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La Enfermedad Inflamatoria Intestinal (EIl) se define como un conjunto de enfermedades
cuya zona de afeccién abarca al tracto digestivo siendo la regién del colon la region mas
afectada en que se desarrolla una condicion inflamatoria exacerbada, dentro de esta
denominacidn se encuentran padecimientos colitis ulcerosa (CU), colitis cronica idiopatica
(CUCI), colitis microscopica (CM), colitis inclasificada (Cl), reservoritis (R) y la enfermedad
de Crohn (EC). Estas enfermedades son concideradas como multifactoriales debido a que se
les han atribuidos a varios factores el desarrollo y progresion de ésta.

Sin embargo, uno de los factores mas importantes a considerar es la presencia de bacterias
patégenas como lo es Escherichia coli siendo el patotipo adherente invasiva (AIEC) uno de
los responsables de la progresion de la Ell esto debido a su capacidad de internalizarse y
adherirse a los enterocitos formando estructuras como biofilm y escapando de la accién
bactericida de los antibidticos utilizados para tratar la EII.

La Rifaximina es un antibiotico implementado para el tratamiento de infecciones intestinales
debido a la naturaleza del farmaco, su mecanismo de accion se basa en la inhibicion de la
union de la ARNpolll con el DNA bacteriano impidiendo la replicacion. E. coli ha
desarrollado diversos mecanismos de supervivencia como lo son las mutaciones en el gen
rpof3 y en los genes reguladores de las bombas AcrAB-TolC que le permiten continuar su
proceso de colonizacion.

Objetivos

Determinar la resistencia fenotipica de cepas de AIEC a la Rifaximina de muestras de
pacientes con EII.

Analizar secuencia de los genes rpof, marR y acrR para la busqueda de mutaciones.

Realizar una revision bibliografica donde se resalte el papel de AIEC en el desarrollo de la
Ell.

Metodologia

Se analiz6 la concentracion minima inhibitoria (MIC) de cepas 66 de AIEC pertenecientes a
pacientes con EIl mediante la técnica de dilucion en placa con una concentracion de
Rifaximina de 32mg/L.

De manera in silico se utilizaron las plataformas BLAST, Clustal Omega, Expasy, Resfinder
para el analisis 29 secuencias de los genes rpof, marR y acrR de AIEC depositados en el
GeneBank.

Se reviso un total de 145 articulos utilizados para la elaboracion de un manuscrito en el cual
se destaca el papel de AIEC en el desarrollo de la ElI.

Resultados



Tras el estudio de la MIC se encontr6 que 19 cepas presentaron un crecimiento positivo en
medios adicionados con Rifaximina, dichas cepas pertenecen en su totalidad a un mismo
paciente diagnosticado con una ElI.

De manera in silico se encontro la presencia de mutaciones en los genes rpof (3 cepas), marR
(28 cepas) y una delecion al igual que una mutacién en el gen acrR (2 cepas).

Conclusion

Si bien el indice de incidencia de mutaciones de rpof es bajo en comparacion con los
expresados en marR y acrR no se descarta su papel en el desarrollo de resistencia a
Rifaximina debido a que al ser el sitio de accion de dicho antibidtico, los cambios
estructurales provisto por las mutaciones por cambio de aminoacido en su secuencia puede
Ilegar a dar como resultado el fallo terapéutico por parte del antibidtico.

1. Introduccién
1.1. Antecedentes generales

Enfermedad inflamatoria intestinal. Enfermedad de Crohn



El termino enfermedad inflamatoria intestinal (EII) incluye a un grupo de entidades clinicas
que se caracterizan por ser procesos inflamatorios cronicos de etiologia desconocida, y
afectar primordialmente, aunque no de forma exclusiva, al intestino(1). Varias entidades se
engloban en este concepto: colitis ulcerosa (CU), enfermedad de Crohn (EC), colitis

inclasificada (Cl), colitis microscépica (CM) y reservoritis (1-5).

e Lacolitis ulcerosa afecta solo al colon, es una enfermedad predominante en mucosas
(D).

e La enfermedad de Crohn puede afectar cualquier tramo del intestino, aunque su
localizacion maés frecuente es el ileon, sus sintomas fundamentalmente son la diarrea
y/o dolor abdominal. Su clasificacion debe realizarse en orden de su localizacion
(ilecdlica, ileal, cdlica, perianal, o de otras localizaciones), de su patrén clinico
(inflamatorio, estenosante o fistulizante) y de su gravedad (leve, moderada y
grave)(2-5).

e La colitis inclasificada es una entidad inflamatoria del colon que no puede llegar a
clasificarse claramente como CU o EC(1).

e La colitis microscopica engloba un grupo de trastornos histopatolégicamente
diferentes, y probablemente muy comunes, pero que afectan a la mucosa, causando
diarrea cronica. Este tipo de enfermedades a menudo solo son evidentes tras un
estudio cuidadoso de la biopsia(1).

e La reservoritis (poychitis) es una entidad de la mucosa, inflamatoria, que afecta
aproximadamente al 30-50% de los reservorios ileales(6).

Etiologia.

Las Ells son entidades de origen complejo, en las que tienen que ver la interaccion de factores
genéticos y ambientales, en la EC existe evidencia de diversas alteraciones genéticas
puntuales (al menos 71 hasta la fecha)(2-5). EI modelo de transmision es poligénico, entre
los genes identificados hasta el momento se destacan en primer lugar el NOD2/CARD15,

que son especificos de la EC y no se observan en la CU(2-5).

En la mayoria de las ocasiones, las mutaciones y alteraciones identificadas sélo parecen ser

factores contribuyentes, pero en algun caso particular, la mutacién puede ser determinante
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como se ha descrito en un caso infantil. Un cambio en la funcionalidad de la IL10 por una
alteracion genética puntual determinaba una enfermedad que apareci6 en el primer afio de
vida, muy agresiva, sin respuesta a los tratamientos convencionales (uso de antinflamatorios,

antibidticos, inmunosupresores y moléculas antiadhesion)(2-5,7,8).

Entre otros  factores
ambientales, es indudable

la contribucion del

microbioma intestinal, ya

acetato Condicion de eubiosis Condicién de disbiosis .
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Figura 1 Comparacion entre la condicion de eubiosis y disbiosis. Durante la condicion Ie3|ones. Dentro de IOS

de eubiqsis Ia’div.ersidad bacteriana pert?neciente qlmicrobioma intestinal,.mant{'ene géneros que conforman el
un ambiente dptimo carente de factores inflamatorios que comprometan la integridad
de las células intestinales. Por otra parte, al existir una baja de sustancias como microbioma intestinal se
acetato, propionato y butirato que favorecen el crecimiento de firmimcutes benéficos,
ademds la presencia de bacterias patégenas, aumenta el desarrollo de moléculas encuentran los Firmicutes
inflamatorias como lo son II-6, 1I-17 y TNFa creando un ambiente inflamatorio en el

aparato digestivo y favoreciendo el desarrollo de una Ell. (Faecalibacterium y
Imagen creada con Biorrender.com. .
Modificado de Baldelli V. et. al. 2021 Roseburia) Yy los

Bacteriodes (Bifidobacterium)(2,3,5). Los datos procedentes de varios modelos
experimentales confirman que el papel del microbioma intestinal es importante, y que se
observan respuestas diferentes con las diversas especies. Variantes genéticas asociadas con
el riesgo de EC descritas en los Gltimos afios, se relacionan con los mecanismos de defensa
frente a las bacterias, muy particularmente en torno de la fagocitosis de estos
microorganismos(2-5), un mecanismo clave en la relacion entre virus, bacterias, y células
eucariotas, y cuyos fallos pueden resultar en fenotipos muy similares a la EC como se han
citado(2-5).

Clinica
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La localizacion mas frecuente, fosa iliaca derecha, facilita la sospecha con la aparicion de un
dolor abdominal de caréacter célico, entre 60-90 minutos después de la ingesta y que se alivia
tras una fase de borborigmos y expulsion de gases, esto puede sugerir la presencia de una
estenosis en el ileon(2-5,8); probablemente debido al edema de la mucosa, a la fibrosis
consecutiva, a la reparacion cicatricial o a la compresion extrinseca de un asa intestinal por
una masa inflamatoria o un absceso. Los pacientes presentan manifestaciones “perianales”,
amplio concepto que engloba fisuras, fistulas, abscesos, estenosis anales y otras

complicaciones(2,3,8).

La EC puede cursar con complicaciones extraintestinales, alguna de las cuales pueden abocar
a un grave deterioro de la condicion del paciente, pueden agravarse como consecuencia del
uso de corticoesteroides(2-5,8). Otra complicacién de extraordinaria importancia es la
predisposicion a los fenotipos tromboembolicos, que, si bien son mucho mayores en las fases
de actividad inflamatoria, puede observarse también en las fases relativamente silentes(2—
5,8).

Diagndstico
Los objetivos que debe cumplir el proceso diagnostico son:

1. Excluir enfermedades infecciosas (generadas por bacterias transitorias como
Sallmonella o Vibrio colerae)(2-5,8).

2. Obtener datos que tengan un valor predictivo (positivo o0 negativo) para
respectivamente confirmar o excluir una EI1(2-5,8).

3. Valorar la extension y la gravedad de la Ell; en caso de un inicio de la EC es
primordial excluir el absceso(2-5,8).

4. Evaluar factores de riesgo individualmente que pueden predisponer a una mayor
toxicidad del tratamiento, con especial énfasis en la prevencion de algunas

complicaciones infecciosas (2-5,8).

La analitica es esencial en el diagnostico diferencial, pero su mayor utilidad reside en valorar
la gravedad y las complicaciones de las EIll, y en ocasiones en la seguridad de los
tratamientos. No se puede establecer un diagnéstico de EC sin asegurar la negatividad de los

datos, especialmente cuando se trata de un primer brote inflamatorio(2-5,8).
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El uso juicioso de las exploraciones complementarias tiene como objetivos: establecer el
diagnostico, valorar la actividad, valorar la extension y valorar las complicaciones(2-5,8).

Tratamiento

Para el tratamiento de las Ell se incluye: manipulaciénes dietéticas, farmacos y tratamiento

quirurgico; algunos aspectos clave de la EC son:

e Se trata de enfermedades cronicas, incurables por lo que a menudo el paciente
requiere tratamiento en periodos asintomaticos(2-5,8).

e En ocasiones el mejor tratamiento es, por el contrario, ningun tratamiento(2-5,8).

o El tratamiento debe de ser individualizado(2-5,8).

Epidemiologia

La EC es un padecimiento que no posee ninguna predileccion entre hombres y mujeres,
ademas de poder aparecer en 2 periodos de la vida de los 20 a 40 afios y el segundo de los 50
a los 60 afios(4,8). En 2018 la frecuencia anual de aparicion fue por ejemplo, en Australia
(29,3/100.000 habitantes), Canada (20,2/100.000), Nueva Zelanda (16,5/100.000) y el norte
de Europa (10,6/100.000); mientras que aquellos paises con mayor prevalencia se encuentran
en Europa (322/100.000), Canada (319/100.000) y Estados Unidos (214/100.000)(3,4). En
2020 hubo una actualizacién de la frecuencia de aparicion de la EC habiendo un aumento en
los casos en las regiones de Norte América (0 - 20.2/ 100,000)(2).
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Actualmente se desconocen los factores exactos que desencadenan la aparicion de la
enfermedad al ser considerada multifactorial; sin embargo, factores genéticos, ambientales,
inmunoldgicos e infecciosos han demostrado ser predisponentes que alteran el estado natural

del tracto digestivo favoreciendo la aparicion de los primeros signos (4).

Factores
Inmunogénicos

Factores Cambio de 7 | gFa:Egress
! enético

intestinales microbiam

Factores
alimenticios

Figura 2 Factores desencadenantes de Ell. El desarrollo de una Ell se ha determinado como de origen multifactorial debido
a que no existe hasta el momento, un factor predisponente unico que desencadene la enfermedad, sin embargo se han
catalogado 4 factores como que en conjunto han demostrado aumentar la probabilidad del desarrollo de una Ell, entre
ellas se encuentran los factores genéticos, alimenticios, inmunoldgicos e intestinales; estos pueden actuar en conjunto de
esta manera creando un ambiente propicio para el inicio de los primeros rasgos de desarrollo de esta enfermedad.
Imagen creada con Biorreder.com.

Este trabajo, De la Torre C. A. 2022.

Factores Genéticos

Estudios revelan la existencia de 71 locus asociados al cromosoma 17 que pudieran contribuir
al desarrollo de la EC debido a alteraciones en los procesos de reconocimiento microbiano y
la respuesta del sistema inmune ante estos estimulos, entre los que destacan los relacionados
con el control de procesos inflamatorios mediado por moléculas como el TNF-o,

interleucinas pro y antinflamatorias, etc. (2-5).
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Cabe resaltar que las mutaciones relacionadas a estos locus se ven reflejadas en la accion de
los receptores de reconocimiento de patrones codificado por NOD2 (CARD15), el gen de
autofagia ATG16L1 y el gen del receptor de IL-23 (IL23R)(2); este cambio en el
funcionamiento repercute en los procesos de reconocimiento y autofagia de bacterias como

Escherichia coli adherente-invasiva (AIEC) favoreciendo el desarrollo de la EC(2-5).

Por otra parte, se ha documentado que estas mutaciones pueden pasar a la descendencia de
personas afectadas por EC ya que en individuos monocigotos la posibilidad de desarrollar la
enfermedad ronda el 35%, esta a su vez teniendo una mayor agresividad y prevalencia. Sin
embargo, esto no se restringe a gemelos monocigotos ya que estudios de agregacion familiar
arrojan que individuos dicigotos a pesar de poseer una probabilidad del 3%, son candidatos

para el desarrollo de sintomas de EC (2,3,5,8).

Barrera intestinal y alteraciones genéticas

La existencia de defectos en los componentes de la barrera intestinal ha demostrado tener
repercusiones bastantes marcadas debido a que este mal funcionamiento puede conllevar a
un constante estado de inflamacion y polimorfismos de susceptibilidad en genes que
codifican proteinas de unién, como E-cadherina, proteina de unién a nucleétidos de guanina
subunidad- a12; asi como las uniones estrechas en células epiteliales, la produccion
defectuosa de péptidos antimicrobianos por parte de la inmunidad innata celular y linfocitos
epiteliales, y expresion alterada de proteinas de unidon, como E-cadherina, B-catenina y
claudinas, generando como consecuencia un aumento en la permeabilidad, caracteristica de
las EIl como la EC(2).

Factores Ambientales

El desarrollo de la EC alrededor del mundo, ha visto la necesidad de encontrar la relacion de
factores existentes en el medio ambiente que pudieran fungir como detonantes de esta
enfermedad, siendo asi que factores como el tabaquismo (siendo una de las mas frecuentes),
la alimentacion propia de cada regién, la contaminacion en el aire, el estilo de vida, los
habitos de higiene entre otros, han demostrado influir las condiciones fisioldgicas del cuerpo,

favoreciendo un ambiente interno inflamatorio como consecuencia de la respuesta a estos
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factores, por ende dando una mayor predisposicion para la aparicion de esta enfermedad
(3,4).

Factores infecciosos e inmunolégicos

El microbioma intestinal ha sido durante muchos afios de estudio una parte importante del
sistema digestivo, ya que al convivir de manera simbiotica con nosotros es capaz de proveer
de beneficios como la produccién de nutrientes generados por el proceso metabdlico de estos
microorganismos (4). Otro papel fundamental es la capacidad de defensa ante
microorganismos patégenos manteniendo al margen el crecimiento de estos en el tracto

digestivo por la competencia que existe por los nutrientes que llegan (4).

Sin embargo, la microbiota normalmente se llega a ver afectada debido a procesos como lo
son las infecciones bacterianas, ya que estas al no ser controladas en primera instancia
inducen a la alteracion de las condiciones naturales de la microbiota, aumentando el nimero
de patdgenos y reduciendo gradualmente el nimero de organismos comensales; ahora bien
el combate de estos organismos dafiinos suele darse por el uso de antimicrobianos que al no
distinguir entre organismo comensal y patdgeno, atacan por igual afectando la homeostasis
de la microbiota intestinal (9). Por ello factores como el abuso en la ingesta de antibidticos,
ha demostrado contribuir al desarrollo de EC, favoreciendo el crecimiento de
microorganismos multidrogoresistentes (MDR), que al no verse afectados por los
antibidticos y tener paso libre (al no tener una regulacion por parte de organismos
comensales), pueden comenzar a producir una respuesta inflamatoria intestinal y dafiar el
epitelio intestinal hasta llegar a desencadenar parte de los sintomas de una Ell y llegar hasta
la EC(9).

Por otra parte, los factores inmunoldgicos también juegan parte importante en el desarrollo
de EC debido a que la desregulacion de esta respuesta puede traer como consecuencia un
ambiente inflamatorio debido a la sobreproduccion y desequilibrio de moléculas como INFa,
IL-17, IL-21 e IL-22, una mayor poblacion de células NK, Thl7 y Thl, asi como la

disminucion de sustancias antinflamatorias como la IL-10 y TGFf(4,9).
E. coli, propiedades generales de enterobacterias

Fisiologia y estructura
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E. coli es un miembro frecuente del género Escherichia, se asocia a multiples enfermedades
incluyendo gastroenteritis e infecciones extraintestinales como las ITU, meningitis y sepsis
(10-12).

Los miembros de la familia de Enterobacterias son bacilos gran negativos, no formadores
de esporas, de un tamafio intermedio (0,3 a 1,0 x 1,0 a 6,0um). Comparten un antigeno en
comun (antigeno comun enterobacteriano)(10,13,14). Todos los miembros pueden crecer
rapidamente de formas anaerobias o aerobias (anaerobias facultativo) en varios medios no
selectivos (sangre) y selectivos (MacConkey). La familia Enterobacteriae tiene unos

requerimientos nutricionales sencillos(10,12-14).

e Fermentan glucosa
e Reducen nitratos
e Catalasa positivo

e Oxidasa negativos

La ausencia de actividad de citocromo oxidasa es una caracteristica importante, debido a
que se puede determinar rdpidamente mediante una sencilla prueba y se utiliza para
diferenciar a las enterobacterias de otros bacilos Gram negativos fermentadores y no
fermentadores (10,12-14). La capacidad de fermentar la lactosa, detectada por cambios
de coloracion en medios de cultivo que contiene lactosa como el agar MacConkey, da un
color rosado-purpura (10,12-14) y la resistencia a sales biliares en algunos medios
selectivos también se han utilizados para separar a los patdgenos entéricos de los
comensales (10,12-14).

El lipopolisacarido (LPS) termoestable es el principal antigeno de la pared celular y esta

formado por 3 componentes(10,12-14).

1. Polisacéarido O (somaético mas externo)
2. Polisacarido central compartido por todas las enterobacterias
3. Lipido A

El nucleo resulta importante para clasificar un microorganismo como un miembro de las

enterobacterias; el polisacarido O es importante para clasificar epidemioldgicamente las
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cepas dentro de una especie y el lipido A del LPS es responsable de la actividad de la
endotoxina, un importante factor de virulencia (10,12-14).

La clasificacion epidemioldgica (seroldgica) de las enterobacterias se basa en 3 grandes

grupos de antigenos (10,12-14).

1. Polisacarido O somatico
2. Antigeno K de la capsula

3. Proteina H de los flagelos bacterianos

Los antigenos O especificos de cada cepa entonces presentes en cada género y especies que
estan muy relacionados, los antigenos K no se usan frecuentemente para tipificar las cepas,
pero son importantes porque pueden intervenir con la deteccion del antigeno O. Los

antigenos H son proteinas flagelares termoestables (10,12-14).

Endotoxinas: son un factor de virulencia que comparten las bacterias Gram negativas
aerobias y algunas anaerobias; depende del comportamiento del lipido A del lipopolisacarido
que se libera durante la lisis celular, muchos procesos que dan paso a la presencia de
infecciones se deben a la actividad del complemento liberando citocinas, provocando
leucocitosis, trombocitopenia, coagulacion intravascular, fiebre, shock y muerte(10,12).

Cépsula: funciona como proteccion para la fagocitosis repeliendo la superficie hidrofébica
de los fagocitos, estos antigenos interfieren en la unién de los anticuerpos a las bacterias y

son poco inmunogenicas o activadores del complemento(10,12).

Variacion de fase antigénica: la expresion de los antigenos O somatico, capsula K y los
antigenos flagelares H estan bajo el control genético del microorganismo, para la proteccion

de la destruccién celular(10,12).

Sistema de secrecidn tipo I11: varias bacterias poseen un mismo sistema efector comdn para
translocar sus factores de virulencia a demas células, actia como una jeringa de alrededor de

20 proteinas que facilitan la transferencia de factores de virulencia(10,12).

Secuestro de factores de virulencia: las bacterias tienen un comportamiento carrofiero con

los nutrientes en condiciones in vivo, el hierro es un factor importante para el crecimiento de
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las bacterias, pero se encuentra adherido a las proteinas hemo, pero las bacterias producen
siderdforos para contrarrestar esta union(10,12).

Resistencia bactericida al suero: la capsula bacteriana puede proteger del efecto del suero
ya que evita la union de los componentes del complemento a las bacterias y su

eliminacion(10,12).

Resistencia antibacteriana: la resistencia puede estar codificada en genes acarreados en

plasmidos que pueden ser transferidos a otras bacterias de este o de diferentes géneros(10,12).

E. coli es un miembro frecuente del género Escherichia, se asocia a maltiples enfermedades
incluyendo gastroenteritis ( E. coli enterotoxigénica, E. coli enteropatégena, E. coli
Enteroagregativa, E. coli productora de toxina Shiga, E. coli Enteroinvasiva y E. coli
Adherente Invasiva) e infecciones extraintestinales como las ITU, meningitis y sepsis(10,12).

Patotipos de E. coli
E. coli enterotoxigénica (ETEC)

La infeccion se adquiere fundamentalmente por el consumo de agua o alimentos
contaminados por heces, la infeccion se produce tras 1-2 dias de incubacion y persiste por 3-

5 dias. Los sintomas son diarrea acuosa no sanguinolenta, colicos, nduseas y vomitos(10,12).

Para que ocurra una infeccion es necesario que la bacteria se una al epitelio a través de
proteinas de superficie y donde elabora 2 tipos de endotoxinas: toxinas termoestables (STay
STh) y toxinas termolabiles (LT-1, LT-I1), que son codificadas en un plasmido transferible.
La toxina termoestable (STa) se asocia también a la enfermedad en humanos y se detecta en
el 75% a 80% de las ECET ya sea sola 0 asociada a la toxina termolabil (TL)(10,12-14). Esta
toxina es un pequefio peptido que se une al receptor transmembrana de guanilato ciclasa que
provoca un aumento del GMPc y por ende produce le hipersecrecion de liquidos y la

inhabilitacion de la absorcion de esta(10,12-14).
E. coli enteropatdgena (EPEC)

Asociada a enfermedades entéricas, posee un grupo de genes de virulencia localizados en
islotes de patogenicidad denominados Locus de esfacelamiento de enterocitos (LEE) (10,12—

14). Las EPEC se subdividen en cepas tipicas y atipicas en funcion de la presencia o no de
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un pldsmido de factor de adherencia de E. coli (EAF)(10,12-14). Su infeccion se caracteriza
por la adhesion bacteriana a las células del intestino delgado con la destruccion de
microvellosidades, y su agregacion determina la funcion de micro colonias mediada por los
pilis formadores de haces(10,12-14).

E. coli Enteroagregativa (EAEC)

Es un grupo heterogéneo de cepas caracterizadas por su auto aglutinamiento en disposicion
de pila de ladrillos dispuestas sobre el epitelio del intestino delgado, los genes que codifican
toxinas (como la Shiga) son variables en la EAEC(10,12-14). Esta es una de las pocas
bacterias asociadas a la diarrea cronica y retraso del crecimiento en nifios(10,12—-14). Una
vez que se adhiere al epitelio se estimula la secrecion de las citocinas lo que condiciona el

reclutamiento de neutréfilos y la progresion directa de diarrea inflamatoria(10,12-14).
E. coli productora de toxina Shiga (STEC)

Todos los grupos de este tipo se caracterizan por la produccion de toxina Shiga 1 0 2(Stx1 o
Stx2), el serotipo mas comun en humanos es el O157:H7, la ingesta de menos de 100
bacterias puede causar enfermedad; la enfermedad va desde una simple diarrea hasta la colitis
hemorragica(10,12-14). La toxina Shiga se adquiere a través de bacteri6fagos lisogénicos,
ambas poseen una subunidad A con 5 subunidades B y estas Gltimas se unen a un glucolipido

especifico de las células del huésped(10,12-14).
E. coli Enteroinvasiva (EIEC)

Son infrecuentes en todos los paises debido a su taza de aislamiento es menor al 10%, las
cepas relacionadas son O: 0124, O: 0143 y O: 0164, las bacterias son capaces de invadir y
destruir el epitelio del colon para producir enfermedad, los genes que median la invasion son
transportados a través de plasmidos (genes plnu) de epitelio al colon, el movimiento en el
citoplasma y en células adyacentes epiteliales con inflamacién producen una ulceracion
colonica(10,12-14).

E. coli Adherente Invasiva (AIEC)

AIEC es un patotipo el cual posee caracteristicas peculiares que logran diferenciarla de los

demas patotipos existentes de E. coli, entre estas caracteristicas destacan su capacidad de
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adhesion y proliferacion en células epiteliales (enterocitos) gracias a la union de AIEC a los
receptores CEACAMBG6 permitiendo su desarrollo hasta lograr formar un biofilm bacteriano.
(10,12-14).

Por otra parte AIEC pose la capacidad de internalizarse en el epitelo intestinal con el fin de
sobrevivir a la accion del sistema inmune asi como de antibi6ticos que pudieran tener accion
en el lumen intestinal, ademas posee la capacidad de replicarse en el interior de células
fagociticas como son los macrofagos, esto gracias a multiples mecanismos de resistencia a la
accion bactericida dada por un ambiente acido (pH bajo) y con presencia de especies
reactivas de oxigeno (ROS) facilitando su supervivencia y colonizacion de demas regiones
del intestino (10,12-14).

AIECy laEC

La EC es una enfermedad multifactorial cuya etiologia involucra factores ambientales,
genéticos, inmunoldgicos e infecciosos(15). Se ha documentado que la prevalencia de las
cepas de AIEC incrementan las lesiones ileales en pacientes con EC (36-52%) comparado
con sujetos de control (6-17%)(15,16). La caracterizacion de las cepas de AIEC ha
demostrado que son capaces de adherirse e invadir las células epiteliales intestinales,
sobrevivir 'y multiplicarse en los macr6fagos e inducir una fuerte respuesta

proinflamatoria(16).

La multiplicacion de AIEC dentro de las células del hospedero esta controlada por autofagia,
un proceso homeostatico responsable de la eliminacion de componentes citoplasmaticos
dafiados o patdgenos intracelulares a través de la via lisosomal(16). Recientes estudios han
demostrado que la via de sefializacion EIF2AK4-EIF2A-ATF4, compuesta por EIF2AK4
(factor de iniciacion de la traduccion eucariota 2 alfa quinasa 4), EIF2A (factor 2 de iniciacion
de la traduccidn eucariota) y ATF4 (factor de transcripcion activador 4 ) induce en las células
epiteliales intestinales el comienzo del proceso de autofagia después de la infeccion con
AIEC, esto con el fin de controlar la replicacion intracelular de AIEC y disminuir la
inflamacion provocada por esta(16). En estas condiciones que pueden considerarse como
estresantes para las células se produce la activacion de EIF2AK4, en respuesta a este proceso
se produce la fosforilacion de EIF2A que en conjunto con EIF2AK4 aumenta la traduccion

de ARNmMm especificos que se sabe que son importantes para la remediacion del estrés como
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lo es ATF4(16). El grupo de trabajo de Bretin et al demostrd que esta via de sefializacion
juega un papel importante para el control de AIEC debido a que ratones eif2ak4 '~ poseian
un proceso de autofagia defectuoso ante la infeccién de AIEC, una mayor colonizacion
intestinal, asi como una inflamacion méas grave provocada por esta bacteria, en comparacion

de ratones wild type(16).
Rifaximina

La Rifaximina es perteneciente al grupo de las Rifampicinas, dicho grupo fue descrito en el
afio de 1957 por Sensi y col., quienes descubrieron su actividad antibidtica en caldos de
cultivo de Streptomyces mediterranei aislado de una muestra de tierra del sur de Francia (17).
De dichos cultivos se obtuvo un grupo de sustancias antibacterianas que fueron denominadas
inicialmente como Rifamicinas A, B, C, D y E. Posteriormente, y por la existencia de una
larga cadena en forma de asa o puente en su forma estructural, la B result6 ser la mas activa
y logré ser obtenida en estado casi puro (17). Posteriormente, y por via sintética, se procedio
a la incorporacion de diversos radicales en la Rifamicina B lo que ha dado origen a las
Rifamicinas semisintéticas que se emplean en la clinica: Rifamicina SV, Rifampicina,

Rifamicina y Rifaximina entre otras(17,18).

La Rifaximina es una molécula original descubierta y patentada por Alfa Wassermann en
1980; una implementacion del método de preparacion, que hizo factible su produccion
industrial, se desarroll6 en 1984(17,18).

Fue aprobada en mayo de 2004 por la FDA para el tratamiento de la diarrea del viajero
causada Unicamente por cepas no invasivas de Escherichia coli en pacientes de 12 afios(19).
La dosis aprobada es de 200 mg 3 veces al dia durante 3 dias, y el medicamento no debe
usarse en casos complicados por fiebre o sangre en las heces o0 en pacientes con diarrea debido
a patogenos invasivos(19). Esta aprobacion se realizd sobre la base de los hallazgos de 3
ensayos clinicos aleatorizados, doble ciego en viajeros con diarrea adquirida en Guatemala,
México, Jamaica y Kenia, en los que se observo una reduccion en la duracion de la diarrea
posterior a la administracion (19), en viajeros que recibieron Rifaximina, en comparacion
con los viajeros que recibieron placebo, o en los que se observé una respuesta equivalente a

la Rifaximina durante todo el tiempo(19).
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La Rifaximina (C43H51N3011, PM = 785,9Da) es un agente antimicrobiano anélogo
estructural de la Rifampicina(17,18). La Rifaximina se obtiene por reaccion entre Rifamicina
O y 2-amino-4metilpiridina(17,18). La Rifamicina O es la forma oxidada de la Rifamicina
B, producto de fermentacion del microorganismo de origen Amycolatopsis
mediterranei(17,18).

La Rifaximina es una nueva molécula antibiética bactericida, con un amplio espectro de
accion sobre bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, tanto aerobias como anaerobias. Su
absorcion en el tracto gastrointestinal es practicamente nula (inferior al 1%), lo que favorece
la concentracion del farmaco en la luz intestinal y, sobre todo, en las heces en forma
activa(19,20).

La elevada concentracion de la Rifaximina en el tracto gastrointestinal da lugar a una eficaz
actividad antibacteriana que erradica las posibles especies patdgenas presentes, con lo que se
normaliza la funcién intestinal y se eliminan los sintomas que aparecen cuando ésta se
altera(17-19). La Rifaximina es un antibiético Optimamente tolerado, ya que su nula
absorcion a nivel gastrointestinal elimina el riesgo de aparicion de posibles efectos

secundarios(17-19).

Mecanismo de accion:
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Como otras Rifamicinas, la Rifaximina se une a la subunidad B de la ARN polimerasa
dependiente de ADN bacteriano, inhibiendo el inicio de la formacion de cadenas en la sintesis
de ARN(17-19,21). La Rifaximina tiene distintos cristales polimorfos denominados con
letras griegas: a, B, v, 6, €, que son hidratos de Rifaximina con diferente contenido de agua,
existe también una forma no cristalina, denominada Rifaximina amorfa, que tiene
modificaciones en su proceso de purificacion(18,19,22-25). La Rifaximina amorfa y la
cristalina contienen el mismo ingrediente activo; sin embargo, entre ambas existen diferentes
propiedades fisicoquimicas que modifican considerablemente la solubilidad vy
biodisponibilidad de cada molécula afectando sus propiedades farmacocinéticas y
farmacodindmicas (18,19,22-25).
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Figura 3 Mecanismo de accion de Rifaximina. La Rifaximina al ser un antibidtico perteneciente a la familia de las
Rifamicinas, posee un mecanismo de accion que actua sobre la unidad 8 de la RNA polimerasa Il impidiendo la transcripcion
del DNA bacteriano bloqueando de esta manera la reproduccion de estos microorganismos.
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Gen rpof
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El gen rpop posee un papel fundamental para las funciones reproductivas de las bacterias ya
que codifica para la subunidad 8 de la ARNpol I, este gen posee una longitud de 3,219 pares
de bases ademdas de ser un gen constitutivo estd presente en todos los organismos
celulares(26,27).

1.2. Antecedentes especificos

Resistencia de E. coli a Rifaximina en el tratamiento de ElI

Estudios realizados por Bretin y colaboradores han demostrado que en la EC cepas de AIEC
juegan un papel importante para el deterioro intestinal y avance de Ell, ya que la mucosa
intestinal de los pacientes con EC esta colonizada de forma anormal con AIEC que puede
adherirse e invadir las células epiteliales intestinales, sobrevivir en los macréfagos e inducir
un efecto proinflamatorio en respuesta a su presencia(16). Las cepas de AIEC persisten en el
intestino e inducen inflamacién en ratones transgénicos CEABAC10 que expresan
CAECAMG humano, el receptor de AIEC (16) (28).

Mecanismos de resistencia

Algunas bacterias pueden exhibir cuatro tipos de resistencia a las Rifamicinas:

1. Resistencia cromosomica de tipo facultativo: estos fueron descritos en E.coli ademas
de ser el tipo de resistencia a la que pertenece la mutacion en el gen rpo8(17).

2. Resistencia cromosémica de tipo estreptomicina en un solo escaldn. Se ha estudiado
preferentemente, en bacterias piégenas Gram positivas (estafilococos). La tasa de este
tipo de mutantes dentro de la poblacion bacteriana puede ser elevada y, por ello, la
resistencia puede expresarse durante el tratamiento(17).

3. Resistencia cromosomica de tipo penicilina, en multiples escalones. Es el tipo de
resistencia observada en las micobacterias. La tasa de mutantes de este tipo suelen ser
bajas(17).

4. Resistencia extracromosomica por factores R en Gram negativos, no poseen

resistencia cruzada con otros antibioticos ni con los tuberculostaticos(17).
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Mutaciones del gen rpof

Mecanismo de resistencia a Rifaximina de AIEC

Bombas de L

eflujo

Se ha reportado que la resistencia a

ARNpol Il

Subunidad a

Ny

Subunidad p

Mutaciones
en subunidad
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Figura 4 Mecanismo de resistencia a Rifaximina en AIEC. Existen
multiples factores estudiados causantes de la resistencia adquirida del
patotipo AIEC ante la accion antimicrobiana de la Rifaximina, entre
estos factores destacan las mutaciones desarrolladas en la secuencia
de la subunidad 8 de la ARNpol Il impidiendo la union del farmaco con
su sitio diana. Ademds de las mutaciones existen factores como lo son
la presencia de bombas de eflujo que evitan la accion de la Rifaximina
sacando el medicamento antes de que este tenga efecto. Los pldsmidos
también han sido factores estudiados como posibles responsables del
acarreo de genes involucrados en el desarrollo de la resistencia al
funcionar como material genético extracromosémico.
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la Rifampicina es causada por una

alteracion  estructural en la
subunidad 3 de la ARN Polimerasa,
una enzima codificada por el gen
rpofi. EI mecanismo fue descrito
por primera vez en 1981 para E.

coli (26).

Las mutaciones puntuales en el gen
rpof, que codifica la subunidad, se

han relacionado con la resistencia a

Rifaximina

la Rifaximina y su compuesto

original, la Rifampicina(23,28). El
noventay cinco por ciento de las mutaciones asociadas
con la resistencia a Rifamicinas muestra un mapa de
cuatro regiones de rpop: el grupo N-terminal (codones
143 a 148) y Clusters | (codones 505 a 537), Il
(codones 563 a 575) y 111 (codones 684 a 690)(23,28).

Otro mecanismo potencial implicado en la resistencia

a la Rifaximina es la actividad del sistema de bomba de eflujo de resistencia bacteriana a

multiples farmacos que son capaces de expulsar compuestos quimicamente no relacionados,

reduciendo asi la concentracion intracelular del farmaco(23,28).

Phe-Arg -B- naftilamida (PABN) es un inhibidor conocido de bombas de eflujo y se ha

demostrado que reduce la concentracion minima inhibitoria (CMI) de Rifaximina y

Rifampicina en cepas de E. coli tanto resistentes como sensibles in vitro debido al bloqueo

de bombas de eflujo presentes. E. coli al no contar con un mecanismo que impida la llegada

del medicamento a su sitio de accion hace posible la utilizacion de concentraciones menores

de antibiotico (23,28,29).
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Un estudio multicentrico realizado en Europa por E. Andre y colaboradores describe que la
resistencia a Rifampicina es mas simple, ya que practicamente todas las cepas resistentes
presentan una mutacion en el gen rpof, y el 95% de estos se encuentran dentro de una
pequefia region de 81 pb Ilamada Region Determinante de la Resistencia a la Rifampicina
(RRDR)(26).

Los estudios realizados en Taiwan por Lai LY y colaboradores encontraron que los codones
431y 432 de rpopf se encuentran en RRDR y las mutaciones en esta region estan relacionadas
con la resistencia a Rifampicina. Anteriormente, se informé que las mutaciones en el codén
431 (S*T,S#], S® Ry St G) estaban asociadas con la resistencia a Rifampicina (30).
Varias mutaciones, incluido el codon 431 o 432 de Rpopf, dieron como resultado una
resistencia de mayor nivel (CMI> 100 mg/L)(30). También demostraron que la
complementacion de plasmidos o mutagénesis cromosdémica de Q*2 insQ solo podria causar
resistencia a Rifampicina, mientras que la complementacion de S ** G méas Q 2 insQ resulto

en una MIC dos veces mayor(30).

En estudios realizados en Estados Unidos por Kothary y colaboradores en los cuales se
evaluaron algunos factores causantes de la resistencia a la Rifaximina, examinaron la
resistencia a este antibiotico en 62 cepas de E. coli aisladas de la mucosa ileal de 50
pacientes(23). Los pacientes con EC se clasificaron de acuerdo con la Clasificacion de
Montreal@) como L1 (enfermedad restringida al ileon), L2 (solo afectacion coldnica) y L3
(afectacion ileal y colonica), se encontrd que las mutaciones en rpof solo explicaron la
resistencia en 3/12 resistencias importantes, la actividad de las bombas de salida inhibidas
por PABN cuenta para la resistencia en 2/12 cepas, mientras que un efecto combinado de

ambos mecanismos explicaron la resistencia en la mayoria (7/12) de cepas resistentes(23).

Se han informado ampliamente la presencia de mutaciones en rpog las cuales influyen en el
desarrollo de resistencia a Rifamicinas. La identificacion de siete distintos polimorfismos
que ocurren en cinco residuos de la subunidad B de la ARN polimerasa han sido
determinantes para la progresion de supervivencia de la bacteria ante la accion bactericida de
la Rifaximina. De los siete polimorfismos cuatro (Q513H, D516N, H526N, y H526L)
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ocurren en residuos que se sabe que interacttan directamente con Rifampicina, y se ha

demostrado que las sustituciones en estos confieren resistencia a las Rifamicinas(23).

Entre estos cuatro polimorfismos, se sabe que D516N (en E. coli) y H526L (en
Mycobacterium tuberculosis) estdn implicados en el desarrollo de resistencia a la
Rifampicina, pero, hasta donde se sabe, los cambios especificos de Q513H y H526N no se
han informado previamente en la literatura (23). De los tres polimorfismos que no interactan
directamente con el farmaco, N518D se ha identificado previamente en E. coli resistente a
Rifampicina (23). Aunque el residuo 518 no interactta directamente con el antibidtico, esta
presente en la endidura de unién del farmaco y puede afectar indirectamente la unién a la
subunidad S574Y:; se ha implicado previamente en el desarrollo de resistencia a Rifaximina
in vitro en E. coli, aunque no se sabe que este residuo afecte la unién de Rifamicina directa
o0 indirectamente. S574F se ha informado en la bibliografia como una mutacién secundaria
en una cepa resistente a Rifampicina sometida a pases en serie que lleva una mutacién

primaria en otro residuo rpof (23).

Estudios realizados en Per( por Agapito J. y colaboradores en el que el objetivo general fue
identificar las mutaciones B del gen rpol} asociadas con Rifr en cepas de M. tuberculosis
aisladas de la Subregién de Salud Lima Norte, Peru, se documento el hecho que la resistencia
a la Rifampicina ha sido atribuida a mutaciones puntuales, inserciones y deleciones en una
region limitada del gen rpo R que codifica a la subunidad B de la ARN polimerasa (31). Por
lo menos 95% de los aislamientos para Rifampicina que se analizaron en el estudio tuvieron
mutaciones en este gen (31). Estas mutaciones asociadas con resistencia fenotipica a
Rifampicina son generalmente localizadas en una region de 81 pb con mutaciones en los
codones Ser-531, His-526 y Asp-5167 (31).

Dentro de los resultados dados por los estudios de Agapito J. y colaboradores encontraron
mutaciones en los codones Ser-531 e His-526 dentro de la regién hipervariable de 81 pb del
gen rpoB, que son las mas frecuentes y su frecuencia relativa es muy similar en distintas
regiones geograficas(31). En contraste, la frecuencia relativa de las mutaciones en los
codones Asp-516, GIn-513 y Leu-533 varian segun las regiones del mundo(31). En el estudio

realizado en Estados Unidos de Norteamérica con cepas de M. tuberculosis de pacientes
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peruanos residentes en Lima y Cuzco se encontrd, que las mutaciones méas frecuentes

estuvieron en los codones Ser-531 y His-526, pero en las cepas de M. tuberculosis resistentes

a Rifampicina la frecuencia de la mutacion en His-526 fue la mitad. Ademas, se encontr6 que

6% de las cepas tuvieron mutaciones en el codén GIn-513(31).

Figura 5 Cristalografia de la bomba de eflujo
AcrABZ-TolC . En ella se representa la estructura de
los componentes de esta bomba siendo las proteinas
AcrABZ-TolC  los componentes  funcionales
responsables de la expulsion de farmacos fuera de la
célula bacteriana.

Imagen modificada de molstar.com 2022

Bombas de eflujo AcrABZ-TolC

Otro mecanismo de resistencia que pueden
desarrollar las bacterias para sobrevivir a la
accion antimicrobiana son la presencia de las
bombas de eflujo, estas bombas han tomado el
papel de expulsar el antibi6tico que haya logrado
ingresar dentro de la bacteria evitando asi que
estas realicen su accion antimicrobiana. Dentro
de estas bombas se encuentran las llamadas
AcrAB-TolC presentes en bacterias Gram

negativas como E. coli (32)

Las bombas AcrAB-TolC estan compuestas por
un canal de membrana exterior (TolC), un
transportador secundario localizado en la

membrana interna (AcrB) y AcrA la cual

funciona como una unioén entre las proteinas de membrana AcrB y
TolC. Existe a su vez un pequefio componente proteico llamado AcrZ

el cual se encuentra presente en muchas bacterias pertenecientes al

grupo de las enterobacterias, cuya funcion es necesaria para la expulsion de farmacos, sin

embargo, no de todos, lo que sugiere poseer un papel en el rol de especificidad de los sustratos

expulsados (32).

Regulacion de las bombas AcrABZ-TolC

Existe un gen responsable del regulamiento de la expresion de las bombas AcrABZ-TolC el

cual es llamado AcrR, este ha sido estudiado ampliamente en E.coli catalogandolo como un
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gen perteneciente a la familia TetR los cuales se caracterizan por tener una funcién de
represor transcripcional por ende controlando la sobreexpresion del AcrAB mediante su
represion. Este gen se localiza rio arriba del operdn AcrAB y se ha descrito su capacidad de
reprimir su accion a si mismo en el momento en el que la bacteria entra en contacto con
sustancias o condiciones estresantes (presencia de etanol y sales, etc.), por lo que las
alteraciones en su accion represora traen como consecuencia un aumento en la expresion de
las bombas AcrABZ-TolC; dicha accion se ha estudiado en bacterias MDR como posible
causa de su resistencia. Se ha propuesto al gen AcrS ubicado en el operén AcrEF como un
posible represor de la accién de las bombas AcrABZ-TolC; sin embargo, ain continua como

sujeto de estudio la accion represora de este gen (33,34).

Papel de los genes Mar en el control de las bombas AcrABZ-TolC

El operdn de Resistencia a Multiples Antibioticos (Mar) ha sido estudiado como uno de los
factores responsables de la resistencia a los antibioticos, este operdn se encuentra expresado
de manera separada en dos unidades transcripcionales separadas pero controladas por una
misma regién en el DNA denominada como marQO. Este operdn esta conformado por los
genes marR, marA y marB, estos genes son regulados mediante la accion de marR el cual
posee una accion represora sobre si mismo y sobre el operon (marRAB) que en condiciones
normales se mantiene inactivo hasta que las condiciones ambientales con los que interacttian
las bacterias cambien generando condiciones estresantes que amerite la represion de
marR(33). MarR es capaz de unirse a regiones palindromicas en el DNA como lo son dimeros
y regiones hélice-vuelta-hélice (HTH), dentro del operon marRAB la unién es dada en dos
regiones palindromicas ubicadas entre el operador y marO (en donde se ubica el promotor).
(33)
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La regulacion dada por el complejo marRAB sobre las bombas AcrABZ-TolC esta dado por
la expresion de MarA cuya accion da como paso la activacion de multiples genes como lo
son acrABZ y TolC dando como resultado la codificacion de estas bombas de eflujo. Por otra
parte, marB posee un papel secundario que funciona en conjunto con marA, este gen se
encuentra rio abajo con respecto a marA y posee su propio sitio de unién a ribosomas. Aun
se desconoce con exactitud el mecanismo mediante el cual este interactia con marA; sin
embargo, se sabe que este gen aumenta los niveles de expresion de marA favoreciendo la

aparicion de las bombas de eflujo y dando paso al desarrollo de una resistencia (33).

Estudios relacionados al

N control de la expresion
Reprecion de MarR
inducido por factores

ambientales del complejo marRAB
1 han demostrado que las
Gen objetivo de
1 objet )
A antibioticos. mutaciones sobre este

R
l \ gen, mas
Olp

especificamente sobre el

represor marR dan como

resultado un aumento en

) > 3 la expresion de los genes
Figura 6 Regulacion del operon marRAB. El gen marR cumple la funcion de regulador

positivo del sistema, ya que la activacion de este gen bloquea la accion de marA pertenecientes a las
impidiendo la transcripcion de los genes AcrABZ-TolC responsables de la produccion

de bombas de eflujo, evitando la accién antibidtica sobre las bacterias. bombas AcrABZ-TolC,
Imagen creada con Biorrender.com
Modificada de Sulavik, M.C et. Al. 1995 cabe resaltar que no sélo

estas bombas poseen un
aumento en su expresion si No que otros genes responsables de resistencia se ven aumentados

de igual forma dando como resultado la aparicion de bacterias MDR (33,35)
2. Justificacion

La EIl es un padecimiento cronico del tracto digestivo caracterizada por la apariciéon de
inflamacion. Las causas de este padecimiento son multifactoriales, lo que complica un
diagnostico asertivo y un tratamiento adecuado en etapas tempranas. Una de las causas que

pudiera estar involucrada en el origen y/o evolucion de este padecimiento, es la adherencia e
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invasion de E. coli, bacteria que puede ocasionar una respuesta inflamatoria excesiva en el
hospedero, provocando una respuesta mediada por distintos factores inmunoldgicos que
serian los responsables de desencadenar la cascada inflamatoria con lesion de la mucosa
intestinal. Por otro lado, el antibidtico Rifaximina ha sido utilizado como parte de la terapia
para tratar a pacientes con este padecimiento; sin embargo, algunas clonas de E. coli
asociadas a esta enfermedad, presentan altas tasas de resistencia a este agente antimicrobiano.
Por lo que el presente trabajo pretende analizar el mecanismo de resistencia a Rifaximina en
cepas de E. coli aisladas de biopsias de pacientes con Ell, a fin de dilucidar el papel de la

resistencia a este antimicrobiano en la evolucion de Ell.

3. Planteamiento del problema

La Ell es un padecimiento multifactorial, dentro de los cuales se asocia a la presencia de un
patotipo especial de E. coli (AIEC); ademas, es un padecimiento complejo de tratar y dentro
de las opciones de tratamiento esta la administracién de Rifaximina. Sin embargo, se han
reportado altas tasas de resistencia de esta bacteria a este antibiotico, lo cual es importante
investigar en cepas aisladas de biopsias de pacientes con Ell de nuestra poblacion.

4. Hipdtesis cientifica
Las cepas de E. coli aisladas de biopsias de pacientes con EIl presentan resistencia a
Rifaximina.

5. Objetivos

Debido al cierre de las instalaciones universitarias derivado de la contingencia sanitaria por
la pandemia de COVID-19, el presente trabajo de tesis se dividio en dos partes: analisis in

silico y andlisis experimental.

5.1. Objetivo general in silico

Realizar una revision bibliografica sobre estudios reportados de la presencia de
genomas de cepas de Escherichia coli Adherente/Invasiva(AIEC) en el desarrollo de

la Enfermedad Inflamatoria Intestinal(EIl), depositados en la base de datos del
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GenBank, asi como los mecanismos de resistencia a antibidticos de las familias de
Rifampicinas.
5.2. Objetivos especificos in silico

1. Realizar una busqueda sistematica en la base de datos PubMed para identificar
bibliografia relevante que informe sobre la presencia de AIEC en la Ell, sin incluir

un limite para el afio de publicacion del reporte.
2. Seleccionar aquellos articulos que detallen la presencia de genes de resistencia
hacia las familias de Rifampicinas.

5.3. Objetivo general experimental

Estudiar el mecanismo de resistencia involucrado en la resistencia a Rifaximina en cepas de

Escherichia coli aisladas de biopsias de pacientes con Enfermedad Inflamatoria Intestinal.
Estudiar la susceptibilidad hacia Rifaximina, de cepas de E. coli aisladas de biopsias de
pacientes con EII.

5.4. Objetivos especificos

1. Determinar la susceptibilidad fenotipica a Rifaximina en las cepas de E. coli.

6. Material y métodos
6.1. Disefio del estudio

Se analizé de forma experimental el fenotipo de resistencia a Rifaximina en cepas de E. coli
aisladas de biopsias de 3 pacientes con EIll. Este trabajo permitio establecer la frecuencia de

resistencia hacia Rifaximina entre las 67 cepas de E. coli estudiadas.

6.2. Ubicacion espaciotemporal

El proyecto de tesis se realiz6 en el Laboratorio de Microbiologia Hospitalaria y de la
Comunidad que pertenece al area de Microbiologia Médica del Centro de Investigaciones en
Ciencias Microbiologicas del Instituto de Ciencias (ICUAP) de la Benemérita Universidad
Auténoma de Puebla (BUAP).
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6.4. Muestreo

El laboratorio de Microbiologia Hospitalaria y de la Comunidad (LMHyC) cuenta con 67

cepas de E. coli aisladas de biopsias de 3 pacientes con EII.

Las biopsias fueron obtenidas en centros de salud por personal capacitado. Posteriormente,
fueron llevadas al LMHyC y procesadas por la médica pasante Norarizbeth Lara Flores, para
asi aislar, identificar y conservar a las cepas de E. coli en temperaturas de -80°C.

6.4.1. Definicion de la unidad poblacional

El estudio incluy6 67 cepas de E. coli aisladas de 3 pacientes.

6.4.2. Seleccién de la muestra

Las cepas ya se encontraban identificadas y resguardadas en congelacion en las instalaciones
del LMHyC.

Aleatoria, no consecutiva, a conveniencia y a disposicion.

6.4.3. Criterios de seleccion de las unidades de muestreo
6.4.3.1. Criterios de inclusion
Todas las cepas de E. coli previamente aisladas de biopsias de pacientes que estuvieron
cursando con una EIll al momento de su consideracion a este estudio.
6.4.3.2. Criterios de exclusion

Todas aquellas especies bacterianas de la familia Enterobacteriacae que no hayan sido
identificadas como E. coli mediante pruebas bioquimicas clasicas y por la presencia del
marcador genético especie-especifico ybbW.

6.4.3.3. Criterios de eliminacion

Cepas no identificadas como E. coli.

6.4.4. Disefio y tipo de muestreo

Muestreo probabilistico aleatorio. Sin importar en humanos el sexo y la edad.

34



6.4.5. Tamano de la muestra

Se incluyeron 67 cepas de E. coli aisladas de 3 pacientes con ElI.

6.5. Definicion de las variables y escala de medicion.

Las escalas de medicion para la susceptibilidad a Rifaximina se establecieron con base a la
determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria, segun la bibliografia (36,37).

6.6. Técnicas y procedimientos
Cepas de E coli

El laboratorio de Microbiologia Hospitalaria y de la Comunidad (LMHyC) cuenta con 67
cepas de E. coli aisladas de biopsias de 3 pacientes con Ell (ver tabla 1).

Las biopsias fueron obtenidas en centros de salud por personal capacitado. Posteriormente,
fueron llevadas al LMHyC y procesadas por la médico pasante Norarizbeth Lara Flores
(alumna de servicio social en 2017-2018), para asi aislar, identificar y conservar a las cepas
de E. coli como se ilustra en la figura 7. Cabe mencionar que se obtuvieron 38, 22 y 7 cepas
de cada paciente, respectivamente; por lo que se consideraron como clonas diferentes y se

trabaj6 con todas ellas en la presente tesis.

Tabla 1. Cepas de E. coli estudiadas.

Tratamiento NUmero

Paciente | Edad(afos) | Género Orlgen (.je & Diagnostico (previo al de cepas
biopsia SR .
diagndstico) aisladas
Trimetoprim/
1 23 M Color; descendente cuCl 38
y lransverso Sufametoxazol
Colitis Ciprofloxacino,
2 61 F Sigmoides cronicay o 22
diverticulitis Rifaximina

Colon descendente Metronidazol,
3 34 M CcucCl Ciprofloxacino, 7

ano .
y Ceftriaxona
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Figura 7 Procesamiento de las biopsias para el aislamiento de E. coli.

Susceptibilidad a Rifaximina

Los ensayos de susceptibilidad a Rifaximina se realizaron mediante la técnica de CMI, que
consiste en realizar diluciones del antibidtico Rifaximina y sembrar a la bacteria en
estudio(38-41):

Las diluciones se realizaron en el medio Agar Miller Hinton adicionado con el antibiotico
Rifaximina mediante el método de dilucién en agar establecido por el CLSI en el manual
MO07(37). La CMI se determind con base a los reportes dados por Dogan, et al., Gomes et al.,
y Baumert et al., en los que se determind como punto de corte la concentracion para cepas
sensibles de <32 pg/ ml y >32 pg/ml para cepas resistentes(38-41). Posteriormente, se
inocularon colonias de las 66 cepas de interés en los medios adicionados con Rifaximina,
inoculando 2pl de la solucion compuesta de solucién salina isoténica y colonias bacterianas
la cual tuvo una turbidez de 0.5 en la escala de Mcfarland en la cual se estima la presencia
de 2 x 108 UFC/mI(38-41); por ultimo, los medios se incubaron a 37 °C por 24 hrs. Pasado
ese tiempo se evalu6 el crecimiento de las cepas mediante el conteo de colonias en la
placa(38—41).

Seleccion de cepas
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Se utilizaron 67 cepas de la bacteria E. coli pertenecientes al patotipo AIEC que previamente
fueron aisladas y caracterizadas por el laboratorio “Laboratorio de Microbiologia
Hospitalaria y de la Comunidad” obtenidas de 3 pacientes con padecimientos de Colitis
Ulcerosa Idiopatica (CUCI) y Colitis Cronica y una cepa de E. coli ATCC 25922 como
control de crecimiento positivo y como control de sensibilidad ante el antibidtico. Dichas
cepas fueron descongeladas en hielo y posteriormente se sembraron en medio TSA ®
Bioxon. mediante la técnica de estria cruzada y fueron incubadas a 37°C por 24 horas.

Antibiograma

Para el estudio de la resistencia a la Rifaximina se utilizo el método de dilucién en agar (37),
adicionando a medio Miiller Hinton ® Bioxon una concentracion de 32gr/ml de Rifaximina,
dicha concentracion se estandarizo como Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) gracias a
los estudios de Giacopello, Dogan, Gomes y Baumert (38-42), ademés se utiliz6 como

controles de crecimiento medios Muller Hinton ® Bioxon sin ningun aditamento.

Genome Name

Escherichia coli strain AIECO7
Escherichia coli strain ECG04
Escherichia coli strain AIECO1
Escherichia coli strain ECG11
Escherichia coli strain ECG28
Escherichia coli strain AIEC17
Escherichia coli strain C4435
Escherichia coli strain C7230
Escherichia coli strain C7226
Escherichia coli strain C7225
Escherichia coli strain C7223

Escherichia coli strain UM-146

Escherichia coli strain T75
Escherichia coli strain 131

Escherichia coli strain HM488
Escherichia coli strain UM141
Escherichia coli strain UM131
Escherichia coli strain UM149

Escherichia coli strain CD121
Escherichia coli strain CD44
Escherichia coli strain CD3
Escherichia coli strain UC5
Escherichia coli strain CD26

Escherichia coli strain UM128

Escherichia coli strain UC37

Escherichia coli strain UM147

Escherichia coli LF82

Escherichia coli O83:H1 str. NRG

857C
Escherichia coli HM605
Escherichia coli UM146

Assembly Accession
GCA_S00130225.1
GCA_900130215.1
GCA_900130205.1
GCA_9S00130195.1
GCA_900130185.1
GCA_S00130175.1
GCA_003999775.1
GCA_004120965.1
GCA_004120975.1
GCA_004121005.1
GCA_004121025.1
GCA_008553695.1
GCA_008553705.1
GCA_008553725.1
GCA_008553755.1
GCF_001571565.1
GCF_001571575.1
GCF_001571585.1
GCF_001571595.1
GCF_001571645.1
GCF_001571665.1
GCF_001571675.1
GCF_001571685.1
GCF_001571725.1
GCF_001571745.1
GCF_001571755.1
GCA_000284495.1

GCA_000183345.1
GCA_000285375.1
GCA_000148605.1

Figura 7 : Lista de genomas del gen rpo8 depositados en la
plataforma GeneBank hasta noviembre de 2022

De las placas con medio TSA se
seleccionaron colonias aisladas de E.
coli las cuales fueron adicionadas a
tubos con 5ml de solucion salina
isotonica hasta llegar a una turbidez
equivalente a 0.5 en la escala de
McFarland (108 CFU/mL) (37).
Posteriormente  se  realizd una
suspension 1:10 tomando 1ml de la
solucion anterior y adicionandolo a un
segundo tubo con 9ml de solucion
salina isotonica para finalmente tomar
2ul de la suspensiéon, volumen en el
cual se contienen de 2 x 10* UCF
(volumen minimo para la realizacién

de la técnica) y adicionandolo a ambas
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placas con medio MH y MH con Rifaximina (37). Las placas fueron incubadas a 37°c por 24
hrs para el andlisis del crecimiento de colonias bacterianas.

Analisis In silico del gen rpof

En la plataforma GeneBank se busco el genoma de 29 cepas determinadas como AIEC para
la basqueda de mutaciones relacionadas a la resistencia a Rifaximina en el gen rpop,
utilizando la plataforma CARD y las herramientas bioinforméaticas BLAST, Expasy, Clustal
Omegay ResFinder v4.1. Asi mismo se analizé la presencia de mutaciones en las bombas de
eflujo AcrAB-TolC posiblemente presentes en estos 29 genomas, ademas de buscar los
sistemas de regulacion implicados en la activacion de las bombas de eflujo como lo es el
complejo MarRAB asi como las posibles mutaciones en los genes reguladores de este
complejo de bombas como lo es marR y acrR. Se utiliz6 una cepa mutante disefiada de
manera in silico con mutaciones dentro de las regiones descritas como responsables de la
resistencia a Rifaximina, ademas se utiliz6 como un genoma sin mutaciones en el gen rpof,

y marR con el fin de servir como un comparativo con las cepas depositadas en el GeneBank.
Busqueda y seleccion de literatura

Se realizé una blsqueda de la literatura para identificar todas las citas relevantes que han
informado sobre la presencia de AIEC en el intestino de pacientes con Ell, sin incluir un
limite para el afio de publicacion del reporte. Realizamos una busqueda sistematica en la base
de datos PubMed utilizando las siguientes palabras clave en idioma inglés: ‘Escherichia coli’
OR Escherichia coli AND adherent OR ‘AIEC’ AND ‘Inflammatory Bowel Diseases’” OR
Inflammatory Bowel Diseases OR IBD OR Inflammatory Bowel Disease OR Ulcerative
Colitis OR Crohn Disease OR Crohn’s Disease OR Crohn's Disease OR Crohn's Enteritis
OR Regional Enteritis OR Granulomatous Enteritis OR lleocolitis OR Granulomatous Colitis
OR Terminal lleitis OR Regional Ileitides OR Regional lleitis. Esta bisqueda se restringié a
los articulos en idioma inglés publicados hasta diciembre de 2022. Se recuperd un total de
145 articulos originales. Esta busqueda se complemento con una revision manual de la lista
de referencias de los estudios encontrados previamente. Adicionalmente, se revisaron los
Bioproyectos asociados a los 30 genomas de cepas AIEC depositados en las bases de datos
del National Center for Biotechnology Information (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) hasta

Diciembre de 2022, la extension de Pathogens (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens) y
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PATRIC 3.6.12 (https://www.patricbrc.org). Se incluyeron estudios que cumplieran con los

siguientes criterios:

1) Investigacion original que caracterice AIEC, las diferentes cepas y propiedades de
virulencia.

2) Estudios originales que informan sobre la interaccion de AIEC con células de barrera
epitelial y/o macréfagos.

3) Articulos originales que abordan la prevalencia de AIEC y E. coli en la Ell

4) Articulos originales que han informado sobre AIEC en la recurrencia postoperatoria de
la Ell o la actividad de la enfermedad.

5) Articulos originales o articulos de revision que han discutido el posible papel de AIEC
en la patogénesis de la Ell y cualquier posible intervencion terapéutica. Después de la

seleccidn, se incluyeron un total de 175 articulos originales.

Para el caso particular de México, se realizo una busqueda de los reportes provenientes de
estudios en nuestro pais (descartando los que hubieran sido identificados en la basqueda
inicial). La busqueda se realiz6 en PubMed y Google Académico, usando las siguientes
palabras clave en inglés y en espafiol: ‘Escherichia coli adherente-invasiva en México’,
‘AIEC asociada a Enfermedad Inflamatoria Intestinal en México’. Se identificaron 4 articulos
originales, a los que se sumaron los 43 previamente mencionados, haciendo un total de 180

reportes incluidos en la presente revision bibliogréfica.
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Diagrama de Trabajo

Medio MH con

Rifaximina

Preparacion de medio MH
con Rifaximina

Preparacion de Rifaximina

Adicion de Rifaximina a
medio MH

Diluir el medio
liofilizado en agua
destilada

Moler los comprimidos de Adicionar la
Rifaximina en un mortero Rifaximina diluida en
esterilizado metanol al medio MH

Y

Esterilizar en autoclave a 121
grados centigrados con una
presion de 121 PSI

.

La concentracién de las
placas sera de 32mg/L en
relacidn con el volumen de
medio MH que se requiera
preparar

Diluir la Rifaximina en
metanol

Verter en placas Petri hasta
tener un grosor de 3-4mm de
espesor

L
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Determinacién de sensibilidad a
Rifaximina (MIC)

v

Preparacion del inéculo
bacteriano

L

Se ensayaron 66 cepas de
E. coli resguardadas en
congelacion.

Siembra en medio TSA

Inocular cepas en placas de 55 x
14mm con medio TSA mediante la
técnica de estria cruzada.

Determinacion de UFC

Realizar una primera dilucién de
cada cepa en un tubo con 5ml de
solucidn salina estéril hasta
alcanzar el 0.5 en la escala de

McFarland y obtener de 1 a 2 x10°

L 4

Control negativo

(cepa sensible a Rifaximina)

'

Realizar una primera dilucién de cada
cepa en un tubo con 5ml de solucion
salina estéril hasta alcanzar el 0.5 en la
escala de McFarland y obtener de 1 a2

x10® UFC

\

\

Incubaran a 37 grados
centigrados por 24 horas

Realizar una segunda solucién 1:10 (con 9ml de
solucidn salina estéril y se adicionara 1ml de la
dilucién bacteriana anterior) con el fin de
obtener una suspensién con un aproximado de
2 x 107 UFC

4 N

Dividir la placa de MH con
Rifaximina en 8 segmentos
iguales en los cuales se
adicionara 2 ul de la solucion
1:10 de cada muestra para
inocular aproximadamente 2 x
10* UFC de cada una de las
muestras

Incubar a 37 grados centigrados
durante 24 hrs

Realizar una segunda solucién 1:10(con 9ml de
solucidn salina estéril y se adicionara 1ml de la
dilucion bacteriana anterior) con el fin de

obtener una suspensién con un aproximado de

2 x 10" UFC

4 N

En la placa de MH con
Rifaximina se adicionard 2 ul
de la solucién 1:10 de cada
muestra para inocular
aproximadamente 2 x 10* UFC
de cada una de las muestras

N /

Incubar a 37 grados centigrados
durante 24 hrs
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6.8. Analisis de datos

Este estudio se baso en los parametros establecidos en el manual del CLSI M07 mediante la
técnica de dilucion en agar, asi como en los utilizados en los trabajos de Gomes et al., Dogan
et al., y Baurmet et al.,(37-41). Dichos pardmetros establecen que se tomardn como cepas
resistentes aquellas que demuestren un crecimiento positivo en placas con agar Miller Hinton
adicionado con el antibidtico Rifaximina en una concentracion de 32 mg/L tras ser inoculadas
con una suspension bacteriana cuya concentracion idénea requerida sera de 1-2 x 10* UFC/ml
y como cepas sensibles a aquellas cepas que posean un crecimiento negativo en dichas placas
siguiendo el mismo procedimiento de inoculacion de la solucidn bacteriana (37-41).

7. Logistica

7.1. Recursos humanos

Alumnos: Carlos de la Torre Perdomo, Carolina Acevedo Ocampo, Hania Anahi Alcala

Martinez.

Profesores: D.C Rosa del Carmen Rocha Gracia 'y D.C. Gerardo Cortés Cortes.

7.2. Recursos materiales

Medio de cultivo MacConkey ® Bioxon.
Medio de cultivo TSA ® Bioxon.

Medio de cultivo Muller Hinton ® Bioxon.
Medio de cultivo TSI ® Bioxon.

Medio de cultivo LEVINE ® Bioxon.

YV V V VYV V V

Rifaximina (Sigma-Aldrich).

7.3. Recursos financieros

Este trabajo fue dirigido y financiado por el Laboratorio de Microbiologia Hospitalaria y de
la Comunidad, el cual pertenece al Centro de Ciencias Microbioldgicas del Instituto de
Ciencias de la BUAP. Con apoyo de proyectos grupales VIEP-100182644, responsable
académica Dra. Rosa del Carmen Rocha Graciay por el proyecto CB 2017-2018-A1-S-22136
de CONACYT.
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7.4. Cronograma de actividades

7.4.1 Grafica de Gantt

Actividades Diciembre

Junio — Agosto— | Octubre — Enero-

Julio

Septiembre | Noviembre

Redaccion del protocolo X X X

Experimentacion:
determinacion de
concentracion minima
inhibitoria

Redaccion de trabajo de
tesis: X X
analisis de resultados

Presentacion de Examen
Profesional de Defensa de X
Trabajo de Investigacion

8. Bioética

Las muestras fueron tomadas con el consentimiento y autorizacion de los pacientes bajo
procedimientos medicos autorizados, y realizados por personal capacitado en las

instalaciones médicas correspondientes.

9. Resultados

Revision bibliografica

Tras la recopilacion y analisis de los datos obtenido de los 180 articulos se realiz6 un articulo
de revision cuyo titulo fue denominado como “Asociacion de Escherichia coli Adherente-

Invasiva con la Enfermedad Inflamatoria Intestinal”. En dicho manuscrito se resalta el papel

que AIEC posee en el desarrollo y progresion de la EIl ademas de resaltar la situacion poco
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alentadora que existe en México en cuanto el registro de pacientes con Ell ya que no se cuenta
con un registro de casos que permita saber la epidemiologia que posee esta enfermedad.

El articulo consta de un escrito de 4000 palabras el cual fue realizado en conjunto por el
equipo de trabajo conformado por Alcala, Martinez-Hania Anai, De la Torre, Perdomo-
Carlos, Acevedo, Ocampo-Carolina, Cortés, Cortés-Gerardo, Lozano, Zarain-Patricia y
Rocha, Gracia-Rosa del Carmen. Este articulo seréd publicado en una revista de divulgacion
cientifica la cual debera estar indexada al International Society for Biosafety Research
(ISBR).

Antibiograma

De las 66 cepas estudiadas todas lograron un crecimiento positivo en las placas control con
medio MH en las zonas delimitadas por la adicién de la suspension de bacterias con una
concentracion de 2x10* UFC lo que
permiti6 tomar como viables los
resultados del crecimiento en ambos
medios, por otro lado 19 cepas de las
67 testeadas demostraron tener un
crecimiento positivo ante la accion de

la Rifaximina adicionada a una

concentracion de 32mg/L a los medios

Figura 8: Crecimiento de colonias de cepas de E. coli en medio MH

(imagen de la izquierda) utilizado como control de crecimiento MH por lo que se puede considerar que
positivo de las cepas estudiadas. Estas fueron comparadas con el

crecimiento de las cepas en medio MH adicionado con una €l 28.8% de las cepas poseen una
concentracion de 32mg/L de Rifaximina (imagen de la derecha B . L. B
tomando) como resistentes a todas aquellas que mostraron un resistencia fenOtlplca que les permlte

crecimiento positivo en ambos medios. .y .
Este trabajo, De la Torre C. A. 2022. Su reproduccmn Yy crecimiento aun con

la accion del antimicrobiano.
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Las 19 cepas resultantes resistentes a la accion de la Rifaximina fueron en su totalidad

provenientes de las muestras obtenidas del paciente diagnosticado con Colitis cronica y

Cepas resistentes a
Rifaximina

M Resistentes

m Sensibles

Figura 9 Cepas resistentes a Rifaximina. Se muestra que el 28.8% de
las cepas estudiadas poseen una resistencia fenotipica a la accion
bactericida de la Rifaximina

Diverticulitis tanto la obtenida
mediante biopsia de sigmoide, asi
como la obtenida de muestras
coprologicas (tabla 2). Por otra parte,
las muestras obtenidas de pacientes
diagnosticados con Biopsia de Colon
CUCI

mediante la biopsia de Ano y colon

descendente 'y transverso,

descendente y Colon descendente y
transverso mostraron un crecimiento
negativo al no observarse la presencia
de colonias bacterianas en las placas
de medio MH adicionado con

Rifaximina por lo que se tomd dicho

resultado como negativo, siendo esto equivalente a 47 cepas o al 71.2% de las muestras

estudiadas.

Cepas Resistentes

20 19
15
10
5
0
0
Colitis crénica 'y cucl

Diverticulitis

B Cepas Resistentes

0

Colitis crénica

Figura 10 El estudio arrojo que de las 67 cepas estudiadas, las 20
cepas resistentes provienen de un mismo origen siendo aquellas
pertenecientes al paciente con Colitis Cronica y Diverticulitis
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Analisis in silico

Tras el andlisis de los genomas de AIEC depositados en la plataforma “GeneBank” y su
posterior estudio mediante la herramienta BLAST y CLUSTAL OMEGA se detectaron tres
mutaciones en las cepas HM605 (G329D), T75 (N518D) y LF82 (A1263E) en la secuencia
correspondiente al gen rpof. Sin embargo, las mutaciones en las posiciones 329 y 1263 no
se han asociado con la resistencia a Rifaximina en otros modelos bacterianos, incluidos AIEC
mientras que la presente en la region 518 esta presente en el cldster | denotada por el cambio
de aminoé&cido, esta mutacion fue reportada anteriormente por Kothari y colaboradores la
cual contribuye a la resistencia a Rifaximina. Respecto al complejo AcrAB-TolC este se
encontro presente en el 100% de las 30 cepas de AIEC por lo que se buscé la presencia de
mutaciones en la bomba AcrAB-TolC dando como resultado que veintinueve secuencias
(96.6%), presentaron las mutaciones Y137H y G103S en el represor MarR siendo solo la
cepa denominada T75 la Unica carente de esta mutacion, mientras que la mutacion S3N se
detect6 en el 36.6% de los genomas. Por otro lado, s6lo una cepa presenté mutaciones en el
represor del complejo AcrAB-TolC, acrR (T213l y N214T); sin embargo, estas mutaciones
no se encuentran relacionadas con la resistencia a Rifaximina, ya que la variante asociada a

la misma es R45C.
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Tabla 3: Mutaciones detectadas en la bomba de expulsion AcrAB-TolC.
Tras estudiar las secuencias depositadas correspondientes a cepas AIEC y su posterior andlisis en plataformas
Cepa |*| AcrA |~| TolC |*| M™arA|l~|] ™arR|*| AcS |v| AaB|~| AcR | ~| rpop |~
AIECO7
LF82
ECG04
AIECO1
ECG11
ECG28
AIEC17
C4435
C7230
C2226
UM-146
T75
13|
HMA488
UM-141
UM131
CD121
CDh44
CD3
UC5
CD26
UM-147
083:H1
HM-605
UM146
UM149
C7225
bioinformdticas se encontrd la presencia del gen rpo8 asi como de los genes correspondientes a los codificantes de la
bomba AcrAB-TolC al igual que sus genes reguladores como lo son acrS, marA 'y marR, fueron asignados los valores 1 para
aquellas secuencias que se encontraron presentes sin ninguna mutacion, 0.5 para quellas que presentaron una mutacion
en su secuencia y 0 para aquellas cuya secuencia no se vio presente, encontrando que las 29 cepas perentaron una
mutacion en el gen marR, una cepa (UC5) presentdé una mutacion en acrR mientras que otra (T75) presenté una ausencia
en la secuencia de este gen, en el gen acrR.3 cepas(T75, HM-605 y LF82) presentaron mutaciones en el gen rpo8.
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GKAQFGGQRFGEMEVWALEAYGAAYT LQEML TVKSDDVNGR TKMYKNIVDGNHQME PGMP
GKAQFGGQRFGEMEVWALEAYGAAYTLQEMLTVKSDDVNGRTKMYKNIVDGNHQMEPGMP
GKAQFGGQRFGEMEVWALEAYGAAYT LQEML TVKSDDVNGRTKMYKNTVDGNHQMEPGMP
GKAQFGGQRFGEMEVWALEAYGAAYT LQEML TVKSDDVNGRTKMYKNTVDGNHQMEPGMP
GKAQFGGQRFGEMEVWALEAYGAAYT LQEML TVKSDDVNGR TKMYKNIVDGNHQME PGMP
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Gk EQFGGQRFGEMEVWALEAYGAAYT LQEML TVKSDDVNGRTKMYKNIVDGNHQMEPGMP
GRAQFGGQRFGEMEVWALEAYGAAYTLQEML TVKSDDVNGRTKMYKNIVDGNHQMEPGMP
GKAQFGGQRFGEMEVWALEAYGAAYT LQEML TVKSDDVNGRTKMYKNTVDGNHQMEPGMP
GKAQFGGQRFGEMEVWALEAYGAAYT LQEML TVKSDDVNGRTKMYKNTVDGNHQMEPGMP
GKAQFGGQRFGEMEVWALEAYGAAYT LQEML TVKSDDVNGRTKMYKNIVDGNHQMEPGMP
GKAQFGGQRFGEMEVWALEAYGAAYTLQEML TVKSDDVNGRTKMYKNIVDGNHQMEPGMP
GKAQFGGQRFGEMEVWALEAYGAAYT LQEML TVKSDDVNGRTKMYKNTVDGNHQMEPGMP
GKAQFGGQRFGEMEVWALEAYGAAYT LQEML TVKSDDVNGR TKMYKNIVDGNHQME PGMP
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MarR_mutante
MarR_mutante2

LGDLDTLMPQDMINAKP ISAAVKEFFGSSQLSQFMDQNNPLSEI THKRRISALGPGGLTR
LGDLDTLMPQDMINAKPISAAVKEFFGSSQLSPFMDQNNPLSEITYKRCIFAPGPGGLTR
LGDLDTLMPQDMINAKPISAAVKEFFGSSQLSQFMDONNPLSEITHKRRISALGPGGLTR
LGDLDTLMPQDMINAKP ISAAVKEFFGSSQLSQFMDQNNPLSEI THKRRISALGPGGLTR
LGDLDTLMPQDMINAKPISAAVKEFFGSSQLSQFMDQNNPLSEITHKRRISALGPGGLTR
LGDLDTLMPQDMINAKPISAAVKEFFGSSQLSQFMDONNPLSEITHKRRISALGPGGLTR
LGDLDTLMPQDMINAKP ISAAVKEFFGSSQLSQFMDQNNPLSEI THKRRISALGPGGLTR
LGDLDTLMPQDMINAKPISAAVKEFFGSSQLSQFMDQNNPLSEITHKRRISALGPGGLTR
LGDLDTLMPQDMINAKPISAAVKEFFGSSQLSQFMDONNPLSEITHKRRISALGPGGLTR
LGDLDTLMPQDMINAKP ISAAVKEFFGSSQLSQFMDQNNPLSEI THKRRISALGPGGLTR
LGDLDTLMPQDMINAKPISAAVKEFFGSSQLSQFMDQNNPLSEITHKRRISALGPGGLTR
LGDLDTLMPQDMINAKPISAAVKEFFGSSQLSQFMDQNNPLSEITHKRRISALGPGGLTR
LGDLDTLMPQDMINAKP ISAAVKEFFGSSQLSQFMDQNNPLSEI THKRRISALGPGGLTR
LGDLDTLMPQDMINAKPISAAVKEFFGSSQLSQFMDQNNPLSEITHKRRISALGPGGLTR
LGDLDTLMPQDMINAKPISAAVKEFFGSSQLSQFMDQNNPLSEITHKRRISALGPGGLTR
LGDLDTLMPQDMINAKP ISAAVKEFFGSSQLSQFMDQNNPLSEI THKRRISALGPGGLTR
LGDLDTLMPQDMINAKPISAAVKEFFGSSQLSQFMDQNNPLSEITHKRRISALGPGGLTR
LGDLDTLMPQDMINAKPISAAVKEFFGSSQLSQFMDQNNPLSEITHKRRISALGPGGLTR
LGDLDTLMPQDMINAKP ISAAVKEFFGSSQLSQFMDCDIPLSETI THKRRISALGPGGLTR
LGDLDTLMPQDMINAKPISAAVKEFFGSSQLSQFMDGHAPLSEITHKRRISALGPGGLTR
LGDLDTLMPQDMINAKPISAAVKEFFGSSQLSQFMDQNNPLSEITHKRRISALGPGGLTR
LGDLDTLMPQDMINAKP ISAAVKEFFGSSQLSQFMDQNNPLSEI THKRRISALGPGGLTR
LGDLDTLMPQDMINAKPISAAVKEFFGSSQLSQFMDQNNPLSEITHKRRISALGPGGLTR
LGDLDTLMPQDMINAKPISAAVKEFFGSSQLSQFMDQNNPLSEITHKRRISALGPGGLTR
LGDLDTLMPQDMINAKP ISAAVKEFFGSSQLSQFMDQNNPLSEI THKRRISALGPGGLTR
LGDLDTLMPQDMINAKPISAAVKEFFGSSQLSQFMDQNNPLSETTHKRRISALGPGGLTR
LGDLDTLMPQDMINAKPISAAVKEFFGSSQLSQFMDQNNPLSEITHKRRISALGPGGLTR
LGDLDTLMPQDMINAKP ISAAVKEFFGSSQLSQFMDQNNPLSEI THKRRISALGPGGLTR
LGDLDTLMPQDMINAKPISAAVKEFFGSSQLSQFMDONNPLSETTHKRRISALGPGGLTR
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Figura 11 Alineacion y comparacion de secuencias del gen rpo8 y marR de cepas AIEC depositados en el GeneBank. El
andlisis en la plataforma CLUSTAL OMEGA encontrd que se presentaron 3 mutaciones por parte de las cepas HM605 (G329D),
T75 (N518D) y LF82 (A1263E). El estudio de marR arrojo la presencia de mutaciones en la posicion S3N, G107S y Y137H.
Siendo G107 y Y137H las mds predominantes estando presente en 29 de 30 cepas mientras que S3N solo se presentd en la
cepa T75.
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Figura 12 Alineacion y comparacion de secuencias del gen acrR de cepas AIEC depositados en el GeneBank. Tras el
andlisis en la secuencia en la plataforma CLUSTAL OMEGA se encontrando que unicamente la cepa UC5 poseia un cambio
de aminodcido Y213lI.

35
30
25
20
15

10

10.

Mutaciones en genes reguladores de las bombas AcrAB-TolCy rpo8

29
28

MarR

B NUumero de secuencias presentes en cepas

28

AcrR

Numero de mutaciones encontradas

29

RpoB

Numero de cepas con presencia de mutaciones

Figura 13 Mutaciones en genes reguladores de bombas AcrAB-TolC. El andlisis arrojo que el
gen marR fue el que mayor numero de mutaciones presenta en su secuencia ademds de ser el
gen con mayor prevalencia en cuanto a la presencia en cepas se refiere estando en 28 de las 29
analizadas con un total de 3 mutaciones diferentes encontradas en su secuencia. Por otra parte
acrR mostro estar presente en 28 cepas, su secuencia presento de una mutacion en la cepa
UCS5, al igual que su ausencia en la cepa T75, rpo8 mostro estar presente en las 29 cepas
estudiadas, siendo las cepas T75, HM-605 y LF82 las que presentaron mutaciones diferentes en
su secuencia dando como resultado un total de 3 mutaciones encontradas en su secuencia.

Discusion

49



Elly AIEC

Tras la realizacion de los estudios de
antibiogramas se encontrd un total de 19 cepas

resistentes a la concentracion de 32mg/l, todas

Biopsia: Colon
I~ Desendente

provenientes del mismo paciente (diagnosticado

con Colitis crénica y Diverticulitis) en

comparacion de los demas pacientes con CUCI
y Colitis cronica lo que pudiera sugerir que a

pesar de que CUCI y la Colitis Crdnica son

Biopsie: o enfermedades localizadas en region del colon

Figura 14 Extension de la CU. La colitis ulcerosa puede  CON diferente grado de severidad y poder ser
extenderse a lo largo del colon, esta puede originarse en .

una region e ir progresando a lo largo del tiempo consideradas como Ell (43144)1 estas pueden ser
aumentando las zonas afectadas. AIEC puede contribuir
con el avance de la enfermedad debido a su capacidad

de colonizar el epitelio int.estinal, por lo que es necesario resistencia por parte de Al EC, esto se ve
tomar muestras de las diferentes zonas afectadas para

el estudio de las bacterias que se encuentran a lo largo exhibido mediante la comparaci()n de la
del tracto intestinal. Imagen creada con Biorrender.com

Este trabajo, De la Torre C. A. 2022. resistencia de las cepas obtenidas entre los

tomadas como independientes al desarrollo de la

pacientes con diagnoéstico de Colitis Ulcerosa y Colitis Ulcerosa (CU)/Diverticulitis, ya que
solamente las cepas de este Ultimo poseen resistencia (43,44). Por otro lado, se sugiere que
la resistencia a Rifaximina en cepas de este paciente, pudo deberse al tratamiento que se le

otorgd al mismo, el cual, desafortunadamente, no fue de nuestro conocimiento.

En este caso al provenir las 19 cepas de un mismo paciente, pero con 2 origenes diferentes
(colon descendente y sigmoides) nos plantea el alcance y la extension que AIEC posee como
agente colonizador de estas regiones del aparato digestivo, siendo una tercera parte del colon
la zona afectada, denotada por la presencia de ulceras, que son caracteristicas propias de una
Ell, que segun la clasificacion de Paris utilizada para evaluar la gravedad y distribucion de
la CU se puede catalogar como un E2 (colitis izquierda); sin embargo, al carecer de mas datos
acerca del historial médico del paciente que nos den informacién de la evolucion de su
enfermedad se hace dificil el poder determinar la severidad y el crecimiento de la CU, ademas
de poder estudiar el avance de la colonizacion de AIEC sobre la region del colon (45). Un
hecho que puede mencionarse es el papel de AIEC en la progresion de una Ell, ya que esta

es capaz de colonizar progresivamente regiones en el intestino que no se han visto afectadas
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formando biopeliculas y dafiando el epitelio intestinal, aumentando el nimero de lesiones y
dificultando el uso de un tratamiento eficaz que ayude en el combate de esta enfermedad y

proporcione una recuperacion por parte del paciente(46-48).

Colitis Ulcerosa
Extension: E1: Proctitis
E2: Colitis Izquierda
E3: Colitis Extensa
E4: Pancolitis
Severidad SO0: Nunca severa
S1: Severa en alguna ocacion
Crecimiento GO: Sin retraso

G1: Con retraso

Tabla 4: Clasificacion de Paris. Esta clasificacion permite evaluar la extension y progresion de la CU mediante un sencillo
sistema, gracias a este sistema es posible establecer estrategias que reduzcan la progresion hasta llegar a un punto de
control. Medina. E 2013.

Mutaciones en rpof

En el presente estudio se observo el crecimiento de 19 cepas resistentes a la concentracion
utilizada como punto de corte (32mg/L) de Rifaximina, esto pudiera sugerir la posibilidad
que dichas cepas poseen la mutacidn en el gen rpoR causada por mutaciones puntuales en los
sitios de accion de la Rifaximina; este tipo de resistencia causada por mutaciones puntuales
han sido reportadas como la causa méas frecuente de la resistencia a este antibidtico en
multiples bacterias, sin embargo, en E. coli dichas mutaciones han sido localizadas en el
extremo N-terminal (codones 143 a 148) y Clusters I (codones 505 a 537), Il (codones 563 a
575) y 111 (codones 684 a 690), las cuales han sido categorizadas como las causantes de un

cambio (esto gracias que este gen es constitutivo de todas las bacterias) (23,28,49).
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Estas mutaciones puntuales guardan
una estrecha relacién con la estructura
proteica de la subunidad f de la
ARNpol Il debido a que la variacién de
aminoacidos trae como consecuencia
un cambio estructural de la proteina,
modificando de esta forma el sitio de
unién de la Rifaximina y los demas
antibidticos de la misma familia, las
regiones a las cuales se les ha atribuido
la responsabilidad de estos cambios

han sido a los residuos cercanos a

sitios de union del antibiotico
Figura 15 Cambios estructurales del gen rpo8B. Las mutaciones pertenecientes a los clusters | y ||(50).

puntuales que se ha visto pueden tener una accién importante sobre
el gen rpoB al cambiar la estructura de las regiones utilizadas como  EStudios realizados por E. Wu Yy A

sitios de union siendo las regiones denominadas Clusters | y Il las que . .
con mayor frecuencia son objetivos de estos cambios impidiendo la Hiliker demostraron gue mutaclones
accion de la Rifaximina. Imagen modificada de Molstar.com 2022 A

en los residuos (Q513, D516, H526,
S531, 1572) en cepas de E. coli conferian un cambio estructural de la proteina asi como la
delecion de 9 residuos cambiando la secuencia de 506-FGSS-509 a C506. Este Gltimo cambio
altera la estructura de B-plegada correspondiente a esa region acortandolas y generando un
truncamiento en las a- hélices, este tipo de cambios estructurales pueden ocurrir en cualquier
region alterada por estas mutaciones silenciosas que a pesar de ser sutiles y no comprometer
la funcionalidad de la proteina son capaces de impedir la correcta union de la Rifaximina

(50,51).

En E. coli estas mutaciones son causadas gracias a los errores que se presentan al momento
de incorporar nucleotidos en el proceso de replicacion, a pesar de tener una taza muy baja de
que estos errores ocurran (5x101° por genoma y por generacion) dado al corto periodo de
reproduccion que posee E. coli (de 20 a 30 minutos) y la extension en la colonizacion que
esta bacteria tiene a lo largo del aparato digestivo (aproximadamente 10! bacterias/ml),
aumenta la posibilidad de que alguna célula bacteriana adquiera una mutacion que no altere

la funcionalidad, pero le permita sobrevivir a la accion antibacteriana de la Rifaximina dando
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como resultado un aumento en la aparicion de bacterias cada vez que estas se replican de 1
mutante por cada 50000 millones de células bacterianas a 2000 mutantes cada vez que las
bacterias se duplican (52).

AIEC no es ajena a la posibilidad de desarrollar una 0 mas mutaciones que le permita
sobrevivir a la accion de la Rifaximina, de esta manera favoreciendo la colonizacion de mas
zonas del aparato digestivo ya que al ser solo las variantes resistentes las capaces de
reproducirse la posibilidad de un fallo terapéutico aumenta y de igual forma aumenta la
posibilidad de la aparicion de una Ell o se ve agravada en caso de existir alguna inflamacién,

viéndose afectadas mas zonas del aparato digestivo (46,47,53).
Mutaciones en los genes de regulacion de las bombas AcrAB-tolC

Otro factor importante que podria explicar la resistencia de las cepas es el posible contacto
previo del paciente con el antibiético o con alguno de su familia utilizado con mayor
frecuencia para el tratamiento de EIl como la Rifaximina, Rifamicina o Rifampicina ya que
la resistencia relacionada a esta familia es la misma a la desarrollada para Rifaximina
(23,24,40,54,55). Los mecanismos de resistencia de AEIC como lo es la existencia de genes
codificantes de bombas de eflujo AcrAB-TolC (bombas presentes en bacterias gram
negativas como E. coli y Salmonella), asi como aquellos que controlan la expresién de los
genes reguladores juegan un papel decisivo en cuanto a la supervivencia bacteriana se refiere
impidiendo la llegada de la Rifaximina a su sitio de union en la secuencia de rpof(32). Por
ello el complejo MarRAB ha sido objeto de estudio ya que se sabe que mutaciones en marR
suelen causar un aumento en la expresion del complejo AcrAB-TolC por la incapacidad de
este gen de reprimir correctamente a marA y dando paso a la produccion excesiva de bombas
(56,57).

Analizando los resultados arrojados con el estudio in silico de las mutaciones en marR se
encontrd que 28 de las 29 cepas posen mas de 3 (S3N, G107S y Y137H) mutaciones que le
podrian conferir una inactivacion de su funcidén a mar; entre estas mutaciones se encuentran
deleciones, inserciones, cambios de marco de lectura y mutaciones sin sentido, siendo el
cambio de un solo aminoacido en los residuos involucrados con la union al DNA el
responsable de la perdida de funcion de este gen que al no ser un gen esencial para la

supervivencia de E. coli posee una tasa de mutacion mayor ademas que las cepas que posean
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este mutacion pueden replicarse dando paso a una mayor poblacion con una sobrexpresion
de bombas AcrAB-TolC y de esta manera favorecer el fallo de una terapia antibiotica
utilizando Rifaximina.(57).

Mutaciones en acrR

AcrR es un gen de regulacion local propio del sistema de bombas AcrAB-TolC y catalogado
como represor local del operon, estudios realizados sobre la funcidn de este gen arrojan que,
si bien la posibilidad de que este gen adquiera una mutacién del tipo de cambio de aminoéacido
estd presente, siendo la mutacion en el codon 45 (C133T) la més estudiada ya que se ha
demostrado que la presencia de esta mutacion da paso a una sobrexpresion por parte del
complejo AcrAB (58-60). AcrR al pertenecer a la familia TetR su dominio N-terminal posee
un sitio de union a DNA de tipo hélice-vuelta-hélice (HTH) que en cuyo caso de encontrarse
con alguna mutacion desencadenaria un cambio conformacional del dominio N-terminal que
permitiria a AcrR desprenderse de su sitio de unién a DNA permitiendo de esta manera el

paso al proceso de transcripcion del complejo AcrAB(59-61).

Si bien tras el analisis de las secuencias de AcrR solo se encontrd una cepa con una mutacion
('Y2131) esta no corresponde a las mutaciones por cambio de aminoacidos reportadas que son
causantes de la sobrexpresion de las bombas de eflujo, sin embargo, no se descarta la
posibilidad de que la afectacion de la funcionalidad de este gen pudiera contribuir a la
resistencia a Rifaximina por parte de AIEC como otra posible estrategia para asegurar su
eficiencia(58-61).

Implicaciones de las mutaciones en rpof, marR y AcrR

Si bien la existencia de estos 3 genes se vio presente en las cepas evaluadas de manera in
silico, marR cuenta con un mayor indice de recurrencia en cuanto a mutaciones se refiere,
sin embargo, esto no hace que rpof se descarte por completo como una posible causa de la
resistencia a Rifaximina, esto debido a la naturaleza de estos genes. marR y AcrR son genes
no constitutivos que pudieran considerarse como accesorios ya que si bien le proveen de un
método de supervivencia ante antibi6ticos cuando se ven mutados, en condiciones normales
su activacion y represion se ve controlada de manera eficiente para evitar una

sobreproduccién innecesarias de bombas de eflujo AcrAB-TolC en un ambiente no
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estresante, las mutaciones que pudieran desarrollarse en estos genes poseen una mayor tasa
de expresion debido a que estos cambios no afectan los procesos de replicacion de E. coli
pasando las mutaciones a su decendencia repitiendo el proceso y abriendo camino a la
aparicion de mas mutaciones que puedan afectar o no la funcionalidad de estos genes(62). Es
por ello que una estrategia estudiada estos Ultimos afios, es el uso de blogueadores de estas
bombas AcrAB-TolC como un posible tratamiento por parte de moléculas pequefias y su
combinacion con un antibidtico, ya que al bloquear la expulsion del antibiético este puede
Ilegar a su sitio de accion y ejercer su accion antimicrobiana como ocurriria en condiciones
normales, no obstante aun es necesario el estudio de estas moléculas pequefias ya que han
demostrado poseer una pobre accidon farmacol6gica y una alta toxicidad. Otras propuestas
que actualmente se estudian tiene como posibles estrategias el mejoramiento del disefio
molecular de viejos antibioticos con el fin de reducir su eflujo y por dltimo la disminucion

de la eficacia de las bombas para expulsar el farmaco mediante el blogueo de Tol-C (63,64).

Rpofs es un gen constitutivo presente en todas las bacterias responsable de la replicacion de
E. coli por lo que las mutaciones que afecten su funcionalidad daran como resultado la
incapacidad de reproducirse por parte de la bacteria, asi que Unicamente las mutaciones que
no comprometan la funcionalidad de rpof serdn las que seran transferidas a la
descendencia(65). En el caso de las mutaciones en los Clusters I, 1I, 111 y N-terminal han
demostrado solo tener efecto sobre la estructura proteica de rpof tal como la descrita por el
cambio de aminoacido N518D, sin llegar a afectar la funcionalidad del gen por lo que la
transmision a la decendencia es posible generando que el sitio de accién de Rifaximina se
vea afectado impidiendo su unidon(65). Las consecuencias que conlleva una mutacion de rpof3
en comparacion de MarR y AcrR se podrian considerar de mayor importancia debido a que
la Rifaximina nunca podra ejercer su accién ya que no posee un sitio al cual unirse
inutilizando por completo al antibidtico siendo necesario el uso de otro antibiético con un

sitio de accion diferente (66).

11. Conclusiones
Si bien las mutaciones en rpofs demostraron tener un indice de expresion bajo en comparacion
a las vistas en marR y acrR, las implicaciones que estas llegaran a tener son de gran

importancia debido al hecho de que el impedimento de la union de la Rifaximina a su sitio
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de accion por parte de los cambios estructurales conferidos por las mutaciones pudieran
desencadenar un fallo terapéutico en contra de AIEC, favoreciendo su replicacion para
colonizar méas zonas del aparato digestivo y trayendo como consecuencia el agravamiento de
alguna EIll relacionada con la presencia de AIEC, dando paso a la aparicion y desarrollo de
un ambiente inflamatorio que desencadene en la progresion de la enfermedad. Es por ello
que no se descarta la posibilidad que las 19 cepas de AIEC resistentes a Rifaximina posean
alguna mutacion que favorezcan su supervivencia ante la accion antimicrobiana de este
agente. De igual manera no se deja del lado que la presencia de mutaciones en los reguladores
de las bombas de eflujo AcrAB-TolC marR y acrR posean también parte de responsabilidad,
siendo que estas mutaciones probaron estar presentes en casi la totalidad de las cepas

analizadas de manera in silico.

Cabe resaltar que de igual forma existe la posibilidad de que al ser mecanismos de resistencia
independientes el uno del otro, puedan verse presentes al mismo tiempo por lo que es de
suma importancia el analisis de ambos mecanismos de resistencia en conjunto, con el fin de
proponer alternativas que ayuden a los pacientes que padecen una Ell ya diagnosticada. Cabe
mencionar que, si bien el desarrollo de una terapia contra AIEC no seria una solucion total,
ya que la Ell es multifactorial, si evitaria su progresion a diferentes zonas del aparato

digestivo, asi como frenar el desarrollo de sintomas de mayor gravedad.

12. Perspectivas a Futuro

Debido a las condiciones adversas causadas por la actual pandemia de COVID-19, muchas
de las pruebas que se planeaban realizar no pudieron ser llevadas a cabo por la falta de tiempo
para su planeacion, por lo que se plantea que en un futuro estas se lleven a cabo y se pueda
obtener mayor informacion acerca de cdmo es que las mutaciones en rpof pudieran generar
una resistencia a Rifaximina en cepas de AIEC, debido a que la posibilidad de que estas sean
la causa de su supervivencia es mas que plausible, por lo que dentro de los experimentos a

seguir en un futuro se encuentran:

1. El disefio de primers especificos para las regiones correspondientes a los clusters I,
I1, 111y N-terminal para que por medio de PCR se puedan amplificar dichos genes

para su posterior analisis mediante técnicas de secuenciacion.
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. Anédlisis de las secuencias amplificadas mediante herramientas bioinformaticas para

la determinacion de mutaciones relacionadas a las reportadas en el gen rpof para su
estudio estructural.

Busqueda y determinacion de bombas de eflujo AcrAB-TolC en cepas resistentes a
Rifaximina mediante el uso de la técnica de dilucion en placa combinado con el
inhibidor de bombas Phe-arg B-Naftilamida.

El disefio de primers especificos para las regiones correspondientes a los genes
reguladores marR y acrR que permita amplificar dichos genes para su posterior

analisis mediante técnicas de secuenciacion.

. Analisis de las secuencias amplificadas mediante herramientas bioinformaticas para

la determinacion de mutaciones relacionadas a las reportadas en los genes marR y

acrR.
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14. Anexos

Anexo 1: Zymoclean Gel DNA Recovery Kit.
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1. El producto de PCR se correrd en un gel de agarosa al 1%, se tefiira y la banda de
interés se cortara bajo la luz UV del transiluminador(Benchtop UV, UVP).

2. Se transferira a un tubo Eppendorf de 1.5 mL previamente pesado, se volvera a pesar
y el peso del gel se determinara por diferencia.

3. Se adicionara ADB Buffer en 3 veces el peso del gel(ejemplo: si el peso es 0.15g, se
adicionaran 450 pl).

4. Se incubaréd a 55°C durante 10 min(o hasta que la agarosa se disuelva), mezclando
por inversién cada 2 min.

5. Se transferird a un filtro con tubo colector y se centrifugara a 13,000 rpm durante 1
min. El liquido del tubo colector se desechara.

6. Se lavara 2 veces con 200 ul de DNA Wash Buffer y se centrifugara a 13,000 rpm
durante 30 seg entre cada lavado.

7. Elfiltro se transfiraa un tubo nuevo y el ADN se eluira en 20 ul de agua centrifugando
a 13,000 rpm durante 1 min.

8. Se midira la concentracion de ADN en el NanoDrop y 1 ul del purificado se correra
en un gel de agarosa al 1% para visualizar el producto.

9. El producto se resguardara a 4°C hasta su envio.

Anexo 2. Disefio de Primers para el gen rpof

Los primers utilizados para la amplificacion de los Clusters I, 11 y 111 a los que se le asocian
las mutaciones del gen rpof fueron: 5’AAGCTCATCGATATCCGTAACG3' vy
5'GCACGTCGCCACGTTCAACCS3' por 30 ciclos a 94°c, 30 s, 60°c, 30 s, 72°c, 30 sy una
elongacion final a 72°c por 10 min. Para la PCR del Cluster N-terminal se utiliz6 los primers
5"AAGCTCATCGATATCCGTAAC3  y 5’GCACGTCGCCACGTTCAACC3’ (23).
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Figura 16 Condiciones de PCR para el gern rpo8
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Resumen
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La Enfermedad Inflamatoria Intestinal (EIl) es un padecimiento emergente mundial que se
ha asociado a causas multifactoriales, incluyendo la participacion de la bacteria Escherichia
coli adherente-invasiva (AIEC). A la fecha ain hay muchas interrogantes sobre como AIEC
puede participar en el desarrollo de esta enfermedad, es por ello que en esta revision
proporcionamos una actualizacién de la literatura sobre el papel potencial de AIEC en la
patogenia de la Ell, asi como de las estadisticas que se han reportado en México. Realizamos
una busqueda sistematica de la literatura y analizamos un total de 43 reportes cientificos
obtenidos de bases de datos publicas que sustentan la participacion de AIEC como agente
causal de Ell, ya que genera una invasion intestinal que promueve una respuesta inflamatoria
exacerbada. La presente revision contribuye a explorar los avances cientificos que hasta la
fecha ponen en evidencia la participacion de AIEC en la Ell. A pesar de que la Ell es un
fendmeno de salud mundial, México cuenta con informacion limitada, por lo que es necesario
dar a conocer informacion al respecto, accesible a la comunidad médica involucrada en el
manejo de estos pacientes, asi como a la poblacion en general que curse con estos
padecimientos, con la finalidad de evaluar, monitorear y controlar este problema de salud

publica.

Palabras clave: Enfermedad inflamatoria intestinal, AIEC, Colitis ulcerosa crénica

idiopatica, Enfermedad de Crohn.

Abstract

Inflammatory Bowel Disease (IBD) is an emerging global condition that has been associated
with multifactorial causes, including the participation of Escherichia coli adherent-invasive
(AIEC). To date there are still many questions about how AIEC can trigger this disease, for
this reason we provided an update on the potential role of AIEC in the pathogenesis of IBD,
as well as statistics that have been reported in Mexico. We conducted a systematic search of
literature and we analyzed 43 scientific reports obtained from public databases that support
the participation of AIEC as a causative microorganism of IBD, since it generates an

intestinal invasion that leads to an exacerbated inflammatory immune response. This review
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contributes to exploring the scientific advances that evidence the involvement of AIEC in
IBD. Even though IBD is a global health phenomenon, Mexico has limited information, and
it is necessary to propose projects to lead the evaluation, monitoring and control of this public

health problem.

Keywords: Inflammatory Bowel Diseases, AIEC, Ulcerative colitis, Crohn’s disease.

Introduccién

Las Enfermedades Inflamatorias Intestinales (EIl), que comprenden la enfermedad de Crohn
(EC), la colitis ulcerosa crénica idiopatica (CUCI), y la colitis indeterminada inclasificable
(CI) son trastornos gastrointestinales inflamatorios idiopaticos cronicos, que afectan a

humanos.

La patogenia de las Ell es multifactorial e incluye factores de susceptibilidad genética,
inmunoldgicos, ambientales como el estrés, la medicacion, la dieta, estimulacion de la
microbiota entérica y lesion intestinal mediada por el sistema inmunitario. Uno de los
factores importantes que se debe tomar en cuenta es la microbiota intestinal, debido a que al
estar compuesta por microorganismos, muchos de ellos simbiontes, funcionan como una
barrera importante de defensa ante microorganismos invasores manteniendo la estabilidad
intestinal al producir &cidos grasos de cadena corta como acetato, propionato y butirato,
previenen la expansion de cualquier patdgeno microbiano, modulan el sistema inmunitario
al estimular la produccion de citocinas antiinflamatorias como (IL)-10, factor de crecimiento
transformante (TGF)-B) y disminuyen la activacion de células T colaboradoras Th17 y Thl.
Sin embargo, bajo la presencia de condiciones disbidticas, algunas bacterias que forman parte
de la microbiota intestinal, como las proteobacterias de la familia Enterobacteriaceae pueden
aumentar su duplicacion, lo que provocaria una disminucién de la diversidad bacteriana y
pérdida en la estabilidad intestinal. Como resultado, habrd un aumento en las citoquinas
proinflamatorias como IL-6, IL-17 y el factor de necrosis tumoral (TNF)-a, que activan las
células colaboradoras Th17 y Thl involucradas en la respuesta inflamatoria. Ademas, se ha

observado también, una disminucion de las uniones estrechas entre las células que se asocia
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con una expresion anormal de proteinas de union estrecha y una pérdida de la permeabilidad
en el epitelio intestinal, permitiendo que bacterias de la familia Enterobacteriaceae tengan
acceso a capas epiteliales mas profundas y provoquen una respuesta inflamatoria intestinal
que puede ser desencadenante del desequilibrio en la microbiota intestinal, causado por la
proliferacion de enterobacterias, como puede ser Escherichia coli, lo que conduce a la

persistencia del estado inflamatorio intestinal (Fig. 1) (Baldelli et al., 2021)

La frecuente recuperacion de E. coli adherida a la mucosa ileal y colonica inflamada de
pacientes con EC y CUCI ha despertado un gran interés por estas especies bacterianas en los
ultimos 20 afios. Una propiedad de estas cepas es la capacidad de adherirse e invadir las
células epiteliales intestinales (IEC, pos sus siglas en inglés), asi como replicarse dentro de
los macréfagos y algunas de ellas producir biopeliculas en el intestino; por esto, estas cepas
de E. coli fueron categorizadas como un nuevo grupo patdégeno especifico llamado E. coli
adherente-invasiva (AIEC, pos sus siglas en inglés). Varias investigaciones moleculares y
basadas en ensayos de adherencia/invasion en cultivos celulares, apoyan un papel importante
de AIEC en la EC; sin embargo, existe controversia con respecto a su papel en la patogénesis
de CUCI. Por lo que surge la pregunta: ¢las cepas de E. coli adherente-invasivas, son causa

0 consecuencia de la enfermedad?

Figura 1. Describirla. Traducida y modificada de Baldelli et al., 2021

Ell en México

En este inicio del siglo XXI la Ell se ha convertido en un problema de salud pablica a nivel
mundial, con la acumulacion de un nimero elevado de casos, tasas altas de hospitalizacion,
incapacidad, mortalidad prematura y un incremento en el costo médico directo con la llegada
de la terapia bioldgica (J.K. Yamamoto Furusho et al., 2020). A pesar de que la Ell es un

fenomeno de salud mundial, en México no hay disponibilidad sistematica de estudios
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epidemioldgicos formales, ni de registros actualizados basados en la poblacion, en los que se
le dé seguimiento clinico al paciente durante cierto periodo de tiempo para el diagnostico de
la Ell. Las estadisticas que se tienen en gran medida han sido documentadas por Yamamoto-
Furusho y cols., quienes incluso han realizado un consenso mexicano para el diagndstico y
tratamiento de CUCI (J.K. Yamamoto Furusho et al., 2018). Mas escasos son aun los estudios
relacionados a la asociacion de algun factor microbiano como es AIEC con el desarrollo de
Ell en poblacion mexicana, teniendo como Unica evidencia el trabajo realizado por nuestro
grupo de investigacion, en el que se han analizado las caracteristicas fenotipicas y genotipicas
de E. coli aisladas de individuos portadores clinicamente sanos, en las que han identificado
a cepas AIEC (Barrios-Villa E et al., 2018; Barrios-Villa E 2020); sin embargo, no hay
reportes de aislamientos caracterizados como E. coli del patotipo AIEC, a partir de biopsias
intestinales de pacientes con Ell. Es por ello que surge la necesidad de realizar un analisis
profundo y exhaustivo para explorar las causas multifactoriales de la Ell, a fin de proponer
alternativas mas eficientes para su diagnostico, tratamiento y atencion al paciente, tomando
en cuenta los recursos sanitarios con los que cuenta nuestro pais, para asi, optimizar los costos
de este padecimiento que aqueja a miles de mexicanos y que inclusive es desconocido por

muchos.

Esta revision tiene como objetivo proporcionar una actualizacién sobre el papel potencial de

AIEC en la patogenia de la EIl basada en un analisis sistematico de la literatura.

Materiales y métodos
Busqueda y seleccion de literatura

Debido a la novedad y particularidad del tema, se realiz6 una busqueda de la literatura para
identificar todas las citas relevantes que han informado sobre la presencia de AIEC en el
intestino de pacientes con EII, sin incluir un limite para el afio de publicacion del reporte.
Realizamos una busqueda sistematica en la base de datos PubMed utilizando las siguientes
palabras clave en idioma inglés: ‘Escherichia coli’ OR Escherichia coli AND adherent OR
‘AIEC’ AND ‘Inflammatory Bowel Diseases’ OR Inflammatory Bowel Diseases OR IBD
OR Inflammatory Bowel Disease OR Ulcerative Colitis OR Crohn Disease OR Crohn’s
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Disease OR Crohn's Disease OR Crohn's Enteritis OR Regional Enteritis OR Granulomatous
Enteritis OR Ileocolitis OR Granulomatous Colitis OR Terminal Ileitis OR Regional lleitides
OR Regional lleitis. Esta busqueda se restringié a los articulos en idioma inglés publicados
hasta febrero de 2021. Se recupero6 un total de 145 articulos originales. Esta busqueda se
complementd con una revision manual de la lista de referencias de los estudios encontrados
previamente. Adicionalmente, se revisaron los Bioproyectos asociados a los 30 genomas de
cepas AIEC depositados en las bases de datos del National Center for Biotechnology
Information (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) hasta FECHA, la extensién de Pathogens
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens) y PATRIC 3.6.12 (https://www.patricbrc.org). Se
incluyeron estudios que cumplieran con los siguientes criterios: 1) investigacion original que
caracterice AIEC, las diferentes cepas y propiedades de virulencia; 2) estudios originales que
informan sobre la interaccion de AIEC con células de barrera epitelial y/o macrofagos; 3)
articulos originales que abordan la prevalencia de AIEC y E. coli en la EIll; 4) articulos
originales que han informado sobre AIEC en la recurrencia postoperatoria de la Ell o la
actividad de la enfermedad y 5) articulos originales o articulos de revisién que han discutido
el posible papel de AIEC en la patogénesis de la Ell y cualquier posible intervencion

terapéutica. Después de la seleccidn, se incluyeron un total de 175 articulos originales.

Para el caso particular de Mexico, se realizo una busqueda de los reportes provenientes de
estudios en nuestro pais (descartando los que hubieran sido identificados en la busqueda
inicial). La busqueda se realiz6 en PubMed y Google Académico, usando las siguientes
palabras clave en inglés y en espafiol: ‘Escherichia coli adherente-invasiva en México’,
‘AIEC asociada a Enfermedad Inflamatoria Intestinal en México’. Se identificaron 4 articulos
originales, a los que se sumaron los 43 previamente mencionados, haciendo un total de 180

reportes incluidos en la presente revision bibliogréfica.

Resultados y discusion de resultados

Epidemiologia de AIEC
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Las primeras cepas de AIEC fueron aisladas a partir de biopsias de pacientes con EC,
alrededor del afio 1998, exactamente en Lille, Francia, y desde entonces se han identificado
diversas cepas a partir de lesiones ileales en otros pacientes (Darfeuille, et. al, 1988). La Ell
solia describirse como una enfermedad que afectaba solo a personas de ascendencia europea,
particularmente del Reino Unido, América del Norte y Australia. Sin embargo, en los ultimos
afios multiples estudios han demostrado que su diagndstico no esta limitado por el nivel

socioecondmico, la raza, la etnia o las fronteras geogréficas.

Como consecuencia, la caracterizacion de los factores ambientales que rigen a este trastorno
aun no han podido ser esclarecidos, pues la mayoria de los estudios se han hecho en paises
que han sufrido de la occidentalizacién desde ya varias décadas (Kaplan, et. al, 2016).

Sin embargo, se sabe que la incidencia es mayor en poblaciones urbanas que en rurales, quiza
influenciada por condiciones ambientales importantes como estilo de vida, dieta y
alimentacion, estrés. En la mayoria de los estudios, la incidencia maxima se da entre la
segunda y la cuarta década de vida, y se ha mantenido asi durante varias décadas. Ademas,

la incidencia en poblaciones establecidas es similar entre hombres y mujeres.

Aqui describir los antecedentes, es decir, los estudios y descubrimientos como se fueron
dando los eventos que histéricamente aportaron el conocimiento del patotipo AIEC. Aqui
incluir la cepa de EEUU también y lo que hay en México (Barrios). Las cepas mejor
estudiadas son AIEC LF82 y NRG857C.

Caracteristicas fenotipicas de AIEC

Escherichia coli Adherente-Invasivay la EC

La caracterizacion de las cepas de AIEC ha demostrado que son capaces de adherirse e
invadir las células epiteliales intestinales, sobrevivir y multiplicarse en los macréfagos e
inducir una fuerte respuesta proinflamatoria (Palmela, et. al, 2018; Costa et al., 2020). La
prevalencia en el intestino de las cepas AIEC incrementa las lesiones ileales en pacientes con
EC (36-52%) comparado con sujetos control sin EC (6-17%) (F. L. Franca et al., 2013).
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AIEC es un patotipo muy heterogéneo, lo que la hace dificil de caracterizar a nivel molecular.
Esta bacteria se comporta como un patobionte, en vez de patégeno verdadero. AIEC es
distinta de otros patdgenos intestinales pertenecientes al grupo de E.coli, ya que no almacena
genes de virulencia especificos, sino que presentan varios asociados con otros patotipos, 1o

cual hace dificil su identificacion molecular.

Mecanismo de adherencia de AIEC en la EIL.
Describirlo e incluir figuras

AIEC induce lesiones inflamatorias en las células epiteliales por medio de fimbrias tipo 1y
fimbrias polares largas. Las Fimbrias tipo 1 son apéndices bacterianos filamentosos comunes
que estan en la subunidad principal FimA y tres subunidades menores, FimF, FimG y FimH
(Yang etal., 2017), esta Ultima subunidad se encuentra en la punta de las fimbrias, uniéndose
a la molécula de adhesion celular relacionada con el antigeno 6 (CEACAMG6) expresandose

en el lado apical de las células epiteliales intestinales (Ellermann et al., 2018).

La translocacion de AIEC también puede ocurrir por medio de las células M, que estan
optimizadas para la adherencia del antigeno y transporte de microorganismos (Camprubi
Font et al., 2019), y que se encuentran presentes en las Placas de Peyer (PP) (Chassaing et
al., 2011).

Mecanismo de invasién de AIEC en la Ell.

Incluir las figuras respectivas

Dentro de los factores asociados a la microbiota intestinal se ha estudiado la relacion del
patotipo AIEC (Chassaing et al., 2011) con la secuencia del genoma en la cepa LF82 (Yang
et al., 2017) revelando la presencia de diversos factores importantes involucrados en la

virulencia (tabla 1).
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Las reductasas de ribonucledtidos (RNR) son enzimas esenciales para la duplicacion del
material genético durante la division celular, ya que controlan la produccion de los
desoxirribonucle6tidos para la sintesis y reparacion del ADN. Las enterobacterias tienen tres
clases funcionales de RNR (la, I1b y I11), donde los de clase Il disminuyen la capacidad de
AIEC LF82 para colonizar la mucosa intestinal, esto respecto a ratones transgénicos que
expresan CEACAMG6 humano (Dreux et al., 2015).

Una vez que AIEC atraviesa el epitelio intestinal, entra en contacto con los macréfagos, que
se replican extensamente dentro del fago-lisosoma, y donde se ha informado que se
multiplica 70 veces sin precedentes dentro de las primeras 48 horas de la infeccién (He et al.,
2016) lo que sugiere que puede inhibir la activacion de la muerte celular programada (PCD)
(Dunne et al., 2013), pues los macrofagos infectados liberan grandes cantidades de factor de

necrosis tumoral alfa (TNF-a) y no sufren muerte celular (Bringer et. al, 2012).

También se ha identificado una isla gendmica codificada por un plasmido (llamada PI1-6) en
la cepa AIEC NRG857c que confiere un alto nivel de resistencia a péptidos cationicos y
defensinas, este fenotipo se debe a dos genes en PI-6, que codifica una proteina de la familia
Mig-14 implicada en la resistencia a defensina, y arlC , una familia OmpT proteasa de la
membrana externa (McPhee et al., 2014). Otra proteina multifuncional importante para la
patogenia es OmpA, que media la fagocitosis, la supervivenciay el crecimiento de E. coli en
los macréfagos, lo que a su vez puede conducir a la lisis de los mismos (Pobeguts et al.,
2020).

Como se ha mostrado en estudios, con el uso de la genética, la replicacion de AIEC requiere
glucdlisis y es en gran medida independiente del ciclo del acido tricarboxilico (TCA), la via
del glioxilato, la via de la pentosa-fosfato-via y gluconeogénesis (Thompson et al., 2016).
Algunos de estos genes codifican la utilizacion de propanodiol (operén PduC) y la
adquisicion de hierro (operén ChuA) relacionandose con la persistencia en macréfagos
(Dogan et al., 2014), pues las cepas de AIEC que albergan este gen (ChuA) tienen mas
probabilidades de pertenecer al grupo filogenético B2 y D que pueden colonizar y sobrevivir
dentro de las células epiteliales y macrofagos en pacientes con EC (Abdelhalim et al., 2020).

72



Mudltiples variantes de genes del receptor de reconocimiento de patrones (PRR) que detectan
patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMP) se han relacionado con la Ell, incluido
NOD2 (dominio de oligomerizacién de unién a nucle6tidos que contiene 2), TLR4 (receptor
4 tipo Toll) y NLRP3 (familia de receptores tipo NOD, que contiene 3 dominios pirina) (De
la Fuente et al., 2014), donde solo las cepas de E. coli asociadas a la Ell portan genes de
virulencia, invasividad y supervivencia dentro de los macrofagos, constituyendo un estimulo

pro-inflamatorio dificil de controlar (Guo et al., 2018).

Respecto a NOD2 como mediador en la induccion de autofagia es importante resaltar su
participacion para sostener la carga bacteriana intramucosa, especialmente hacia AIEC, y
para limitar el resultado de la respuesta inflamatoria (Negroni et al., 2016), pues las
mutaciones en el gen CARD15 / NOD?2 estan asociadas con el desarrollo anormal y funcional
de las PP.

Por otro lado los exosomas mediadores de interaccion huésped-AlIEC con capacidad para
liberar una respuesta pro-inflamatoria, son secretados por células T84 epiteliales intestinales
humanas infectadas con AIEC LF82, exhiben un mayor nivel de miR-30c y miR-130a en
comparacion con producidos por células no infectadas o infectadas con cepas de E. coli no
patdgenas, demostrando asi que la transferencia de miARN inducida por infeccion bacteriana
dentro de los exosomas juega un papel en la comunicacion de célula a célula a través de la
modulacion de las respuestas inmunes innatas, favoreciendo la supervivencia del patégeno
(Larabi et al., 2020).

Entre otros factores de virulencia se encuentran los referentes a las toxinas, pues aunque
AIEC no tienen un repertorio comin de sistemas toxina-antitoxina la caracterizacion
molecular de variantes que se han identificado, como HipA-1 y CcdB-1, seran relevantes

para identificar su contribucion real a la persistencia y/o al estrés (Bustamante et al., 2020).

Mecanismo de replicacion de AIEC dentro del macréfago

Incluir figuras
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La multiplicacion de AIEC dentro de las células hospederas esta controlada por autofagia,
un proceso homeostatico responsable de la eliminacion de componentes citoplasmaticos
dafiados o patdgenos intracelulares a través de la via lisosomal y que es fundamental para el
mantenimiento de la homeostasis intestinal, la regulacién de la ecologia intestinal, las
respuestas inmunitarias intestinales adecuadas y la proteccion antimicrobiana. Una

disfuncion de la autofagia se asocia con varias patologias humanas, incluida las Ell.

Recientes estudios han demostrado que la via de sefializacion del factor de iniciacién de la
traduccion eucariota 2 alfa quinasa 4 (EIF2AK4), el factor 2 de iniciacién de la traduccion
eucariota (EIF2A) y el factor de transcripcion activador 4 (ATF4) se inducen en las células
epiteliales intestinales después de la infeccién con AIEC, activando la autofagia para
controlar la replicacién intracelular de AIEC e inhibir la inflamacion inducida por AIEC en
respuesta a diversos estimulos de estrés. La fosforilacién de EIF2A en respuesta a la
activacion de EIF2AK4 aumenta posteriormente la traduccion de ARNm especificos que se
sabe que son importantes para la remediacion del estrés. Se ha demostrado que el papel de la
activacion de la via de la autofagia EIF2Ak4-EIF2A-ATF4 en respuesta de infecciones de
AIEC mediadas por la via de ATF4, depende de la transcripcion inducida de varios genes de
autofagia. Adicionalmente, la via EIF2AK4/EIF2A/ATF4 esta involucrada en el control
mediado por autofagia de la replicacion intracelular de AIEC vy la respuesta inflamatoria, y
que la infeccidn por AIEC en ratones eif2ak4 - / - desencadena la inflamacion intestinal (A.
Bretin et al., 2018).

Respuesta inmune de células Th17
Falta incluir las figuras

Las células Th17 se diferencian de las células T virgenes tras la estimulacion con TGF-B e
IL-6 ( Sutton et al., 2006 ; Ruan et al., 2011 ), y producen IL-17A, IL-17F, IL-21, IL -22, IL-
26 y TNF-a ( Cuay Tato, 2010 ; Hundorfean et al., 2012 ;Figura 2). La estimulacion con IL-
17 activa el dominio SEF/IL-17R (SEFIR), que esta estrechamente relacionado con el
dominio TIR del receptor IL-17R. Por lo tanto, activa la sefializacion de NF-xB y AP-1 a

través del activador 1 de NF-xB (ACT-1) y el factor 6 asociado al receptor del factor de
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necrosis tumoral (TNFR) (TRAF-6), respectivamente ( Moseley et al., 2003 ; Gaffen , 2009
; Wang et al., 2013 ). La sefializacion de NF-xB y AP-1 induce la secrecion de IL-1, IL-6,
TNF-a, MMP y péptidos antimicrobianos. Por lo tanto, la IL-17 tiene un papel
proinflamatorio y puede proteger contra infecciones extracelulares parasitarias y bacterianas
( Ye et al., 2001 ; Raffatellu et al., 2008 ; Lin et al., 2009).). Por cierto, IL-17 e IL-21 se
sobreexpresan en la mucosa colodnica de pacientes con CU, mientras que I1L-17, IL-21 e IL-
22 se sobreexpresan en la mucosa col6nica de pacientes con EC ( Fujino et al., 2003 ; Andoh
et al., 2005 ; Monteleone et al., 2005 ; Brand et al., 2006 ). Por lo tanto, las citocinas
relacionadas con Th17 estan involucradas en la fisiopatologia tanto de la CU como de la EC.
En la EC, las células T CD3+ IL-17+ y las células CD68+ se encuentran dispersas en la
submucosa y la muscular propia, y algunas de estas células producen IFN-y ( Fujino et al.,
2003 ; Annunziato et al., 2007 ). Los estudios de asociacion del genoma completo han
revelado que IL23R y cinco genes implicados en la diferenciacion de Th17, a saber, el IL12B,
Janus quinasa 2 ( JAK2 ), transductor de sefial y activador de la transcripcion 3 ( STAT3),
receptor de quimiocinas con motivo CC 6 ( CCR6 ) y TNFF15 , estan asociados con la
susceptibilidad a la EC ( Barrett et al., 2008 ).

En pacientes con EC, la IL-17A se sobreexpresa en el intestino estendtico, en comparacion
con su expresion en los tejidos del rea no estenotica ( Biancheri et al., 2013 ). Curiosamente,
las expresiones tanto de IL-17A como de HSP47 aumentan en el colon de pacientes con EC
activa. Ademas, la IL-17A promueve la expresion de HSP47 y colageno | en miofibroblastos
intestinales y células CCD-18Co aisladas de pacientes. De hecho, la eliminacion de HSP47
en estas células inhibe la produccion de colageno | inducida por IL-17A ( Honzawa et al.,
2014). Ademas, el tratamiento con IL-17A de células IEC-6 (una célula del intestino delgado
de rata) induce EMT, disminuye la expresion de E-cadherina y aumenta la expresion de
vimentina, caracol y a-SMA ( Zhang et al., 2018).). También se ha informado que la IL-21
aumenta la respuesta Thl, que, a su vez, estimula a los fibroblastos intestinales para que
secreten MMP en respuesta a la EC ( Monteleone et al., 2006 ). Por cierto, las respuestas
inmunitarias Th1ly Th17 estan involucradas en el modelo de ratones con colitis inducida por
acido trinitrobenceno sulfénico (TNBS) ( Zhu et al., 2012 ). De hecho, la administracion de
un anticuerpo anti-1L-17 a ratones con colitis cronica, que fue inducida por la administracion

intrarrectal repetida de TNBS, disminuye la expresion de citoquinas relacionadas con la
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fibrosis, como colageno 3, TNF-a, metalopeptidasa TIMP inhibidor 1 (TIMP-1) y MMP-2,
asi como citocinas inflamatorias, a saber, IL-13, TGF-B1 y TNF-a, lo que finalmente da como
resultado una fibrosis suprimida ( Zhang et al., 2018 ; Li et al., 2020 ). Sin embargo, el
anticuerpo anti-1L-17A (secukinumab) y el anticuerpo anti-receptor de IL-17 (brodalumab)
no lograron demostrar eficacia en el tratamiento de la EC ( Hueber et al., 2012 ; Mozaffari et
al., 2015). Por lo tanto, en lugar de la inhibicién directa de IL-17, las vias descendentes de
IL-17, como HSP47, y otras citocinas basadas en IL-17, como IL-21, pueden ser objetivos

para evitar la fibrosis intestinal.

Mecanismo de produccion de biopelicula de AIEC
Describirlo e incluir figuras

Una via importante en la patogenia de la cepa LF82 de AIEC, es el factor E, también llamado
RpoE, donde se incluyen genes que codifican foldasas periplasmicas, proteasas y chaperonas
que interfieren con el plegado de proteinas de la membrana externa (OMP), y se activa por
tensiones que interfieren con esta misma, como la osmolaridad encontrada en el tracto
gastrointestinal, regulando la adhesion e invasion de las células epiteliales intestinales, asi
como el proceso en la formacion de biopeliculas, mediante la regulacion de expresion de
flagelos y pili tipo 1, (Cieza, et. al, 2015) donde su expresion esta regulada al por IFN-y
YTNF-o (Yang, et. al, 2017), ademas de transcribir una serie de bio-enzimas sintéticas
involucradas en fosfolipidos, acidos grasos, lipopolisacaridos (LPS) y sintesis de
oligosacaridos derivados de la membranas, asi como una serie de otras envolturas celulares
proteicas, incluidas las lipoproteinas, las proteinas de la membrana interna y proteinas de la

envoltura de funcion desconocida (Chassaing, et. al, 2015).

Analisis sistémico de la presencia de E. coli adherente/invasiva (AIEC) en intestino de

pacientes con EIlI

La Ell no es un padecimiento que se reporte obligatoriamente en México. Actualmente,
nuestro pais no cuenta con una estadistica oficial de personas afectadas con EC o CUCI, ni
se cuenta con cifras oficiales sobre los costos para diagnosticar y tratar este conjunto de

padecimientos, lo que se tiene son extrapolaciones hechas con base a cifras internacionales,
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ya que no hay disponibilidad sistematica de estudios epidemioldgicos nacionales, lo que
conlleva a la falta de indicadores que permitan monitorear el nimero de personas que sufren
estos padecimientos. Lo que se tiene son estimaciones de la prevalencia realizadas con base
a informacion cualitativa recopilada en bases de datos administrativas, provenientes de
instituciones de atencién a la salud del sector publico y privado. Este hecho representa un
reto importante para la Secretaria de Salud, ya que se estima que las cifras aumenten
considerablemente en los proximos afios, debido al acelerado estilo de vida y a la influencia

del ambiente.

La poblacion con EIl mas afectada es la que se encuentra en edad productiva, lo que genera

también una repercusion econémica en el pais.

El movimiento de pacientes con EC y CUCI es mundial y también esta presente en América
Latina cada vez con mas fuerza. En México existe la fundacion “Vivir con Crohn y CUCI de
M¢éxico”, como un puente permanente de informacion, educacion y apoyo para todas aquellas
personas que padecen una enfermedad inflamatoria del intestino con el fin de mejorar su

calidad de vida (https://crohncuci.org.mx).

Een medio de la situacidn sanitaria que estamos viviendo actualmente, padecimientos como
la Ell pueden agudizarse, complicando la armonia de vida de los pacientes, que junto con
caracteristicas genéticas de cada individuo y la pérdida del equilibrio en la microbiota
intestinal, se favorecen que el patobionte AIEC prolifere en el intestino e interactde con las
células inmunoldgicas intestinales, exacerbando la respuesta inmunoldgica del intestino en
el hospedero. De ahi el interés de conocer el papel de la bacteria E. coli adherente-invasiva

en la Ell con la finalidad de contribuir en una mejor atencién médica al paciente..

Se describe que AIEC afecta procesos de la célula huésped como la sintesis de proteinas, la
transduccion de sefiales, la division celular, la secrecion de iones, la transcripcion, la funcién
del citoesqueleto y la funcién mitocondrial ( 44 , 163 ). Los estudios sobre AIEC muestran
que es capaz de adherirse a la mucosa intestinal al unirse a las moléculas de adhesion celular
relacionadas con el antigeno carcinoembrionario 6 (CEACAMSG), invadir las células
epiteliales intestinales mediante el uso de microfilamentos y microttbulos de actina de la
celula huésped, replicarse intracelularmente, translocarse a través de la barrera del intestino

humano, y se mueven hacia tejidos mas profundos ( 162, 164 , — 168) (Figura 1). Los estudios
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también muestran que AIEC puede sobrevivir dentro de los macréfagos, estimular la
produccion de TNF-a y promover una respuesta inflamatoria granulomatosa ( 89 , 168 ). Sin
embargo, en la actualidad, todavia se sabe poco sobre la patogenia in vivo de AIEC o
cualquier gen que sea especifico para AIEC, como se ha descrito para otros patotipos de E.
coli, como ETEC y EAEC. Hasta ahora, las propiedades/caracteristicas de aptitud vinculadas
a AIEC también se encuentran en otras cepas de E. coli y, por lo tanto, no pertenecen
especificamente a AIEC. Se necesitan mas estudios para caracterizar AIEC, asi como su
papel potencial en CD y marcadores que pueden usarse para identificar especificamente el
patotipo AIEC.

Los pacientes con EC tienen una composicion de microflora intestinal anormal, y estos
microorganismos estan estrechamente relacionados con la inflamacion y la estenosis
intestinal que se observan en la EC. Especificamente, se ha observado una disminucién de la
aparicion de phylum Firmicutes y una mayor aparicion de phylum Proteobacteria,
especialmente Enterobacteriaceae, en pacientes con EC con inflamacion refractaria o
estenosis intestinal ( Frank et al., 2007 ; Sokol et al., 2020 ). Ademas, los polimorfismos
genéticos, como en los genes que codifican la proteina 16 like 1 relacionada con la autofagia
( ATG16L1 ) y la proteina 2 que contiene el dominio de oligomerizacion de unién a
nucleotidos ( NOD2 ; Hugot et al., 2001 ), estan asociados con el riesgo de desarrollar EC
(Hampe et al., 2007 ; Parkes et al., 2007 ). La Escherichia coli adherente/invasiva (AIEC) en
el intestino se aisla con mayor frecuencia de la parte terminal del ileon de los pacientes con
EC, lo que sugiere que la AIEC puede contribuir a la fibrosis (Darfeuille-Michaud et al., 2004
; Small et al., 2013). ; Rieder et al., 2017 ). De hecho, AIEC se ha detectado en el 46,7 % de
los pacientes con EC en comparacion con su aparicién en solo el 13,3 % de los sujetos sanos
( Sarabi Asiabar et al., 2018 ). AIEC requiere un sistema de secrecion tipo 1V (T4SS) para
formar biopeliculas en el tracto intestinal y asentarse en las células epiteliales intestinales
(Figura 2). Ademas, los aislados de Escherichia coli de pacientes con EC son ricos en T4SS,
que probablemente esté involucrado en la actividad de la enfermedad ( Elhenawy et al., 2021
). Curiosamente, los pacientes con anticuerpos séricos contra péptidos microbianos
especificos tienen un inicio mas temprano de fibroestenosis y muestran complicaciones
tempranas de EC ( Dubinsky et al., 2008 ). Ademas, el creeping fat, especifico de la EC,

promueve la interacciéon con las bacterias intestinales que han migrado a la submucosa,
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contribuyendo asi a la activacion de las respuestas inmunitarias ( Suau et al., 2021 ). Estos
datos sugieren que la AIEC puede exacerbar la inflamacion y la estenosis asociadas con la
EC. Ademas, AIEC secreta Yersiniabactina ( Perry and Fetherston, 2011), un agente quelante
de hierro, para incorporar hierro a sus células; sin embargo, esta yersiniabactina puede ayudar
a algunas bacterias a infectar las capas subepiteliales del intestino, causando inflamacion y
fibrosis intestinal ( Kim et al., 2005 ; Ellermann et al., 2019 ).

La yersiniabactina secretada por Escherichia coli adherente invasiva (AIEC) ayuda a las
bacterias a transferirse a la submucosa, y las bacterias en la submucosa tienen una respuesta
inmune mutua con la grasa progresiva. Las citocinas relacionadas con las células Th17

promueven la fibrosis al actuar sobre los miofibroblastos.

En resumen, la presente revision de la literatura contribuye significativamente a explorar los
avances cientificos que hasta la fecha se han alcanzado sobre el conjunto de enfermedades
inflamatorias intestinales como un problema de Salud Publica mundial y que aquejan
también, a gran parte de la poblacion mexicana, teniendo como objetivo dar a conocer a la
comunidad cientifica, médica y en general de nuestro pais, informacion cientifica sobre uno

de los padecimientos mas relevantes en el area de la gastroenterologia.

A pesar de que las Ell son un fendémeno de salud mundial y con informacion sistematizada
limitada en nuestro pais, debemos ser optimistas y aprovechar los datos y recursos
disponibles para proponer proyectos que conlleven a evaluar, monitorear y controlar este
problema de salud a niveles locales, con miras a extrapolar y extender las estrategias

resultantes a nivel nacional y mundial en un futuro cercano.

En la actualidad, todavia se sabe poco sobre la patogenia in vivo de AIEC o cualquier gen

especifico para identificar AIEC, como se ha descrito para otros patotipos de E. coli. Se
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necesitan mas estudios para caracterizar AIEC, asi como su papel potencial en EC vy
marcadores que pueden usarse para identificar especificamente el patotipo AIEC.

Ademas, esta revision pretende crear conciencia de que al tratarse de una enfermedad de
etiologia variable y causas maultiples, ningun individuo estd exento de padecerla, ya que
cualquier alteracion como el estrés, el desequilibrio de la microbiota (la presencia de AIEC),
asi como condiciones fisicas, genéticas, ambientales o inmunoldgicas, pueden ser un

detonante para padecer una EII.
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Anexo 4: Tabla de resultado de crecimiento de cepas estudiadas en medio MH y MH con Rifaximina
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Origen

Dx: Colitis cronica
y Diverticulitis
Biopsia: Sigmoides
Dx: Colitis cronica
y Diverticulitis
Biopsia: Sigmoides
Dx: Colitis cronica
y Diverticulitis
Biopsia: Sigmoides
Dx: Colitis cronica
y Diverticulitis
Biopsia: Sigmoides
Dx: Colitis cronica
y Diverticulitis
Biopsia: Sigmoides
Colitis crénica y
Diverticulitis
Muestra: Copro
(hisopo)

Colitis crénica y
Diverticulitis
Muestra: Copro
(hisopo)

Dx: Colitis cronica
y Diverticulitis
Biopsia: Sigmoides
Dx: Colitis cronica
y Diverticulitis
Biopsia: Sigmoides
Colitis cronicay
Diverticulitis
Muestra: Copro
(hisopo)

Dx: Colitis cronica
y Diverticulitis
Biopsia: Sigmoides
Dx: Colitis cronica
y Diverticulitis
Biopsia: Sigmoides
Dx: Colitis cronica
y Diverticulitis
Biopsia: Sigmoides
Dx: Colitis cronica
y Diverticulitis
Biopsia: Sigmoides
Dx: Colitis cronica
y Diverticulitis
Biopsia: Sigmoides
Dx: Colitis cronica
y Diverticulitis
Biopsia: Sigmoides

Cepa

CCB18

CCB13

CCB15

CCB16

CCB17

CCH1

CCH4

CCB11

CCB14

CCHS

CCB2

CCB12

CCBS8

CCB5

CCB9

CCB1

Maller Hinton
(control de
crecimiento
positivo)
Positivo
Positivo
Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Mdller Hinton/ Rifaximina 32
mg/L

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Interpretacion

Resistente

Resistente

Resistente

Resistente

Resistente

Resistente

Resistente

Resistente

Resistente

Resistente

Resistente

Resistente

Resistente

Resistente

Resistente

Resistente
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Dx: Colitis crénica
y Diverticulitis
Biopsia: Sigmoides
Dx: Colitis crénica
y Diverticulitis
Biopsia: Sigmoides
Dx: Colitis crénica
y Diverticulitis
Biopsia: Sigmoides
CUCI Biopsia:Ano
y colon descendente
Biopsia:Colon
descendente y
transverso

CUCI Biopsia:Ano
y colon descendente
Biopsia:Colon
descendente y
transverso
Biopsia:Colon
descendente y
transverso

CUCI Biopsia:Ano
y colon descendente
Biopsia:Colon
descendente y
transverso

CUCI Biopsia:Ano
y colon descendente
Biopsia:Colon
descendente y
transverso
Biopsia:Colon
descendente y
transverso

Dx: Colitis cronica
y Diverticulitis
Biopsia: Sigmoides
Biopsia:Colon
descendente y
transverso
Biopsia:Colon
descendente y
transverso
Biopsia:Colon
descendente y
transverso
Biopsia:Colon
descendente y
transverso

CCB7

CCB4

CCB6

CUAGB9

CUA30

CUAS0

CUA22

CUA28

CUA42

CUA2

CUA44

CUAG

CUA3

CCB19

CUA21

CUA1

CUAI19

CUA25

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Resistente

Resistente

Resistente

Sensible

Sensible

Sensible

Sensible

Sensible

Sensible

Sensible

Sensible

Sensible

Sensible

Sensible

Sensible

Sensible

Sensible

Sensible
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Biopsia:Colon
descendente y
transverso

Dx: Colitis cronica

y Diverticulitis

Biopsia: Sigmoides
CUCI Biopsia:Ano
y colon descendente

Biopsia:Colon
descendente y
transverso
Biopsia:Colon
descendente y
transverso
Biopsia:Colon
descendente y
transverso
Biopsia:Colon
descendente y
transverso

Dx: Colitis cronica

y Diverticulitis

Biopsia: Sigmoides
CUCI Biopsia:Ano
y colon descendente

Biopsia:Colon
descendente y
transverso
Biopsia:Colon
descendente y
transverso
Biopsia:Colon
descendente y
transverso
Biopsia:Colon
descendente y
transverso

CUCI Biopsia:Ano
y colon descendente

Biopsia:Colon
descendente y
transverso
Biopsia:Colon
descendente y
transverso
Biopsia:Colon
descendente y
transverso

CUA18

CCB10

CUA55

CUA29

CUA7

CUAS5

CUA9

CCB3

CUAS57

CUA4

CUA38

CUA37

CUA34

CUAG7

CUA12

CUA24

CUA10

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Sensible

Sensible

Sensible

Sensible

Sensible

Sensible

Sensible

Sensible

Sensible

Sensible

Sensible

Sensible

Sensible

Sensible

Sensible

Sensible

Sensible
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Biopsia:Colon
descendente y CUA39 | Positivo Negativo Sensible
transverso
Biopsia:Colon
descendente y CUA14  Positivo Negativo Sensible
transverso
Biopsia:Colon
descendente y CUA32 | Positivo Negativo Sensible
transverso
Biopsia:Colon
descendente y CUA36  Positivo Negativo Sensible
transverso
Biopsia:Colon
descendente y CUA27 | Positivo Negativo Sensible
transverso
Biopsia:Colon
descendente y CUA31  Positivo Negativo Sensible
transverso
Biopsia:Colon
descendente y CUA11  Positivo Negativo Sensible
transverso
Biopsia:Colon
descendente y CUA35 | Positivo Negativo Sensible
transverso
Biopsia:Colon
descendente y CUAZ23 | Positivo Negativo Sensible
transverso
Biopsia:Colon
descendente y CUA13 Positivo Negativo Sensible
transverso
Biopsia:Colon
descendente y CUAZ33 | Positivo Negativo Sensible
transverso
Biopsia:Colon
descendente y CUAL7 | Positivo Negativo Sensible
transverso
Biopsia:Colon
descendente y CUAL6 | Positivo Negativo Sensible
transverso
Biopsia:Colon
descendente y CUA1L5 Positivo Negativo Sensible
transverso
Biopsia:Colon

Taﬂ&‘é@@@ﬁl@&%}é/ origen deg}e’ﬂgga eEQ@%Qon los resul't\&%gﬁyrygados por el estudio de antilﬁ@gﬂ@m!:e

tent&@IIVERNSCesultado 20 cepas resistentes



