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RESUMEN

La Enfermedad Inflamatoria Intestinal (Ell) es una patologia multifactorial en cuya
predisposicion intervienen factores genéticos y ambientales, entre ellos las
alteraciones en la composicion de la microbiota intestinal. Este desequilibrio,
conocido como disbiosis, se ha asociado con la proliferacion de enterobacterias,
particularmente Escherichia coli. En este contexto, se ha descrito un patotipo
emergente denominado Escherichia coli adherente-invasivo (AIEC), el cual ha sido
vinculado con la Ell. Hasta la fecha, AIEC se identifica Unicamente mediante
caracteristicas fenotipicas, tales como la capacidad de adherirse e invadir células
epiteliales intestinales, formar biopeliculas y sobrevivir dentro de macréfagos, ya
que, a diferencia de otros patotipos diarreagénicos y extraintestinales, no se ha

establecido una firma molecular especifica que permita su identificacion.

En el presente trabajo se evaluaron los fenotipos caracteristicos de AIEC mediante
el andlisis de una coleccién de cepas de E. coli aisladas de biopsias de tres
pacientes diagnosticados con EIl. Adicionalmente, se determiné el grupo
filogenético y la secuencia tipo (ST) de algunas de las cepas analizadas. El analisis
de tipificacibn molecular permitié identificar las secuencias tipo ST206, ST405 y
ST648, que fueron especificos por paciente, asi como la pertenencia de las cepas
a distintos grupos filogenéticos, observandose en cada paciente un grupo
filogenético con mayor prevalencia como “A o C” en cepas aisladas de biopsias del
paciente 1, “F” en el paciente 2 y “D o E” en el paciente 3. Estos resultados
evidencian la diversidad genética de las cepas estudiadas y su pertenencia a linajes
ampliamente distribuidos dentro de E. coli. Los ensayos de formacion de biopelicula
mostraron que todas las cepas evaluadas presentan esta capacidad, en mayor o
menor proporcion. Los ensayos de adherencia revelaron una marcada
heterogeneidad en los patrones observados, lo que sugiere variabilidad fenotipica
entre las cepas. Bajo las condiciones implementadas en este estudio no fue posible

establecer un fenotipo de invasion claro entre las cepas estudiadas.

Palabras claves: AIEC, Ell, adherencia celular, biopelicula, filogrupo.
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l. INTRODUCCION
1.1. ENFERMEDAD INFLAMATORIA INTESTINAL

La Enfermedad Inflamatoria Intestinal (EIl) es un término colectivo para las
enfermedades inflamatorias gastrointestinales cronicas que provocan dafio
intestinal progresivo y discapacidad en el mismo (Pezhman-Alavinejad et al., 2024;
Dolinger et al 2024) por lo que se han clasificado en varios tipos clinicos segun la
lesion, localizacion y extension de la pared intestinal (leve, moderada o grave); las
principales clasificaciones son Colitis Ulcerosa (CU) y la Enfermedad de Crohn (EC)
(McDowell, Farooq y Haseeb, 2023).

La CU implica una inflamacion difusa de la mucosa colonica, con mayor frecuencia,
afecta al recto (proctitis) y puede extenderse al colon sigmoideo (proctosigmoiditis),
mas alla del colon sigmoideo (colitis ulcerosa distal) o abarcar todo el colon hasta el
ciego (pancolitis). La EC produce lesiones transmurales en cualquier porcion del
tracto gastrointestinal (Gl), afectando con mayor frecuencia el ileon terminal y el

colon (McDowell, Farooq y Haseeb, 2023).

Se trata de una afeccién de alcance mundial cuya incidencia esta aumentando con
rapidez, especialmente en los paises desarrollados (Kaplan, 2025; Haneishi et al.,
2023), como se ha observado en Norteamérica y Europa. La mayoria de los casos
se diagnostican en personas de entre 15y 30 afios. No obstante, se ha identificado
un segundo pico de aparicién alrededor de los 60 afios. Ademas, los datos indican
que la EC es mas frecuente en mujeres que en hombres (McDowell et al., 2023).

El diagnostico suele ser un desafio, ya que los pacientes suelen cursar con
manifestaciones durante la enfermedad activa (recaida) y alternar con periodos de
enfermedad inactiva (remision) de forma diferente en cada uno. Para que este sea
adecuado, es necesario un interrogatorio hacia el paciente e identificar la evolucién
de los sintomas, tratamientos recibidos (antibiéticos, antiparasitarios,
antiinflamatorios, entre otros). El diagnostico se trata de un conjunto de hallazgos,
incluyen analisis de laboratorio, endoscopia, pruebas patoldgicas y pruebas de

imagen (Casanova-Lara et al., 2023). Las pruebas seroldgicas y de heces se



pueden realizar facilmente de forma ambulatoria y proporcionan pistas diagnosticas
cruciales, sin embargo, la endoscopia ofrece informacion diagndstica esencial, que
si bien es un procedimiento invasivo, permite obtener biopsias y ésta facilita el
diagndstico de la Ell, por lo tanto, la biopsia es crucial para evaluar la actividad
histoldgica de la enfermedad, facilitando una evaluacién exhaustiva de la remision
de la enfermedad y ayudando en el desarrollo de estrategias de tratamiento (Min-
Hong y Hoon-Baek, 2024).

Los tratamientos disponibles se orientan a disminuir el dafio asociado tanto a la EC
como a la CU, y su eleccion depende del grado de severidad del cuadro clinico. Se
emplea el uso de aminosalicilatos, como la mesalazina, asi mismo, pueden
emplearse glucocorticoides orales, inmunomoduladores o corticoides en
combinacion con los aminosalicilatos, segun la respuesta y las necesidades del
paciente. En casos refractarios o complicaciones graves, se contempla la posibilidad
de recurrir a tratamiento quirdrgico (Dowell et al., 2023). Ademas, algunos
tratamientos incluyen el uso de antibidticos, ya que han demostrado un papel
relevante en la Ell al modificar la microbiota colonica disbiotica y reducir la respuesta
inmunogénica e inflamatoria en los pacientes; un ejemplo de ello es la rifaximina,
utilizada como terapia en esta enfermedad (Newton-Amaldoss et al., 2021). Es
importante destacar que el uso de antibi6ticos puede constituir un factor de riesgo
independiente para la Ell, pues se ha observado que provocan alteraciones en las
bacterias simbibticas intestinales en bebés y nifios y que éstas se asociaron con el
posterior desarrollo de la enfermedad; ademas, se ha recomendado el uso de
probidticos como medida complementaria (Cai et al., 2021).

La Ell se considera de origen multifactorial o idiopatico debido a la interaccion de
factores genéticos, inmunitarios y ambientales que ocasionan una regulacion
diferente de la respuesta inmunitaria a la microbiota intestinal del hospedero

(Casanova-Lara et al., 2023).

Fisiopatologia de la Enfermedad Inflamatoria Intestinal (Ell):

La Ell es una afecciébn compleja y multifactorial caracterizada por la inflamacion

cronica de la mucosa gastrointestinal. Aunque su etiologia precisa sigue siendo
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desconocida, se sabe que tanto en la EC como en la CU intervienen diversos
factores como la predisposicion genética, la desregulacion del sistema
inmunoldgico, la disbiosis de la microbiota intestinal y la exposicion a determinados
factores ambientales. En individuos genéticamente susceptibles, la EIll parece
expresarse debido a una respuesta inmunitaria anormal y deficiente frente a los
microorganismos intestinales, lo que la vincula con una desregulacion de las
respuestas inmunitarias innata y adaptativa (Silva et al., 2019; Séez et al., 2023;
Calvez et al., 2025; Dolu y Akpinar, 2025). Asimismo, numerosos locus genéticos
se han asociado con la EC, mientras que factores ambientales como el tabaquismo,
los habitos alimentarios, la falta de actividad fisica y la exposicidon a antibioticos,
influyen en el inicio y progresion de la enfermedad ya que alteran la homeostasis de
la microbiota intestinal y exacerban la inflamacion. Asi mismo, la desregulacion
inmunitaria, especialmente en las vias Thl, Th2 y Th17, genera un desequilibrio
entre respuestas proinflamatorias y reguladoras que perpetia el proceso

inflamatorio crénico (Dolu y Akpinar, 2025).

Predisposicion genética

Los avances en la investigacion genética, impulsados por el Proyecto Genoma
Humano y los estudios de asociacion de todo el genoma (GWAS), han ayudado a
descubrir diversos factores de riesgo genéticos para la Ell y han ampliado de forma

notable el conocimiento sobre sus bases moleculares (Dolu y Akpinar, 2025).

Hasta la fecha, se han implicado mas de 240 loci genéticos en la susceptibilidad a
la EIll, con al menos 30 loci compartidos entre la EC y la CU. NOD2 (nucleotide
oligomerization domain 2), es clave en la EC, ya que se observan con frecuencia
variantes de NOD2 en los pacientes afectados (Dolu y Akpinar, 2025). NOD2 es un
gen de reconocimiento de patrones, expresado principalmente en células del
sistema inmunitario innato, asi como en células epiteliales intestinales. Este receptor
inmunitario reconoce el muramyl dipeptide (MDP) como una sefal indicativa de la
presencia bacteriana. Las variantes de NOD2 asociadas con una mayor

susceptibilidad al desarrollo de EC presentan una funcion deficiente en el
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reconocimiento de estos productos bacterianos, lo que destaca la relevancia de la

microbiota en la patogenia de la Ell (Silva et al., 2019).

Factor Inmunolégico

La desregulacion del sistema inmunitario desempefia un papel central en la
patogénesis de la Ell, al involucrar interacciones complejas entre las respuestas
iInmunitarias innata y adaptativa que normalmente mantienen el equilibrio entre la
tolerancia a la microbiota comensal y la defensa frente a patdégenos; cuando este
equilibrio se altera, se produce una activacion inmunitaria excesiva que
desencadena inflamacién crénica y sostiene un estado inflamatorio persistente,
acompafiado de la desregulacion de la barrera epitelial, de las células inmunitarias
y de los mediadores secretados por el sistema inmunitario innato, alteraciones

observadas principalmente en pacientes con Ell (Dolu y Akpinar, 2025).

El sistema inmunitario innato constituye la primera linea de defensa del organismo
frente a los invasores microbianos. Los receptores tipo Toll (TLR) y tipo NOD (NLR)
cumplen un papel fundamental en la deteccion de componentes microbianos y en
la activacion inicial de la respuesta inmunitaria. En la Ell, la desregulacion de la
expresion y funcion de estos receptores altera la respuesta inmunitaria innata, lo
gue conduce a una inflamacion excesiva, a una pérdida de la tolerancia frente a la

microbiota y a una mayor disfuncion de la barrera intestinal (Dolu y Akpinar, 2025).

El sistema inmunitario adaptativo, mediado principalmente por linfocitos T y B, es
altamente especifico, pero requiere mas tiempo para activarse por completo. En la
enfermedad de Crohn predomina una respuesta Thl que impulsa la inflamacién
mediante la produccion excesiva de citocinas proinflamatorias como IFN-y y TNF-a.
En contraste, la colitis ulcerosa muestra un sesgo Th2, con niveles elevados de IL-
4 e IL-13 que contribuyen a la inflamacion de la mucosa. A su vez, los linfocitos
Th17 productores de IL-17, IL-22 y otras citocinas proinflamatorias, aumentan en
ambas enfermedades y desempefian un papel clave en el mantenimiento de la

inflamacion cronica y el dafio de la mucosa (Dolu y Akpinar, 2025).
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Factores ambientales

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la salud ambiental abarca el
estudio de los factores fisicos, quimicos, bioldgicos, sociales y psicologicos que
influyen en la salud humana, la calidad de vida y el bienestar. En el contexto de la
Ell, varios de estos factores desempefian un papel fundamental en su progresion,
ya que pueden intensificar la predisposicion y la susceptibilidad genética del
individuo, favoreciendo asi su manifestacion clinica. La actividad fisica y una dieta
rica en fibra y vegetales estan asociadas con una menor incidencia de EIl. Por el
contrario, el uso de antibidticos se ha relacionado con un mayor riesgo del desarrollo
de esta enfermedad, ya que se cree que alteran la composicion de la microbiota
intestinal y contribuyen a la disbiosis y la inflamacion intestinal; ademas, su impacto
es mas severo cuando se administran de forma inadecuada durante la infancia. El
uso de antiinflamatorios no esteroideos (AINE) también se ha vinculado con la
aparicion de la enfermedad. Factores hormonales como el uso de anticonceptivos
orales y las terapias de reemplazo hormonal se han asociado con un mayor riesgo
de EIl en mujeres. La apendicetomia se ha reconocido como un factor de riesgo
para la EC, posiblemente debido a alteraciones en el sistema inmunitario. Asimismo,
factores psicolégicos relacionados con altos niveles de estrés influyen en el riesgo
de Ell. Exposiciones tempranas como la lactancia materna, el tipo de parto (vaginal
0 por cesarea) y el uso de antibidticos en la infancia influyen en el desarrollo de la
microbiota intestinal y la maduracién del sistema inmunitario, se han asociado con
un mayor riesgo de EIll en etapas posteriores de la vida. Otros factores vinculados
con la creciente prevalencia de la Ell en paises en desarrollo incluyen la
industrializacion y la urbanizacion, ya que se considera que la contaminacion
atmosférica, los cambios en la dieta y diversas toxinas ambientales contribuyen a

esta tendencia (Dolu y Akpinar, 2025).

1.1.1. LA MICROBIOTA INTESTINAL

La microbiota gastrointestinal humana, comienza a desarrollarse en el parto o

nacimiento, aunque puede existir una exposicion limitada a microorganismos
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durante la etapa fetal (Alvarez et al., 2021). Comprende un conjunto de
comunidades microbianas, incluyendo virus, bacterias, arqueas y hongos (Aldars-
Garcia et al., 2021) y alberga la mayoria de los microorganismos que residen en el
cuerpo cuyo contenido genético y capacidad de transformacién bioquimica superan
ampliamente a los del genoma humano (Shalon et al., 2023). Los seres humanos
tenemos mas de 200 especies bacterianas diferentes, con una abundancia muy
variable en el intestino (Baldelli et al., 2021); en el adulto, el 90% de las bacterias
intestinales pertenecen a 2 filos: Bacteroidetes y Firmicutes. Las Proteobacterias,
Actinobacterias, Fusobacterias y Verrucomicrobia completan el 10% restante junto
con pocas especies del dominio Arquea e incluye también levaduras, fagos y

protistas (Alvarez et al., 2021).

La microbiota intestinal cumple con tres funciones esenciales en el ser humano:
1) La digestion de nutrientes, pues desempefia un papel clave en el proceso
digestivo y en la regulacién metabdlica del hospedador, ya que parte de los
alimentos que no se degradan completamente por enzimas humanas es
descompuesta por la microbiota bacteriana, que secreta enzimas capaces de digerir
sustratos inaccesibles para el hospedero (Baldelli et al., 2021; Alvarez et al., 2021),
es importante destacar que la constitucion y diversidad de la microbiota en
diferentes secciones del tracto gastrointestinal son altamente variables y su
concentracion aumenta de manera constante a lo largo del mismo, con pequefias
cantidades en el estbmago y concentraciones muy altas en el colon (Alvarez et al.,
2021), algunos alimentos que no se absorben llegan al colon donde hay alta
densidad de microorganismos con recursos metabdlicos adicionales y realizan la
fermentacién de hidratos de carbono complejos, que generan acidos grasos de
cadena corta (AGCC), principalmente &cido acético, propiénico y butirico, que son
utilizados por los enterocitos como fuente de energia o pasan al torrente circulatorio
alcanzando organos distales y ejerciendo importantes funciones (Baldelli et al.,
2021; Alvarez et al., 2021); 2) Proteger al hospedero frente a patdgenos, ya que
ocurre una competencia entre microorganismos benéficos y patégenos por el mismo
nicho ecoldgico (Baldelli et al., 2021;Shalon et al., 2023) y 3) La microbiota intestinal
participa en el desarrollo y la funcién del sistema inmunolégico, la pérdida de este
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equilibrio puede provocar desregulacion inmune y contribuir a la aparicion de
trastornos inflamatorios y autoinmunes cronicos (Alvarez et al., 2021; Baldelli et al.,
2021). Esto se debe a que desempeiia un papel crucial en el mantenimiento del
balance entre los linfocitos T cooperadores (Th) y los linfocitos T reguladores (Treg),
garantizando la armonia entre las respuestas proinflamatorias y antiinflamatorias
(Dolu y Akpinar, 2025).

En las ultimas dos décadas, el microbioma se ha convertido en un foco central de
la investigacion sobre la Ell, lo que destaca el papel esencial de la microbiota
intestinal en la preservacion de la salud del hospedero y del equilibrio metabdlico.
Las alteraciones en la composicion o funcion de estos microorganismos pueden
romper la homeostasis microbiana y desencadenar inflamacion intestinal (Dolu y
Akpinar, 2025). Factores ambientales como la nutricion, la medicacion, la etnia y la
ubicacion geogréfica pueden influir en el microbioma intestinal. AlUn no se sabe con
certeza si estas alteraciones microbianas son un factor determinante en el desarrollo
de la inflamacion o una consecuencia del propio proceso inflamatorio. Por lo tanto,
la asociacion entre el microbioma y la Ell aln no se comprende completamente.
(Dolu y Akpinar, 2025). Sin embargo, en la actualidad, se han podido realizar
analisis multibmicos integrados, los cuales han permitido conocer perfiles comunes
y reconocibles que caractericen y distingan las Ell, por ejemplo, estos mismos, han
proporcionado informacion sobre la microbiota intestinal y la firma metabdlica en la
CU (Calvez et al., 2025).

Por lo anterior, se ha observado que la microbiota intestinal desempefa un papel
crucial en la salud como en la enfermedad y se ha vinculado estrechamente con la
aparicion de la Ell (Aldars-Garcia et al., 2021). En pacientes con EIll se ha descrito
una marcada reduccion de bacterias benéficas, como Faecalibacterium vy
Roseburia, junto con un aumento de taxones proinflamatorios, como
Enterobacteriaceae y Fusobacterium (Dolu y Akpinar, 2025). Este desequilibrio
microbiano, conocido como disbiosis, se caracteriza por una disminucion en la
diversidad y estabilidad de la comunidad microbiana, lo que conlleva a una

produccion insuficiente de acidos grasos de cadena corta y otros metabolitos
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esenciales que son fundamentales para el mantenimiento de la salud intestinal y la

regulacion inmunitaria (Dolu y Akpinar, 2025).

1.1.2. DISBIOSIS EN LA Ell

La microbiota intestinal puede tener dos estados, Eubiosis o Disbiosis. La Eubiosis
se describe por mantener estabilidad intestinal mediante la produccién de AGCC, la
prevencion de la expansion de patdégenos y la modulacién del sistema inmunologico,
favoreciendo citocinas antiinflamatorias como IL-10 y TGF-B y reduciendo la
activacion de células Thl7 y Thl. En cambio, en la Disbiosis, bacterias como las
pertenecientes a Enterobacteriaceae pueden proliferar en exceso, disminuyendo la
diversidad microbiana y la estabilidad intestinal, lo que se refleja en una menor
produccion de AGCC y un aumento de citocinas proinflamatorias como IL-6, IL-17 y
TNF-a que activan células Th17 y Th1; ademas, se altera la integridad del epitelio

intestinal debido a la pérdida de uniones estrechas (figura 1) (Baldelli et al., 2021).
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Figura 1. Condicién de Eubiosis y Disbiosis en pacientes con Ell, y la participacion de las
Enterobactereaceae en la patologia. Tomado de Baldelli et al., 2021.

La Disbiosis es un hallazgo comun en pacientes con Ell, quienes presentan pérdida

de la diversidad en la microbiota intestinal, en estos pacientes se observa
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principalmente la reduccion de bacterias del filo Firmicutes, que son beneficas y
esenciales para la homeostasis intestinal, y un aumento de Proteobacteria,
especialmente enterobacterias (Baldelli et al., 2021; Hrncir, 2022). Sin embargo,
también se ha registrado que en casos de mayor gravedad clinica hay un aumento
de Veillonellaceae, Pasteurellaceae, Enterobacteriaceae y Fusobacteriaceae, junto
con una disminucién de Bacteroidales, Erysipelotrichales y Clostridiales (Baldelli et
al., 2021).

Si bien la etiologia de la Ell es multifactorial, se ha descrito la presencia de una
Disbiosis bacteriana marcada, la cual compromete la barrera intestinal y afecta
negativamente al sistema inmunitario y al metabolismo del hospedero (Baldelli et
al., 2021; Hrncir, 2022) por lo tanto, la alteracion del estado intestinal puede
considerarse una causa Yy no simplemente una consecuencia de la inflamacién
gastrointestinal cronica en la Ell (Baldelli et al., 2021). Los factores mas importantes
que afectan negativamente a la microbiota intestinal y causan Disbiosis son los
ambientales, en particular las dietas poco saludables, la medicacion prolongada, el
uso de antibiéticos; aunque también puede surgir por enfermedades infecciosas e
incluso si no provienen de infecciones gastrointestinales (Baldelli et al., 2021; Hrncir,
2022).

Es necesario comprender las interacciones entre la microbiota y el hospedero, ya
gue este conocimiento permite desarrollar terapias basadas en la microbiota, como
la introduccion de cepas beneficiosas, la eliminacion de cepas dafiinas (por ejemplo,
Fusobacterium nucleatum) o el trasplante de microbiota fecal. En este contexto,
como se menciong, la familia Enterobacteriaceae puede proliferar de manera subita;
ademas, en los ultimos afios una bacteria perteneciente a esta familia, AIEC, se
reconoce directamente como una cepa patogena estrechamente vinculada con la
Ell (Baldelli et al., 2021).
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1.1.3. ENTEROBACTERIAS en la Ell.

En el humano, estas bacterias que son anaerobios facultativos, son las primeras
colonizadoras del tracto gastrointestinal aerdbico en los recién nacidos, una funcion
es agotar el oxigeno para crear un ambiente reducido adecuado para conseguir la
colonizacion de anaerobios estrictos. Después de esto, los fermentadores de
oligosacaridos bacterianos, como Bifidobacterium, crecen en el tracto
gastrointestinal debido a la ingesta de leche materna (Baldelli et al., 2021).
Posteriormente, la introduccion de una dieta de alimentos solidos ricos en
polisacaridos produce la expansion de anaerobios y fermentadores de polisacaridos
como Bacteroides, Clostridium y Ruminococcus, y una disminucién simultanea

de Bifidobacterium y Enterobacteriaceae (Baldelli et al., 2021).

En modelos murinos de Ell se describe una Disbiosis de la microbiota intestinal en
respuesta a la inflamacion, caracterizada por un marcado aumento relativo de
enterobacterias. Estos hallazgos respaldan la idea de que, en un entorno inflamado,
las enterobacterias presentan una ventaja competitiva respecto a otros miembros
comensales de la microbiota. De manera concordante, en cohortes pediatricas con
EC se observa que el enriquecimiento de enterobacterias se asocia con un curso
mMAas agresivo y con un mayor riesgo de fracaso terapéutico (Baldelli et al., 2021).
Para explicar este fendmeno, se propone la hipétesis del oxigeno, la cual sugiere
que, en condiciones fisiolégicas optimas, los enterocitos consumen oxigeno
mediante procesos de beta-oxidacion, generando un ambiente luminal anaerobico
qgue restringe el crecimiento de aerobios facultativos. En la Ell, la inflamacién
intestinal reduce la beta-oxidacién y, en consecuencia, aumenta la disponibilidad de
oxigeno en la mucosa, favoreciendo la expansion de
Proteobacteria/Enterobacteriaceae y promoviendo un estado de Disbiosis (Baldelli
et al., 2021).

Ademas, en condiciones inflamatorias, se ha demostrado un incremento en la

produccion de nitrato por el hospedero debido a la perdida de produccion de butirato
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ante la presencia de Disbiosis. En consecuencia, los niveles aumentados de
oxigeno y nitrato observados en pacientes con EIl podrian conducir al

sobrecrecimiento de Enterobacteriaceae (Baldelli et al., 2021).

En cuanto a procesos inflamatorios intestinales, se ha documentado que las
enterobacterias, poseen una versibn mas inmunoestimulante del LPS y estas
moléculas interactiian con los receptores en las células inmunes para desencadenar

la inflamacién (Baldelli et al., 2021).

Uno de los miembros bien estudiados de la familia Enterobacteriaceae es E. coli,
que con frecuencia puede colonizar el intestino humano, esta bacteria se ha
propuesto como una posible causa del comienzo de la enfermedad en pacientes
con Ell; de hecho, varios estudios han encontrado un mayor niumero de cepas
virulentas de E. coli aisladas de pacientes con EIl con respecto a los controles
sanos. La mayoria de las cepas de E. coli identificadas en muestras de Ell son
AIEC (Baldelli et al., 2021).

1.2. Escherichia coli

Generalidades

Escherichia coli (E. coli) de la familia Enterobacteriaceae, es un bacilo gram-
negativo, no formador de esporas, flagelar, anaerobio facultativo, productor de indol
(Mueller y Tainter, 2023), es una bacteria modelo, pues constituye uno de los
organismos mas estudiados en los campos de la microbiologia y la biologia
molecular. Ademas, se trata de una bacteria comensal que forma parte de las
primeras especies en colonizar el intestino después del nacimiento (Pokharei et al.,
2023). Sin embargo, E. coli también puede comportarse como un patobionte, ya
que, bajo estimulos ambientales especificos y en individuos genéticamente
susceptibles, un microorganismo comensal puede transformarse en un patégeno

(Baldelli et al., 2021). En consecuencia, en pacientes inmunodeprimidos cuyas
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barreras fisicas, anatdbmicas o fisioldgicas se encuentran comprometidas, E. coli es

capaz de causar infecciones sistémicas graves (Pokharei et al., 2023).

E.coli presenta la capacidad de realizar transferencia horizontal de genes (THG), lo
gue le confiere una amplia variabilidad genética y la capacidad de adquirir factores
de virulencia y genes de resistencia; a menudo, los genes de virulencia se
encuentran en elementos genéticos movilizables como islas de patogenicidad (PAl),
bacteriofagos, secuencias de insercion (1S), integrones, plasmidos o transposones;
por lo tanto la THG puede contribuir a que bacterias comensales pierdan o ganen

genes y de esta manera volverse patégenas (Pokharei et al., 2023).

Como resultado de la adquisicion de genes de virulencia, algunas cepas de E. coli
difieren de sus contrapartes comensales y adquieren la capacidad de causar
enfermedad en diversos animales, incluido el ser humano. En este marco, las cepas
patégenas se clasifican en tres grupos basados en criterios genéticos, moleculares
y clinicos: (1) cepas comensales presentes en el intestino humano y animal, (2)
cepas patégenas intestinales (INPEC) y (3) cepas extraintestinales (EXPEC)
(Mirsepasi-Lauridsen et al., 2019; Pokharei et al., 2023). Por lo que, dependiendo
de los factores de virulencia que portan, sus mecanismos de infeccion, su tropismo
tisular, las interacciones con las células del hospedero y las manifestaciones clinicas

gue producen, E. coli se categoriza en distintos patotipos.

En cuanto a los patotipos diarreagénicos (INPEC), tradicionalmente se reconocen
seis clasicos, aunque se sugiere un nuevo patotipo: () E. coli enteropatdgena
(EPEC), una causa de diarrea aguda y prolongada en lactantes; (ll) E.
coli enterohemorragica (EHEC/ STEC), que puede causar colitis hemorragica y
sindrome hemolitico urémico (SHU); (lll) E. coli enterotoxigénica (ETEC), una causa
importante de diarrea del viajero; (IV) E. coli enteroagregativa (EAEC), asociada a
causar diarrea aguda y crénica; V) E. coli enteroinvasiva (EIEC), causa de disenteria
y diarrea acuosa y (VI) E. coli difusa-adherente (DAEC) que se asocia con diarrea

acuosa en nifios pequefios; y recientemente se esta estudiando nuevo patotipo
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llamado E. coli Adherente/Invasivo (AIEC) el cual se asocia con la patogénesis de
la EIl (Mirsepasi-Lauridsen et al., 2019; Pokharei et al., 2023).

Las cepas Extraintestinales Patogénicas de E. coli (ExXPEc) incluyen: E.
coli uropatégena (UPEC), causa frecuente de infecciones del tracto urinario (ITU);
E. coli meningogénica neonatal (NMEC), causa principal de meningitis neonatal; E.
coli asociada a septicemia (SEPEC), que puede causar bacteriemia y sepsis y E.
coli patbgena aviar (APEC), que puede causar infecciones respiratorias y

sistémicas graves en aves de corral (Pokharei et al., 2023).

La identificacion de E. coli se realiza mediante medios de cultivo selectivos, como
el agar MacConkey, donde la fermentacién de lactosa y la producciéon de indol
permiten su diferenciacion basica. No obstante, las técnicas moleculares basadas
en PCR aportan mayor especificidad para tipificar cepas patdgenas. Asi, la ETEC
se caracteriza por las proteinas LT y ST; la EPEC, por la deteccién del plasmido
PEAF o su factor BFP; la EAEC, por el regulén AggR; y la EHEC/STEC, por la
amplificacion de los genes stx1 y stx2. La EIEC se identifica mediante NAAT, y
muchas de sus cepas se distinguen por la presencia del gen lacY, que codifica la
lactosa permeasa (Anderson et al., 2018 citado en Mueller y Tainter, 2023; Mueller
y Tainter, 2023).

Otra forma de identificar a los grupos patégeno, son mediante el esquema de
serotipificacion que desarrollo Kauffman, el cual continuamente varia y que
actualmente tiene 176 antigenos somaticos (O), 112 flagelares (H) y 60 capsulares
(K). El antigeno “O” es el responsable del serogrupo; la determinacion del antigeno
somatico y flagelar (O:H) indica el serotipo, el cual en ocasiones se asocia con un

cuadro clinico en particular (Maldonado-Galvez, 2023).

Si bien, E. coli, esta clasificada por ser de los principales agentes diarreagénicos y
se transmite por el consumo de agua y alimentos mal cocidos (Farfan-Garcia, 2016),
el tratamiento depende de la cepa y de la sintomatologia, los expertos recomiendan
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la rehidrataciéon y los antidiarreicos, no se recomiendan antibiGticos como
tratamiento de primera linea debido a los efectos secundarios perjudiciales y su
asociacion con la resistencia a los antibioticos; sin embargo, en pacientes con
enfermedad grave, el uso de antibiéticos puede ser razonable (Mueller y Tainter,
2023).

La diarrea fue responsable de la muerte de al menos 370 000 nifios en 2019 y de
800 000 muertes al afio segun datos en 2013y la segunda causa principal de muerte
en nifios menores de 5 afios de edad. La diarrea es un problema global. La mayoria
de estos son causados por INPEC cuyos miembros poseen rasgos de virulencia
distintos, diferentes serotipos O:H y sindromes clinicos caracteristicos, aunque
comparten algunos pasos en el mecanismo de patogénesis que incluyen una union
a la mucosa intestinal y albergan plasmidos que codifican factores de

virulencia (Pokharei et al., 2023).

1.2.1. Patotipos diarreagénicos de E. coli

1) E. coli enteropatogena (EPEC)

Entre los patotipos de INPEC, EPEC es una causa importante de diarrea infantil en
paises en desarrollo, pudiendo producir infecciones subclinicas hasta cuadros
fatales. Su sello histopatolégico caracteristico son las lesiones de “adherencia y
borramiento (A/E)”, que ocurren cuando las bacterias se adhieren intimamente al
epitelio intestinal y alteran el citoesqueleto mediante la acumulacion de actina

polimerizada bajo los sitios de adhesion (Pokharel et al., 2023).

Ademas, EPEC se divide en EPEC tipica (tEPEC) y EPEC atipica (aEPEC) segun
la presencia del plasmido pEAF. Ambas presentan patrones de adherencia
distintivos: aEPEC puede mostrar adherencia difusa, localizada o agregativa,
mientras que tEPEC presenta adherencia localizada. Asimismo, aEPEC causa
enfermedades agudas y diarrea sanguinolenta persistente, mientras que tEPEC se

asocia a diarrea secretora abundante con moco y pérdidas importantes de agua y
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electrolitos. Finalmente, aEPEC se encuentra en humanos y animales, y tEPEC es

exclusivamente humano (Pokharel et al., 2023).

Patogénesis molecular de EPEC:

EPEC produce lesiones de "Adhesion y borramiento (A/E)" cuando las bacterias se
adhieren intimamente a los enterocitos. El pilus formador de haces (BFP) permite la
adherencia interbacteriana y también a las células epiteliales. Los patdgenos
contactan a la célula hospedera a través de T3SS y sus efectores. La adhesion
intima de las bacterias con las células epiteliales estd mediada por el complejo Tir-
EspA-EspB-EspD en la membrana del hospedero y la intimina en la bacteriana. El
sistema de secrecion tipo Il libera varias proteinas efectoras, incluyendo Tir, EspF,
EspG, EspH y MAP que migran en el citoplasma. Estas interactian con proteinas
del hospedero como N-WASP y Arp2/3 para causar el reordenamiento de la actina.
Se activan la proteina quinasa C (PKC), la fosfolipasa C vy, la quinasa de la cadena
ligera de miosina y las quinasas de la proteina activada por mitogenos (MAPK).
Estos borramientos complejos conducen a la inflamacion intestinal, la permeabilidad

intestinal y la pérdida del area de absorcion (Figura 2) (Pokharel et al., 2023).
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Figura 2. Patogénesis molecular de EPEC, EHEC, ETEC Y EAEC. Tomado de Pokharel et al.,
2023.
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2) E. coli enterohemorragica (EHEC/ STEC)

Las cepas de EHEC, también llamadas STEC o VTEC, son E. coli productoras
distintivas de toxina Shiga, estas cepas infectan el tracto digestivo (el intestino
grueso) y causan diarrea hemorragica, colitis hemorragica y sindrome hemolitico-
urémico (SHU); al igual que EPEC, también producen lesiones de adherencia y
borramiento (Pokharel et al., 2023; Medina-Arrollo, 2023).

Patogénesis molecular de EHEC

EHEC también realizan la adhesion y borramiento (A/E), el mecanismo es
ligeramente diferente de EPEC ya que Tir no esta fosforilado. EHEC inyecta
proteinas efectoras como Tir y EspFu en el citoplasma del hospedero a través del
T3SS y Tir se une a la intimina para unir a las bacterias a la célula hospedera. Tiry
EspFu reclutan factores del hospedero para alterar el citoesqueleto de la célulay la
polimerizacion de la actina. La toxina Shiga (Stx; también conocida como
verocitotoxina) se libera en respuesta al estrés, lo que contribuye ain mas a la
enfermedad. La subunidad B de la toxina Stx se une al glicoesfingolipido
globotriaosilceramida (Gb3), presente en las balsas lipidicas de la superficie de la
célula diana y se internaliza (endocitosis); la toxina Shiga se activa mediante la
ruptura de la subunidad A en dos fragmentos por la proteasa furina. La toxina Stx,
si se absorbe en la circulacion sistémica, puede causar dafio endotelial directo al
aumentar la inflamacion, inducir la expresion de citocinas y quimiocinas, e incluso
puede dafiar 6rganos importantes, especialmente el rifion y el cerebro (figura 2)
(Pokharel et al., 2023).

3) E. coli enterotoxigénica (ETEC)

Se caracteriza por causar “diarrea del viajero” aguda, que afecta a turistas que
visitan paises de bajos ingresos, predomina en areas con saneamiento deficiente.
ETEC se caracteriza por la produccion de enterotoxinas termolabiles (LT) y
termoestables (ST), que alteran los mecanismos de secrecidn en el intestino, lo que

lleva a una diarrea acuosa (Pokharel et al., 2023).
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Patogénesis molecular de ETEC

Las cepas ETEC, se adhieren a las células epiteliales intestinales con la ayuda de
uno o mas flagelos peritricos o factores de colonizacion fibrilar (CF). EtpA media la
unioén de los flagelos con los receptores de glicano presentes en la mucina, EatA
ayuda a degradar MUC2, la principal mucina secretada por las células caliciformes,
mientras que YghJ es necesaria para un acceso eficiente a las superficies de los
enterocitos. Después, las bacterias liberan LT y ST preformados a sus respectivos
receptores en los gangliosidos GM1 y GC-C de la célula hospedera,
respectivamente, y activan la produccion de monofosfato de adenosina ciclico
celular (cCAMP), para iniciar cascadas de sefializacion intracelular que conducen flujo
de CFTR Yy la inhibicién de la captacién de Na+ a través del intercambiador de iones
NHE3 Na+/H+; La toxina termoestable (ST) se une a la guanilato ciclasa C para
activar la produccion de monofosfato de guanosina ciclico (cGMP), activando la
proteina quinasa G (PKG), que fosforila las proteinas del canal idnico y el desarrollo
de diarrea. LT modula la transcripciéon de multiples genes, incluidos los que codifican
CEACAM (moléculas de adhesion celular carcinoembrionaria), que luego sirven
como receptores para FimH de ETEC que expresan fimbrias tipo 1 (figura 2)
(Pokharel et al., 2023).

4) E. coli enteroagregativa (EAEC)

La EAEC es responsable de brotes diarreicos en todo el mundo y se asocia
principalmente con diarrea inflamatoria leve y también con diarrea del viajero aguda
en nifios pequefos y adultos con VIH. Este patotipo se describe por primera vez en
1987 por su patron de adherencia autoagregativa en “ladrillos apilados” sobre
células Hep-2; produce enterotoxinas, citotoxinas secretoras y fimbrias de
adherencia agregante (AAF) (Pokharel et al., 2023;Medina-Arroyo,2023).

Patogénesis molecular de EAEC

La EAEC se adhiere a los epitelios del intestino delgado y grueso formando una
biopelicula gruesa, libera enterotoxinas y citotoxinas e induce inflamacion de la
mucosa. El primer paso de la infeccién por EAEC consiste en la colonizacion de la

mucosa intestinal por las fimbrias de adherencia agregativas (FAA) I, Il y IlI, lo que
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da lugar a un patron AA caracteristico en forma de red de ladrillos apilados. A esto
le sigue la secrecidn de diferentes enterotoxinas y citotoxinas con diferentes
funciones, a saber, la toxina termoestable enteroagregativa (EAST-1), la toxina
codificada por plasmidos (Pet), la proteina implicada en la colonizacién (Pic), la
enterotoxina 1 de Shigella (ShET-1) y la hemolisina E (HIyE). El papel de estos
factores de virulencia y su evolucién clinica no esta claro, pero se asocian con un
aumento de la produccion de citocinas y marcadores inflamatorios que provocan

inflamacion de la mucosa (figura 2) (Pokharel et al., 2023).

5) E. coli enteroinvasiva (EIEC)

Puede causar colitis inflamatoria invasiva y en ocasiones disenteria, asi como
diarrea acuosa. Las cepas de EIEC muestran caracteristicas genéticas, bioquimicas
y patogénicas similares a las de Shigella. A diferencia de otros patotipos como
EPEC, EHEC y ETEC que se replican e infectan extracelularmente, las cepas de
EIEC penetran las células epiteliales, seguida de la lisis de la vacuola endocitica, la
multiplicacion, movimiento direccional a través del citoplasma y extension a las

células epiteliales adyacentes (Pokharel et al., 2023; Medina-Arrollo, 2023).

Patogénesis de EIEC

Shigella/EIEC comparten un patrén de patogénesis similar (figura 3). Las EIEC se
adhieren a la superficie basolateral de los enterocitos y forman un poro en la
membrana celular. Los antigenos del plasmido de invasion (Ipa) facilitan su
captacion, seguida de la entrada, multiplicacion y propagacion intercelular, procesos
gue culminan en la muerte del enterocito. Tras escapar de la vacuola de entrada,
EIEC inicia la polimerizacion de actina mediante el reclutamiento dependiente de
IcsA de N-WASP y ARP2/3, lo que permite su motilidad intracelular. Las bacterias
liberadas de los enterocitos dafiados inducen una nueva fagocitosis en células
sanas y repiten el ciclo, replicandose o diseminandose entre células mediante
motilidad dependiente de actina, ademas de poder migrar y multiplicarse en células

epiteliales y macréfagos (Pokharel et al., 2023; Medina-Arrollo, 2023).
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Figura 3. Patogénesis de EIEC. Tomado y modificado de Pokharel et al., 2023.

6) E. coli difusa-adherente (DAEC)

Las DAEC se caracterizan por un patron de adherencia difusa en células epiteliales
cultivadas. Alrededor del 75 % de las DAEC albergan adhesinas de la familia Afa/Dr,
responsables de este fenotipo de adherencia. La infeccion comienza con la
interaccion de la familia de adhesinas Afa/Dr con receptores unidos a la membrana,
incluido el factor acelerador de la descomposicion (DAF) por las adhesinas
Afa/Dr/DAF (AfaE-l, Afak-Il, AfaE-lll, AfaE-V, Dr, Dr-ll, Nfa-1 y F1845). Una via de
sefalizacion que involucra a la(s) proteina(s) tirosina quinasa(s), la fosfolipasa Cy,
la fosfatidilinositol 3-quinasa, la proteina quinasa C y un aumento de [Ca2?*] que
controla los reordenamientos de la F-actina asociada al borde en cepillo induce
cambios estructurales en las microvellosidades. La toxina serina proteasa (Sat)
secretada por las DAEC puede alterar la permeabilidad paracelular, lo que resulta
en la acumulacién de liquido en el intestino. Las interacciones del hospedero con
las adhesinas Afa/Dr pueden inducir la migracién de leucocitos polimorfonucleares

(PMNL), lo que promueve la produccion de citocinas proinflamatorias, las cuales, a
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su vez, promueven la regulacion positiva de DAF. Se ha descrito la induccién de
proyecciones digitiformes en los enterocitos debido a la transduccion de sefiales

causadas por las DAEC (Figura 4).

o

DAEC

Figura 4. Patogénesis de DAEC. Tomado y modificado de Pokharel et al., 2023.
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1.3. Escherichia coli Adherente Invasiva (AIEC)
1.3.1. Generalidades

Hace mas de dos décadas se identificé un nuevo subtipo de E. coli, denominado E.
coli adherente-invasiva (AIEC), asociado inicialmente con la enfermedad de Crohn
(EC). En 1998, el grupo de Darfeuille-Michaud aislé la cepa LF82 a partir de biopsias
ileales de pacientes con EC, caracterizada por su marcada capacidad de
adherencia. En 1999, Boudeau et al., estudiaron su capacidad de invasion en
células epiteliales intestinales, demostrando que carecia de los factores de
virulencia tipicos de cepas patégenas. Debido a este comportamiento distintivo, se

la denomind AIEC.

Desde esta primera descripcion, se han aislado AIEC en biopsias intestinales de
pacientes con EC, colitis ulcerosa e incluso en individuos sanos, por lo que esta
cepa se considera un patobionte, es decir, es capaz de habitar el intestino sin causar
dafo, pero que bajo alteraciones en la respuesta inmune del hospedero pueden
contribuir al desarrollo de enfermedades inflamatorias intestinales (Zangara et al.,
2022; Pokheral et al., 2023).

Las cepas AIEC poseen un amplio repertorio de genes, como fliC, ompC y otros
reguladores del pili tipo 1, que median la adherencia e invasion de las células
epiteliales. Ademas, cuentan con diversos factores de virulencia que favorecen la
motilidad, la expresion de capsula y lipopolisacarido (LPS), la resistencia sérica, la
captacion de hierro, la adhesiéon e invasion de lineas celulares epiteliales y la
formacion de biopeliculas. Estos determinantes patogénicos estan modulados por
multiples elementos bacterianos y vias reguladoras, como lipoproteinas, proteinas
like-histona, la ribonucledtido reductasa NrdR, el regulador transcripcional flagelar
FIhDC, el factor sigma FliA y los segundos mensajeros c-di-GMP, que participan en
la interaccidn con las células epiteliales intestinales (IEC). Asimismo, el factor sigma
E contribuye a la formacion de biopeliculas y las fimbrias polares largas (LPF) que

constituyen un rasgo caracteristico de AIEC.
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La cepa prototipo LF82 se distingue porque, en lugar de escapar al citoplasma, se
replica en fagolisosomas maduros, tolerando el pH acido, el estrés oxidativo, las
enzimas proteoliticas y diversos compuestos antimicrobianos. Esta capacidad de
supervivencia y replicacion en macrofagos es favorecida por proteinas como HtrA,
la tiol-disulfuro oxidorreductasa DsbA, la proteina de union a ARN Hfg69 y la
oxidorreductasa IbeA70 dependiente de FAD, todas las cuales participan en la

resistencia a especies reactivas de oxigeno (ROS).

A pesar de este arsenal genético, ninguno de los genes identificados en AIEC es
exclusivo, universal ni indispensable en todas las cepas, por lo que no existe un
marcador molecular definitivo para distinguir este patotipo. La alta prevalencia de E.
coli adherentes en la mucosa ileal de pacientes con enfermedad de Crohn impulsé
estudios de caracterizacidbn molecular en numerosos aislados clinicos, pero hasta
ahora no se han identificado genes de virulencia especificos. En consecuencia, la
identificacion de AIEC continda basandose en un esquema fenotipico in vitro
establecido hace casi 25 afios (Palmella et al., 2017; Zangara et al., 2022), que
define a las cepas AIEC por su capacidad para: 1)adherirse a IEC, 2) invadir células
epiteliales, 3) sobrevivir y/o replicarse en macréfagos y 4) formar biopeliculas
(Palmella et al., 2017; Camprubi et al., 2020; Baldelli et al., 2021; Zangara et al.,
2022).

1.3.2.Mecanismo de Patogénesis de AIEC

AIEC invade las células hospederas de manera similar a otros patdgenos como
EIEC y Shigella . Estas cepas penetran las células epiteliales ya sea invadiendo
directamente la capa epitelial o entrando a través de células microfold (M) en el
epitelio del intestino delgado (Pokheral et al., 2023). Lo mas probable es que los
patovares de E. coli intestinal penetren en la capa mucosa al promover la
degradacion de la mucina con proteasas. Se ha informado de una proteasa
secretada por AIEC (VAT-AIEC) descrita recientemente y que contribuye a la
colonizacion intestinal en un modelo murino (Palmella et al., 2017). Los péptidos

antimicrobianos secretados por el hospedero, pueden ser resistentes para AIEC, se
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han documentado genes como arlA, que codifica una proteina de la familia Mig-14
implicada en la resistencia a las defensinas, y ArlC, una proteasa de membrana
externa de la familia OmpT, encargadas de degradar proteinas y péptidos (Paso 1,
figura 5).

La adhesion al epitelio intestinal esta mediada por pili tipo 1 o fimH expresados en
la superficie de AIEC uniéndose al receptor, la molécula de adhesion celular 6
(CEACAMS) en los enterocitos ileales (Paso 1, figura 5). La expresion epitelial de
CEACAM 6 esta aumentada en individuos con Ell lo que aumenta la colonizacion
de la mucosa ileal por AIEC (Baldelli et al., 2021). Se han reportado polimorfismos
en la secuencia de la subunidad fimH del pilus tipo 1 en cepas de AIEC. Ademas,
se ha demostrado que las fimbrias tipo 1, pueden unirse a la proteina GP2 ubicada

en la membrana plasméatica apical de las células M.

Se ha documentado que las IEC, en pacientes con EC, tienen niveles reducidos de
meprina y esto se ha asociado a promover la produccion de la citocina
proinflamatoria IL-8, favoreciendo la colonizaciéon de AIEC, lo que promueve una
pérdida de la Ocloudina y E-Caderina de las uniones estrechas y con la perdida de
la funcion de la barrera. Asimismo, se ha demostrado que la quitinasa 3 similar a 1
(CHI3L1) desempeiia un papel clave en facilitar la infeccion por AIEC. Aunque su
expresion en el intestino es poco comun en individuos sanos, se ha reportado que
se incrementa durante la inflamacion, favoreciendo asi la colonizacion de la mucosa
(Low et al., 2013).

Los flagelos en la superficie de AIEC pueden activar al Receptor Tipo Toll 5 (TLR5),
aumentado la respuesta inmune inflamatoria ya que activa la via del factor nuclear
Kappa B (NF-kB) y la secrecion de IL-8 y a su vez, inhibe el proceso de autofagia
de las células del hospedero.

Se ha observado que AIEC produce vesiculas de membrana externa (OMV) que,
mediante las proteinas transmembrana OmpA y OmpC, interactian con el factor de
respuesta al estrés del reticulo endoplasmico Gp96, el cual se expresa en la

superficie de las células epiteliales intestinales. Esta interaccion favorece la fusion
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de las OMV con Gp96 y contribuye al proceso de invasion bacteriana (Farfan et al.,
2016; Pamella et al., 2017).

Los informes también sugieren que las cepas de AIEC que expresan fimbrias
polares largas (LPF) se adhieren a las células M y median la transcitosis de las
bacterias (Palmella et al., 2017; Pokheral et al 2023; Zangara et al., 2022) (Paso 2,
figura 5). Varias bacterias invasivas como Yersinia, Salmonella, Listeria, Shigella
spp, usan células M para atravesar la barrera intestinal, de manera similar a las
AIEC, son capaces de entrar y translocar a través de células M (Palmella et al.,
2017), por ello las células M de las placas de Peyer también intervienen en la
translocacion de AIEC a través del pilus FimH y las fimbrias polares largas. Este
paso facilita la supervivencia y proliferacion de la bacteria dentro de los macrofagos
(Abdelhalima et al., 2020).

Una vez que AIEC interactla con la barrera epitelial, esta forma biopeliculas. Se ha
documentado que aquellas con el antigeno flagelar H1 son fuertemente productoras

de biopeliculas.

Los macrofagos son un componentes clave de la defensa inmunitaria innata del
intestino al limitar la diseminacién microbiana sistémica mediante fagocitosis; sin
embargo, AIEC tiene la capacidad para sobrevivir y replicarse dentro de ellos, esto
puede ser promovido por la proteina de estrés HtrA, la tiol-disulfuro oxidorreductasa
(DsbA), la proteina de unién al ARN (Hfg) y oxidorreductasa IbeA (Pamela et al.,
2017) (Paso 3, figura 5) importante para evadir los mecanismos especificos que les
permiten resistir a especies reactivas de Oxigeno (ROS). Recientemente se ha
descubierto que estos recursos defensivos estan agrupados en dos conjuntos
regulados de genes, los regulones soxRS y oxyR y también un gen en particular
que contribuye a la capacidad de AIEC para sobrevivir y replicarse dentro de los
macrofagos es gipA. La expresién de GipA se induce por ciertas condiciones
intracelulares, gastrointestinales (sales biliares) y fagolisosomicas (ROS y pH
acido). La eliminacion de GipA disminuye la respuesta proinflamatoria y la
replicacion de AIEC dentro de los macréfagos. Se ha documentado que la cepa

LF82 puede replicarse en neutroéfilos y monocitos (Palmela et al., 2017).
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Figura 5. Interaccion de Escherichia coli adherente- invasiva (AIEC) con la mucosa intestinal
en el contexto de la Ell. Tomado de Palmela et al., 2017.

Algunos estudios en modelos animales indican que la acumulacién de AIEC y otras
E. coli en el intestino podria ser consecuencia de la inflamacion, y que la infeccion
por AIEC puede alterar la microbiota intestinal. Sin embargo, aun no esta claro si
AIEC desencadena la inflamacién que conduce a la Ell o si su proliferacion es
resultado de ella, contribuyendo a su agravamiento (Baldelli et al., 2021). También
se ha propuesto que las AIEC asociadas a CU podrian diferir de las detectadas en
EC, mostrando mayor invasividad o distintos patrones de expresién génica, aunque
su prevalencia es menor (Baldelli et al.,, 2021). En general, en la Ell no se ha
identificado un Unico microorganismo causal, y diversos estudios sefialan la posible
participacion tanto de patdégenos especificos (Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis, Clostridium difficile, Helicobacter spp., Campylobacter spp.) como
de comensales alterados funcionalmente, como AIEC o Bacteroides fragilis

enterotoxigénico (Palmella et al., 2017).

1.3.3. Formacion de Biopelicula

La formacion de biopeliculas es un proceso estructurado mediante el cual las
bacterias se adhieren a superficies bioticas o abidticas y producen una matriz

extracelular polimérica compuesta por polisacéaridos, proteinas, acidos nucleicos
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extracelulares y, en algunos casos, lipidos. Esta matriz protege a las bacterias de la
desecacion, accidn de antimicrobianos y respuesta inmunitaria, ademas de
favorecer la comunicacion interbacteriana y la organizacion tridimensional de la
biopelicula (Costerton et al., 1999; Flemming y Wingender, 2010). La biopelicula se
desarrolla en etapas bien definidas: adherencia reversible, adherencia irreversible,
formacion de microcolonias, maduracion de la arquitectura tridimensional v,
finalmente, dispersidn celular hacia nuevos nichos (Hall-Stoodley et al., 2004). Este
modo de crecimiento confiere a las bacterias ventajas adaptativas significativas,
entre las que destacan la tolerancia antibidtica y la persistencia en ambientes

hostiles, caracteristicas que contribuyen a infecciones crénicas o recurrentes.

En E. coli, la capacidad de formar biopeliculas depende de diversos determinantes
como fimbrias tipo 1 (FimH), el flagelo FliC, polisacaridos capsulares, la sintesis de
celulosay la regulacion mediada por segundos mensajeros como el c-di-GMP (Pratt
& Kolter, 1998; Serra et al., 2013). Estas estructuras facilitan la adherencia inicial y
la cohesidén entre bacterias dentro de la matriz de la biopelicula. En el caso particular
de E. coli adherente-invasiva (AIEC), la formacién de biopelicula es un rasgo
relevante para su patogénesis, ya que permite la persistencia de estas cepas en la
mucosa intestinal inflamada y favorece su capacidad de colonizacién en pacientes
con enfermedad inflamatoria intestinal. Martinez-Medina et al., (2009) demostraron
gue las cepas AIEC presentan una capacidad significativamente mayor para formar
biopeliculas en comparacion con cepas no AIEC, y que esta caracteristica se
correlaciona positivamente con su fenotipo de adherencia e invasion celular. Asi, la
formacién de biopelicula en AIEC constituye un determinante clave que potencia su
adaptacion al hospedero, su persistencia intracelular y su contribucién al proceso

inflamatorio intestinal.

1.3.4. Resistencia antimicrobiana

En los dltimos afos, diversos estudios han mostrado que las cepas adherentes-
invasivas de E. coli (AIEC) presentan una creciente relevancia clinica debido a su

capacidad de persistir en el intestino inflamado y a su tendencia a acumular
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mecanismos de resistencia a multiples antibidticos (Martinez-Medina et al., 2020;
Heidari et al., 2024). Investigaciones recientes confirman una notable variabilidad
en los perfiles de susceptibilidad de AIEC, con incrementos en genes asociados a
resistenciay en la formacién de subpoblaciones tolerantes, lo que dificulta la eficacia
de terapias convencionales (Pérez-Villalobos et al., 2025). Ademas, aunque la
rifaximina es un antibiético de uso frecuente en patologias intestinales, su aplicacion
puede favorecer la seleccion de bacterias resistentes dentro de la microbiota, lo que
plantea un riesgo clinico emergente (Carbonnel et al., 2025). Por ello, estudiar la
resistencia antimicrobiana en AIEC, y particularmente la resistencia a rifaximina, es
esencial para optimizar estrategias terapéuticas y anticipar fallos de tratamiento en

enfermedades intestinales crénicas.

1.3.5. Grupos filogenéticos

En el 2000, Clermont et al., establecieron un método sencillo para la asignacion de
filogrupos en E. coli mediante PCR, este esquema permitio clasificar las cepas en
los filogrupos A, B1, B2 Y D. Posteriormente, Clermont et al., (2013) revisaron y
ampliaron este sistema, motivados por las inconsistencias detectadas en la
clasificacion de cepas con el esquema original. En esta actualizacién incorporaron
nuevos cebadores (arpA, chuA, yjaA, trpA y TspE4.C2) y esto permitid distinguir
ocho grupos filogenéticos: A, B1, B2, C, D, E, F y clado |. Esta version resolvi
errores frecuentes en la diferenciacién de cepas de los grupos D, E y B1 y aument6
significativamente la sensibilidad y especificidad del método; sin embargo, en 2019
este sistema se actualiz6 ya que reconocieron al filogrupo G el cual surge de cepas
clasificadas como filogrupos D y F y puede distinguirse con la deteccion del gen

ybgD (170pb), aunque filogendomicamente muestra una mayor proximidad con F.

Los trabajos de 2000, 2013 y 2019 permitieron clasificar cepas de E. coli y relacionar
esta diversidad con su comportamiento biolégico y clinico, por ejemplo, el grupo A
representa principalmente cepas no patdgenas que residen a lo largo de la mucosa
del tracto gastrointestinal. El filogrupo B1 incluye tanto cepas comensales como

algunas pertenecientes al patotipo EHEC. Los filogrupos D1, D2 y E corresponden
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a InPEC, mientras que muchos EXPEC pertenecen al grupo B2. Las cepas de E.
coli genéticamente diversas, pero fenotipicamente indistinguibles se agrupan en el
clado criptico | (Pokharei et al., 2023). En el caso de AIEC, las cepas se asignan
con mayor frecuencia al filogrupo B2, que contiene méas factores de virulencia,
aunque también se encuentran en A, B1, D y F (Palmella et al., 2017; Camprubi et
al., 2020).

1.3.6. Secuencia Tipo (ST)

La identificacién precisa de cepas patdgenas es fundamental para la vigilancia
epidemioldgica, el andlisis de la dinamica poblacional microbiana y el disefio de
estrategias de control en salud publica. Para ello se han desarrollado diversos
métodos de tipificacidbn molecular aplicables tanto a la epidemiologia global como a
brotes locales. Entre ellos, la tipificacion de secuencias multilocus (MLST) analiza
la variacion nucleotidica en fragmentos internos de genes constitutivos,
generalmente siete, cuyos alelos combinados generan un perfil alélico o tipo de
secuencia (ST) que caracteriza inequivocamente a cada aislado. Su uso amplio ha
sido posible gracias a avances en biologia evolutiva bacteriana, secuenciacion de
alto rendimiento y bases de datos genéticas. Desde la década de 1980, los estudios
poblacionales que demostraron la frecuencia del intercambio genético bacteriano
impulsaron el desarrollo de MLST. Un objetivo central de este enfoque es disponer
de plataformas en linea que integren bases de datos accesibles a investigadores y
autoridades sanitarias, Utiles para estudios clinicos, epidemiolégicos vy

poblacionales (Pérez-Losada et al., 2017).
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.  ANTECEDENTES

2.1. Antecedentes internacionales

En 1998, Darfeuille-Michaud y colaboradores identificaron en biopsias ileales de
pacientes con EC un grupo de cepas de E. coli con una marcada capacidad de
adherencia al epitelio intestinal y sin los genes de virulencia tipicos de los patotipos
entéricos clasicos. La cepa prototipo LF82 destaco por su notable adherencia. Este
hallazgo sento las bases para considerar que ciertas cepas de E. coli, como LF82,
podrian desempefiar un papel en la patogénesis de la enfermedad de Crohn
mediante e impulsando asi el desarrollo de un nuevo campo de investigacién sobre

este patotipo.

En 1999, Baudeau et al., retoman el trabajo previo de Darfeuille-Michaud, con este
antecedente, evaluaron la invasién de LF82 y la compararon con cepas de
referencia pertenecientes a patotipos bien establecidos de E. coli. Los resultados
mostraron que LF82 invade eficientemente células HEp-2, Caco-2 y la linea INT-
407, alcanzando niveles significativamente mayores o igual a algunos patotipos de
E. coli. Ademas, notaron que los determinantes genéticos responsables de este
fenotipo no corresponden a los conocidos en otras cepas patdégenas invasivas;
observaron la formacién de vacuolas endociticas vinculadas a la patogénesis,
sugiriendo que LF82 activa un mecanismo endocitico en células fagociticas no
profesionales que favorece su internalizacion. Con base en estos hallazgos,
concluyeron que LF82 constituye una E. coli verdaderamente invasiva que no
encaja en los patotipos descritos hasta ese momento, lo que llevé a proponer un

nuevo grupo potencialmente patégeno: las cepas E. coli adherente-invasiva (AIEC).

Glasser et al., (2001) estudiaron 15 cepas de AIEC aisladas de pacientes con
enfermedad de Crohn y demostraron que son capaces de sobrevivir y replicarse
dentro de macrofagos sin inducir la muerte celular. Utilizando macrofagos
peritoneales murinos, macrofagos derivados de monocitos humanos y la cepa de
referencia LF82, confirmaron la supervivencia intracelular de AIEC. Mediante

microscopia electronica observaron que, a las 24 h postinfeccion, los macréfagos
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albergaban grandes vacuolas con abundantes bacterias. Ademas, las células J774-
Al (una line celular perteneciente a macrofagos murinos) infectadas con LF82
secretaron 2.7 veces mas TNF-a. En conjunto, el estudio mostré que las cepas AIEC
sobreviven y se multiplican en macréfagos sin causar apoptosis y que promueven

una marcada respuesta proinflamatoria.

Martinez-Medina et al. (2009) fueron los primeros en demostrar que la formacién de
biopeliculas es un rasgo distintivo de las cepas AIEC. Partiendo de la sospecha de
gue estas estructuras podrian estar presentes en la mucosa de pacientes con EC,
dado que algunas E. coli patégenas las producen, analizaron 27 cepas AIEC y 38
no AIEC aisladas de mucosa intestinal. Encontraron que los indices de formacion
especifica de biopelicula (SBF) fueron significativamente mayores en las cepas
AIEC mediante el andlisis la produccion, en el que el 65.4 % de las cepas con
produccion moderada o alta de biopelicula correspondieron a AIEC, mientras que el
74.4 % de las productoras débiles fueron no AIEC (P = 0.002). Ademas, los niveles
de adherencia (P = 0.009) e invasién (P = 0.003) mostraron una correlacién positiva
con indices mas altos de SBF, lo que confirm6 que AIEC forma biopeliculas de

manera mas eficiente que otras cepas.

Palmela et al. (2018) realizaron una revision exhaustiva sobre el papel de AIEC en
la patogénesis de las enfermedades inflamatorias intestinales (Ell), especialmente
en la enfermedad de Crohn. Describen que AIEC coloniza preferentemente la
mucosa ileal inflamada y se adhiere eficientemente a células epiteliales intestinales
mediante FimH, que reconoce el receptor CEACAM6 sobreexpresado en la
inflamacion. Asimismo, explican que AIEC invade células epiteliales, sobrevive y se
replica dentro de macrofagos sin inducir apoptosis, promoviendo una respuesta
inflamatoria sostenida caracterizada por una elevada produccion de TNF-a. El
estudio también integra evidencia sobre otros determinantes de virulencia, como
flagelina FIliC, las proteinas de membrana OmpC/OmpA implicadas en la interaccion
bacteria-huésped, aunque OmpA ha sido relacionada con la incorporacion en
vesiculas de membrana externa, factores de captacion de hierro (fyuAlybt) y
mecanismos que modulan la formacion de biopeliculas (afaC, Ipf,gipA/IpfA). Los
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autores concluyen que, aunque AIEC no posee un patron genético exclusivo, su
repertorio funcional le permite aprovechar el ambiente inflamado, perpetuar la

disbiosis y contribuir a la cronicidad de la ElI.

Zangara et al.,, (2023) presentan una revisiOn actualizada sobre el potencial
patogénico de AIEC en la enfermedad de Crohn, destacando la heterogeneidad
molecular de este patotipo y la dificultad de definirlo mediante marcadores genéticos
0 bioquimicos exclusivos. Las cepas AIEC han sido aisladas de pacientes con
enfermedad inflamatoria intestinal utilizando criterios fenotipicos clasicos, pero no
se ha identificado un gen o conjunto de genes que sea universalmente exclusivo de
AIEC, a pesar de compartir mecanismos de virulencia comunes, como la interaccion
con receptores epiteliales y la supervivencia en macrofagos. Las variaciones
gendmicas y metabdlicas entre aislados sugieren que multiples determinantes
pueden contribuir a su patogenicidad en diferentes contextos, enfatizando la
importancia de considerar tanto factores genéticos como ambientales y de
expresion génica para comprender la adaptacion de AIEC al nicho inflamado y su
capacidad de persistir en el hospedero, lo que complica la identificacion de

marcadores moleculares definitivos para su clasificacion.

2.2. Antecedentes nacionales

En México la literatura sobre AIEC es limitada; sin embargo, destaca el trabajo de
Barrios-Villa et al., (2018) que aportaron el primer estudio en México que caracteriza
cepas con fenotipo AIEC aisladas de personas clinicamente sanas, esto a partir de
heces de donantes sanos de los cuales se aislaron 4 cepas y una cepa se aisl6 de
liquido peritoneal neonatal. Al analizar los aislamientos, estos resultaron ser ST131
025:H4/H30-Rx. El trabajo identificd nuevos virotipos (F,G y H), genes de virulencia
propios de EXPEC y determinantes asociados al patotipo AIEC como las

tamposasas insA e insB como el integron intl1.

En 2020, Barrios-Villa et al., analizaron las secuencias gendmicas de cinco cepas
AIEC previamente caracterizadas y aisladas de individuos sanos (no IBD-AIEC),

comparandolas con las cepas de referencia AIEC LF82 y NRG857¢, asi como con
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la cepa de E. coli uropatégena extraintestinal CFT073. Las cepas no IBD-AIEC,
mostraron hasta un 98 % de identidad nucleotidica respecto a las cepas control.
Ademas, se evalud la presencia de grupos geénicos previamente descritos en
aislados AIEC, confirmandose en las cinco cepas no IBD-AIEC los genes fimA
(subnidad fimbrial principal), fliC (flagelina), fuhD (proteina de captacion de
hidroximato férrico), chuA (proteina membra externa como hemo-receptor), irp2
(proteina permeasa) y cvaC (colicina-V), estos genes mencionados han sido
reportados en AIEC.

GOmez-Soriano, et al., en 2023 realiz6 un analisis bioinformatico del resistoma
plasmidico en 30 genomas de cepas AIEC aisladas de pacientes con Ell en distintos
paises. Su estudio incluyo la filogenia, el plasmidoma y el resistoma, y permitié
identificar elementos genéticos asociados con resistencia a antibidticos de uso
clinico. Los resultados mostraron una alta heterogeneidad filogenética, con
filogrupos, secuenciotipos y serotipos muy variados, probablemente por el origen
geografico diverso de los aislados. La mayoria de las cepas pertenecié al filogrupo
B2 (23 cepas), mientras que el resto se distribuy6 en B1, A, D y F. No obstante, las
cepas C4435, C72223, C7225, C7226 Y C7230, provenientes de Meéxico
compartieron filogrupo (B2), secuenciotipo (ST131) y serotipo (025:H4), lo que
indica una similitud filogenética y ademas fueron aisladas en la misma regioén (lo

gue puede explicar su semejanza).

2.3. Antecedentes directos

En 2019, en el Laboratorio de Microbiologia Hospitalaria y de la Comunidad
(LMHyC) del Centro de Investigaciones en Ciencias Microbiolégicas (CICM) en
Puebla, Lara Flores et al., realizaron una coleccion de 66 cepas de E. coli (tabla 1),
las cuales se aislaron a partir de biopsias de tres pacientes con Ell: El paciente 1
fue un hombre de 23 afnos diagnosticado con CUCI y con tratamiento previo con
trimetoprim/sulfametoxazol. El paciente 2, una mujer de 61 aflos con diagndstico
de colitis cronica y diverticulitis, habia recibido ciprofloxacino y rifaximina. El

paciente 3 fue un hombre de 34 afos diagnosticado con CUCI y tratado
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previamente con metronidazol, ciprofloxacino y ceftriaxona. Las cepas obtenidas de

estos pacientes se encuentran conservadas en el cepario del LMHyC.

De la coleccion de 66 cepas de Escherichia coli mencionada, Maldonado-Galvez
(2023) analizé la resistencia de las cepas, caracterizé los perfiles de susceptibilidad
a antibidticos y evaluo la presencia fenotipica de serin-B-lactamasas y metalo-B-
lactamasas. Se observé que el 87.7 % de las cepas fueron multidrogorresistentes.
Determino la presencia de genes de resistencia; en el paciente 1 se identificaron
cepas productoras de BLEE, siendo blatem el gen mas frecuente; ademas, se
detectaron genes blactx-m y la variante blactx-v-15, ampliamente distribuidas entre
los aislados del mismo paciente. En contraste, los genes plasmidicos asociados a

resistencia a quinolonas fueron los menos comunes.

De esta misma coleccion, Ibarra-Moreno en 2024, trabajo Unicamente con cepas
gue presentaban perfiles de resistencia a Rifaximina y eran productoras de BLEE+,
seleccionando un total de 36 cepas; a estas, les realiz6 un andlisis de distancia
filogenética mediante la interpretacion de un dendrograma y el ensayo de
Electroforesis en Campos Pulsados (PFGE). Este andlisis permitié seleccionar 22
cepas para continuar los ensayos fenotipicos de AIEC para el estudio presente
(Figura 6y 7).
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lIl. JUSTIFICACION

Se ha documentado que la Ell, a pesar de ser multifactorial, esta ampliamente ligada
a la microbiota intestinal y particularmente asociada a la presencia de AIEC, ya que,
a pesar de ser parte de la microbiota, algunas cepas pueden presentar un potencial
patogénico y comportarse como patobiontes bajo ciertas circunstancias. Por ello, es
necesario caracterizar cepas aisladas a través de biopsias de muestras tomadas de
diferentes zonas del intestino de personas afectadas por alguna Ell, para verificar
la presencia del patotipo AIEC, por medio de la descripcion de su fenotipo de
adherencia, invasion, sobrevida en macrofagos y produccion de biopelicula.
Igualmente, es importante conocer las caracteristicas fenotipicas propias de AIEC
en cepas de E. coli aisladas de biopsias intestinales de pacientes mexicanos con
Ell, con lo cual obtendremos informacion cientifica sobre la relacion entre la
presencia de AIEC y EIll en cepas de pacientes nacionales, datos que abonaran a

esta linea de investigacion internacional.
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V. OBJETIVOS

Objetivo General

Caracterizar cepas de Escherichia coli aisladas de biopsias de pacientes con

Enfermedad Inflamatoria Intestinal, como cepas del patotipo Adherente/Invasivas.

Objetivos particulares

1. Determinar el filogrupo y la secuencia tipo de las cepas caracterizadas como
AIEC.

2. Determinar el fenotipo de adherencia, invasion y formacion de biopelicula en
cepas de E. coli, aisladas de biopsias de pacientes con Enfermedad

Inflamatoria Intestinal.
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V. MATERIAL Y METODOS

5.1. Estrategia metodoldgica

De 66 cepas de Escherichia coli aislada de biopsias de 3 pacientes con Ell: 2
adultos con CUCI (Paciente 1y Paciente 3) y 1 adultos con colitis cronica y
diverticulitis (Paciente 2)

Andlisis de grupo
filogenética por PCR

cuédruplex (Clermont et Seleccion de 22 cepas

al., 2019)
\ 4
Seleccion de cepas para Caracterizacion de Fenotipo
secuenciar: 6 cepas. de AIEC
\4 i
B{quueda de Secuencia Formacion de biopelicula
Tipo (ST) por PUbMLST (Stepanovich et al., 2007)

Adherencia celular (Cravioto,
1979)

l

Invasion celular (cepas
seleccionadas por el fenotipo de
adherencia) (Labrec et al., 1964).

Figura 8. Esquema de trabajo.
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5.2. Material bioldgico:

Se trabajaron con 66 cepas de E. coli las cuales pertenecen a un cepario del
Laboratorio de Microbiologia Hospitalaria y de la Comunidad (LMHyC) y fueron
aisladas por Lara-Flores en el 2018 a partir de biopsias de tres pacientes adultos de
consulta externa privada del estado de Puebla, los cuales dos de ellos fueron
diagnosticados con CUCI (paciente 1 y 3) y una paciente femenina con Colitis
Cronica con Diverticulitis (paciente 2). Las biopsias fueron obtenidas de distintos
sitios del tracto intestinal: colon descendente y transverso de donde se aislaron 37
cepas de E. coli (paciente 1); sigmoides en donde se aislaron 19 cepas y tres cepas
de heces (paciente 2) y colon descendente de donde se obtuvieron 7 cepas
(paciente 3). Estas cepas fueron previamente estudiadas, a las cuales se les
determino su relacién clonan por Ibarra-Moreno en 2025 (Figura 6 y 7, ver anexos)
y el fenotipo y genotipo de resistencia por Maldonado-Galvez (2023). Los datos de

los pacientes se muestran en la (tabla 1).

Tabla 1. Datos de los pacientes con Ell donantes de las biopsias

intestinales
Pacientes 1 2 3
Edad (afios) 23 61 35
Sexo Masculino Femenino Masculino
Diagnéstico CucCl Sl EaIEE Cucl

Tratamiento

Trimetoprim/

diverticulitis

Ciprofloxacino y

Metronidazol,
Ciprofloxacino y

Sulfametoxazol Rifaximina :
Ceftriaxona
Colon . :
Blopsia descendente y %Ieg rgglgish)(/egs: descc::g*%r:ente
transverso P
No. cepas 37 22 7
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5.2.1. Reactivacion de cepario

Para iniciar el andlisis, se verifico mediante la resiembra de cada cepa de la
coleccion, las cuales se encontraban almacenadas en criopreservacion a -70°C,
esta resiembra nos permiti6 verificar que las cepas no se encontraran
contaminadas. Para ello, se utilizo el Agar Triptona de Soya (TSA) y se sembro
inicialmente por estria cruzada para aislar colonias, posteriormente, se selecciono
una colonia aislada para resembrar en masivo con TSA y nuevamente colectar el
crecimiento bacteriano y almacenarlo en un criovial constituido por medio BHI con
15% de glicerol en las condiciones antes mencionadas. También se utilizé el medio

MacConkey para observar las caracteristicas de E.coli.

5.2.2. Controles

Los controles empleados en los ensayos de este trabajo fueron UPEC CFT073,
C7223 Y C4435 (Barrios-Villa et al., 2020).

La cepa Escherichia coli CFT073 es una cepa uropatégena (UPEC) de referencia,
aislada de un caso de pielonefritis aguda, y ampliamente empleada en estudios de
virulencia bacteriana. Se caracteriza por portar multiples factores de virulencia
asociados a la adhesion, captacion de hierro, formacion de biopelicula, dafio al
hospedero y persistencia en el hospedador, muchos de ellos localizados en islas de
patogenicidad. La secuenciacion de su genoma revel6 una elevada plasticidad
genética y un repertorio virulento representativo de cepas EXPEC, lo que ha
permitido su uso como control positivo en ensayos de adherencia, invasion y
biopelicula, asi como modelo para el estudio de infecciones del tracto urinario
(Welch et al., 2002; Flores-Mireles et al., 2015).

La cepa E. coli C7223 fue descrita por Barrios-Villa (2020) como un aislado con un
fenotipo altamente adherente en células HelLa, la cual mostr6 mayores niveles de
adherencia bacteriana durante el ensayo. Esta cepa fue obtenida a partir de

muestras de individuos clinicamente sanos, presentd caracteristicas fenotipicas
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compatibles con el patotipo AIEC, incluyendo capacidad de adherencia celular y
formacion de biopelicula. Por lo que la cepa C7223 ha sido propuesta como una
posible AIEC atipica y se consideré utilizada como control positivo en ensayos de

adherencia y biopelicula en este estudio (Barrios-Villa, 2020).

La cepa E. coli C4435 fue caracterizada por Barrios-Villa (2020) como una cepa con
alta capacidad de invasion celular, evaluada mediante ensayos de proteccion con
antibiotico en células HelLa. C4435 mostré valores superiores de invasion en
comparaciéon con otros aislados, lo que permiti6 su uso como control positivo en

ensayos de invasion bacteriana (Barrios-Villa, 2020).

5.2.3. Extraccion de ADN

El ADN gendmico de las cepas de interés se obtuvo mediante un método de
ebulliciébn a partir de colonias bacterianas previamente cultivadas en agar Luria-
Bertani (LB) durante la noche. Las colonias se resuspendieron en 500 uL de agua
destilada y se sometieron a ebullicion durante 15 minutos. Los lisados se
centrifugaron a 13,000 rpm 5 minutos; el sobrenadante se recuperd y se transfirio a
tubos nuevos. La concentracibon de ADN se determindé utilizando un

espectrofotometro NanoDrop 2000c (Thermo Scientific®).

5.2.4. Cuantificacion de ADN

La concentracion del ADN se midio con ayuda de un espectrofotometro NanoDrop
2000c (Thermo Scientific®) a una absorbancia de 260 y 280nm, la lectura de 260nm
reflejaba 1 unidad de densidad optica equivalente a 50 ug/mL de ADN de doble
cadena. La concentracion final utilizada para las reacciones de PCR fueron de 100

ng/uL.

5.2.5. Determinacion de filogrupo por PCR cuadruplex

La determinacion de filogrupo de 66 cepas de E. coli se realiz6 siguiendo el método
de Clermont et al., 2013 y 2019 que establecen realizar PCR cuadriplex empleando
cuatro cebadores TspE4C2 (152pb), YjaA (211pb), chuA (288pb) y arpA (400pb) las

cuales, de acuerdo con las amplificaciones observadas, se designara un filogrupo
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(Tabla 2). En el 2019, los autores descubrieron un nuevo filogrupo que puede partir
del filogrupo F, se trata del filogrupo G. Para poder diferenciarlas entre si, se realizo
una busqueda del gen YbgD (177pb) mediante PCR (Tabla 11, anexos).

Tabla 2. Genotipo de la PCR cuadruplex y asignacion de los filogrupos para E. coli
(Tomado de Clermont et al., 2013).

Genotipo (PCR cuddruplex)

arpA chuA yjaA  TspEa.CZ Filogrupo Procedimiento
(400 pb) (288 pb) (211 pb) (152 pb)

+ - - - A

+ . - + B1

. “+ . . F

o + + . B2

. “ + + B2

o + - + B2 Debe ser confirmado con la
busqueda del gen ibeA”

+ . + o AoC Usar primers especificos para C,
slesCresC, sino A

+ + u - DoE Usar primers especificos para E,
slesE+esE sino D

+ + - + DoE Usar primers especificos para E,
slesEvesE sino D

4+ + + - E oclado | Usar primers especificos para E,

sl es E-, es clado |, confirmar
usando primers de clado criptico”

. . + . Clado 1ol Confirmar usando primers de
clado criptico”

- (476)° . - Clado Il VoV  Confirmar usando primers de
clado criptico”

. . - + Desconocido Realizar MLST

. - + + Desconocido Realizor MLST

» " + + Desconocido Realizar MLST

+ * + + Desconocido Realizar MLST

o . . . Desconocido Confirmar Identificacion de E. coll

con primers widA, si es positivo
confirmar usando primers de
clado criptico vio MLST

Todas las amplificaciones se realizaron conforme a las indicaciones del autor (Tabla
3). Para ello, se preparé una mezcla de reaccion que incluyd, de manera adicional,
el uso de cuatro cebadores: arpA, chuA, yjaA y TspE4.C2, cada uno a una

concentracion de 0.75 pM.

El andlisis electroforético de los productos de PCR se llevd a cabo en un gel de
agarosa al 1%, empleando Buffer Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1X. La corrida
electroforética se efectu6 a 100 V durante 30 minutos. Posteriormente, el gel se tifid
con Bromuro de Etidio (Sigma® Life Science) por 10 segundos y se enjuagd con
agua tridestilada durante 30 minutos. La visualizacion de los geles se realiz6

utilizando el fotodocumentador de luz UV MiniBis Pro.
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Tabla 3. Componentes empleados para la PCR cuédruplex

Reactivos Concentracion Volumen

inicial afladido por

reaccion (ul)
Agua esteril - 5.7
Buffer de MgCl, 25mM 1.0
dNTPs 10uM 0.3
Oligonucledtido Forward 1 25uM 0.3
Oligonucledtido Reverse 1 25uM 0.3
Oligonucledtido Forward 2 25uM 0.3
Oligonucledtido Reverse 2 25uM 0.3
Oligonucleétido Forward 3 25uM 0.3
Oligonucledtido Reverse 3 25uM 0.3
Oligonucledtido Forward 4 25uM 0.3
Oligonucledtido Reverse 4 25uM 0.3
Tag DNA polymerase 5U/ul 0.1
Templado de DNA 100ng/ n 0.5
Volumen final 10

Concentracion
final

2.5mM
0.2mM

0.75 uM
0.75 uM
0.75 uM
0.75 uM
0.75 uM
0.75 uM
0.75 uM
0.75 uM
0.5U/ul

Tabla 4. Oligonucletdtidos empleados y sus condiciones para realizar PCR

cuédruples (Clermont et al., 2013).

Reaccidn Iniciadores (5° —-> 3') Condiciones de la| Amplicon

de PCR relacion (pb)
arpA
AceK.f:AACGCTATTCGCCAGCTTGC 400
ArpAL.r: TCTCCCCATACCGTACGCTA
chuA
chuA.1b: ATGGTACCGGACGAACCAAC | 24°C4min. 1ciclo 288
chuA.2: TGCCGCCAGTACCAAAGACA 943C 5 seg.

Cuadruplex ViahA 592C 20 seg. 30

yiaA.1b: CAAACGTGAAGTGTCAGGAG | Ciclos 72°C 30seg. 211
yiaA.2b: AATGCGTTCCTCAACCTGTG | 72°C3min. 1ciclo
TspE4.C2
TspE4C2.1b: CACTATTCGTAAGGTCATCC =
TspEAC2.2b: AGTTTATCGCTGCGGGTCGC
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5.3. Andlisis fenotipico de 22 cepas de E. coli como probables AIEC

5.3.1. Técnica de cuantificacion de biopelicula por método de tincion con
Cristal Violeta

Para poder realizar la cuantificacion de biopelicula, se sigui6 el método establecido
por Stepanovic et al., 2007, se analizaron las 22 cepas de E. coli seleccionadas del
cepario mencionado. Como control se emplearon las cepas de E. coli uropatégena
CFT073y C7723.

A partir de un cultivo puro, se tomo una colonia aislada y se inoculé en 5ml de Caldo
Infusion Cerebro Corazén (BHI) el cual se cultivé a 37°C por 24hrs; luego de ese
tiempo, el crecimiento bacteriano se ajusté a 0.5 en la escala de McFarland
(~1x108UFC/ml) mediante el uso de un densitbmetro marca Grant-Bio,
posteriormente, se realizaron diluciones seriadas 1:10 hasta ajustar dicho precultivo
a ~1x10* UFC/ml. Se implement6 el uso de una placa de Elisa de poliestireno de
96 pozos, del que se utilizaron tres pozos para obtener tres replicas por cepa o
cultivo del tubo ajustado a ~1x10* UFC/ml, en cada uno de los pozos se depositaron
180uL de caldo BHI y 20 pL de la muestra y se incub6 a 37°C por 24hrs. Para cada
cepa se realizaron dos series (una para realizar la cuantificacion de biopelicula y

otra, para cuantificar proteina), cada serie se realiz6 por triplicado.

Para cuantificar la biopelicula, se tom6 una de las microplacas y se retir6 el medio
de cultivo con una micropipeta, procurando no tocar las paredes del pozo para evitar
el desprendimiento de la biopelicula. Posteriormente, se realizaron dos lavados con
200 pl de PBS 1X y se eliminé el excedente. Para fijar la biopelicula, se afiadieron
200 pl de metanol durante 15 minutos; luego se retird y se dejé secar el remanente
a temperatura ambiente. Después, se incorporaron 200 pl de cristal violeta al 0.1%
y se permitio su incubacion a temperatura ambiente por 20 minutos. El colorante se
eliminé y se efectuaron dos lavados con 200 pl de agua estéril. Finalmente, la
biopelicula tefiida se solubiliz6 con 200 ul de acido acético al 30% y se incubo
durante 30 minutos. Posteriormente, se realizo la lectura de la D.O. en un lector de

microplacas BioTek® utilizando el software KC Junior® de Biotek Systems con un
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filtro de 620 nm. La cuantificacién de biopeliculas se obtuvo dividiendo la lectura de

D.O. entre los mg totales de proteina.

5.3.1.1. Cuantificacién de proteinas (método de Bradford)

La cuantificacion de proteinas se realizé por el método de Bradford (Bio-Rad Protein
Assay), para lo cual se utilizé la segunda placa, misma que se inoculé de manera
simultanea a la placa usada para la cuantificacion de biopelicula. Este método,
consiste en recuperar primer todo el contenido de cada pozo (200 pL) después de
la incubacion cada uno por separado en un microtubo estéril de 1.5 mL y después
lavar los pocillos con 200uL de MgSO, 10 mM. Lo siguiente fue centrifugar los
microtubos a 13,000 rpm durante 5 minutos para obtener paquetes celulares; el
sobrenadante se decantd y se afiadieron nuevamente 200 pL de MgSO, para repetir
el proceso de centrifugacion y decantacion. Finalmente, el paquete celular obtenido
se resuspendié en 200 pL de PBS y se almaceno a -20 °C. Para la lectura de
proteinas se realizé una curva de Albumina Sérica Bovina (BSA) en una microplaca
de 96 pocillos estéril; por pocillo, se agregaron 155 ul de agua inyectable, 5 ul de la
muestra y 40 pl de reactivo Bradford. Simultaneamente, se realiz6 una curva de
Albumina sérica bovina (BSA), como se muestra en la Tabla 5. La lectura de la D.O.
con ayuda de un lector de microplacas de Elisa (Bio Tek EIx800 UV) a una
absorbancia de 595nm. Cabe destacar que la concentracién de BSA stock utilizada

fue de 0.1mg/mL.

Tabla. 5. Preparacion de la curva de BSA
Pocillo  BSA pg/ plH20  H,0130 Reactivo Bradford ~ Concentracion ( Q)
1 0 pg/ 160 40 pl 0
2 0.5 pg/5ul 155 40 pl 0.5
3 1 pg/ 10pl 150 40 ul 1
4 2 pg/ 20ul 140 40 pl 2
5 3 pg/ 30ul 130 40 pl 3
6 4 ug/ 40ul 120 40 pl 4
7 5 ug/ 504l 110 40 ul 5
8 6 g/ 60 pl 100 40 ul 6
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5.3.2. Ensayos de Adherencia Bacteriana a células HelLa

Para este ensayo se siguio las bases del método establecido por Cravioto (1979) y
adaptado a la linea celular HelLa, material celular que fue proporcionado por el
Centro de Investigaciones Biomédicas del Oriente (CIBIOR) y el control fue la cepa
C7223, que es una cepa que presenta hiper adherencia (Barrios-Villa, 2020). Para
realizar el cultivo celular, se usaron botellas estériles de cultivo celular hechas de
poliestireno con Medio Minimo Esencial (MEM) (Sigma-Aldrich ®) el cual fue
suplementado con L-arginina, L-asparagina, NaHCOgs, piruvato, 10% de suero fetal
bovino (FBS) (Thermo Fisher Scientific ®) y penicilina con estreptomicina llegando
a una concentracion de 1% del antibiotico con respecto al medio de cultivo; las
placas se incubaron a 37°C con una tension del 5% de CO2 hasta el 70-80% de
confluencia. Posteriormente para despegar la monocapa, se agregaron 5 mL de
PBS como solucién de lavado y 0.25% de tripsina y se llevé a incubar por 5 minutos
a 37°C, posteriormente el contenido de la botella se pasé a un falcon para
centrifugarlo a 1200 RPM por 10minutos.

Se determin6 un promedio de la cantidad de células HelLa crecidas mediante el
conteo de celular en los 8 campos de una cdmara de Neubauer, y se realizé una
solucién de las mismas para ajustarlas a 5x10* células/mL; se sembraron 500 pL de
esta solucion ajustada en los pozos de una placa de poliestireno 6 pozos fondo
plano a la que se le incorpord un portaobjetos de dimensiones 25 mm x 75 mm,
mismo que sirvio como superficie de crecimiento de la monocapa. La placa se
incubdé durante toda la noche a 37°C con una tension del 5% de CO2. Las
monocapas se lavaron con PBS estéril. Posteriormente, a cada pozo se le afiadieron
40 pL de una suspension bacteriana ajustada a 0.5 en la escala de McFarland
(equivalente a 1x108 UFC/mI) mediante un densitdmetro Grant-Bio. Esta suspension
se cultivé en un pozo que contenia medio MEM suplementado con 1% de manosa,
y las placas se incubaron durante tres horas a 37 °C con una atmdsfera del 5% de
CO,. Después de la incubacion, los pozos se lavaron dos veces con PBS. Las
monocapas se fijaron con metanol durante diez minutos y posteriormente se tifieron

con Giemsa. El nimero de bacterias adheridas se cuantifico directamente al
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microscopio en al menos 14 campos por pozo, y los resultados se expresaron como

el promedio de bacterias por célula. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.
5.3.3. Ensayos de Invasion Bacteriana a células HelLa

Esta técnica se realiz6 con modificaciones, pero siguiendo las bases del ensayo de
proteccion a gentamicina de Labrec et al., 1964 en el que se implementoé el uso de
la linea celular HeLa. EIl control que usamos se trata de C4435 altamente invasiva
(Barrio-Villa, 2019). Las células HelLa se cultivaron con las mismas condiciones
mencionadas en el apartado anterior, hasta que alcanzaron el 70-80% de
confluencia. Posteriormente, para despegar la monocapa, se agregaron 5 mL de la
solucién de PBS 1X con 0.25% de tripsina; se incubaron por 10 minutos a 37°C, se
centrifugo a 12000 RPM por 10 minutos, se descart6 el exceso y el precipitado se
resuspendié en medio MEM con 10% SFB. De esta suspension celular, se realizo
un conteo en una camara de Neubauer considerando 8 campos y se promedio, de
esta manera se ajusto la cantidad celular a 5x10# células/mL en una dilucién; se
sembraron 500 pL de esta solucién en una placa de poliestireno de 6 pozos fondo
plano al que se le incorporé un portaobjetos de dimensiones 25 mm x 75 mm, mismo
que sirvio para la superficie de crecimiento de la monocapa. La placa se incubd
durante toda la noche a 37°C con una tensién del 5% de CO2. Las monocapas se
lavaron con PBS estéril dos veces. Posteriormente, a cada pozo se le afiadieron 40
UL de una suspension bacteriana ajustada a 0.5 en la escala de McFarland (0.5 en
la escala de McFarland (equivalente a 1x10%8 UFC/mI) mediante un densitbmetro
Grant-Bio. Esta suspension se cultivd en un pozo que contenia 5 ml de medio MEM
+ 10% de SFB sin antibidtico e inicialmente las placas se incubaron durante 2 hrs'y
después, al cultivo se le agregd 16 pg/ml de amikacina siguiendo parametros
establecidos por el CLSI, 2025y se volvi6 a incubar por 1 hr. Después de tres horas
de incubacion, las monocapas infectadas se lavaron dos veces con 5ml de PBS
estéril. Para la lisis celular se adicionaron 200 uL de Triton X-100 al 0.1%. Por cada
cepa se obtuvieron cinco muestras para plaqueo. La primera muestra correspondio
a 100 pL del medio MEM suplementado con 1% de manosa y antibidtico,
recolectado tras las tres horas de incubacion. La segunda muestra consistié en 100
pL del sobrenadante obtenido después de los lavados con PBS. Las tres muestras
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restantes se obtuvieron tras la lisis celular con Triton X-100 al 0.1% vy
correspondieron a diluciones seriadas 1:10, 1:100 y 1:1000 (107*-1073). Todas las
muestras se sembraron en placas de agar TSA para el conteo de unidades

formadoras de colonia (UFC). Los ensayos se realizaron por triplicado.

5.3.4. Secuencia Tipo

A partir del estudio de Ibarra-Moreno (2024), el grupo de estudio logro obtener
secuencias gendémicas de seis cepas de E. coli provenientes de la coleccion inicial.
La seleccion de estas cepas se basoé en la interpretacién de la distancia genética
entre los aislados, determinada mediante un dendrograma construido a partir de los
perfiles obtenidos por electroforesis en campo pulsado (PFGE) utilizando la enzima
de restriccion Xbal. Aunque el andlisis se realizd sobre 36 cepas con resistencia a
rifaximina y fenotipo BLEE+, solo seis cepas fueron seleccionadas para
secuenciacion CUA13, CUA16, CCB4, CCB11, CCH5 Y CUAG9 (figura 6y 7, ver
anexos). Con la finalidad de determinar la secuencia tipo de estas 6 cepas, las
secuencias genomicas se sometieron a analisis bioinforméaticos mediante el portal
de uso libre PUB-MLST
(https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmist_rmlst_seqdef kiosk).
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VI. RESULTADOS

6.1. Determinacion del filogrupo y la secuencia tipo de las cepas de E. coli
aisladas de biopsias de pacientes con Enfermedad Inflamatoria Intestinal.

6.1.1. Determinacion de filogrupo

La determinacion del filogrupo se realizd6 mediante PCR cuadruplex de acuerdo con
el método descrito por Clermont et al. (2019) en un total de 66 cepas de E.coli
aisladas de biopsias intestinales. El andlisis permitié clasificar las cepas en 6
grupos: ‘Ao C”, “B1”, “D o E”, “F”, “A”, “G” y dentro del Clado | o Il; ademas, dos
aislamientos no pudieron ser asignados a un filogrupo especifico y se clasificaron

como grupo desconocido (Figura 9).

El filogrupo predominante en la poblacién analizada fue A o C, en el cual se
concentrd principalmente la mayor proporcion de cepas aisladas del paciente 1
(Figura 10; Tabla 7-anexos). El segundo filogrupo con mayor representacion
correspondio al filogrupo F, en el que se agruparon mayoritariamente cepas

provenientes del paciente 2 (Figura 11; Tabla 8-anexos).

Distribucion de filogrupos de E. coli aisladas de biopsias intestinales
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Filogrupos identificados

Figura 9. Distribucién de los filogrupos de Escherichia coli aisladas de biopsias intestinales de
pacientes con Enfermedad Inflamatoria Intestinal. La clasificacién se realizé mediante PCR
cuadruplex (Clermont et al., 2019) més la identificacion del filogrupo G por medio del gen ybgD (177
pb). Los valores representan el nimero de cepas por filogrupo (n = 66).
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Al analizar la distribucion de los filogrupos por paciente, se identific6 un predominio
de un filogrupo especifico en cada caso (Figuras 10, 11 y 12); sin embargo, todos
los pacientes presentaron una diversidad variable en la presencia y abundancia de

los distintos filogrupos.

En las cepas aisladas del paciente 1 se observé un predominio del filogrupo A o C;
no obstante, también se identificaron cepas pertenecientes a los filogrupos D o E,
B1, F, G y clado | o Il, aunque en menor frecuencia. En conjunto, el paciente 1

presento la mayor diversidad de filogrupos de entre los 3 pacientes analizados.

Distribucion de filogrupos de Escherichia coli aisladas de
biopsias intestinales del paciente 1
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Figura 10. Distribucion de filogrupos de 37 cepas de E. coli aisladas de biopsias del paciente
1. con un diagnéstico de Colitis Ulcerosa Crénica Indeterminada (CUCI). La clasificacién se
realiz6 mediante PCR cuadruplex (Clermont et al., 2019) mas la identificacion del filogrupo G por
medio del gen ybgD (177 pb). Los valores representan el nimero de cepas por filogrupo.

En las cepas aisladas del paciente 2, diagnosticado con colitis crénica y diverticulitis,
se analizaron un total de 22 aislamientos obtenidos a partir de biopsias intestinales
(Tabla 1). En este grupo se observo una mayor prevalencia del filogrupo F, mientras
que los filogrupos A o C, clado I o ll, Ay G se presentaron en menor frecuencia. En
comparacion con el paciente 1, el paciente 2 mostré una menor diversidad de

filogrupos (Figura 11).
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Distribucion de filogrupos de Escherichia coli aisladas de
biopsias intestinales del paciente 2
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Figura 11. Determinacion de filogrupos en 22 cepas de E. coli aisladas de biopsias del paciente 2
con diagndstico de Colitis Cronico y Diverticulitis. La clasificacion se realiz6 mediante PCR
cuadruplex (Clermont et al., 2019) mas la identificacion del filogrupo G por medio del gen ybgD (177
pb). Los valores representan el nimero de cepas por filogrupo.

En las cepas aisladas del paciente 3 (figura 12), con diagnéstico de Colitis Ulcerosa
Crénica Inespecifica, el filogrupo con mayor frecuencia correspondié a D o E,
seguido del filogrupo B1. Adicionalmente, dos aislamientos no cumplieron con los
criterios establecidos para llegar a una clasificacion filogenética mediante el método
in vitro descrito por Clermont et al. (2019) y fueron considerados como grupo
desconocido. No obstante, una de estas cepas, identificada como CUA69, pudo ser
secuenciada por el equipo de trabajo, por lo que, mediante un analisis bioinforméatico
utilizando la plataforma Clermont typing, se determiné su pertenencia al filogrupo A
(Figura 13).

Distribucion de filogrupos de Escherichia coll alsladas de
biopsias intestinales del paciente 3
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Figura 12. Determinacion de filogrupos en 7 cepas de E. coli aisladas de biopsias del paciente 3 con
diagnéstico de CUCI. * Cepa identificada por bioinforméatica.
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Figura 13. Esquema de analisis bioinformatico para la determinacién del filogrupo A de la
cepa CUAB9 aislada del paciente 3, realizado mediante la plataforma de Clermontyping
(http://clermontyping.iame-research.center/results.php?job=1767511714243).

6.1.2. Analisis de Secuencia Tipo (ST)

Los resultados de la determinacidon de la ST de las seis cepas seleccionadas se
resumen en la Tabla 6, en la cual se presentan las caracteristicas generales de las
cepas analizadas, asi como los resultados de filogrupo y secuencia tipo
determinados en el presente estudio. En conjunto, al analizar las 6 cepas, se
identificaron tres secuencias tipo (ST): ST450, ST648 y ST206. Al analizar la
distribucion por paciente, se observé que las cepas aisladas de cada paciente
compartieron una misma Secuencia Tipo y, de manera concordante, pertenecieron

al mismo filogrupo.

Tabla 6. Caracteristicas generales, filogrupo y secuencia tipo (ST) de cepas de Escherichia coli
analizadas en el presente estudio
VA
Paciente | Diagnostico bci)cr:SS?ae Tratamiento previo Cepa | Filogrupo ST
Colon
i CUA16 AoC ST450
PaC|1ente cucl descendente Trimetroprim/sulfametoxazol
y transverso CUA13 AoC ST450
. Colitis CCH5 F ST648
Paciente . . . : . e
crénicay Sigmoides Ciprofloxacino y rifaximina | CCB11 F ST648
diverticulitis CCB4 F ST648
Paciente cucl Colon Metronidazol, 'C|profloxacmo CUAG9 A ST206
3 descendente y ceftriaxona

La tabla presenta la informacion general de los aislamientos bacterianos analizados, asi como los
resultados de filogrupo y secuencia tipo (ST) determinados en este estudio para seis cepas
seleccionadas con base en trabajo previo de Ibarra-Moreno (2025). Asimismo, se incluye el
tratamiento previo recibido por los pacientes antes de la obtencion de los aislados.
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6.2. Determinacion del fenotipo de formacion de biopelicula, adherencia e
invasion en cepas de E. coli

Los ensayos para la caracterizacion de fenotipos bacterianos, incluyendo la
formacion de biopelicula y los ensayos de adherencia e invasion a células Hela, se
realizaron en un conjunto de 22 cepas seleccionadas a partir del andlisis de

clonalidad previamente descrito por Ibarra-Moreno (Figuras 6y 7, ver anexos).

6.2.1. Ensayos de formacién de biopelicula

Al comparar el indice de formacion de biopelicula, se observo que las 22 cepas de
Escherichia coli analizadas presentaron capacidad de formacion de biopelicula,
aungue con variaciones en la magnitud de este fenotipo. Al comparar los valores
obtenidos con los de las cepas control de referencia (C7223 y CFT073), se
identificaron cepas con indices de formacion de biopelicula superiores, similares o
inferiores a los controles (Figura 14). De manera particular, la cepa CUA9, aislada
del paciente 1, presentd el valor mas elevado de formacién de biopelicula entre
todas las cepas analizadas. En contraste, cepas como CUA39 (paciente 1), CCB6
(paciente 2) y CCB18 (paciente 2) mostraron valores comparables o inferiores a los

controles.

En el caso del paciente 1, se analizaron ocho cepas (Figura 14). De estas, las cepas
CUA10, CUA15, CUA31 y CUA16 presentaron indice de formacion de biopelicula
similares a los controles. Por otro lado, las cepas CUA23, CUA13y, particularmente,
CUA9 mostraron indices superiores de formacion de biopelicula, destacando esta
Gltima como la cepa con mayor indice de produccién dentro de este grupo y a nivel
general.

Para el paciente 2, se evaluaron trece cepas (Figura 14). La mayoria presento
indices de formacién de biopelicula superiores a los controles, con excepcion de las
cepas CCB6 y CCB18, cuyos valores fueron similares a los controles. La cepa CCB7
mostro el valor mas alto dentro de este grupo, seguida, en orden descendente, por
CCB11, CCB15, CCB1, CCB9, CCB16, CCH5, CCB4, CCB5 y CCH1, todas con
valores por encima de los controles. Las cepas CCH1 y CCHS5, aisladas a partir de
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heces, también mostraron capacidad de formacion de biopelicula ligeramente
superior a la de las cepas control. Finalmente, la cepa CUAG9, correspondiente al
paciente 3, presentd un indice de formacion de biopelicula superior al de las cepas

control (Figura 14).
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Figura 14. Cuantificacion de la formacién de biopelicula estatica en 22 cepas de Escherichia
coli aisladas de biopsias intestinales de tres pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal
(Ell). Los ensayos se realizaron por triplicado, con tres réplicas independientes por cepa. Los
resultados se expresan como densidad éptica (DO/ug). Se incluyeron como cepas control C7223 y
UPEC CFTO073. Las cepas se agruparon por paciente y se representaron mediante cédigos de color.
Las barras de error representan la desviacion estdndar de tres réplicas independientes. La linea

punteada indica el valor de formacion de biopelicula de las cepas control.

6.2.2. Ensayos de adherencia bacteriana en células HelLa

Se evaluaron 22 cepas de Escherichia coli, mismas a las que se les determino el
fenotipo de formacién de biopelicula. Para el ensayo de adherencia a células HeLa

se utilizé la cepa C7223 como control positivo, asi como un blanco experimental.

De manera general, ninguna de las 22 cepas analizadas mostrd una capacidad de

adherencia superior a la del control positivo. La cepa C7223 presentd adherencia
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en el 100 % de las células evaluadas (100/100 células HelLa con =4 bacterias
adheridas por célula), por lo que se consider6 como referencia de maxima
adherencia. En comparacion, todas las cepas clinicas mostraron valores inferiores
a este control. Entre las cepas analizadas, la cepa CUA23, aislada del paciente 1,
presentd el valor mas alto de adherencia; sin embargo, este se mantuvo por debajo
del observado para la cepa control. Le siguieron, en orden descendente, las cepas
CUA15 y CUA9. Al comparar los resultados entre pacientes, las cepas con mayores
valores de adherencia correspondieron predominantemente al paciente 1 (figura
15).

Del paciente 1 (figura 15), se analizaron ocho cepas, de las cuales cinco
presentaron capacidad de adherencia. Ninguna de ellas superd la adherencia
observada en la cepa control C7223. Las cepas CUA9, CUA15 y CUA23 mostraron
valores de adherencia superiores en comparacion con las cepas de los pacientes 2
y 3. En contraste, las cepas CUA13 y CUA16 presentaron los valores mas bajos
dentro de este grupo, mientras que las cepas CUA10, CUA31 y CUA39 no
mostraron adherencia detectable.

Del paciente 2, se evaluaron trece cepas, de las cuales Unicamente cinco
presentaron capacidad de adherencia. Los valores observados fueron inferiores a
los del control positivo y, en general, menores que los de las cepas mas adherentes
del paciente 1. La cepa CCB7 presento6 el mayor valor de adherencia dentro de este
grupo, mientras que CCB11 mostré el valor mas bajo entre las cepas adherentes.
Las cepas CCH1 y CCH5, aisladas a partir de heces, no presentaron adherencia.
Finalmente, la cepa CUA69 (paciente 3), no mostré capacidad de adherencia bajo

las condiciones evaluadas (figura 15).
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Ensayo de adherencia de cepas de Escherichia coli a células HelLa

Controles

Paciente 1
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Figura 15. Ensayo de adherencia de 22 cepas de Escherichia coli aislada de biopsias de tres
pacientes con Ell a células HelLa. El conteo se realizé en un total de 100 células HelLa por cepa;
Unicamente se consideraron positivas aquellas células con 24 bacterias adheridas. El ensayo se
realizé por triplicado. EIl control positivo fue C7223. Las cepas se agruparon por paciente y se
representaron mediante cédigos de color. La cepa CUAG9 que representa al paciente 3, no presentd

adherencia por lo que no se encuentra en el cédigo de color.

Complementario a la cuantificacion de la adherencia celular, se obtuvieron
micrografias con el fin de evaluar los patrones de adherencia bacteriana a células
HelLa. En la Figura 16 se muestran micrografias representativas de la cepa control,
el blanco y las cinco cepas adherentes aisladas del paciente 1 (CUA9, CUA13,
CUA15, CUAL16 y CUA23). La cepa control C7223 presentd un patrén de adherencia
agregativa abundante y homogénea, mientras que el blanco no mostré bacterias

adheridas.

Al comparar las repeticiones por cepa, se observd que algunos aislamientos
mantuvieron un patrén de adherencia similar entre repeticiones. La cepa CUA9
mostré un patron de adherencia difusa consistente, aunque con un numero limitado
de bacterias adheridas por célula. De manera similar, las cepas CUA13 y CUA15
presentaron un patron de adherencia difusa constante en las tres repeticiones

analizadas. En contraste, en otras cepas se evidencié heterogeneidad en la
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distribucion bacteriana entre repeticiones, lo que sugiere variabilidad fenotipica en
la interaccion con las células HelLa. Las cepas CUA16 y CUA23 presentaron en la
primera repeticion un patrén de adherencia difusa, mientras que en repeticiones
posteriores se observé una disposicion compatible con adherencia agregativa. En
conjunto, estos resultados indican que el patron de adherencia fue consistente entre

repeticiones en algunas cepas, y en otras mostro variabilidad (Figura 16).

Por otra parte, en la Figura 17 se presentan micrografias correspondientes a la cepa
control, el blanco y las cinco cepas adherentes aisladas del paciente 2 (CCB1,
CCB7, CCB11, CCB13 y CCB18). Al igual que en el paciente 1, la cepa control
C7223 mantuvo un patron de adherencia agregativa, mientras que el blanco no
presentdé bacterias adheridas. La cepa CCB1 mostr6 un patron de adherencia
localizada; sin embargo, posteriormente, en otras repeticiones se observd una
disposicion compatible con adherencia agregativa. La cepa CCB7 presentd un
patréon de adherencia agregativa, aunque con un numero limitado de bacterias
adheridas a la superficie celular. La cepa CCB11 exhibié un patrén de adherencia
difusa, el cual se mantuvo homogéneo entre las repeticiones analizadas, aunque
con una menor densidad de bacterias adheridas. Por su parte, la cepa CCB13
presentd un patrén de adherencia agregativa consistente entre repeticiones.
Finalmente, en la cepa CCB18 se observé un patron de adherencia localizada, el

cual se mantuvo homogéneo en las repeticiones evaluadas.

En conjunto, el analisis de las micrografias revelo la presencia de distintos patrones
de adherencia bacteriana, incluyendo adherencia difusa, localizada y agregativa,
tanto en las cepas aisladas del paciente 1 como del paciente 2. Asimismo, se
observé que algunas cepas mantuvieron un patrén de adherencia constante entre
repeticiones, mientras que otras presentaron variabilidad en la distribucion
bacteriana, lo que evidencia heterogeneidad fenotipica en la interaccion de E. coli

con las células Hela.
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Figura 16. Ensayo de adherencia a células HeLa de cepas seleccionadas de Escherichia coli aisladas de biopsias intestinales del paciente

1 con diagndstico de CUCI. Las micrografias muestran la interaccién bacteria—célula HeLa en un conjunto de ocho cepas evaluadas, incluyendo
un control positivo (C7223) y un control negativo (blanco), observadas mediante microscopia éptica con objetivo de inmersién (100x). En cinco de
las cepas analizadas se observaron patrones de adherencia bacteriana a la superficie celular; dichas cepas corresponden a CUA9, CUA13, CUA13,

CUA15, CUA16 y CUA23. Cada ensayo se realiz6 por triplicado.
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Figura 17. Ensayo de adherencia a células HeLa de cepas seleccionadas de Escherichia coli aisladas de biopsias intestinales del paciente

2 con diagnostico de colitis crénica y diverticulitis. Las micrografias muestran la interaccion bacteria—célula HeLa en un conjunto de trece
cepas evaluadas, incluyendo un control positivo (C7223) y un control negativo (blanco), observadas mediante microscopia 6ptica con objetivo de

inmersién (100x). En las cepas analizadas se observé adherencia bacteriana a la superficie celular. Cada ensayo se realizé por triplicado.
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6.2.3. Ensayo de invasion bacteriana en células HelLa

Para el ensayo de invasion se emplearon las 10 cepas que fueron positivas a
adherencia celular, las cuales son: CUA9, CUA13, CUA15, CUA16 Y CUA23 (del
paciente 1) y CCB1, CCB7, CCB11, CCB13 Y CCB18 (del paciente 2). Los
resultados del ensayo de invasion en estas 10 cepas de E. coli aisladas de biopsias
intestinales de dos pacientes con Ell, se muestran en la Figura 18. La invasion
bacteriana se determinG mediante el ensayo de proteccion con antibidtico
(amikacina), seguido de lisis celular y cuantificacion por conteo de unidades
formadoras de colonia (UFC/placa). La mayoria de las cepas presentd valores no
detectables (ND) o por debajo del limite de cuantificacién del ensayo (<LQ), definido
como <30 UFC por placa, lo que indica una capacidad invasiva minima o ausente.
Unicamente el control invasivo C4435 y la cepa CUA16, aislada del paciente 1,
mostraron valores cercanos al limite de cuantificacion (<LQ), sugiriendo una
capacidad invasiva limitada pero detectable. EI blanco no presenté crecimiento
bacteriano, confirmando la ausencia de contaminacion. En conjunto, estos
resultados indican que las cepas de E. coli analizadas no exhiben un fenotipo

invasivo robusto en el modelo de células HelLa bajo las condiciones evaluadas.
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Figura 18. Ensayo de invasidon en diez cepas de Escherichia coli aisladas de biopsias
intestinales de dos pacientes con (Ell), seleccionadas por presentar capacidad de adherencia a
células Hela. La invasion bacteriana se cuantific6 mediante el conteo de unidades formadoras de
colonia por placa (UFC/placa). Los resultados se expresan como valores No Detectables (ND) o por
debajo del Limite de Cuantificacion del método (<LQ), definido como conteos inferiores a 30 UFC
por placa. La cepa control: C4435. Las cepas CUA9, CUA13, CUA15, CUAL16 y CUA23 corresponden
al paciente 1, mientras que CCB1, CCB7, CCB11, CCB13 y CCB18 corresponden al paciente 2.
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VII. DISCUSION

A lo largo del tiempo, se ha desarrollado un sistema ampliamente reconocido de
clasificacion filogenética de Escherichia coli, el cual actualmente incluye los
filogrupos A, B1, B2, C, D, E, Fy G, ademas de clados cripticos. Este sistema se ha
consolidado como una herramienta estandarizada para la clasificacion filogenética
de cepas de E. coli (Clermont et al., 2000; 2013; 2019). La ampliacion progresiva
del esquema, que incorporé los filogrupos C, E, F y G, asi como los clados cripticos,
ha permitido mejorar la precision en el analisis de colecciones clinicas y

ambientales, reduciendo errores de clasificacion previamente reportados.

En el presente estudio, la determinacién de filogrupos en una coleccion de 66 cepas
de E. coli aisladas a partir de biopsias intestinales de pacientes con enfermedad
inflamatoria intestinal (EIl) permitié la asignacién de seis grupos filogenéticos: “A o

C”, “B1”, ‘Do E”, “F”, “A” y “G”, ademas de un grupo clasificado como “Clado | o II”.

Cabe destacar que la clasificacion filogenética no pretende ser una herramienta
diagnéstica clinica directa; sin embargo, resulta Gtil para diferenciar cepas
comensales de cepas potencialmente patdgenas, particularmente aquellas
asociadas a infecciones extraintestinales. En este sentido, se ha documentado que
los filogrupos B2 y D se encuentran asociados con la mayoria de las infecciones
extraintestinales, como infecciones del tracto urinario, meningitis neonatal y sepsis
(Ming-Cheng et al., 2023). En contraste, las cepas comensales se agrupan
predominantemente en el filogrupo A (Clermont et al., 2000; 2013), el cual incluye
cepas comunmente residentes de la mucosa gastrointestinal (Pokharei et al., 2023)

y que se ha asociado con la ausencia de factores de virulencia (Millan et al., 2014)

Bajo este contexto, resulta fundamental una determinacion precisa de los filogrupos
agrupados como ‘Ao C”, “D o E” y “Clado | o II”, particularmente del grupo “Ao C”,
ya que fue el mas prevalente en este estudio. Esta precision es relevante para
esclarecer si dichas cepas corresponden a linajes comensales o si pudieran
representar cepas con potencial patogénico asociadas al diagnostico de Ell,

especialmente considerando que algunas de ellas demostraron, durante los
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ensayos fenotipicos, capacidad de formacién de biopelicula y adherencia celular.
La correcta asignacion filogenética es clave, ya que la tipificacion por filogrupos es
una herramienta valiosa en estudios clinicos, epidemiolégicos y evolutivos, al
permitir correlacionar el origen clinico, el habitat y el potencial de virulencia, aunque
no sustituye la caracterizacion basada en genes de virulencia ni en fenotipos

bacterianos.

Otra raz6n que refuerza la importancia del analisis filogenético en cepas aisladas
de biopsias intestinales de pacientes con Ell es que se ha documentado una
proliferacion de enterobacterias en este tipo de pacientes. Asimismo, la Ell se ha
vinculado con un patotipo particular de E. coli denominado adherent-invasive E. coli
(AIEC) (Baldelli et al., 2020). Este patotipo se ha encontrado con mayor frecuencia
dentro del filogrupo B2, aunque también ha sido reportado en los filogrupos A, B1,
Dy F (Palmela et al., 2017; Camprubi et al., 2020).

En relacion con los demas filogrupos identificados en este trabajo, se ha descrito
que el filogrupo B1 incluye tanto cepas comensales como cepas pertenecientes al
patotipo EHEC. Por su parte, los filogrupos D y E han agrupado principalmente
cepas InPEC, mientras que las cepas genéticamente diversas, pero
fenotipicamente indistinguibles se agrupan en el clado criptico | (Pokharei et al.,
2023). El filogrupo F, por otro lado, ha sido documentado como un grupo que
alberga cepas comensales del intestino de animales (Cabrera-Gonzéalez et al.,
2022); sin embargo, también se ha reportado su asociacién con cepas UPEC
multirresistentes en aislados clinicos humanos (Ming-Cheng et al., 2023), asi como
con aislados avicolas capaces de formar biopelicula (Zhuge et al., 2021), algo que
se correlaciona con nuestro estudio ya que también observamos en el paciente 2,
con filogrupos F, los cuales presentaron mayor produccion de biopelicula; ademas,
el filogrupo F se ha asociado con potencial zoonético para causar enfermedad en
humanos (Zhuge et al., 2021). En el presente estudio, resulta relevante destacar
que el filogrupo F mostr6é una alta prevalencia en los aislamientos obtenidos de las

biopsias del paciente 2, diagnosticado con colitis cronica y diverticulitis.
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En cuanto al filogrupo G, este corresponde a un linaje filogenético independiente,
estrechamente relacionado con el filogrupo F, que agrupa cepas previamente
clasificadas de manera errénea dentro de este Ultimo. Su incorporacion al esquema
filogenético permiti6 mejorar la resolucion en la clasificacion de aislamientos
clinicos, animales y ambientales, sin que hasta el momento se asocie de manera

directa con un patotipo especifico (Clermont et al., 2019).

Adicionalmente, los resultados del presente estudio evidenciaron una mayor
prevalencia de un filogrupo especifico en los aislamientos obtenidos de cada
paciente “A o C” del paciente 1, “F” en el paciente 2y “D o E” en aislados del paciente
tres, lo que sugiere la dominancia de linajes filogenéticamente relacionados dentro
de un mismo hospedador, mas que una distribucion aleatoria de cepas. Este patron
concuerda con estudios previos en pacientes con enfermedad inflamatoria
intestinal, en los que se ha demostrado que determinadas cepas de Escherichia coli
pueden colonizar de manera persistente la mucosa intestinal y presentar clonalidad
intra-paciente, fendmeno asociado a procesos de adaptacion al ambiente intestinal
inflamado (Darfeuille-Michaud et al., 2004; Martin et al., 2004). En este contexto, la
prevalencia de un filogrupo por paciente podria reflejar una seleccion favorecida por
caracteristicas propias del hospedador y del microambiente intestinal, mas que un
efecto directo del filogrupo per se. Esta observacién se ve reforzada por los
resultados de secuencia tipo (ST), ya que en algunos aislados de biopsias de
pacientes con Ell, se identificaron aislamientos que compartian el mismo ST, lo que

apoya la presencia de linajes clonales predominantes dentro de cada individuo.

Como se observa, no es posible asumir de manera concluyente una asociacion
directa entre la asignacién de filogrupo y el caracter patogénico de las cepas de E.
coli, particularmente en el caso del patotipo AIEC. No obstante, el panorama
filogenético documentado proporciona un punto de partida relevante para el analisis
de estas asociaciones, especialmente considerando que aun son limitados los
estudios que abordan de forma conjunta la relacion entre filogrupos y fenotipos
bacterianos en los filogrupos C, E, F y el clado | (Ming-Cheng et al., 2023). En este
sentido, la identificacion de filogrupos como F, C y E resulta fundamental para
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caracterizar la diversidad de E. coli y su impacto potencial en la salud publica y
animal (Ming-Cheng et al., 2023; Sroithongkham et al., 2024). Un ejemplo de lo
anterior es la cepa CUAGY9, la cual fue determinada en el filogrupo A, y aunque se
esperaria que fuera comensal, ésta presenta el fenotipo de formacién de biopelicula
y de adherencia celular y es ST206, la cual se ha reportado como una cepa que
codifica genes como blactxvis Yy blactxmz7 los cuales codifican B-lactamasas de
espectro extendido (BLEE) del grupo CTX-M vy confieren resistencia a
cefalosporinas de tercera generacion, representando un riesgo clinico relevante,
ademas de lo anterior, ST206 se ha asociado con causar enfermedades como

diarrea (Funmilola et al., 2020).

En cuanto a las demas ST encontradas fueron ST450 en dos cepas aisladas de

biopsias del paciente 1; ST648 en tres cepas aisladas de biopsias del paciente 2.

ST450, es un linaje bacteriano reconocido por encontrarse comunmente asociado
a la resistencia antibioticos B-lactamicos con produccion de B-lactamasa de
espectro extendido (BLEE), y esto cuadra con el perfil de éstas cepas, CUAL16 Y
CUA13, pertenecientes al paciente 1, ya que un estudio previo de Maldonado-
Galvez (2023), encontré perfiles BLEE+ en estas cepas (Hervé Jacquier et al., 2022)
y en el estudio de Jamboraba (2015) fue encontrada en el filogrupo A, mientras que

los resultados de nuestro trabajo, se agrupo en “A o C”.

Para la ST648, llama la atencién que se identificaron tres cepas CCB4, CCB11 y
CCH5 (esta ultima aislada de heces), a partir del paciente 2, ya que se ha
documentado que es un linaje de importancia clinica epidemiologica porque suele
ser nosocomial(Piekar et al.,2023) y se vincula con ser causante de enfermedades
cronicas en pacientes con fibrosis quistica (Voronina et al., 2025), ademas presenta
resistencia extrema a los farmacos B-lactamicos (Piekar et al.,2023); cabe destacar
gue en nuestro trabajo, estas cepas son del filogrupo F, presentaron formacion de

biopelicula y solo CCB11 present6 adherencia celular.

El fenotipo de formacion de biopelicula es un fenotipo documentado e implicito para
la determinacion del patotipo AIEC (Palmella et al., 2017; Camprubi et al., 2020;

Baldelli et al., 2021; Zangara et al., 2022); en los aislados analizados, todas las
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cepas formaron biopeliculas, algunas incluso por encima de la produccion detectada
en los controles positivos C7223 Y CFT073. De acuerdo con analisis de Barrio-Villa
(2020) C7223, pudiera tratarse de una posible AIEC aislada a partir de muestras de
pacientes clinicamente sanos, mientras que CFT073 representa a una cepa UPEC,
en el que se describe la formacién de biopeliculas durante su patogénesis en el
tracto urinario (Tiaqui-Zhang et al., 2024). UPEC ha sido relacionada con AIEC, ya
que de acuerdo con Brzuszkiewicz et al., (2006), la cepa LF82 (cepa AIEC de
referencia) comparte un gran nimero de genes de virulencia con cepas UPEC y
concluyen que AIEC es genéticamente mas cercano a EXPEC (especialmente
UPEC) que a E. coli comensales. Cuando nos referimos a la formacién de
biopelicula, sabemos que en cepas uropatdgenas de Escherichia coli (UPEC), la
formacién de biopeliculas se ha asociado principalmente con genes de adhesion y
de produccion de la matriz extracelular, destacando las fimbrias tipo 1 (fimA 'y fimH),
las fimbrias P (papA, papC, papG) y S/F1C (sfa/foc), asi como el gen flu (antigeno
43) y el sistema csg, los cuales favorecen la adhesion inicial, la autoagregacién
bacteriana y la maduracion del biofilm (Danese et al., 2000; Beloin et al., 2008;
Anderson et al., 2003; Flores-Mireles et al., 2015; Barnhart y Chapman, 2006). De
manera similar, en cepas Escherichia coli adherente-invasivo (AIEC) se han descrito
determinantes compartidos, particularmente las fimbrias tipo 1 (fimA/fimH),
variantes especificas de fimH asociadas a la union a receptores como CEACAMSG,
asi como flu y el sistema csg, los cuales contribuyen a la adhesion, agregacion y
persistencia en la mucosa intestinal inflamada (Darfeuille-Michaud et al., 2004;
Barnich et al., 2007; Dreux et al., 2013; Chassaing et al., 2011). Adicionalmente,
AIEC presenta sistemas de captacion de hierro como chuA y fyuA, que favorecen la
supervivencia y estabilidad del biofilm en ambientes intestinales inflamados,
reforzando la similitud funcional entre ambos patotipos y apoyando la hipétesis de
un trasfondo genético y fenotipico compartido (Miquel et al., 2010; Palmela et al.,
2017).

Algunas cepas del paciente 1y 2, que presentan un fenotipo mayor de formacién
de biopelicula, pudieran sugerir diferencias en la regulacion de genes implicados en

la adhesion, autoagregacion y produccion de la matriz extracelular. No se ha
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determinado una cuantificacion sobre el hecho de cuanta biopelicula se forma, si es
de formacion débil, fuerte o moderada lo cual se relacione o indique que se trata de
una cepa AIEC, solo se acepta la presencia de este fenotipo como parte de la
clasificacion fenotipica; sin embargo, el fenotipo de formacion de biopelicula, no
confiere que se trate de AIEC, sino que los fenotipos (adherencia, biofilm, invasion
de células y sobrevida en macrofagos) deben interpretarse en conjunto (Palmella et
al., 2017).

Aunque la capacidad de formar biopelicula tenga que ver con la capacidad de
adherirse a superficies, la adherencia a células eucariotas funciona mediante una

interaccion especifica bacteria-célula que depende de receptores celulares.

Con respecto a los resultados de adherencia bacteriana, ninguna fue tan adherente
como la cepa control C7223, una cepa AIEC determinada por Barrios-Villa el cual
menciona que, durante los ensayos realizados, C7223, fue la que presento mayores
niveles de adherencia (60.4 bacterias por célula); en nuestro caso, fue el mismo,

también fue la cepa con mayor adherencia en comparacion a los aislados.

Adicionalmente, no todas las cepas aisladas de un mismo hospedero presentaron
capacidad de adherencia a células HelLa, lo que sugiere la existencia de
heterogeneidad fenotipica intra-paciente. Este fendbmeno ha sido previamente
descrito en pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal, en los cuales cepas
de Escherichia coli presentan diferencias en su potencial de adhesion vy
colonizacion, probablemente como resultado de procesos de adaptacion al
microambiente intestinal (Darfeuille-Michaud et al., 2004; Martin et al., 2004).
Asimismo, la adherencia bacteriana depende de la expresién regulada de adhesinas
especificas, como las fimbrias tipo 1, cuya expresion puede variar entre cepas
relacionadas o incluso entre subpoblaciones de una misma cepa, contribuyendo a
la variabilidad observada en los ensayos de adherencia (Barnich et al., 2007;
Martinez-Medina et al., 2009).

En cuanto a los patrones de adherencia observados en las micrografias obtenidas

durante el ensayo, se identificaron tres tipos principales: adherencia localizada,
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adherencia difusa y adherencia agregativa, los cuales han sido descritos
clasicamente para Escherichia coli en modelos celulares epiteliales (Cravioto et al.,
1979), El patron de Adherencia localizada es caracteristica del patotipo EPEC,;
Adherencia difusa de DAEC y Adherencia agregativa de EAEC.

En E. coli, se ha reportado que la expresion de estos patrones no siempre es
completamente reproducible entre repeticiones, ya que puede verse influenciada
por factores como la regulacion diferencial de adhesinas, las condiciones
experimentales y la variabilidad fenotipica entre cepas, incluso aquellas
genéticamente relacionadas (Nataro y Kaper, 1998; Martinez-Medina et al., 2009).
En el caso de AIEC, los patrones de adherencia observados en ensayos celulares
no son uniformes ni exclusivos, ya que pueden manifestarse como adherencia
difusa o agregativa, e incluso variar entre experimentos. Esta heterogeneidad refleja
la plasticidad fenotipica de AIEC y la regulacién dinamica de adhesinas como las
fimbrias tipo 1, por lo que dichos patrones deben interpretarse de manera
complementaria a otros criterios fenotipicos clave, como la invasion celular y la

supervivencia intracelular en macrofagos (Camprubi et al., 2020).

Finalmente, en el caso de los ensayos de invasion bacteriana en células Hela, no
se logré observar que las 10 cepas que presentaron adherencia, tengan la
capacidad de invadir, ya que, en los resultados, el conteo de UFC por placa, fue

muy bajo o nulo para cuantificarlo.

No obstante, durante la ejecucion del ensayo se identific6 una limitacion
metodoldgica importante, ya que el protocolo inicial no contemplaba un paso que
permitiera confirmar de manera directa la eliminacién de bacterias extracelulares
por efecto del antibiotico. Al evaluar este aspecto mediante el cultivo del medio
DMEM inoculado y tratado con antibidtico durante 1 h, se observé un crecimiento
bacteriano abundante en los primeros ensayos (Figura 19 y 20, anexos). Este
hallazgo fue inesperado, considerando que las cepas analizadas presentaban
previamente un perfil de sensibilidad al antibidtico (Maldonado-Galvez, 2023), lo que
sugiere que el medio DMEM, por su composicion altamente enriquecida, podria

favorecer la supervivencia bacteriana tras el tratamiento antibiético.
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Ante esta observacion, fue necesario ajustar el disefio experimental mediante la
determinacién de la concentracidon minima inhibitoria (CMI) y la modificacién de la
concentracion de amikacina a 16 pg/mL, de acuerdo con las recomendaciones del
CLSI (2025), ademas de establecer un periodo de infeccién previo de 3 h sin
antibidtico. Con estas modificaciones, el crecimiento bacteriano en el medio
extracelular se redujo de forma considerable, lo que sugiere una eliminacion mas
eficiente de bacterias no internalizadas y refuerza la necesidad de incorporar
controles adicionales en los ensayos de invasién para una interpretacion mas

confiable de los resultados.

Ademas, es importante considerar que el uso de un medio altamente enriquecido
como DMEM podria influir en la supervivencia bacteriana posterior al tratamiento
antibiotico. Se ha descrito que ambientes ricos en nutrientes favorecen la
recuperacion metabdlica de bacterias sometidas a estrés por antibibtico,
particularmente en el caso de antibidticos bactericidas dependientes del estado
metabdlico, como los aminoglucdsidos (Allison et al., 2011; Brauner et al., 2016). En
este sentido, la composicién nutricional del DMEM podria contribuir a la viabilidad
residual de bacterias tras la eliminacion del antibidtico, lo cual ha sido sefialado
previamente como una limitacion inherente a los ensayos de proteccion con

antibiotico realizados en sistemas celulares eucariotas (Ortega et al., 2016).

Sin embargo, agregamos otro paso mediante el cultivo de la muestra en placa, para
corroborar que no existieran bacterias externas antes de la lisis de la linea celular
con tritén X-100, por ello se sembraron 100 microlitros de PBS que se tomaron luego
de dos lavados con 2ml de PBS, y al plaquearla, aun crecian colonias, por lo que
se consider6d mejorar los lavados agregando 5ml de PBS en vez de 2ml. Modificando
estos lavados , se eliminé el crecimiento de las bacterias extracelulares sugiriendo

qgue no existian bacterias externas previo a la lisis (Figura 19 y 20, anexos).

En la Figura 18 se presentan los datos correspondientes al conteo de colonias
bacterianas, obtenido a partir del plaqueo de 100 pL de la muestra recuperada tras
la lisis celular y diluida a 1071, En esta figura, los resultados se reportan como No

Detectables (ND) o por debajo del Limite de Cuantificacion (< LQ), ya que el nimero
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de colonias observadas fue inferior al umbral establecido para una cuantificacion
confiable. Cabe destacar que, para una estandarizacién 6ptima del conteo en placa,
se considera adecuado un rango minimo de 30 UFC por placa. Los recuentos
bacterianos confiables en placa se consideran dentro del rango de 30 a 300 UFC
por placa; valores inferiores a este limite presentan una mayor variabilidad
estadistica y se reportan como por debajo del limite de cuantificacién (ISO, 2017;
FDA, 2020; APHA, 2017)

Por lo anterior, observamos que es necesario anexar pasos que involucren la
confirmacion de que no existan bacterias resistentes de manera exterior antes de

realizar la lisis de las células eucariotas, si de confirmar invasion se trata.

En cuanto a la seleccion del antibidtico, de acuerdo a los resultados de Maldonado-
Galvez (2023), se sabe que éstas cepas no poseen resistencia a amikacina, ademas
esta actia a nivel de la subunidad ribosomal 30S bacteriana, provocando
alteraciones conformacionales en el ARNr 16S que afectan el reconocimiento
correcto coddn-anticoddn y la translocacion del ARNt, lo que conduce a la inhibicién
de la traduccién y de la sintesis proteica, por lo que no representaba un riesgo para

la linea celular.

Es importante destacar que la linea celular empleada puede influir en la
caracterizacion del patotipo Escherichia coli adherente-invasivo (AIEC), ya que los
estudios fundacionales que definieron este patotipo utilizaron principalmente lineas
celulares epiteliales de origen intestinal, como Caco-2 y HT-29, asi como modelos
de macréfagos, en los cuales se demostré la capacidad de invasién, supervivencia
y replicacion intracelular bacteriana. En contraste, lineas celulares como HelLa han
sido utilizadas histéricamente como modelos generales para la evaluacion de la
adherencia e invasion bacteriana, pero no constituyen el sistema de referencia para
la caracterizacion fenotipica completa de AIEC (Glasser et al.,, 2001; Darfeuille-
Michaud et al., 2004). No obstante, se ha documentado la identificacién de cepas
con caracteristicas AIEC aisladas de pacientes sanos mediante ensayos realizados

en la linea celular HelLa, lo que sugiere que este modelo puede ser util como
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herramienta complementaria para el estudio de fenotipos asociados a AIEC
(Barrios-Villa, 2020).

Es importante mencionar que la identificacion del patotipo AIEC se basa en un
conjunto de fenotipos funcionales, principalmente la capacidad de adherirse e
invadir células epiteliales intestinales y, de manera distintiva, sobrevivir y replicarse
dentro de macrofagos, en ausencia de genes caracteristicos de otros patotipos
diarreagénicos. Otros rasgos, como la formacion de biopelicula, se consideran
fenotipos asociados que contribuyen a la persistencia bacteriana, pero no
constituyen criterios diagndsticos por si solos (Darfeuille-Michaud et al., 2004;
Barnich et al., 2007; Martinez-Medina et al., 2009; Palmela et al., 2017). Por otro
lado, en este trabajo no se realizé el ensayo de sobrevida en macréfagos, lo que

representa un reto de oportunidad para trabajos futuros.

VIIl. CONCLUSION

+ Las 66 cepas analizadas se distribuyeron en multiples filogrupos (“A o C”, “B1”,
‘Do E”, “F”, “A”, “G” y clados cripticos), lo que refleja la coexistencia de linajes
comensales y potencialmente patdgenos en la mucosa intestinal.

%+ Se observo una mayor prevalencia de un filogrupo especifico por paciente, lo
que sugiere dominancia de linajes filogenéticamente relacionados y apoya la
existencia de clonalidad intra-paciente, posiblemente favorecida por la
adaptacion al microambiente intestinal inflamado.

« Elfilogrupo F mostré una alta prevalencia en aislamientos del paciente con colitis
cronica y diverticulitis y se asocié con una mayor produccion de biopelicula,
concordando con reportes que lo vinculan con cepas comensales, zoonoticas y
UPEC multirresistentes.

+ La identificacion de secuencias tipo compartidas entre aislamientos del mismo

paciente, reforz6 la presencia de linajes clonales predominantes, algunos

previamente asociados con resistencia antimicrobiana, formacion de biopelicula

y persistencia clinica.
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Todas las cepas formaron biopelicula; sin embargo, este fenotipo no se
correlacion6 directamente con la adherencia ni con la invasion celular,
confirmando que la biopelicula es un rasgo asociado, pero no determinante, del
patotipo AIEC.

Los ensayos de adherencia evidenciaron heterogeneidad fenotipica tanto entre
pacientes como dentro de un mismo hospedero, asi como variabilidad en los
patrones de adherencia, o que sugiere regulacion diferencial de adhesinas y
adaptacion bacteriana al hospedador.

La mayoria de las cepas no mostroé invasion detectable en células HeLa bajo las
condiciones evaluadas, lo que resalta la influencia del modelo celular y de las
condiciones experimentales en la caracterizacion fenotipica de AIEC.

En conjunto, los resultados indican que la asignacion filogenética y los fenotipos
de biopelicula, adherencia e invasion deben interpretarse de manera integrada,
ya que ninguno de estos parametros por si solo permite establecer de forma

concluyente el potencial patogénico de las cepas de E. coli asociadas a ElI.

IX.PERSPECTIVAS

+ Realizar ensayos de invasién con diferentes modelos celulares.

7

% Realizar ensayos de sobrevida en Macréfagos.

% Analizar los factores de virulencia presentes que se han asociados a la
formacién de biopelicula, adherencia e Invasibn en estas cepas de
Escherichia coli aisladas de biopsias de pacientes con ElI.
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XI.ANEXOS

Tabla 7. PACIENTE 1: 37 CEPAS DE Escherichia coli
chuA YioA TspE4C.2 arpA chuA YjaA TspE4C.2
CEPA arpA (400bp) (288pb) (tipb) (1520b) FILOGRUPO CEPA (400bp) | (288pb) | (211pb) (1520b) FILOGRUPO
CUA4 + - + - AoC CUA27 | + - + - AoC
CUA9 + - + - AoC CUA32 | + - + - AoC
CUA10 + - + - AoC R: CUA34 | + - + - AoC
FON Y
CUAmN + - + - AoC AMG | cuass + - + - AoC
CUA13 + - + - AoC CUA36 + + - - DoE
CUA14 + - + - AoC CUA37 | + - + - AoC
CUA15 + - + - AoC CUAI1 + - - + B1
RII:
Blee (+) = CUA16 + - + - AoC CcerFaLOs| CUA3 + - + - AoC
PORINAS
CUA17 + - + - AoC CUA19 + - + - AoC
CUA18 + - + - AoC CUA2s | + - + - AoC
I: AMC v
FOX
CUA23 + - + - AoC CUA38 | + - - + B1
CUA24 + - + - AoC CUA6 + - + - AoC
CUA29 + - + - AoC |R AMC, | CUA22 | + - + - AoC
FOX Y
CUA31 + - + - AoC cLo |CUAs | + = + - AoC
CUA33 + - + - AoC CUA30 | + - + - AoC
CUA39 + - + - AoC CUA21 + - + - AoC
CUA20 - - - I loll CUA2 - - -
I: CLO + Cladolo S: PEN, + F
CUAR2 + = + = AoC FONY | cua7 = + = = F
AMG
S:CLO | CUAs + - + - AoC

Se muestran los datos de las amplificaciones dadas de acuerdo al método de PCR- Cuadriplex de

Clermont et al., 2013. Se observan Unicamente 37 cepas que fueron aisladas de biopsias del

paciente 1, las cepas fueron agrupadas de acuerdo a perfiles de resistencia obtenidos en el trabajo

de Maldonado-Galvez (2023). Las cepas seleccionadas CUA13 Y CUA1S6, fueron seleccionadas

para secuenciacion.

87




Tabla 8. PACIENTE 2: 22 CEPAS DE Escherichia coli
arpA chuA YjaA TspE4C.2 arpA chuA YijaA TspE4C.2

CEPA | @oobe) | (asepb) | (aipb) | (s2pm) | 'HOSRUPO CEPA | (aoobp) | (assp) | aripky | (rspy | FI-OCRUPO
CCB1 o = = + Cladololl CCB11 - + - - F

S: AMC,GEN

y TOB CCB19 = + - - F CCB12 - + - - F

CCB3 + - + - AoC CCB17 - + - - F
ccBio |+ - - = A ccB2 5 + - - F
CCBi14 - + - - F CCB4 - + o = F

R: RIF, AMP,

AMC, Fox | CCBIS = + - - F ccBs + - + - AoC

RIF(R) y
ccBi6 | - + - - F AMC) | ccae - + - - F
CCHs = + = > F CCB7 - + - 5 F
CCBi3 = + = = F ccBs = + = = F
CCBi8 - + = = F CCB9 = + = = F
S: C3G,

Carbapenem
CCH1 - + - - F
CCH4 - + - o F

Datos recabados durante el andlisis de PCR-Cuddruplex establecidos en el método por Clermont et
al.,(2013) para el analisis de filogrupo. Se analizaron 19 cepas aisladas de biopsias y tres muestras a
partir de heces (CCH1, CCH4 Y CCH5), del paciente 2. Las cepas se agruparon por perfil de resistencia
a antibiéticos mediante los datos de Maldonado-Galvez (2023). Las cepas CCH5, CCB11 Y CCB4 se
mandaron a secuenciar.

Tabla 9. PACIENTE 3: 7 CEPAS DE Escherichia coli
arpA chuA YjaA TspE4C.2
CEPA | (400bp) | (288pb) | (211pb) (152pb) REOCRUES
CUA42 + - - + B1
R: AMP,AMC y| cuaas + + - + DoE
C3G. L Fjmso | + + - + DoE
Carbapenemic
oS CUASS o - - + B1
CUA67 =+ =+ - =+ DoE
CUAS57 + - + + Desc
Sensibles
CUA69 + - + + Desc

Datos recabados durante para el andlisis de filogrupo mediante PCR-Cuadruplex (Clermont et al.,
2013). Se analizaron 7 cepas aisladas de biopsias del paciente 3. La cepa CUA69 fue secuenciada.
Las cepas se agruparon por perfil de resistencia a antibidticos mediante los datos de Maldonado-
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95°C 3

YbgD

177pb

1 CICLO
95°C 5

59°C 30 30 CICLOS
72°C 18"

72°C 7 1cICLO

Condiciones de amplificacion por PCR para la identificacién del filogrupo G de Escherichia coli

mediante el gen ybgD (177 pb), de acuerdo con el esquema propuesto por Clermont et al. (2019)

Tabla 11. Determinacion del filogrupo F
No. | PACIENTE | CEPA | 4°ggbAp) ; ;;‘;i) (;j:;ﬁ) Ta’;‘;zg'f Flll‘lgg'R
1 1 CUA2 - + = = - F
2 1 CUA7 - + = = + G
3 2 CCB19 - + - - - F
4 2 CCB14 = + - = - F
5 2 CCB15 = + - = - F
6 2 CCBl6 = + - = - F
7 2 CCHs = + - = - F
8 2 CCB13 - + - = - F
9 2 CCB18 - + - = - F
10 2 CCH1 - + - o - F
11 2 CCH4 = + = = - E
12 2 CCB1 = + . = = E
13 2 CCB12 > + = - + G
14 2 CCB17 = + - = = F
15 2 ccB2 = + - - - F
16 2 CCBa 5 + - = - F
17 2 CCB6 = + - = - F
18 2 CCB7 = + - = - F
19 2 CCBs = + - = - F
20 2 CCBY = + - = - F

Tabla 11. Determinacién del filogrupo F en cepas de Escherichia coli mediante PCR segun el
esquema de Clermont et al. (2013, 2019)
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Ensayos de Proteccion a gentamicina

DMEM + Antibiotico PBS 101 107 103

Figura 19. Ensayo de proteccidén con gentamicina para la evaluacién de la capacidad de invasidn bacteriana en células Hela. El procedimiento se
realizd con base en la metodologia descrita por Labrec et al. (1964) y Sharma y Puhar (2019), incorporando pasos adicionales de verificacién de
bacterias extracelulares. Se realizé el plaqueo de 100 uL del medio DMEM con antibidtico tras 1 h de incubacidn posterior a la infeccidn, asi como
de 100 pL del sobrenadante obtenido después de dos lavados con PBS (2 mL). Posteriormente, se plagquearon diluciones (107", 1072y 10-3) obtenidas
tras la lisis celular. Se utilizo la cepa C4435 como control positivo y se incluyd un blanco experimental. Se observo crecimiento bacteriano previo a
la lisis celular. El procedimiento se realizé por triplicado. El antibiotico implementado fue segtin su MIC empleando Caldo Mueller—Hinton (MH)
como indica el CISI (2025).
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Ensayos de Proteccion a gentamicina modificado

'DMEM + Antibiotico PBS 10 107 10

Figura 20. Ensayo de proteccidn con gentamicina para evaluar la capacidad de invasion bacteriana en células HelLa con modificaciones al protocolo.
El procedimiento se realizé con base en la metodologia descrita por Labrec et al. (1964) y Sharma y Puhar (2019), incorporando pasos adicionales
para la verificacién de bacterias extracelulares. En la figura se muestra Unicamente el comportamiento de la cepa control C4435, previamente
descrita por Barrios-Villa como una cepa con alta capacidad invasiva. Las células HelLa fueron infectadas durante 3 h en medio DMEM sin antibiético,
seguido de la adicidn de amikacina (16 pg/mL) durante 1 h, de acuerdo con los criterios del CLSI (2025) para cepas resistentes. Se realizo el plaqueo
de 100 pL del sobrenadante del cultivo y de 100 uL del sobrenadante obtenido tras dos lavados con PBS (5 mL), observandose crecimiento
bacteriano minimo. Posteriormente, se plaquearon diluciones (107", 1072 y 1073) obtenidas tras la lisis celular, en las cuales la cepa control C4435
presentd crecimiento de colonias. Se incluyd un blanco experimental y el ensayo se realizé por triplicado.
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Figura 6. Dendrograma de dis/similitud de cepas Escherichia coli productoras de serin-betalactamasas aisladas del biopsias del paciente con Ell.
Valores superiores a 0.9 del coeficiente de DICE se determiné para establecer miembros del mismo linaje clonal. Datos no publicados. Los genes
asociados a la produccidon de serin-betalactamasas fueron determinados por PCR y proporcionados por Maldonado-Gélvez, 2024. *Cepas

secuenciadas. Tomado y modificado de Ibarra-Moreno (2025).
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Figura 7. Dendrograma de dis/similitud de cepas de Escherichia coli resistentes a rifaximina aisladas de los pacientes dos y tres. Coeficiente de
DICE. Valores superiores a 0.9 del coeficiente de DICE se determiné para establecer miembros del mismo linaje clonal. El perfil de resistencia fue

determinado por el método de Kirby-Bauer y proporcionado por Maldonado-Galvez, 2024.*Cepas secuenciadas. Tomado y modificado de Ibarra-
Moreno (2025).
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