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Resumen

Escherichia coli uropatégena es uno de los principales agentes causales de
infeccién del tracto urinario a nivel global, al igual que uno de los microorganismos
con mayor plasticidad gendmica. Se ha observado una gran diversidad genética
mediante sus propiedades emergentes tanto de virulencia y de resistencia
antibidtica, los cuales han sido transferidos en diversos nichos bacterianos mediante
procesos de transferencia horizontal mediada por plasmidos. El presente trabajo
tiene por objetivo determinar las propiedades de patogenicidad transferidas por
conjugacion de un cepario multidrogo resistente aislado de pacientes masculinos de
una comunidad hospitalaria en Puebla, usando como cepa receptora E. coli J53
(derivada de E. coli K-12). Se obtuvieron un total de 25 transconjugantes con una
frecuencia de conjugacion de 12 a 79.3 X103 UFC/ml y su caracterizacion se realiz6
mediante la determinacion de perfiles de resistencia, factores de virulencia y la
presencia de bandas plasmidicas. Los resultados obtenidos mostraron que 1
transconjugante obtuvo el 87.5% de los genes determinados en su cepa donadora.
Los genes que fueron transferidos mas frecuentemente fueron: el factor de
captacion de hierro iucD en un 52% y los factores de virulencia productores de
toxinas satA+satP en un 20%. Los resultados del analisis del perfil de resistencia
para las 25 transconjugantes mostraron que los mayores porcentajes de resistencia
fueron cefuroxima con el 100% de resistencia, ceftriaxona con el 96% de resistencia
antibidtica, ampicilina con el 96% y por ultimo cefalotina con un 96%. En la
determinaciéon del perfil plasmidico se observé que la mayoria de los plasmidos
transferidos fueron plasmidos grandes (290kb) y se encontraron en el 56% de las
transconjugantes. Para concluir, los resultados mostrados en este trabajo recalcan
la importancia que tiene el proceso de transferencia por conjugacion, en la
trasferencia de caracteristicas de virulencia y resistencia a farmacos aumentando el
pool genético de las comunidades bacterianas de E. coli promoviendo el incremento

de poblaciones patdégenas y su adaptacion.




1.- Introduccién
1.1.- Infeccidén del tracto urinario

La infeccion del tracto urinario (ITU) es un conjunto de procesos patolégicos
relacionados a una respuesta inflamatoria en las células del sistema urinario, como
consecuencia de la presencia de microorganismos ajenos a este y que en su
mayoria suelen ser bacterias que comprometen la salud del paciente (Jiménez et
al., 2002; Vivas et al., 2011)

La ITU se clasifica en dos grupos debido a la presencia de factores o eventos que
pueden alterar el tratamiento del paciente, debido a estas alteraciones surgen lalTU
complicada y no complicada (Flores et al., 2015). La ITU complicada se asocia con
factores que complican el tratamiento durante el proceso de infeccion y que ponen
en riesgo la salud del huésped, como: la obstruccion urinaria, la retencion urinaria
causada por una enfermedad neurolégica, inmunosupresion, insuficiencia renal,
trasplante renal, embarazo y la presencia de cuerpos extrafios (calculos renales),
catéteres u otros instrumentos (Nielubowicz & Mobley, 2010). Las ITU no
complicadas afectan a personas sanas, es decir que no presentan anomalias
estructurales o neuroldgicas en el tracto urinario durante la infeccion. A pesar de no
mostrar cambios estructurales existen factores que pueden poner en una dificultad
al hospedero y que son importantes en el desarrollo de una ITU como el género,
una infeccion urinaria previa, actividad sexual, diabetes, obesidad y susceptibilidad
genética (Zaja et al., 2007; Gupta et al., 2011). La ITU no complicada también se
divide en dos grupos dependiendo de la zona infectada y se denominan bajas
(cistitis) y altas (pielonefritis). Las ITU bajas se ubican en el tracto urinario bajo, mas
especifico, en el area de la vejiga, donde el agente infeccioso se aloja y por lo
general causa malestares como la disuria y poliquiuria (miccion frecuente) y la ITU
alta se ubica en el tracto urinario superior y es sefialada como la infeccion mas grave
del sistema urinario debido al dafio que genera en el sistema renal y colector,
ademas de un conjunto de sintomas que afectan la salud del paciente (Foxman,

2014). Otro de los factores de riesgo mas importantes en una ITU alta es su
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complicacion, llegando a causar una urosepsis, proceso por el cual la bacteria pasa

a la sangre y compromete la vida del paciente (Wagenlehner et al., 2011).
1.2.- Epidemiologia

La ITU se caracteriza por ser uno de los padecimientos mas comunes y de mayor
morbilidad alrededor del mundo, el cual afecta a unos 150 millones de personas
(Oztiirk & Murt, 2020). En Estado Unidos de Norteamérica (EE. UU) los casos de
ITU oscilan alrededor de los 7 millones de visitas médicas al afio y esto genera
gastos econémicos importantes (Sheerin & Glover, 2019). Los estudios reportados
en paises con casos de ITU han destacado por su gran nimero de casos como lo
describe Foxman y cols en el 2014, donde mencionan una evaluacion del 2007 por
parte de Schappert & Rechtsteiner, 2011 en EE. UU en el que se observo que 10
millones de visitas ambulatorias eran por ITU, y esto representaba solo el 0.9% de
todos los casos ambulatorios de ese pais. Junto con otro estudio en EE. UU donde
las frecuencias de pielonefritis son descritas por Czaja y cols (2007) que estimaron
casos anuales de pielonefritis ambulatoria en mujeres y varones, donde 12 de 13
casos en mujeres y 2 de 3 casos en varones se hacian presentes por cada 10,000

casos reportados respectivamente.

También se ha observado el desarrollo de ITU en infantes como lo menciona
Lombardo (2018) quien describe un estudio con infantes en el cual se muestra que
en el grupo de nifios el 3.7% presentaron una ITU y después el grupo de nifias con
el 2% (Simdes e Silva & Oliveira, 2015). También se observo que afecta a recién
nacidos, ya que el 5% de nifias presentaron este problema y el 20.3% en el grupo
de nifios no circuncidados, en la etapa prepuberal con un 5% en nifias y 2% en nifios
(Zorc et al., 2005). Otro estudio complementario reportado por Guicuk et al (2013)
en Turquia mostraron que las ITU se habian observado en los recién nacidos
masculinos, durante los primeros 3 meses debido a la presencia del prepucio y

alteraciones congénitas.

En Europa, los casos de urosepsis son descritos por Wagenlehner y cols en el 2011

quienes realizaron un estudio en Alemania en donde demostraron que la urosepsis
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solia representar el 25% de todos los casos de sepsis, y esta lograba desarrollarse
a partir de una ITU adquirida en la comunidad o de manera hospitalaria. Cabe
mencionar que la bacteriuria asintomatica también ha sido descrita por Bizuwork et
al (2021) quienes reportan que la presencia de bacteriuria asintomatica es
prevalente en paises en vias de desarrollo, los cuales logran alcanzar un 24.7%
(Onu et al., 2015) siendo Africa y Asia central los mas afectados. Geerlings (2016)
demostré que en los Paises Bajos se encontraba una prevalencia de bacteriuria
asintoméatica que increment6 en ancianos en un 20%. Ademas, las condiciones de
salud previas también favorecen en el desarrollo de las complicaciones por ITU
como lo descrito por Renko y et al (2011) que consideraron la presencia de
bacteriuria asintomética en pacientes con diabetes con 12.2% de casos reportados,

siendo la diabetes tipo 1 la mas comun en reportarse.

En México, las ITU son uno de los mas grandes problemas de salud publica ya que
son la tercera causa de morbilidad poblacional, con alrededor de mas de 4 millones
de casos en el periodo del 2019 (Cortés & Torres, 2022), en el estado de Puebla en
el afio 2022 se detectaron 20,050 casos de ITU, siendo estos el 4.85% de los casos
nacionales (DGE, 2023). Cabe destacar que también existen otros sectores de la
poblacién con mayor susceptibilidad a contraer una ITU como: pacientes con
lesiones medulares, con uso de catéteres o pacientes inmunosuprimidos (Guzman
& Garcia-Perdomo, 2020).

Las ITU representan un riesgo a futuro para la salud publica en general, ya que el
40% de las mujeres y el 12% de los hombres presentaran una ITU al menos una
vez a lo largo de su vida (Blanco et al., 2016). Ademas, se ha observado que las
ITU no complicadas suelen estar presentes en etapas con mayor actividad sexual y

oscilan entre las edades de los 18 y 39 afios (Medina & Castillo-Pino, 2019).
1.3.- Etiologia

La ITU presenta una gran variedad de signos y sintomas clinicos causados por la
presencia de microorganismos ajenos al tracto urinario, de los cuales, Escherichia

coli es considerado el principal agente causal de las infecciones adquiridas en la
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comunidad debido a la alta frecuencia de aparicion en los aislados de casos
reportados de ITU (McLellan & Hunstad, 2016).

Se ha reportado que Escherichia coli es el patdgeno mayormente aislado en casos

de ITU y oscilaen el 75y 90% de las infecciones no complicadas (Rizvi et al., 2011).

Se ha demostrado que las mujeres suelen ser mas propensas a contraer una ITU
en comparacion a los varones debido a su anatomia, ya que tienen una uretra
mucho mas corta y una mayor proximidad entre el ano y la cavidad vaginal,
facilitando el ascenso de las bacterias al tracto urinario. Sin embargo, la
predisposicibn o susceptibilidad genética juega un papel importante en el
incremento de la posibilidad de adquirir una ITU debido a la alteracion de los
mecanismos inmunitarios de la cavidad urogenital de la mujer y, ademas, cambios
como la postmenopausia que afectan la secrecion de estrégenos generando una

atrofia vaginal (Flores-Mireles et al., 2015; Guzman & Garcia-Perdomo, 2020).

No obstante, aun cuando las tasas de infeccion por ITU suelen ser mas bajas en
hombres jovenes, estas suelen aumentar con la edad (Griebling, 2005). Este tipo de
infecciones suelen ser poco frecuentes en varones con un sistema urinario
saludable o normal, pero esto no los excluye de adquirirlas. Las ITU de manera
general son mas frecuentes en varones adultos cuando existe una alteracion o
cambio a nivel de la prostata. La adquisicion de una ITU no complicada en varones
mayormente se asocia al hecho de tener a una pareja sexual activa con una ITU
mediada por uropatdégenos y no usar la proteccion debida. Las ITU complicadas en
varones suelen estar relacionadas con la obstruccion de la prostata, por lo cual
permite la formacion de un reservorio bacteriano ya que se ha observado que el
desarrollo de las ITU complicadas en varones ancianos se debe a las alteraciones
prostaticas, disfuncion vesical y otros padecimientos que se presentan por la edad
(Wurgaft, 2010). En varones ancianos se ha observado que E. coli esta presente en

el 70% de los casos de pielonefritis aguda (Czaja et al., 2007)
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1.4.- Escherichia coli

El género de E. colirecibe el nombre del pediatra aleman Theodor Escherich, y este
género esta formado por bacilos gramnegativos anaerobios facultativos que
pertenecen a la familia de Enterobacteriaceae. E. coli estd ampliamente distribuida,
siendo el principal organismo que se encuentra en el intestino de los seres humanos
y animales. Las cepas de E. coli comensales que estan ubicadas en el tracto
digestivo mantienen una simbiosis favorable con el hospedero y son en su mayoria
inofensivas (Yan & Polk, 2004). Sin embargo, existen otros grupos de E. coli con
capacidad patogénica para generar enfermedades intestinales (Gomes et al., 2016)
0 extraintestinales en individuos sanos e inmunodeprimidos. Ya que en estos grupos
han adquirido factores de virulencia (FV) que les brindan la capacidad para
desarrollarse en diferentes entornos, y asi, generar una enfermedad que exponga

la salud del hospedero (Kaper et al., 2004).
1.4.1.- Patotipos

Mediante procesos de identificacion se ha logrado mostrar las variaciones
patotipicas de E. coli, distinguiéndose en 2 grupos; El primer grupo es el de cepas
de E. coli intraintestinal o diarreogénicas (IPEC o DEC) con siete categorias
identificadas mediante epidemiologia, interaccién con el enterocito, factores de
virulencia, serologia y que son llamadas como: E. coli enteropatégena (ECEP), E.
coli enterotoxigénica (ECET), E. coli enteroinvasora (ECEI), E. coli shigatoxigénica
(ECST), E. coli enteroagregativa (ECEA), E. coli adherente difusa (ECAD) y E. coli
adherente invasora (ECAI) (Nataro & Kaper., 1998; Farfan et al., 2016). Por otro
lado, se conoce el patotipo de Escherichia coli extraintestinal (EXPEC) y este grupo
presenta una estructura filogenética compleja, amplia presencia de factores de
virulencia y una plasticidad del genoma considerable. El grupo de EXPEC esta
formado a partir de cuatro categorias, las cuales son: E. coli uropatéogena (UPEC),
E. coli meningitis neonatal (NMEC), E. coli asociada a sepsis (SEPEC) y E. coli
patégeno aviar (APEC) (Sarowska et al., 2019).
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1.4.2.- Escherichia coli uropatégena

Escherichia coli uropatégena (UPEC) es el microorganismo extraintestinal mas
observado en los casos de ITU (Bunduki et al., 2021). Las cepas de E. coli suelen
adquirir caracteristicas de resistencia a antibiéticos y factores de virulencia mediante
la adquisicién de elementos genéticos méviles (EGM) ya sean por plasmidos,
secuencias de insercidn, transposones y casetes de genes o integrones (Calhau et
al., 2015). Asimismo, un gran numero de EGM presentan la capacidad de promover
la resistencia antibiética y que, mediante mecanismos de transferencia horizontal
dada por plasmidos, logran su dispersion entre los miembros de la familia de
enterobacterias, con lo cual, los EGM extienden o distribuyen las caracteristicas de
resistencia entre estos mismos (Dobrindt et al., 2003; Partridge et al., 2018). Los
factores de virulencia en UPEC suelen encontrarse en islas de patogenicidad,
debido a que estas los codifican en un gran numero (Behzadi, 2020), ademas,
pueden encontrarse en EGM permitiendo el aumento en la flexibilidad virulenta del
microorganismo, tales factores de virulencia le brindan la capacidad a UPEC para
colonizar el tracto urinario y asi lograr una infeccidn en vias urinarias siendo en su
mayoria localizados en la superficie bacteriana del microorganismo (Luna-Pineda et
al., 2018; Behzadi, 2020).

UPEC es el principal agente etiologico que causa ITU en la comunidad con un 80 a
90% de los casos reportados (Foxman & Brown, 2003; Terlizzi et al., 2017) y con un

40% en infecciones nosocomiales (Zilberberg et al., 2020; Islam et al., 2022).
1.4.3.- Serogrupos

Una de las clasificaciones mas importantes es la serotipificacion de E. coli, mediante
el uso de anticuerpos dirigidos contra estructuras bacterianas de la superficie
celular, estos antigenos son nombrados de acuerdo con su ubicacion y son
llamados: antigeno somatico (O), flagelar (H) y capsular (K) (Bessonov et al., 2021).
En la actualidad existen 186 grupos del antigeno O y 53 tipos del antigeno H
(Fratamico et al., 2016) y 80 antigenos K (Escherichia & Seruminstitut, 1992; Archer

etal., 2011). Con lo cual la serotipificacion de E. coli se vuelve muy compleja. UPEC
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se encuentra conformado por un conjunto de serogrupos que comiunmente son: O1,
02, 04, 06, 07, 08, 016, 018, 025, y O75 (Sadeghi et al., 2020).

1.4.4.- Grupos filogenéticos de E. coli

La filogenia de E. coli se divide en nueve grupos: A, B1,B2,C,D, E, F, clado 1 y el
G (Clermont et al., 2013; Clermont et al., 2019). Las cepas comensales de E. coli
gue no son patdgenas se encuentran en la mucosa del tracto intestinal y pertenecen
a los filogrupos A y Bl1l. Las E. coli causantes de infecciones intestinales se
encuentran en los filogrupos A, B1 y D. Y, por ultimo, las E. coli que causan
infecciones a nivel extraintestinal estan clasificadas en los grupos B2 y D. Las del
grupo E estan relacionadas con el D y el grupo F con el B2. Ademas, las clonas de
cepas E. coli que muestran diversidad genotipica y que son fenotipicamente
irreconocibles se agrupan en el clado | (Kohler & Dobrindt, 2011; Sarowska et al.,
2019). Sin embargo, se ha observado que UPEC muestra una amplia distribucion
en los filogrupos A, B1, B2 y D siendo B2 y D los més frecuentes en caso de ITU
(Asadi Karam et al., 2019; Kot, 2019).

1.4.5.- Factores de virulencia

Los factores de virulencia brindan las caracteristicas para superar y evadir el
sistema inmunolégico del huésped (Ejrnaes et al., 2011). En el caso de UPEC, su
patogenicidad esta mediada por un conjunto de factores virulencia que le brindan la
capacidad de infectar zonas especificas como lo es el tracto urinario; estos factores
pueden estar distribuidos en adhesinas, flagelos, sistemas de captacién de hierro,
toxinas y factores de evasion de la respuesta inmune (Qin et al., 2013; Terlizzi et
al., 2017).

1.4.5.1- Factores involucrados en la adherencia

La adherencia es considerada como el primer paso en el proceso de colonizacién
exitosa en el hospedero (Finlay & Falkow, 1989). Esto surge a través del
reconocimiento especifico de las adhesinas hacia las moléculas de la membrana

del huésped. UPEC posee al menos 13 estructuras de superficie que funcionan
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como adhesinas, fimbrias o pili, apéndices de superficie y proteinas de membrana
gue estén involucrados en la adherencia, en pocas palabras, cualquier sustancia o
producto génico que contribuya a esta capacidad sera considerado como factor de
adherencia (Nougayrede et al., 2003; Servin, 2014).

1.4.5.1.1.- Fimbria tipo 1

La fimbria tipo 1 esta codificada en el “fim gene cluster” (Chahales & Thanassi,
2015), figura 1. Es una de las fimbrias que se expresa hasta en un 90% de los
aislados de E. coli ya sean cepas patdgenas o comensales. La estructura se basa
en la formacién de subunidades de pilina FimA, proteinas adaptadoras (FimF y
FimG), su afinidad esta dada a residuos de manosa; siendo la subunidad FimH la
encargada de la adherencia ya que reconoce a las glucoproteinas y epitopes
peptidicos en el epitelio de la vejiga, lo cual, permite la adherencia bacteriana y la
internalizacién al epitelio para formar comunidades bacterianas intracelulares (CBI)
(Miranda-Estrada et al., 2017). La subunidad FimD cumple su funcion como proteina
de ensamblaje, con lo cual permite la formacion de la fimbria tipo 1 y por dltimo la
subunidad FimC (chaperona) que tiene como principal funcién el correcto

plegamiento de las subunidades de la fimbria (pilina) (Behzadi, 2020).
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Figura 1.- Representacion de la estructura de la fimbria tipo 1. Modificado de Behzadi, 2020

1.4.5.1.2.- Fimbria tipo P

La fimbria tipo P es una fimbria que se encuentra en E. coli mayormente en los
aislados de pielonefritis y se ha identificado en el operon pap (Miranda-Estrada et
al., 2017). La fimbria tipo P de UPEC tiene la capacidad de colonizar los rifilones
debido a su unién a los receptores tipo Gal (a1-4) presentes en los glicolipidos del
rifdn, ademas, muestra la capacidad de aglutinar eritrocitos y portar mas de un
grupo de genes papG. La adhesina PapG presenta tres tipos de alelos (clase |, 1l y
[II) de los cuales destacan los de clase Il ya que se encargan de la infeccion renal
(pielonefritis) y los de clase Il encargados en promover la colonizacion de la vejiga
(cistitis). Por ultimo, la punta de la fimbria P esta compuesta por PapE que forma
una fibrilla, ya que existen entre 5y 10 copias por fimbria. La adhesina PapG se
presenta en una sola copia y se une a PapE mediante el adaptador PapF, figura 2
(Chahales & Thanassi, 2015).
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Figura 2.- Representacion de la estructura de la fimbria tipo P. Modificado de Behzadi, 2020

1.4.5.1.3.- Proteina reguladora de hierro y adhesina homologa a IrgA (Iha)

Iha es una adhesina descrita en E. coli enterohemorragica O157:H7 y se nombro
adhesina homologa IrgA, debido a su similitud con el sideréforo de enterobactina
(IrgA) de Vibrio cholerae y es clasificado como un factor de virulencia de EXPEC
(Léveillé et al., 2006). Su frecuencia resulta alta en aislados de E. coli (Walaa et al.,
2019). Ademas, el gen iha se encuentra en EGM que codifican para otros factores
de virulencia relacionados con la patogenicidad como el pldsmido pO113 que
presenta toxinas y adhesinas incluyendo a iha (Miko et al., 2014). lha se forma

gracias a que es exportada por Sec (sistema secretor) para ser anclada en la
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membrana externa mediante la maquinaria de ensamble Bam (barril 3-) para luego
formar un complejo BamABCDE (Ageorges et al., 2020). Se ha demostrado que en
UPEC, iha se presenta como un sider6foro de catecolato, figura 3 (Herold et al.,
20009).

esiduo Tyr

Dominio
B-Barril

Dominio
periplasmico

Figura 3.- Representacion de la estructura de Iha modificado de Horne et al., 2020. De acuerdo con Ageorges
et al., 2020 iha se encuentra secretado por un T5SS y que esté integrado en la membrana externa mediante
una maquinaria de ensamblaje de barril B (Bam).

1.4.5.2.- Captacion de hierro

Los metales como el hierro, el zinc y el manganeso forman parte importante de los
nutrientes de la mayoria de las formas de vida y esto incluye a las bacterias. Es el
cuarto elemento mas abundante en el planeta y este se encuentra en dos estados:
Fe2*y Fe3*. Ademas, participa en muchos procesos de oxido-reduccion (Andrews
et al., 2013). Este elemento es esencial para el crecimiento, metabolismo y
replicacion de las bacterias (incluido el transporte de electrones, glucdlisis, sintesis
de ADN y defensa contra toxinas) ( Weinberg, 1978; Schaible & Kaufmann, 2004).
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El principal regulador de la adquisicion de metales durante un proceso infeccioso es
el sistema inmunoldgico de los mamiferos ya que con la ausencia de este recurso
se logra retener el crecimiento de la bacteria durante la infeccion, este proceso es
conocido como inmunidad nutricional (Obisesan et al., 2021). Ya que se ha
observado que proteinas como la calprotectina y en especial la lactoferrina (61% de
similitud a la transferrina) forman parte de este sistema de captacion de hierro,
ademas de que se ha observado que la lactoferrina tiene una capacidad mayor de
afinidad que la transferrina y esta es secretada por neutréfilos (Robinson et al.,
2018). UPEC ha desarrollado mecanismos que le permiten la obtencién y captacion
de hierro y zinc mediante la expresion de genes de virulencia, debido a las limitantes
para obtener este recurso en el tracto urinario (Alteri & Mobley, 2007; Haley & Skaar,
2013). Uno de los mecanismos mas reconocidos es la expresion de sideroforos, ya
gue forman parte esencial en la adquisicion de hierro debido a su afinidad especifica
por el mismo, lo cual permite la adaptacion en diferentes condiciones poco

favorables para el microorganismo (Qingqing et al., 2012; Martin et al., 2013).
1.4.5.2.1.- Sideroforos

Son estructuras que tienen una afinidad alta por iones metalicos y que presentan
una diversidad estructural, suelen ser secretados por las bacterias para la captacion
de elementos metélicos como el Fe y que al final terminan siendo integrados al
portador, tabla 1 (Robinson et al., 2018).

Tabla 1.- Siderdforos, tipos, genes y receptor de membrana que participan en su expresion y regulacion, tomado
y traducido de Robinson et al., 2018.

Sideréforos Tipo Genes Receptor de

membrana
Enterobactina Catecolato entABCDEFS fepABCDEG vy fes
Salmoquelina Catecolato iroB, iroC e iroE iroD y iroN
Aerobactina Hidroxamato iucABCD iutA
Yersinobactina Mixto ybtASEil:pE; , Irpl fyuA e ybtPQ

21




1.4.5.2.1.- Aerobactina

La aerobactina es un sideréforo de tipo hidroxamato, que fue aislado de Aerobacter
aerogenes (Magrath, 1969). La formacion de aerobactina estad codificada por el
operon iucABCD (figura 4) y genes como iutA (receptor de membrana externa) que
se ubican en plasmidos de UPEC (De Lorenzo & Neilands, 1986). iucABCD es el
operon encargado en la regulacion de la expresion del sider6foro de aerobactina y
mediante proteinas de regulacion de captacion de hierro (Fur box) controlan los
niveles de homeostasis de este en la célula, ya que en un estudio se observé que
el organismo Vibrio holisae activa la produccién de aerobactina cuando el hierro no
es suficiente y mediante esto, se ha observado que la presencia de la Fur box
mantiene la regulacion debido a que presenta regiones promotoras en la expresion
de aerobactina (hatC, iucA e iutA) (Baichoo & Helmann, 2002; Suzuki et al., 2006).
La captacion de hidroxamatos férricos esta mediada por genes conservados de E.
colicomo fhuBCD y, ademas, este sideréforo tiene la capacidad de eliminar el metal
de forma no destructiva y de conservar la aerobactina libre (Williams & Carbonetti,
1986). También se ha mencionado que este tipo de sideroforos esta asociado con
la resistencia a fluoroquinolonas en cepas aisladas de pacientes masculinos (Parker
et al., 2016; Robinson et al., 2018).

® ®
————— iucA > fUCE> iucC > EUCD% iutA >—
@ @ @

Figura 4.- Representacion esquematica del operon iucABCD, que codifica la expresion del sideréforo de
aerobactina modificado de Suzuki et al., 2006.

1.4.4.3.- Factores de dafio al hospedero

De acuerdo con Casadevall & Pirofski, 2003 el concepto de “dafio” se refiere a las
alteraciones en la normalidad de mecanismos homeostaticos de un hospedero que
alteran el funcionamiento de las células, tejidos u érganos. En UPEC existen varias
clases de toxinas que interfieren con el metabolismo celular del hospedero mediante

su activacion debido a su unién a un receptor (Mainil, 2013).
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1.4.4.3.1.- Factor necrotizante citotoxico tipo 1 (CNF 1)

Es una toxina de 115 kDa que se expresa en los aislados de UPEC (Garcia et al.,
2013). Esta toxina se une a los receptores (p67/LR) de la célula del hospedero, al
grupo sanguineo (Lu) y a moléculas de adhesion celular (BCAM y Lu/BCAM) (Piteau
et al.,, 2014). CNF 1 muestra una actividad celular enfocada a las Rho-GTPasas
Rho, Rac y Cdc42, ya que tienen un papel importante en el control de citoesqueleto,
en el funcionamiento transcripcional de genes, en el desarrollo del ciclo celular y en
la actividad enzimética celular (Etienne-Manneville & Hall, 2002). CNF 1 a nivel
celular desamida las Rho GTPasas mediante la glutaminacion en la region del
interruptor 11, siendo importante debido a que esto afecta la capacidad de hidrolisis
de GTP (Flatau et al., 1997) y a nivel de sistema genera modificaciones morfoldgicas
gue aumentan el contenido de filamentos de actina causando modificaciones en
varios tipos de células (Boquet, 2001; Fabbri & Bracci, 2022). Estas modificaciones
pueden verse reflejadas en inflamacion, dafio e incluso apoptosis celular y en otros

casos metastasis y cancer (Herrera-Vazquez et al., 2023)
1.4.4.3.2.- Toxina autotransportadora secretada (Sat)

Es una proteina serina proteasa autotransportadora de Enterobacteriaceae. Este
tipo de proteinas muestra caracteristicas tipicas, como; una region N-terminal, un
dominio extracelular y un barril B C-terminal que esta implicado en la translocacién
de proteinas en la membrana (Dautin, 2010). Las proteinas autotransportadoras han
sido clasificadas en 2 grupos; las de clase | que son las del grupo principal con
actividad citotéxica y las de clase Il que abarcan mas una gran diversidad de
sustratos y participan en procesos de colonizacién e inmunomodulacion (Ruiz-Perez
& Nataro, 2014). Sus funciones han sido estudiadas mediante la cepa UPEC
CFTO073, tales estudios mostraron actividad proteolitica en caseina, espectrina,
fodrina y el factor de coagulacion V y también promueve efectos citotoxicos que
incluyen vacuolizacion, autofagia y desprendimiento de células (Maroncle et al.,
2006; Toloza et al., 2015).

23




1.4.4.3.3.- Toxina autotransportadora vacuolizante (Vat)

Vat es una proteina serina proteasa autotransportadora de Enterobacteriaceae de
clase IlI, su gen fue originalmente identificado en una isla de patogenicidad conocida
como VAT-PAI de E. coli (APEC) Ec222 (Nichols et al., 2016). Vat es una toxina de
110 kDa exportada por un sistema de secrecion de tipo V identificado tanto en
agentes aviares como en UPEC (tabla 2), siendo su principal efecto la formacion de
vacuolas en los fibroblastos del embrién de pollo, actualmente el mecanismo de Vat
y su desarrollo en ITU no se conoce del todo, pero las secuencias que codifican
para la toxina Vat lograron ser censadas en los casos de UPEC (Diaz et al., 2020;
Millan et al., 2020). Cabe resaltar que Vat ha sido reportada en un gran nimero de

casos de cistitis, pielonefritis, prostatitis y septicemia (Diaz et al., 2020).
1.4.4.3.4.- Alfa-hemolisina

Alfa hemolisina (hlyA) pertenece a una familia de toxinas llamadas RTX (Repeat in
toxins), sus principales caracteristicas son: la presencia de nanopéptidos ricos en
residuos de glicina y acido aspartico ubicados en la region C-terminal, la secrecién
mediada por el sistema de secrecion de tipo I. Este tipo de proteinas comprenden
toxinas con la capacidad de formar poros (Muller et al., 1983 y Welch, 1991). La
sintesis HlyA esta determinado por el operon hlyCABD, hlyA codifica para un
polipéptido de 110 kDa y este polipéptido denominado proHIyA, es su forma activa
(Bakas et al., 2013). Esta toxina actua sobre distintos tipos celulares como; glébulos
rojos, fibroblastos embrionarios, granulocitos, linfocitos y macréfagos (Cavalieri et
al.,, 1984). Las funciones de HIyA son relacionadas a la destruccién celular
facilitando la obtencion de nutrientes como el hierro; el mecanismo de accion litica
es un proceso relacionado con el reconocimiento de la célula blanco, la insercion y
la oligomerizacion para finalizar con una lisis celular (Lally et al., 1997). Se ha
mostrado informacidn acerca del tipo de receptor que actia con HIlyA en neutrdfilos
siendo una integrina (CD11a/CD18; a1B2), esto da una idea de que el
reconocimiento ocurre con la interaccion de glicosilados de la membrana como:

glicoproteinas y gangliésidos (Cortajarena et al., 2001).
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Tabla 2.- Genes de virulencia en UPEC (modificado de Sarowska et al., 2019).

= GENES DE p
DESCRIPCION VIRULENCIA FUNCION PATOTIPO EXPEC
Fimbria tino 1 fim Factor de colonizacion en infecciones extraintestinales y UPEC, NMEC,
P formacién de biopeliculas SEPEC, APEC
Lo Estimula la produccién de citocinas por los linfocitos T y factor UPEC, SEPEC,
Fimbria P pap T ; . . .
de colonizacion en infecciones extraintestinales APEC
Adhesina homologa a iha Adhesina homdloga a IrgA de V. cholerae regulada por hierro UPEC
Irg A de V. cholerae '
. . Sideroforo para la adquisicion de Fe*? / *3 en el sistema
Aerobactina iuc hospedero UPEC, APEC
FIiC flic Permite el movimiento y la expresion de subunidades de UPEC
flagelina
TOXINAS
Toxina secretada Toxina proteolitica con efecto citotoxico: influye en la
sat e UPEC
autotransportadora vacuolizacion celular
Toxina vacuolizante vat Toxina proteolitica que induce la vacuolizacion de la célula UPEC, APEC
autotransportadora hospedero
Hemolisina A hiyA Creacién de poros en las mgmbranas de las células hospedero UPEC
(lisis celular)
Factor_ hec rotizante cnf Participa en la necrosis celular UPEC, SEPEC
citotoxico

1.4.6.- Mecanismos de patogenicidad de UPEC

El mecanismo comienza con la contaminacién del area periuretral (figura 5.- a)
logrando invadir la uretra (cistitis), siendo paso crucial para el comienzo de su
migracion hacia la vejiga, y en conjunto con la expresion de fimbrias y adhesinas
fimbriales que promueven la adherencia para la colonizacion e invasion en células
sombrilla del sistema urinario, todo esto, lleva a una respuesta del sistema
inmunoldgico del huésped mecanismos de inflamacion y de liberacion de
neutrofilos; esta dltima siendo de vital importancia, pues logran eliminar bacterias
extracelulares aungque se ha observado que algunos organismos infecciosos logran
escapar del sistema inmunoldgico mediante la invasion de las células huésped o
cambios morfolégicos que generan resistencia a los neutrofilos del hospedero con
lo cual, logran multiplicarse y formar biopeliculas, que a su paso les permite la

generacion de toxinas y proteasas de dafio celular con lo cual obtienen nutrientes
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qgue benefician a estos y que promueven su desarrollo y migracién a nivel de
rifones. Una vez invadiendo el rifién se secretan toxinas que dafian el tejido, con lo
cual se puede llegar a generar una pielonefritis. Otra forma de infeccion es mediante
la implementacion del cateterismo, debido a que el fibrinbgeno se acumula en el
catéter con lo cual genera un ambiente favorable para la unién de organismos
uropatégenos que presentan la capacidad de adherirse a este, generando con el
tiempo la liberacion de neutréfilos como respuesta inmune, evasion inmunitaria,
multiplicacion celular, formacién de biopeliculas, dafio celular y colonizacién renal
(figura 5.- b) (Flores -Mireles et al., 2015).
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Figura 5.- Mecanismo de patogenicidad mediado por UPEC (modificado de Flores-Mireles et al., 2015).

1.4.7.- Tratamiento

1.4.7.1.- Tratamiento en infantes

Para el tratamiento tedrico se debe tener en cuenta el uso de antibiéticos de amplio
espectro basados en un analisis de cultivo. En infantes se sugiere que la duracién

del tratamiento deba ser de un lapso de 7 a 10 dias, dada la alta resistencia
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mostrada en E. coli a ampicilina y al trimetoprim, para estos casos se sugiere el uso
de ceftibuten (cefalosporina de tercera generacion) en dosis de 9mg por kg al dia o
cefixime (cefalosporina de tercera generacion) a 10 mg por kg al dia durante 7 dias.
En menores de 2 afios con ITU alta y que no presenten fiebre se recomienda el uso
de nitrofurantoina a 7 mg por kg al dia en 3 0 4 dosis a la semana, y la dosis de
fosfomicina es una opcion si el paciente se encuentra controlado (Calderon-Jaimes
et al., 2013). También se puede recomendar el uso de gentamicina de acuerdo con
la sensibilidad del microorganismo y de las concentraciones adecuadas para el

infante (Ramirez et al., 2022).
1.4.7.2.- Tratamiento general a embarazadas

En el tratamiento en embarazadas se ha recomendado el uso de nitrofurantoina,
fosfomicina y cefalosporina exceptuando las de primera generacion, debido a la alta
resistencia que presente E. coli. Debido a esto no se recomienda el uso de

ampicilina como eleccion empirica (Romero-Nava et al., 2009; Bonkat et al., 2023).
1.4.7.2.1- Tratamiento a embarazadas en México

Para las mujeres embarazadas se recomienda el manejo de antibidticos en
bacteriuria asintomatica (ABU) e ITU no complica sin necesidad de un urocultivo,
debido a que E. coli suele ser el agente causal o en caso de que los sintomas
persistan debera de realizar un analisis clinico. Debido a las repercusiones que
pueden generar tales tratamientos al desarrollo del feto no se recomienda el uso de
trimetoprim por su accién perjudicial al metabolismo del &cido félico, las quinolonas
por sus efectos en el cartilago fetal y las sulfas no deben emplearse por su unién a
la albamina y bilirrubina, lo cual incrementa el riesgo de hiperbilirrubinemia fetal

(Krcmery et al., 2001 y Calderon-Jaimes et al., 2013).
1.4.7.3.- Tratamiento en adultos

Para la poblacion adulta el tratamiento se basa en las tasas de resistencia de

aislamiento en la comunidad por parte de E coli. Debido a su resistencia antibiotica
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a ampicilina, amoxicilina, trimetoprim y quinolonas. Por lo anterior, se recomienda
el uso de nitrofurantoina o cefalosporina de segunda o tercera generacion. Otra
opcion es la fosfomicina en caso de mostrar complicaciones con la expresion de
betalactamasas de espectro extendido (Guajardo-Lara et al., 2009; Chavez-

Valencia et al., 2010 y Calderén-Jaimes et al., 2013).
1.4.8.- Resistencia antibiotica

La resistencia antibiética es un factor de gran importancia durante una ITU. Ya que
es la capacidad que tiene un microorganismo para crecer en un determinado
antibidtico y esto puede estar dado por diferentes mecanismos que le permiten su
desarrollo en estas condiciones, como mecanismos encontramos: la inactivacion
enzimatica, cambios en la permeabilidad de la membrana y bombas de eflujo,
alteracion del sitio blanco y creacion de un proceso alternativo al proceso inhibido
(Gomez et al.,, 2008). Una de las caracteristicas mas representativas en estos
mecanismos es la hidrolisis de B-lactamicos mediante enzimas degradadoras,
ademas de que existe otro tipo de enzima [-lactamica conocida como
betalactamasa de espectro extendido (BLEE) que son capaces de degradar en su

mayoria a los antibiéticos B-lactamicos (Bush & Jacoby, 2010).
1.4.9.- Transferencia horizontal de genes

Es uno de los procesos mas comunes que le permite al patégeno la adquisicion de
material genético entre diferentes especies y géneros de bacterias, existiendo tres

tipos de mecanismos, conocidos como: transformacién, transduccion y conjugacion.
1.4.10.- Conjugacién

La conjugacién es el mecanismo mas extenso y que mejor contribuye al “pool” de
transferencia horizontal de procariotas (LIosa & De La Cruz, 2005), ya que consiste
en la transferencia genética de una célula donadora a una célula receptora a través
de una maquinaria de conjugacion codificada en un plasmido (Panicker & Minkley,
1985). De acuerdo con Norman y cols. (2009) la conjugacién de plasmidos

contribuye significativamente a la propagacién horizontal de la virulencia y de la
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resistencia a los antibioticos, porque los genes de virulencia y de resistencia se
localizan con frecuencia en los plasmidos. La conjugacién también muestra
mecanismos que se encargan de la distribucion de genes para la degradacion de
contaminantes organicos, dando una ventaja en las condiciones que le permiten
acelerar los procesos de transferencia a nivel de plasmidos y en el proceso de
adaptacion bacteriana sujeto a cambios externos que no le favorezcan (Rozo &
Dussén, 2010).

1.4.10.1.- Sistema de secrecion de tipo IV.

La conjugacién en bacterias gran negativas ocurre cuando se presenta el
mecanismo de secrecion de tipo IV (T4SS), donde el DNA plasmidico de una hebra
se transporta entre dos células apareadas (unidas). La transferencia plasmidica se
da por la activacion de un complejo multiproteico que atraviesa la envoltura celular
de la célula donadora y la receptora (Goessweiner-Mohr et al., 2013 y Christie et al.,
2014). Normalmente este tipo de procesos se compone de ATPasas, proteinas de
traslocacion, proteinas de membrana interna, proteinas centrales de la envoltura
celular y proteinas de pili (Koraimann & Wagner, 2014). Los plasmidos llamados
IncF son los modelos conjugativos, y este grupo, presenta mas de 25 genes de
transferencia (genes tra) y estan organizados en una region continua de
transferencia, ademas, la conjugacion solo se presenta cuando las condiciones son

propicias para este proceso (Singh & Meijer, 2014; Mgller et al., 2017).
1.5.10.2.- Genes Tra

Son un conjunto de genes encargados de la propagacion del plasmido por
conjugacion mediante la interaccion de una célula huésped a una receptora
compatible. El locus se conforma de un gen regulador de pilina y genes encargados
de formar el pili conjugativo en la superficie celular. El pili estd conformado por
proteinas poliméricas que le permiten a la bacteria que lo expresa en su superficie,
adherirse a la bacteria receptora (F-) para iniciar la conjugacion, (tabla 3)
(Grohmann et al., 2003).
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Tabla 3.- Genes tra y caracteristicas generales. C: citoplasma, ME: membrana externa y MI: membrana interna.
Tomado y modificado de Komano et al., 2000 y Virolle et al., 2020.

Gen

trak

traF
traG

traH
tral
traG

traB
trad
traC

trakK
traD
traL

traM

traN
traA
traP

traQ
traR

traS
traT
trau
traV
traw
traX

traY

No. de
aminoacidos

274

400
194

152
272

382

96

115

230

327

234

175
134

62

266

1014

204

400

194

745

Localizacion

C

ME
ME

ME
ME
Ml

Ml
C
Ml

MI
MI
ME

Mi

ME
Mi
Mi

Mi
Mi

C

ME

Mi

Mi

Acciodn
Proteina de ensamble
de pili
Sefial de péptido
Sefial de péptido
Proteina de extension
del pili
Lipoproteina/relaxosoma
Proteina de
regularizaciéon
Proteina de extension
del pili
Regulacion
Proteina de ensamble
de pili
Proteina de ensamble
de pili
T4CP
Proteina de ensamble
de pili

Relaxosoma

Proteina de regulacion
Pili
Proteina de extension
del pili
Proteina chaperona
Proteina reguladora
Proteina de entrada de
exclusion
Proteina de superficie
de exclusién
Proteina de union-
nucledtido
Proteina de extension
del pili
Proteina de extension
del pili
Proteina de maduracion
de pili
Regulacion del
relaxosoma

Gen Origen
VirEl Ti

afrS E. coli
dotD L. pneumophila
dotC L. pneumophila
dotB | L. pneumophila
icmT L. pneumophila
emL L. pneumophila
(doty P P
icmK ,
(dotH) L. pneumophila
cmB L. pneumophila
dotA L. pneumophila
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1.5.10.2.1.- traT

Es un gen caracteristico de exclusion, codifica para una proteina que se encuentra
en gran cantidad alrededor de la membrana externa (Manning et al., 1980). La
proteina TraT inhibe la formacién de agregados de apareamiento, al interferir en la
interaccion entre el pili conjugativo y los receptores de superficie celular (Virolle et
al., 2020).

1.5.10.3.- Genes MOB

Son un conjunto de genes que codifican para relaxasas junto con otros elementos
encargados de la movilidad de los plasmidos conjugativos e identificados en 6
familias: MOBF, MOBH, MOBq, MOBc, MOBp y MOBVv, tabla 4 (Garcillan-Barcia et
al., 2009 & Smillie et al., 2010).

Tabla 4.- Genes MOB, clado y patotipos, relaxasas y grupos de incompatibilidad encontrados en Enterobacteria,
Pseudomonas y S. aureus. Tomado y modificado de Garcillan-Barcia et al., 2009

Genes MOB Clado Patotipos-relaxasas y plasmidos
(grupo de incompatibilidad)

MOBFE F11 TrwC_R388 (IncW)
Tral_R46 (IncN)

pWWO (IncP9)
F12 Tral_F (IncFI)
Tral_R1 (IncFll)
Tral_pED208 (IncFV)

MOBH H11 Tral_R27 (IncHI1)
ral_R478 (IncHI2)
H12 Tral_plP1202 (IncA/C)

tral_R391 (IncJ)
Tral_Rts1 (IncT)
Tra |_pCARL1 (IncP7)

H2 Tral_Neigo (chromosomal GI)
MOBc C1 MobC_CloDF13 (mobilizable)
Cc2 TraX_pAD1
MOBq Q1 MobA_RSF1010 (IncQ1/IncP4)
TraA_pTiC58
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MOBp

MOBv

1.5.10.4.- Tipos de plasmidos

Q2
P11
P12
P13
P14
P2

P3

P4

P5 (MOBHen)

P6
P7

V1

V2
V3
V4

TraA_p42d
TraA_plP501 (Inc18)
Tral_RP4 (IncP1a)
Tral_R751 (IncP1b)
NikB_R64 (Incll)
NikB_R387 (IncK)
pCTX-M3 (IncL/M)
MobA_pTF-FC2 (IncQ2a) (mobilizable)
MobA_pTC-F14 (IncQ2b) (mobilizable)
MobA_Rms149 (IncG/IncP6)
VirD2_pTiC58 (T-DNA transport)
TaxC_pOLA52 (IncX1)
TaxC_R6K (IncX2)
VirD2_pFBAOT6 (IncU)
TraS_pSB102
MbeA_ColE1 (mobilizable)
NikB_R721 (Incl2)
PcfG_pCF10
MobA_pC221 (Inc4)
MobA_pC223 (Inc10)
MobM_pMV158
pE194 (Inc11)
pUB110 (Inc13)
Mob_pBBR1
BmpH_Tn5520 (chromosomal Tn)
MobA_Tn4555 (chromosomal Tn)
Orf20_Tn916 (chromosomal Tn)

Los plasmidos poseen una amplia maquinaria de proteinas de acoplamiento

conjugativo y de relaxasas, siendo estas de vital importancia en la conjugacion de

plasmidos. Junto con lo antes mencionado se ha observado que en total un cuarto

de todo los plasmidos son conjugativos, al igual que la cantidad de plasmidos

movilizables y la mitad sobrante son no movilizables. Esto se debe a que con el

paso del tiempo los elementos de conjugacion divergen entre los sistemas de

movilidad, con las relaxasas y proteinas de acoplamiento de tipo IV o mejor

conocidas como T4CP y separados del otro conjunto secretor conocido como T4SS

(Smillie et al., 2010). En pocas palabras los pladsmidos que portan un sistema de

proteinas de acoplamiento (T4CP), relaxasas (MOB), un sistema de secrecién de
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tipo IV (T4SS) y el punto de origen de replicacion (oriT) son catalogados como
conjugativos. Aquellos que solo presentan un sistema de proteinas de acoplamiento
(T4CP), relaxasas (MOB) y el punto de origen de la replicacion (oriT) seran
nombrados como plasmidos movilizables (dependientes de un pladsmido
conjugativo) y los no movilizables son considerados aquellos que no entran en

alguna de estas categorias (Alvarado et al., 2012).
2.- Antecedentes
2.1.- Antecedentes internacionales

En un estudio realizado por Javed y cols. en 2019 se evalu6 E. coli DH5a para
determinar su concentracion minima de azida de sodio y se expuso continuamente
al aumento de este, y con una concentracion minima inhibitoria de 23 a 256 pg/ml.
La conjugacion se realiz6 con aislados de UPEC MDR como donadoras
procedentes del hospital de Karachi, Pakistan y la E. coli DH5a resistente a azida
de sodio como receptora. Los transconjugantes se recuperaron con placas de azida
de sodio a una concentracion de 100 pg/ml y 4 ug/ml de cefotaxima. El resultado
mostré 4 transconjugantes con fenotipos de resistencia para cefalosporinas de
tercera generacion y genotipos CTX-M, TEM y genes de integron de clase 1 (intll,
sull y qacEA1) excepto una cepa que no logré transferir el gen intl1 (Javed et al.,
2019).

De acuerdo con Pérez y cols. en 2020 seleccionaron 150 cepas de E. coli aisladas
de humanos (13 de pacientes sanos y 36 de casos clinicos), 48 productos
alimenticios, 20 de granjas (piensos) y 33 de rios y plantas de tratamiento de aguas
residuales). La conjugacion se realizO seleccionando 70 cepas sensibles a
estreptomicina y el proceso de conjugacion se llevdo mediante el uso del medio
Infusibn Cerebro Corazon (BHI) donde se cultivaron las cepas donadoras y
receptora y estas se mezclaron 1:1 y se incubaron durante 24 horas a 37 °C. Las
transconjugantes se seleccionaron en agar Tripteina Soya Agar TSA con
estreptomicina (100 g/ml) y ampicilina (30 g/ml) para inhibir el crecimiento de la cepa

donadora y receptora. Los resultados de conjugacion mostraron gue la transferencia
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de BLEE fue del 100% hacia las clonas de la receptora (E. coli DSM 9036)
generando resistencia a ampicilina, ademas se observo que las cepas de rios tenian
un mayor valor de conjugacion con respecto al resto fue de 1.15x10! + 5x10* el
mas observado fue de 2.35 + 8.51x102y se demostré que 18 cepas MDR eran del
filogrupo B2. En el analisis de resistencia antibidtica de transconjugantes se observo
que 4 clonas (3 de granjas y 1 de rio) obtuvieron la resistencia mediada por blarewm,
ademas de que otras 5 (2 de rio y 3 de aguas residuales) adquirieron caracteristicas
de resistencia mediada por blactx.m. Los resultados de virulencia mostraron que
todas las transconjugantes (n=70) fueron positivas para uno, dos o tres genes de
virulencia y la presencia de varios factores de virulencia en la misma cepa. Los
genes estudiados en este trabajo fueron fimH (Fimbria tipo 1), aer (sideroforo), papC
(fimbria P), papGilll (fimbria P), cnf-1 (factor necrotizante citotoxico tipo 1) y hlyA (a-
hemolisina) y de estos el perfil de virulencia mas pequeiio fue el de papCy fimH y

el mas grande fue el de fimH, aer, papC, cnf-1 y hlyA (Pérez et al.,2020).

Mientras que Zangane y cols. en 2021 realizaron un estudio en octubre de 2018 a
diciembre de 2019, obteniendo 427 aislados de E. coli procedentes de pacientes
con ITU de hospitales y laboratorios de la ciudad de Ahvaz, Iran. De los cuales 406
aislados son cepas confirmadas de UPEC mediante la identificacion de colonias
fermentadoras de lactosa en medio Mac Conkey o la presencia de colonias de color
verde metalico en EMB. Ademas, se realizaron pruebas bioquimicas de lisina
descarboxilasa, oxidasa, SIM, citrato de Simmon y rojo de metilo. Por dltimo, se
detecto el gen uspA para E. coli. Los resultados de las pruebas de susceptibilidad a
estas cepas mostraron los siguientes porcentajes de resistencia: Ampicilina con
82.3%, cefazolina con 80%, la tetraciclina con 59.4%, el 4cido nalidixico con 59.1%
y el 3.2% de los aislados fueron susceptible a todos los antimicrobianos probados y
el resto fue resistente a al menos uno o mas antimicrobianos. Se encontré un perfil
multidrogo-resistente (MDR) en el 92% aislados (377). El proceso de conjugacién
se llevd a cabo con aislados productores de MBL o carbapenemasas y fueron
conjugados con un microorganismo enteroinvasivo lactosa negativo de E coli (EIEC)
y posteriormente se analizaron para determinar la presencia de genes de

resistencia. La conjugacién mostré que el imipenem y el meropenem fueron
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transferidos a las transconjugantes por conjugaciéon. En este estudio se observé el
resultado del proceso de transferencia de la resistencia a carbapenémicos
proveniente de las 12 cepas donadoras, dado que estas crecieron en un medio
adicionado con carbapenémicos (Zangane et al., 2021). Ademas, los perfiles
plasmidicos mostraron variaciones en los tamafios de los pldsmidos ya que
oscilaban entre los 5 kb y los 50 kb ademas de que se observaron diferentes
distribuciones plasmidicas ademas de que se comparoé la carga plasmidica de las

donadoras y se observé que no todos los plasmidos fueron transferidos.

Kuznetsova y cols. en 2022 trabajaron con una coleccién de 93 cepas de UPEC
aislada de pacientes con reportes de infeccién en las vias urinarias proveniente de
la clinica hospital “"Urban™ No.4 en Perm, Rusia entre los afios de 2015 y 2017, y
gue, mediante criterios de conjugacion que consistieron en la seleccion de la cepa
donadora y la cepa receptora para mezclarlas en un placa de LB e incubarlas
durante una noche a 37 °C, para después colocarlas en una placa de medio con
presion de seleccion usando Gm y Cm e incubandolas toda la noche a 37 °C. En
este trabajo sélo 29 cepas fueron candidatas para ser utilizadas como receptoras y
como donadora la cepa N41 pOX38:Cm ya que porta un gen de resistencia a Gm
cromosémicamente y un plasmido con resistencia a Cm. Las frecuencias mas alta
de conjugacion que se observo fue en la cepa R32 (1,26 +0,21x1071) y la mas baja
en la R55 (1,28 +1,03x107°). El resultado de los filogrupos obtenidos de las cepas
transconjugantes fue de 41.4% (12) pertenecientes al filogrupo B2, 17.2% (5) al A,
10.3% (3) al grupo B1, 10.3% (3) al E, 6.9% (2) al C, 3.4% (1) al F, 3.4% (1) al clado
loll'y 6.9% (2) no tipificables (NT). Acerca de los genes de virulencia se observo
gue el gen fimH se encontraba en el 72.4% (21), papC en el 34.5% (10), iroN en
27.6% (8) cnf, hlyA, sfaDE y afa/draBC en el 20.7% (6) e ibeA en solo 3.4% (1).
Para los resultados obtenidos de la resistencia antibiotica se observé que el 20.69%
(6) de las transconjugantes fueron resistentes a ampicilina y el 79.31% (23) eran
resistentes a otros grupos de antibiéticos, pero mayormente a fluoroquinolonas con
el 62.07% (18) (Kuznetsova et al., 2022).
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2.2.- Antecedentes nacionales

El estudio realizado por Hernandez y cols. en el 2016 donde obtuvieron 131
muestras clinicas de E. coli de pacientes ambulatorios durante inicios de Enero
hasta el mes de Agosto del 2014, procedentes de la clinica del I.S.S.S.T.E en
Chilpancingo, Guerrero, México. En donde solo se examiné un aislado por paciente
y se realizaron las pruebas de susceptibilidad a ampicilina, ampicilina/sulbactam,
cefazolina, ceftriaxona, cefepima, aztreonam, amikacina, gentamicina, tobramicina,
ciprofloxacina, moxifloxacino, nitrofurantoina y trimetoprima/sulfametoxazol. Los
aislados resistentes a 3 o0 méas antibidticos fueron catalogados como
multirresistentes. Para realizar el ensayo de conjugacion Hernandez y cols.
utilizaron el método descrito por Miller (1992) junto con 5 cepas portadoras de BLEE.
La cepa J53 se utliz6 como cepa receptora y las transconjugantes fueron
seleccionadas en medios selectivos con azida de sodio (150 pg/ml) mas ampicilina
o ceftazidima teniendo un total de 5 transconjugantes donde los filogrupos estaban
representados de la siguiente manera: 3 para el filogrupo B2, 1al Dy 1 al C, ademas
tres transconjugantes recibieron todos los genes descritos en este trabajo blacrx-w,
blaswv y blatem, otras dos no recibieron el gen blacrx-m pero si el resto y fueron
sensibles a CAZ y CTX (Hernandez et al., 2016).

Durante el 2018, Ramirez y cols. realizaron un estudio con ciento diez muestras
recolectados de pacientes con una ITU procedentes del Hospital Miguel Hidalgo, en
Aguascalientes, México durante el periodo de Junio a Noviembre de 2012 y el rango
de edad oscilo desde recién nacidos y adultos de 91 afos. En el estudio se
trabajaron con 86 muestras de mujeres (78.2%) y 24 muestras procedentes de
varones (21.8%) siendo en total 110 cepas E. coli. 79 de las muestras fueron
obtenidas de comunidades (71.8%) y 31 de hospitales (28.2%). La distribucién de
los filogrupos de las cepas estudiadas fue la siguiente: D (23.6%), A (19.1%), B1
(15.5%), C (13.6%), B2 (11.8%), F (10%), Clado no definido (5.5%) y E (0.9%). La
alta frecuencia de resistencia se observé en Trimetoprima- sulfametoxazol (72,7%),
ampicilina (70,9%), ampicilina-sulbactam (55,5%), piperacilina-tazo-bactam
(55,5%), ciprofloxacina (47,3%) y levofloxacina (43,6%). El 87% de los aislados
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fueron resistentes a un antibiotico y el 63.3% (70) fueron multidrogo resistentes, y
estos, presentaron resistencias a ampicilina (85,7%), trimetoprim-sulfametoxazol
(84,3%), ampicilina-sulbactam (77,1%), piperacilina-tazobac-tam (77,1%) vy
ciprofloxacino (70%). En la presencia de factores de virulencia se observo la
siguiente distribucion: fimH (71.8%), fyuA (68.2%), y agn43 (54.5%) estos siendo lo
mas altos en los aislados de estudio y los méas bajos afa/dra (8.2%) y cnfl (2.7%) y
chuA, (49.1%), También se detect6 la presencia de otros factores de virulencia
como: papC, (42.7%), kpsM-TII (37.3%), vat (20%), yfcV (20%) sfaS (10%), y hlyA
(9.1%) estos factores fueron mayormente encontrados en cepas clinicas. La
presencia de chuA se identific6 mayormente en aislados de UPEC en nifios
(p=0.0483). y en cuestion de las cepas multidrogoresistentes, se analizé la
expresion de los siguientes factores de virulencia: fmH (72.9%), fyuA (65.7%),
agn43 (55.7%) y chuA (45.7%). Y por ultimo se determino que la expresion de genes
de virulencia es mayor en cepas de mujeres con un 21.5% y en varones se observo
en un 7.9% (Ramirez et al., 2018).

2.2.1- Antecedentes especificos

Ixtepan en 2013, analizé 116 cepas de E. coli, 51 procedentes de la ciudad de
Puebla en el 2016 del hospital I.S.S.S.T.E y 65 del sector hospitalario publico y
privado durante el periodo del 2011-2015. Se estudio la resistencia a 24 antibiéticos
y 10 familias de antibidticos. Los resultados del cepario del 1.S.S.S.T.E mostraron
resistencia a los siguientes antibiéticos: B- lactdmicos 95.2%, quinolonas 94.9% y
aminoglucosidos 52.2%, siendo mas puntuales: ampicilina y cefuroxima 100%,
norfloxacina y ofloxacina, 98%, ceftriaxona 97%, amoxicilina-acido clavulanico,
ciprofloxacina, cefalotina y levofloxacina 96%, ceftazidima, cefotaxima, cefepime y
aztreonam 92%, acido nalidixico y tetraciclina 86%, gentamicina 78%, amikacina
63%, netilmicina 16%, fosfomicina y colistina 12%. Las cepas del periodo del 2011-
2015, son resistentes a B-lactdmicos de primera generacion (96.9%), quinolonas de
segunda generacion (81.1%) y aminoglucésidos (53.8%). Siendo la resistencia a
ampicilina del 97%, cefalotina 96%, amoxicilina y acido clavulanico 80%, acido

nalidixico 85%, norfloxacina 80%, ciprofloxacina 83%, ofloxacina 80%, levofloxacina
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82%, gentamicina 68%, amikacina 66%, trimetropim/sulfametoxazol 66% colistina
23% y fosfomicina 3%. Los genes de virulencia solo fueron llevados para las cepas
del I.S.S.S.T.E y los mas frecuentes fueron; fimH (96%) y iucD (65%), iha 35%, hlyA
19% y cnf-1 11% y en menor porcentaje papA+papG, sat, fliC con 8%, el rango de
genes estuvo en 1 a 9 en el 96%, de 2 en 25%, de 1 en 16%, de 3a 6 en 14%y 5
con 12% de las cepas, ademas de no presentarse el gen vat. Para el perfil
plasmididco se describe que el mayor tamafio de los plasmidos que se encontraron
fue 10.5 kb y el menor fue 0.25 kb, ademas de que el 56.8% de las cepas no
presento plasmidos. Se obtuvieron en los ensayos de conjugacion 4 clonas de las
cuales poseen los mismos factores de virulencia, fimH, sat, iucD e iha, que la cepa
donadora y receptora, ademas de que la resistencia estaba dada en genes

codificantes blarem+ (Ixtepan, 2013).

Garcia, 2017 trabajo con 66 aislados de UPEC procedentes de la ciudad de Puebla
en el 2010 (1.S.S.S.T.E). De los cuales 35 eran de varones y 43 de mujeres. Los
rangos de edad van desde 1 a 89 afios. Los filogrupos mas prevalentes fueron: A
(33%) y el B2 (32%). Para D, C, F, y B1 se presentaron en 12%, 9%, 6%, y 3%. Los
genes de virulencia se distribuyeron en: iucD (100%), vatA (98%), vatP (94%), fimH
(91%), satP (79%), papGll (61%), satA (61%), fliC (55%), iha (44%), papGlll (9%),
papA (2%), hlyA (5%), y cnf-1 (5%). Se realizd un conteo de genes completos para
el cepario, siendo los siguientes porcentajes: iucD (100%), fimH (91%), vat (92%)
sat (56%) iha (44%) cnf-1 (5%) hlyA (5%), fliC (55%) papA+papGli+papGlil (2%)
papA+papGll (0%) y papA+papGlll (0%). Se evaluaron 24 antibioticos de 10 familias
segun Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2017), obteniendo el
siguiente porcentaje de resistencia: gentamicina (36%), netelmicina (6%), amikacina
(45%), ampicilina (97%), cefalotina (97%), cefuroxima (97%), ceftriaxona (61%),
ceftazidima (82%), cefotaxima (64%), cefepime (27%), aztreonam (29%),
amoxicilina/acido clavulanico (85%), acido nalidixico (85%), norfloxacina (67%),
ciprofloxacina (67%)), ofloxacina (67%), levofloxacina (65%)),
trimetoprim/sulfametoxazol (73%), cloranfenicol (50%), nitrofurantoina (53%),
tetraciclina (70%), ertapenem (0%), fosfomicina (9%), colistina (9%), ademas las

cepas presentaron resistencia multidrogo resistente y el 3% como extremadamente
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resistentes. Por Ultimo, el 24% de las cepas presentaron produccién de

betalactamasas de espectro extendido (Garcia, 2017).

Huelgas, 2020 trabajo con 24 aislados de varones procedentes del 1.S.S.S.T.E de
la ciudad de Puebla durante el periodo del 2015 al 2016. Donde la edad media fue
de 71 afos. Los rangos de edad van desde 46 a 91 afios. Los filogrupos mas
prevalente fueron: B2 (60%), C (17%) y el A (9%). Los filogrupos D, Ey clado | e
indeterminados representaron el 4%. Los genes de virulencia mas frecuentes fueron
FimH (92%) e iucD (88%), el resto de los genes se encontraron en los siguientes
porcentajes Iha (65.5%), pap (54%), sat (50%), vat (12%), hylA (30%), cnf-1 (30%),
y fliC (0%). Los genes papGll y fliC no se encontraron. Las cepas mostraron
resistencia a las quinolonas (100%), betalactamicos (90%), las tetraciclinas (83%),
inhibidores de la via folato (80%), aminoglucésidos (50%), fenicoles (33%)
polimixinas (30%), nitrofuranos (20%) y acidos fosforicos (4%). El 70% (19) de las
cepas mostraron resistencia MDR y el 30% (5) mostréo un patron XDR (extremo
drogo-resistente) y el perfil mas frecuente fue blacrx-m (62.5%). Para el perfil de los
plasmidos se encontré que el 60% presento al menos una banda plasmidica y de
estas al menos tuvieron en promedio 2 bandas y la mayoria presentaban de 1 a 3

con pesos que oscilaban de 1 Kb a 10 Kb (Huelgas, 2018).

Cortez, 2020 estudio un total de 51 cepas del Hospital Regional I.S.S.S.T.E de
Puebla, durante los afios 2015-2016 de paciente femeninos con edades de 21 a 84
afnos. De las cuales se obtuvieron 10 transconjugantes y se les realizaron pruebas
de adquisicion de factores de resistencia y virulencia. En los resultados de
resistencia se observaron los siguientes porcentajes a los distintos farmacos
empleados: Iniciando por el uso de amoxicilina con acido clavulanico con un
porcentaje de resistencia de 100%, luego de ampicilina 100%, y asi sucesivamente
para el resto de antibiéticos, cefalotina 100%, ceftazidima 88%, cefotaxima 75%,
tetraciclina 60%, cloranfenicol 57%, Gentamicina 56%, cefuroxima 50%,
ciprofloxacina 50%, ceftriaxona 40%, ofloxacina 38%, cefepime 25%,

acidonalidixico 20% y norfloxacina con un 10%. En los fatores de virulencia se
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observo la siguiente distribucion: iha (100%), iucD (80%) y satA (70%) (Cortez,
2020).

Las cepas estudiadas por Huelgas en el 2020 mostraron que los filogrupos méas
prevalente fueron el filogrupo B2 con el 60% de las cepas, el C con el 17% y por
altimo el A con 9% vy para el resto de los filogrupos D, E y clado | e indeterminados
representaron el 4%. Para los genes de virulencia se observé que los mas
frecuentes fueron FimH con 92% de las cepas e iucD con el 88%, el resto de los
genes se encontraron en los siguientes porcentajes: Iha con el 63% de presencia,
63% para traT, kpsMT-1l en un 58%, pap con 54%, sat con 50%, vat con el 12%,
hylA con 30% y por ultimo el gen cnf-1 con 30% de presencia en el cepario y para
los genes papGll y fliC no se encontraron. Las cepas mostraron 4 resistencias
principales siendo la resistencia a las quinolonas del 100%, betalactamicos (90%),
las tetraciclinas (83%), inhibidores de la via folato (80%) (Huelgas, 2020).
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3.- Justificacién

Los estudios actuales han desarrollado un enfoque terapéutico para el tratamiento
y la prevencion de las infecciones del tracto urinario, estos tratamientos han sido
dirigidos tanto a los grupos patégenos como a los grupos hospederos, sin embargo,
uno de los problemas mas recientes a los que se enfrentan estos procedimientos
es la presencia de microorganismos con factores de virulencia y resistencia
antibidtica cada vez mas persistentes y de facil propagacién en la comunidad
bacteriana.

Esto ha generado que se compliguen los métodos clinicos actuales
comprometiendo la estabilidad econémica sanitaria de las comunidades y paises
alrededor del mundo, ya que las infecciones en vias urinarias se han descrito como
uno de los principales problemas existentes en el area de la salud. De los agentes
etiologicos de ITU destaca principalmente UPEC, ya que ocupa el primer lugar como
agente causal de las infecciones en el tracto urinario a nivel mundial; debido a que
es capaz de evadir los tratamientos mediante la expresion de factores de virulencia,
resistencia antibiética y complementarse con procesos de transferencia genética
mediada por plasmidos que permite la diseminacién de factores de virulencia y/o
resistencia mediante el proceso de conjugacion, incrementando estos rasgos en las
comunidades bacterianas, con lo cual, complica alun mas su tratamiento. Por este
motivo, existe una necesidad de estudiar estos procesos para determinar la
capacidad de transferencia por conjugacién de los factores de resistencia antibidtica
y de virulencia que han sido observados en UPEC con la finalidad de mejorar la
comprensién de estas caracteristicas emergentes mediadas por conjugacion, y asi,
aportar en el entendimiento de estos mecanismos de transferencia codificados por

plasmidos.
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4.- Objetivo general

Determinar las propiedades de transferencia por conjugacion de factores de
virulencia y resistencia de un cepario UPEC aisladas de varones del Hospital
Regional .S.S.S.T.E.

5.- Objetivos especificos

1. Determinar los genes MOB y tra de 24 cepas de E. coli aisladas de varones
cursando con ITU.

2. Determinar la susceptibilidad a azida de sodio del cepario de E. coli.

3. Realizar ensayos de conjugacién de cepas de UPEC MDR y sensibles a
azida de sodio.

4. Analizar las clonas transconjugantes para determinar la adquisicion de
factores de virulencia y resistencia.

5. Determinar el perfil de bandas plasmidicas en las clonas transconjugantes.
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6.- Esquema de trabajo

24 cepas UPEC de varones

(15.S.STE) Jun 2015-Feb 2016,
(]

Seleccion de 13 cepas mediante determinacion de genes
fra*y MOB* en cepas UPEC.

!

Determinacion de resistencia a Azida sodica.

Seleccion de 7 cepas UPEC tra*, MOB*y
Azida® (MOR y FV).

Ensayos de conjugacion.

Analisis de transconjugantes.

Exraccion genomica Extraccidn plasmidica
Determinacidn de filogrupo.
Deteccidn y andlisis del perfl de Deteccion y andiss dl perl de Determinacion del peri
ry susceptibilidad anfibictica. olsmidico

Andlisis de resuitados.




7.- Material y métodos

En el presente trabajo se usoé un cepario de 24 cepas aisladas de varones con ITU

obtenidos del Hospital Regional I.S.S.S.T.E en el periodo de Junio del 2015 a

Febrero del 2016. Dichas cepas se encuentran almacenadas en criopreservacion a

-70°C. En la Tabla 5 se muestran las caracteristicas del cepario.

Tabla 5.- Factores de virulencia determinados a 24 cepas UPEC aisladas de varones con ITU obtenidos del

Hospital Regional I.S.S.S.T.E Huelgas, 202
[ Cpa [ Factoresdeviulenda |

102-1 iucD, fimH y vatP.

103-1 fucD, satA, fimH, iha, vatA, papGll, papA,satP, traT y kpsMil.

108-1 fimH, traT y kpsMIl.

110-1 iucD, satA, fimH, tha, vatA, papGll, papA, satP y kpsMIl.

115-1 fuch, satd, fimH,iha, vatA, papGli, papA, satP, hylA, cnf-1 y traT.

117-1 iucD, fimH y traT.

118-1 iucD, satA, fimH, iha, vatd, papGll, papa y satP.

125-1 tha y papGll.

126-1 fucD, satA, fimH, iha, papGll, papA, satP, traT y kpsMil.

127-1 fucD, fimH y papGl.

128-1 iucD, satA, fimH, tha, vatd, papGll, papA, satP, hiyA, enf-1, traT y kpsMIl,

129-| iucD, satA, fimH, iha, papGll, papA, satP, hiyA, vatP, cnf-1, traT y kpsiMil.

130-1 iucD, fimH, iha, vatA, papGll, papA, satP,vatP, traT y kpsMIl.

13241 traT.

144-| fucD, fimH, vatA y vatP.

154-| iucD, fimH, iha, vatA, vatP, satP, traT y kpsMIl.

155-1 iucD, satA, fimH, vatP, satP y traT.

159-1 iuch, satd, fimH, tha, papGll,papA, satP y kpsMIl.

161-1 iucD, satA, fimH, tha, papGll, papA, satP, hylA, enf-1 y kpshil.

162-1 iucD, satA, fimH, iha, papGll, papA, satP, hlyA, cnf-1, traT y kpsMil.

167-1 iucD, satA, fimH, tha, papGll, papA, satP, hiyA, enf-1, traT y kpsMIl,

168-1 iucD, fimH, iha, papGll, papA, satP, hly4, cnf-1, traT y kpsMIl.

173-1 iucD, fimH, papGll, traT y kpsMIl.

174-1 fucD, satA y fimH.
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7.1.- Cepas control

Se utilizaron los siguientes microorganismos como cepas control (tabla 6).

Tabla 6.- Cepas control

Cepa Caracteristica Referencia
fucD+, sat+, fiC+ fimH+, Laboratorio de Biologia Molecular
UPEC-CFTO73 papGli+ de Enteropatégenos
: vat+, satt y papGlii+ Laboratorio de Biologia Molecular
E. coli 059 de Enteropatégenos
. sat+, hiyA, cnf+ y papA+ Laboratorio de Biologia Molecular
E. coll GAG1 (virulencia) de Enteropatégenos
E. coli J53 conju(é:?;%gef:s?;?éitgaa:aazida Laboratorio de Biologia Molecular
de sodio de Enteropatogenos
Pseudomona -
aeruginosa Cepa control para antibiograma (CLSI, 2023)
E.coli ATCC Cepa control para antibiograma (CLSI, 2023)

Laboratorio de Biologia Molecular

E. coliMC4100 arpA+ de Enteropatégenos
‘ chuA+, yjaA+ y tspE4.C2+ Laboratorio de Biologia Molecular
E. colf GAGI (filogenia) de Enteropatégenos

E. coli EDL933

Perfil plasmidico (92kb)

Laboratorio de Biologia Molecular
de Enteropatégenos

E. coli 058l

traT+

Laboratorio de Biologia Molecular
de Enteropatogenos

E. coli C3304

MOBF12+

Laboratorio de Biologia Molecular
de Enteropatogenos

7.5.1.- Electroforesis

Se realizaron geles de agarosa al 0.7% para la visualizacion de las extracciones
gendmicas, plasmidicas y productos de PCR, usando un volumen de 50 ml de TAE
1X como buffer de corrida. Para cargar las muestras en los pocillos se utilizé 2 pl de
buffer de cargay 4 ul de DNA de cada cepa para homogenizar y se colocaron dentro
de sus respectivos pocillos del gel. Se utilizé un voltaje de 63 a 73 Volts para el
corrimiento electroforético, se revelaron los geles usando BET durante 20 minutos,

y en agua 2 minutos y se fotodocumento usando el transiluminador.
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7.2 Determinacion de resistencia a azida de sodio y ampicilina

Para la determinacion de susceptibilidad a azida de sodio y a ampicilina se sembré
una colonia crecida en agar MacConkey de cada una de las cepas de E. colien 5
ml de caldo LBy se incub6 a 37°C a 2 500 rpm hasta alcanzar una densidad similar
al 0.5 del Nefelometro De MacFarlan (1x108 UFC/ml). Posteriormente se sembraron
100 pl del precultivo en 3ml de LB conteniendo diferentes concentraciones de azida

de sodio: 100, 125, 150y 200 pg/ml o 100 pg/ml de ampicilina por separado.
7.3.- Conjugacion bacteriana
7.3.1.- Conjugacién bacteriana fase sélida

Para la conjugacion bacteriana se realizo un precultivo afiadiendo 20 ul del criovial
de cada cepa en 3 ml de LB se incub6 a 37°C con agitacion durante toda la noche.
Posteriormente se tomaron 50 pl del precultivo de cada una de las cepas en 5 ml
de caldo LB conteniendo 100 ug/ml de ampicilina. Los tubos se incubaron en
agitacion orbital durante 4 a 5 h hasta alcanzar una DOsoonm. Una vez alcanzada, se
tomo 1 ml de cada tubo de ensayo para pasar a microtubos estériles de 1.8 ml de
los cuales se centrifugaron por un minuto a 12,000 rpm para formar el pellet,
después se decanto y resuspendié con 1 yl de LB estéril (esto se realizd por dos
ocasiones mas Yy utilizando el vortex para resuspender antes de cada
centrifugacion). Una vez terminado se resuspendi6 con 20 ul de LB cada pellet para
realizar el pase de la cepa donadora con la receptora. Se tomo una caja de LB estéril
por cada conjugacion y se colocaran los 40 ul con gota al centro de la caja Petri, las
cuales se dejaron por un dia en incubacion con 37 °C. Se realizaron los controles
respectivos de cada cepa en cajas Petri de LB con ampicilina, LB con azida de
sodio, y, LB con ampicilina y azida de sodio. Pasado el dia se tomé toda la muestra
del primer contacto (gota en centro) de las cajas de LB y se pasaron a sus
respectivos microtubos, y, se realizaron las siguientes soluciones seriadas: 10° a
104. Se procedi6 a cultivar cada una de las soluciones seriadas con asa de cristal
estéril en cajas de LB con ampicilina y azida de sodio (presion selectiva), agregando

100 ul al medio. Una vez terminado se colocaron en incubacion con 37 °C durante
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1 dia. Se contaron sus respectivas colonias y seleccionaron para colocarlas en una
caja de LB con ampicilina y azida de sodio. Terminando se dejaron las cajas en
incubacion por un dia a 37 °C. Se revisaron las cajas para seleccionar 4 colonias
de las transconjugantes de cada cepa y resembrarlas en medios de cultivo con
antibiético (ampicilina y azida de sodio).

7.3.2.- Conjugacion bacteriana fase liquida

Se prepar6 un precultivo en 5 ml de caldo LB afiadiendo 10 ul del tubo almacenado
en crioconservacion a -70°C de la cepa donadora y de la cepa receptora por
separado, incubando en una temperatura de 37°C a 200 rpm con antibiotico de
selecciéon (100ug/ml ampicilina o 150ug/ml azida de sodio respectivamente) hasta
una DOeoo de 0.5 a 0.7. Se transfirieron 500 ul del precultivo a microtubos, se obtuvo
el paquete celular por centrifugacion a 2,000 rpm durante 10 minutos. Se decanto
el sobrenadante y se lava el precipitado celular con 1 ml de la solucién salina 'y se
resuspendid. Se centrifuga el microtubo a 2,000 rpm por 10 minutos. Se descarto el
sobrenadante y se resuspendié el pellet con 20 ul de la solucion salina isotonica,
enseguida mezclar los 20 ul de la cepa donadora con los 20 ul de la receptora en el
microtubo con 400 ul de caldo LB. La mezcla se incubd a 37 °C durante toda la
noche (sin movimiento/cultivo estacionario). Al dia siguiente se afiadieron 500 ul de
la solucion salina en cada tubo y se paso al vortex para homogeneizar a una baja
velocidad. Se realizaron diluciones seriadas (10° a 10®) a partir de los tubos y se
colocaron 100 pl en placas de agar LB con presion de seleccion (100 pg/L de
ampicilina y 150 ug/L de azida de sodio). Las placas se incubaron a 37 °C durante
24 a 48 h despues de lo cual se verifico el crecimiento y las clonas fueron
mantenidas en placas de agar LB con presion de seleccion (100 ug/L de ampicilina

y 150 ug/L de azida de sodio) por separado.
7.3.3.- Frecuencia de conjugacion

La frecuencia de conjugacion se obtuvo multiplicando el nimero de unidades

formadoras de colonias por el inverso de la dilucion.
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7.4.1.- Extraccion de DNA plasmidico Miniprep

Se realizé la extraccion de DNA plasmidico de las transconjugantes del Laboratorio
de Biologia Molecular de Enteropatégenos ICUAP” de las cuales se tomaron 25 pl
del criovial para cultivar en tubos de LB de 5 ml, los cuales se quedaron en
incubacion a 37 °C por un dia. Pasado el periodo de incubacién, se tomé de los
precultivos 1 ul para colocarlos en sus respectivos microtubos y asi centrifugarlos
durante 5 minutos a 12,000 rpm hasta terminar con todo el precultivo (ir decantando)
para asi lograr formar el paquete bacteriano. Una vez terminado los tubos se
resuspendieron agregando la solucion | (200 ul de TDE por muestra, lisozima con
0.0002 gramos por ml y RNAsa con 2 pl por muestra). Terminando se resuspendi6
y fue llevado a la camara de incubacion por 15 minutos a una temperatura de 37 °C.
Después del centrifugado se coloco a cada muestra la solucion Il (SDS al 2% 200
Ml por muestra y 200 pl de NAOH al 0.4 N) para homogeneizar de manera suave 5
veces, luego fueron colocadas en hielo durante cinco minutos. Terminando el tiempo
se agrego la solucion 1l (acetato de potasio al 7.5 M) con una cantidad de 300 pl
por muestra, para después homogeneizar suave tres veces, y luego, se coloco
durante 15 minutos al hielo. Terminando el tiempo de cada muestra se centrifugo
por 15 minutos a 12,000 rpm. Terminando de centrifugar se cambio el sobrenadante
a otros tubos. Se agrego isopropanol (500 ul) por muestra, se mantuvo a
temperatura ambiente durante 10 minutos y se centrifugé durante 15 minutos por
12,000 rpm. Se agrego 1.5 ml de etanol al 70% por muestra, se homogenizo suave
y se centrifugd durante 5 minutos a 12,000 Después se decanto y secaron los tubos
colocandolos en el termoblock a 37 °C. Una vez secos se resuspendieron con 40 pl
de Tris 10 mM pH 8 para asi llevarlos a su refrigeracién a -20 °C (Green y Sambrook,
2012).

7.4.2- Extraccion de DNA plamidico Fenol-cloroformo

Se realizo la extraccion de DNA plasmidico de las transconjugantes del ‘Laboratorio
de Biologia Molecular de Enteropatégenos ICUAP™ se obtuvo el paquete bacteriano
cdmo se menciona en los pasos anteriores de la extraccion mediante Miniprep y a

este se le adiciono 150 pL de la solucién | (sacarosa, EDTA-TRIS, lisozima y
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RNAsa) para resuspender e incubar a 15 minutos a temperatura ambiente.
Terminado se agregaron 300 pL de solucion Il (NaOH 0.4 M y SDS al 2%) para
mezclar 10 veces (girar con la mano) y mantener en hielo por 5 minutos. Se agrego
225 pL de solucién Il (acetato de potasio 3 M), y se mezclé por 10 veces para
colocar en hielo por 15 minutos, una vez terminado se centrifugo por 15 minutos a
12,000 rpm con 4°C. El sobrenadante se decant6 a un tubo con 300 pL de fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico para invertirlo 30 veces mas y centrifugar a 12,000
rpm por 5 min a 4°C. El sobrenadante se pas6 a tubos con 300 pL de cloroformo-
alcohol (24:1) y se invirtié 50 veces. Se realizo una centrifuga a 12,000 rpm por 5
min a 4°C, se extrajo el sobrenadante y se pas6 a un microtubo nuevo, se le agrego
etanol absoluto 2 veces de su volumen hasta alcanzar los 1.5 mL. Las muestras se
dejaron a -4°C toda la noche. Se centrifugo a 12,000 rpm por 5 min a 4°C, se le
retird el sobrenadante, se afiadié etanol al 70% hasta alcanzar un volumen de 1.5
mL y se mezclo por 5 veces, se volvio a centrifugar a las mismas revoluciones por
5 minutos. Se decanto el sobrenadante y se dejé secar la pastilla. Una vez seca, se

resuspendio en 60 pL de Tris al 10 mM, pH 8, finalmente homogenizo.
7.4.3- Extraccion de DNA gendmico

Se realizd la extraccion gendmica de las cepas del Laboratorio de Biologia
Molecular de Enteropatégenos ICUAP™ del instituto de microbiologia. Se tomaran
20 microlitros del criovial de cada una de las cepas para cultivarlas en tubos de
ensayo con 3 ml de caldo Luria Bertani (LB) estéril, los cuales se quedaron en
incubacion a 37 °C por un dia. Una vez pasado el periodo de incubacion, se tomaron
200 pl del precultivo de LB de cada una de las cepas para colocarlos en su
respectivo tubo conteniendo 5 ml de caldo LB etiquetado con la nUmero de cada
cepa respectiva y dejarlos en incubacion a 37 °C durante un periodo de 4 a 5 horas.
Pasado el tiempo se tomaron los tubos para una medicion de la densidad 6ptica
(DO) mediante espectrofotdmetro; se prepar6 el blanco colocando en una celdilla 1
ml de LB estéril y en otras celdillas 1 ml del cultivo de las respectivas cepas. Se
procediéo a medir la DO a 600nm (DOsoonm) €n el espectrofotometro, una vez

alcanzada la DO se colocaron 500 pl de cada cepa en microtubos de 1.5 ml
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rotulados bajo condiciones estériles. Las muestras se centrifugaron a 12,000 rpm
por 5 minutos. Una vez formado el pellet se procedi6 a eliminar el sobrenadante de
cada microtubo en un recipiente. Se colocaron 570 ul de la solucion | (200 ul de
TDE por muestra, lisozima con 0.0002 gramos por ml y RNAsa con 2 ul por
muestra). a cada tubo, se resuspendié la pastilla mediante vortex durante 30
segundos, se agregaron 60 ul de SDS al 20% a cada microtubo, y, se invirtio
suavemente durante 10 segundos para resuspender en vortex por 20 segundos. Se
colocaron los tubos en el termoblock a una temperatura de 80 °C por 5 minutos, se
dejaron enfriar a temperatura ambiente, y una vez frios, se les agreg6 2 microlitros
de RNAsa. Los microtubos se llevaron a incubacion por 45 minutos a una
temperatura de 37 °C. Se adicionaron 200 pl de solucion de sal y asi se invirtio de
manera suave 20 segundos, luego se dejaron de manera estatica 60 segundos,
luego se resuspendié en vortex durante 60 segundos, por ultimo, se dejaron de
manera estatica durante 60 segundos. Una vez terminada, las muestras se
colocaron en hielo durante 5 minutos, pasado el tiempo se llevaron a centrifugar
durante 10 minutos a 12,000 rpm. El sobrenadante se pas6 a los microtubos nuevos
para cada cepa Yy, luego, en condiciones estériles se agregaran 800 ul de
isopropanol para invertir suavemente durante 1 minuto, se centrifugo a 12,000 rpm
por 20 minutos. Se elimind el sobrenadante de cada microtubo y se agregaron 800
Ml de etanol al 70%, se centrifugd y se decanto el sobrenadante (este paso se repitid
dos veces mas). Finalmente, la pastilla de DNA se resuspendi6é en 75 ul de Tris 10
mM pH 8 y se homogenizo con vortex durante 5 segundos, luego se dié un spinning
durante 15 segundo a cada muestra para luego almacenarlo en refrigeracion a -20
°C (Green y Sambrook, 2012).

7.5.- Determinacion de grupos filogenéticos

La determinacion filogenética se llevo a cabo de acuerdo con Clermont et al., 2013
a través de una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) Quadruplex, usando
DNA genémico obtenido de las cepas de estudio, para después realizar su

respectiva electroforesis y posterior interpretacion con respecto a la tabla 7.

51




Tabla 7.- Identificacion de filogrupos (A, B1, B2, C, D, E, F y clado I) en base a la determinacion de los
genes arpA, chuA, yjaA y tspE4.C2 (modificado de Clermont et al., 2013).

Genotipo cuadruple
arpA | chuA yjaA TspE4.C2
= i
(400 (268 (211 (400 pb) Filogrupo Siguiente paso
pb) | pb) | pb) up
+ - - - A
+ - - + B1
- + - _ F
- + + - B2
- + + + B2
- + - + B2 Podria confirmarse mediante pruebas del gen ibaA
Utilizando cebadores especificos de C. 5i G+ entonces C, en
* - * - AoC caso contrario A
Utilizando cebadores especificos de E. 5i E+ entonces E, en
* * - - DoE caso confrario D
Utiizando cebadores especificos de E. 51 E+ entonces E, en
* * - * DoE caso confrario D
Utiizando cebadores especificos de E. Si E- entonces el
* * * - Eocladol clado |, confirmar usando cebadores de clado
- - + - Clado o ll Confirmar usando cebadores de clado
- (476) - - C.’adg SI’ v Confirmar usando cebadores de clado criptico
- - - + Desconocido Realizar MLST
- - + + Desconocido Realizar MLST
+ - + + Desconocido Realizar MLST
+ + + + Desconocido Realizar MLST
Confirme la identificacion de Escherichia usando uidA
- - - - Desconocido ogadA/Bd, sila pantalla es positiva usando un clade criptico
cebadoresb y/o realizar MLST

7.6.- Determinacion de fragmentos de virulencia
7.6.1.- Condiciones para PCR para fragmentos de virulencia

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo para cada uno de los 15 fragmentos que

corresponden a 11 genes que codifican a factores de virulencia (tabla 8). Los
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Tabla 7.- Caracteristicas de los fragmentos amplificados por PCR de los 11 factores de virulencia de UPEC.
PCR mudiltiple, control positivo y temperaturas usadas en la PCR

DESCRIPCION PCR/Control FUNCION Tat';'g]ﬁ“ ™ (C?)
ADHESINAS
Fimbria fioo 1 Factor de colonizacién en infecciones
Firm, Hp PCRM1/CFTO73 extraintestinales y formacidn de 210 51T
biopeliculas
Estimula la produccidn de citocinas 61.4
Fimbria P PCRM2/CFTOT3+059- por los linfocitos T y factor de 562y
papGHy N | colonizacion en infecciones 412
extraintestinales
Estimula la produccion de citocinas 614
Fimbria P por los linfocitos T y factor de
papd GAG1 colonizacion en infecciones 641
extraintestinales
tha PCRM2/CFTO73+059- Adhesina homdloga a Irg& de V. 150 614
[ cholerae regulada por hierro
CAPTACION DE HIERRO
Aerobactina Sideroforo para la adquisicién de Fe*? LY
iwch PCRM1/CFTO073 /** gn el sistema hospedero 512
FLAGELQ
FliiC Permite el movimiento v la expresion K77
PCRM1/CFTO73 de subunidades de flagelina 304
TOXINAS
. Region autotransportadora de la 7T
Toxina secretada S e,
Toxina proteolitica con efecto
aututrar;r;ﬁrrtadora PCRM1/CFT073 citotdxico: influye en la vacuolizacian 384
celular
Toxina secretada Reqgidn peptidasa de la Toxina 61.4
autotransportadora GAG1 proteolitica con efecto citotdxico: 850
satP influye en la vacuolizacién celular
Toxina 614
vacuolizante PCRM2/CFTOT73+059- Toxina protealitica que induce la 330y
autotransportadora | vacuolizacion de la célula hospedero 226
vatd y vatP
Hemolisina & Creacion de poros en las membranas 614
hivA PCRM3/GAG1 de las células hospedero (lisis celular) 1250
Factor 614
necrotizante . .
citotéxico PCRCMNF/GAGT Participa en la necrosis celular J100
cni-1
MOB Y TRA
Mob PCRS/0581 739 -
Lipoproteina de membrana extemna de -
Tra PCRS/C3304 resistencia al complemento. 243
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7.6.2.- Puntaje de virulencia

Para determinar el puntaje de virulencia se realiz6 la suma de todos los genes de
virulencia presentes en cada cepa, teniendo en cuenta que lo genes de pap (papA,
+papGll y papA, +papGlil), sat (satA+ satP) y vat (vatA y vatP) fueron considerados
como un solo factor de virulencia cuando amplificaban todos los fragmentos
pertenecientes al mismos factor (Johnson et al., 2006). Asi, los fragmentos que
codifican para el pili P fueron medidos a través de dos fragmentos el que codifica la
adhesina papGll o papGlll y el gen de la pilina papA (papA+papGll y papA+papGlll),
la toxina Sat con sus dos regiones autotransportadoras y peptidasa (satA+satP), al
igual que para Vat con su region autotransportadora y peptidasa (vatA+vatP).
Ademas, no se tomara en cuenta el valor del factor de virulencia fimH en el puntaje
de virulencia, pero si se mostrara en los valores de la gréafica ya que es un factor de
virulencia encontrado en la receptora (J53) y como distincion de sus

transconjugantes.
7.6.3.- Genes MOB y tra

Se llevaron a cabo PCR individual de los genes traT y MOBF12, para luego realizar
electroforesis en gel de agarosa al 0.7%, el revelado del gel usando luz UV y

fotodocumentacion.
7.7.- Determinacion del perfil de susceptibilidad

La determinacion del perfil de susceptibilidad antibiotica se realizé por el método de
Kirby-Bauer, donde se evaluaron 24 antibiéticos pertenecientes a 16 categorias
distintas y de acuerdo con las especificaciones marcadas y concentraciones

establecidas por el Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI, 2023).

Se realizaron cultivos en agar soya tripticaseina (TSA) de las cepas de trabajo
mediante siembra por estria cruzada, los cuales se dejaron en incubacién a 37 °C
durante 24 horas. Terminado el periodo, se tomd mediante un asa una colonia de
las diferentes placas de TSA para sembrarlas en caldo soya tripticaseina (TSB), los

cuales se dejaron en incubacion hasta tener un valor del 0.5 en escala de
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McFarland. Una vez listos, se utilizaron isopos estériles para el sembrado masivo
en placas de Muller Hinton, después de 5 minutos, se colocaron los sensidiscos de
los respectivos farmacos mediante el uso de pinzas estériles, la agrupacion y los

farmacos utilizados aparecen en la figura 6.

A c También permite agrupar varios objetos para
que se traten como uno solo.

@ w
® Y
® © © PY F
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Figura 6.- Representacion de las placas de Muller Hinton y la distribucién de los sensidiscos para realizar la
técnica de Kirby-Bauer. Panel A) Azul: ampicilina (1), levofloxacina (2), nitrofurantoina (3), norfloxacina (4) y
amoxicilina y acido clavulanico (5). Panel B) Verde: gentamicina (1), netilmicina (2), ofloxacina (3),
trimetoprim/sulfametoxazol (4) y amikacina (5) Panel C) Rojo: ceftriaxona (1), cefotaxima (2), ceftazidima (3),
aztreonam (4), cefepime (5) y amoxicilina con éacido clavulanico (6). Panel D) Morado: ceferoxima (1),
cloranfenicol (2), acido nalidixico (3) y ciprofloxacino (4) y Panel F) Negro: ertapenem (1), tetraciclina (2),
fosfomicina (3) y colistina (4).

7.7.1- Puntaje y clasificacion de la resistencia antibidtica

Para el puntaje de resistencia se tomo en consideracion la resistencia observada de
cada una de las transconjugantes a cada uno de los antibiéticos empleados en este
estudio (Kudinha et al., 2013).

Para la clasificacion de categoria de resistencia antibidtica para cada cepa
transconjugante analizada se interpreté de acuerdo con los criterios de Magiorakos
y cols, 2012, en No multidrogo-resistente (NMDR) como aquellas cepas que solo

presentan resistencia <2 grupos de antibiéticos. Multidrogo-resistente (MDR) en
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donde se presenta una resistencia = 3 grupos. Los extremo-drogo resistentes (XDR)
gue presentan solo susceptibilidad a 2 grupos del total estudiados y por ultimo, los
Pandrogoresistentes (PDR) que son resistentes a toda la lista de categorias

empleadas (Magiorakos et al., 2012).
7.8.- Caracterizacion del perfil plasmidico

Para el analisis del perfil plasmidico de cada una de las cepas donadora y
transconjugantes se realiz6 la extraccion plasmidica y se verifico por electroforesis
en gel de agarosa al 0.7%, su revelado con BET y posteriormente el conteo y
determinacién del tamafio de bandas, teniendo como controles la extraccion
plasmidica de la cepa control E. coli enterohemorragica EDL 933 (con un plasmido
de 92 kb y un plasmido criptico de 2 kb) y el marcador de peso molecular de 1kb

Plus de Thermo Fisher Scientific.
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8.- Resultados
8.1.- Deteccién de genes MOBr12y traT

Se determind la presencia de genes traT y MOBr12 en las 24 cepas aisladas de

varones con ITU obtenidos del Hospital Regional I.S.S.S.T.E, tabla 9.

Tabla 8.- Presencia de los genes MOB, Tra y bandas plasmidicas por cada cepa perteneciente al cepario de E.
coli aislado de varones procedentes del .S.S.S.T.E.

FECHA DE BANDAS PLASMIDICAS (Huelgas
CEPA AISLAMIENTO traT  MOBr12 2018) (Huelgas,
102 43800 0 0 Si
103 1/17/2019 1 1 Si
108 1/17/2019 1 1 Si
110 43739 0 0 Si
1154 2/22/2019 1 1 si
1174 311312019 1 1 Si
118 1/22/2019 0 0 Si
1251 1/22/2019 0 0 si
126 1/22/2019 1 1 si
1274 1/16/2019 0 0 Si
128 1/22/2019 1 1 si
129 1/18/2019 1 1 si
130 43618 1 1 Si
1324 31312019 1 1 Si
1444 43618 0 0 si
154 1/18/2019 1 1 Si
1554 43558 1 1 Si
159 1/18/2019 0 0 si
1614 1/22/2019 0 0 si
162 3/13/2019 1 1 NO
167 2/22/2019 1 0 Si
168- 3/13/2019 1 0 NO
1734 1/22/2019 1 1 Si
1744 1/22/2019 0 0 Si

Con la finalidad de iniciar estudios de conjugacion bacteriana, las 24 cepas de E.
coli fueron sometidas a la determinacion de los genes MOBF12 y traT. El gen traT se
encontré en el 62.5% (15 de las 24) de las cepas estudiadas y el gen MOBF12 se
encontré en un 54.16% (13 de las 24) (figura 7).
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Presencia de genes

Figura 7.- Representacion grafica en porcentaje de la presencia de los genes MOBF12 y traT en el cepario
procedente de varones cursando con ITU del I.S.S.S.T.E. N=24.

Ademas, se analizé la presencia de ambos genes por cada cepa estudiada y se
encontré que de las 24 (100%) cepas de E. coli, 13 cepas (54.16%) presentaron

ambos genes, 9 (38%) no presentaron ninguno de los dos genes y 2 (8%) mostraron
solo traT, figura 8.

Figura 8.- Representacion grafica de la presencia de los genes MOBF12 y traT en un cepario de E. coli aislada
de varones cursando con ITU.

De las 13 cepas MOBF12" y traT™*, en trabajos previos de Huelgas, 2020 se conoce

gue son resistentes a ampicilina y solo una (162-1) no posee bandas plasmidicas.
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Menciona que el 60% del cepario presenté al menos una banda plasmidica, aquellas
gue presentaban bandas plasmidicas tuvieron en promedio 2, con pesos de 1 kb y

mayores de 10 kb fueron las mas frecuentes.
8.2.- Perfil de resistencia a azida de sodio

Como cepa receptora se eligio ala E. coli J53 que es resistente a azida de sodio (Yi
et al., 2012) en un rango de concentracién de 100-200 ug /ml, por lo que a las 13
cepas positivas para MOB y traT se les determino la resistencia a la azida de sodio.
3 de las 13 cepas de E. coli MOBFr12* y traT" (126,132 y 154) no crecieron en
concentraciones de 100 ug/ml de azida de sodio, 6 (126, 128, 13, 132, 154 y 173)
de 13 no crecieron en concentraciones de 125 upg/ml y 7 cepas de 13
(103,126,128,130,132,154 y 173) no crecieron a concentraciones de 150 y 200
pg/ml de azida de sodio (Tabla 10). Con estos resultados se eligio la concentracion
de 150 mg/ml para ser usado en la seleccion de clonas transconjugantes. Asi
mismo, se seleccionaron esas 7 cepas (103, 126, 128, 130, 132, 154 y 173) que no
crecieron en dicha concentracion para ser usadas como cepas donadoras. Es
importante mencionar que la cepa receptora J53 fue susceptible a 100 ug/ml de
ampicilina que fue la concentracion elegida para seleccionar a las clonas

transconjugantes (tabla 10).

En resumen, se usaron placas de agar LB con Azida de sodio y ampicilina (150

Mg/ml +100 ug/ml) para la seleccion de clonas transconjugantes.

Como controles del ensayo de conjugacion se realizaron pruebas de crecimiento de
las 7 cepas donadoras y la receptora J53 en placas de agar LB con 100 pg/ml de
ampicilina, con 150 ug/ml de azida de sodio y con 100 yg/ml de ampicilina mas 150
Mg/ml de azida de sodio por separado. Las cepas de E. coli donadoras (Ap") solo
crecieron en el agar con ampicilina, la receptora E. coli J53 en azida de sodio y

ninguna en placas con Ap y Azida, ver tabla 10y 11.

Tabla 9.- Pruebas de crecimiento de 13 cepas de E. coli MOB* y tra* aisladas de ITU en varones en diferentes
concentraciones de azida de sodio: crecimiento (+) y sin crecimiento (-). Y de la cepa receptora (E. coli J53) en
diferentes concentraciones de ampicilina. Con un asterisco se marcan las cepas seleccionadas para ensayos
de conjugacion. Cepas marcadas con * fueron las seleccionadas.
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Azida de sodio

Cepa/Concentracion 100 pg/ml 125 pg/ml 150 pg/ml 200 pg/ml

103-1* + + - -
108-1 + + + +
1154 + + + +
1171 + + + +
126-* - - - -
128-1* + - - -
129.] + + + +
130 g5 - - -
132-* - - - -
154-* - - - -
1554 + + + +
162- + + + +
173 + - - -
J53 (E. coli receptora) + + + +

Ampicilina 100 pg/ml
J53 - - - -

Tabla 10.- Crecimiento algunas de las cepas donadoras y de la cepa receptora en ampicilina, azida de sodio y
ampicilina con azida de sodio. Con crecimiento (+) y sin crecimiento (-).
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103-1y J53 . Q
Cepa Ampicilina Azida de sodio _Ampicilinay
azida de sodio
J53 (-)y 130 (+) J53(+)y130(-) J53(-)y 130 (-)
130-1y J53
Sesce S z Ampicilina y
Cepa Ampicilina Azida de sodio azdda de s odlo
J53 () y 132 (+) J53(+)y132(-) J53(-)y 132(-)
132-1y J53
Cepa Ampicilina  Azida de sodio _AmPicilinay

azida de sodio
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Figura 9.- Seleccion de las transconjugantes candidatas (cepa 128-1 y J53) en medio de LB adicionado con
Ampicilina 100 ug/mly azida de sodio 150 ug/ml.

8.3.- Ensayos de conjugacion

Los ensayos de conjugacion se realizaron mediante la siembra de una serie de
diluciones de la mezcla de conjugacion para la seleccién de las transconjugantes
en agar LB/Ap/Azida de acuerdo con lo descrito en el apartado 7.3.1, obteniendo
para las cepas 103, 126 y 128 una frecuencia de conjugacion en la D° (dilucién) de
12X0°, 140X10° y 133X10° respectivamente. Las cepas 128 y 132 tuvieron una
frecuencia de conjugacién en la D*de 0.2X10! y 39.7X10* respectivos y, por Ultimo,
la cepa 130, 154 y 173 tuvieron una frecuencia en D2 de 7.93X102?, 2.21X10%y 2.05
X 102. En el resto de las diluciones (1x103a 1x10%) no se lograron obtener clonas

transconjugantes, tabla 12.

La presencia de transconjugantes se observo durante las primeras 24 a 48 hrs en
incubacion a 37 °C y posteriormente se aislaron 4 transconjugantes de las cepas
conjugadas en fase liquida para resembrarlas en medios de cultivo con antibiético

(ampicilina y azida de sodio).
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Tabla 11.- Frecuencia de conjugacion mediante las diluciones (D) de las cepas de estudio. Se muestran los

valores de las unidades formadoras de colinas (UFC).

Cepas

103-ly
J53
126-1y
J53
128-ly
J53
130-ly
J53
132-ly
J53
154-1y
J53
173-1y
J53

8.4.- Caracterizacion de transconjugantes por grupo filogenético

1x10°

120
1400
1330

Frecuencia de conjugacion (UFC/mI)

D-l

20

3970

D-2

79300

22100
20500

D-S

D-4

D-S

Para caracterizar filogenéticamente a las 28 cepas transconjugantes Ap" y Azida'

obtenidas, se corroboro por PCR (figura 11) cuadruplex de acuerdo con Clermont
et al., 2013, el filogrupo de las cepas donadoras 103, 126, 128, 130, 132, 154, 173,

receptora J53 y de sus transconjugantes correspondientes (figura 10 y 11). En la

Tabla 13 y Figura 10 se pueden observar los resultados de la expresion de genes

amplificados que corroboran la identificacion filogenética de las cepas donadoras y

la receptora. La cepa 103 y 154 pertenecen al filogrupo D, las cepas 126, 128 y 130

al filogrupo B2, la cepa 132 y la cepa receptora J53 al filogrupo Ay la cepa 173 al
Clado 1 (figura 10).
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Tabla 12.- Determinacién de los grupos filogenéticos de las transconjugantes obtenidas.

1031 | + - + - A +

103-lI | + - + o A +

103-Il | + - + = A +
Transconjugante 103-IV | + ¥ - = = -
Donadora

126-1 | + - + = A +

126-1 | - + + + = -

126-Il | + - + = A +
Transconjugante 126-1V | - + + + = -
Donadora

128-1 |+ - + = A +

128-II | + - + o A +

128-11 | + - + = A -
Transconjugante 128-1V | + - + - A +
Donadora

130-1 |+ - + o A +

130-II | + - + o A +

130-11 | + - + o A +
Transconjugante 130-IV | + - + - A +
Donadora A

132-1 |+ - + - A +

132-11 | + - + - A +

132-111 | + - + o A +
Transconjugante 132-1V | + - + o A +
Donadora D

154-1 [+ - + = A i

154-11 | + - + = A i

154-111 | + - + = A i
Transconjugante 154-1V | + - + = A +
Donadora

173-1 [+ - + = A i

173-11 |+ - + = A i

173-11 | + - + = A i
Transconjugante 173-IV | + - + - A +
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M C+ 103 126 128 130 132 154 173 J53 J53(2) N

500pb ——p
arpA400pb
chuA 288 pb ——P
yiaA 211 pb ——P

TspE4.CE
152 pb >

Controles

MC4100 (A) +
GAG1 (B2)

Figura 10.- Identificacion filogenética de las cepas donadoras y receptora: Marcador molecular (100 bp DNA
Ladder). C+: DNA de E.coli GAG1+DNA de E. coli MC4100 son el control + para la identificacion del filogrupo
(arpA, chuA, yjaA y TspE4.CE). E. coli Donadoras: 103, 126, 128, 130, 154 y 173; Cepa de E. coli receptora:
J53 y J53 (2) N: control negativo.

Para las clonas transconjugantes el resultado de grupo filogenético debe
corresponder con aquel de la receptora J53 (filogrupo A), es decir deben amplificar
los genes arpA y yjaA. Como se observa en la electroforesis de la figura 10, se
analizaron 4 transconjugantes para cada uno de los ensayos de conjugacion de las
cepas donadoras (128, 130, 132, 154 y 173). Para las cepas 128 y 130 las cuatro
transconjugantes son del filogrupo A, para la cepa 103 se 3 de 4 transconjugantes
y para la cepa 126 solo 2 de 4 clonas pertenecen al mismo filogrupo de la E. coli
J53 receptora (figura 11). Se obtuvieron en total 25 clonas transconjugantes de

filogrupo A de 28 candidatas (tabla 13 y figura 11).

103 126 128 130
)\ )\ | |

M c+ !1 2 3 ..4..\ { 1 wr 3 ngqn H 1 2 3 4 \{ 1 2 3 4 \ J53 N

500pb
arpA 400 pb —»

chuA 288pb >
yjaA 211 pb —»
TspE4.CE

152 pb

Figura 11.- Determinacion de grupo filogenético de las clonas transconjugantes Ap" Azida" de cepas UPEC.
GAG1+MC4100: control + para la identificacion del filogrupo (arpA, chuA, yjaA y TspE4.CE). Transconjugantes
de la donadora 103 de 1-4, 126 de 1-4, 128 de 1-4 y 130 de 1-4. J53: cepa receptora. N: control negativo. M:
Marcador molecular (100 bp DNA Ladder). Las cepas que no corresponden con el filogrupo de la receptora
estan marcadas con " ".
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8.5.- Andlisis de factores de virulencia en clonas transconjugantes

La transconjugante 128-1 adquiri6 de su donadora un total de 8 de 10 (80%)
fragmentos de virulencia que posee la cepa 128-1 y para las transconjugantes
restantes 128-2, 128-3 y 128-4 solo 1 de 10 genes (10%). Las transconjugantes
154-1 a 4 mostraron la adquisicion de 2 de 4 genes (50%) reportados de la cepa
154-1, parala clonas 130-1 a4 presentaron 2 genes (33.33%) adquiridos de un total
de 6 genes de su donadora 130-l, para las transconjugantes 126-1 y 126-3 se
transfirieron 1 de 6 genes (16.66%) reportados de la cepa 126-l, las
transconjugantes 173-1 a 4 mostraron 1 de los 2 (50%) genes reportados en la cepa
173-1 y las transconjugantes 103-1, 103-2, 103-3 no adquirieron ninguno de los 7
genes de virulencia de la cepa donadora 103, y por ultimo, las transconjugantes
132-1 a 4 mostraron solo 1 gen de los 2 (50%) de su respectiva donadora (figuras
12, 13y 14).
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Figura 12.- Caracterizacion de transconjugantes de UPEC por factores de virulencia. Geles representativos de
las electroforesis de los amplificados de PCR de factores de virulencia de clonas transconjugantes y sus
controles (E. coli cepas J53, CFTO73, 0159l y cepas donadoras 103 o 128) En cada panel se observa el
resultado obtenido de la deteccion de genes de virulencia de las transconjugantes (T1 a T4) y de las cepas
donadoras. El tamafio de los amplificados se marca a la izquierda de cada gel en pares de bases (pb) A.- PRM1,
B.- CNF, C.- PCRM2 y por ultimo en la letra D la PCRM3.
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Figura 13.- Distribucién de genes de virulencia adquiridos por cada una de las transconjugantes obtenidas a
partir de las cepas donadoras de UPEC 103, 126, 128 y como referencia se muestra el perfil de E. coli J53
usada como receptora. En el eje de las abscisas se muestran en diferentes colores los genes por funcion para
la cepa receptora, donadoras (103, 126 y 128) y sus transconjugantes. Adhesioén: fimH (adhesina Fimbria tipo
1), papA (pilina tipo P), papGll, papGlll (adhesina Il y lll de Fimbria tipo P) e iha (Proteina reguladora de hierro
y adhesina homologa a IrgA). Toxinas: satA (fraccion autotransportadora de Toxina autotransportadora
secretada), satP (fraccion peptidasa de la Toxina autotransportadora secretada), hlyA (alfa hemolisina), vatA
(fraccion autotransportadoras de Toxina autotransportadora vacuolizante), vatP (fraccién peptidas de Toxina
autotransportadora vacuolizante) y cnf-1 (factor necrotizante citotéxico tipo 1). Flagelo: fliC (flagelo) y captadores
de hierro: iucD (Aerobactina).
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Figura 14.- Distribucion de genes de virulencia adquiridos por cada una de las transconjugantes obtenidas a
partir de las cepas donadoras 130, 132, 154, 173 y como referencia se muestra el perfil de E. coli J53 usada
como receptora. En el eje de las abscisas se muestran en diferentes colores los genes por funcion para la cepa
receptora, donadoras (130, 132, 154 y 173) y sus transconjugantes. Adhesién: fimH (adhesina Fimbria tipo
1), papA (pilina tipo P), papGll, papGlll (adhesina Il y Ill de Fimbria tipo P) e iha (Proteina reguladora
de hierro y adhesina homologa a IrgA). Toxinas: satA (fraccion autotransportadora de Toxina
autotransportadora secretada), satP (fraccidén peptidasa de la Toxina autotransportadora secretada),
hlyA (alfa hemolisina), vatA (fraccion autotransportadoras de Toxina autotransportadora
vacuolizante), vatP (fraccién peptidas de Toxina autotransportadora vacuolizante) y cnf-1 (factor
necrotizante citotoxico tipo 1). Flagelo: fliC (flagelo) y captadores de hierro: iucD (Aerobactina).

En la tabla 14 se describe el virotipo adquirido de las transconjugantes. El virotipo,
papGill, iha, papA, satA, satP, hlyA, cnfy iucD fue el de mayor nimero de factores
de virulencia transferidos (8 genes) y el de menor nimero de genes fue el de iucD
y satA. El 84% de las clonas transconjugantes mostraron al menos de 1 a 2 genes
de virulencia. Los genes que se transfirieron con mas frecuencia fueron, iucD,+ y
satAP.

De esto ultimo, aquellas transconjugantes con mejor transferencia de acuerdo con
los genes que obtuvieron: fueron el 4% (128-1) con un total de 8 de los 10 genes, el
16% (154-1, 154-2, 154-3 y 154-4) con 2 de 5 genes, el 16% (173-1, 173-2,173-3y
173-4) con 1 de 2 genes y el dltimo con 16% (132-1, 132-2, 132-3 y 132-4) con

presencia de 1 de 2 genes transferidos.
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Tabla 13.- Distribucion de los genes de virulencia observados en clonas Transconjugantes respecto de la cepas donadoras y receptora. Presente (+) y ausente (-)..

126-1

+

|

—

103-1
1032 n _ 5 3 - 5 - - - 0
1033 + - - _ : _ _ : : 0

130-1

126-3 + - - - + - . - - 1
128-1 + + + + + + + + + 8
128-2 + - - - + - - - 1
1283 + - - - + - - - - 1
1284 + - - E T R R N B 1

130-2

130-3

130-4

132-1

]+

|+ |+ [+

|+ [+ +

RS A N SRS | N

132-2

132-3

132-4

154-1

o

4]+ +

el e el el

154-2

154-3

154-4

|+

4]+ ]+

173-1 + - - - - - - - - 1

1732 + _ _ _ _ _ _ _ + 1
1733 + _ _ _ B - - Z I 1
1734 + - - - - - - - B 1
Porcentsjes 100% 4.18% 4.18% 4.18% 41.86% 37.5% 4.16% 4.16% 8%
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La figura 15 muestra los porcentajes en que los genes de virulencia fueron
transferidos a las transconjugantes los genes de adherencia: papGll 4%, iha 4%,
papA 4y papGlll 0%. Para los genes productores de toxinas : satA 40%, satP 36%,
hlyA 4%, cnf-1 4% vatA 0% y vatP 0%. Para el gen productor de flagelo: fliC 0% y

por ultimo, el gen para la captacién de hierro iucD con 52%.
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Figura 15.- Distribucion de los genes de virulencia de cepas UPEC transferidos por conjugacion. Se muestra el
porcentaje de genes de virulencia identificados en 25 clonas transconjugantes. En el eje de las abscisas se
muestran los genes por funcion. Adhesién: fimH (adhesina Fimbria tipo 1), papA (pilina tipo P), papGll, papGlll
(adhesina Il y Il de Fimbria tipo P) e iha (Proteina reguladora de hierro y adhesina homologa a IrgA). Toxinas:
satA (fraccién autotransportadora de Toxina autotransportadora secretada), satP (fraccion peptidasa de la
Toxina autotransportadora secretada), hlyA (alfa hemolisina), vatA (fraccién autotransportadoras de Toxina
autotransportadora vacuolizante), vatP (fraccion peptidas de Toxina autotransportadora vacuolizante) y cnf-1
(factor necrotizante citotéxico tipo 1). Flagelo: fliC (flagelo) y captadores de hierro: iucD (Aerobactina).

8.5.1.- Puntaje de virulencia de los genes completos en las clonas

transconjugantes

Se observé que para los genes completos en la transconjugante 128-1 que presenté
mas FV, en donde fueron transferidos 6 de los 7 (85.71% de transferencia) factores
estudiados de la donadora 128 y para las transconjugantes restantes 128-2, 128-3
y 128-4 no se encontro transferencia. Para las transconjugantes 154-1 a 4 solo se
observo la adquisicion de 1 de 3 (33.33% de transferencia) factores de virulencia de
la donadora 154, para la clonas 130-1 a 4 presentaron un total de 1 factores
adquiridos de 4 (25% de transferencia) de la donadora 130, para las
transconjugantes 126-1 y 126-3 se transfirieron 0 de 4 (0% de transferencia) FV

reportados en la cepa 126, las transconjugantes 173-1 a 4 mostraron solo 1 de los
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2 (50% de transferencia) factores de virulencia reportados en la cepa 173 y para las
transconjugantes 103-1, 103-2, 103-3 mostraron 0 de 4 (0% de transferencia)
factores reportados en la cepa 103, por ultimo, las transconjugantes 132-1 a 4

mostraron solo 1 de los 2 (50% de transferencia), figura 16.
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Figura 16.- Distribucion de los factores de virulencia “completos” de cada una de las transconjugantes
estudiadas con el perfil de virulencia de sus respectivas cepas donadoras y cepa receptora E. coli J53. En el
eje derecho de las ordenadas se muestran los genes por funcion Adhesion: fimH (adhesina Fimbria tipo 1),
papA (pilina tipo P), papGll, papGlll (adhesina Il y Il de Fimbria tipo P) e iha (Proteina reguladora de hierro y
adhesina homologa a IrgA). Toxinas: satA (fraccion autotransportadora de Toxina autotransportadora
secretada), satP (fraccion peptidasa de la Toxina autotransportadora secretada), hlyA (alfa hemolisina), vatA
(fraccién aut, otransportadoras de Toxina autotransportadora vacuolizante), vatP (fraccion peptidasa de Toxina
autotransportadora vacuolizante) y cnf-1 (factor necrotizante citotoxico tipo 1). Flagelo: fliC (flagelo) y captadores
de hierro: iucD (Aerobactina). En el eje de las ordenadas izquierdo el nimero de factores de virulencia y en el
eje de las abscisas la receptora E. coli J53, donadoras (103, 128, 130, 132 y 154 y transconjugantes de cada
una.

De los factores de virulencia presentes en las transconjugantes se logré observar
gue la transconjugante 128-1 fue la que recibié el mayor niumero de FV con el

siguiente virotipo: iha, papA+papGll, satA+satP, hlyA, cnf-1 y iucD, tabla 15y 16.
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Tabla 14.- Genotipo de virulencia de cepas de E. coli Donadoras, Receptora y Transconjugantes. Simbologia (+). presente y ausente (-).
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Tabla 15.- Factores de virulencia completos transferidos por conjugacion por cepas UPEC

103-1 1 92000

103-2 1 92000
0 0

103-3 1 92000

126-1 1 86933

126-3 C L 1 86933

iucD, cnf-1, vataP, 2
hiyA, satAP, papAGI
iha, y fimH {92000 y 53933)

7

{93069, 90395,
10000
9090,
7500,

iuch, satAP. papAGII,
iha, y imH
6727
y 3545)

1

(7000)

satP 6
iucD, vatAP, ihay
fimH

{95325, 8928,
7678, 6607, 1490
y 1083)

3
iucD, iha y fimH (9285, 8035 y
964)

Ademas, se observo el porcentaje real de FV de adherencia que se encontraron en
todas las transconjugantes siendo: papA+papGll 4%, papA+papGlil 0% y iha 4%
para los factores de virulencia productores de toxinas en: satA+satP 20%, hlyA 4%,
vatA+vatP 0% y cnf-1 4%, para el factor de virulencia flagelar: fliC 0% y para el factor

de captacion de hierro iucD 52%, figura 17.
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Figura 17.- Porcentaje de genes que codifican para factores de virulencia completos en todas las clonas
transconjugantes estudiadas. En el eje de la ordenadas el porcentaje y en el de las abscisas se muestran los
genes por funcion. Adhesion: fimH (adhesina Fimbria tipo 1), papA (pilina tipo P), papGll, papGlil (adhesina Il y
Il de Fimbria tipo P) e iha (Proteina reguladora de hierro y adhesina homologa a IrgA). Toxinas: satA (fraccion
autotransportadora de Toxina autotransportadora secretada), satP (fraccion peptidasa de la Toxina
autotransportadora secretada), hlyA (alfa hemolisina), vatA (fraccién autotransportadoras de Toxina
autotransportadora vacuolizante), vatP (fraccion peptidas de Toxina autotransportadora vacuolizante) y cnf-
1(factor necrotizante citotéxico tipo 1). Flagelo: fliC (flagelo) y captadores de hierro: iucD (Aerobactina).

8.6.- Andlisis de perfil de resistencia antibiética en transconjugantes

En la tabla 17 se describe el virotipo adquirido de las transconjugantes junto con el

numero de bandas plasmidicas obtenidas en los ensayos.
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Tabla 167.- Resistotipo y bandas plasmidicas de las transconjugantes respecto de las cepas donadoras y
transconjugantes.

numero de
- Fenotipo de - - Marcadores Bandas
Lepa Resistencia Plasmidicas  Transconj Resistencia = P
. conjugantes - de fenotipo Plasmidicas y
LaIs L cepa donadora i i daleE s de Tamario (pb)
resistencia
T
16 CTX, CFZ CFX, i 1| e2000
CF Y AMP
CRO, CTX CRZY
103-2 CEX 4 1 42000
C, CRO, CTX,
103-3 CFZ CRX,CF Y T 1 42000
ANP
1281 1 33033
AN, CRO, CTX,
1283 SECL T 1| sae3
C, TSX, AN, CRO,
1281 CTX, CFZ, CFX, 10 1 33033
CF AMP 4y TE
C. TSX, CRO,
128-2 CTX, CFZ. CFX, g 1 22033
CF. AMPy TE
G, TSX, AM, CRO,
128-3 CTX, CFZ, CFX, 10 1 33033
CF ANP y TE
€. TSX, CRO,
128-4 CTX, CFZ, CFX, o 1 5033
CF, AMP y TE
AMIC, CTX, GFZ
e CFX_CF Y AMP 6 1] 90385
TRO, CTX, GFZ TEeay
132 CFX, CFY AMP & 2| “gnsos
AMC, CRO, CTX,
130-3 CFZ CRX, CFY T 1 0305
AMP
ATM, FEF, CRO,
130-4 CTX, GFZ, CFX, g 1 20385
CF Y AMP
1321 LWl AN, CIP, 1 ]
322 OFX, NOR, AMC, 1 ~550
132-3 CRO, CFZ, CFX, 13 1 TOO0
252 CF. AP, Gl y ;
184-1 1 95325
184-2 1 45325
TSX, FOS, ATM, 5T 1950
1543 FEF. CRO, CTX, " 2| osa
CFZ, CFX, CF,
— AMF, GM y TE B
C.TSX, AN, ATM,
FEP, CRO, CTX,
T CFZ. CFX.CF N N
AMP y TE
C, TS, ATM,
FEP, CRO, CTX,
1ra2 CFX, CF, AMP y A 1 5025
TE
C, TSX, AM, ATM,
FEF, CRO, CTX,
1733 CFX, CF, AP y 1" 1 0285
TE
734 T, TSk, ATM, T 1 054
FEPR, CRO, CTX,
CFZ. CFX. CF,
AMP y TE
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El andlisis de la resistencia a antibiética se llevo a cabo con la metodologia de Kirby-
Bauer y las interpretaciones del halo de inhibicion para la determinacion de la
resistencia antibidtica transferida a las transconjugantes se tomaron en cuenta los
valores de sensibilidad, de resistencia intermedia y de resistencia y a los antibioticos
reportadas en el CLSI, 2018. Las pruebas de resistencia se llevaron a cabo a 24

antibioticos pertenecientes a 10 familias.

La determinacion del perfil de resistencia transferido a las transconjugantes mostré
gue la clona 103-1 obtuvo 11 (57.89%) del total de las 19 descritas en la donadora
103, la clona 103-2 obtuvo un total de 4 (22.22%) de 18 y la clona 103-3, 7 (38.88%)
de 18 genes de resistencia. Las transconjugantes de la cepa 126, 1 y 3 mostraron
la misma transferencia con 7 (46.66%) genes de 15 descritos en la donadora. Las
clonas 128-1y 3 compartieron el mismo niumero de genes siendo 10 (62.5%) de 16
y para las transconjugantes 2 y 4 se presentaron 9 (56.25%) de 16 genes
transferidos. Para las transconjugantes 1y 2 de la cepa 130 presentaron 6 (33.33%)
de 18 genes, en las clona 3 y 4 se encontraron 7 (38.88%) y 8 (44.44%) genes de
18 respectivamente. Para la cepa 132 se describieron 13 genes de los cuales las 4
clonas obtuvieron todos (100%). La donadora 154 presento 18 genes de resistencia
y sus 4 transconjugantes obtuvieron 12 (66.66%) de ellos. Y por ultimo la donadora
173 presenta 14 genes de resistencia y su transconjugante 173-1 mostro 12 genes
(85.71%), la 173-2 presento 10 (71.42%) y la 172-3 y 4 mostraron 11 (78.57%),
figura 18 y tabla 18.
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Figura 18.- Perfil de resistencia antibidtica de E. coli receptora, donadoras y clonas transconjugantes para cada uno de los 24 antibioticos probados. Aminoglucosidos:
Amikacina (AMK), Gentamicina (GM) y Netilmicina (NET). Beta-Lactamicos: Ampicilina (AMP), Cefalotina (CF), Cefuroxima (CFX), Ceftazidima (CFZ), Cefotaxima
(CTX), Ceftriaxona (CRO), Cefepime (FEP), Aztreonam (ATM), Ertapenem (ETP) y Amoxicilina-Acido clavulanico (AMC). Nitrofuranos: Nitrofurantoina (NIT).
Fosfonatos: Fosfomicina (FOS). Quinolonas/fluoroquinolonas: Norfloxacina (NOR), Ofloxacina (OFX), Ciprofloxacina (CIP), Acido nalidixico (AN) y Levofloxacina
(LVX). Inhibidores de la via folato: Trimetropim/sulfametoxazol (TSX). Fenicoles: Cloranfenicol (C.). Polimixinas: Colistina (CL) y tetraciclinas: Tetraciclina (TE).

Tabla 17.- Perfil de resistencia antibiética de E. coli receptora (J53), donadoras (103-I, 126-I, 128-I, 130-I, 132-I, 154-1 y 173-I) y clonas transconjugantes (1-4) para
cada uno de los 24 antibiéticos de 10 familias probados. En colores fuertes se aprecia el perfil de las cepas donadoras y en el mismo todo, pero claro los perfiles de

77




la clonas transconjugantes (1-4) en cada caso. En la Ultima columna se aprecia el nimero de marcadores de resistencia que fueron transferidos en cada clona
transconjugante respecto a su cepa donadora. Resistencia (+) y sensibilidad (-).

B-lactamicos Otras
Aminoglucddisn Penicili | CEF 1ra y 2da Monobacta | Carbapene | Penicilinatink | Nitrofur | Fosfon Inhibidores de la | Fenico | Polimix | Tetraci
nas gen (L b0 R ‘ micos micos ibidor anos atos B wia folato les inas clinas
Recepiom,
donadora y
FANSCONUES Aesistendias
transferidas
s AME GM MET AMP CF CFX CFZ LT | CRO FEP AT ETP AMIC HIT FOS HOR OFX | ap AN LV TSH C L TE al
danador
153 - - - - - - NA
103 - + + + + + + + + + - + + + + n ¥ + + + + 19
103-1 - + + + + + + + + - + + + 11
103-2 = + - + + g B 3
103-3 - + - + + + + g B n 7
125-1 = + + + + + . B = S S + = = + 7
1263 - + + + + + - - c - - + - - + 7
128-1 - + + + + + + - - - 5 5 + + + + 10
128-2] - + + + + + + - 5 c - - - + + + [
128-3 = + + + + + + = = = = = + + + + 10
128-4 = B . + + + + + + B = = = = = = = B = B + + = + L]
130-1 = B B + + + + + = B = = + = = = = B = B = = = B §
130-2 = + + + + + + = = = = = = = = §
130-3 - + + + + + + = - + = = = - = 7
130-4 - . . + + + + + + + + - = - - = = . = . - = - . [
132-1 - + - + + + + - + - - - + - - + + = + = - - - + 13
132-2 - + - + + + + - + - - - + - - + + = + = - - - + 13
132-3 - + - + + + + - + - - - + - - + + = + = - - - + 13
132-4 - + - + + + + - + - - - + - - + + = + = - - - + 13
154-1 - + - + + + + + + + + - - - = - - - - - + - - + 13
154-2 - + - + + + + + + + + - - - £ - - - + - - + 12
154-3 - + - + + + + + + + + - - - £ - - - + - - + 12
154-4 - + - + + + + + + + + - - - = - - - - - + - - + 11
173-1 - - - + + + + + + + + - - - - - - - + - + + - + 12
173-2 - - + + + - + + + + - - - - - - + + - + 10
173-3 - - + + + - + + + + - - - - - + + + - + 11
173-4 - - + + + + + + + + - - - - - - + + - + 11




En resumen, se observé que las clonas transconjugantes recibieron entre 4 (103-2)
a 13 (132-1 a -4) marcadores de resistencia antibiotica y presentaron un total 16
patrones de resistencia. La transconjugante 103-2 fue la que recibio menos
marcadores: CRO, CTX, CFZ Y AMP. Ademas las 4 transconjugantes de la cepa
132 poseen el mismo perfil de resistencia que su donadora con un fenotipo de 13
marcadores de resistencia: TE, LVX, AN, CIP, OFX, NOR, AMC, CRO, CFZ, CFX,
CF, AMP y GM (tabla 18).

Los resultados del analisis de las 25 transconjugantes del porcentaje de resistencia
para por cada uno de los antibiéticos fueron los siguientes: AMP (100%), CRO
(96%), CFX (96%),CF (96%), CTX (84%), CFZ (84%), TE (72%),TSX (52%), ATM
(40%), C (40%), AN (40%), FEP (40%), GM (32%), AMC (28%), NOR (16%), OFX
(16%), NIT (16%) FOS (16%), CIP (16%), LVX (16%), NET (0%), AMK (0%), ETP
(0%), y CL (0%) como se muestra en la figura 19. El fenotipo de resistencia que mas
se transfirié fue para los B-lactamicos (84-100%), seguido del de tetraciclina con un

72% y del de trimetropin-sulfametoxazol con un 52% Figura 19.
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Figura 19.- Porcentaje de resistencia antibiética en las transconjugantes de cada uno de los antibi6ticos
descritos Aminoglucosidos: Amikacina (AMK), Gentamicina (GM) y Netilmicina (NET). Lactamicos: Ampicilina
(AMP), Cefalotina (CF), Cefuroxima (CFX), Ceftazidima (CFZ), Cefotaxima (CTX), Ceftriaxona (CRO), Cefepime
(FEP), Aztreonam (ATM), Ertapenem (ETP) y Amoxicilina-Acido clavulanico (AMC). Nitrofuranos:
Nitrofurantoina (NIT). Fosfonatos: Fosfomicina (FOS). Quinolonas/fluoroquinolonas: Norfloxacina (NOR),
Ofloxacina (OFX), Ciprofloxacina (CIP), Acido nalidixico (AN) y Levofloxacina (LVX). Inhibidores de la via folato:
Trimetripim/sulfametoxazol (TSX). Fenicoles: Cloranfenicol (C.). Polimixinas: Colistina (CL) y tetraciclinas:
Tetraciclina (TE).
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Adicionalmente se realizé la determinacion de la clasificacion de resistencia para
las transconjugantes de acuerdo con Magiorakos y cols, 2012, encontrando que el
96% de las transconjugantes son multidrogo resistente ya que fueron resistentes a
mas de 3 familias de antibidticos y el 4% restante fueron clasificadas como no
multidrogo resistente debido a que solo fueron resistentes a 2 de las familias de

antibidticos, figura 20.

Transconjugantes no
MDR 4% (1)

H Transconjuigantes MDR

B Transconjugantes no MDR

Transconjugantes
MDR 96% (24)

25 transconjugantes
(100%)

Figura 20.- Clasificacion de resistencia de 25 transconjugantes obtenidas de 7 cepas de UPEC donadoras:
Multidrogo-resistente (MDR y no multidrogo-resistente (NMDR).

8.7.- Caracterizacion del perfil plasmidico de transconjugantes

Para la caracterizacion de plasmidos solo se identific6 el nUmero de bandas
plasmidicas presentes en cada una de las cepas transconjugantes, figura 21. La
mayoria de las transconjugantes recibieron una banda plasmidica, solo la 130-2 y
154-2 recibieron dos bandas y la 154-3 recibié 3 bandas plasmidicas. La
transconjugante 4 de la cepa 154 presento 2 bandas y la transconjugantes 3 de la
cepa donadora 130 mostraron 2 bandas plasmidicas. Siendo la transconjugante 3
de la cepa donadora 154 la que presento 3 bandas plasmidicas y la
transconjugantes 2 de la cepa donadora 130 mostro 2 bandas, 22 de las

transconjugante solo mostraron una, figura 22. Todas las bandas encontradas en

80




las clonas transconjugantes corresponden en tamafo a la(s) presente(s) en su cepa
donadora correspondiente.
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Figura 21.- Perfil plasmidico de cepas de E. coli donadoras y sus transconjugantes. Electroforesis en gel de
agarosa all% representativo del analisis de cepas donadoras y sus transconjugantes A: Obtencién de bandas
plasmidicas mediante electroforesis de las muestras de extraccion plasmidica de: E. coli EDL933 (EDL), cepa
donadora 130-1 y 132-1 y sus respectivas transconjugantes 130-1, 130-2, 130-3 y 130-4 junto con 132-1, 132-2,
132-3 y 132-4, se utiliz6 marcador de 1kb. B: Obtencion de bandas plasmidicas mediante la electroforesis de
las muestras de extraccién plasmidica de: E. coli EDL933 (EDL), cepa donadora 103-1, 126-1 y 128-1 sus
respectivas transconjugantes T1, T2, T3 y/o T4 respectivamente se utiliz6 marcador de 100pb.
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Figura 22.- Numero de bandas plasmidicas observadas en donadoras, receptora y transconjugantes.
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Se realiz6 la determinacion del tamafio de las bandas plasmidicas considerando
como referencia las bandas del marcador de peso molecular y los dos plasmidos de
la cepa EHEC EDL933 con peso molecular 92kb y 2 kb. Se encontr6 que los
plasmidos mas grandes en las transconjugantes rondaban en los 92kb en las cepas
donadoras 103, 126 y 128 y el plasmido mas pequefio de 1.083 kb en la cepa 154.
En las transconjugantes se mostré que los pladsmidos grandes se encontraron en
103-1,103-2,103-3, 126-1, 126-3, 128-1, 128-2, 128-3, 128-4, 130-1, 130-2, 130-3,
130-4 y 154-4 y el plasmido mas pequefio se observé en la clona 154-3 con un
tamafo de 437 pb figura. El plasmido méas pequefio de 1,083 pb en la cepa 154-I.
En las transconjugantes se mostré que los plasmidos grandes se encontraron en
103-1,103-2,103-3, 126-1, 126-3, 128-1, 128-2, 128-3, 128-4, 130-1, 130-2, 130-3,
130-4, 154-1, 154-2 y 154-4, figura 23.
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Figura 23.-Tamafio (pb) y nimero de las bandas plasmidicas encontradas en donadoras, receptora y transconjugantes.

120,000

100,000

80,000

60,000

Tamano de banda plasmidica (ph)

40,000

20,000

0

WBandal

® Plasmido 2
® Plasmido 3
u Plasmido 4
W Plasmido 5
® Plasmido 6

B Plasmido 7

153

103-1  103-1 103-2 103-3 126-1 126-1 126-3 1281 128-1 128-2 128-3 1284 130-1 130-1 130-2 130-3 130-4 132 132-1 132-2 132-3 132-4 154-1 154-1 154-2 1.;4—3 154-4  173-1
92,000 92,000 92,000 92,000 92,000 88,933 88,933 92,000 88,933 88,933 88,933 88,933 93,069 90,395 90,395 90,395 90,395 7,000 7,000 7,000 7,000 7,000 95,325 95,325 95325 8,928 95,325 9,285
27,735 88,933 88,933 90,395 93,069 8,928 1,490 8,035
23000 32,470 10,000 7,678 1,083 1964
7,666 29,764 9,090 6,607
4,791 5,270 7,500 1,490

6727 1,083

3,545

Pesos y nimero de plasmidos
mBandal MPlasmido2 ®™Plasmido3 w®Plasmido4 ®Plasmido5 ®Plasmido6 W Plasmido7

173-1 173-2 173-3 1734
9,285 8,035 9,285 1,964

85




9.- Discusion
9.1.- Deteccién de genes MOBr12 y traT

El presente estudio tuvo como objetivo determinar las propiedades de transferencia
de un cepario UPEC de los factores de virulencia y resistencia por conjugacion

aisladas de varones.

En este estudio usando las 24 cepas de UPEC obtenidas de varones, el gen traT
se encontr6 en el 62.5% (15 de las 24 cepas). Estos resultados concuerdan con
Rijavec quien en 2006 usando 110 aislados de UPEC procedentes de pacientes con
ITU de la comunidad en el 2002, identific6 este gen en los distintos filogrupos que
trabajo en un 57.27% (n=63), Zangane y cols. en el 2021 trabajo con 12 cepas de
UPEC obtenidas de procesos de conjugacion con caracteristicas de resistencia a
carbapenémicos, en el cual, lo reporta con el 66.7% (8) de los aislados, y Muller et
al., 2016 usando 207 cepas de E. coli de diferente procedencia encontré que traT
en un 55% (n=114). El gen traT forma parte de los plasmidos conjugativos, codifica
una proteina de membrana que impide la formacion del par conjugativo cuando las
células donadora y receptora poseen un plasmido del mismo grupo de
incompatibilidad. En el caso del gen MOBr12 se encontro en un 54.16% (13 de las
24) del cepario. Respecto al analisis de la presencia de traT y MOBr2 se observo
gue 13 (54.16%) de estas cepas presentaron ambos genes, 9 (38%) no presentaron
ninguno de los genes y 2 (8%) mostraron solo el gen traT. Es conocido que el
producto de traT es una lipoproteina localizada al exterior de la membrana, cuyo
gen se encuentra en algunos plasmidos colV y en plasmidos de incompatibilidad F
y cuya expresion ha sido ligada a mejorar la resistencia al suero ya que inhibe la via
de la actividad del complemento (Hasan et al., 2022). Ademas, los genes MOB se
han caracterizado por ser una de las caracteristicas de los plasmidos conjugativos,
ya que codifica para una relaxasa, encargada del procesamiento del DNA
conjugativo, por ello, los plasmidos con estas capacidades son autotransmisibles
(Pilar et al., 2015). Ademas, en el caso particular de MOBF12 se ha demostrado que
su papel esta relacionado con la transferencia de genes de resistencia entre

bacterias, ya que se ha reportado en un 96% de los aislados resistentes a 3
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antibidticos y que albergan pladsmidos conjugativos con MOBF12 (Suhartono & Savin,
2016).

Uno de los criterios para realizar ensayos de conjugacion es tener un marcador de
seleccion tanto para la cepa donadora como para la receptora. En este estudio las
13 cepas de E. coli tra y MOBFr12 positivas son resistentes a ampicilina, por otra
parte, la receptora es resistente a azida de sodio por lo que las pruebas de
concentracion minima inhibitoria a azida de sodio realizadas a las cepas donadoras
y de ampicilina para la cepa receptora (J53) fue el primer paso para determinar la
susceptibilidad a azida y resistencia a Amp de las cepas donadoras y resistencia a
azida y susptibilidad a ampicilina de la cepa receptora y las concentraciones mas

adecuadas para seleccionar las clonas transconjugantes Ap', Azida'.

9.2.- Perfil de resistencia a azida de sodio

Uno de los criterios para realizar los ensayos de conjugacion es mediante un
marcador de seleccion, tanto para la cepa donadora como para la receptora. En
este estudio las 13 cepas de E. coli tra y MOBFi12 positivas son resistentes a
ampicilina, por otra parte, la receptora es resistente a azida de sodio por lo que las
pruebas de concentracion minima inhibitoria a azida de sodio realizadas a las cepas
donadoras y de ampicilina para la cepa receptora (J53) fue el primer paso para
determinar la susceptibilidad a azida y resistencia a Amp de las cepas donadoras y
resistencia a azida y susceptibilidad a ampicilina de la cepa receptora y las
concentraciones mas adecuadas para seleccionar las clonas transconjugantes (Ap',
Azida") fue el primer paso para determinar dichos marcadores y las concentraciones

mas adecuadas para seleccionar las clonas transconjugantes.

Los resultados de resistencia de azida de sodio permitieron seleccionar 7 de las 13
cepas de E. coli uropatégena aisladas de pacientes de varones con ITU y que
mostraron niveles de sensibilidad cuando se sometieron a concentraciones de 150
Mg/ml de azida de sodio. Para el caso de la receptora se sometid al mismo proceso,

pero, utilizando ampicilina como farmaco de seleccion y se observé una sensibilidad
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a ampicilina desde los 100 ug/ml. Lo cual nos permitié tener un sistema de presién
selectiva para lograr obtener nuestras transconjugantes. En el caso de este trabajo
para la obtencion de las transconjugantes fue mediante el empleo de la proporcién
1D:1R las cuales fueron mezcladas y llevadas a incubacién en placas de LB
adicionado con ampicilina desde 100 pg/ml y azida de sodio a 150 pg/ml durante un
periodo de 24 a 48 horas como méximo. De acuerdo con Kong et al., 2018 usando
una metodologia de conjugacion similar para la obtencion de transconjugantes,
utilizaron a E. coli J53Az" como receptora y E.coli HK 01 resistente a meropenem
como donadora. Ambas cepas se combinaron en caldo LB sin antibiético para
ensayos de conjugacion en un proporcion 1D:2R, a 37 °C durante 16 h. Para la
seleccion de transconjugantes se emplearon placas de LB con azida de sodio (100
pg/ml) y diferentes concentraciones de meropenem (0,12, 0,5, 1 y 2 yg/ml). La
seleccion de las transconjugantes se mantuvo en concentraciones de meropenem
al 0,12 pg/ml. Ya que se ha observado que el proceso de presion selectiva forma
parte esencial para la seleccion y expresion fenotipica de las resistencias
transferidas por parte de las cepas donadoras a las transconjugantes en los
procesos de conjugacion. Ademas, las proporciones casi idénticas en relacion a la
donadora y la receptora amplia la posibilidad de incrementar los casos de

conjugacion (Gullberg et al., 2011; Lopatkin et al., 2016).
9.3.- Ensayos de conjugacién

En el 2020 de acuerdo con Pérez y cols. seleccionaron 150 cepas de E. coli aisladas
de varios lugares de los cuales fueron en: humanos siendo 13 cepas de pacientes
sanos y 36 aislados de casos clinicos, 48 de productos alimenticios, 20 de piensos,
33 de rios y plantas de tratamiento de aguas residuales. Las cepas donadora y
receptora fueron cultivadas en medio BHI y se obtuvo una concentraciéon
aproximada de 1.0x10° UFC/ml. La conjugacion se realizé con 70 cepas sensibles
a estreptomicina empleando el uso del medio de seleccion, donde se cultivaron las
cepas donadoras y receptora para mezclarse en relacion 1:1 siendo incubadas a 37
°C. Las transconjugantes se seleccionaron en agar TSA con estreptomicina (100

g/ml) y ampicilina (30 g/ml) para inhibir el crecimiento de la cepa donadora y
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receptora. Siendo este procedimiento uno de los més factibles para la seleccion de
transconjugantes. De acuerdo con lo anterior los procesos llevados de conjugacion
en este trabajo fueron similares a lo realizado y descrito a lo antes mencionado,
pero con la implementacion de la metodologia para la conjugacion (Tema 7.3). Los
resultados de los ensayos realizados en este trabajo mostraron frecuencia de
conjugacionde 12 X10°, 140X10°y 133X10°, de 0.2 X 101y 39.7 X 10? y, por ultimo,
de 7.93 X 10?, 2.21 X 10%y 2.05 X 102. Quiza la diferencia en el caso de Pérez y
cols. en el 2020 con el valor de su UFC fue la procedencia de las cepas, ya que casi
la mayoria eran de pacientes sanos, productos alimenticios, piensos rios y plantas
de tratamiento y solo el 24% fueron de aislado de casos clinicos con ITU. Con lo
cual podria ser la diferencia a la hora de desarrollar en procesos in vitro. Otro caso
como en el de Kong et al., 2018 quien utilizo dos cepas para conjugacion: la E.coli
HK-01 como donadora y E.coli J53 como receptora las cuales fueron mezcladas en
medio LB si antibidtico en una proporcion de 1D:2R En este estudio se realizaron
varios ensayo en distintas concentraciones y se obtuvieron varias frecuencia desde
1.8x1083, 1.8x104, 2.7x10°y 2.1x108 (Kong et al., 2018). Las transconjugantes fueron
seleccionadas en placas de LB con azida de sodio a 100 pg/m y a concentraciones
de meropenemdel 0.12 pg/ml. Comparado al trabajo presente una de las diferencias
podria radicar en el aumento de la proporcion siendo 1D:2R para el donador y
recipiente; con lo cual podriamos inducir de que al tener mayor numero de células
receptoras y menor numero de donadoras existe un incremento en la UFC ya que
tendrian una mayor posibilidad de contacto (conjugacién) con lo cual significaria

mayores valores en la UFC.
9.4.- Identificacion de transconjugantes por grupo filogenético

Con la finalidad de caracterizar las clonas transconjugantes obtenidas de los 7
ensayos de conjugacion se realizd la identificacion filogenética de las
transconjugantes se obtuvo mediante el esquema de trabajo propuesto por
Clermont et al., 2013, donde se determinan los distintos grupos filogenéticos y su
clasificacion. Se determind el filogrupo de la cepa receptora (J53) y se conocia en

de las donadoras del cepario procedente del I.S.S.S.T.E (Huelgas, 2020) pero en
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este estudio se confirmé. Se identifico el filogrupo A para la cepa receptora (J53),
para las cepas E. coli 103-l, 126-I, 128-1 y 130-I fueron filogrupo B2, la cepa
donadora 132-1 pertenece al filogrupo A, la cepa 154-1 al D y la cepa donadora 173-
| al clado C1 (clado 1). Las 28 transconjugantes obtenidas fueron sometidas a este
mismo ensayo para determinar su filogrupo y confirmar si eran verdaderas
transconjugantes, obteniendo que un 89.28% (25 de 28) de las clonas cumplen con
el grupo filogenético A de la receptora, el resto fueron descartadas. Zangane y cols.
en 2021 al igual que en este trabajo realizo la misma identificacion proporcionada
por Clermont et al., 2013 siendo los siguientes genes identificados: arpA, chuA and
yjaA, y TSPE4.C2, para después identificar mediante la expresion de estos genes

identificar el tipo de filogrupo perteneciente a cada cepa A, B1, B2, C, D, E and F.
9.5.- Analisis de fragmentos de virulencia en transconjugantes

Los fragmentos de virulencia determinados en las transconjugantes mostraron una
distribucion variable, ya que no todas las clonas mostraron la misma cantidad ni tipo
de factor de virulencia, respecto a su donadora. La transconjugante 128-1 fue la que
mas genes adquirid de su donadora con un total de 8 (papGill, iha, papA, satA, satP,
hlyA, cnf-1 y iucD) de los 10 (papGill, iha, papA, satA, satP, hlyA, cnf-1, vatP, vatA
y iucD) genes vistos (80%) que posee la cepa 128-1 y para las transconjugantes con
menor nimero de genes transferidos de todas las transconjugantes estudiadas
fueron de la cepa 124-l, siendo las transconjugantes: 128-2, 128-3 y 128-4 que
presentaron 1 de los 10 genes (10%). Para las transconjugantes que no obtuvieron
factores de virulencia de acuerdo con los que se observaron de su cepa donadora
103-1 fueron las transconjugantes 103-1, 103-2 y 103-3. El porcentaje de
transferencia de genes en las transconjugantes de manera general fue la siguiente:
para adhesinas la mas observada fue papGll 4%, iha 4% y papA 4% y el gen que
no se observo fue papGllIl con un 0% para el resto de las adhesinas se encontraron
en 4% de las clonas. Para los genes de toxicidad fue del: 40% para satA, 36% de
satP siendo lo mas altos y en menor porcentaje: hlyA 4% y cnf-1 4% los restantes
genes no se encontraron. El gen del flagelo fliC no se observo y en el caso del

captador de hierro iucD se observo con el 52%. Nuestros resultados son similares
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con Kuznetsova y cols. en 2022 presentaron una coleccion de aislados de UPEC,
siendo un total de 93 muestras colectadas de orina de pacientes con ITU sintoméatica
proveniente de la clinica urbana del hospital No. 4 en Rusia, Perm dentro del 2015
y 2017. En este estudio se estudiaron las 93 muestras en base a los patrones de
resistencia y sensibilidad para realizar ensayos de conjugacion, se seleccionaron
29 cepas seleccionadas de UPEC las resultantes como candidatas para ensayos
de conjugacién. En el andlisis de las transconjugantes se observé que en 21 (72.4%)
de las 29 transconjugantes adquirieron el gen de adherencia fimH, en 10 (34.48%)
de las 29 el gen papC, y para cnf-1 e hlyA en 6 (20.68%) de las 29. La variacion
podria estar dada por la diversidad del nicho del que procede el microorganismo ya
gue son cepas estudiadas de la region de Rusia por los cuales tendria sentido
mencionar que sus caracteristicas son particulares para esa zona a comparacion
de las aisladas de la region de México, Puebla o quiza siendo una de las causas por
las cuales algunos genes no se mostraron en mayor cantidad como en los estudios
realizados por parte de Kuznetsova sea la capacidad de la cepa receptora de lograr
expresar o sintetizar los genes. Ya que se ha observado que algunas no logran
expresarlos y quiza esto sea debido a la falta de afinidad por alguna de las proteinas

reguladoras como las proteinas SSB o DNA polimerasas.
9.5.1.- Puntaje de virulencia de los genes completos en transconjugantes

El andlisis de las clonas con mas transferencias de genes que codifican para FV
completos mostro que las clonas 128-1 obtuvo un 85.71% de genes de virulencia
completos y las transconjugantes 173-1, 173-2, 173-3 y 173-4 con el 50% y en
menor medida las clonas 128-2, 128-3 y 128-4 no presentaron transferencia. Para
los genes mas frecuentes de adhesinas estan: papA+papGll 4%, iha 4% y por el
contrario el gen completo papA+papGlll que no se encontré. Para los factores de
virulencia productores de toxinas: satA+satP 20%, hlyA 4%, cnf-1 4% y vatA+vatP
gue no se observo. El factor de virulencia flagelar fliC no se observo y para el factor
de captacién de hierro iucD se midi6 en un 52%. Como podemos observar son
genes que codifican para adhesinas y toxinas, en el presente estudio ademas

encontramos que las clonas adquirieron por conjugacion el gen que codifica para
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aerobactina un sideréforo que se ha reportado como importante para la captacién
de hierro en cepas UPEC.

9.6.- Andlisis del perfil de resistencia antibidtica en transconjugantes

De todas las transconjugantes se observo que una transconjugante (103-1) obtuvo
el 57.89% los marcadores fenotipicos de resistencia antibidtica respecto a su
donadora 103-l, la clona 103-2 con un 22.22% y la cepa 103-3 presentando un
38.88% de los genes de resistencia encontrados en la donadora. Las
transconjugantes 1 y 3 de la cepa 126-1 mostraron un 46.66% descritos en la
donadora. Las clonas 128-1 y 3 compartieron el mismo namero de genes siendo el
62.5% y para las transconjugantes 2 y 4 recibieron el 56.25% genes de resistencia.
Para las transconjugantes 1y 2 de la cepa 130-I se recibieron el 33.33% de genes,
en las clona 3y 4 se encontré en 38.88% y 44.44%. Para la cepa 132-1 todas las
clonas obtuvieron el mismo fenotipo de resistencia que su donadora. La donadora
154-| presento 17 genes y sus 4 transconjugantes obtuvieron el 66.66% de ellos. Y
por ultimo la donadora 173-1 presento 13 genes de resistencia y su transconjugantes
como en el caso de la clona 173-1 mostro el 85.71% de genes, la 173-2 presento
71.42%y las clonas 172-3 y 4 mostraron el 78.57%.

Ademas se observo que el resistotipo de las transconjugantes de la cepa 132-1 fue
similar a la donadora (LVX, AN, CIP, OFX, NOR, AMC, CRO, CFZ, CFX, CF, AMP,
GM y TE) el cudl es el resistotipo mas extendido ya que presenta resistencia a 13
antibidticos degradados de los 24 analizados, las clonas de la donadora 154
adquirieron 12 resistencias (TSX, FOS, ATM, FEP, CRO, CTX, CFZ, CFX, CF, AMP,
GM y TE) lo mismo con la transconjugante 173-1 (C, TSX, AN, ATM, FEP, CRO,
CTX, CFZ, CFX, CF, AMP y TE), para las cuales el 60% de sus transconjugantes
fueron resistentes a mas de 10 antibidticos y el otro 40% presento una menor
resistencia antibiotica ya que solo presentaron < 9 resistencias antibiéticas Por el
contrario, el resistotipo menos amplio se encontré para la clona 103-2 con un perfil
de resistencia a 4 antibiéticos (CRO, CTX, CFZ Y CFX). Los resultados del andlisis
del perfil de resistencia para las 25 transconjugantes mostraron que los mayores

porcentajes de resistencia son para los antibidticos de Ampicilina (AMP) con el
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100% de resistencia, ceftriaxona (CRO) con el 96% de resistencia antibidtica,
ceftazidima (CFX) por igual y por ultimo cefalotina (CF) con el 96%. En los
porcentajes menores se observaron los siguientes farmacos: Norfloxacina (NOR)
con el 16%, Ofloxacina (OFX) con el 16%, nitrofurantoina (NIT) con el 16%,
Fosfomicina (FOS) con el 16%, ciprofloxacina (CIP) con el 16% y levofloxacina
(LVX) por igual. Y aquellas resistencias que no se lograron transferir fueron para los
antibidticos: Netilmicina (NET), amikacina (AMK), ertapenem (ETP) y colistina (CL),
la resistencia del resto de los antibidticos oscilo en los porcentajes de los 28 a 84%.
estos resultados concuerdan con Shafig y cols. en el 2023 trabajo con 409
aislamientos de E. coli de los cuales se catalogaron con betalactamasas de espectro
extendido a 216 aislados. Los aislamientos fueron obtenidos de 26 departamentos
diferentes de un hospital en los periodos de Mayo y Septiembre del 2021
provenientes de China encontrando las siguientes porcentajes de resistencia
antibidtica:: CXM (100%) CRO (97.68%), LEV (68.51%), SXT (65.74%), FEP
(56.48%), CAZ (37.50%), FOX (15.27%), AMC (10.18%), SCF (8.33%) y TZP
(6.48%). Ya antes mencionado compartimos una relacion con el valor del
carbapenémico ceftriaxona (CRO) con el 96% de resistencia antibidtica
considerando que puede deberse porque los organismos son aislados de
nosocomios principalmente; aunque el resto de los valores de los demas farmacos
no coincidan quiza por el origen de la muestra ya que estos son de aislado de China.
Kuznetsova y cols. en 2022 encontraron que los valores de resistencia a beta-
lactamicos era de un 79.31% ademas de que se encontraron clonas con resistencia
a fluoroquinolonas con el 62.07%. Para las clasificaciones de resistencia antibiotica
de las clonas se distinguieron en dos grupos de acuerdo con los resultados
previamente descritos en los ensayos de Kirby Bauer, siendo el 96% de las clonas
transconjugantes multidrogoresistentes y el otro 4% fueron catalogadas como no
multidrogo resistente. Raeispour, M. & Ranjbar, R. en 2018, en un periodo de 6
meses estudiaron un total de 60 cepas de E. coli aisladas de sujetos de estudio y
distinguidos por genero y locacion en el cual el 100% de los aislados fueron
catalogados como multidrogo resistente. Durante el 2018, Ramirez y cols. realizaron

un estudio con ciento diez muestras recolectados de pacientes con una ITU
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procedentes del Hospital Miguel Hidalgo, en Aguascalientes, México durante el
periodo de Junio a Noviembre de 2012 y el rango de edad oscilo desde recién
nacidos y adultos de 91 afos. En el caso de la alta frecuencia de resistencia se
observé en trimetoprima- sulfametoxazol (72,7%), ampicilina (70,9%), ampicilina-
sulbactam (55,5%), piperacilina-tazo-bactam (55,5%), ciprofloxacina (47,3%) vy
levofloxacina (43,6%). El 87% de los aislados fueron resistentes a un antibidtico y
el 63.3% (70) fueron multidrogo resistentes, y estos, presentaron resistencias a
ampicilina (85,7%), trimetoprima-sulfametoxazol (84,3%), ampicilina-sulbactam
(77,1%), piperacilina-tazobac-tam (77,1%) y ciprofloxacino (70%). Los resultados de
las resistencias a antibidticos son similares, por lo cual, se puede relacionar con la
presencia de genes BLEE ya que suelen ser los causantes de estas propiedas de
resistencia, dando paso a microorganismos MDR como los que trabajamos, ya que
suelen ser transferidos por los procesos de conjugacion. Ademas de que nuestros
datos de resistencia a ampicilina (AMP) 100% de resistencia, ceftriaxona (CRO) con
el 96% de resistencia antibiotica, ceftazidima (CFX) por igual y por ultimo cefalotina
(CF) con el 96%. Muestra que hay una relacion mayor de resistencia en las zonas
de México, ya que si no son los mismos presentan otras resistencias altas en sus
estudios y que como en este trabajo dicha resistencia podria estar dada por el
género, ya que se ha visto que en varones suelen estar microorganismos con mayor

resistencia a los farmacos.
9.7.- Caracterizacion del perfil plasmidico en transconjugantes

Los pesos de los plasmidos mostraron gran variedad de tamafos de los cuales se
observo que los mas comunes fueron plasmidos grandes que rondaban en los 95y
88 kb donde 3 de las transconjugantes 103-1, 103-2 y 103-3 presentaron plasmidos
de 92 kb y los plasmidos de 88.9 kb los presentaron las colonas 126-1y 126-3 junto
con las transconjugantes de la donadora 128-l, los tamafios de las bandas
plasmidicas de las transconjugantes 130-1, 130-3 y 130-4 fue de 90 kb y la clona
130-2 presento 2 plasmidos de 93 kb y 90 kb, las clonas de la donadora 132-I
presentaron un solo plasmido de 7 kb, la clona 154-3 presento 3 plasmido de 8.9

kb, 1.4 kb y 1 kb y la clona 154-4 presento un plasmido de 95.3 kb y el resto de
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transconjugantes de la 154-1 de 95.3 kb y por ultimo las transconjugantes de la cepa
173-1 empezando por las transconjugantes 173-1 y 3 presentaron un plasmido de
9kb, la 173-2 de 8 kb y 173-4 de 1.9 kb. Wang y cols. en el afio del 2013 realizaron
un trabajo con 87 cepas de E. coli donde 34 cepas de las cuales fueron aisladas de
heces de pacientes saludables y 52 de productos animales en Suiza. Donde 32
cepas fueron seleccionadas para ensayos de conjugacién para analizar, utilizando
como presion selectiva a cefotaxima y rifampicina. Se observo que en 16 de las
transconjugantes poseian plasmidos grandes mayores a los 80kB. Ademas de que
se observo que en una cepa aparecieron 2 plasmidos pequefios de 2y 7 kb. Ya que
esto puede deberse al tipo de plasmido debido a que se ha observado que
dependiendo del tipo de este en el caso podria tratarse de plasmidos IncF que
suelen ser de tamafos grandes y que estan por arriba de los 50 kb. Ademas, se

observo que en la transconjugante 154-3 tenia 2 plasmidos pequefios de 1.4y 1 kb.
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10.- Conclusién

1. Existen cepas poblanas de UPEC aisladas de varones cursando con ITU
capaces de transferir por conjugacién genes que codifican para factores de
virulencia y de resistencia.

2. Las cepas de UPEC son capaces de transferir genes que codifican para
adherencia (papAGill), captacion de hierro (iucD) y toxinas (satAP, hlyA, y
CNF).

3. Una cepa de UPEC fue capaz de transferir el 85.71% de sus genes de
virulencia.

4. Los genes de resistencia a beta-lactamicos de UPEC son los que se
transfieren por conjugacion con mayor frecuencia.

5. La transferencia por conjugacion puede convertir a una cepa
multidrogoresistente.

6. Las bandas plasmidicas conjugativas en UPEC superan los 80kb, pero

también se encuentran entre 1.1 a 9.3 kb.
11.- Perspectivas:

1. Realizar ensayos de campos pulsados para determinar el nimero y
tamafo de los plasmido de las cepas donadoras y sus
transconjugantes.

Identificar qué tipo de PAIls se encuentran en las transconjugantes.

3. Determinar los tipos de BLEE que presentan las transconjugantes.

4. Realizar ensayos para determinar la capacidad de formar
comunidades bacterianas intracelulares de las transconjugantes.

5. Determinar la presencia o existencia de integrones, transposones y

secuencias de insercidn en las transconjugantes.
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