencia de UPEC. Reconoce secuencias de a-D-galactopiranosil-1,4-
B-D-galactopiranosido encontrada en esfingolipidos, esta molécula esta presente en
glicolipidos como el globotriosilceramida 3, 4 y 5 (GbO3, GbO4, GbO5). Un gran
numero de estos glicolipidos se encuentran en el epitelio renal, debido a esto tienen

una mayor expresion y funcion en pielonefritis o ITU superior (Behzadi, 2018).

La interaccién entre la adhesina de la fimbria P y los esfingolipidos que reconoce
inicia una cascada de sefalizacion que resulta en la liberacion de ceramidas, que a
su vez media la activacion de la viaTLR4 que incluye citocinas proinflamatorias (IL-
6 e IL-8) y la activacion de algunos grupos de leucocitos. La secrecion de estos
elementos del sistema inmunoldgico causa inflamacion, lo que contribuye a la
eliminacién de bacterias UPEC. Sin embargo, en paralelo con la eliminacién
bacteriana, se genera un dafo en el tejido renal (principal causa de pielonefritis
aguda) (Whelan et al., 2023).

El pilus P o Pap (pilus asociado a pielonefritis) es codificada por el operén
cromosomal pap/BAHCDJKEFG de 10 kb localizado en PAls. Sus genes codifican
la expresion de las siguientes proteinas: PapG (adhesina distal), PapF (proteina
adaptadora o subunidad secundaria), PapE (proteina adaptadora o subunidad
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secundaria), PapK (proteina adaptadora o subunidad secundaria), PapA (subunidad
estructural) y PapH (subunidad de termino o subunidad secundaria). Otros genes
que codifican proteinas relacionadas son Papl y PapB (moléculas reguladoras),
PapC (molécula ayudadora), PapD (chaperona molecular) y Papd (subunidad
secundaria). Cada fimbria P tiene la capacidad de generar ligeras variaciones
individuales entre ellas, resultando en que no siempre una misma proteina tendra la
misma funciéon entre las fimbrias (Chahales & Thanassi, 2015). Ademas, son
reconocidos tres alelos de PapG en UPEC, PapGl, PapGll (mas comun en cepas

UPEC, relacionado en pielonefritis y bacteremia), y PapGlll (cistitis aguda) (Behzadi,

2018).
-» PapG
——s PapF

—> PapE
— PapK

Membrana externa ——» PapC

PapD se disocia t > PapH .
- - Complejo
PapD “ TTT— t chaperona
libre — (PapD) -
T CIE 7 subunidad

—

Sisterna de transporte de

Membrana citoplasmica subunidades de pilina (Sec)

Figura 1: Representacion esquematica de la estructura de la fimbria P e interaccién entre sus
proteinas. Traducido de Laverty, 2014.

En su disposicion tridimensional, la punta distal de la fimbria P esta compuesta por
una subunidad de la adhesina PapG, una de PapF, y entre cinco a diez de PapE
que es seguida por la proteina adaptadora PapK. En comparacion con la fimbria 1
en la cual su extremo esta compuesto de tres tipos de subunidades (FimH, FimG y
FimF), la fimbria P contiene cuatro subunidades incluyendo PapG, F, E y K
(Chahales & Thanassi, 2015).
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La biogénesis y formacién de la fimbria P en cepas UPEC es similar a la del tipo 1.
Las subunidades estructurales de la fimbria son translocadas respectivamente hacia
el espacio periplasmico a través de la maquinaria molecular SecYEG y luego hacen
complejos de chaperonas PapD-PapA. La subunidad fimbrial principal es codificada
por los genes papA, papEF codifica subunidades reguladoras y papG codifica la
adhesina terminal, por lo que el gen papG es usado como un marcador molecular
para determinar la prevalencia de fimbrias P en aislados de UPEC. Se ha reportado
la presencia del operdon pap en un 14-28% en cistitis causada por UPEC, 5-7% en

E. colicomensal y 71-91% en aislados de pielonefritis por UPEC (Waksman, 2017).

La regulacion del operdn pap a través de la variacidon de fase involucra la formacién
de patrones de metilacion que resultan de la competencia entre la adenin metilasa
de DNA (Dam) y la proteina reguladora sensible a leucina (Lrp). La regién
reguladora esta conformada de dos genes, el primero es papl que activa la fase de
“encendido” al interactuar con complejos Lrp-pap DNA. El segundo gen es papB,
quien activa la transcripcion de papl pero también puede reprimirla cuando la

concentracion de la proteina es muy alta (Hernday et al., 2003).

Fimbrias Dr

Incluyen un amplio rango de adhesinas fimbriales (Dr y F1845) y afimbriales (Afa-1,
Afa-Il, Afa-lll. Resistentes a manosa, su diversidad de receptores incluye: Antigeno
de grupo sanguineo Dr (Dra), factor acelerador de la descomposicion (DAF)/CD55,
a-5-B-1-integrina (receptor de fibronectina), moléculas de adherencia celular
relacionadas a antigeno carcinoembrionario (CEA) y colageno tipo IV (Alvarez-
Fraga et al., 2022).

Gracias a estas adhesinas, UPEC puede adherirse a células del uroepitelio en vejiga
y rindn (capsula de Bowman). La fimbria Dr es codificada por el operén draABCDPE,
cuyas funciones incluyen: DraA (regulador transcripcional), DraB (chaperona), DraC
(ayudador), DraD (invasina), DraP (proteina contribuyente en un novedoso
mecanismo de traduccién dependiente del fraccionamiento de mRNA), DraE
(adhesina) (Servin, 2005).
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En su distribucion espacial las subunidades principales DraE y DraD se localizan en
la punta distal. Inicialmente la fimbria se produce en estructura lineal y cuando DraE
ha sido polimerizada es completada por un proceso de “cubrimiento” (tapa) que es
logrado por subunidades DraD de invasidn. A pesar de estar ubicados dentro del
mismo operon, la expresion de DraC, D y E es independiente entre si (Zavyalov
et al., 2010).

Aunque estas adhesinas sean las principales no son las unicas, a lo largo de todo
el uroepitelio se encuentra una gran diversidad de receptores que son reconocidos

por diversos componentes de adhesinas.
Adhesina Ucl

La fimbria Ucl, anteriormente conocida como F-17 like, es codificada por el operén
uclABCD que codifica para las proteinas: UclA (subunidad principal), UclB
(chaperona molecular), UclC (ayudadora) y UclD (adhesina). Promueve la
formacion de biofilm y la unién a células uroepiteliales exfoliadas, esta relacionada
filogenéticamente con fimbria Uca de Proteus mirabilis (P. mirabilis) (Spaulding
etal., 2017).
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Es importante mencionar que recientemente ha sido reportada en UPEC como una
estructura que facilita la adherencia bacteriana al epitelio intestinal, concordando
con la hipotesis de que el tracto gastrointestinal es el reservorio de UPEC. Esta idea
es respaldada por la relacion filogenética que comparte con P. mirabilis, de quien se
cree fue obtenido dicho operdn dentro de una isla de patogenicidad (PAl), debido a
su capacidad de transferencia horizontal; a nivel proteico, UcaD, UcID y la adhesina
GafD, que esta relacionada con la fimbria F17/G, comparten similitud en

aminoacidos, compartiendo casi un 40% de su secuencia (Hancock et al., 2022).

Esta fimbria es codificada por el operéon cromosémico uc/ de i
la cepa prototipo de UPEC CFTO073, con una longitud de

4,957 nucledtidos y que posee 4 genes estructurales con

Extremo fimbrial

sentido 5’ a 3’ en conformacion policistronica, los cuales,
codifican para: La subunidad principal UclA, la chaperona
UcIB, ayudadora UclC y la adhesina UcID (Figura 3). La
subunidad UclA es la menos conservada de todas pero el
operon en general no presenta muchas variaciones. Se

encuentra 3.8 kb rio arriba del operdn fimbrial P en PAI-leuX

YRR NYYYY

en UPEC cepas F11, UTI89 y 83972 mientras que en la cepa
536 este operodn reside en PAI-selC (Wurpel et al., 2016a).

La adhesina UcID (F17-like) se une a los O-glicanos de las

criptas a nivel de colon, a diferencia de la adhesina FimH del  figura 3: Estructura
de la fimbria Ucl
traducido de Kilein,
superiores del colon (Klein & Hultgren, 2020). 2020.

pili tipo 1, que se une a residuos de manosa en las criptas

Con ayuda de andlisis bioinformaticos y ensayos de expresién fue comparado el
nivel de expresion de UclA entre las cepas UPEC F11 y UTI89 encontrando un
polimorfismo de nucledtido unico (SNP) en la region del promotor, afectando al
promotor del operon ucl. Esto ultimo resulta en ligeras variaciones en los niveles de

expresion de la fimbria UclA (Wurpel et al., 2013).

OxyR es un regulador transcripcional que responde ante estrés oxidativo

promoviendo la expresion de fimbrias. Este comportamiento se ha encontrado en
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Serratia marcescens y Porphyromonas gingivalis, sin embargo, dicho regulador no
es exclusivo de estas especies (Shanks et al., 2007). Los niveles de oxigeno
disponibles a lo largo del tracto gastrointestinal disminuyen gradualmente hasta
llegar a condiciones anaerébicas a nivel de intestino delgado, sin embargo, se
puede llegar a encontrar oxigeno disponible en la mucosa intestinal, o que llevo a
Hancock y cols. en 2022 a sugerir que algunas especies de EXPEC responden ante
este choque aerobio promoviendo la expresion de Ucl y garantizando su adherencia

fuera de su nicho original (Hancock et al., 2022).

Tabla 1: Descripcion de las adhesinas mas comunes en UPEC

Genes Receptor Tejido

Fimbria tipo 1 Proteinas a-D-
fimBEAICDFGH manosiladas, a- \ejiga y rifidon
Gal(1-4)B-Gal, UPla,
llay llla.

SR JoRS I sfaCBADEGGSH Sialoproteinas (a- Vejiga
- sialil-2,3-a-galactosa)

Sl iERI e Nz paplBAHCDJKEFG  Glicolipidos Rifdén
- (galactopiranosil)

Fimbria F1C focAICDFGH Gal-Nac-B-1,4-Gal-B  Rifion, uréteres y

Fimbria Dr Dra, DAF (CD55), a- Urotelio vesical vy
draABCDPE 5-B-1-integrina, CEA (iRdn

y colageno IV

Adhesina ucl /D) O-glicanos Criptas intestinales

1.3 SISTEMAS DE CAPTACION DE HIERRO

Como muchas otras especies bacterianas, UPEC tiene la capacidad de sintetizar
complejos quelantes con una afinidad alta al hierro, con el fin de usarlo en sus
propios procesos metabolicos como la sintesis de DNA y proteinas. Una vez que
estos agentes quelantes son expulsados de la bacteria, su alta afinidad al hierro les
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permite formar un complejo que sera reconocido por receptores especificos

encontrados en la membrana externa para reabsorberlo y extraer el ion metalico

para su aprovechamiento metabdlico. En condiciones reductoras (como ambientes

hipoxicos) el hierro se encuentra de forma libre en un estado ferroso Fe?*, que puede

ser reducido a un estado férrico Fe®* una vez formado el complejo Fe-Sideréforo

para facilitar su ingreso a la bacteriana.

Importede  Importe de Importe de
sideréforos  grupo Hemo hierro (Fe3+)

9 7 _
A

Reguladores
dependientes
de hierro

Proteinas
hechas
con hierro

Sintesis de >
: X Proteinas de
sideroforos .
almacenamiento
‘ de hierro |
\ /
N1—1 S
\, { / \ ) =
{ |' \
v 3
Exporte de Exporte de
sideréforos hierro Fe3+

Figura 4: Esquema del metabolismo bacteriano del
hierro y su transporte celular. Traducido de Bradley,
2020.

Sideroéforos

El arsenal de sideroforos, sus
respectivos receptores y
transportadores (presentes tanto en
membrana externa como en la
interna) conforman los sistemas de
captacion de hierro, contribuyendo
a la supervivencia bacteriana y, por

ende, a su virulencia.

E. coli y otras bacterias Gram
negativas transportan complejos
Fe-sideréforo a través de
receptores de membrana externa
como el complejo TonB-ExbB-ExbD,
el cual obtiene energia a través de
la fuerza protén-motriz (Garénaux
etal., 2011).

Como se menciona anteriormente, UPEC tiene requerimientos nutricionales que

debe cumplir para garantizar su supervivencia, entre ellos se encuentra el hierro.

De este ion dependen procesos metabdlicos importantes como la replicacion de

ADN, produccién de enzimas y respiracién celular. A diferencia de otras zonas
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anatémicas, el sistema genitourinario tiene una limitada disponibilidad de hierro (0.1
MM por litro) para superar este obstaculo, UPEC cuenta con una coleccion de

sideroforos que son descritos a continuacion (Robinson, 2018):
e ENTEROBACTINA:

Este siderdforo de tipo catecolato tiene una alta distribucion entre cepas de E. coli
intestinales y en aislados urinarios de Klebsiella, Enterobacter y Citrobacter.
Enterobactina o Ent actiia quelando iones de Fe®* usando tres moléculas de 2,3-
dihidroxibenzoilserina (DHBS) unidas covalentemente (catecoles), lo que le provee
una elevada afinidad al ion. Es codificado por el operon cromosomal entABCDEF
(que se encuentra altamente conservado) y sintetizado por un sistema no ribosomal
de péptido-sintasa. Se forman estructuras repetidas de N-(2,3-dihidroxibenzoil)
serina, posteriormente, estableciendo enlaces estéricos forman un nucleo de
trilactona compuesto de tres DHBS. Interesantemente, a pesar de no tener la
capacidad de producir dicho sideroforo, muchas especies bacterianas en el tracto
urinario pueden usar enterobactina como fuente de hierro como Enterobacter,
Klebsiella y Citrobacter. La biosintesis de enterobactina esta mediada por los genes
entD y entF (péptido sintasas biosintéticas de enterobactina), mientras que su
captura por fepE (receptor de enterobactina) Su estructura le provee una alta
afinidad al Fe3* frente a moléculas de captura de hierro del humano como
siderocalina (SCN) (Zou et al., 2024).

SCN es una molécula distribuida a lo largo del organismo, cuya funcién implica
tomar el hierro en estado libre y formar complejos con alta afinidad, evitando asi que
los microorganismos lo usen para sus procesos metabodlicos. En suero, SCN es
capaz de acoplar sideréforos bacterianos a su estructura y secuestrar iones
metalicos aprovechando la afinidad del propio sideréforo, sin embargo, en un
ambiente como la orina, SCN opta por formar complejos con catecoles (metabolitos
propios del hospedero), es entonces que Ent demuestra su particular habilidad para
formar un complejo con iones tanto Fe?* como Fe3*, ya capturados por los complejos
SCN-Catecol. (Shields-Cutler et al., 2015).
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Se cree que el pH es un factor importante que afecta el microambiente durante una
ITU, el nivel de acidez de la orina determinaria si SCN forma complejos con

catecoles (pH>6.5) o con enterobactina (pH<6.0) (Paragas et al., 2014).

CoO coo

coo
“ ik EntC
— OH ¢y,
—— .
OH ~ ¥ OH OJ\COD )L
éH OH o =00
Shiquimato Corismato Isocorismato

N

WOH
OH ?
4
N
¢ OH o

N co0 _
™Mo o s/ EntDEFB - P 2,3-dihidro-2,3-
0?‘/0“:” ..S_"GH I_ dihidroxibenzoato
HO‘H.N}ZO Serina - EntA
,.04-\?:_\, DHB

Enterobactina

Figura 5: Proceso biosintético de enterobactina y enzimas involucradas. EntC: Isocorismato sintasa,
EntB: Isocorismatasa, EntA: 2,3-dihidro-2,3-dihidroxibenzoato dehidrogenasam, EntDEFB: Sistema
de péptido sintasas no ribosomales. DHB: Dihidroxibenzoil. Editado de Ma Li y Payne 2012.

e SALMOQUELINA

Salmoquelina es un sideroforo que surge de modificaciones estructurales de
enterobactina, que incluyen la C-glucosilacién de dos catecoles y la hidrolisis del
anillo trilactona, el resultado es un sider6foro mas hidrofilico y capaz de evadir por
completo su captura por SCN, ya que estas alteraciones estructurales impiden su
adecuado reconocimiento; a pesar de tener una mayor afinidad al hierro, la sintesis
de salmoquelina implica un gasto energético mayor al requerido con la sintesis de

enterobactina e incluso yersiniabactina (Hantke et al., 2015).

Las enzimas necesarias para la transicion de enterobactina a salmoquelina son
codificadas por el operdn iroA (iroBCDEN) el cual incluye a: los genes iroB e iroD

que sintetizan las enzimas responsable de formar el enlace de carbono entre
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glucosa y DHBS, iroC exportador Fe-Salmoquelina
Salmoquelina

de salmoquelina en membrana

Membrana

interna, iroE que lineariza la
__ externa

molécula de salmoquelina previa a

., Periplasma
su exportacion (se cree que
también juega un papel importante Membrana
J1e9 bap P interna

en la degradacion de complejos

salmoquelina-Fe para ser (Fes Salmoquelina

internalizados por el transportador gq , gx I IroB
. _ GDBS Fe + DBS
tipo ABC FepBDGC) vy finalmente [Ent] + [Glc]

iroN que funciona como Figura 6: Representacion del importe y exporte

importador de membrana externa de hierro por parte de salmoquelina. Editado de
Hankte, 2002.

Citoplasma

de salmoquelina (Figura 6) (Lin
et al., 2005).

En ensayos con cepas clinicas de UPEC se ha encontrado que la expresion del gen
iroN aumenta durante una ITU y al comparar los niveles de salmoquelina producida
entre E. coli aislada de muestras fecales contra urinarias, en estas ultimas son

mayores (Hagan et al., 2010).

o AEROBACTINA

Sideréforo tipo hidroxamato, identificado inicialmente en Aerobacter aerogenes
ahora puede encontrarse en cepas UPEC. Es codificado por el operén iucABCD,
tanto en cromosoma como en plasmidos asociados a virulencia. Sin embargo, para
su completo aprovechamiento requiere genes del operén conservado fhuBCD, que
expresa el sistema de captura de hidroxamatos (Robinson et al., 2018). L-lisina
comienza el proceso de biosintesis, donde el gen lucD funcionara como una
monooxigenasa que da lugar a N6-hidroxi-L-lisina (hLys), lucB es una enzima con
actividad acetiltransferasa, tanto lucA como lucC pertenecen a un grupo de ligasas

y se cree cuentan con actividad péptido sintasa no ribosomal, quienes afadiran un
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citrato para generar una molécula funcional de aerobactina (figura 7) (Mydy et al.,
2020).

La afinidad de aerobactina al Fe3*, comparada con otros sideréforos, es menor, sin
embargo, una vez que el complejo aerobactina-Fe3* es internalizado el metabolismo
bacteriano extrae el ion de manera no destructiva, permitiendo la reutilizacién de los
componentes del sideréforo para una futura liberacion. Aunado a este proceso, las
enzimas presentes en su sintesis tienen una alta capacidad de reconocimiento de
sustratos, evitando asi la produccion de moléculas analogas no funcionales o
deficientes (Bailey et al., 2018).

Algunas cepas tienen la capacidad de expresar el importador |utA a pesar de no
contar con los genes responsables de su sintesis, reconociendo sideréforos de
bacterias vecinas en el medio e importando el complejo aerobactina-Fe3* como si
fuera suyo (pirateria de sideréforos) (Henderson et al., 2009). Existen estudios con
muestras clinicas que indican una mayor presencia del operon iutABCD en cepas
aisladas de vejiga, rifiones y sangre contra las de muestras fecales; Parker en 2016
encontré que habia una relacion entre cepas iucD+ y resistencia a fluoroquinolonas
en cepas clinicas aisladas de varones, algunos genes del sistema de aerobactina
se encuentran en cepas multidrogo resistentes como la E. coli ST131(ExPEC) sin
embargo, el fundamento detras de esta relacidon aun no esta claro (Johnson et al.,
2017; Parker et al., 2016).

\ﬂ/'\/\/\NHZ wee | M ol M ,k
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L-lisina NADPH hLys ahLys
02
COOH COOH
o) o) /k o /k
/\/\/\ /\/\/\
cl Ns) N e N y N
OH A OOH OH lucC OH OH
COOH COOH COOH
ATP ATP H OH
OH ahLys OH ahLys N N__O
d d " ndlags o
. COOH
Acido citrico (35,2'S)-citryl-ahLys Aerobactina
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Figura 7: Proceso de biosintesis de aerobactina y enzimas involucradas. lucD: Monooxigenasa,
lucB: Acetiltransferasa, lucAy C: Ligasas y péptido sintasas. hLys: N6-hidroxi-L-lisina Traducido de
Bailey 2018.

e YERSINIABACTINA (Ybt)

Este siderdforo de tipo mixto fue encontrado y estudiado inicialmente en Yersinia
pestis. Los genes que codifican el sistema de yersiniabactina se encuentran en una
isla de alta patogenicidad (HPI) que regula la expresion de dicho sistema segun los
requerimentos de hierro. Esta isla ha logrado diseminarse a lo largo de diversas
especies de enterobacterias urinarias como Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter y
UPEC. YbtA es un factor de transcripcion del cual depende la expresién de los
cuatro operones encontrados en esta isla. Al igual que con aerobactina, UPEC

puede reciclar Ybt para reaprovechar sus componentes (Heffernan et al., 2024).

Coenzima A + YbtD

¢ HMWP2 & & HMWP1

£
&

v cy A & ocy2 < KS AT MT1 KR ¢ Cy3 MT2 < TE

Reductasa YbtU
YbtE
YbtS Tioesterasa YbtT
% - S m— S S
CH,=<°_°
o] I
o /‘S_ - +N H 00"
D * H 0 e 9
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HO H
. * s .
Corismato Yersiniabactina

Figura 8: Proceso de biosintesis de yersiniabactina (Ybt). Dominios enzimaticos de la proteina
de alto peso molecular 2 (HMWP2) y 1 (HMWP1): ArCP (transportador de grupo arilo), Cy1
(aondensacion/ciclacién), A (adenilacidn), PCP (transportador de peptidil), KS (ketoacil sintetasa), AT
(aciltransferasa), MT (metiltransferasa), KR (B-ketoreductasa), ACP (transportador de grupo acilo),
TE (tioesterasa). Traducido de Miller, 2010.
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La biosintesis de yersiniabactina esta mediada por un complejo sistema enzimatico.
YbtD, con actividad fosfopanteteinil transferasa mueve el motivo 4’-fosfopanteteina
desde la coenzima A hacia los dominios de transporte ArCP, PCP1, PCP2, ACP y
PCP3 encontrados en los dominios de las proteinas HMWP1 y HMWP2 que
recibiran los siguientes sustratos: Acido salicilico adenilado, tres cisteinas y
malonato. El acido corismico es convertido a acido salicilico por YbtS, el cual
procede a ser adenilado por YbtE, proceso mediado por su unién al sitio ArCP de
HMWP2. Los dominios de HMWP2 son ciclados y condensan dos cisteinas para
formar dos anillos de tiazolina, mientras que los dominios de HMWP1 afaden un
ligador de malonil para que una tercera cisteina pase a ser el anillo de tiazolina
faltante. Para concluir, YbtU reduce el anillo tiazolidina para formar la estructura final
y una vez formado el sideroforo, este es liberado por un complejo de tioesterasas
encontrado en un dominio de HMWP1 (Figura 8) (Perry & Fetherston, 2011).

Se cree que yersiniabactina tiene otras funciones ademas de sideréforo
convencional, tomando en cuenta la cantidad de genes que contiene la isla, por
ejemplo, se ha demostrado in vitro que Ybt es capaz de formar complejos estables
con otros iones metalicos ademas de hierro como, cobalto, niquel e incluso es capaz
de reconocer cobre (Cu?*) en el medio e importarlo, para asi impedir su oxidacion y

que pase a su estado Cu', el cual es altamente tdxico. (Chaturvedi et al., 2012).

Tabla 2: Caracteristicas y clasificacion de los sideréforos producidos por
UPEC, o genes responsables de su sintesis y captura.

Tipo Sintetizado por Importado por
Catecolato entABCDEFS fepABCDEG, fes
Catecolato iroB, iroC, iroE iroD, iroN
Hidroxamato iucABCD iutA

Mixto iro1, irp2 fyuA, ybtPQ
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Importadores de Hierro

Una vez que en el espacio extracelular se forman los complejos sideréforo-Fe*?,
necesitan ser reconocidos por receptores que permitan su importacion desde la

membrana externa para su futuro aprovechamiento (Mey et al., 2021).

e Transportadores dependientes de TonB (TDTB)

Una vez que un sideroforo forma su complejo exitoso con el hierro, procede a ser
reconocido por su receptor y en este momento comienza una compleja serie de
interacciones moleculares que garantizara la internalizacion de Fe3* y su futuro

aprovechamiento metabdlico.

Este grupo de transportadores reconoce principalmente complejos de hierro, sin
embargo, tiene la capacidad de interactuar con cobalamina, algunos carbohidratos
e incluso, recordando el caso de Ybt, otros iones metalicos como niquel (Schauer
et al., 2008). Algunas moléculas de bajo peso tienen la capacidad de ingresar a la
membrana externa de forma pasiva, pero cuando hablamos de moléculas de un
mayor tamafo y una baja concentracion como los sideréforos, estas requieren una
mayor energia, funcion principal de TonB y las proteinas ExbB-ExbD con las que

forma un complejo (Noinaj et al., 2010).

De manera clasica, la estructura de los TDTB consiste en un canal B
transmembranal de 22 laminas que rodea un dominio globular de “enchufe”, este

Sustrato

Membrana
externa

Membrana
interna
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Figura 9: Representacion grafica del mecanismo de transporte de hierro por TonB. |) En su
estado basal el dominio de enchufe en el TDTB tiene un subdominio fuerte y otro débil (gris), siendo
este ultimo donde se encuentra la la caja TonB (rosa). 1I) Cuando un sustrato (azul) es reconocido,
la caja TonB se expone al periplasma donde sera reconocida por el extremo carboxilo de TonB y
comienza la transduccién de energia. 1ll)TonB (verde) esta unido al motor molecular ExbBD (amarillo)
en el dominio de membrana interna, su rotacion resulta en una traccion con direccién hacia el
periplasma que genera cambios conformacionales en el subdominio de enchufe débil y el sustrato
ingresa al periplasma. 1V) La unién caja TonB-TonB se rompe (mecanismo aun no descrito) y el
subdominio de enchufe débil regresa a su conformacion original, cerrando nuevamente el canal. V)
Para que el sustrato logre entrar a la membrana interna requiere de importadores ABC. Traducido
de Silale & Berg, 2023.

ultimo dominio posee la caja TonB en su amino terminal, una secuencia senal de

aminoacidos que permitira su reconocimiento por otra proteina (Noinaj et al., 2010).

Cinco subunidades de ExbB y dos de ExbD forman un complejo con TonB a nivel
de membrana interna. Cuando el sustrato es reconocido por el TDTB, su caja TonB
es expuesta hacia el espacio periplasmico, donde TonB desde la membrana interna
extiende su extremo carboxilo para reconocer la caja. ExbB-ExbD funcionan como
motor molecular, cuando cualquiera de los dos comienza a rotar por accion de la
fuerza protdn motriz que genera cambios conformacionales en TonB, provocando
una traccién en el dominio de enchufe del TDTB, alterandolo estructuralmente y
liberando espacio en el canal. Esta via libre permite que el sustrato llegue hasta el
periplasma, donde sera reconocido por una proteina de union periplasmica (PBP)
para su importacion a través de la membrana citoplasmatica. Una vez liberado el
sustrato el enlace Caja TonB-TonB se rompe y el dominio de conexién regresa a su
estructura original, cerrando nuevamente el transportador (figura 9) (Silale & Van
Den Berg, 2025).

En E. coli se encuentran diversos genes TDTB a lo largo del cromosoma, como
btuB, fhuk, cirA, fecA y fhuA. La expresion de los genes a cargo de la homeostasis
de hierro se encuentra altamente regulados por el represor transcripcional llamado
Fur (regulador de captura de hierro). Cuando la concentracion de Fe*? aumenta, Fur
se acopla a una region del DNA de genes de sintesis y transporte férrico, dicha
unidn impide su expresion. Por otro lado, cuando la concentracion intracelular de

Fe*? es limitado, la proteina Fur no se une a las cajas Fur en la region promotora de
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los genes diana, por ende, la expresion de factores de biosintesis de sideroforos y

metabolismo de hierro no se reprime (Gao et al., 2023).

e Transportador Sit

La forma mas comun en la que se encuentra el hierro en el ambiente es formando
un complejo con proteinas de captura y como se ha mencionado anteriormente, la
concentracion de hierro libre es muy escasa, sin embargo, eso no significa que sea
inexistente. Los iones de Fe?*, por su tamafo, pueden atravesar facilmente la
membrana externa gracias a porinas inespecificas y cuando llegan al periplasma se
enfrentan al transportador tipo ABC Sit (SitABCD). SitA funge como la PBP
reconociendo Fe?* y una vez que se enlazan, se dirigen hacia el complejo
transmembranal de membrana interna conformado por SitC y SitD, SitB funciona
como la ATPasa en la region citoplasmica del complejo SitCD (Figura10) (Fisher
et al., 2009).

Este sistema fue encontrado inicialmente en Salmonella y disefado para transportar
Mn?* principalmente. Actualmente este sistema se ha diseminado en otras especies
como Shigella, EIEC, APEC y UPEC (Sabri et al., 2006). Los genes responsables
de la expresion del transportador se encuentran en el operon sit ubicado en islas de
patogenicidad, sin embargo, su tamano y localizacion varia ampliamente incluso
entre especies cercanas, en el caso de UPEC, la isla de sit se encuentra en el
cromosoma de las cepas CFT037, 536 y MG1655 (cepa E. coli K-12) con un tamano
de 56, 32 y 47 kb respectivamente (Desvaux et al., 2020).
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Figura 10: Representacion grafica del mecanismo de importe de Fe2*y funcionamiento del complejo
Sit. SitA (proteina de union periplasmica PBP), SitC,D (complejo de membrana citoplasmatica) y SitB
(ATPasa). Traducido de Mey A., Gomez-Garzoén C. y Payne S., 2021.

1.4 METABOLISMO DE HIERRO

A nivel intestinal (duodeno) ocurre la principal absorcion de nutrientes y el hierro no
es excepcion. Para que este ion llegue al torrente sanguineo es necesaria la
intervencién de los enterocitos y dos proteinas de union a hierro: El transportador
de metales divalentes tipo 1 (DMT1), que permite la entrada del hierro al enterocito
y la ferroportina, responsable de su diseminacién al sistema circulatorio (Marchetti
et al., 2020).

Debido a sus caracteristicas fisicoquimicas, el hierro no puede circular en estado
libre, requiriendo de proteinas para su almacenamiento y transporte. Una vez que
llega a la sangre, la hemoglobina de los eritrocitos tomara el ion, mientras que, en
plasma, hasta dos atomos de hierro se unen a la transferrina (transferrina sérica),
siendo esta su principal forma de movimiento. Cuando la concentracion de hierro
intracelular aumenta, la ferritina captura mas de 4,000 atomos del ion y si lo
requiere, puede actuar como reservorio y liberarlo segun sus requerimientos

metabdlicos (Brissot et al., 2019).
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Existen otras proteinas que participan en el transporte de hierro, como la
ferroportina, una proteina de eflujo de hierro en estado ferroso (Fe?*) que permite la
liberacion de hierro y con ayuda de una ferroxidasa Fe?* pasa a su estado férrico
(Fe3+), acoplandose con la transferrina sérica para su distribucién, que entre otros
blancos incluye su captura por lactoferrina, quien dirigira el hierro al higado para su

aprovechamiento bioquimico (Theurl et al., 2005).

De forma fisioldgica, el higado produce una hormona peptidica con un tamano de
25 aminoacidos, la hepcidina, quien sera responsable de mediar el transporte de
hierro bajo condiciones de infeccién bacteriana. La IL-6 liberada por procesos
inflamatorios estimula la expresion de la hepcidina, uniéndose a ferroportina para
que, después de la fosforilacion de un residuo de tirosina se induzca la degradacién
de la proteina. Lo anterior resulta en la disminucion de la biodisponibilidad del hierro,
entorpeciendo la supervivencia de patdogenos extracelulares, mientras que la
concentracion de hierro intracelular aumenta (Andrews, 2008). La hemopexina es
una proteina de fase aguda que aumenta su actividad durante procesos infecciosos,
esta es expresada por hepatocitos y captura grupos hemo libres para reciclarlos en

sus procesos celulares.

1.5 PATOGENESIS DE UPEC EN UNA ITU

La longitud de la uretra, la cercania del meato urinario a la zona perineal y la
sensibilidad ante factores ambientales son algunos motivos por los cuales
estadisticamente, una mujer tiene un 50% de posibilidad de contraer una ITU al
menos una vez en su vida; cuando es diagnosticada en dos ocasiones en un periodo
menor de seis meses, o0 bien, son diagnosticadas tres infecciones a lo largo del
ultimo afno se habla de una infeccion de tracto urinario recurrente (ITUr) (Lazarus &
Gupta, 2024).

Actualmente es conocido que cierto numero de UPEC se encuentra dentro del tracto
intestinal humano, pues en cultivos tomados de individuos cursando una ITU estos
microorganismos son los mismos encontrados en el intestino del mismo paciente.
Estos microorganismos logran llegar al tracto urinario por medio de la ruta

ascendente o la via fecal-perineal-uretral. Estas infecciones son mas comunes en
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mujeres debido a su anatomia, la uretra se encuentra proxima a las zonas vulvar y
perineal y por un arrastre mecanico producto de practicas sexuales, colocacion de
sonda, higiene, etc., dichos agentes patdgenos llegan desde la zona fecal. Se cree
que microorganismos provenientes del tracto gastrointestinal lograron adaptarse al
ambiente asociado al tracto genitourinario producto de una deslocalizacién y a partir
de aqui evolucionaron para convertirse en UPEC, de ahi la presencia de adhesinas
y fimbrias asociadas a ambientes intestinales (por ejemplo, el operén fimbrial ucl)
(Spaulding et al., 2017).

En el momento en que UPEC llega a la uretra la progresion de la enfermedad
depende del numero de bacterias y la capacidad de las defensas del huésped,
puede ascender a la vejiga y comenzar a colonizarla causando una infeccién de
vias inferiores o cistitis, y por otro lado subir por los uréteres hasta el parénquima
renal y ahi comienza una infeccion de vias superiores o pielonefritis (Agarwal et al.,
2012b). Cuando estas infecciones se diseminan por el torrente sanguineo se puede
llegar a una urosepsis, condicién de disfuncion organica debido a una respuesta
inmune fulminante ocasionada por la complicacion de un proceso infeccioso

proveniente del tracto urinario (Bonkat et al., 2019).

Durante las infecciones de tracto urinario recurrentes (rUTls) UPEC logra asentarse
no necesariamente dentro del tracto urinario. En 2019, Forde y colaboradores
analizaron el comportamiento y la reincidencia de rUTI en una mujer de la tercera
edad durante 5 afos. Los resultados sugirieron que la cepa responsable de la ITU
se encontraba también en el tracto intestinal, siendo esta la fuente de las

reincidencias (Forde et al., 2019).

Se considera que, durante la colonizacion inicial, UPEC invade las células epiteliales
de la vejiga. De Nisco y colaboradores hicieron un andlisis histologico en biopsias
de vejiga de pacientes post menopausia con rUTI y encontraron diversas especies
bacterianas y signos de una respuesta inmune activa como linfocitos, células
plasmaticas y alteraciones estructurales de las células uroteliales; se ha demostrado
también la capacidad que tiene UPEC de formar colonias bacterianas intracelulares

(IBCs), asi mientras reduce sus procesos metabdlicos al minimo (sobre todo la
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replicacion celular) adquiere un estado quiescente, estadio que dificulta aun mas el
reconocimiento por parte de los mecanismos de defensa del hospedero. Sin
embargo, esto no es permanente, pues a pesar de su aparente inactividad, estas
colonias cuentan con el potencial de reactivarse e iniciar un nuevo proceso
infeccioso al reaccionar ante un estimulo externo (coinfeccidn, desregulacién del

sistema inmunoldgico, trauma) (De Nisco et al., 2019).

Existe un diverso grupo factores que, de diversas formas, facilitan el progreso de la

enfermedad, entorpeciendo la respuesta fisiolégica normal ante agentes patogenos.

e El uso de espermicidas perturba el microbioma vaginal, generando
oportunidades para que se genere una infeccion.

e Factores que facilitan la deslocalizacion bacteriana, incluyen sexo femenino,
practicas sexuales, embarazo, menopausia y alteraciones estructurales
como fistulas y catéteres

e Agentes que comprometan la respuesta inmunoldégica como personas en los

extremos de la vida, uso de corticosteroides y comorbilidades como diabetes.
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1.6 SIGNOS Y SINTOMAS DE ITU POR UPEC

La cantidad e intensidad de los signos esta ligada a la localizacion de la infeccion,
siendo las vias altas las mas complicadas. Los sintomas de las UTls comprenden
un amplio rango. Cuando existe una presencia de microorganismos sin signos o
sintomas aparentes se habla de una bacteriuria asintomatica, pero cuando el dafo
comienza a ser visible, comunmente se presenta como un sindrome miccional, que
comprende signos como poliuria, disuria, dolor suprapubico, molestia intestinal y en
algunos casos, orina con olor fuerte y piuria (presencia de gldébulos blancos o pus
en orina), estos ultimos signos encontrados mas frecuentemente en pielonefritis
(Zhou et al., 2023b).

1.7 TRATAMIENTO

Segun la guia de referencia “Diagndstico y Tratamiento de la Infeccion Aguda del
Tracto Urinario en la Mujer” publicada en el portal del Instituto Mexicano del Seguro
Social (IMSS):

ITU baja. En mujeres no gestantes se sugieren 160/800 mg de
trimetoprima/sulfametoxazol (TMP/SMZ) o 100 mg de nitrofurantoina, dos veces al
dia por 3 dias en ambos casos. Si con la opcion inicial no se observa mejoria, se
inicia tratamiento con el segundo antibiético. En caso de falla terapéutica se procede
con 250 mg de ciprofloxacino cada 12 h por 3 dias y en las regiones donde se haya
reportado una resistencia considerable contra TMP/SMZ, se opta por una dosis
unica de 3 g de fosfomicina. Como tratamiento auxiliar para la disuria, se pueden

administrar 100 mg de fenzopiridina 3 veces al dia durante las primeras 48 horas.

ITU alta. En casos de pielonefritis siempre se realiza un urocultivo y se inicia un
tratamiento con quinolonas que, segun el resultado, sera corregido para cumplir 14
dias bajo medicacion. Las alternativas terapéuticas de las quinolonas incluyen: 500
mg de ciprofloxacino dos veces al dia y 160/800 mg de TMP/SMZ si no se reporta

resistencia.

ITUr. La recurrencia se presenta dentro del primer ano del cuadro inicial en hasta el

50% de las mujeres. El tratamiento de eleccion en mujeres no embarazadas es la
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Nitrofurantoina, 100 mg dos veces al dia por 5 dias con una eficacia de 90-95%, sin
embargo, no se recomienda en casos de pielonefritis. El trimetroprim es otra opcién
en casos de infecciones de vias altas, 160/800 mg dos veces al dia por 3 dias con
una eficacia de 86-100%, pero si se sospecha de una resistencia antimicrobiana
debe evitarse (Christine M. Chu, MD; Jerry L. Lowder, MD, 2017).

2. ANTECEDENTES
Filogrupo G (gen ybgD)

Korea C, y cols. en Francia 2010, estudiaron siete operones con funcién
desconocida en la cepa E. coli K-12, se sospechaba que estaban relacionados con
procesos de adhesion. Entre los operones estudiados se encuentra el ybg
(ybgOQPD) y encontraron similitudes en su secuencia con fimbrias tipo 1, sin
embargo, tuvo un nivel de expresion muy bajo lo que dificultdé su investigacion
(Korea et al., 2010).

En 2016, Lu y colaboradores reportaron haber encontrado dos variantes
filogenéticas en la flora intestinal de marmotas en China, a estas se les denomind
G y H, compartian similitud con los filogrupos B2 y F, el microbioma intestinal de
dicho animal contaba con una gran seleccion de genes de virulencia, por lo que
estos nuevos grupos filogenéticos, especialmente el G, se determinaron como

potenciales patégenos humanos (Lu et al., 2016b).

Clermont comenzé a desarrollar un método para poder clasificar filogenéticamente
cepas de E. coli, en 2019 actualizé su denominado “Clermont typing” para incluir el
gen ybgD (adhesina fimbrial), que fue propuesto como especifico para filogrupo G
(Clermont et al., 2019b). Hasta el momento no se ha reportado la determinacion de

dicho gen en poblaciones de UPEC, tanto internacional como nacionalmente.
Adhesina fimbrial Ucl

Wurpel y cols. en 2016 realizaron un analisis protedmico en UPEC para identificar

origen, prevalencia y homologia de las proteinas relacionadas con su virulencia.
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Algunas proteinas encontradas incluyen proteinas superficiales, sistemas de
captacién de hierro, adhesinas clasicas y una proteina fimbrial asociada a una PAI
de P. mirabilis denominada UCA-like (Ucl) (Wurpel et al., 2016b) .

Hancock y cols. en 2022 estudiaron la regulacion de la expresion de ucl en diversas
cepas, siendo la UTI89 una de ellas, y su relacion con OxyR, un regulador
transcripcional que reacciona ante estrés oxidativo. Encontraron que factores
estresantes, como la baja concentracién de oxigeno en el intestino, generan una
mutacion puntual en la regidn reguladora del operdn que al ser reconocida por OxyR

incrementa la expresién de ucl (Hancock et al., 2022).
Sistemas de captacion de hierro

Torres y cols. en 2001 evaluaron el papel del importador de sideréforos TonB
durante el proceso de invasion. Desarrollaron cepas CFT073 mutantes en fonB
encontrando que la mutante es incapaz de usar el grupo hemo, enterobactina y
aerobactina como fuente de hierro. Cuando estas mutantes se encontraron con
otras bacterias que si logran expresar tonB, su crecimiento fracasa (Torres et al.,
2001).

Karimian y cols. en el 2012 determinaron una gran variedad de genes de virulencia
en una coleccién de 123 cepas de E. coli aisladas de ITUs por medio de PCR en
Iran. Dentro de los genes amplificados se encontraron iroN e irp2, con una

frecuencia del 50.4% y 11.38% respectivamente (Aazam et al., 2012).

Searle y cols. en 2015 determinaron la presencia de genes relacionados con sintesis
e importacion de sideroforos en dos grupos de cepas de E. coli provenientes de
muestras ambientales (grupo 1) y fecales (grupo 2) en Reino Unido. Por medio de
PCR multiple se analizaron genes responsables de la biosintesis y reconocimiento
de enterobactina como entA (dihidroxibenzoato deshidrogenasa), entB (2,3-dihidro-
2,3-dihidrobenzoato sintetasa), entC (isocorismato sintetasa), entE (polipéptido de
biosintesis) y fepA (receptor de enterobactina). Estos genes fueron encontrados en
73/96 (76%) y 26/61 (42.6%) para los grupos 1y 2 respectivamente (Searle et al.,
2015).
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En 2016, Jamalli y cols. determinaron la presencia de los genes iucA (sintetasa de
aerobactina), iroN (Importador de membrana externa de salmoquelina) e irp2
(Proteina de alto peso molecular en sintesis de yersiniabactina) por PCR. Aislaron
un total de 170 cepas de E. coli provenientes de ITUs activas en Iran, dichas cepas
fueron incubadas en medio M9 con concentraciones de 0.1, 0.5y 1 mM Fe(ll) y Fe
(IIl) y procedieron con la identificacién genotipica. La frecuencia fue la siguiente:
iucA=29 (17.1%), iroN=52 (30.6%) e irp2=116 (68.2%) (Jamalli et al., 2016) .

Ballesteros-Monrreal y cols. en 2020 determinaron la presencia de varios genes de
virulencia en 150 cepas de UPEC aisladas de mujeres gestantes y no gestantes de
los estados de Sonora y Puebla. Dentro de los genes estudiados se encuentran
iucD (sintesis de aerobactina) que fue positiva en el 85% e iha (adhesina homologa

IrgA) observandose en un 60% del cepario (Ballesteros-Monrreal et al., 2020).

Tanabe y cols. en 2022 realizaron una amplia caracterizacion de genes de virulencia
relacionados con adherencia, toxinas, evasion inmune, invasion y captacion de
hierro en una coleccion de 112 cepas de E. coli aisladas de orina con 210° UFC por
ml, esto con el objetivo de determinar cepas hibridas segun su coleccion genética.
Dentro de los genes analizados se encuentran: irp2=59 (52.7%), sitA=58 (51.8%),
iucD=41 (36.6%) y iroN=5 (4.5%) (Tanabe et al., 2022) .

2.1 ANTECEDENTES DIRECTOS

Pedroza Nain en el 2022 usando los olignonucleoétidos para ybgD, fomando como
referencia a Clermont 2019, y por medio de PCR in silico encontré que ninguno de
los genomas de UPEC analizados (n=55) al filogrupo G. También visualiz6é el
entorno genético de la fimbria entérica Ucl y disefid los oligonucleétidos para uclD 'y
uclA (Pedroza Nain, 2022).

Cortez de la Puente y Huelgas Méndez, ambos en 2020, realizaron la determinacion
y clasificacion filogenética del cepario ISSSTE 2015-2016 de mujeres y de varones
respectivamente. En su cepario (n=51), Cortez reportd 8 cepas en el filogrupo A, 1
para el B1, 19 para el B2, 8 parael C, 10 para el D, 3 parael Fy 1 para el E y Clado
| respectivamente; Huelgas en su cepario (n=24) reportd: 2 cepas para el filogrupo
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A, 14 parael B2, 4 parael C, 1 cepaparael D, E y clado | respectivamente y ademas
una cepa de filogrupo indeterminado. Sus resultados fueron tomados en cuenta para
elegir las cepas de los filogrupos B2 y F para determinar la presencia del gen ybgD

(proteina fimbrial putativa) en ellas (Cortez 2020, Huelgas 2020).

Cortez de la Puente en 2024 secuencié el genoma completo de la cepa 123-I, esto
fue util para la estandarizacion de la amplificacién por PCR de los genes uc/D y uclA,
usando como DNA templado extraccion gendmica de dicha cepa (Cortez-de la
Puente, Rocha-Gracia, et al., 2024).

3. JUSTIFICACION

Las ITU en México y en el mundo son de las infecciones mas frecuentes, afectando
mas a mujeres que a hombres y dentro de la poblacidn mas susceptible se
encuentran las mujeres embarazadas. A la semana 24 del boletin epidemioldgico
de 2025, fueron reportados un total de 1,561,545 casos de ITU en todo el pais, de
los cuales un 77.3% (n=1,207,032) casos corresponden a mujeres, mientras que el
22.7% restante (n=354, 513) a varones. Contrastando el niumero de casos con el

afio pasado, observamos un aumento de alrededor de 30,000 casos (n=1,531,178).

Las infecciones pueden ser comunitarias o nosocomiales y representan grandes
gastos médicos, se han aislado cepas resistentes a los antibidéticos complicando el

estado y diagndstico del individuo, asi como su tratamiento.

En México existen pocos estudios que informen sobre estos factores de virulencia
y resistencia de cepas de E. coli provenientes de ITU. Es por lo tanto crucial
investigar su comportamiento para disenar estrategias terapéuticas y de control
altamente efectivas capaces de combatir con mayor eficacia la infeccién, disminuir
la capacidad de generar resistencia y reducir el impacto econdmico que tiene para
el sistema de salud publica. En el presente estudio se determinaron caracteristicas
fenotipicas y genotipicas relacionadas a la filogenia y la virulencia de EXPEC con la
finalidad de comprender los mecanismos moleculares y genéticos por los cuales

provoca enfermedad.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Tomando en cuenta la alta prevalencia de las ITU en nuestro pais, es importante
comprender el proceso de patogénesis de dicha enfermedad, es asi como
podremos ampliar el panorama terapéutico y sugerir en un futuro nuevos blancos

que no dependan exclusivamente de antibidticos.

Los sideroforos corresponden a un factor de virulencia importante de UPEC, toman
el hierro del hospedero y lo usan para llevar a cabo sus procesos metabdlicos, este
proceso irrumpe de manera importante la homeostasis del hospedero y combinado

con los otros factores de virulencia implica un dafio considerable.

La clasificacion filogenética permite realizar una estimacion sobre la virulencia de la
cepa a estudiar ya que esta clasificacion esta relacionada con la variacion de los
genes que posee. Debido a lo anterior, se sabe que el grupo filogenético con mayor
virulencia potencial es el B2. Tomando en cuenta que el filogrupo G es una variante
relativamente nueva y que comparte similitudes con el B2, estudiar su prevalencia

y potencial de dafio es importante.

El primer paso en todo proceso infeccioso es la adherencia y posteriormente la
colonizacion del tejido y UPEC no es la excepcidn, una gran variedad de adhesinas
fimbriales y afimbriales estan relacionadas con dicho proceso, como lo es la fimbria
Ucl. Se cree que el origen de la fimbria Ucl yace en el genoma de bacterias
pertenecientes al microbioma intestinal y es una pieza clave para el mantenimiento
de UPEC en el intestino, a través de la adherencia y colonizacion del tracto intestinal

lo que le permite a UPEC mantenerse como reservorio en ese habitad.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo General
e Determinar el filogrupo G, genes fimbriales ucl, la expresion de sideréforos y
los genes que codifican para sistemas de captacion de hierro de UPEC de

varones y mujeres cursando una ITU.

5.2. Objetivos Particulares

1. Estandarizar la amplificacion del gen ybgD (proteina fimbrial putativa) y
determinar el filogrupo G en un cepario de E. coli 2015-2016 de varones y
mujeres cursando una ITU.

2. Determinar los genes de la adhesina uclD y de la subunidad fimbrial principal

uclA en cepario de mujeres.

3. Determinar la expresion fenotipica de sideréforos.

4. Disenar oligonucledtidos para los genes que codifican sistemas de captacion
de hierro: entF, irp2, iroN, sitA y tonB usando el genoma de la cepa prototipo
de UPEC CFTO073 y determinar su entorno genético.

5. Determinar los genes que codifican para sistemas de captacion de hierro en
un cepario de E. coli 2015-2016 obtenido de varones y mujeres cursando con
ITU.
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6.METODOLOGIA
6.1 Material biolégico

Las 75 cepas con las que se trabajo fueron recolectadas del Instituto de Seguridad
y Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado (ISSSTE) de Puebla, México.
Dichas muestras provienen de pacientes con un rango de edad de 21 a 86 afios en
las mujeres (n=51) y de 46 a 91 afos en varones (n=24), siendo un total de 75
cepas. Fueron obtenidas durante el periodo de junio del 2015 a febrero del 2016,
identificadas en el Laboratorio de Biologia Molecular de Enteropatégenos mediante

morfologia colonial en medios selectivos y pruebas bioquimicas.
6.2 Preparacion de agar/caldo Luria Bertani (LB)

Se utilizé medio LB liquido para los cultivar las diversas cepas sobre las que se

trabajo. La metodologia se encuentra descrita a detalle en el apartado de “Anexos”.
6.3 Determinacién fenotipica de sideréforos

Se preparo6 agar CAS para la determinacion fenotipica de sideréforos y una vez las
cepas fueron inoculadas y posteriormente incubadas el diametro del halo producido
fue medido. La metodologia se encuentra descrita a detalle en el apartado de

“Anexos”.

Figura 11: Imagen representativa de un ejemplo de placa con medio CAS horadado previo a la

inoculacién de las cepas 131-l a la 137-I. (-) Control negativo. (+) Control positivo.
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6.4 Extraccion gendmica por lisis alcalina

El DNA templado para las reacciones de PCR fue obtenido por lisis alcalina y
cuantificado por espectrofotometria. La metodologia se encuentra descrita a detalle

en el apartado de “Anexos”.
6.5 Extraccion gendémica por caldo hervido

El DNA templado para las reacciones de PCR para la determinacién del filogrupo G
fue obtenido por caldo hervido. La metodologia se encuentra descrita a detalle en

el apartado de “Anexos”.
6.6 Diseno de oligonucleétidos

El genoma de la cepa UPEC CFT073, con codigo de acceso NCBI: NC_004431.1.
sirvié como base para el disefio de los primers. Herramientas bioinformaticas como
“‘DNA Star” y “SnapGene” sirvieron como apoyo adicional para el disefio de un par
de oligonucledétidos por cada gen: entF (peptidasa no ribosomal de enterobactina),
SitA (receptor de hierro libre Fe3+), irp2 (HMWP2 de yersiniabactina), tonB
(transportador de sideroforos de membrana externa), iroN (importador de

salmoquelina).
6.7 Estandarizacion de PCR

Con base en la Tm del certificado enviado por el proveedor de los oligonucleétidos,
se eligié un rango de temperatura de alineamiento por cada par y por medio de un
gradiente de temperatura se determinaron las condiciones necesarias para
amplificacion de cada uno de los genes de interés, tomando también en cuenta el
tiempo de extension de acuerdo con el tamafio del amplicon deseado y la velocidad

de polimerizacién de la Taqg DNA (Tabla 3).

Los oligonucledtidos para la amplificacion de los genes fimbriales uclA, uclD y ybgD,
este ultimo para la determinacién del filogrupo G, ya se encentraban en el LBME,

su funcion y tamafio del amplificado se muestran en la Tabla 3.
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Tabla 3: Caracteristicas de los oligonucleétidos usados en la
amplificacion de genes fimbriales ucl/ y en la determinacién del

Referencia

Funcion: Amplicon

Subunidad fimbrial principal de 817 pb Wourpel, 2016
fimbria ucl
Adhesina ucl (O-glicanos en 1226 pb Wourpel, 2016
criptas intestinales)
Adhesina fimbrial 177 pb Clermont,

2019

6.8 Determinacion de genes por PCR en DNA gendmico del cepario

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica in vitro enzimatica
que amplifica la secuencia de ADN deseada. Esto es posible gracias a que se utiliza
la enzima ADN polimerasa, la cual puede sintetizar copias del ADN de las células.
Para realizar la PCR se us6 el templado o molde (ADN gendmico), un buffer, cloruro
de magnesio (MgCl2), H20, taq polimerasa (Dream Taq Thermo Scientific, codigo
10160790), desoxirribonucledtidos trifosfatados (ANTPs) y oligonucleétidos. Estos
componentes interactuaran entre si en las etapas de la PCR, que constan en
desnaturalizacidon, alineamiento y extension. Durante la desnaturalizacién, las
cadenas de ADN son expuestas a altas temperaturas (aproximadamente 95 °C), lo
que resulta en la separacion de las cadenas que se usaran como templado en el
siguiente paso. En el alineamiento, los oligonucledtidos se alinean al extremo 3’ del
templado de la fase anterior, provocando que estos dos se unan y formen un
complejo. Para esto, se necesita una temperatura entre 50 y 65 °C
aproximadamente que varia dependiendo de las caracteristicas fisicoquimicas de
los oligonucledétidos usados. Por ultimo, durante la extension, la polimerasa actua
en el complejo templado-oligonucledtidos, mediando la adicion de los dANTP’s para
amplificar el fragmento en cadenas completas repetidas de ADN, esto a una
temperatura de 72 °C. Las condiciones de amplificacion especificas para cada gen

de interés en el presente estudio se encuentran en el apartado “Anexos”.

41




6.9 Electroforesis en gel de agarosa

La visualizacion de los productos de PCR fue mediante un corrimiento
electroforético en gel de agarosa al 0.7% y usando un transiluminador. La

metodologia se encuentra descrita a detalle en el apartado de “Anexos”.
6.10 Purificacion de DNA

Se utilizé el kit de recuperacion de DNA de gel ZR-96 Zymoclean con numero de
catalogo D4021. Se sigui6 el procedimiento indicado por el fabricante y al finalizar
se cuantificé la concentracion de DNA usando un espectrofotdmetro de
microvolumen “Nanodrop”. Para confirmar el resultado se hizo un corrimiento

electroforético de la elucién final en un gel de agarosa al 0.7%.
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7.ESQUEMA DE TRABAJO

Sistemas de

Adhesina
Filogrupo G a captacién de
hierro




8. RESULTADOS

8.1Determinacion del grupo filogenético G. Estandarizacion de la

amplificacion del gen ybgD en cepas UPEC de filogrupos B2 y F.

Para la determinacién de filogrupo G fue necesario encontrar un control positivo
para amplificar el gen ybgD. Filogenéticamente los grupos B2 y F son los mas
cercanos al G, con esta informacién se seleccionaron solo aquellas cepas que
previamente fueron clasificadas como B2 o F (Cortez 2020 y Huelgas 2020) (Tabla
4). En el grupo B2 se encontraron 3 cepas: 101, 105 y 150, mientras que del
filogrupo F 33 cepas: 102, 103, 107, 110, 112, 113, 114, 115, 118, 119, 126, 128,
129, 130, 136, 138, 140, 141, 147, 149, 153, 156, 157, 158, 159, 160, 161, 162, 163,
164, 167, 168 y 170.

Tabla 4: Cepas pertenecientes a los filogrupos “B2” y “F”, potenciales
candidatas para control positivo de ybgD.

FILOGRUPO CEPAS TOTAL

MUJERES: 107, 112, 113, 114, 19
119, 136, 138, 140, 141, 147, 149,

153, 156, 157, 158, 160, 163, 164,

170

VARONES: 102, 103, 110, 115, 14
118, 126, 128, 129, 130, 159, 161,

162, 167, 168

MUJERES: 101, 105, 150 3

VARONES: N/A 0

Para la estandarizacion se prob6 un rango de temperatura de 58.2°C a 61.4°C, la
temperatura elegida fue 59°C. Las condiciones de amplificacién completas para el

gen ybgD, se encuentran descritas en el apartado “Anexos”.

44




M.M 582 59 614 ()

._.
g =
'UZ
5

2000h . - a—

ybgD 177 pb

[ ————

m———
g |
| —
-
-
—
100 pb

Figura 11: Estandarizacion de la amplificaciéon del gen ybgD. Corrimiento electroforético de los
resultados de PCR con gradiente de temperatura. Se observa amplificacion en las temperaturas
58.2, 59 y 61.4. (-) Control negativo. M.M. Marcador de peso molecular de 100 pb ThermoScientific.

Las cepas 101 (B2) y 102 (F) inicialmente amplificaron el gen ybgD. Sin embargo,
al continuar los ensayos se observo una alta frecuencia en la amplificacion de ybgD
entre las cepas analizadas. Para corroborar la veracidad de las muestras positivas
se realizé una PCR con cepas de E. coli usadas como controles pertenecientes a
otros grupos filogenéticos como la E. coli K12 MC4100 (filogrupo A), EHEC EDL933
(filogrupo E) y UPEC GAGiI (filogrupo B2) y la cepa 117-I (cepario varones, filogrupo
C), esta ultima perteneciendo al cepario de varones proveniente del ISSSTE vy
previamente clasificada en el LBME.

Incluso cambiando el DNA templado de extracciéon gendmica (lisis alcalina y caldo
hervido) el resultado fue el mismo (figura 11). Las cepas de filogrupos C, Ay E
amplificaron ybgD al igual las de B2 y F, resultado que no concuerda con la premisa
propuesta por Clermont, que establece a dicho gen como especifico para el

filogrupo G. Las cepas para las que se determino:

e Filogrupo B2: 102, 103, 110 de varones y la 107, 112 y 113 de mujeres.
e Filogrupo F: 101, 105y 150 de mujeres.
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Dichas cepas resultaron positivas y de las cepas 105 y 107 se purificaron los

fragmentos amplificados para mandar a secuencias.

S R . pm@eaCescAe F=  <B2-
(=) 101 102 117 MC EDL GAGIM.M. 101 102 117 MC EDL GAGI

M.M. 100 pb

—1
=
—b
| —

-
- - EB W e S 200pHES D S e 177 pb

Figura 12. Determinacioén de filogrupo G. Corrimiento electroforético en gel de agarosa al 0.7% de
los resultados de amplificacién por PCR del gen ybgD (177 pb). Del lado izquierdo del marcador de
peso molecular (M.M.) se observa amplificacion en muestras de ADN obtenidas por lisis alcalina
(Gendmico) y del lado derecho usando ADN obtenido por caldo hervido (Caldo). Se usé un marcador
de peso molecular de 100 pb de la marca Thermo Scientific.

8.2Determinacion de los genes de la adhesina uc/D y de la subunidad

principal uc/A en cepario de mujeres.

Debido a la diferencia en tamafio entre los genes uclA (817 pb) y uclD (1226 pb) se
decidi6 estandarizar la PCR como multiple, por lo que se propuso un gradiente de
temperatura de 61 + 5.9°C. La muestra control utilizada fue la cepa ISSSTE-123.
Se us6 como DNA templado el DNA gendmico de la cepa 123-1 (Cortez de la Puente,
2024). Siguiendo las indicaciones de la enzima taq polimerasa (DreamTaq) se ajusté
el tiempo de extension segun el tamafio del amplicon. Con esta consideracion se
obtuvo la correcta amplificacion de los genes uclA/uclD con una temperatura de
58.4°C (figura 12). Con esto se ajustaron las condiciones finales de PCR y se

procedio a hacer la determinacién para todo el cepario.
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Figura 13: Estandarizacion de la amplificacion de los genes fimbriales uclA 'y ucID. Corrimiento
electroforético de los resultados de PCR con gradiente de temperatura. A los 57°C solamente

amplifica ucID, mientras que a 58.4°C logran amplificar uclA 'y uclD simultaneamente.

() (+) 160 163 164 165 M.M.166 169 170 171 172 175

M.M. 100 pb

uclD 1,226 pb

uclA 817 pb

47




Figura 14: Analisis de la determinacion por PCR de los genes fimbriales uc/A y ucID. Resultado
de la amplificacion por PCR de uclD (1,226 pb) y uclA (817 pb). Gel de agarosa al 0.7% representativo
mostrando la amplificacidon de dichos genes en diez cepas. (-) Control negativo. (+) Control positivo
usando DNA gendmico de la cepa UPEC CFT073 como templado. M.M. Marcador de peso molecular
de 100 pb de la marca Thermo Scientific.

De las 51 cepas de mujeres, 12 fueron positivas para uclA/D (23%) que
corresponden a las cepas 107, 112, 114, 120, 147, 156, 157, 158, 160, 163, 164 y

170, encontrando tanto uc/A como uclD simultaneamente en todos los casos.

8.3 Determinacion fenotipica de sideroforos

A 51 cepas de mujeres y 24 de varones adultos mayores cursando una ITU (n=75)
se les realizé un ensayo fenotipico de producciéon de sideréforos utilizando medio
sélido de casaminoacidos (Ver material y métodos). De las 75 cepas en total, 70

fueron positivas (93%).

Figura 15: Imagen representativa de la determinacion fenotipica de sideré6foros. Placa de agar
CAS con viraje a color naranja, indicando un resultado positivo. Se pueden observar algunas de las
cepas con mayor produccion de sideréforos como la 141, 143, 144 y otras cepas con un menor indice
de produccion como la 138 y la 142. (-) Control negativo y (+) control positivo que fue la cepa J96.

Un 95% de las cepas de varones fueron positivas, con un diametro de halo promedio
de 1.5 cm, para las mujeres un 92% positivas con un diametro promedio de 1 cm.
Las cepas que resultaron negativas fueron la 135, 139, 165 y 169 en mujeres y la
125 en el caso de varones (figura 15).
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Figura 16: Comparacion del fenotipo de produccion de sideréforos comparados entre mujeres, con
un diametro promedio de 1 cm y varones con un promedio de 1.5 cm.

Tomando en cuenta los datos obtenidos se realizaron analisis estadisticos para

determinar que el promedio del diametro de halo de todas las cepas fue de 1.22 cm.

Se calculd la desviacion estandar con el fin de encontrar las cepas que, por el

diametro de sus halos, superan el promedio de manera estadisticamente

significativa. El valor de la desviacion estandar fue 0.53, para determinar si el

diametro de cada cepa se encuentra cercano al promedio se establecié un limite

minimo de 0.7 cm y un limite maximo de 1.7 cm. Aquellas muestras con un diametro

menor al limite inferior y mayores al limite maximo cuentan con valores mas alejados

de la media muestral (Louden et al., 2011).

limite maximo (1.7 cm
Numero de Origen

Mujeres
Mujeres
Mujeres
Varones
Varones
Mujeres

Tabla 5: Cepas que, por su diametro, son

estadisticamente significativas al superar el

Diametro de
halo (cm)
2.3
2
2.1
2.1
2.1
2.1
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Mujeres 1.9
Varones 1.8
Mujeres 24
Mujeres 2
Mujeres 2

Resultado del analisis estadistico se determind que las muestras con diametro
menor a 0.68 cm (limite minimo) y mayor que 1.76 cm (limite maximo) son
estadisticamente significativas. Las once muestras que superaron el limite maximo
demostraron su elevada capacidad de producir sideréforos con respecto a otras del
mismo cepario.

8.4 Diseino de oligonucleoétidos de irp2, entF, iroN, sitA y tonB 'y
determinacién del entorno genético

El genoma utilizado como referencia para el disefio de oligonucleétidos fue el de la
cepa UPEC CFT073, con codigo de acceso NC_004431.1 en NCBI y se utilizaron
herramientas adicionales como “DNA Star” y “SnapGene”.

Tabla 6: Caracteristicas de los genes que codifican para sistemas de captacion

de hierro en UPEC y de los oligonucleétidos disenados para su amplificacién
por PCR.

Tama- Localizacién Codifica Amplicon Nombre  %G/C Tamano
no del engenoma  para:
gen

[f788 4230 2,227,110—- Proteinade 4350pb Irp2-F 39% 23 pb
pb 2,231,378 alto peso
molecular 2 59% 22 pb
(HMWP?2) Irp2-R
Biosintesis
de Ybt
I 'B 2178 1,198,162— Importador 2345 pb  iroN-F 43% 23 pb
pb 1,200,339 de
membrana iroN-R 42% 24 pb
externa de
salmoquelin
a
3,882 656,385 — Péptidosinta 3969 pb  entF-F 60% 20 pb
pb 660,266 sa no
ribosomal entF-R 42% 19 pb
de
enterobactin
a

50




768 1,554,965 — Transportad 814 pb tonB-F 55%

pb

1,555,732 or activo de
membrana tonB-R 61%
externa de
sideroforos

858 1,449,293 — Subunidad 1002 pb  sitA-F 60%

1,450,150 Ade
receptor de sitA-R 45%
hierro libre
sitABCD

20 pb

18 pb

20 pb

20 pb

En el disefio de cada par de oligonucleotidos se cuiddé que estos amplificaran un
fragmento que incluyera el gen completo y regiones rio arriba y abajo con la finalidad
de tener la posibilidad de secuenciar a partir de la amplificaciéon del DNA templado
de la cepa control UPEC CFTO073.

entF-F (656,335...656,352)

VO VT entF-R (660,285...660,303)

R ///”
\\\\\\\\\‘ e 1, 7)

| iroN-F (1,198,085...1,198,107)
~ iroN-R (1,200,406...1,200,429)

CFT073
5,231,428 bp
SitA-R (1,449,187...1,449,206)
SitA-F (1,450,179...1,450,198)
J/~ tonB-F (1,554,978...1,554,997)
/' tonB-R (1,555,774...1,555,791)

T ccmp WV

A\
LT

irp2-F (2,227,150...2,227,169)
irp2-F (2,227,543...2,227 561)

Figura 17: Visualizacion del genoma de la cepa UPEC CFTO073 y la localizacion de los
oligonucleotidos disefiados dentro de este.
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Ademas, se verifico que la localizacion del gen correspondiera con lo reportado en
la bibliografia respecto a los genes aledanos. Enseguida se muestran las imagenes
del entorno genético de cada uno de los genes amplificados en este estudio
involucrados en la captacion de hierro y la localizacion de los oligonucledtidos.

e Entorno genético del gen entF, que codifica para la peptidosintasa no
ribosomal de enterobactina

656, _170 656:380 660,222
1

1

1

1

fes - fepC

[ ! 1
Vo i i i !
1,203pb  219pb 3,882pb ! 1,134 pb ! 816 pb H
]

1 1
- tF-R [
P> entFF 3,969 b en | | i |
660,511 661,640 662,455 663,560

Figura 18: Entorno genético del gen entF (sintesis de enterobactina). Se observan otros genes
como fes (esterasa de enterobactina), ybdZ (auxiliar en sintesis de enterobactina), fepE (receptor de
enterobactina), fepC y fepG (componentes del transportador ABC). Los oligonucledtidos disefiados
se observan en flecha azul (entF-F y entF-R) con un amplicén de 3,969 pb.

Los genes relacionados con los sistemas de regulacion, sintesis y captura de
enterobactina se encuentran distribuidos a lo largo de aproximadamente 20 000 nt
en el genoma. El gen entF esta separado de entA, B, C, D, E'y S por los genes fep
responsables de su sistema de captura.

e Entorno genético del transportador de sideréforos tonB y del transportador
de hierro Fe3* sitA

1,554,465 1,554,233 1,555,771 1,556,110 1,565,092 1,565,835

1

I

! 814 pb

=> tonB-F —  tonB-R ‘
I

1

1

yciB yciC

717 pb 540 pb 744 pb

1
1,555,014 1,555,720 1,564,523 1,565,062

Figura 19: Entorno genético del gen tonB (transportador de sideréforos). Se observan otros
genes de la familia yci, como yciB (proteina de septacién A) que esta relacionada con la homeostasis
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de la envoltura celular bacteriana. Los oligonucleétidos disefiados se observan en flecha azul (fonB-
F y tonB-R) con un amplicén de 814 pb.

El gen tonB se encuentra flanqueado por dos proteinas de la familia yci, dicha familia
esta relacionada con la envoltura bacteriana como su biogénesis y mantenimiento.
yCiA codifica para una acyl-CoA thioester hidrolasa y yciB codifica para la proteina
de septacion A, las funciones de ycil y de yciC aun no se tienen claras.

1,456,697 1,449,189 1,450,098
i i i

sitD sitC sitB
858 pb 858 pb 828 pb 915 pb
P sita-F — sitA-R

1,002 pb

1.445.317 -1.456.657

Figura 20: Entorno genético del gen sitA (transportador de hierro libre). sitA (PBP de Fe?*). sitB
(ATPasa), sitC y sitD (subunidad de complejo de membrana citoplasmatica). Los oligonucleétidos
disefiados se observan en flecha azul (sitA-F y sitA-R) con un amplicén de 1,002 pb.

Los genes del operon sitABCD se encuentran seriados sin separaciones entre ellos

y con una conformacion divergente. Lo observado concuerda con lo esperado en la
bibliografia.

e Entorno genético del receptor de salmoquelina iroN

1,200,378 1,201,340 1,202,747 1,206,406

P iroN-F—iroN-R
2,345 pb 4

1,116 pbj
1
1 1

2,178 pb 957 pb

1,230 pb

1
1
1
1
H 3,660 pb
]

1

198,168 1,200,340 1,201,426 1,202,658 1,206,546 1,207,227

I
1
I
I
1
i

1

Figura 21: Entorno genético del gen iroN (receptor de salmoquelina). iroE, iroD (tioesterasas),
iroC (transportador ABC), iroB (glucosiltransferasa). Los oligonucleétidos disefiados se observan en
flecha azul (iroN-F y iroN-R) con un amplicén de 2,345 pb.
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e Entorno genético de la HMWP2 de yersiniabactina irp2

2,234,743 2,236,455 2,227,202 2,231,354 2,234,026 2,243,432

ybtP

1,713pb |

! 4,230 pb 1

1
irp2-F——— irp2-F
P irp 4,350 pb <

2,236,712 2,237,671

Figura 22: Entorno genético del gen irp2 en genoma de CFT073. ybtP (proteina de unién a ATP),
ybtA (regulador transcripcional), irp2 (HMWP2), tnpA (transposasa), irp17 (HMWP1). Los
oligonucleodtidos disefiados se observan en flecha azul (irp2-F e irp2-R) con un amplicon de 4,350pb.
Los genes del sistema de yersiniabactina en UPEC no se encuentran tan cercanos
entre si y a diferencia de otros sideroforos, sus genes no se encuentran agrupados
en operones. Para analizar mejor el entorno genético se comparoé con el genoma de
la cepa Yersinia pestis 91001 (NCBI: AE017042.1) y se puede observar cémo los
genes del sistema tienen mayor cercania entre ellos, son consecutivos y su
orientacion transcripcional es diferente.

1,799,723 1,803,208 1,820,200 1,822,I013

1
1
i
2,022 pb { 9,492 pb 960 pb

i 1 i / ] i i

[ :
fyuA ybtE ybtT \] ybtUil\ irp1 irp2 ybtA |j ybtP
1 1

| | | PN ! : -

: 1,578 pb ': 804 pb : 1,161 pb : 6,126 pb : 1,800 pb

i i I ! '

: ! = ! !

1797571 1799607 1801302 1,802,805 LeLa sz LEIS08

Figura 23: Entorno genético del gen irp2 en genoma de Yersinia pestis 91001. ybtP (proteina
de unioén a ATP), ybtA (regulador transcripcional), irp2 (HMWP2), irp17 (HMWP1), ybtU (reductasa de
yersiniabactina), ybtT (tioesterasa), ybtE (salicil AMP ligasa), fyuA (receptor de yersiniabactina).

8.5 Determinacion de los genes que codifican para sistemas de captacion
de hierro en un cepario de E. coli 2015-2016 obtenido de varones y mujeres
cursando con ITU.
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8.5.1 Estandarizacion de la amplificaciéon de entF que codifica para la
péptido sintasa no ribosomal de enterobactina

Para la estandarizacion de la PCR y con base en las Tm del par de oligonucleétidos
se propuso un gradiente de temperatura de alineamiento en un rango de 58.7 a 64
°C, la temperatura final seleccionada para su amplificacion fue de 63.4 °C. Las
condiciones de amplificacion establecidas fueron:

entF 3,969 pbq

Figura 24: Estandarizaciéon de la amplificacion por PCR del gen de enterobactina (entF). En
azul se muestra el control negativo (-) y las temperaturas usadas. Usando como DNA templado
extraccion genémica de CFT073.

8.5.2 Determinacion del gen de sintesis de enterobactina entF por PCR
en cepario de varones y mujeres

De las 75 cepas que se analizaron solo 4 fueron positivas, siendo la 128, 130 y 165
en mujeres y la 168 en varones (5.3%).
M.M. 1 kb

(+) MM. 128 129 130

EntF 3,969 pb w4000 b s
3000°pb

1000 pb
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Figura 25: Analisis de la determinacién de enterobactina por PCR. Resultado de la amplificacion
por PCR de entF (3,969 pb) en cepario UPEC de varones y mujeres (n=75). Gel de agarosa al 0.7%
representativo mostrando la amplificacion del gen en tres cepas usando DNA gendémico como
templado. (-). Control negativo (+) Control positivo usando DNA genémico de la cepa UPEC CFT073
como templado. (M.M.) Marcador de peso molecular de 1 kb de la marca Thermo Scientific.

8.5.3 Estandarizacién de la amplificacion por PCR del
transportador tonB y el importador sitA

Se decidié hacer una PCR multiple de tonB y sitA considerando que los amplificados
son de diferente tamafio y los oligonucledtidos poseen Tm cercanos. Para la
estandarizacién de la PCR se propuso un gradiente de temperatura de alineamiento
de un rango de 60 a 71.5 °C, se encontr6 que la temperatura mas adecuada para
la amplificacion de ambos genes es de 60.3 °C

M.M. 100 pb

sitA 1,002 pb
tonB 814 pb

Figura 26: Estandarizacion de la amplificacion por PCR de los genes de importadores sitA y
tonB. Corrimiento electroforético en gel de agarosa al 0.7%. En el gradiente se comparé la
estandarizacion con oligos de sitA exclusivamente (color azul), solo de tonB (color naranja) y de sitA
y tonB al mismo tiempo (color verde). (M.M.) Marcador de peso molecular de 100 pb de Thermo
Scientific.
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8.5.4 Determinacion de tonB/sitA por PCR en el cepario de

varones y mujeres

De las 75 cepas estudiadas 29 fueron positivas para fonB vy sitA (38.6%), 10 fueron

positivas para tonB exclusivamente (13%) y 6 fueron positivas solo para sitA (8%).

L]
() (*) MM.130 131 132 133 134 135 136 137 138 139 140 141 155 156

M.M. 100 pb

sitA 1,002 pb
tonB 814 pb

Figura 27: Analisis de la determinacién por PCR de los genes de los transportadores tonB y
sitA en el cepario ISSSTE 205-2016 (n=75). Resultado de la amplificacién por PCR de fonB (814
pb) y sitA (1,002 pb) respectivamente en el cepario de mujeres y varones (n=75). Gel de agarosa al
0.7% representativo mostrando la amplificacion del gen en 14 cepas usando DNA gendémico como
templado. (-). Control negativo (+) Control positivo usando DNA gendémico de la cepa UPEC CFT073
como templado. (M.M.) Marcador de peso molecular de 100 pb de la marca Thermo Scientific.

31 cepas resultaron negativas para ambos genes, entre las que se encuentran la
103, 108, 109, 110, 111, 112, 116, 120, 122, 124, 127, 132, 134, 135, 137, 139, 143,
146, 148, 151, 152, 155, 165, 166, 167, 168, 169, 171, 174 y 175 (41.3%).

Tabla 7: Resultado de la amplificaciéon de los transportadores tonB/sitA

CEPAS
1 =7S N EIEA e MUJERES: 104, 105, 106, 107, 114, 119, 121, 123, 133, 136,
138, 140, 141, 147, 149, 150, 153, 170, 172.

VARONES: 102, 117, 118, 126, 128, 130, 159, 161, 173.
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tonB (+/-) MUJERES: 113, 145, 156, 157, 158, 160, 163, 164.
- VARONES: 125, 162.

sitA (-/+) MUJERES: 101, 131, 142,

- VARONES: 129, 144, 154,

8.5.5 Estandarizacion de la amplificacion del gen del receptor de

salmoquelina iroN

El rango del gradiente de temperatura propuesto fue de 60.3 a 63 °C, siendo 61.9

la temperatura elegida.

63

iroN 2,345 pb

Figura 28: Estandarizacion de la amplificacion por PCR del gen del receptor de salmoquelina
tonB. Se muestra amplificacion en las temperaturas 60.3 y 61.9, pero no en 63°C. Se us6é como DNA
templado extraccion genédmica de CFT073.

8.5.6 Determinacion por PCR del receptor de salmoquelina iroN

en el de varones y mujeres

De las 75 cepas estudiadas, 19 fueron positivas para iroN (25.3%), que
corresponden a la 101, 104, 105, 106, 107, 109, 113, 116, 121, 123, 130, 133, 135,
166 y 169 en mujeres y la 115, 118, 159 y 162 en el caso de los varones.
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Figura 29: Determinacion del receptor de salmoquelina iroN en el cepario ISSSTE 2015-2016
(n=75). Resultado de la amplificacion por PCR de iroN (2,345 pb) en cepario de mujeres y varones
(n=75). Gel de agarosa al 0.7% representativo mostrando la amplificacién del gen en 14 cepas
usando DNA gendémico como templado. (-). Control negativo (+) Control positivo usando DNA
genodémico de la cepa UPEC CFT073 como templado. (M.M.) Marcador de peso molecular de 100 pb
de la marca Thermo Scientific.

8.5.7 Estandarizacion de la amplificacion de yersiniabactina irp2

Inicialmente se intentd estandarizar irp2 junto con entF para una PCR multiple, sin
embargo, la amplificacién no fue efectiva al colocarlos en la misma reaccion,
optando por una PCR individual. El rango del gradiente de temperatura propuesto

en este caso fue de 58.7 a 62.2°C, siendo esta ultima la seleccionada.
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Figura 30: Estandarizacion de la amplificacion por PCR del gen irp2 que codifica para
yersiniabactina (HMWP2). Se muestra amplificacion de irp2 (4,350 pb) a las temperaturas 58.7,
60.6, 63.5y 62.2°C, a la ultima temperatura de 62.2°C se pierden algunas bandas inespecificas. Se
us6 como DNA templado extracciéon gendmica de CFTO073.

8.5.8 Determinacion de irp2 por PCR en el cepario de varones y
mujeres

De las 75 cepas, 8 fueron positivas para irp2 (10%), que corresponden a las cepas
101, 104, 107, 114, 121, 122, 124 y 139 en mujeres. Ninguna cepa de varones fue
positiva.

irp2 4,350 pb
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Figura 31: Determinacion del gen de la proteina de sintesis de yersiniabactina irp2 en el
cepario ISSSTE 2015-2016 (n=75). Resultado de la amplificacion por PCR de irp2 (4,350 pb) en
cepario de mujeres y varones (n=75). Gel de agarosa al 0.7% representativo mostrando la
amplificacion del gen en dos cepas usando DNA gendémico como templado. (-). Control negativo (+)
Control positivo usando DNA gendémico de la cepa UPEC CFT073 como templado. (M.M.) Marcador
de peso molecular de 1 kb de la marca Thermo Scientific.

8.6 Analisis de resultados de genes de sideréforos
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Figura 32: Porcentaje y relacién de cepas positivas para los genes de sintesis de sideréforos:
aerobactina (iucD), enterobactina (entF) y yersiniabactina (irp2) segun el sexo (n=75). iucD
estuvo presente en el 80% (n=60) del cepario, donde el 52% (n=39) corresponde a mujeres y un
28% (n=21) a varones. entF estuvo presente en el 5% (n=4) de todo el cepario, donde un 1.3% (n=1)
corresponde a mujeres y 3.7% (n=3) a varones. irp2 estuvo presente en un 10% (n=8) del cepario,
unicamente encontrandose en mujeres. Los datos de iucD * reportados por Cortez y Huelgas en 2020
fueron usados como referencia para este analisis con fines comparativos. El color rosa corresponde
a cepas de mujeres mientras que el azul a varones.

Para realizar un analisis mas completo, se tomaron resultados de los genes iucD e
iha, siendo estos reportados por Cortez y Huelgas en el aino 2020 en el LBME,
quienes trabajaron con el mismo cepario.

Comparando los resultados obtenidos por PCR de los genes de sideroforos
encontramos que el gen con mayor prevalencia fue iucD con un 80% (Cortez y
Huelgas en 2020), seguido de irp2 con 10% y finalmente entF en 5%. Comparando
segun el sexo podemos observar que el cepario de mujeres tiene mayor presencia
de genes que codifican para sideréforos en comparacion del de varones (figura 31).
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Con respecto a los genes relacionados a la captacion de hierro, en el cepario
ISSSTE 2015-2016 (n=75) los genes con mayor prevalencia fueron tonB con un
52%, seguido de iha con un 50.6% (Cortez y Huelgas en 2020) y sitA con un 46.6%.
El gen que se encontré con menor frecuencia en comparacion con los anteriores
fue iroN en un 25.3% (figura 32).
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Figura 33: Porcentaje y relaciéon de cepas positivas para los genes de transporte y captacion
de hierro como la adhesina homoéloga IrgA (iha), la proteina de unién periplasmica (sitA), el
receptor de salmoquelina (iroN) y el importador de sideréforos (tonB) segun el sexo (n=75).
Iha estuvo presente en el 50.6% (n=38) del cepario, donde un 30.6% (n=23) corresponde a mujeres
y un 20% (n=15) a varones. sitA estuvo presente en un 46.6% (n=35), donde un 29.3% (n=22)
corresponde a mujeres y un 17.3% (n=13) a varones. iroN estuvo presente en un 25.3% (n=19)
donde un 18.6% (n=14) pertenece a mujeres y un 6.7% (n=5) a varones. tonB estuvo presente en
un 52% (n=39) donde un 36% (n=27) corresponde a mujeres y un 16% (n=12) a varones. Los datos
de iha* fueron tomados de los resultados reportados por Cortez y Huelgas en 2020 con fines
comparativos. El color rosa corresponde al cepario de mujeres y el azul al de varones.

La relacion de cada una de las cepas y el resultado de la amplificacién de cada uno
de los genes estudiados se plasma a continuacién, las cepas en color rosado
pertenecen a mujeres y las de color azul a varones:

Tabla 8: Resultados de la determinacion por PCR de genes de sistemas de
captacion de hierro de cada cepa.

Sideréforos Captacion
Cepa iucD* entF irp2 iha*  sitA | iroN @ tonB Total
+ g + 2 + + + g 3 5
1021 + - - 1 - + - + 2 3
1031 + - - 1 + - - - 1 2
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104-1
105-1
106-I
107-
108-I
109-
110-
111-1
112
113-1
114
115-1
116-1
117-1
118-1
119-1
120-1
1211
122-]
123-1
124-|
125-1
126-1
127-1
128-1
129-
130-
131-1
1321
133-1
134-
135-1
136-1
137-
138-1
139-
140-1
141-
142-|
143-1
144-|
145-1
146-1
147-1
148-

- + + + 3
- + + + 3
- + + + 3
+ + + 4

- - - - 0
o - + - 1
+ - - - 1
- - - - 0
+ - - - 1
+ - + + 3
- + - + 2
+ + + + 4
- - + - 1
- + - + 2
+ + + + 4
+ + - + 3
- - - - 0
- + + + 3
+ 5 5 5 1
- + + + 3
- - - - 0
+ - - + 2
+ + - + 3
- - - - 0
+ + - + 3
+ + - - 2
+ + + 4
- + - - 1
- - - - 0
+ + + 4

- - - - 0
- - + - 1
+ + - + 3
- - - - 0
+ + - + 3
+ - - - 1
+ + - + 3
+ + - + 3
o + - - 1
- - - - 0
o + - - 1
- - - + 1
- - - - 0
+ + - + 3
- 0
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- - - 0 + + - + 3 3
+ - - 1 - + - + 2 3
+ - - 1 - - - - 0 1
+ - - 1 - - - - 0 1
- - - 0 + + - 3 3
154-| + - - 1 + + - - 2 3
155-1 + - - 1 - - - - 0 1
+ = = 1 + - - + 2 3
+ - - 1 + - - + 2 3
+ - - 1 + - - + 2 3
159- + - - 1 + + + + 4 5
+ - - 1 + - - + 2 3
161- + - - 1 + + - + 3 4
162-| + - - 1 + - + + 3 4
+ o - 1 + - - + 1 3
+ - - 1 + - - + 2 3
+ + - 2 - - - - 0 2
- - - 0 - - + - 1 1
167- + - - 1 + - - - 1 2
168-1 + + - 2 + - - - 1 3
+ - - 1 - - + - 1 2
+ - - 1 + + - + 3 4
+ - - 1 - - - - 0 1
+ - - 1 + + - + 3 4
173- + - - 1 - + - + 2 3
174-| + - - 1 - - - - 0 1
+ - - 1 - - - - 0 1
N total 60 4 8 38 35 19 39
% 80 5.3 10.6 50.6 46.6 25.3 52

En color rosa se observa el numero de cepa aislada de orina en mujeres y en azul aislado de
varones.

Podemos observar que lo mas comun es que las cepas tengan solo un gen de
sintesis, con un 69.3% del cepario total perteneciendo a este grupo, mientras que
ninguna cepa resultd positiva para los tres genes (Figura 33).

Contrastando con los genes de importacion de hierro se encontré que el 28% del
cepario total cuenta con tres de los cuatro genes estudiados, siendo esta su
distribucion mas comun. Solo un 8% de cepas cuentan con los cuatro genes (Figura
34).
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Figura 34: Agrupacion de cepas (divididas por sexo) seguin la cantidad de genes de sintesis
de sideroforos (iucD* entF e irp2) posee, desde ninguno (n=0) hasta todos los estudiados
(n=3) en un cepario de UPEC. 13 cepas no amplificaron ningun gen de sintesis, donde 10
pertenecen al cepario de mujeres y 3 al de varones. 52 cepas resultaron positivas para solo un gen
donde 34 pertenecen a mujeres y 18 a varones. 10 cepas fueron positivas para dos genes de sintesis
donde 7 pertenecen a mujeres y 3 a varones. Ninguna cepa resultd positiva para los tres genes
determinados. El color rosa representa cepas de mujeres y el azul las de varones.
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Figura 35: Agrupacion de cepas (divididas por sexo) segun la cantidad de genes de captacién
de hierro que posee (iha* sitA, iroN y tonB) desde ninguno (n=0), hasta todos los estudiados
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(n=4) en un cepario de UPEC. 18 cepas resultaron negativas para la amplificacion de los genes de
captura donde 13 corresponden a mujeres y 5 a varones. 17 cepas fueron positivas para solo un gen
donde 12 son de mujeres y 5 de varones. 13 fueron positivas para dos genes donde 7 corresponden
amujeres y 6 a varones. 21 cepas fueron positivas para tres genes donde 17 corresponden a mujeres
y 4 a varones. 6 cepas resultaron positivas para todos los genes en su totalidad, donde 2
corresponden a mujeres y 4 a varones. El color rosa representa las mujeres mientras que el azul a
los varones.

8.7 Comparacion entre fenotipo y genotipo de sintesis de sideréforos
(genes iucD*, entF e irp2)
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Figura 36: Comparacion de fenotipo contra genotipo de sideré6foros segtn el sexo. El fenotipo
y genotipo positivo (+/+) se encontré en un 77.3% de las cepas (n=58), dentro de las cuales 37
pertenecen al cepario de mujeres y 21 al de varones. Genotipo positivo y fenotipo negativo (+/-) se
observé en un 5.3% de las cepas (n=4) todas perteneciendo a mujeres. Genotipo negativo y fenotipo
positivo (-/+) se encontrd en un 16% de todas las cepas (n=12) donde 10 pertenecen a mujeres y 2
a varones. El genotipo y fenotipo negativo se observé en 1.4% (n=1) de las cepas, correspondiendo
al cepario de varones.

Cerca del 80% de las cepas (77.3%) fueron positivas tanto en genotipo
(determinacion de PCR) como en fenotipo (ensayo cualitativo de producciéon de
sideréforos en medio CAS) en sintesis de sideréforos. En la conformacion genotipo
positivo y fenotipo negativo Unicamente se encontraron cepas de mujeres, mientras

que en genotipo y fenotipo negativo solo hay una cepa de varones.
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DISCUSION

Clermont en 2019 propone al gen ybgD como especifico para la identificacion del
filogrupo G, pero si asi lo fuera, no se observaria su amplificacion en cepas
filogenéticamente mas alejadas de las B2 y F, como se observa en las cepas
MC4100 (filogrupo A) y EDL933 (filogrupo E). Naturalmente, UPEC cuenta con una
plasticidad genética muy elevada, de ahi la dificultad para disefar marcadores
moleculares especificos para su identificacion, ademas, las cepas del presente
estudio son aislados clinicos, lo que les da cierta impredecibilidad gendémica debido
a que existen muchas mas variables que alteran su comportamiento al compararla
con una cepa controlada en el laboratorio. Abram y cols. en 2021 realizaron un
analisis tipo Mash (secuenciacion del genoma completo) en 10,667 genomas de E.
coliy Shigella con el fin de clasificarlos por filogrupos. En dicho estudio encontraron
que el 9% de sus genomas no son tipificables por técnicas de PCR in silico, otro 7%
no concordaba con las predicciones arrojadas por Clermon Typing, en especial con
el filogrupo G. De los 96 genomas que por la metodologia Mash asociaron a dicho
filogrupo, el Clermon Typing genero discrepancias en 47 lo que invita a preguntarse
si el gen elegido como especifico para dicho filogrupo es tan especifico como se
propone (Abram et al., 2021). Algunos grupos de trabajo han intentado estudiar con
mayor profundidad el gen ybgD, sin embargo, a pesar de encontrar su operon en el
genoma, sus genes permanecen inactivos en condiciones de laboratorio lo que
dificulta su analisis, este concepto se conoce como operodn criptico (Korea etl al.,
2010).

De las 51 cepas estudiadas un 23% resultaron positivas a uclA y uclD
simultaneamente (12/51). Tomando en cuenta que ambos genes se presentan a la
vez, podemos inferir que las cepas positivas cuentan con el operén fimbrial ucl en
su informaciéon genética y la posibilidad de adherirse a las criptas intestinales,

evidenciando la relacion evolutiva entre los patotipos intestinales y extraintestinales.

El 92% de las cepas de mujeres expresaron sideréforos en los ensayos fenotipicos
con un diametro de halo promedio de 1 cm, mientras que en varones se expresaron

en un 95% y con 1.5 cm de diametro promedio, sin embargo, de las 10 muestras
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reportadas con mayor produccion de sideroforos, 8 (104, 105, 106, 110, 117, 141,
143, 144, 145, 148 y 149) pertenecen a mujeres. Segun reportes, aunque las ITU
sean mas comunes en mujeres, en varones se observan infecciones complicadas
con mayor frecuencia. Aunque en la presente coleccion el grupo de varones tenga
un promedio de diametro mayor al de mujeres, la mayoria de las muestras con

resultados fenotipicos mas significativos pertenecen a este ultimo grupo.

Comparando los datos se puede observar como algunas muestras fenotipicamente
positivas resultan negativas a la PCR de los genes relacionados a los genes de

sintesis de sidero6foros.

e Mujeres: 116, 131, 134, 136, 137, 142, 147, 149, 153 y 166
e Varones: 108 y 132

Curiosamente, a pesar de que las cepas 110 (2.1 cm), 143 (1.9 cm) y 148 (2 cm),
resulten negativas para entF, iroN, sitA, tonB e irp2, corresponden a tres de las diez
cepas con mayor produccion de sideroforos, con diametros de 2.1 cm, 1.9 cmy 2
cm respectivamente. Tomando en cuenta esta informacién, podemos inferir que
dichas cepas cuentan con otros sistemas de captacién diferentes a los considerados
en este estudio. UPEC es conocido por ser un microorganismo con una variedad
genética considerable, por lo que existe la posibilidad de que cuente con otros
sideroforos o receptores de los cuales aun no se tiene suficiente informacion, pues
el ensayo fenotipico no determina la cantidad ni el tipo de sideréforos presentes,

solo evidencia su expresion.

Por otro lado, existen otras muestras fenotipicamente negativas, pero que
resultaron positivas en al menos un gen de sintesis de sideréforos en la

amplificacion por PCR.
e Mujeres: 135 (iucD), 139 (iucD, irp2), 165 (iucD, entF) y 169 (iucD)

Esto podria sugerir que la expresion de sus sideréforos depende de factores
ambientales especificos para su expresion (temperatura, nutrientes, interaccion
microbiana, pH, osmolaridad, oxigeno, etc.). Recordemos que a pesar de que los

medios de cultivo contienen todos los nutrientes necesarios para que un
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microorganismo crezca in vitro, estos jamas lograran emular las condiciones

ambientales dentro del organismo a la perfeccion.

Las cepas 135, 169y 125, con resultado fenotipo negativo, cuentan con la presencia
de genes relacionados a receptores e importadores, lo que implica una capacidad
para tomar sideroforos provenientes de microorganismos aledafos y tomarlo como

suyo, concepto conocido como pirateria de sideréforos (Byun et al., 2020).

Las cepas que contaron con mayor diversidad de genes relacionados a sistemas de

hierro tanto sideréforos como transportadores fueron:

o 104: jucD, irp2, sitA, iroN y tonB
o 107: jucD, irp2, sitA, iroN, iha y tonB
e 130: iucD, entF, sitA, iroN, iha y tonB

Se han realizado estudios sobre la presencia de enterobactina en cepas de E. coli,
como es el caso de Henderson y cols., que en 2009 compararon la presencia de los
sideroforos aerobactina, enterobactina, salmoquelina y yersiniabactina en cepas de
E. coli aisladas de tracto gastrointestinal contra otras obtenidas del tracto
genitourinario. La presencia de enterobactina fue elevada, pues el 100% de las 21
cepas de tracto urinario fueron positivas. En el presente trabajo, sin embargo, el gen
entF (serin-sintasa) fue positivo en 4 de 75 muestras (5.3%), tomando en cuenta
que UPEC surge de reservorios intestinales, la baja presencia de dicho gen podria
deberse a la intervencion de factores ambientales a los que se ve expuesta la
bacteria durante el transito del tracto gastrointestinal hacia el genitourinario,
sufriendo modificaciones genéticas cuyo grado aun no podriamos determinar. Por
otro lado, existe la posibilidad de que las cepas que resultaron negativas no
requieren producir dicho sideréforo porque cuentan con otros en su arsenal o
simplemente, en su ambiente nativo su fuente de hierro provenia de sideréforos

liberados por bacterias vecinas que si pueden producirlo.

Behnoush y cols. en 2016 determinaron la presencia de genes relacionados a la
sintesis de yersiniabactina, aerobactina y el receptor de salmoquelina en una

coleccién de 170 cepas de UPEC aisladas de ITU, dentro de los genes estudiados
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se encuentra iroN (receptor de salmoquelina), que fue encontrado en un 30.6%
(52/170). El resultado obtenido en el presente proyecto no esta tan alejado de lo
reportado por Behnosuh, con un 25.3% de cepas positivas (19/75) podemos decir
gue no hay una diferencia significativa entre ellos. Otro de los genes estudiados por
Behnoush incluye a irp2 (HMWP2), que estuvo presente en el 68.2% de sus
muestras (116/170), mientras que en esta coleccién solo un 10% contaban con el
gen (8/75). Debido a que irp2 se encuentra en una isla de patogenicidad y sumado
a la variabilidad genética propia de UPEC, su permanencia esta ligada a su
aprovechamiento. Hasta la fecha no se han reportado cepas de Yersinia con
delecion espontanea de la isla, sin embargo, hacen falta estudios analizandola en

UPEC para determinar si comparten la misma estabilidad.

El 52% de las cepas cuentan con el gen tonB, mientras que sitA se encuentra en un
46.6%. Debido a que la disponibilidad del hierro en estado libre es baja, es
razonable que el importador sitA tenga una menor presencia que fonB, la bacteria
puede prescindir del ion en estado libre, pero no tanto de sideroforos. iroN fue
observado en un 25.3% de las cepas, podemos inferir que esto se debe a que
salmoquelina es un sideréforo que surge de modificaciones a la enterobactina como
respuesta contra la inmunidad del hospedero, es probable que los individuos de
donde provienen las cepas aisladas contaran con una respuesta inmune insuficiente
propia al estrés ocasionado por el proceso infeccioso (ITU) o por alguna otra razén,
lo que disminuye la necesidad del microorganismo de contar con el receptor para
dicho sideréforo. También existe la posibilidad de que debido al paso del tiempo bajo
condiciones de laboratorio las cepas hayan sufrido una reduccién gendémica vy
perdido genes que no requiere en condiciones in vitro, sin embargo, haria falta

realizar un analisis con mayor profundidad.

Las cepas que no contaron con genes de sideroforos ni de receptores fueron las
108, 132, 134 y la 137. Dichas cepas no hubieran sobrevivido en el ambiente sin la
capacidad de aprovechar el hierro de alguna forma, lo que sugiere que cuentan con
otros genes de sintesis o de captacién de hierro que no fueron analizados en el
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presente estudio. Otros posibles genes para analizar son propuestos en el apartado

de “Perspectivas”.
CONCLUSIONES

La identificacion del filogrupo G por PCR no depende de un solo gen, es necesario
realizar analisis gendmicos mas profundos para proponer otros genes adicionales y

demostrar su especificidad.

La presencia simultanea de uclA y uclD indica que las muestras positivas tienen la
posibilidad de expresar una adhesina funcional. Encontrar la fimbria ucl en cepas
de UPEC demuestra su relacién con el nicho gastrointestinal. Evolutivamente UPEC
surge a partir de colonias de E. coli localizadas en el colon y al permanecer mucho
tiempo en el tracto genitourinario la necesidad de contar con la informacién genética

de adhesinas inactivas disminuye y puede llegar a perderse.

Fenotipicamente hablando, a pesar de que el diametro promedio en el grupo de
mujeres fue menor que en el grupo de varones (1 cmy 1.5 cm de halo cada uno),
dentro de las cepas aisladas de mujeres se encuentran ocho de las diez cepas con

una produccion de sideroforos mayor al promedio.

Los genes de sintesis que incluyen entF e irp2 se encontraron en un 5% y 10% en
ese orden, esto es una menor frecuencia comparando con el gen de aerobactina

iucD que se encontrd en el 80% del cepario total.

Los genes de captacion de hierro iha, sitA y tonB tuvieron una distribucidén cercana
estando en el 50.6%, 46.6% y 52% del cepario respectivamente. El receptor de
salmoquelina fue el que menor presencia tuvo siendo positivo en el 25.3% de las

cepas.

A pesar de que existan diversos factores ambientales de los que dependa la
liberacion de sideréforos, su aprovechamiento no esta ligado a su capacidad para
sintetizarlos, mientras UPEC cuente con los receptores de hierro necesarios, puede

tomar sideréforos de bacterias vecinas como fuente de dicho ion.
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Conocer la distribucion de genes que posee UPEC nos permite saber sus fortalezas
y potencial patdgeno, la creciente crisis causada por la resistencia antimicrobiana
nos orilla a analizar el panorama completo por el cual este microorganismo genera
el dafio y en un futuro, desarrollar otras herramientas terapéuticas con un enfoque

distinto.

PERSPECTIVAS

e Analizar a profundidad genomas de cepas control de E. coli, como la GAGI
(filogrupo B2) para la identificacion de genes del filogrupo G, pues el gen ybgD
por si solo no es concluyente.

o Determinar los niveles expresion de los genes ucl/ por medio de QT-PCR.

o Profundizar en el por qué algunas cepas UPEC cuentan con la adhesina
entérica Ucl y otras no a pesar de su origen en un reservorio intestinal.

o Para completar el perfil de sistemas de captacion de hierro en UPEC disenar
oligonucledtidos para otros genes relacionados con la sintesis como: iroB
(sintesis de salmoquelina) e irp1 (sintesis de yersiniabactina), y de captacion
como fepA (importe de enterobactina) y fyuA (receptor de yersiniabactina).

o Estudiar y comparar el impacto que distintos factores ambientales ejercen

sobre la expresion de sistemas de captacion de hierro y su aprovechamiento.
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10. Anexos
Material biolégico

Las 75 cepas con las que se trabajo fueron recolectadas del Instituto de Seguridad
y Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado (ISSSTE) de Puebla, México.
Dichas muestras provienen de pacientes con un rango de edad de 21 a 86 afios en
las mujeres (n=51) y de 46 a 91 ainos en varones (n=24), siendo un total de 75
cepas. Fueron obtenidas durante el periodo de junio del 2015 a febrero del 2016,
identificadas en el Laboratorio de Biologia Molecular de Enteropatégenos mediante

morfologia colonial en medios selectivos y pruebas bioquimicas.
Preparacion de agar/caldo Luria Bertani (LB)

Para preparar un litro de caldo LB se pesaron 5 g de NaCl, 5 g de extracto de
levadura y 10 g de peptona de caseina. Se colocaron todos los componentes y se
disolvieron en un litro de agua destilada usando agitacion magnética
aproximadamente 10 o 15 minutos para que estos se rehidrataran. Posteriormente
se ajusta el pH a 7.8 y el caldo se distribuye en tubos de ensayo, frascos o matraces
de acuerdo con las necesidades del experimento. Esterilizar a 121 °C, con una
presion de 15 Ibs por 15 minutos. Para preparar agar LB afadir agar bacteriolégico
al 1.5% y permitir la hidratacién antes de esterilizar. Al salir de esterilizacién agitar

suavemente para homogeneizar.
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Determinacion fenotipica de sideréforos

Para la preparacion del agar cromo azurol S (CAS) se afiadieron 100 ml de MM9 a
750 ml de agua destilada y 32.24 g de PIPES, una vez disuelto se ajusto el pH a
6.8. Se agregaron 15 g de agar bacteriologico y después se esterilizd en autoclave
a 15 Ib de presion durante 20 minutos, se retiraron de la olla y se dejo atemperar
hasta que lleg6 a 50°C. Para continuar se afiaden 30 ml de casaminoacidos estériles
y 10 ml de solucién de glucosa al 20%. Lentamente y por las paredes internas del
matraz se colocaron 100 ml de solucién Cromo Azurol S al 60%. Finalmente, el
contenido se vertid en placas estériles y se esper6 a que gelifique. Una vez

gelificado, el agar se horad6 con ayuda de pipetas Pasteur de vidrio estériles.

Para el ensayo se tomaron 80 pL de precultivo y fue incubado en 3 ml de LB
desferrado hasta alcanzar una DOsoonm de 0.1. Para desferrarlo se prepararon
volumenes iguales de LB y 8-hidroxiquinolina al 3% y se homogenizé en un matraz
de vidrio por 5 minutos, para después transferir la solucibn a un matraz de
separacion y dejar en reposo por 4 horas; el LB se recuperé en un vaso de
precipitado de vidrio, donde después de 10-15 minutos de reposo (esto para permitir
que residuos de cloroformo se evaporen) fue distribuido en tubos con 3 ml cada uno

para esterilizar durante 15 minutos a 15 Ib de presion.

Después se tomaron 25 pL del cultivo y se colocaron en una placa de agar CAS
previamente horadada (esperar a que sequen los pocillos). Se incubd con la tapa
hacia abajo durante 24 h a 37°C, para asi determinar el cambio de color
caracteristico (naranja) de la presencia de sideréforos en el medio de cultivo en caso

de ser positivo (Louden et al., 2011).
Extraccién gendémica por lisis alcalina

Para el precultivo se inocularon 10 pl de criovial en medio LB, se incubé a 37°C en
agitacion toda la noche, 80 ul del precultivo se inocularon en 5ml de caldo LB y fue
incubado una vez mas aproximadamente 4 h a 37°C a 200 rpm hasta obtener una
DOeoonm de 0.4-0.6. Posteriormente se tomaron 500 ul y se obtuvo el paquete celular
por centrifugacion a 12000 rpm por 5 minutos. Se decanté el sobrenadante y la
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pastilla celular se congel6 hasta su uso. Para continuar el procedimiento se
afadieron 570 ul de solucién 1 en condiciones de esterilidad y se lleva al vortex por
30 segundos, después se afiadieron 60 yl de SDS al 20%, se invirti6 suavemente
antes de llevar al vortex por 20 segundos evitando la formacién de burbujas. Se
colocaron los tubos en un termobloque precalentado, ajustado a 80°C por 5 minutos
y se dejo atemperar. Se agregaron 2 yl de RNAsa y se incubd por 45 minutos a
37°C. Se dejo unos minutos a temperatura ambiente y se adicionaron 200 pl de
NaCl 5M antes de invertir suavemente durante 20 segundos, se dejaron reposar las
muestras por un minuto y se continu6 con otro minuto en el vortex antes de dejarse
un ultimo minuto en reposo. Se incubd 5 minutos en hielo y posteriormente se
centrifugd 10 minutos a 12,000 rpm. En tubos nuevos y correctamente rotulados se
traspaso el sobrenadante de los tubos recientemente centrifugados y se agregaron
800 ul de isopropanol, para invertir durante 1 minuto. Fue centrifugado otra vez por
20 minutos a 12,000 rpm y se retird el sobrenadante, para continuar se afiadieron
800 ul de etanol al 70% y se centrifugd por 5 minutos a 12,000 rpm. Este paso se
repitio de 1-3 veces dependiendo de los contaminantes presentes en la muestra.
Para concluir se puso a secar la pastilla en estufa y se resuspendié en 75 ul de Tris

10 mM pH 8, con ayuda del vortex se homogeniza y se refrigeraron las muestras.

Extraccion genémica por caldo hervido

El precultivo se homogenizo y se vertid el contenido a un tubo eppendorf nuevo (tres
cuartos de la capacidad maxima), se centrifugd durante 5 minutos a 12,000 rpm, al
salir de la centrifuga se debe observar un botén al fondo del tubo y el sobrenadante
se desecha en un frasco de vidrio procurando que dicho botdn no se pierda. Se
agregaron 600 ul de agua destilada estéril al tubo y se resuspendié con la punta de
una micropipeta. Posteriormente se colocaron las muestras en gradilla y se llevaron
a ebullicion en un recipiente resistente a la temperatura y al agua durante 15
minutos. Una vez pasado este tiempo se retird del calor y las muestras se
atemperaron durante 5-10 minutos, para proseguir con otro ciclo en la centrifuga por

15 minutos a 13,000 rpm. Finalmente se recupero el sobrenadante y se coloco en
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tubos nuevos correctamente rotulados, se cubrieron con papel parafim y se

almacenaron en refrigeracion a 4°C hasta su uso.
Disefo de oligonucleétidos

El genoma de la cepa UPEC CFT073, con cddigo de acceso NCBI: NC_004431.1.
sirvié como base para el disefio de los primers. Herramientas bioinformaticas como
“‘DNA Star” y “SnapGene” sirvieron como apoyo adicional para el disefio de un par
de oligonucledétidos por cada gen: entF (peptidasa no ribosomal de enterobactina),
SitA (receptor de hierro libre Fe3+), irp2 (HMWP2 de yersiniabactina), tonB
(transportador de sideroforos de membrana externa), iroN (importador de

salmoquelina).
Estandarizacion de PCR

Con base en la Tm del certificado enviado por el proveedor de los oligonucleétidos,
se eligié un rango de temperatura de alineamiento por cada par y por medio de un
gradiente de temperatura se determinaron las condiciones necesarias para
amplificacion de cada uno de los genes de interés, tomando también en cuenta el
tiempo de extensién de acuerdo con el tamafio del amplicon deseado y la velocidad

de polimerizacion de la Tag DNA (Tabla 3).

Los oligonucledtidos para la amplificacidon de los genes fimbriales uclA, uclD y ybgD,
este ultimo para la determinacién del filogrupo G, ya se encentraban en el LBME,

su funcion y tamano del amplificado se muestran en la Tabla 3.

Determinacién de genes por PCR en DNA genémico del cepario

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica in vitro enzimatica
que amplifica la secuencia de ADN deseada. Esto es posible gracias a que se utiliza
la enzima ADN polimerasa, la cual puede sintetizar copias del ADN de las células.
Para realizar la PCR se us6 el templado o molde (ADN genémico), un buffer, cloruro
de magnesio (MgCl2), H20, taq polimerasa (Dream Taq Thermo Scientific, codigo

10160790), desoxirribonucleodtidos trifosfatados (ANTPs) y oligonucleétidos. Estos
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componentes interactuaran entre si en las etapas de la PCR, que constan en
desnaturalizacidon, alineamiento y extension. Durante la desnaturalizacién, las
cadenas de ADN son expuestas a altas temperaturas (aproximadamente 95 °C), lo
que resulta en la separacion de las cadenas que se usaran como templado en el
siguiente paso. En el alineamiento, los oligonucleoétidos se alinean al extremo 3’ del
templado de la fase anterior, provocando que estos dos se unan y formen un
complejo. Para esto, se necesita una temperatura entre 50 y 65 °C
aproximadamente que varia dependiendo de las caracteristicas fisicoquimicas de
los oligonucledtidos usados. Por ultimo, durante la extension, la polimerasa actua
en el complejo templado-oligonucledtidos, mediando la adicion de los ANTP’s para
amplificar el fragmento en cadenas completas repetidas de ADN, esto a una

temperatura de 72 °C.

Las condiciones de amplificacion de cada gen son las siguientes:

Condiciones de amplificacion de ybgD (177 pb)

Desnaturalizacion 95°C 3 1 ciclo
inicial

Desnaturalizacion 95°C 30” 30 ciclos
Alineamiento 59°C 30” 30 ciclos
Extension 72°C 18” 30 ciclos
Extensioén final 72°C 7 1 ciclo

Condiciones de amplificacion de entF (3,969 pb)

ETAPA TEMPERATURA TIEMPO CICLOS
Desnaturalizacion 94°C 5 1 ciclo
inicial

Desnaturalizacion 94°C 1 30 ciclos
Alineamiento 63.4°C 1’ 30 ciclos
Extension 72°C 5 30 ciclos
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Extension final

72°C

1 ciclo

Condiciones de amplificaciéon de tonB (814 pb) y sitA (1,002

pb)

ETAPA TEMPERATURA TIEMPO CICLOS
Desnaturalizacion 95°C 5 1 ciclo
inicial

Desnaturalizacién 95°C 30” 30 ciclos
Alineamiento 60.3°C 30” 30 ciclos
Extension 72°C 1 30 ciclos
Extensioén final 72°C 7 1 ciclo

Condiciones de amplificacion de iroN (2,375 pb)

ETAPA TEMPERATURA TIEMPO CICLOS
Desnaturalizacion 95°C 5 1 ciclo
inicial

Desnaturalizacién 95°C 30” 30 ciclos
Alineamiento 61.9°C 30” 30 ciclos
Extension 72°C 2'20” 30 ciclos
Extension final 72°C 7 1 ciclo
Condiciones de amplificacién de irp2 (4,350 pb)

ETAPA TEMPERATURA TIEMPO CICLOS
Desnaturalizacion 95°C 5 1 ciclo
inicial

Desnaturalizacion 95°C 1 30 ciclos
Alineamiento 62.2°C 1 30 ciclos
Extensidén 72°C 4’'30” 30 ciclos
Extension final 72°C 7 1 ciclo

78




Electroforesis en gel de agarosa

Para el analisis de los productos deseados de la PCR, se utilizd la técnica de
electroforesis horizontal en gel de agarosa. La electroforesis separa fragmentos de
ADN y con base en la distancia recorrida se puede estimar su tamafio, gracias a la
visualizacion que se genera mediante la tincion con bromuro de etidio (BET). Para
la separacién de los fragmentos de ADN se usé el buffer de corrida TAE (Tris-
Acetato EDTA). Para preparar el gel de agarosa al 0.7% se pesaron entre 0.7 a1 g
de agarosa (dependiendo del tamafio de la camara) y se agregdé TAE 0.5X como
buffer de corrida. Posteriormente se aumento la temperatura para que la agarosa
logre llegar a su punto de fusiéon y haya una solucion homogénea. Una vez la
temperatura bajé a 50°C aproximadamente se vertié sobre el molde para preparar
el gel, se coloco el peine y se dejo gelificar a temperatura ambiente. El gel fue
colocado en la camara de electroforesis una vez gelificado y se cubrié con TBE o
TAE. Para la visualizacion se mezclaron las muestras junto con un buffer de carga
especial para electroforesis y se colocaron en los pozos dejados por el peine. Para
correr la electroforesis se utilizé un voltaje de 60 V durante 15 minutos y
posteriormente subié a 100 V hasta el final del gel. Finalmente, los geles se

revelaron con bromuro de etidio y se analizaron en un transiluminador.
Purificacion de DNA

Se utilizé el kit de recuperacion de DNA de gel ZR-96 Zymoclean con numero de
catalogo D4021. Se siguio el procedimiento indicado por el fabricante y al finalizar
se cuantificé la concentracion de DNA usando un espectrofotbmetro de
microvolumen “Nanodrop”. Para confirmar el resultado se hizo un corrimiento

electroforético de la elucién final en un gel de agarosa al 0.7%.
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DESVIACION ESTANDAR DE LA DETERMINACION FENOTIPICA DE SIDEROFOROS.
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Resultados de ensayos fenotipicos y genotipicos de sistemas de captacion.

Diametro
No. en placa
De (cm)
cepa | VIM
101 M 1.2
102 V 1.5
103 V 1.2
104 M 2.3
105 M 2
106 M 2.1
107 M 1.5
108 Vv 1
109 M 1.4
110 Vv 2.1
111 M 1.2
112 M 1.3
113 M 1.5
114 M 1.2
115 V 1.1
116 M 1
117 V 2.1
118 Vv 0.7
119 M 1.6
120 M 1.4
121 M 1.2
122 M 1.5
123 M 1.3
124 M 1.3
125 V
126 V 1.5
127 Vv 1.5
128 Vv 1.6
129 Vv 1.4
130 Vv 1.7
131 M 1.7
132 Vv 1.5
133 M 1.5
134 M 1.5
135 M

Enterobactina
(ent)

Salmoquelina
(iroN)

Receptor
de
sideréforos
(tonB)

Transporte
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Yersiniabactina
(irp2)

(+)
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Visualizacion de oligonucledtidos disefiados en CFT073 por medio de “SnapGene”

entF-F (656,335 .. 656,352)
entF-R (660,285 .. 660,303)
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SISTEMAS DE CAPTACION DE HIERRO

Qc g% 0c| QLo v £%5
No. De ECOERLIET| 8O gJdStoPgwm
cepa V/IM gggfuﬁ‘c%%éi@% ggbggc
101 M 1.2 (+) (+) (+)
102 % 1.5 (+) (+)
103 Vv 1.2
104 M 23 (+) (*) (*) (+)
105 M 2 (+) (+) (+)
106 M 2.1 (+) (+) (+)
107 M 1.5 (+) (+) (+) (+)
108 Vv 1
109 M 1.4 (+)
110 Vv 2.1
111 M 1.2
112 M 1.3
113 M 1.5 (+) (+)
114 M 1.2 (+) (+) (+)
115 Y% 1.1 (+) (+) (+)
116 M 1 (+)
117 % 2.1 (+) (+)
118 v 0.7 (+) (+) (+)
119 M 1.6 (+) (+)
120 M 1.4
il M 1.2 (+) (+) (+) (+)
122 M 1.5 (+)
123 M 1.3 (+) (+) (+)
124 M 1.3 (+)
125 Vv (+)
126 v 1.5 (+) (+)
127 Vv 1.5
128 % 1.6 (+) (+) (+)
129 % 1.4 (+)
130 v 17 | (H)] (+) (+) (*)
131 M 1.7 (+)
132 Vv 1.5
133 M 1.5 (+) (+) (+)
134 M 1.5
135 M (+)
136 M 1.6 (+) (+)
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¥
| Solucién 1 | | Solucién 2 | | Solucién 3 |

J

0.06 g de CASen 0.0027 g de FeCl;-6
50 ml de ddH20 H:0 en 10 ml de 10

mM HCI

0.073 gde
HDTMA en 40 ml
de ddH,0

l

—
=

Mo disolvera en pH menora 5. Subirloa 6y
agregar lentamente mientras se mezcla y
lleva pH a 6.8, NO MAS
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