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Resumen

Escherichia coli es una bacteria que coloniza el tracto gastrointestinal de
humanos, comunmente es una bacteria comensal, sin embargo existen cepas que
ocasionan diferentes patologias. Lo sindromes clinicos resultantes de la infeccion
por E. coli pueden ser: enfermedad diarreica acuosa o diarrea con moco y sangre,
infeccion del tracto urinario, sepsis 0 meningitis. E. coli uropatégena (UPEC)
coloniza el tracto urinario, este patotipo ha desarrollado diversas estrategias con el
fin de persistir en este y son capaces de causar brotes de infecciones. La infeccion
del tracto urinario (ITU), se define como la colonizacion y multiplicacion de
cualquier microorganismo en el aparato urinario con una respuesta inflamatoria del
urotelio. E.coli es parte de la microbiota normal del intestino de aves, las cepas
denominadas patégeno aviar (APEC) han adquirido factores de virulencia, que les
confieren la habilidad de colonizar érganos internos y producir colibacilosis,
enfermedades de tracto respiratorio y septicemia en aves de corral, siendo la
colibacilosis la enfermedad mas frecuentemente reportada en la industria avicola,
ya que acarrea grandes pérdidas, por la mortandad que genera.

Se ha manejado que Escherichia coli del serotipo 0O25:H4 asociado a infeccion de
vias urinarias es una zoonosis derivada de E.coli del mismo serotipo que afecta a
aves de postura. En el presente trabajo utilizando la técnica de Tipificacién de
secuencias multilocus (MLST), se determiné la relacion filogenética de 40 cepas
de E. coli del serotipo 025:H4 aisladas de infeccion de vias urinarias de humanos
y de infecciones de aves de postura, a través de la caracterizacion de alelos de 7
genes de metabolismo basico.

Se obtuvieron 7 dendogramas, uno por cada gen, que muestran la relacion
genética que existe entre las cepas analizadas, y uno que concatena a los 7 genes
analizados. En la mayoria de los genes se agruparon 39 de las 40 cepas
estudiadas perteneciendo al mismo tipo de secuencia (ST), siendo la excepcion
UPEC 17 cuyo ST fue distinto ya que presentd un mayor nimero de cambios en
sus secuencias respecto a las otras cepas analizadas y UPEC 21 cuya secuencia
del gen mdh presentd un cambio de nucle6tido en un loci no registrado con
anterioridad, lo cual conllevo a un nuevo registro en la base de datos de MLST
dela Universidad de Warwick y en la obtencién de un ST y un complejo ST
nuevos. Analizando conjuntamente los 7 genes de metabolismo basico en el
concatenado, se tiene que 38 cepas se encuentran en el mismo grupo y su ST es
el mismo, lo que indica que respecto al genoma conservado, no existe diferencia
entre APEC y UPEC y que en ambos patotipos existen cepas clonales, 1o cual
indica que es probable que ambas cepas tienen un ancestro comun.



1. Introduccioén

1.1 Escherichia coli

El género de bacterias Escherichia estd conformado por diversas especies,
Escherichia coli es una de ellas; se trata de una bacteria que pertenece a la familia
Enterobacteriaceae, posee diversas caracteristicas como ser Gram-, no
desarrollar esporas, tener forma de bacilo, y un tamafo aproximado de 2 a 3 x 0.6
pum (Eslava et al., 1994; Farmer, 1995; Nataro y Kaper, 1998).

Se trata de una bacteria cuyo genoma contiene un total de 5,000 genes. También
posee plasmidos que son responsables tanto de la produccidn de toxinas como de
la resistencia a diversos antimicrobianos (Barnes et al., 2003; Romero-Caballo,
2007).

E. coli crece en medios nutritivos a temperaturas de 18 a 44°C. En placas de agar
incubadas por 24 horas a 37°C, crecen colonias de apariencia convexa, con
aspecto liso y de color rosa brillante, con un diametro de 1 a 3 mm y textura

granular (Barnes et al., 2003).

Esta bacteria coloniza el tracto gastrointestinal de los humanos en las primeras
horas después del nacimiento, se trata de un competidor exitoso, siendo el
organismo anaerobio facultativo mas abundante de la microbiota intestinal en
humanos; ademas de estar presente en el intestino de otros animales de sangre
caliente. Por lo general, la interaccion de E. coli con su hospedero, les permite
obtener beneficios mutuos, por ello es conocida como una bacteria comensal; sin
embargo existen cepas que pueden ocasionar diferentes patologias en el
hospedero. E. coli es un organismo movil, ya que cuenta con flagelos peritricos,
fimbrias y pilis, cabe mencionar que muchas cepas producen una pequena

microcapsula (Eslava et al., 1994; Farmer, 1995; Nataro y Kaper, 1998).

E. coli tiene un patron de susceptibilidad a agentes fisicos y quimicos, asi como a
elevadas temperaturas, entre 60 y 70°C, por 2 a 30 minutos inactivan la mayoria

de las cepas, sin embargo, este organismo sobrevive al congelamiento y a



periodos largos a bajas temperaturas, sobreviviendo de 1 a 2 diasa 37°Cyde 6 a

22 semanas a 4 °C. La reproduccion de la mayoria de las cepas es inhibida a un

pH menor a 4.5 o mayor a 9; concentraciones salinas de 8.5 % prevendran el

crecimiento pero no inactivan a esta bacteria (Barnes et al., 2003).

Bioquimicamente E. coli presenta distintas caracteristicas que permiten su

identificacion y diferenciacion en laboratorio (Tabla 1).

Prueba %% de Prueba % de Prueba %5 de
L positividad biogquimica positividad L positividad
bioguimica biogquimica
Oxidasa 0 Monvilidad = 36 °C a5 Fermentscidn de L- 320
amnosa
Produccion de indol as HidroEisis de ) Fermantscidon de as
gelstina 522 °C maitosa
Rojo de metilo Qg KCN crecmeento 3 Fermentacion de D- 95
en alosa
Voges-Proslkauer 0 Fermantacion de a5 Fermentacion de 93
Iactosa treslosa
Citrato de Simmons 1 Fermentacon de 50 Fermentacion de 2
ia sacaro=a celobio=s
H2S (TSI) 1 Fermentacion de as Fermentacion de a- o
D-manitol meti-D glucdszido
Hidrolisis de urea 1 Fermentacion de 94 Fermentacion de 0
D-sorbatol entritol
Utlizacdon de 0 Fermentacion de as Hidrolisis de I 35
malonato mucsato esculins
Aado de glucosa 100 Fermentacion de 60 Fermmentacion de 75
dulcitol melobiosa
Gas de glucosa g5 Fermentscion de 40 Ferme=ntacion de D- 5
sabcina arabitol
Femlalamna (1) Fermentscon de 5 Fermentacion de D- ag
desaminasa sdonitol manoz=
Lisina [0 Fermentacion de 1 Fermentscion de 75
descarboxilasa inositol ghicerol
Argimna 17 Fermentacion de ag Nitrato = nitrito 100
dilmdrolasa L-arsbinos=
Ormtina 65 Fermentacion de 50 Tartrsto de lordan as
descarboxilasa Is r=fino==a

Tabla 1. Caracteristicas bioquimicas de E. coli

(Tomado y modificado de Farmer, 1995)
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Los serotipos de E. coli son clasificados de acuerdo al esquema creado por Ewing,
(1986), el cual esta basado en el reconocimiento de los antigenos O, K, Hy F.
Hasta el momento, se han cuantificado 167 antigenos O; 74 K; 53 Hy 17 F
(Ewing, 1986). Los antigenos O (somaticos), estdan compuestos por un complejo
de polisacaridos y fosfolipidos con una fraccion proteica que les otorga resistencia
a la ebullicion, estos son liberados durante la lisis celular. Los antigenos K
(capsulares), son acidos poliméricos que contienen 2% de azucares reducidos,
éstos estan asociados a virulencia y se encuentran presentes en la superficie de la
célula, interfieren con la aglutinacién del antigeno O y pueden ser removidos por
calentamiento a 100°C durante una hora, con base a la estabilidad térmica los
antigenos K se subdividen en L, A y B. Para examinar los antigenos H (flagelares)
deben de cultivarse en condiciones que promuevan movilidad en el organismo, no
se correlacionan con patogenicidad, se tratan de proteinas que son destruidas al
calentarse a 100 °C. Los antigenos F (pilus) estan involucrados en la adhesién
celular (Ewing, 1986; Barnes et al., 2003).

Aparte de la serotipificacion los aislados de E.coli, pueden ser caracterizados de
acuerdo a su resistencia a antibidticos, toxigenicidad, presencia de adhesinas,
patron de adherencia celular, hemaglutinacion, lisogenia, y presencia de

plasmidos (Barnes et al., 2003).

E. coli se puede aislar a partir de muestras clinicas en medios selectivos e
identificarse por el estudio de sus propiedades metabdlicas; sin embargo,
unicamente ciertas cepas poseen mecanismos de patogenicidad y factores de
virulencia. Los factores de virulencia se definen como productos codificados por
genes presentes en el cromosoma 0 en un elemento movil que contribuyen a la
patogénesis, generalmente estos factores de virulencia le confieren a la bacteria la
capacidad de adaptarse a nuevos nichos, asi como de causar diversas
enfermedades. Los genes que codifican para estos factores pueden ser
transferidos entre diferentes cepas de la misma especie e incluso entre géneros,
creandose nuevas combinaciones, solo las combinaciones mas exitosas persisten

para volverse nuevos patotipos (Nataro y Kaper, 1998).



Los mecanismos de patogenicidad, corresponden fundamentalmente a dos tipos:
1) adherencia, indispensable para que la bacteria puede acercarse, adherirse a la
superficie de la célula epitelial y colonizar el epitelio de ciertas areas del intestino;
2) producciéon de proteinas (enzimas, toxinas), liberadas una vez que la bacteria
ha colonizado el intestino y con un efecto final en la célula blanco. Existe un tercer
mecanismo, el cual es invasién y reproduccion bacteriana dentro del citoplasma de
las células epiteliales del intestino, lo cual permite a las bacterias evadir los
mecanismos de proteccion del hospedero una vez que se encuentra en el interior
de la célula, sin embargo este mecanismo, no es general, ya que no todas las
bacterias evaden respuesta inmune internalizandose, siendo unicamente las que
son intracelulares facultativas u obligadas. Utilizando el esquema seroldgico de
Kauffman-White, que esta basado en la identificacion de antigenos de superficie,
se han identificado cepas de E. coli caracterizadas por compartir el antigeno O
(polisacarido) y el H (flagelar), concluyéndose, que unicamente un grupo
restringido de serotipos estan asociados con la enfermedad diarreica (Nataro y
Kaper, 1998).

Diferentes sindromes clinicos pueden resultar de la infeccion por E. coli, estos
son: enfermedad diarreica acuosa o diarrea con moco y sangre, infeccion del
tracto urinario, sepsis o0 meningitis. Entre los patotipos causantes de
enfermedades intestinales se encuentran siete categorias bien definidas, E. coli
enteropatégena (EPEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli
enterotoxigenica (ETEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasiva
(EIEC), E. coli adherente difusa (DAEC) y E. coli adherente invasiva (AIEC).
Dentro de los patotipos extraintestinales (EXPEC) se tienen tres categorias, E. coli
asociada a la meningitis (MNEC), causante de meningitis y sepsis, E. coli
uropatégena (UPEC), causante de infecciones del tracto urinario y E. coli
patdogeno aviar (APEC), causante de infecciones respiratorias, septicemia,

pericarditis en aves de corral (Nataro y Kaper, 1998; Croxen et al., 2013).



1.2 E. coli uropatégena (UPEC)

UPEC se caracteriza por colonizar el tracto urinario (Figura 1), preferentemente la
vejiga, siendo el agente causante de cistitis. Algunas cepas pueden ascender a
través de los uréteres a los rifones, ocasionando pielonefritis. En respuesta a esta
invasion por parte de UPEC al tracto urinario, se desencadenan respuestas
inflamatorias por parte del organismo huésped, liberandose citosinas, reclutandose
neutrofilos y controlandose el microorganismo, utilizando mecanismos

dependientes de especies reactivas de oxigeno (Wiles et al., 2008).

UPEC ha desarrollado diversas estrategias para evadir las respuestas del sistema
inmunoldgico, con el fin de colonizar y persistir en el tracto urinario. Este tipo de
cepas poseen la habilidad de unirse a receptores especificos de tejidos del
hospedero, lo cual le permite resistir el flujo de orina, facilitando la invasién de
células uroteliales (Mulvey et al.,, 1998). Dentro de las células epiteliales de la
vejiga, UPEC es transportada en estructuras similares a los lisosomas. En las
células de la superficie de la vejiga UPEC es capaz de irrumpir en el citosol en la
célula hospedera y multiplicarse, formando comunidades de biofilms que
contendran miles de bacterias; en respuesta, las células de la vejiga comenzaran
un mecanismo de exfoliacién, lo cual ayudara a eliminar bacterias a través del flujo
de orina. Sin embargo, este proceso dejara expuestas las capas inferiores de
células epiteliales inmaduras, las cuales son mas susceptibles a la infeccion
(Mulvey et al., 1998; 2001; Anderson et al., 2003; Eto et al., 2006; 2007).

1. Pili tipo-1 (excrecion toxinas, factores de virulencia)
2.,3. Siderdforos (enterobactina/salmoquelina) para
adquirir  hierro en competencia con moléculas
quelantes de hierro del huésped y lipocalina-2 (discos
blancos), Pili tipo-1, media adhesién e invasién a
células epiteliales (vejiga). 4. Células epiteliales
(hexagonales/pentagonales), blancos primarios de
invasion, UPEC se multiplica formando biofilms, la
exfoliacion de células facilita la limpieza, las células
inmaduras descubiertas son mas susceptibles. 5.
Liberacion o flujo de salida de UPEC antes que termine
exfoliacién, esto promueve diseminacién y persistencia
en el tracto urinario 6. Generacion de especies
reactivas de O, N y péptidos antimicrobianos.

Figura 1. Interaccién entre UPEC y huésped en ITU

(Tomado y modificado de Wiles et al., 2008).



Los factores de virulencia expresados por UPEC son hemolisinas, adhesinas,
proteinas de membrana, lipopolisacaridos, sistemas capsulares de adquisicion de
hierro, fimbrias, expresion de fimbria P, aerobactina, resistencia al suero y
presencia de la capsula. Diferentes trabajos han asociado la presencia de algunos
factores de virulencia con el desarrollo de pielonefritis aguda, cistitis o bacteriuria
asintomatica. El genoma secuenciado de algunas cepas UPEC muestra que éstas
cepas difieren de las cepas intestinales comensales representado por E. coli K-12
(Bahrani-Mougeot et al., 2002).

Las cepas de UPEC son capaces de causar brotes de infecciones, ya que portan
largos bloques de genes de virulencia agrupados en islas asociadas a
patogenicidad (PAls, por sus siglas en inglés), las cuales le confieren a las cepas
la habilidad de infectar el tracto urinario de un huésped inmunocompetente. Las
PAls fueron descritas por primera vez por Jorg Hacker y colegas (Hacker, 1990),
refiriéendose a las regiones de DNA mayores a 30 Kb asociadas con organismos
patdogenos y que albergan genes asociados de virulencia no comunmente
encontrados en el genoma de una E. coli intestinal. Estas islas estan asociadas a
genes de ARNL, tienen un contenido G + C diferente que el ADN del huésped y
presentan genes de movilidad (transposones y elementos de insercion). Todas
estas caracteristicas y propiedades sugieren que las PAls han sido transferidas al
cromosoma de UPEC via transferencia horizontal. Multiples PAls han sido
descritas en cada uno de las tres cepas uropatdogenas de E. coli 536, J96 y
CFTO073 (Bahrani-Mougeot et al., 2002).



1.3 Infeccion del tracto urinario

La infeccion del tracto urinario (ITU) se define como la colonizacién y
multiplicacion de cualquier microorganismo, habitualmente bacterias en el aparato
urinario, que puede involucrar, ya sea unicamente la uretra o también rifiones y
préostata. Asi mismo, se ha descrito la existencia de una respuesta inflamatoria del
urotelio, resultado de dicha colonizacién (Gonzalez y Schaeffer ,1999; Hernando-
Avendano, 2008).

Las infecciones del tracto urinario se clasifican en bajas o superiores, se trata de
ITU inferior cuando estan confinadas a la vejiga y superior cuando involucra rifon.
Se pueden clasificar también en no complicadas o complicadas, siendo las
primeras aquellas que ocurren en un huésped que no posee anormalidades
estructurales o funcionales, no se encuentra en estado de embarazo o no ha sido
intervenido con algun instrumento (catéter), de lo contrario se les considera

complicadas (Foxman, 2010).

Las ITU son diagnosticadas al relacionar una serie de sintomas urinarios junto con
los resultados de un cultivo de orina, el criterio mas utilizado en cultivos de orina,
indica que al encontrarse mas de 100 000 ufc/ml se considerara que existe
infeccidon urinaria, con una sensibilidad del 80.3% y especificidad de 53%, en otras
palabras, esto se traduce a que 20% de pacientes con cultivo positivo no son
diagnosticados y la mitad de aquellos con cultivos negativos son tratados

innecesariamente.

Es importante mencionar que los sintomas y la bacteriuria pueden presentarse
independientemente de la existencia de un cultivo positivo, ya que un numero
significativo de bacterias han sido encontrados en orina de individuos sanos o
asintomaticos. Cabe decir que la bacteriuria asintomatica se incrementa después
de la actividad sexual, y de la edad. A pesar de que la bacteriuria asintomatica
aumenta el riesgo de ITU sintomatica, esta no debe ser tratada, excepto en
aquellas mujeres embarazadas o personas que tendran procedimientos
urogenitales invasivos, ya que el tratamiento de la bacteriuria asintomatica puede

causar dano, esto al afectar la microbiota del individuo y crear organismos



resistentes al antibiético, sintomas como la microhematuria, y la constante
urgencia de orinar se han observado en individuos saludables en ausencia de

infeccion , sin causa aparente de efectos a largo término (Foxman, 2010).

Las ITU son el tercer tipo de infeccion mas comun en humanos, después de las
infecciones respiratorias y gastrointestinales, siendo la causa principal mas comun
de infecciones comunitarias y nosocomiales en pacientes ingresados a hospitales
en los Estados Unidos Americanos (Figura 2.) (Najar et al., 2009). Ademas, las
infecciones del tracto urinario son de las mas frecuentes en atencion primaria a la
salud, en los Estados Unidos de América, estudios reportan que mas de 7 millones
de consultas anuales son otorgadas por causa de esta afeccidén, asi como un
millon de visitas adicionales a departamentos de emergencias, requiriéndose
aproximadamente 100,000 hospitalizaciones (Schappert, 1999; Foxman, 2002;
Kucheria et al. 2005).
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Figura 2. Visitas por cistitis e infeccion del tracto urinario (ITU)

(Tomada y modificada de Foxman, 2002).
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1.3.1 Etiologia de ITU

La mayoria de las ITUs son causadas principalmente por poblaciones de UPEC, si
bien también existen otros patdogenos capaces de ocasionar ITUs, como son
levaduras, estafilococos y estreptococos. Estudios revelan que en mujeres sanas,
de edades entre 18 y 39 afios, el 80% de las ITUs son causadas por UPEC
(Stamm, 2002).

Estudios realizados en 2004 y 2005, en la ciudad de Calgary, Canada, donde se
registraron 40,618 casos de ITU entre 30,851 residentes, siendo la incidencia
anual de 17.5 episodios por cada 1000 personas. En este estudio, el 74% de
muestras se obtuvieron de pacientes ambulatorios, 18% de pacientes
hospitalizados y 9% de pacientes con cuidados en casa. Utilizando unicamente
métodos de cultivo, se encontré que la bacteria mas comunmente aislada fue E.
coli en los tres grupos (Figura 3.) (Laupland et al., 2007). Asi también, en otro
estudio realizado en Alemania, donde se monitorearon muestras de orina de 1449
pacientes en un hospital universitario y se utilizaron tanto técnicas con medios de
cultivo como técnicas moleculares, se encontréo que la mayoria de las muestras
contenia E. coli (Imizarlloglu et al., 2008). Un estudio realizado en Cuba donde se
estudiaron 306 pacientes del sexo femenino con diagnostico de infeccion urinaria
baja, se obtuvieron 193 muestras de mujeres con ITU no complicada, en 138
muestras se identificod E. coli (75%) como principal patégeno (Muifios-Torres et al.,
2008).
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Figura 3. Variacion de la bacteriologia de ITU de acuerdo a la poblacién
(Tomado y modificado de Foxman, 2010).
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1.4 E. coli patégeno aviar (APEC)

E.coli es considerada una bacteria perteneciente a la microbiota normal del
intestino de aves, de 10*a 107 ufc/gr de contenido intestinal son rangos normales
encontrados en aves de postura (Dho-Moulin y Fairbrother, 1999). También
coloniza el tracto respiratorio superior (faringe y traquea) y puede ser aislado de

piel y plumas, dependiendo del nivel de contaminacion fecal ambiental.

La contaminacion ocurre en las primeras horas después de la eclosién, asi mismo
diferentes cepas pueden ser adquiridas durante la vida del ave, la contaminacién
vertical resulta de la transmisidn de los criadores al contaminarse los cascarones,
mientras que la contaminacién horizontal ocurre por el contacto con otras aves,
por medio de heces, ingestibn de agua y alimento o inhalacién de polvo
contaminado. Las cepas de E. coli denominadas patégeno aviar (APEC, por sus
siglas en inglés) han adquirido factores de virulencia, que les confieren la habilidad
de colonizar érganos internos y producir colibacilosis, enfermedades de tracto
respiratorio y septicemia en aves de corral. Multiples serogrupos son asociados
con esta enfermedad especialmente los serogrupos O1, 02, O78 (Blanco et al.,
1997; 1998; Dho-Moulin y Fairbrother, 1999; Ewers et al., 2007).

Al secuenciar la cepa prototipo, APEC-01 y al ser comparada con otras
secuencias de aislados de APEC, se ha encontrado una similitud significativa de
su genoma con el de UPEC. La mayoria de los marcos de lectura abiertos (ORFs,
por sus siglas en inglés) identificados en APEC-01 presentan alta similitud con
aquellos ORFs presentes en el cromosoma de las cepas de UPEC de referencia,
como son UTI89 (93%), CFT 073 (90%), 536 (87%) Las cepas de APEC expresan
factores de virulencia similares a los encontrados en cepas de UPEC, estos
factores estan codificados en plasmidos, asi mismo se han encontrado genes en
islas de patogenicidad similares tanto en APEC como UPEC (Rodriguez-Siek et
al., 2005; Johnson et al., 2007; Moulin-Schouleur et al., 2007).

Las variaciones gendmicas entre aislados de UPEC y APEC posiblemente existen
debido a la especializacién que deben de tener para vivir en diferentes nichos y
diferentes hospederos, sin bien existe un perfil genético de virulencia para ambas;
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UPEC y APEC, ningun perfil es unico para cada patotipo, enfatizandose el
potencial de ambas de ser zoonoticas. La cepa de UPEC CFT073 resulto virulenta
aplicada en un modelo de infeccion respiratoria aviar; sin embargo, cepas de
APEC no han sido encontradas como virulentas en humanos. (Ron, 2006;

Kariyawasam et al., 2007; Moulin-Schouleur et al., 2007).

1.5 Colibacilosis

La colibacilosis se refiere a la infeccidon localizada o sistémica causada en parte o
completamente por E.coli patégeno aviar (APEC). Entre aves normales de 10 a
15% de los coliformes intestinales pertenecen a serotipos patdgenos, las cepas
intestinales no son necesariamente de los mismos serotipos que aquellas cepas
encontradas en el saco pericardico de la misma ave. La transmisién de E. coli
patogénica al huevo es comun y puede ser responsable de alta mortalidad en
polluelos, los coliformes patogénicos son mas frecuentes en el intestino de aves
recién eclosionadas que en el huevo del cual eclosionaron, la fuente de infeccion
mas importante es la contaminacion fecal de la superficie del huevo ocasionando

una futura penetracion en el cascaron y membranas (Barnes et al., 2003).

Esta infeccidon viene acompafada de trastornos como colisepticemia,
coligranuloma, enfermedad del saco aéreo (enfermedad respiratoria cronica,
CRD), celulitis coliforme (proceso inflamatorio), peritonitis coliforme, salpingitis
coliforme, osteomielitis coliforme, panoftalmitis coliforme e infeccién del saco
vitelino. La colibacilosis en mamiferos se manifiesta como una enfermedad
entérica, mientras que en aves de postura es una enfermedad localizada o
sistémica que ocurre de modo secundario, cuando las defensas del hospedero
han sido sobrepasadas por cepas virulentas de E. coli. Las infecciones causadas
por E. coli acarrean grandes pérdidas en la industria de las aves de corral, la
colibacilosis se trata de la enfermedad mas frecuentemente reportada en la

industria avicola (Barnes et al., 2003).

La mayoria de las APEC aisladas de aves de corral son patdégenas estrictas y

representan un riesgo menor de enfermedad en personas u otros animales. A
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través de estudios con la técnica de electroforesis de enzimas multilocus (MLLE,
por sus siglas en inglés), se han identificado genotipos especificos que han
demostrado que son pocos los grupos clonales que son responsables de
diferentes formas de colibacilosis en pollos y pavos. La virulencia varia poco de
acuerdo a aislados dentro de un grupo clonal, pero varia considerablemente entre
grupos clonales, la electroforesis en gel de campos pulsados (PFGE, por sus
siglas en inglés) permite la identificacion de aislados de E.coli de pollos con
celulitis infecciosa, tipos especificos de organismos son encontrados con

frecuencia asociados a granjas y rebafios (Barnes et al., 2003).
1.6 E. coli serotipo 025:H4

Las infecciones ocasionadas por E. coli extra intestinal son causas importantes de
morbilidad, mortalidad y aumento de costos en el area de la salud. Su manejo se
esta tornando complicado debido al aumento de la prevalencia de resistencia a
agentes antimicrobianos debido a la produccion de bectalactamasas de espectro
extendido (ESBLs, por sus siglas en inglés); dentro de este incremento de
bacterias resistentes encontramos el linaje de E. coli de tipo de secuencia ST 131,
caracterizado por pertenecer al serogrupo 025:H4 (Peirano-Pitout, 2010; Rogers
et. al., 2011).

Las ESBLs son un grupo de enzimas con la habilidad de hidrolizar el anillo
betalactamico y causar resistencia a oxymino-cefalosporinas y monobactamicos,
mas no a cefamicinas o carbapenems. Las bectalactamasas son inhibidas por el
acido clavulanico, sulbactam y tazobactam; la mayoria de las ESBLs pertenecen a
la clase A de la clasificacibn Amber e incluye a los tipos SHV y TEM,
evolucionados de enzimas familiares debido a mutaciones puntuales alrededor del
sitio activo de betalactamasas. Las ESBLs estan localizadas frecuentemente en
plasmidos largos que también albergan genes de resistencia a otras clases de

antimicrobianos y por lo tanto exhibiran multiresistencia (Paterson-Bonomo, 2005).

Las primeras ESBLs fueron reportadas en 1985, se identificaron como TEM-1,
TEM-2 y derivados de SHV-1 y se encontraban relacionadas unicamente a
infecciones hospitalarias; sin embargo, desde el afio 2000 las ESBLs han
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incrementado su aparicion en infecciones entre la poblacion general, este

fendbmeno coincide con la aparicion de un nuevo grupo de bectalactamasas

mediadas por plasmidos llamadas enzimas CTX-M, las cuales al parecer estan
tomando el control a nivel global, tal es el caso de E. coli 0O25:H4 ST 131 CTX-M-
15 (Figura 4.) (Bonnet, 2004, Pitout et al, 2005.; Canton-Coque, 2006).

Figura 4. Distribucién internacional de E.coli 025:H4 ST 131 con ESBL CTX-M y muilti-

resistencia a antibidticos

(Tomada y modificada de Nicolas-Chanoine et al., 2008).

Independientemente del tipo de secuencia o cepa la mayoria de Enterobacterias
productoras de betalactamasas son multiresistentes en mas de un 80%. Se ha
encontrado que cepas de E. coli ESBL positivo en bacteriemias en Reino Unido e
Irlanda son resistentes a fluoroquinolonas y mas del 40% son resistentes a
gentamicina. Por consiguiente se incrementan las probabilidades de casos cuyo
tratamiento sea con un componente al cual el aislado muestre resistencia, esto es
de suma importancia, ya que se ha encontrado que los rangos de defuncion entre
pacientes con bacteriemias causadas por productores de ESBLs es mas alta que

en aquellos con bacteriemias producidas por agentes no productores de ESBLs.

14



1.7 Métodos basicos de tipificacion bacteriana

En las dos ultimas décadas el estudio de enfermedades emergentes y
reemergentes, ha producido un interés creciente en aspectos relacionados con
bacterias patdégenas; como son, incrementos aparentes de virulencia, mayor
transmisibilidad o aumento de la resistencia a antibidticos, entre otros. En este
contexto, los planteamientos sociopoliticos como el de la globalizacion contribuyen
a la incorporacién de ideas, como la de la exposicidn global de agentes
infecciosos antes confinados a pequefas areas remotas y endémicas, y la
facilidad para una rapida dispersibn de microorganismos con nuevas

caracteristicas de virulencia y/o de resistencia (Vazquez y Berron, 2004).

Desde el punto de vista de la aportacidon de la microbiologia a los estudios
epidemioldgicos, es basico diferenciar entre lo que se define como epidemiologia
local o a corto plazo, de lo que es la epidemiologia global o a largo plazo. En la
primera se intenta responder a cuestiones como son, los casos en los que se
observa una infeccion recurrente en un paciente, saber si se trata de fracaso
terapéutico, o si estamos ante una reinfeccidén por una cepa diferente. En el caso
de agrupamientos de casos en la comunidad o en el hospital, conocer si nos
encontramos ante un brote o, alternativamente, ante una serie de infecciones
independientes por diferentes cepas. En la segunda, su objetivo es establecer la
relacion clonal entre bacterias aisladas de cuadros clinicos de diferentes sitios en
una regidn o regiones y trazar su diseminacion global. Este nivel de la
epidemiologia debe ser capaz de trazar la dispersion de lineas clonales geografica
y temporalmente, distinguiendo las diferentes variedades que van surgiendo en el

proceso de dispersion (Vazquez y Berrén, 2004).

Para dar respuesta a las necesidades de la epidemiologia local, se han
desarrollado los sistemas de tipificacion microbiolégicos que podriamos definir
como clasicos, incluyendo ambos, los fenotipicos y los moleculares o genéticos.
Entre éstos, destacan el analisis de ADN mediante electroforesis en gel por campo
pulsado (Pulse Field Gel Electrophoresis, PFGE) y PCR-arbitrario (Arbitrary
Primers-PCR, AP-PCR, por sus siglas en inglés). Estos métodos son altamente
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discriminatorios y detectan pequenas variaciones que se acumulan rapidamente
en el genoma bacteriano. Sin embargo, dicha capacidad, puede ser una gran
desventaja para trazar la dispersion de lineas clonales, ya que se puede perder la
capacidad de analizar el origen comun de esas variantes, y hoy en dia, debido a la
movilidad mundial es imprescindible el intercambio rapido y preciso de informacion

entre diferentes laboratorios (Vazquez y Berron, 2004).

A menudo los laboratorios no utilizan los mismos métodos, y aun en el caso de
que lo hagan, los resultados son casi siempre dificiles de comparar. Los métodos
mencionados, estan basados en la generacion de patrones de bandas en geles de
agarosa y su comparacion en formato de imagen. Asi pues, con el empleo de
estos métodos, compartir informacion es un proceso complejo que requiere la
formacion de redes amplias que permitan la estandarizacion del método y la
implantacion de una metodologia similar para el analisis e intercambio de
imagenes, lo cual complica mucho todo el procedimiento. La necesidad de
desarrollar un marcador valido para epidemiologia global se hace evidente

(Vazquez y Berron, 2004).

Un método fenotipico que fue ampliamente utilizado en la tipificaciéon de
procariontes y eucariontes fue el anadlisis de isoenzimas o MLEE (Multi Locus
Enzime Electrophoresis), el cual posee un poder discriminatorio y la capacidad de
detectar o determinar clones con independencia de su estabilidad. EI MLEE podria
definirse como un método genético indirecto, que analiza la movilidad
electroforética de un numero concreto (generalmente entre 15 y 20) de enzimas
metabdlicas en geles de almidon o poliacrilamida. Las variaciones observadas en
estas movilidades corresponden con variaciones en el locus o gen codificante de
cada enzima. Por lo tanto, cada variante se define como variante alélica y los
diferentes alelos de cada uno de los genes conforman el perfil alélico que a su vez
define el tipo electroforético. Aun en el caso de encontrar tan sélo cuatro alelos por
locus, o lo que es lo mismo, cuatro variantes en cada gen analizado, y estudiando
20 loci, se podrian conseguir hasta 420 genotipos diferentes (Vazquez y Berron,
2004).
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El hecho de utilizar enzimas del metabolismo basico, no sometidas a presion
selectiva, permite detectar variaciones neutras que definen lineas clonales
relativamente estables. En este caso el marcador tiene alguna de las cualidades
deseables en la epidemiologia a largo plazo, pero esta nuevamente basado en la
generacion de patrones de bandas en geles, con los inconvenientes ya

mencionados anteriormente (Vazquez y Berron, 2004).

Asi pues, las actuales facilidades de acceso a la secuenciacion del ADN
permitieron el desarrollo de la técnica de Tipificacion de Secuencias Multilocus
(Multilocus Locus Sequence Typing, abreviado MLST, de acuerdo a sus siglas en

inglés), manteniendo los principios de MLEE (Vazquez y Berron, 2004).

1.7.1 Reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa se vale de un proceso que ocurre de
manera permanente en los sistemas vivos, la duplicacion o replicacion del DNA.
La PCR se lleva a cabo por medio de ciclos de desnaturalizacién, alineacion de los
iniciadores o cebadores en las regiones homologas del fragmento de DNA y como
ultimo paso la extension o sintesis de la nueva cadena de DNA, en pocas horas
con la PCR se consigue tener miles de copias de DNA y sin necesidad de usar

células vivas (Figura 5) (Curtis et al., 2013).

La obtencion de un gran numero de copias requiere la repeticion de los ciclos de
unas 20 a 40 veces, el éxito de esta técnica depende del uso de una DNA
polimerasa que no sea desnaturalizada por los repetidos ciclos de calentamiento
(Curtis et al., 2013).
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Figura 5. Esquema de técnica de PCR

(Tomada de Metzker & Caskey, 2001).

1.7.2 Electroforesis en gel de agarosa
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es un meétodo que se emplea para separar
macromoléculas en funcién del tamafo, carga eléctrica y otras propiedades
fisicas. Asi pues, la electroforesis en gel es una técnica que consiste en aplicar
corriente eléctrica a las moléculas para que atraviesen una placa de gel. La fuerza
motriz de la electroforesis es la tension eléctrica aplicada a los electrodos en
ambos extremos del gel. Muchas macromoléculas biolégicas importantes, por



ejemplo, los aminodacidos, los péptidos, las proteinas, los nucledtidos y los acidos
nucleicos, poseen grupos ionizables y, a un pH determinado, existen en solucion
como especies cargadas eléctricamente, sean cationes (+) o aniones (-). Segun la
naturaleza de la carga neta, las particulas cargadas migraran hacia el catodo o
hacia el anodo. Asi, por ejemplo, cuando se aplica un campo eléctrico a un gel con
pH neutro, los grupos fosfato del ADN cargados negativamente lo haran migrar
hacia el anodo (Apéndice 2) (Westermeier, 1997; Voet, 2006).

1.7.3 Tipificacion de secuencias multilocus (MLST)

Los datos de secuencias de ADN pueden utilizarse para reconstruir la historia
evolutiva de las cepas o aislados y establecer su relacion filogenética con otros
miembros de la poblacién. Una filogenia puede ser usada como marco para
asociar otras caracteristicas como patogenicidad, serologia, biogeografia y
ecologia; la habilidad de reconstruir filogenias a partir de un solo gen o grupo de
secuencias concatenadas de la tipificacion de secuencias multilocus (MLST),
provee un riguroso significado de posicionamiento filogenético en el caso de
aislados (Enright et al., 1999; Terrance et al., 2011).

El poder del MLST en la investigacion epidemiolégica ha sido demostrado
frecuentemente, las ventajas significativas son la repetitividad, confiabilidad en
ensayos de ADN, interpretacion de resultados y precisiéon digital en la

secuenciacion de datos (Enright et al., 1999; Terrance et al., 2011).

MLST utiliza directamente las secuencias de nucleétidos, ya que muestran las
variaciones en cada locus de los genes a comparar. Los juegos de datos son
ingresados en bases de referencia, las cuales pueden consultarse junto con la
informacién de secuencias de nuevos aislados, asi mismo la asociacion
filogenética puede determinarse directamente por algoritmos de reconstruccion
(Enright et al., 1999; Terrance et al., 2011).

A diferencia de otros métodos de tipificacion, MLST examina la variacion, esto al
examinar por lo general siete genes de mantenimiento o genes de metabolismo
basico (genes “housekeeping”, en inglés), los cuales no recombinan y son de lenta
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evolucion, ademas de que codifican proteinas involucradas en procesos
metabdlicos esenciales y son en la mayoria de los casos selectivamente neutrales
(Enright et al., 1999; Terrance et al., 2011).

El gran numero de alelos en cada uno de los siete genes brinda la habilidad de
distinguir cientos de perfiles alélicos llamados también tipo de secuencia (ST, por
sus siglas en inglés) diferentes, siendo extremadamente improbable que dos
aislados diferentes no relacionados tengan el mismo perfil alélico. Cabe destacar
que la acumulacion de cambios de nucledtidos en los genes de mantenimiento es
relativamente lenta y que el perfil alélico del aislado bacteriano es suficientemente
estable (Enright et al., 1999; Terrance et al., 2011).

Los genes apropiados para ser usados en la técnica de MLST son aquellos que no
estén involucrados en la transferencia horizontal de genes y que no estén
localizados cerca de genes sujetos a procesos evolutivos. Los genes ideales seran
aquellos flanqueados por otros genes de mantenimiento, y en los casos mas
optimos son identificados y seleccionados para inclusion en un sistema de MLST a
través del analisis detallado del genoma de referencia de algun microorganismo
cercanamente relacionado o del mismo organismo (Enright et al., 1999; Terrance
et al., 2011).

Para que la tipificacién con esta técnica sea significativa y efectiva, las mismas
regiones de los genes blanco, deben ser secuenciadas a través de una poblacion
filogenéticamente relevante, en lugar de la secuencia completa, lo cual es
laborioso, caro y consume mucho tiempo, el sistema de MLST se enfoca en
fragmentos de la secuencia de 450 a 500 pares de bases (pb), en una porcion
conservada del gen, cabe mencionar que el largo de la secuencia examinada no
afectara el poder de discriminacion del sistema, este rango de longitud se utiliza
debido a que puede ser secuenciado con exactitud en ambas hebras, empleando
un unico par de iniciadores, ademas que en la mayoria de las bacterias patégenas
existe suficiente variacion para identificar alelos diferentes dentro de la poblacién
estudiada (Enright et al., 1999; Terrance et al., 2011).
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MLST involucra la abstraccion de la informacién de las secuencias de ADN en
perfiles alélicos, cada secuencia variante en un locus es considerada un alelo y se
le asigna un numero alélico, a los diferentes aislados que presenten la misma
secuencia en un locus se les asigna el mismo numero alélico, aquellos loci con
mayor variantes alélicas tendran mayor poder de resolucion (Enright et al., 1999;

Terrance et al., 2011).

La combinacion de alelos en un loci en el sistema de MLST es considerado el
perfil alélico, este es la representacién de las diferencias en una secuencia de
ADN a través de un set de un loci blanco. En MLST las clonas son definidas
operacionalmente como un unico perfil alélico, la clonalidad esta definida dentro
del contexto de MLST por el juego de genes utilizado y no debe ser apoyado por

otros juegos de genes (Enright et al., 1999; Terrance et al., 2011).

El poder de discriminacidon y la clonalidad son provistas por el juego de genes y
estan en funcion del numero y la diversidad de dichos genes dentro de la
poblacion. El poder de discriminacion estd definido como la probabilidad de
obtener un aislado con el alelo mas comun en cada locus, las probabilidades mas
bajas corresponden a un poder de discriminacion mayor y reside en la diversidad
de genes de mantenimiento incluidos en el sistema. En poblaciones clonales que
carecen de diversidad, particularmente en secuencias conservadas como los
genes de mantenimiento, MLST no tiende a ser discriminatorio por debajo del nivel
de subespecies y no es congruente con el concepto tradicional de especie
particularmente en grupos microbianos que no tienen estructuras clonales (Enright
et al., 1999; Terrance et al., 2011).

La relacion de los aislados es presentada como un dendograma construido
empleando la matriz de las diferencias de los pares entre sus perfiles alélicos, el
dendograma es Uutil solo en caso donde los aislados tienen perfiles alélicos
idénticos 0 muy similares y que se asume derivan de un ancestro comun, si la
diferencia entre aislados es en mas de tres loci no es recomendable inferir su

filogenia, (Figura 6.) (Enright et al., 1999; Terrance et al., 2011).
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1. Los genes blanco son amplificados en cada cepa utilizando cebadores locus especifico 2. Los genes amplificados
posteriormente son secuenciados 3. Las secuencias de nucleétidos de cada gen y cada cepa son alineadas y comparadas
entre si para verificar los cambios de nucleétidos existentes y se les asigna tipo de alelo 4. Los alelos asignados a cada

locus son combinados para designar el tipo de secuencia (ST).

Figura 6. Esquema de procedimiento utilizado en la técnica de MLST

(Tomada y modificada de Singh et al., 2006).
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2. Hipétesis

Se ha manejado que Escherichia coli del serotipo 0O25:H4 asociado a infeccion de
vias urinarias es una zoonosis derivada de E.coli del mismo serotipo que afecta a
aves de postura. La caracterizacion de genes de metabolismo basico de cepas de
E. coli aisladas de ambas poblaciones, mostrara una relaciéon clonal entre cepas,
sugiriendo que son derivadas del mismo linaje y que la posible variabilidad
genética entre estas cepas, esta dada por la incorporacion de material genético
extraiio en el cromosoma a través de elementos moviles, proporcionando a la

cepa una adaptacion especifica a los diferentes nichos entre aves y humanos.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo General

Determinar la relacion filogenética de 40 cepas de E. coli del serotipo O25:H4
aisladas de infeccion de vias urinarias de humanos y de infecciones de aves de

postura.

3.2 Objetivos Particulares

Caracterizar los alelos de los genes icd, fumC, purA, mdh, gyrB, recA y adk en las
cepas de E. coli serotipo O25:H4 aisladas de cistitis, utilizando la tipificacion de

secuencias multilocus (MLST, por sus siglas en inglés).

Caracterizar los alelos de los genes icd, fumC, purA, mdh, gyrB, recA y adk en las
cepas de E. coli serotipo O25:H4 aisladas de infeccién de saco vitelino, médula
Osea, higado, pulmén vy peritonitis de pollitas y gallinas de postura
respectivamente, utilizando la tipificacion de secuencias multilocus (MLST, por sus

siglas en inglés).

Determinar la clonalidad de las cepas E. coli del serotipo O25:H4 aisladas de las
diferentes poblaciones de estudio, con base al analisis concatenado de las

secuencias de los genes de metabolismo basico.
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4. Material y Método

4.1 Cepas de E. coli uropatégena (UPEC) y patogeno aviar (APEC)

Para el presente trabajo se utilizaron 40 cepas 025:H4, siendo 20 cepas
uropatégenas (UPEC) y 20 cepas patdgeno aviar (APEC) (Tabla 2).

“No.cepa Patoiipo Fuente
1 UPEC Tracto urinanio de mujer
2 UPEC Tracto urinano de mujer
3 UPEC Tracto urmano de mujer
4 UPEC Tracto urinano de mujer
5 UPEC Tracto urnano de mujer
* UPEC Tracto urinano de mujer
7 UPEC Tracto urinano de mujer
8 UPEC Tracto urinano de mujer
9 UPEC Tracto urinano de mujer
10 UPEC Tracto urinano de mujer
11 UPEC Tracto urinanio de mujer
12 UPEC Tracto urmnano de mujer
13 UPEC Tracto urinano de mujer
14 UPEC Tracto urinano de hombre
15 UPEC Tracto urinano de mujer
17 UPEC Tracto urinano de mujer
18 UPEC Tracto urmano de mujer
19 UPEC Tracto urinanio de mujer
20 UPEC Tracto urinano de mujer
21 UPEC Tracto urinano de mujer
2 APEC Medula osea
3 APEC Higado
3 APEC Pulmon
9 APEC Pulmon
10 APEC Medula osea
11 APEC Higado
17 APEC Hgado
18 APEC Saco vitehno
20 APEC Higado
21 APEC Saco vitehno
24 APEC Medula osea
27 APEC Exudado peritoneal
29 APEC Medula osea
31 APEC Exudado peritoneal
45 APEC Medula osea
46 APEC Exudado peritoneal
57 APEC Medula osea
58 APEC Exudado peritoneal
63 APEC Medula osea

Tabla 2. Cepas UPEC y APEC y la fuente de su obtencion
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4.1.1 Procedencia de las cepas

Se recibieron las cepas de Escherichia coli Uropatégena (UPEC) previamente
aisladas e identificadas a partir de pacientes con Infeccion de Tracto Urinario, por
parte del Dr. Manjarrez del Departamento de Salud Publica de la Unidad de
Posgrado e Investigacion de la Facultad de Medicina, UNAM, y por parte del Dr.
Rigoberto Hernandez Castro del Hospital General Manuel Gea Gonzalez, dichas
cepas también fueron aisladas e identificadas previamente a partir de pacientes

con Infeccién de Tracto Urinario.

Las cepas de Escherichia coli Patégeno Aviar (APEC) previamente aisladas,
identificadas y serotipificadas como 025:H4, fueron donadas por la Dra. Cecilia
Rosario Cortés del Departamento de Medicina y Zootecnia de aves, de la Facultad

de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM.

4.1.2 Aislamiento, identificacién con pruebas bioquimicas y almacenamiento
Las cepas utilizadas en el presente trabajo nuevamente fueron sembradas en
Agar Sangre (AS) y Agar MacConkey (MAC), por la técnica de cuadrante radial o
agotamiento, con el fin de comprobar la viabilidad y pureza. Una vez que se
realizé la siembra se incubaron a 35°C/24horas, posteriormente se observd el
crecimiento, se seleccion6 una colonia completamente aislada del Agar MAC y se
transfirid6 a dos tubos con Agar Gelosa Especial y se incubaron a 35°C/24horas
para su crecimiento, un vial se empled para mantener una copia de trabajo, el otro
fungié como reserva para el Cepario. Posteriormente, se sembraron las pruebas
bioquimicas, para corroborar que las cepas aisladas pertenecian al género y
especie E. coli, las pruebas bioquimicas se realizaron de acuerdo a lo establecido
por MacFaddin en 2003 (en el Apéndice 1 se especifican las pruebas bioquimicas

a detalle y los resultados obtenidos).

La serotipificacion de las cepas se realizd por el Laboratorio de Referencia de

Patégenos Entéricos de la Facultad de Medicina de la UNAM.
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Todas las cepas se guardaron en leche-glicerol a -70°C y también se encuentran
resguardadas en el Cepario del Laboratorio de Referencia de Patogenos Entéricos
de la Facultad de Medicina de la UNAM.

4.2 Extraccion de DNA gendmico bacteriano por el método GES (Tiocianato
de Guanidina- EDTA- Sarkosyl)

Existen diversos métodos para aislar DNA cromosomal de células procariotas, una
técnica ampliamente usada por su efectividad en bacterias gram -, es aquella que

utiliza Tiocianato de guanidina (Pitcher et al., 1989).

El Tiocianato de guanidina actua como desnaturalizante de proteinas, es
altamente recomendado con el fin de extraer el acido nucleico en particular
cuando existe alta actividad de nucleasas enddgenas, ya que las inactiva. En este
meétodo se utiliza también acetato de amonio, el cual desaliniza las proteinas y
estabiliza los acidos nucleicos, asegurando la formacion de una banda firme de
proteina insoluble, por otra parte el uso de cloroformo permite la generacion de
una fase organica de desechos celulares no solubles en agua, la generacion de
las diferentes fases vuelve mas sencilla la remocién del DNA que queda en la fase

acuosa (fase superior), quedando libre de restos celulares (Pitcher et al., 1989).

Para la extraccion de DNA bacteriano se utilizé la técnica de Tiocianato de
guanidina-EDTA-Sarkosyl (GES), segun lo descrito por Pitcher et al., 1989. Las
cepas fueron crecidas en caldo Luria a 37°C por 18 horas, a 250 rpm vy
centrifugadas para obtener el paquete bacteriano. El paquete se resuspendié en
buffer TE y se le afiadio el reactivo de GES con la finalidad de lisar a las bacterias
e inhibir la accidén de las nucleasas. Posteriormente, las proteinas se precipitaron
con acetato de amonio 7.5 M, para remover los lipidos y fosfolipidos, se agrego
cloroformo: alcohol isoamilico 24:1. La fase acuosa fue seleccionada para
trabajarse con isopropanol y precipitar el DNA. La pastilla de DNA se lavé con
etanol al 70% y posteriormente se disolvié con agua de PCR. Se almaceno a -
20°C (en el Apéndice 2 se describe detalladamente la técnica). Para determinar la
integridad y calidad del DNA obtenido las muestras se observaron en un gel de
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agarosa al 1% tefido con bromuro de etidio. Se tomaron alicuotas de 5 pL de cada
DNA, cada alicuota se mezclé con 2 uL de buffer de carga y se depositaron en los
pozos de gel de agarosa, las muestras se corrieron en una electroforesis
horizontal con buffer TBE 0.5X, para posteriormente ser observados en un

transiluminador UV (en el Apéndice 3 se describe detalladamente la técnica).

4.3 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) de los genes de

metabolismo basico

Se amplificaron y secuenciaron 7 genes de metabolismo basico (Tabla 3). Los
iniciadores utilizados para amplificar los genes se obtuvieron del esquema de
tipificacion por secuencia multilocus (MLST) de E. coli
(http://mist.warwick.ac.uk/mlist/dbs/Ecoli). Los protocolos para la amplificacion de
los genes fueron los establecidos por Wirth y cols. (Apéndice 4, Tabla 4 y 5) (Wirth
et al., 2006), con pequefas modificaciones en las temperaturas de alineamiento
(Tabla 6.)

Gen Producto

icd isocitrato deshidrogenasa
gyrB DNA girasa

recA proteina de recombinacién
fumcC fumarato hidratasa
mdh malato deshidrogenasa
purA purina

adk adenosina quinasa

Tabla 3. Genes de metabolismo basico y su producto
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Reactivo Por tubo (pl)

Hz0 PCR 37
Buffer 10x 5

MgCli2 [50 mM] 15
dNTP's [10 mM] 1
Primer F [10 uM] 2
PrimerR [10 uM] 2

Taq pol [5u/pL] 0.5
DNA 1

Tabla 4. Preparacion de los tubos de reacciéon de PCR para genes de metabolismo basico

1 a5*® 1

a5° 1

Temperatura de
20 , , 1
Alineamiento

72° 1
1 72" 5
1 4° 5
1 10° =

Tabla 5. Programa de amplificaciéon por PCR para los 7 genes de metabolismo basico

29



Temperatura Tamaio
Gen de alineamiento (°C) de amplificado (pb)
icd 58.4 878
gyrB 65.6 911
recA 66.5 780
fumc 66.5 806
mdh 66.5 932
ourA 66.5 816
adk 62.5 583

Tabla 6. Genes de metabolismo basico, temperatura de alineamiento y tamano del

amplificado

Los productos de PCR se observaron en un gel de agarosa al 1% tefido con
bromuro de etidio, corriéndose las muestras en una electroforesis horizontal con
buffer TBE 0.5X, el tamafio del producto amplificado fue determinado con base al
marcador de peso molecular de DNA de 100 pb, y se observd en un

transiluminador con luz UV (Apéndice 2).

4.4 Secuenciacion y edicion de las secuencias

Todos los productos se enviaron a secuenciar a la unidad de secuenciacion High
Throughput Genomics de la Universidad de Washington (http://www.htseq.org).
Los productos de PCR se secuenciaron en ambas direcciones (5 a 3’y 3’ a 5),
los fenogramas de todas las secuencias se inspeccionaron visualmente, cualquier
ambigledad se resolvié volviendo a secuenciar.

Para la edicion en computadora de las secuencias se utilizé el programa SegMan
del paquete DNASTAR Lasergene ® 7 (DNASTAR, Inc., Madison, WI). La edicion
de las secuencias consta de alinear las secuencias de ambas direcciones de cada

muestra, para asi obtener la secuencia consenso, la cual se guardé.

30



Posteriormente, las secuencias consenso de todas las muestras (en los 7 genes)
se alinearon con el programa ClustalW2 del software Bio Edit® version 7.0.9.0.,
cabe mencionar que todas las muestras se alinearon con una secuencia tipo
obtenida del esquema de tipificacion por secuencia multilocus (MLST) de E. coli y
que todas las secuencias se cortaron al tamafo de la secuencia tipo, la secuencia
tipo se trata de E. coli K12, también se utilizaron en la alineacién las secuencias
de cinco cepas de referencia de UPEC, APEC y E. coli adherente invasiva (Tabla
7) , estas se obtuvieron de la base de datos de Centro Nacional de Informacién
Biotecnoldgica de los Estado Unidos de Norte América, NCBI (National Center for
Biotechnology Information, por sus siglas en Inglés) (http//:www.ncbi.nlm.nih.gov),
las cuales también se alinearon con el resto de las secuencias y cortaron al

tamano de la secuencia tipo.

UPEC 536

UPEC UTI89

UPEC CFTO073

APEC 01

E. coli adherente invasiva

Tabla 7. Cepas de referencia

4.5 Obtencién de tipo de secuencia (ST, secuence type, por sus siglas en
inglés)

Se obtuvo el ST de cada uno de los genes de las 40 cepas, para ello se utilizé la
base de datos de MLST de la Universidad de  Warwick

(http://mlIst.warwick.ac.uk/milst).
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4.6 Analisis filogenético

La reconstruccion de la filogenia se hizo utilizando el algoritmo UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean, en inglés), con el programa
MEGA version 5.01. Los arboles filogenéticos generados por UPGMA se basan en
matrices de distancias, obteniendo estas distancias entre pares de unidades
operacionales taxondémicas (OTU, por sus siglas en inglés). Se realiz6 un
concatenado final con los 7 genes, se utilizé para ello el programa DnaSP 5.10
version 5.10.01 y utilizando el programa MEGA version 5.01., se realizé6 un
dendograma de cada uno de los 7 genes de metabolismo basico, asi como del

concatenado de los 7 genes.
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5. Resultados

5.1 Determinacion de tipo de secuencia (ST)

Se encontré que 39 de las 40 cepas tanto de APEC como de UPEC tuvieron el
alelo 53 para el gen adk, siendo la unica cepa UPEC 17 de un alelo distinto, alelo
tipo 13. Respecto al gen fumC, 39 de las 40 cepas tuvieron el alelo 40, siendo
UPEC 17 la unica con el alelo 52. Con respecto al gen gyrB, 39 cepas presentaron
el alelo 47, la cepa UPEC 17 presento el alelo 156. Con el gen icd, en 39 cepas se
detecto el alelo 13 y la cepa UPEC 17 presento el alelo 14. Con lo que respecta al
gen purA, 39 cepas tuvieron el alelo 28, siendo UPEC 17 diferente con el alelo 25.
El analisis del gen recA, mostré que 39 de las 40 cepas tuvieron alelo 29 donde
unicamente UPEC 17 tuvo el alelo 17. Por ultimo, el analisis del gen mdh, mostré
que en 38 cepas tuvieron el alelo 36, con este gen hubo dos cepas: la UPEC 17
que presento el alelo 17 y la cepa UPEC 21 que presento el alelo 379, cabe
mencionar que de este ultimo alelo nunca antes se habia reportado entre las
secuencias para el gen mdh, la secuencia presento un cambio de nucleétido T por
G en la posicion 438 con respecto a la secuencia completa del gen o a la posicidon
198 de la secuencia amplificada por los iniciadores especificos (tamafo fijado por
MLST), con el fin de que este nuevo alelo fuera incluido en la base de datos de
MLST de la Universidad de Warwick, se enviaron los fenogramas para que el
curador de dicha base determinara que las diferencias o cambios de nucleétido de
este nuevo alelo eran reales y estables y asi determinar si formaria parte de la
base de datos de MLST. Una vez que los fenogramas fueron analizados y las

diferencias aprobadas, a este alelo le fue asignado el numero 379 (figura 7).

De acuerdo a los numeros de cada alelo en los 7 genes, se tiene que 38 cepas
pertenecen al complejo ST131 y su ST es el 131 (figura 8). La cepa UPEC 17 no
pertenece a ningun complejo y su numero de ST es 998 (figura 9). Por ultimo la
cepa UPEC 21 tampoco pertenece a ningun complejo y su numero de ST es 4713
(figura 10).
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You submitted traces and sequence for mdh379 (11 December, 2014).

After curation, we are pleased to acknowledge that the traces support the

uploaded sequence and this (these) allele has now been permanently accepted in the
database.

We append a document with details on privacy and our criteria for accepting
novel alleles and MLST patterns for your information.

Thank you very much for your contribution. Please feel free to contact me
if there are any questions.

Mark Achtman
Warwick Medical School, University of Warwick
m.achtman@warwick.ac.uk

Figura 7. Carta de aceptacion de secuencia de nuevo alelo de mdh
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Figura 8. ST de cepas de UPEC y APEC
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Figura 9. ST de cepa UPEC17
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5.2 Analisis filogenético

Se obtuvieron 7 dendogramas (uno por cada gen), que muestran la relacién
genética que existen entre las cepas analizadas, y un arbol de la secuencia que
concatena a los 7 genes analizados. En general los arboles para cada uno de los

genes por separado muestran dos ramas principales (1 y I1).

En el arbol del gen adk (figura 11) la rama | se dividié en dos clados Ay B. Enel A
hay tres grupos principales (ai.az), en as se encontraron todas las cepas del alelo
53, en a, a una distancia de 0.001 se encontraron UPEC 17 alelo 13 y la cepa de
referencia 536, en as; a una distancia de 0.003 se agruparon las cepas de
referencia APEC O1, UTI89 y UM146. En el clado B se encontraron Unicamente la
cepa de referencia CFTO73 y por ultimo en la parte basal, rama Il se encontré la
cepa tipo. En el gen fumC (figura 12) el clado A, agrupo a las 39 cepas con el alelo
40, a una distancia de 0.004 se localizé la cepa UPEC 17 alelo 52, las cepa de
referencia 536, CFT073, APEC O1 y UTI 89 se encontrd a una distancia de 0.010,
finalmente la cepa tipo se localizé a 0.042, en la rama 1l en la parte basal del arbol
se localizé en el clado B la cepa de referencia UM146. En el gen gyrB (figura13) el
clado A se divide en dos grupos a4y ap en ai se agruparon las cepas de alelo
numero 47, en a, a una distancia de 0.006 se encontré Unicamente UPEC 17 de
alelo 156, en el clado B se tienen dos grupos, el primero comprendi6 las cepas de
referencia 536, UM146, UTI89 y APEC O1, el segundo unicamente contuvo la
cepa de referencia CFT 073, en la rama Il en la parte basal del arbol se encontrd
la cepa tipo. En el gen icd (figura14) la rama | clado A incluyeron las cepas de
alelo 13 y la cepa de referencia CFT073, a una distancia de 0.001 se agruparon
tres cepas de referencia APEC O1, UTI89 y UM146, en el clado B se encontro la
cepa UPEC 17 alelo 14, en la rama |l se encontrd la cepa de referencia 536 y la
cepa tipo. En el gen mdh (figura15) el clado A tuvo dos grupos, en el primero
estuvieron las cepas alelo 36 en su segundo clado esta unicamente UPEC 21
alelo 379 a una distancia de 0.002, en el clado B de esta misma rama se
agruparon UPEC 17 alelo 17, la cepa de referencia 536 y UM146.En el gen purA
(figura 16) en el clado A se concentraron 39 cepas del alelo 28, y a una distancia

de 0.001se situd la cepa UPEC 17 alelo 25 en B esta la cepa tipo y en la rama Il
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se agruparon las 5 cepas de referencia APEC O1, UTI89, UM146, CFT073 y 536.
Por ultimo en el gen recA (figura 17) la rama | agrupo las cepas de alelo numero
29, la rama Il agrupo la cepa tipo, la cepa UPEC 17, la cepa de referencia 536 la
cepa CFTO73, en estirpes independientes integradas por una sola cepa y en un
grupo con secuencias idénticas se agruparon las 3 cepas de referencia UTI89,
UM146 y APEC O1.

En el arbol del concatenado (figura 18) se tuvieron 2 ramas, la rama | se dividié en
dos clados Ay B. En el clado A en un grupo se localizaron 38 cepas con ST 131,
a una distancia de 0.0002 se encontré la cepa UPEC 21 ST 4713 y a una distancia
de 0.004 se encuentra UPEC 17 con ST 998, a una distancia de 0.007 se encontrd
en otro grupo la cepa de referencia 536, CFT073, APEC O1 y UTI 89. En el clado
B estuvo unicamente la cepa tipo y por ultimo en la parte basal del arbol en la

rama |l se encontro la cepa de referencia UM146.
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Figura 11. Dendograma del gen adk
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Figura 12. Dendograma del gen fumC
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Figura 13. Dendograma del gen gyrB
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Figura 15. Dendograma del gen mdh
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Figura 16. Dendograma del gen purA
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Figura 17. Dendograma del gen recA
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6. Discusion

El cromosoma de una bacteria esta compuesto de un genoma conservado, el cual
contiene la informacién genética requerida para sus funciones celulares basicas, y
un genoma flexible o accesorio, que codifica para rasgos adaptativos benéficos
para la bacteria, bajo ciertas condiciones ambientales. En el presente estudio, se
analizaron genes de metabolismo basico, o sea pertenecientes a la region
conservada del genoma, cabe destacar que mientras otros estudios utilizan cepas
de diferentes serogrupos, lo cual dificulta una comparacion precisa de las cepas
aviares y humanas, en este se utilizaron cepas pertenecientes a un solo

serogrupo.

Distintos estudios concluyen que UPEC y APEC poseen genes que codifican para
adaptaciones similares para un estilo de vida extraintestinal, lo cual sugiere que
existe una amplia posibilidad de que cepas APEC puedan ser patdgenas en seres
humanos y UPEC tenga la capacidad de ser patégena para aves, ya que ambas
poseen un set comun de genes de virulencia, adhesinas, sistemas de adquisicion
de hierro, sistemas de resistencia al complemento e invasinas (Arthur et al., 1989;
Kaper et al., 2004; Rodriguez-Siek et al., 2005).

No se han encontrado genes especificos y unicos en cepas de UPEC o APEC que
codifiquen para factores de virulencia, esto indica que las cepas ExPEC pueden
carecer de especificidad de huésped, estudios demuestran que algunos genes de
virulencia presentes en plasmidos e islas de patogenicidad de APEC (aerobactina,
salmoquelina y operones de sitio) también estan presentes en islas de
patogenicidad y plasmidos de UPEC. (Sorsa et al.,, 2003; Rodriguez-Siek et al.,
2005; Ewers et al., 2007). Una creciente evidencia apunta a que APEC puede
tratarse de un fuente de transmision de UPEC, apoyando la hipotesis de que las
aves de postura pueden fungir como vehiculo para E. coli uropatégena (Johnson
et al.,, 2003; Rodriguez-Siek et al., 2005; Ron, 2006; Ewers et al., 2007). Asi
mismo se ha encontrado que plasmidos de APEC contribuyen a la

uropatogenicidad de E. coli en ratén (Skyberg et al., 2006). Por otro lado, algunas
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investigaciones han demostrado que cepas de APEC y sus plasmidos pueden ser
transmitidos a hospederos humanos (Levy et al., 1976; Saif, 2008), estudios donde
aislados de APEC fueron comparados con aislados de infecciones del tracto
urinario y meningitis neonatal, han revelado que estos patotipos tienen una
superposicion en serogrupos, grupos filogenéticos, genes de virulencia y en la
capacidad de causar enfermedades en ciertos modelos animales (Rodriguez-Siek
et al., 2005; Ron, 2006; Ewers et al., 2007; Moulin-Schouleur et al., 2007).

En el presente trabajo, en los genes adk, gyrB, fumC y purA, se localizaron en el
mismo grupo 39 de las 40 cepas analizadas, esto debido a que sus secuencias
fueron idénticas y no presentaron cambios de nucledtidos, a una distancia
sumamente corta, en otro grupo se encontr6 UPEC 17, ya que sus secuencias

respecto a cada gen mencionado presentaron un cambio de nucledtido.

En el gen icd, 39 cepas se localizaron en el mismo grupo, mientras que UPEC 17
estuvo en un grupo distinto, ya que su secuencia presentd un cambio de
nucledtido, ademas de ser el unico gen, donde una cepa uropatégena de
referencia (CFT073), se agrupo junto con las cepas de estudio, con una secuencia
idéntica.

En recA UPEC 17, no solo se situé en un grupo distinto al de las otras 39 cepas
estudiadas, sino que se localizé en un clado distinto, cabe destacar que UPEC 17
se encontré6 mas lejana del grupo de cepas ST131, que incluso la cepa tipo, esto
debido a que su secuencia presentd 5 cambios de nucledtidos respecto a las
cepas de estudio, siendo en este gen donde UPEC 17 presentdé mayor variacion

en su secuencia, en comparaciéon con las otras 39 cepas.

En mdh se presenté un patrén muy similar, localizandose en el mismo grupo 38
cepas de estudio, sin embargo, en el caso de este gen a una distancia
relativamente corta se encontr6 UPEC 21, ya que su secuencia presenté en
comparacion con las otras 38 una cambio de nucleétido, mientras que UPEC17 se
situé en otro clado, ya que su secuencia, tuvo 2 cambios de nucleétidos, sin
embargo en el caso de UPEC 21, el loci donde se presentd el cambio de

nucledtido no se encontraba registrado con anterioridad, lo cual conllevo a un
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nuevo registro en la base de datos de MLST y en la obtencién de un ST y un

complejo ST nuevos.

Analizando conjuntamente los 7 genes de metabolismo basico en el concatenado,
se tiene que 38 cepas se encuentran en el mismo grupo y su ST es el mismo, lo
que indica que respecto al genoma conservado, no existe diferencia entre APEC y
UPEC, y a pesar de que las cepas UPEC 21 y UPEC 17, se encontraron en
grupos diferentes es de remarcarse que se localizaron a una distancia
considerablemente corta del grupo mas grande (grupo ST 131). Los resultados
obtenidos en el presente estudio son consistentes con los resultados de otro
estudio de MLST (Johnson et al., 2007), donde al comparar secuencias de APEC
O1 con secuencias de ExXPEC incluidas cepas uropatdégenas, se encontré6 que
APEC O1 pertenecia al mismo ST (ST95) que las cepas uropatdgenas. De igual
modo el estudio realizado por Mora y colaboradores (2009), donde al analizar
filogenéticamente con la técnica de MLST cepas de APEC y UPEC, encontraron
que tanto APEC como UPEC pertenecian al mismo ST y que ambos patotipos se
agruparon juntos (ST 59 grupo D o ST 95 grupo B2), asi como encontraron grupos
clonales de cepas con origen aviar y humano, siendo estos resultados
consistentes a los del presente trabajo. De igual modo un estudio realizado en
Brasil (Rojas et al., 2014) en el cual se realizé una filogenia con la técnica de
MLST, donde se incluyeron los mismos 7 genes de metabolismo basico que en el
presente trabajo y se analizaron cepas aviares, uropatdégenas y otras EXPEC, se
encontré que las cepas brasilefias de APEC comparten similitudes genéticas con
cepas de UPEC y en el andlisis concatenado se agruparon juntas. Por ultimo mas
no menos importante es de mencionarse que también consistente con el presente
trabajo, el estudio realizado en 2010 por Lukjancenko y colaboradores, quienes a
través de la técnica de MLST compararon 61 secuencias de E.coli encontrando
que en la filogenia cepas aviares y uropatdégenas se localizaron en el mismo grupo
y mismo clado. Lo cual indica que es probable que ambas cepas tienen un
ancestro comun; objetivo de este trabajo donde el analisis de secuencias ubica a

las Escherichia coli O25:H4 en una misma rama.
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7. Conclusién y Perspectivas

Los resultados obtenidos en este estudio, denotan que respecto a los genes de
metabolismo basico, esto es el genoma conservado, tanto las cepas uropatdgenas

como las cepas aviar patdgenas guardan una relacion clonal.

Para evaluar de modo integral la relacion entre APEC y UPEC es importante y
necesario analizar su genoma, no sélo en su region conservada, sino en su region
flexible, se recomienda realizar estudios de genes que codifican para factores de
virulencia, asi como realizar estudios acerca de plasmidos, elementos genéticos

moviles e islas de patogenicidad.

El presente trabajo permitiria la realizacion de un analisis de genomica
comparativa, dado que los genes del genoma conservado mostraron poca
variacion entre los patotipos analizados. Por lo que, el analisis de los genes del
genoma accesorio podrian dar una perspectiva de los mecanismos de adaptacién

de dichas cepas a diferentes nichos y, por lo tanto, a diferentes hospederos.
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9. Apéndices

Apéndice 1

Siembra en medios de cultivo y Pruebas bioquimicas

Los medios de cultivo para el aislamiento y conservacion de las cepas de E. coli

se realizaron de acuerdo a lo descrito por el proveedor de cada medio.

Medios de cultivo para aislamiento y almacenamiento

Agar sangre (AS) BD Bioxon ®

Composicion

Infusién de musculo corazén 2.0 g
Extracto de Levadura 5.0 g

Cloruro de sodio 5.0 g

Agar bacteriolégico 15.0 g

Digerido pancreatico de caseina 13.0 g

pH7.3+0.2
a. Suspender 40 g de polvo en un litro de agua destilada, calentar hasta que

hierva para disolver la agarosa.
b. Esterilizar en autoclave por 15min/121°C

c. Para la elaboracion de placas con sangre, enfriar la base a 45-50°C y adicionar

5 % de sangre estéril desfibrinada.
d. Vaciar a cajas Petri estériles y dejar solidificar, conservar 4 °C

Agar MacConkey (MAC) BD Bioxon ®

Composicién

Digerido pancreatico de gelatina 17.0 g
Digerido pancreatico de caseina 1.5 g
Digerido peptidico de tejido animal 1.5 g
Sales biliares 1.5 g

Cloruro de sodio 5.0 g

Cristal violeta 0. 001 g

Lactosa 10.0 g

Agar bacteriolédgico 13.5g

Rojo neutro 0.03 g

pH7.1+ 0.2
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a. Suspender 50 g de polvo en un litro de agua destilada, calentar hasta hierva

para disolver la agarosa.
b. Esterilizar en autoclave por 15min/121°C
c. Vaciar a cajas Petri estériles y dejar solidificar, conservar 4 °C

Gelosa Especial BD Bioxon ®

Composicion

Base Agar Sangre 20.0 g
Agar bacteriolégico 15.0 g
Extracto de carne 1.5g

pH7.2

a. Suspender en agua destilada (1L) y ajustar el pH del medio
b. Calentar hasta que hierva para poder disolver la agarosa

c. Vaciar 4mL por vial o tubo

d. Esterilizar en autoclave por 20min. /120°C

e. Inclinar el vial o tubo y dejar que solidifique, refrigerar a 4°C hasta su uso.

Medios de cultivo para pruebas bioquimicas, asi como reactivos utilizados

para su lectura

Para las diferentes pruebas bioquimicas, se tomd un asa de la bacteria crecida en
Gelosa Especial y sembré en agua peptonada al 1% (3mL) e incubo a
35°C/3horas. A partir de este cultivo bacteriano se inocularon los tubos de las

distintas pruebas.

Agua peptonada 1 % Bioxon ®

Composicién

Peptona de caseina

a. Disolver 10g en un litro de agua destilada
b. Ajustar pH del medio a 7.2

c. Distribuir en tubos de ensayo de 15x150
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d. Esterilizar en autoclave por 20min. /120°C
e. Inclinar el vial o tubo y dejar que solidifique, refrigerar a 4°C hasta su uso.

Agar hierro de Kligler DIBICO ®

Composicién

Extracto de carne 3.0 g/L
Extracto de levadura 3.0 g/L
Peptona de caseina 15 g/L
Peptona de carne 5.0 g/L
Lactosa 10.0 g /L

D(+) glucosa 1.0 g/L
Citrato de amonio y hierro Ill 0.5 g/L
Cloruro de Sodio 5.0 g/L
Tiosulfato de Sodio 0.5 g /L
Rojo fenol 0.024 g /L

Agar 12.0 g/lL

pH7.1£0.1

a. Suspender 55 g en un litro de agua destilada, calentar hasta que hierva para

disolver el agar.
b. Vaciar 4mL a cada tubo de 13x100
c. Esterilizar en autoclave por 20min. /120°C

d. Inclinar los tubos y dejar que solidifique el agar, guardar en refrigeracién a 4°C

hasta su uso.

Con el asa o la aguja bacterioldgica se tomd una asada de la bacteria en estudio o
una colonia y se pinché el agar hasta el fondo para posteriormente realizar una
siembra en estriacion en el bisel. Se incubo 24hrs a 37°c en condiciones aerobias.
Es un medio de cultivo utilizado para la identificacion de enterobacterias, en
funcién de su capacidad para: fermentar glucosa, fermentar lactosa, producir gas a
partir de la fermentacion, producir hidrogeno sulfurado. Todas las cepas de este
trabajo presentaron un patrén lactosa, glucosa y gas positivo y producciéon de H,S

negativo.
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Agar SIM BD Bioxon ®

Composicion

Peptona de caseina 20g/L

Peptona de carne 6.6 g/L

Citrato de amonio y hierro i 0.2 g /L
Tiosulfato de Sodio 0.2 g /L

Agar 3.0 g/L

pH 7.3+0.1

a. Suspender 30 g en un litro de agua destilada, calentar hasta que hierva para

disolver el agar.
b. Vaciar 3mL a cada tubo de 13x100
c. Esterilizar en autoclave por 20min. /120°C

d. Inclinar los tubos y dejar que solidifique el agar, guardar en refrigeracién a 4°C

hasta su uso.

Se sembré en este medio, se incubo a 35°C/24 horas en condiciones de
aerobiosis, posteriormente se agregaron 5 gotas de reactivo de Kovacs. Se
observo movilidad en base a la turbidez en el medio. Todas las cepas del presente
trabajo fueron indol positivas al desarrollar un color rojo al agregar al reactivo de
Kovacs, indicando la capacidad de formar indol. Todas las cepas presentaron

movilidad y fueron negativos para la produccién de Acido Sulfhidrico.

Agar Citrato de Simmons BD Difco ®

Composicién

Fosfato Dihidrogenado de Amonio 1g/L
Fosfato Dipotasico 1g/L

Cloruro de Sodio 5.0 g /L

Citrato de Sodio 2.0 g/L

Sulfato de Magnesio 0.20 g/L

Agar 15.0 g /L

Azul Bromotimol 0.08 g/L

pH 6.9+ 0.1

a. Suspender 55 g en un litro de agua destilada, calentar hasta que hierva para

disolver el agar.
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b. Vaciar 3mL a cada tubo de 13x100
c. Esterilizar en autoclave por 20min. /120°C

d. Inclinar los tubos y dejar que solidifique el agar, guardar en refrigeracién a 4°C

hasta su uso.

Medio utilizado para la diferenciacion de enterobacterias en base a la capacidad
de usar citrato como unica fuente de carbono y energia. Se inoculo en este medio,
se incubo a 35 °C/24 horas en condiciones de aerobiosis. Todas las cepas fueron

negativas para esta prueba.

Prueba RM-VP BD Bioxon ®

Composicion

Polipeptona o peptona tamponada 7.0 g /L
Dextrosa (glucosa) 5.0 g/L

Buffer fosfato dipotasico 5.0 g/L

pH 6.9+ 0.1

a. suspender en un litro de agua destilada y ajustar el pH del medio.

b. vaciar 4mL a cada tubo

c. Esterilizar en autoclave por 20min. /120°C

d. Inclinar los tubos y dejar que solidifique el agar, guardar en refrigeracion a 4°C

Se sembré en este medio, se incubo a 35°C/48horas en condiciones de
aerobiosis, se dividié el medio para hacer las pruebas por separado. Para RM se
agrego 5 gotas de rojo de metilo, se agito hasta homogenizar, para VP se
agregaron 12 gotas de a-naftol 5% y 4 gotas de KOH, se dejé reposar 15 minutos.

Todas las cepas fueron negativas para esta prueba.

Prueba de gluconato

Composicién

Peptona 1.5 g /L

Extracto de Levadura 1.0 g/L
Fosfato de Potasio 1.0 g/L
Gluconato de Potasio 40.0 g /L

pH 7.0+ 0.1
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a. suspender en un litro de agua destilada, ajustar el pH del medio

b. Vaciar 2mL para cada tubo

c. Esterilizara en autoclave por 20min. /120°C

d. Inclinar los tubos y dejar que solidifique el agar, guardar en refrigeracion a 4°C

Esta prueba determina la capacidad de un microrganismo de oxida gluconato
como unica fuente de carbono. Se inocularon los tubos se incubaron a
35°C/48horas, se agrega reactivo de Benedict. Todas las cepas fueron negativas

para esta prueba.
Prueba de Malonato — Fenilalanina BD Difco ®

(Caldo para Malonato con Fenilalanina, medio de Shaw y Clarke)

Composicion

Malonato de Sodio 3.0 g/L
DL- fenilalanina 2.0 g/L
Cloruro de Sodio 2.0 g/L
Sulfato de Amonio 2.0 g/L
Extracto de levadura 1.0 g /L
Fosfato dipotasico 0.6 g /L
Fosfato monopotasico 0.4 g /L
Glucosa (dextrosa) 0.25 g/L
Azul de bromotimol 0.025 g/L

pH 6.7+0.2

a. suspender en un litro de agua destilada y ajustar el pH del medio.

b. Vaciar 3mL para cada tubo

c. Esterilizar en autoclave por 20min. /120°C

d. Inclinar los tubos y dejar que solidifique el agar, guardar en refrigeracion a 4°C

Tanto la glucosa como el malonato sirven como fuentes de carbono, los
organismos que no utilizan el malonato como fuente de carbono, creceran en este
medio, Medio de cultivo utilizado para diferenciar en base a la presencia de la
enzima fenilalanina deaminasa. Se inocularon los tubos se incubaron a

35°C/48horas. Todas las cepas fueron negativas para esta prueba.
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Reactivo de Kovacs

a. Disolver 10g de p-dimetilaminobenzaldehido en 150mL de alcohol isoamilico

puro
b. Agregar lentamente 50mL de HCI concentrado
c. Conservar en un frasco ambar en refrigeraciéon

a-naftol al 5% (reactivo utilizado en la prueba de Voges-Proskauer, actia como

intensificador de color)
a. Disolver 5 g en 100mL de alcohol absoluto

b. Transferir la solucion a un frasco graduado de 100mL y llevarlo a 100mL con

etanol absoluto, conservar en refrigeracion.

Hidroxido de potasio al 40% (reactivo utilizado en la prueba de Voges-

Proskauer, ayuda a la absorcion de CO; en el medio RM-VP)

a. Pesar con rapidez 40 g de KOH vy disolver en menos de 100mL de agua

destilada

b. Transferir la solucion a un frasco graduado de 100mL y llevarlo a 100mL con

agua destilada
c. Conservar en una botella de polietileno o recubierta de parafina

Rojo de metilo (indicador de pH en la prueba de RM-VP, denota los cambios de
acidez por reacciones de color por encima de un rango de pH 4.4-6 o menor en el
medio, el reactivo permanece rojo, mientras que con la acidez disminuida a pH 6,

el indicador vira a amarillo)
a. Disolver 0.1 g de rojo de metilo en 300mL de alcohol etilico al 95%

b. Agregar 200 mL de agua desionizada a la mezcla de alcohol- indicador para

obtener un volumen final de 500mL, mantener en refrigeracion.

Las 40 cepas del presente trabajo presentaron el mismo perfil bioquimico,
caracteristico de Enterobacterias, bacilos Gram negativos, E.coli.
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Apéndice 2
Extraccion de DNA por método GES

Protocolo de extraccion de DNA bacteriano por método de GES

Se realizo el siguiente protocolo en 20 cepas de E. coli uropatogena (Pitcher et
al., 1989).

1. Se incubo el cultivo bacteriano en agitacién de 14 a 18 horas en un tubo de
ensayo de 16x150 con 3 mL de caldo Luria pH 7.2 a 37° C.

2. Posteriormente a la incubacion, se centrifugé toda la muestra en un tubo

Eppendorf (Previamente etiquetado) a 12000 rpm por 5 min y se removio el

sobrenadante.

3. Se resuspendio la pastilla obtenida por centrifugacion en 100 uL de buffer
TE pH=8.

4. Se anadieron 500 pL del reactivo de GES, se mezcld gentilmente a

temperatura ambiente por 5 minutos (min.). Posteriormente se coloco en hielo.
Nota: Evitar la formacion de burbujas durante la agitacion con el reactivo de GES.

5. Se afadieron 250 pL de Acetato de amonio 7.5 M frio, se mezclo y se dejo

reposar por 5 minutos en hielo.

6. Se anadieron 750 upL de una solucion 24:1 de Cloroformo: Alcohol
isoamilico, se dejo reposar 15 minutos en hielo, mezclando por inversion cada 5
minutos, posteriormente centrifugar a 13000 rpm por 15 min. Al finalizar la
centrifugacion se observaron 3 fases, el ADN permanece disuelto en la fase

acuosa superior.

7. Se removio la fase acuosa (capa superior, aproximadamente 600 uL) y se

transfirié a un tubo Eppendorf nuevo (previamente etiquetado).

8. Se afiadieron 0.54 pL por volumen de isopropanol (aproximadamente 324
ML), se mezclé a temperatura ambiente en el agitador angular por 10 min., se dejo

reposar en hielo por 10 minutos para permitir la precipitacion y se centrifugo por 5
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min a 13000 rpm para formar pastillas de ADN. Se desechd el isopropanol

cuidadosamente.

9. Se lavé la pastilla de ADN 2 veces consecutivamente con 500 pyL de etanol
al 70% en cada lavado, en cada lavado se centrifugo a 13000 rpm min por 3

minutos, al finalizar los lavados, se deseché el etanol por decantacion.
10.  Se dejé secar al aire, invierto el tubo sobre papel filtro.
11.  Se disolvié en 100 en pL de agua para PCR.

12.  Una vez obtenido el ADN se corre en un gel de agarosa al 1% a 100V por

20 minutos para ver la calidad del DNA.

13. Se almacena a -20°C.

Caldo Luria (LB): (Miller’'s LB Broth Base). Invitrogen ®. Lote 80265079.
a. Suspender 25.0 g del medio en un litro de agua destilada.

b. Dejar hidratar por 15 min.

C. Hervir hasta completa disolucion.

d. Distribuir en tubos de ensayo de 16x150 mL con tapén de rosca (5 mL por
tubo).

e. Esterilizar en autoclave 15 min/121°C 6 15 Ib.

f. Conservar a 4°C.

Buffer TE (10mM Tris: 1mM EDTA, pH 8.0):
a. 10 mL de Tris 1 M, pH 8.0.
b. 2 mL de EDTA 0.5 M, pH 8.0.

C. Aforar a 1000mL con agua estéril, o en caso contrario, esterilizar

posteriormente la solucion.
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EDTA 0.5 M, pH 8.0:
a. 186.1 g de EDTA dihidratado.
b. 800 mL de Agua desionizada estéril.

C. Agitar vigorosamente en agitador magnético y ajustar el pH a 8.0 con NaOH

(aprox. 20 g).

d. Aforar a 1000 mL con agua estéril o en caso contrario esterilizar la solucién.

Solucién de Tris-HCI 1M, pH 8.0:
a. 121.14 g de Trizma base.

b. Disolver en 600 mL de agua estéril agitando vigorosamente con ayuda de

agitador magnético.
C. Medir el pH con un potencidometro.
d. Ajustar el pH a 8.0 con HCI 1N o HCI concentrado.

e. Aforar a 1000 mL con agua estérii o en caso contrario esterilizar

posteriormente la solucion.

GES

a. 60 gr Tiocianato de Guanidina

b. 20mL 0.5MEDTA pH 8.0

C. 20mL agua desionizada estéril

d. Calentar a 65°C y mezclar hasta disolver
e. Anadir Sarkosyl al 10%

f. Aforar a 100mL con agua desionizada estéril
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Apéndice 3

Electroforesis en gel de agarosa

Componentes de la electroforesis en gel de agarosa
Agarosa

Coloide natural que se extrae de las algas, es un polisacarido lineal (con un peso
molecular medio de ~12 000 Da), comprende unidades alternadas de galactosa y
3,6-anhidrogalactosa. Los geles de agarosa poseen grandes «poros» y se
emplean fundamentalmente para separar las moléculas grandes con un peso
molecular de mas de 200 kDa, permiten una electroforesis rapida, pero con una
resolucién limitada, por lo cual las bandas que se forman en los geles tienen
tendencia a ser difusas y a esparcirse, ello obedece al tamafio de los poros y no

puede controlarse (Westermeier, 1997; Voet, 2006).

Los geles de agarosa se obtienen por suspension de agarosa seca en polvo en un
tampdn acuoso, tras lo cual se hace hervir la mezcla hasta que la agarosa se
funde y se convierte en una solucion transparente. A continuacion, se vierte esta
solucién en un molde para gel y se deja enfriar a temperatura ambiente hasta que
se forma un gel rigido. Al endurecerse, la agarosa forma una matriz cuya densidad

viene determinada por su concentracion (Westermeier, 1997; Voet, 2006).
Solucién de electroforesis

La movilidad electroforética del ADN se ve afectada por la composicion y la fuerza
idnica del tampoén de electroforesis. En ausencia de iones, la conductancia
eléctrica es minima y el ADN migra lentamente o ni siquiera se desplaza. En un
tampdn de elevada fuerza idnica la conductancia eléctrica es muy elevada y se
genera una importante cantidad de calor. En el peor de los casos, el gel se funde y
el ADN se desnaturaliza (Westermeier, 1997; Voet, 2006).

Se dispone de varios tipos de tampones para la electroforesis de ADN nativo
bicatenario. Contienen EDTA (pH 8,0) y tris-acetato (TAE), tris-borato (TBE) o
trisfosfato (TPE) a una concentracién de aproximadamente 50 mM (pH 7,5 — 7,8).

Los tampones de electroforesis suelen prepararse en forma de soluciones
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concentradas y se conservan a temperatura ambiente. EI TBE se utilizaba
inicialmente a una concentracion de trabajo de 1x en el caso de la electroforesis
en gel de agarosa. No obstante, una solucion de trabajo de 0,5x proporciona un
poder mas que suficiente y en la actualidad practicamente toda la electroforesis en
gel de agarosa se practica utilizando esta concentraciéon (Westermeier, 1997;
Voet, 2006).

En funcidn de la concentracion de agarosa o tampdn, se pueden separar
segmentos de ADN que contengan de 20 a 50 000 pb. En los geles horizontales,
la agarosa se emplea por lo general en concentraciones comprendidas entre un
0,7 % y un 3 % (Westermeier, 1997; Voet, 2006).

ADN marcador

Paralelo a las muestras de DNA amplificadas debe cargarse un DNA marcador de
tamafno conocido en ambos extremos del gel enmarcando las muestras, lo cual
facilita la labor de determinar el tamafo de los DNA amplificados (Westermeier,
1997; Voet, 2006).

Tampdn de carga

Las muestras de DNA que cargan en el gel de agarosa se mezclan con un buffer
de carga que por lo general contiene agua, sacarosa y un colorante. La cantidad
minima de DNA que puede detectarse mediante fotografia de los geles tefidos
con bromuro de etidio es de aproximadamente 2 ng en una banda de 0,5 cm de

ancho. El tampodn de carga nos permite:

» aumentar la densidad de las muestras para que el ADN caigan uniformemente en

el pocillo
« anadir color a la muestra, simplificando de este modo el proceso de carga

* incorporar un colorante a la muestra que, en un campo eléctrico, se desplace

hacia el anodo a una velocidad previsible (Westermeier, 1997; Voet, 2006).
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Gel de agarosa

a. Pesar agarosa de acuerdo al tamafio del gel a realizar.
b.  Agregar TBE .5x (el gel es al 1% de agarosa).

C. Calentar para disolver la agarosa.

d. Agregar bromuro de etidio.

e. Dejar solidificar en el molde especial para gel de electroforesis horizontal.

Agarosa Invitrogen ® catalogo no. 15310019 lote 1106405

Bromuro de etidio 10mg/mL.:

a. 1 g de Bromuro de etidio.
b. 100 mL de agua desionizada estéril.
C. mezclar en agitador magnético durante horas hasta asegurar la disolucion

del colorante.

Buffer TBE 5x

a. 549 Tris base.

b. 27.5 g Acido bérico (Merck ®).

C. 20 mL EDTA pH 8.0.

d. Mezclar todo, aforar a un litro con agua desionizada estéril.
TBE .5x

Diluir 1:10 el buffer TBE5x con agua desionizada estéril.
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Apéndice 4

PCR

a. Oligos a concentracién cada de 20pmol/pL Invitrogen ®
icd-F ATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGCACA

icd-R GGACGCAGCAGGATCTGTT

FumC-F TCACAGGTCGCCAGCGCTTC

FumC-R GTACGCAGCGAAAAAGATTC

adk-F ATTCTGCTTGGCGCTCCGGG

adk-R CCGTCAACTTTCGCGTATTT

gyrB-F TCGGCGACACGGATGACGGC

gyrB-R ATCAGGCCTTCACGCGCATC

mdh-F ATGAAAGTCGCAGTCCTCGGCGCTGCTGGCGG
mdh-R TTAACGAACTCCTGCCCCAGAGCGATATCTTTCTT
purA-F CGCGCTGATGAAAGAGATGA

purA-R CATACGGTAAGCCACGCAGA

recA-F CGCATTCGCTTTACCCTGACC

recA-R TCGTCGAAATCTACGGACCGGA

b. Agua para PCR

C. Buffer 10X para PCR Invitrogen ®

d. dNTP’s 10mM Invitrogen ®

e. MgCl, 50mM Invitrogen ®

f. Taq DNA polymerase Invitrogen ®
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