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Resumen

Las infecciones de vias urinarias (IVUs) son un problema de salud publica relevante
con efectos econdmicos y sociales en la vida de los pacientes. El aumento de la
resistencia bacteriana a los antimicrobianos es un elemento importante que dificulta
significativamente el tratamiento de las IVUs; lo cual ha llevado a la busqueda de

terapias alternativas de caracter drogo independientes.

Los lisados bacterianos (LBs) fabricados a partir de cepas de Escherichia coli han
demostrado resultados prometedores en el tratamiento de diferentes enfermedades
infecciosas. Recientemente, trabajos realizados con pacientes con IVUs en el
Laboratorio de Patogenicidad Bacteriana (Hospital Infantil de México) mostraron
remision en el 70% de los casos dentro de los 3 meses posteriores a la
administracién de los LB, y el control de la infeccion se mantuvo durante 6-12
meses. En este trabajo, el analisis de las fracciones de LBs y extractos de superficie
bacteriana de cepas UPEC, mostré la presencia de LPS, proteinas citosodlicas (udp,
masZ y gpmA), fimbrias (FimH), OMPs (BamB, BamC, OmpC y OmpA), donde la
porina OmpA fue el principal elemento inmunogénico. Ademas, la deteccién del gen
ompA en 148 cepas de E. coli de diferentes origenes reveld que solo el 51% de
estas bacterias albergaban dicho gen. Por lo tanto, surgen preguntas sobre la
naturaleza de este llamado factor de virulencia. Un andlisis mas detallado de las
secuencias ompA de la base de datos NCBI mostré una falta de asociacién entre la
secuencia del gen y el patotipo de E. coli. Es necesario realizar ensayos adicionales
para aclarar este aspecto de la proteina. Finalmente, la identificacién de estos
potenciales inmundgenos, especialmente OmpA, seria el primer paso hacia el

desarrollo de una vacuna protectora polivalente.

Palabras clave: E. coli uropatégena, UPEC, IVUs recurrentes, lisados bacterianos

autélogos, gen ompA



Abstract

Urinary tract infections (UTIs) are a relevant public health problem with economic
and social effects on the lives of the patients. The increase of antimicrobial bacterial
resistance is an important element that significantly hinders the treatment of UTls,
raising the need to search for alternative therapies. Bacterial Lysates (BL)
manufactured from Escherichia coli strains have proved being useful for the
treatment of different UTIs with promising results. Specifically, previous work carried
out at the Bacterial Pathogenicity Lab (Hospital Infantil de México) showed remission
in 70 % of the patients within the first 3 months after the administration of the BL and
the control of the infection was maintained for 6-12 months. Herein, the analysis by
LC-MS of the BLs fractions showed the presence of LPS, cytosolic proteins (udp,
masZ, and gpmA), fimbriae (FimH), OMPs (BamB, BamC, OmpC, and OmpA),
where the OmpA porin was the main immunogenic element. Additionally, the
detection of the ompA gene in 148 E. coli strains from different origins revealed that
only 51 % of these bacteria harbored the gene. Thus, raising questions about the
nature of this so-called virulence factor. Further analysis of the ompA sequences
from the NCBI database showed a lack of association between the sequence and
the E. coli pathotype. Additional assays need to be performed to clarify this aspect
of the protein. Finally, the identification of these potential immunogens, specially
OmpA, would be the first step towards the development of a polyvalent protective

vaccine.

Keywords: Uropathogenic E. coli, UPEC, recurrent UTI, bacterial lysates, ompA

gene
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l. Introduccion.

Las infecciones de las vias urinarias (IVUs) son un problema de salud
mundial que afectan cada afio aproximadamente a 150 millones de personas;
las cuales afectan principalmente a nifilos, hombres mayores y mujeres de todas
las edades. Dentro de los patdégenos que provocan las IVUs, el grupo de cepas
de E. coli, denominadas uropatégenas (UPEC, por sus siglas en-inglés) es el

responsable de la mayoria de IVUs a nivel global.

El tratamiento contra las IVUs es el uso de antibidticos que consumidos
de manera constante, como en el caso de pacientes con IVU crénica, puede
alterar la microbiota intestinal y vaginal de los pacientes. Ademas, el uso
constante de estos compuestos selecciona poblaciones de bacterias
multirresistentes, complicando el tratamiento de la misma infeccién. Debido a
esto, ha surgido la necesidad de desarrollar tratamientos alternativos para
combatir las IVUs crénicas causadas por UPEC. Teniendo esto en cuenta, en el
Laboratorio de Patogenicidad Bacteriana del Hospital Infantii de México se
evalué la utilidad del empleo de lisados bacterianos (LBs) autélogos como
tratamiento de Infecciones crénicas de vias urinarias; donde se observd una
remision del cuadro en el 70% de los pacientes a quienes se les administraba el
LB autdlogo. Estos resultados dan elementos para continuar evaluando la

efectividad de las autovacunas en un mayor numero de pacientes.

Sin embargo, debido a su grado de especificidad, un LB autdlogo es
personalizado y no puede administrarse a otro paciente con IVU. Esto quiere
decir que debe de desarrollarse una vacuna especifica por paciente y eso
conlleva altos costos de produccion. Una estrategia para superar estas barreras
es la creacion de vacunas con los antigenos especificos que se sabe provocan

la respuesta del sistema inmune en el hospedero.



Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue identificar proteinas de
superficie de cepas de UPEC, utilizando protocolos propios de la
inmunoprotedmica, herramienta de la protedbmica que utiliza anticuerpos para la
deteccidn de péptidos que tienen la capacidad de provocar una respuesta

inmune, que sean reconocidas por el sistema inmune del paciente con IVU.



Il. Antecedentes.

Il.1. Infecciones de las vias urinarias (IVUs).

Las infecciones de vias urinarias (IVUs) se encuentran entre las causas
de morbilidad mas comunes en el ser humano. Estas se clasifican como cistitis
si la infeccidn se presenta en la vejiga, y pielonefritis si esta se ubica en los
rinones (Subashchandrabose & Mobley, 2014). Ademas de esta clasificacion
basada en la zona de infeccion, clinicamente las IVUs se dividen en complicadas
y no complicadas. En el caso de las IVUs complicadas, estas se definen como
aquellas que se presentan en individuos con alguna anormalidad anatdémica o
neuroldgica asociada a las vias urinarias. Estas condiciones predisponen a estos
individuos a tener varios episodios de IVUs. Por otro lado, las IVUs no
complicadas son aquellas que afectan a pacientes sin anomalias fisiologicas
(Foxman, 2010).

Factores como la predisposicion genética, actividad sexual y género
estarian vinculados al desarrollo de IVUs (Foxman, 2014). Los principales grupos
de personas que padecen IVUs no complicadas son adultos mayores y mujeres
de todas las edades (Flores-Mireles et al., 2015). Estas ultimas son un grupo
particularmente sensible, ya que se estima que una de cada dos mujeres tendra
por lo menos una IVU a lo largo de su vida (O'Brien et al., 2016). Se presume
que esta predisposicion hacia contraer IVUs se debe a rasgos como la longitud
de la uretra femenina, mas corta que la masculina, y que, debido a su cercania
con el recto, estaria exponiendo a la uretra a bacterias provenientes del colén,

permitiendo asi el acceso a patdgenos (Foxman, 2014).

Finalmente, las IVUs no complicadas suelen diferenciarse entre agudas,
aquellas que suceden de manera poco frecuente y cuyo tratamiento con
antibidticos alivia la infeccion, y las llamadas cronicas, aquellas que son
recurrentes. El riesgo de desarrollar una IVU cronica (o recurrente) varia
dependiendo de las diferentes poblaciones afectadas. Los nifios tienen un riesgo
que oscila entre el 19-22 % dentro de los primeros cinco afios desde su primera

IVU. En hombres, el riesgo disminuye al 12 % dentro del primer afio, mientras



que las mujeres presentan la mayor probabilidad de volver a desarrollar una IVU,

del 30 al 50 % dentro del primer afo (Foxman, 2014).

A nivel mundial, estas infecciones afectan aproximadamente a 150
millones de personas, donde solamente en los EE. UU. representan un costo de
aproximadamente 5 mil millones de ddlares al afio (Foxman, 2010; Foxman,
2014; O’Brien et al., 2016). Mientras que, en México el Boletin Epidemiolégico
Nacional enlista, desde 2004 a la fecha, a esta enfermedad como la tercera
causa de morbilidad en el pais en la poblacion en general y la segunda en
mujeres. Solamente en 2019 el Boletin Epidemiolégico Nacional reportd
4,339,674 casos de IVUs, el 77 % pertenecieron a mujeres, esto es, 3.3 casos
registrados en mujeres por cada caso en hombres (Sistema Nacional de
Vigilancia Epidemiolégica, 2019). El Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS)
indica que las IVUs se encuentran entre los 10 principales motivos de consulta
en el area de medicina familiar (Chavez-Valencia et al., 2010). Estos datos
resaltan la relevancia actual que tienen las IVUs en el sector salud en nuestro

pais.

Il.2. Agentes etiolégicos de las IVUs.

Diversos patégenos se han asociado como agentes etiolégicos de las
IVUs, desde bacterias Gram negativas y Gram positivas hasta hongos. Los
principales patégenos responsables de las IVUs son Candida, Enterococcus,
Staphylococcus, Pseudomonas, Proteus, Klebsiella'y E. coli (Flores-Mireles et
al., 2015). Este ultimo es el patdgeno mas relevante durante la cistitis, la VU
mas comun, tanto en su manifestacién complicada como no complicada (Figura
1).



B Escherichia coli ] Klebsiella pneumoniae W Escherichia coli ] Klebsiella spp.

[[] Proteus mirabilis [l Enterococcus faecalis [ pseudomonas aeruginosa [[] Enterobacter spp.

[ staphylococcus [ Otras bacterias [ proteus spp. [] Acinetobacter spp.

saprophyticus Wl Citrobacter spp. B :enterococcus spp.
[] Staphylococcus aureus B saureus Coagulasa negativa
[] Otras bacterias Gram positivas [[] Otras bacterias
[ Hongos
Cistitis no complicada Cistitis complicada

Figura 1. Epidemiologia de los agentes etioldgicos de cistitis. La prevalencia
de los patdgenos asociados a cistitis complicadas y no complicadas se muestra
expresada en porcentaje (Adaptado de Wagenlehner et al., 2020).

En nuestro pais, una revision bibliografica realizada por Ahumada-Cota et
al. (Manuscrito en revision) sobre IVUs en México durante el periodo 2007-2020
sefala que los principales patdégenos responsables de causar IVUs son cepas
de E. coli (62.8 %) seguidas por bacterias de los géneros Klebsiella (7.8 %)y

Enterococcus (7.2 %) (Cuadro 1).



Cuadro 1. Microorganismos aislados de muestras de orina de pacientes

con cuadro clinico de IVU en México en el periodo 2007-2020.

Microorganismo N° de aislamientos Frecuencia (%)
E. coli 11,406 62.8
Klebsiella spp. 1,418 7.8
Enterococcus spp. 1,311 7.2
Pseudomonas spp. 1,159 6.4
Proteus spp. 468 2.6
Candida spp. 455 2.5
Citrobacter spp. 443 2.4
Enterobacter spp. 415 2.3
Acinetobacter spp. 277 1.5
Staphylococcus spp. 211 1.2
Otros 590 3.3
TOTAL 18,153 100

I.3. E. coli uropatégena (UPEC).

Las cepas de E. coli representan a un grupo amplio de bacterias que
oscilan entre aislamientos considerados biota normal del tracto intestinal humano
y aquellas cepas que se han demostrado como causantes de diversas
enfermedades humanas. (Kaper et al. 2004). Existen diferentes patoptipos de E.
coli que provocan dafio intestinal, mientras que aquellas cepas que generan
infecciones fuera del tracto intestinal se clasifican dentro del grupo de E. coli
Patégenas Extra-intestinales (EXPEC, por sus siglas en inglés) (Kaper et al.
2004; Robins-Browne et al. 2016). A este ultimo grupo pertenece el grupo de
cepas de E. coli que provocan IVUs, denominadas cepas de E. coli uropatégena
(UPEC, por sus siglas en inglés). Por ser un grupo con alta relevancia clinica, el
origen y los mecanismos de patogenicidad y virulencia de las UPEC se han
estudiado ampliamente (Hamilton et al. 2017; Sirah et al., 2018; Lacerda Mariano
e Ingersoll, 2020).

De manera notable, las cepas de UPEC no tienen una caracteristica unica
que las defina como uropatégenas. Estas cepas albergan una coleccion de
factores de virulencia que también estan asociados a otros patotipos de E. col,

tanto intestinales como EXPEC (Klein y Hultgren, 2020). Sin embargo, si se ha



encontrado una frecuencia mayor de ciertos serogrupos de E. coli entre aquellas
cepas que provocan IVUs. Este sistema de clasificacion se basa en la deteccién
de ciertos componentes que forman parte de la pared celular bacteriana, como
son el antigeno somatico (O), parte de la estructura del Lipopolisacarido (LPS),
y que, debido a su variabilidad, es bastante util en la caracterizacién de las
diferentes clonas de E. coli. Actualmente se tienen descritas 186 variedades del
antigeno O y gracias a esto se han definido a los serogrupos O1, 02, 04, O6,
07, 08, 015, 016, 018, 021, 022, 025, O75, 083 y O175 como serogrupos
UPEC clasicos debido a que, como se menciond anteriormente, se relacionan
con mayor frecuencia a los aislamientos de IVUs (Li et al.,; 2010; Noie Oskouie
et al., 2019, Shokouhi Mostafavi et al., 2019; Gao et al., 2017). Adicionalmente,
la caracterizacion del antigeno flagelar (H) ayuda a establecer el serotipo de la
bacteria y debido a esto se conoce que los serotipos O1:H4, O1:H6, O1:H7,
O1:NM-, O2:H1, O2:H4, O4:H5, 06:H1, O7:H4, O7:H6, O7:NM, O18ac:H7,
0O18ac:NM-, 025:H4, O75:NM representan los que con mayor frecuencia se
identifican en las infecciones ocasionadas por las cepas de UPEC (Terai et al.,
1997, Bidet et al., 2007).

Por otro lado, se ha documentado que la principal fuente de origen es el
intestino desde donde estas bacterias logran contaminar la uretra y ascender
para colonizar las vias urinarias (O'Brien et al., 2016). Existen diferencias
notables entre estos dos habitats: en las vias urinarias, las cepas de UPEC se
encuentran en un ambiente con alta osmolaridad y baja cantidad de nutrientes
(carente de carbohidratos), mientras que en el intestino la alta cantidad de
nutrientes (principalmente carbohidratos derivados de la mucina) promueve
facilmente el desarrollo de microorganismos (Alteri y Mobley, 2015; Mann et al.,
2017). En general, las cepas de UPEC despliegan una serie de factores de
virulencia que les permiten adaptarse rapidamente a su nuevo entorno, evadir la

respuesta inmune y finalmente colonizar.



1.3.1. Mecanismo de patogenicidad y factores de virulencia de E. coli

uropatégena (UPEC).

A pesar de que no se conoce con certeza cual es el mecanismo especifico
de patogenicidad que llevan a cabo las cepas de UPEC, si se ha logrado inferir,
mediante ensayos en modelos animales y lineas celulares, algunos de sus

rasgos particulares.

Se especula que el tracto intestinal es la fuente de las cepas de UPEC
que llegan a colonizar las vias urinarias. Una vez en extremo exterior de la uretra,
las cepas de UPEC empiezan a migrar de manera ascendente hasta llegar a la
vejiga. Esto es posible gracias a la movilidad que les confieren los flagelos que
expresan en su superficie. Una vez que las cepas de UPEC se encuentran en la
luz de la vejiga, se especula que la poblacion bacteriana estaria en suspension
en la orina que, a pesar de ser un medio considerado bajo en nutrientes, estaria
permitiendo el crecimiento y replicacion de estas bacterias. En este respecto,
Mann et al. (2017) mencionan que la orina es rica en carbohidratos y
aminoacidos, en general; sin embargo, las cepas de UPEC dependerian de
manera de importante de su mecanismo de sintesis de novo, ya que en la orina
no se encuentran cantidades considerables de los aminoacidos arginina,

metionina, valina, uracilo, adenina e isoleucina.

Otro-aspecto relevante para el crecimiento y replicacién de las cepas de
UPEC es la captacion de hierro, un elemento esencial para la replicacion
bacteriana y bastante escaso en la orina. La manera en que este elemento es
absorbido por la célula bacteriana esta mediada por los captadores de hierro
bacterianos denominados sideroforos; estos tienen la caracteristica de ser
altamente afines al hierro libre y, una vez unidos al hierro, ser internalizadas a la
célula bacteriana por medio de proteinas de superficie (O'Brien et al., 2016;
Terlizzi et al., 2017). Debido a esto se ha asociado la expresion de captadores

de hierro con su virulencia.

Ademas de encontrarse en suspension, las cepas de UPEC también

estarian interactuando con las células epiteliales de la vejiga (uroepitelio) por



medio de distintas estructuras del grupo de pili de ruta dependiente de chaperona
y acarreadora (CUP, por sus siglas en inglés) como son FimH y PapG, adhesinas
del pili tipo 1y P, respectivamente (Bien et al., 2012, O'Brien et al., 2016; Terlizzi
et al., 2017). Ademas de las adhesinas ya mencionadas, existen otras que no
dependen de ningun tipo de estructura fimbrial (Cuadro 2). (Subashchandrabose
et al., 2015). Otra forma de interaccion se da a través de los denominados curli,
estructuras extracelulares fibrosas que permiten la creacién de un tipo de biofilm,
mediante el cual se estaria logrando un contacto con las células epiteliales de la
vejiga y provocando la posterior internalizacion de estas poblaciones bacterianas
(Klein y Hultgren, 2020). Una vez dentro, las cepas de UPEC formarian
comunidades bacterianas intracelulares (IBCs, por sus siglas en inglés) que
eventualmente se dispersarian fuera de estas células colonizadas hacia otras

células cercanas (Duraiswamy et al., 2018).

Ademas, en ocasiones las infecciones de vejiga suelen no resolverse y
las cepas de UPEC logran acceder a los rinones por medio de los uréteres, esto
sucede comunmente en personas con reflujo urinario (Abraham y Miao, 2015;
Klein y Hultgren, 2020). Este escenario es bastante grave para el hospedero, ya
que desde alli las cepas de UPEC pueden ganar acceso al torrente sanguineo y

provocar sepsis (Wagenlehner et al., 2020).
Factores de virulencia de superficie y secretados al ambiente.

De manera general, podemos dividir a los factores de virulencia de UPEC
en estructuras de superficie bacteriana y aquellas que son excretadas fuera de
la-bacteria. En el primer grupo se encuentran aquellas proteinas o complejos
proteicos expresados en la superficie celular de las UPEC que van desde
estructuras que confieren motilidad y adherencia como pili, flagelos y adhesinas
independientes a pili, hasta sistemas de captacion de hierro esenciales para
desarrollar las funciones celulares de la bacteria (O'Brien et al., 2016). Por otro
lado, en el segundo grupo se encuentran aquellas proteinas que son excretadas
al ambiente y que no forman parte de la estructura de la bacteria, i.e. toxinas,

como la a-hemolisina y algunas serina proteasas. Estas proteinas son relevantes



para evadir el sistema inmune y para la obtencién de nutrientes mediante la lisis

de las células del hospedero (Alteri y Mobley, 2015; Flores-Mireles et al., 2015).

Debido a que estos factores de virulencia son necesarios para que las
cepas de UPEC logren colonizar las vias urinarias, es de gran importancia su
estudio para su posterior caracterizacion. Esto llevara a dilucidar los mecanismos
de patogenicidad de UPEC y proponer tratamientos dirigidos especificamente

contra factores clave en su virulencia.

Cuadro 2. Factores de virulencia de UPEC, mecanismo y funcién. (Flores-
Mireles et al., 2015; O'Brien et al., 2016; Terlizzi et al., 2017).

Mecanismo Funcién Factor
Expresado en la Adherencia Pili P (PapG)
superficie de la Pili F1C

bacteria Pili S

Pili tipo 1 (FimH)
Fibras de tipo
curli

* Adhesinas no
fimbriales F17,
Dr, FdeC, TosA

Secretados al Evasion del sistema « CNF1
ambiente inmune * HiyA
« TraT
Toxicidad * Lipopolisacarido
(LPS)
Serina proteasa * PicU
+ Vat
Sat

Aerobactina
Enterobactina
FeoB

Irp2
Salmochelina
Yersiniabactina

Captacién de hierro
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1.3.2. Respuesta inmune durante las IVUs.

La respuesta inmune que lleva a cabo el hospedero para contrarrestar las
IVUs aun no estd completamente dilucidada; sin embargo, si se ha logrado
identificar algunos de sus rasgos particulares. A continuacién, hablaremos
unicamente de la respuesta inmune durante la cistitis debido a que es el tipo de

infeccidén urinaria mas comun y mejor caracterizada.

Las primeras defensas que las vias urinarias ofrecen contra el
asentamiento y colonizacion de las bacterias, es la capa de mucosa compuesta
por glucosaminoglicanos y proteoglicanos (Hamilton et al. 2017). Esta capa
impide que exista una interaccidn cercana entre las células epiteliales de la vejiga
y las bacterias invasoras. Sin embargo, como ya mencionamos anteriormente,
las cepas de UPEC cuentan con estructuras de superficie externa que le
permiten adherirse e internalizarse en las células del hospedero. Estas bacterias
son detectadas por el receptor de tipo Toll 4 (TLR4), cuya activacion eleva los
niveles de AMP ciclico dentro de las células infectadas y provoca la expulsion de
las vesiculas que contienen a UPEC de vuelta a la luz de la vejiga. Otro proceso
desencadenado por la activacion de TLR4 es la secrecidon de péptidos
antimicrobianos (catelicidina, B-defensina 1 y pentraxina 3, que impediran que
las bacterias se unan alas células de vejiga; y ciertas quimiocinas que ayudaran
a atraer a las células del sistema inmune, neutréfilos en una primera instancia y

macrofagos posteriormente (Lacerda Mariano et al., 2020).

Finalmente, si la infeccidn no logra resolverse, la vejiga se desprende de
sus capas superiores, eliminando de manera fisica a las células infectadas. Sin
embargo, este recurso termina siendo contraproducente en varios casos, ya que,
ademas de dafar al organo en cuestion, propicia la infeccion de células
epiteliales de vejiga que se encuentran en las capas mas profundas. Lo anterior
estaria condenando al hospedero a un estado de infeccién cronica, debido a la
dificultad de eliminar a estos patogenos ((Flores-Mireles et al., 2015; Abraham y
Miao, 2015; O'Brien et al., 2016; Terlizzi et al.,2017; Lacerda Mariano et al.,
2020).
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Il.4. Tratamientos contra la infeccion de cepas de UPEC.

11.4.1. Uso de antibidticos contra las IVUs.

La prescripcion de antibioticos es el tratamiento por excelencia a las IVUs;

sin embargo, el uso indiscriminado de estos ha provocado que las cepas de

UPEC sean multirresistentes a un amplio rango de antibioticos (O'Brien et al.,

2016). En nuestro pais la guia para el Manejo Antibacteriano de Procesos

infecciosos en el Paciente Adulto (MAPPA) de la Academia Nacional de

Medicina, sefala que para el tratamiento de IVUs en el paciente adulto se deben

de administrar nitrofuranos, quinolonas, fosfomicina o inhibidores de la via de los

folatos, dependiendo del resultado del antibiograma realizado por el laboratorio

(Cuadro 3); siendo estas indicaciones las mismas que recomienda la Asociacion

de Urologia Europea (Kot, 2019).

Cuadro 3. Tratamiento para IVUs en adultos segun la guia MAPPA y sus

costos en el mercado mexicano.

Duracion del

IVUs Antibiético Dosis tratamiento
(dias)
. , 100 mg, 3 a4
Nitrofurantoina veces/dia 5a’7
. . 250 mgq, 2
Ciprofloxacino veces/dia 3
Cistitis no Ciprofloxacino de liberacion 500 m, 1 3
complicada prolongada vez/dia
.. 3g, dosis
Fosfomicina Uinica -
. . 160/800 mg,
Trimetroprim/sulfametoxazol 2 veces/dia 3
: , 500 mg, 2
Ciprofloxacino veces/dia
Ciprofloxacino de liberacion ,
1g, 1 vez/dia
prolongada
, . . 500 mg, 1
Pielonefritis Levofloxacino vez/dia 14
. 400mg, 1
Ceftibuten vez/dia
. 400 mg, 1
Cefixima vez/dia
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En el caso de pacientes pediatricos existe un consenso de pediatria que
ha publicado diversas recomendaciones. La mas reciente de estas publicaciones
se realizd por Lombarto-Aburto (2018), en donde se presenta un esquema de
tratamiento con los mismos tipos de antibiéticos que los sefialado por la MAPPA,

solamente tomando en consideracion la edad y el peso del infante.

En nuestro pais se han desarrollado diversos trabajos sobre el perfil de
resistencia a antibidticos que tienen diferentes cepas de UPEC aisladas de
pacientes mexicanos. Una revisidon realizada por Ahumada-Cota et al.
(Manuscrito en revision) sefiala que las cepas de UPEC muestras resistencia a
todos los antibidticos probados (Cuadro 4); donde la mayor resistencia se
presentd hacia el grupo de las penicilinas (79.1 %) y las quinolonas y
fluoroquinolonas (58.5%). De manera preocupante, se observa una resistencia
de un 56.1 % para trimetroprim/sulfametoxazol y. de un 60.7 % y ciprofloxacino,
ambos antibidticos sefialados por la guia MAPPA como recomendados para

tratar las IVUs.
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Cuadro 4. Resistencia a diferentes antibioticos de cepas de E. coli

aisladas de IVUs en México en el periodo 2007-2020.

Cepas de E. coli de
Grupo de antibiético Antibiético* pacientes coRn IYUs
Total esistentes
(%)
Trobramicina 12,958 5,666 (43.7)
Aminoglucésidos Gentamicina 17,075 7,335 (43)
Amikacina 29,981 4,640 (15.5)
Netilmicina 2,198 169 (7.7)
Anfenicoles Cloranfenicol 417 140 (33.6)
Ampicillin/Sulbactam 12,263 7,057 (57.5)
- B- - Amox-Acido clavulanico 11,033 4,064 (36.8)
Lactamicos/Inhibidores | _. ek .
de B-Lactamasas Ticarcilina/Acido clavulanico 1,788 317 (17.7)
Piperacilina-Tazobactam 13444 1,427 (10.6)
Imipenem 24,440 627 (2.6)
Carbapenems Ertapenem 11,197 125 (1.1)
Meropenem 22,232 209 (0.9)
Cefuroxime 7,680 4,596 (59.8)
Cefalexina 638 355 (55.6)
Cefalotina 3,237 1,752 (54.1)
Cefotaxime 4,034 2,177 (54)
Ceftriaxona 29,117 15,511 (53.3)
Cefalosporinas Ceftazidime 20,741 10,809 (52.1)
Cefozolina 8,259 3,976 (48.1)
Cefepime 24,847 11,738 (47.2)
Cefoxitina 20,168 9,466 (46.9)
Ceftizoxime 1,231 74 (6)
Cefotetan 1,091 19 (1.7)
Ceftibuten 638 2(0.3)
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Continuacién de Cuadro 4.

Cepas de E. coli de
pacientes con IVUs

Grupo de antibiético Antibiético* Resi
Total esistentes
(%)
Pefloxacina 218 167 (76.7)
Gemifloxacina 638 430 (67.4)
Moxifloxacina 4,145 2,726 (65.8)
Fluoroquinolonas Levofloxacina 11,828 7,605 (64.3)
Ciprofloxacino 32,331 19,630 (60.7)
Norfloxacino 2,549 1,096 (43)
Ofloxacino 1,014 322 (31.8)
Fosfomicinas Fosfomicina 1,402 107 (7.6)
Inh'b'doerjalfogla de los Trimetroprim/sulfametozaxol 30,668 17,204 (56.1)
Macrélidos Azamicina 49 33 (67.3)
Monobactamicos Aztreonam 4,393 1,672 (38.1)
Nitrofuranos Nitrofurantoina 25,272 2,199 (8.7)
Ticarcillin 127 113 (89)
Penicilinas Carbenicilina 313 263 (84)
Ampicilina 25,758 20,142 (78.2)
Piperacilina 515 336 (65.2)
Quinolonas Acido nalidixico 432 299 (69.2)
Gatifloxacina 224 99 (44.2)
Tetraciclinas Tetraciclina 1,198 563 (47)
Doxiciclina 49 23 (46.9)

Esta situacion ha desembocado en un nuevo y grave problema de salud

publica, ya que cada vez es mas complicado controlar las IVUs y ante ello surge

con mayor fuerza la emergencia de complicaciones graves que afectaran a los

pacientes. Debido a este surgimiento de tipo de infecciones dificiles de tratar por

antibiético, la OMS ha propuesto la busqueda de alternativas para el control y

tratamiento de las enfermedades infecciosas. Tomando esto en cuenta, diversos

grupos de trabajo han propuesto tratamientos alternativos para combatir la IVUs.
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11.4.2. Tratamientos alternativos contra las IVUs.

11.4.2.1 Nutracéuticos.

En lo que se refiere a las IVUs el consumo de nutracéuticos es una de las
lineas de investigacion de tratamientos alternativos de estas infecciones. El
concepto de nutracéuticos esta basado en lo pregonado por el galeno Hip6erates
quien decia que “debemos dejar que nuestros alimentos sean nuestro
medicamento.” El término nutracéutico fue acufiado en 1989 por el médico
Stephen Defelice y viene de la conjuncién de las palabras nutritivo vy
farmacéutico. En general, los nutracéuticos se definen como alimentos, o parte
de estos, considerados como benéficos para la salud ya que pueden prevenir o
tratar cierta enfermedad y su consumo no necesita estar regulado por ninguna
autoridad de salud (Chauhan et al., 2013).

Entre los productos nutracéuticos mas consumidos se encuentran los
probidticos, estos son microorganismos que en cantidades adecuadas confieren
un beneficio en la salud del huésped (Reid, 2016). En este respecto, se sabe que
ciertas especies del género Lactobaccillus son capaces de colonizar la vagina y
la zona periuretral impidiendo que cepas de UPEC logren llegar al tracto urinario.
Basandose en este principio, se disefiaron los supositorios vaginales LACTIN-V,
los cuales contienen como probidtico activo una cepa de Lactobacillus crispatus.
En un ensayo clinico de fase dos utilizando este probidtico, Stapleton et al.
(2011) encontraron que solamente el 15 % (7/48) de las mujeres tratadas
volvieron a presentar IVUs, comparadas contra el 27 % (13/48) de aquellas que
fueron tratadas con el placebo. Finalmente, mencionaron que el tratamiento con
LACTIN-V resultaba protector contra las IVUs. Sin embargo, un metaanalisis,
compuesto de los resultados de todos los ensayos clinicos de este probidtico
aplicado para prevenir las IVUs concluyd que no hay un efecto benéfico de

Lactobacillus mas alla del efecto placebo (Schwenger et al., 2015).

Ademas del consumo de probidticos, existe la idea popular que el
consumo de productos de arandanos previene las IVUs. Debido a esto, se han

desarrollado diferentes investigaciones para identificar las cualidades que

16



impiden la IVU por UPEC. Se ha identificado en ensayos in vivo con células
eucariotas, que la fructosa y proantocianidinas de tipo A presentes en los
arandanos, bloquean el sitio de union del pili tipo 1 y P, respectivamente,
inhibiendo asi la adherencia de las células UPEC: (Howell et al., 2005; Gupta et
al.,, 2007). Diversos ensayos clinicos han reportado ciertos beneficios del
consumo de jugo de arandanos en mujeres con IVUs recurrentes; sin embargo,
aun no hay estudios contundentes que logren verificar esta aseveracion (Sirah
et al., 2018; O'Brien et al., 2016).

11.4.2.2 Vacunas e inmunoestimulantes.

Diferentes estudios han demostrado que el disefio de vacunas o
inmunoestimulantes para el tratamiento de las IVUs promueven una respuesta
del sistema inmune contra las UPEC y ayudarian a combatir o prevenir la
infeccién. Las vacunas pueden dividirse ‘en aquellas que se basan en: 1)
patdogenos de referencia inactivados; 2) patdégenos inactivados aislados del
mismo paciente, llamada también autovacuna; y 3) antigeno especificas. A

continuacion, se describen cada una de estas categorias.

Vacunas inactivadas o lisados bacterianos (LBs).

Desde hace anos se ha investigado el uso de cepas de bacterias
uropatdgenas inactivadas para el desarrollo de vacunas que prevengan las [VUs.
A la fecha se conocen tres diferentes propuestas de vacunas comerciales para

combatirlas IVUs: Uro-Vaxom, Solco-Urovac y Uromune.

La vacuna OM-89 (comercializada como Urovaxom) es una vacuna
disefiada con 18 cepas uropatégenas de E. coli aisladas de diferentes pacientes
con IVUs. Diferentes metaanalisis han identificado que esta vacuna tiene un
efecto superior al placebo cuando es administrada diariamente por el periodo de
3 meses que recomienda para mujeres la Asociacion Europea de Urologia.
Mientras que también se han desarrollado estudios donde la dosis se ha vuelto

a administrar una vez a los 7, otra a los 8 y una mas a los 9 meses, lo que al

17



parecer prolonga la ausencia de IVUs hasta por un afio (Bauer et al., 2002; Bauer
et al., 2005).

Solco-Urovac (también conocida como Strovac) es una vacuna polivalente
de administracién intramuscular creada a partir de 6 cepas de E. coliy una cepa
de cada una de las siguientes especies: Klebsiella, Proteus, Morganella y
Enterococcus, todas estas cepas uropatogenas fueron aisladas de casos de
IVUs en pacientes. En ensayos clinicos se demostr6 que Solco-Urovac
proporcionaba cierta proteccion contra el desarrollo de IVUs en pacientes
recurrentes (O'Brien et al., 2016; Sirah et al., 2018). Ademas, se disefi6é con las
mismas cepas una vacuna vaginal llamada Urovac que en ensayos clinicos
demostré tener efectos adversos en la zona administrada (Das, 2002). A pesar
de los resultados prometedores en la versién inyectable intramuscularmente, aun
no se ha aprobado el uso de esta vacuna en el mercado (Grischke y Ruttgers,
1987; O’Brien et al., 2016).

En anos recientes, se ha realizado un analisis multicéntrico retrospectivo
observacional con la vacuna Uromune, una preparacion comercialmente
disponible en Espana, realizada con cepas de E. coli, Klebsiella penumoniae,
Proteus vulgaris y Enterococcus faecalis. Las mujeres incluidas en este ensayo
clinico tenian un historial de IVUs recurrentes y se les administré6 de manera
profilactica la vacuna. Al finalizar el periodo de observaciéon de 15 meses, las
mujeres quienes habian consumido Uromune de manera diaria durante 3 meses
(al igual que Urovaxom), mostraron un menor numero de infecciones recurrentes
que aquellas mujeres que recibieron tratamiento profilactico con
trimetroprim/sulfametoxazol diariamente durante seis meses (Lorenzo-Gémez et
al., 2013).

En un estudio posterior con un grupo de mujeres mas grande, los mismos
investigadores repitieron sus hallazgos preventivos de esta preparacion
(Lorenzo-Gomez et al., 2015). Ademas, un estudio realizado en Reino Unido ha

demostrado que utilizando esta misma vacuna el efecto profilactico de Uromune
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se mantiene en mujeres britanicas que presentan IVUs recurrentes (Yang y
Foley, 2017).

Autovacunas o LBs autélogos.

Desde la segunda década del siglo pasado se encuentran reportes sobre
la implementacion de autovacunas, también conocidos como LBs autélogos para
el tratamiento de diversas infecciones, desde vaginales hasta respiratorias
(Rusch et al., 2001; Rusch y Schwiertz, 2007; De Benedetto y Sevieri, 2013;
O’Brien et al., 2016). Sin embargo, su aplicacién cayé en desuso debido a la
extendida aplicacion que se les dio a los antibioticos. Las autovacunas se definen
como un tipo de vacunas preparadas utilizando los mismos microorganismos que
provocan la infeccion en los pacientes; por esto se-les dice que estan “hechas a
la medida”. Estas se recomiendan en pacientes que no han mostrado mejoria al
ser tratados con antibioticos o vacunas convencionales (Rusch et al., 2001,
Rusch y Schwiertz, 2007). A pesar de que este tipo de terapia ha caido en desuso
por la medicina tradicional, recientemente Carrion- Lépez et al. (2020)
identificaron que la aplicacion de una autovacuna entre pacientes con IVUs
recurrentes es capaz de obtener urocultivos negativos durante los primeros tres
meses del tratamiento en el 76 % de los sujetos de estudio. Este tipo de
investigaciones dan un impulso para que se generen este tipo de terapias y la
posterior identificacion y caracterizacion de los componentes inmunogénicos de

los mismos.

Vacunas antigeno especificas.

Ademas de utilizar cepas inactivadas de uropatdégenos con la finalidad de
inmunizar a pacientes con IVUs, diferentes grupos de investigacion se han dado
a la tarea de identificar y utilizar unicamente antigenos especificos que podrian
estar jugando un papel clave en el proceso infeccioso de la bacteria. Un ejemplo
de esto es la utilizacion de las adhesinas FimH y PapG de los pili tipo 1 y pili P,
respectivamente, que median la primera interacciéon que tienen las cepas de

UPEC con las células del hospedero. Debido a esto se han desarrollado vacunas
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cuyo antigeno especifico son las adhesinas de estos pili, obteniendo resultados

positivos.

Roberts et al. (2004) administraron via peritoneal una vacuna que
contenia PapG purificado y reportaron que esta inmunizacion protegia a los 6
monos vacunados en el estudio contra pielonefritis causada por UPEC; mientras
que el grupo no vacunado, grupo control de 5 monos, mostraba dafios en tejido
renal provocados por UPEC. Por otro lado, Poggio et al. (2006) utilizaron a FimH
purificada como vacuna protectora contra la infeccion de ratones por UPEC y
reportaron que aquellos ratones que fueron vacunados (independientemente si
la ruta de vacunacion fue intranasal o intramuscular), mostraron una reduccion
de dos logaritmos de Unidades Formadoras de Colonia (UFC) de UPEC en vejiga
posterior al sacrificio. Estos resultados prueban que es posible crear una
proteccion, por lo menos en modelos animales, contra las infecciones causadas

por las cepas de UPEC.

1.4.2.3. Estructuras de superficie bacteriana son candidatos para la

creacion de proteinas recombinantes con capacidad inmunogénica.

En la actualidad, diversas herramientas de la biologia molecular nos
permiten disefar proteinas recombinantes, también llamadas quiméricas,
expresadas en vectores bacterianos que puedan funcionar como vacunas contra
diferentes tipos de enfermedades. El principio de esta tecnologia se fundamente
en que la parte realmente antigénica de una proteina suele ser una pequefia
seccion peptidica. Esto permite disefar proteinas artificiales que presenten mas
de un péptido antigénico y potenciar sus capacidades inmunogénicas (Saylor,
2020).

En este respecto, las estructuras de superficie externa bacteriana son
componentes criticos que median la primera interaccién que tienen las UPEC
con las células del hospedero. Debido a esto, muestran un gran potencial para
ser utilizados en el disefio de inmundgenos que logren incrementar la respuesta
inmune del hospedero. El uso de estas estructuras en la creacién de vacunas

contra patdégenos Gram negativos se ha llevado a cabo desde hace varios anos
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con resultados prometedores (Braun et al., 1976; Hofstra & Dankert, 1980; Pagés
et al., 1987; Kawahara et al., 1994; Grandi, 2001).

Nuevas tecnologias han permitido hacer diversos estudios en donde se
han caracterizado de manera genémica y protedmica las diferentes proteinas
que conforman la membrana externa de las cepas de UPEC (Alteri & Mobley,
2007; Wurpel et al., 2015; Wurpel et al., 2016). Esta informacidn se ha aplicado
para la creacion de diferentes proteinas recombinantes que logren generar un
efecto inmunizante contra las UPEC. Un ejemplo de esto es lo realizado por
Luna-Pineda et al. (2016) disefiaron una serie de proteinas recombinantes
combinando los genes que codifican paras las adhesinas FimH, CsgA y PapG
en UPEC y evaluaron la capacidad inmunogénica de cada una de éstas. Ellos
concluyeron que las proteinas recombinantes FimH-CsgA y FimH-CsgA-PapG
fueron capaces de estimular la produccién de Interleucina 6 y 8. Por otro lado,
probaron el efecto que tenian los anticuerpos de conejos contra FimH, CsgA y
PapG, generados en respuesta a la inoculacion con estas proteinas, en la
adherencia de UPEC (cepa de referencia, “CFT073”) a una linea celular de
vejiga. De manera notable, los autores sefialan que los anticuerpos anti-FimH,
anti-CsgA y anti-PapG, mostraron una disminucién en la adherencia de UPEC a

células de vejiga de un 32, 21 y 60 %, respectivamente.

Lamentablemente, la limitacion de este estudio radica en que el disefio de
esta vacuna quimérica se basé solamente en aquellos factores de virulencia
encontrados en la cepa de referencia de UPEC “CFT073”, factores que no son
compartidos por la mayoria de las cepas de UPEC. De hecho, se sabe que no
todas las cepas de UPEC comparten la misma estructura en su pili y adhesinas
(O’'Brien et al., 2016).

En general, estos estudios demuestran que las estructuras de superficie
externa bacteriana tienen el potencial para ser usados en el disefio de una
vacuna de amplio espectro contra las IVUs. Es por eso por lo que es necesario

identificar a aquellas que sean relevantes para la mayoria de las cepas UPEC.
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lll. Hipétesis.

Las cepas de UPEC expresan proteinas de superficie inmunogénicas

exclusivas con capacidad para inducir una respuesta inmune protectora.
IV. Objetivos.
IV.1. Objetivo general.

Identificar proteinas de superficie con capacidad inmunogénica en cepas
de UPEC aisladas de pacientes con IVU.

IV.2. Objetivos especificos.

1. Seleccionar las cepas de UPEC y E. coli provenientes de heces con
serovares que se aislan con mayor frecuencia de pacientes con IVU.

2. Realizar la extraccién de proteinas de superficie de UPEC y E. coli
provenientes de heces para comparar su perfil proteico.

3. Definir a las proteinas de superficie inmunogénicas exclusivas de las
cepas de UPEC.

4. ldentificar los genes que codifican para las proteinas de superficie
inmunogénicas en cepas de UPEC y E. coli provenientes de heces de

pacientes con 1VU.
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V. Materiales y métodos.
V.1. Materiales.
V.1.1. Materiales biolégicos.

Se seleccionaron las cepas UPEC con los serotipos aislados con_mayor
frecuencia de pacientes con IVUs y cepas de E. coli provenientes de heces
(serotipos no UPEC) aislados con mayor frecuencia de pacientes con IVUs. Las
cepas estudiadas fueron obtenidas del proyecto HIM/2014/022 SSA.1122
“‘Desarrollo de autovacunas para el tratamiento y control de infecciones
persistentes de via urinarias” realizado en el Laboratorio de Patogenicidad
Bacteriana de la Unidad Periférica de Hemato Oncologia e Investigacion del
Hospital Infantil de México “Federico Gomez” (HIMFG) y la Facultad de Medicina
de la UNAM. Finalmente, se utilizaron como controles a las cepas UPEC CFT073
(O6:H1) ATCC 700928 y a la cepa no patogena E. coli HB101.

Por otro lado, con el objetivo de tener una muestra representativa de la
respuesta inmune de diversos pacientes y debido a que en estudios previos
(Serrano Valdez, 2017; Salazar Jiménez, 2018) se habia demostrado que la
reactividad de los sueros individuales se comportaba de manera uniforme, en
este estudio utilizamos una mezcla compuesta del suero de 4 pacientes después
de ser sometidos a un tratamiento con el lisado bacteriano pertenecientes a los
sergroupos 075, 025, O6 y O1, identificados como los mas prevalentes en este
estudio (Cuadro 5).

V.2. Métodos.
V.2.1. Obtencion de Lisados Bacterianos (LBs).

Cada una de las cepas UPEC seleccionadas fue cultivada en caldo hasta
llegar a una concentracion celular de 108 UFC/ml. Estos cultivos se concentraron
por centrifugacion a 4,600 x g (Sorvall® RT 6000D, DuPont, EE. UU.) durante 15
min. Posteriormente, se agregaron 20 ml de solucién salina isotonica (SSI) y el

sedimento se homogenizo con agitacion mecanica. La suspensién bacteriana fue
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inactivada por calor fluente (96 °C) durante 1 h y se centrifugd nuevamente
(4,600 x g). El nuevo paquete celular se suspendié en SSI, se realizé una nueva
centrifugacion (4,600 x g) y el sobrenadante se paso por filtro con poro de 0.22
um (Millipore Sigma, EE. UU.). Para evaluar la ausencia de crecimiento
bacteriano en el filtrado, se sembraba una alicuota en Agar Soya Tripticaseina
(AST) (Bioxon, México). El LB se coloco en viales de cristal estériles que fueron
sellados con anillo metalico, estos se incubaron a 37 °C durante 24 h para

confirmar la esterilidad.
V.2.2. Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) con los LBs.

Para identificar si los sueros de los pacientes tendrian reaccién contra
componentes del LB, se realizdé un ensayo de ELISA utilizando microplacas de
96 pozos (Inmulon™ 1 B, Thermo Fisher Scientific, EE. UU.), donde en cada
pozo se colocaron 100 ul (8 ug de proteina/ml en solucién amortiguadora de
carbonatos) del LB de cada una de las cepas, e incubaron toda la noche a 4 °C.
Posteriormente se bloqued la superficie de los pozos con 100 ul de 2 % BSA
(w/v) diluida en PBS. Después de tres lavados (2 min c/u) con PBS-Tween al
0.1 % (PBS-T) se agrego el primer anticuerpo (una mezcla de 4 sueros de
pacientes con IVU o una mezcla de 4 sueros de personas sin IVU, suero control)
a una dilucion 1:100y se incubd durante 1 h a 37 °C. A continuacion, se repitieron
los lavados con PBS-T y se aplicé el anticuerpo secundario anti-lgG humano,
marcado con-laenzima peroxidasa (Millipore Sigma, EE. UU.) a una dilucion de
1:1000 e incubados durante 1 h a 37 °C. Finalmente, se repitieron los lavados
con PBS-T y la reaccion antigeno-anticuerpo se hizo evidente al agregar el
sustrato H202-ABTS (Sigma Aldrich, EE. UU.) durante 20 min a 37 °C; la lectura
de la reaccion se realizé a 405 nm en un lector Fotometro para microplacas
Multiskan™ FC (Thermo Fisher Scientific, EE. UU.).

24



V.2.3. Obtencion de estructuras de superficie y proteinas de membrana

externa provenientes de cepas UPEC y E. coli provenientes de heces.
Obtencion de estructuras de superficie.

La expresidon y obtencidon de estructuras de superficie se realizd por el
método reportado por Mazariego-Espinosa et al. (2010) con ciertas
modificaciones. Cada una de las cepas utilizadas en este ensayo se cultivaron
por siembra masiva en AST adicionado con 5 % de sangre de carnero (24 h a 37
°C, 5 % de COz2). La biomasa se colecté en Solucion Salina amortiguadora con
Fosfatos (PBS, por sus siglas en inglés) y se agité de manera vigorosa durante
30 min, posteriormente las preparaciones se centrifugaron a 10,000 x g (30 min
a 4 °C). El sobrenadante se colecté y centrifugd a 18,000 x g (30 min a 4 °C), el
nuevo sobrenadante se colect6 y centrifugd a 72,000 x g (4 h a 4 °C). El botén
obtenido se solubilizé en PBS al que se le adicionaron 100 U de una mezcla de
inhibidor de proteasa (No. de catalogo P8465, Sigma-Aldrich, EE. UU.). Para
estandarizar la cantidad de proteina utilizada en los diferentes ensayos con los
LBs y extractos proteicos, la concentracion de proteina se calculd en un
espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, EE. UU.) utilizando

la absorbancia a 280 nm normalizada a una longitud de 10 mm de trayectoria.
Obtencion de proteinas de membrana externa (OMPs).

La obtencion de OMPs se realiz6 utilizando la técnica descrita por Molloy
et al. (2010) con ciertas modificaciones. Cada una de las cepas que fueron
utilizadas en este ensayo se cultivaron en 500 ml de caldo Luria (DIBICO, EE.
UU.) en agitacion constante a 200 rpm (24 h a 37 °C). Posteriormente el cultivo
se centrifugd a 8,000 x g (10 min a 4 °C), el botén se suspendié en HEPES 10
mM (pH 7.0) y se lavd dos veces con el mismo amortiguador. Las bacterias
fueron disgregadas al pasar dos veces a través de una prensa French (American
Instrument Company, EE. UU.) a 20,000 Ib/in?. Las células bacterianas no
lisadas se removieron por centrifugacién a 8,000 x g (10 min a 4 °C), el
sobrenadante recuperado se diluy6é en carbonato de sodio 0.1 M (pH 11) hasta

alcanzar a un volumen de 50 ml y se mantuvo en agitacion en hielo durante 1 h.
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Las membranas insolubles en carbonato se recuperaron por ultracentrifugacion
a 112,000 x g (1 h a 4 °C); el botén se lavé con HEPES 10 mM (pH 7.0) y
centrifugd una vez mas a 112,000 x g (30 min a 4 °C). Finalmente, el boton fue
suspendido en 1 ml de HEPES 10 mM (pH 7.0) con 100 U de una mezcla de
inhibidor de proteasas (Sigma-Aldrich, EE. UU.). Para estandarizar la cantidad
de proteinas a utilizar en los diferentes ensayos con los LB y extractos proteicos,
la concentracion de proteina se calculd en un espectrofotometro NanoDrop 2000
(Thermo Fisher Scientific, EE. UU.) utilizando la absorbancia a 280 nm

normalizada a una longitud de 10 mm de trayectoria.

V.2.4. Analisis inmunoprotedmico de las proteinas de superficie obtenidas

de cepas de UPEC y E. coli provenientes de heces.

Con la finalidad de identificar a las proteinas de superficie inmunogénicas
expresadas por las cepas UPEC vy diferenciarlas de aquellas producidas por E.
coli provenientes de heces, se realizaron analisis inmunoproteémicos en donde
se utilizaron sueros de dos diferentes grupos de individuos: pacientes con IVU y
personas sanas. Aquellas fracciones proteicas de las cepas de UPEC que
generaron una reaccion inmunogénica con el suero de individuos con IVUs pero
no con suero de individuos sanos, fueron de nuestro interés. La metodologia

realizada se describe a continuacion.

Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato
de sodio (SDS-PAGE) y en 2 dimensiones (2D-PAGE).

Las determinaciones de peso molecular y punto isoeléctrico se hicieron
mediante la técnica de SDS-PAGE y 2D-PAGE, respectivamente. Ambas
técnicas aplican un gradiente eléctrico a una mezcla de proteinas embebidas en
una un gel de poliacrilamida que permite la separacion e identificacion de estas
proteinas. De manera adicional, previo al corrimiento de la mezcla proteica en el
gel de poliacrilamida, la técnica de 2D-PAGE aplica un gradiente de pH a la

mezcla.
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SDS-PAGE desnaturalizante.

La separacion de las mezclas proteicas (100 pg) se realizé conforme a lo
descrito por Laemmli (1970), utilizando un gel de poliacrilamida (12 o0 15 %
dependiendo del ensayo) bajo condiciones desnaturalizantes, con 0.1 % (w/v) de
dodecilsulfato de sodio (SDS), en presencia de (3-mercaptoetanol. Los geles
fueron colocados en una camara de electroforesis vertical Mini-PROTEAN® (Bio-
Rad, EE. UU.) y la separacién de las proteinas se llevaba a cabo utilizando un
amortiguador de corrida Tris-Glicina a 100 V durante el tiempo que le tomara al
frente migrar hasta el final del gel. Para resolver la separacién de las porteinas
se utilizé un marcador de peso molecular (10 a 250 kDa) (PAGE RulerTM Plus
#26619, Thermo Fisher Scientific, EE. UU.). Finalmente, el gel se sumergidé en
una solucion de Azul de Coomassie R 0.2 % (Bio-Rad, EE. UU.) y era destenido
con una solucion de metanol/acido acético (30 %/10 %). Los geles fueron
fotografiados con un fotodocumentador (omniDOC Gel Documentation System,
Cleaver Scientific LTD, RU). El peso molecular aproximado fue determinado por
interpolacién con los pesos de las proteinas conocidas del marcador de peso

molecular.

2D-PAGE.

La separacién de proteinas basandose en su punto isoeléctrico (el valor
de pH en que la carga neta del péptido equivale a cero, pl) aumenta la resolucién
y facilita la identificacion de las proteinas de superficie inmunogénicas. En este
trabajo se utilizé el protocolo comercial de 2D-PAGE desarrollado por GE
Healthcare Life Sciences, en donde las tiras de gradiente de pH (Immobiline®
DryStrip pH 3-10, 13 cm, GE Healthcare Life Sciences. EE. UU.) previamente
hidratadas se colocaron en una gradilla especial para tiras (Inmobiline® DryStrip
Reswelling Tray, GE Healthcare Life Sciences. EE. UU.) y se pusieron en
contacto con la mezcla de proteinas (100 ug) de superficie de cada cepa. La
gradilla se colocé dentro del IPG Box (GE Healthcare Life Sciences. EE. UU.) y
se dejo interactuando a la tira y a la mezcla de proteinas durante 10 h a

temperatura ambiente. A continuacién, las tiras se trataron con una solucion
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amortiguadora de equilibrio SDS vy ditiotreitol con la finalidad de cargar

negativamente la mezcla proteica embebida en la tira Inmobiline®.

Posteriormente, estas tiras se colocaron en la parte superior de un gel de
poliacrilamida al 15 % y montados en una camara de electroforesis vertical
PROTEAN® Il XL (Bio-Rad, EE. UU.) y la separacion de las proteinas se llevaba
a cabo utilizando un amortiguador de corrida Tris-Glicina a 50 V durante el 22 h.
Finalmente, el gel se tefiia con Azul de Coomassie R 0.2 % (Bio-Rad, EE. UU.)
y era destenido con una soluciéon de metanol/acido acético (30 %/10 %). Los
geles fueron fotografiados con un fotodocumentador - (omniDOC Gel
Documentation System, Cleaver Scientific LTD, RU). El peso molecular
aproximado se calculd por interpolaciéon con los pesos de las proteinas conocidas
del marcador de peso molecular (10 a 250 kDa) (PAGE RulerTM Plus #26619,
Thermo Fisher Scientific, EE. UU.). Mientras que el pl fue calculado con la
distancia de la tira de 13 cm (Immobiline® DryStrip pH 3-10, GE, EE. UU.).

Electrotransferencia de proteinas e inmunodetecciéon (Western Blot).

Una vez realizada la separacion de las fracciones proteicas por los
métodos de SDS-PAGE, estas fueron transferidas a membranas de PVDF
(Millipore Sigma, EE. UU.) (Towbin et al., 1979). Para comprobar la transferencia
de proteinas, las. membranas fueron tefidas con rojo de Ponceau al 0.001 % en
0.5 % de acido acético glacial, para posteriormente ser lavadas con PBS-T (0.05
%). Después de la transferencia de las proteinas de superficie a la membrana,
los .espacios libres fueron saturados con una solucion bloqueadora (leche
descremada al 5 % en PBS) durante 1 h a temperatura ambiente.
Posteriormente, se realizaron tres lavados con PBS-Tween (15 min c/u) previo a
la incubacion (por 1 h a 25 °C) con el primer anticuerpo (una mezcla de 4 sueros
de pacientes con IVU o una mezcla de 4 sueros de personas sin VU, suero
control) 1:200. A continuacion, se repitieron los tres lavados con PBS-T y se
aplicé el anticuerpo secundario anti-lgG humano, marcado con la enzima
peroxidasa (Millipore Sigma, EE. UU.), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Finalmente, se repitieron los tres lavados con PBS-Tween y se incubaron durante
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5 minutos en una solucion de Tris-HCI (pH 6.8, 0.01 M). Para determinar la unién
del anticuerpo al antigeno, se utilizé una reaccion colorimétrica con H202, como
sustrato, en presencia de 4-cloro-1-naftol. Las membranas fueron fotografiadas
con un fotodocumentador (omniDOC Gel Documentation System, Cleaver
Scientific LTD, RU). Los perfiles de proteinas inmunorreactivas entre los grupos
de bacterias UPEC y provenientes de heces revelados por el suero de pacientes

con VU o suero control, fueron analizados.

V.2.5. Identificacion de las proteinas de superficie con capacidad

inmunogénica por medio de espectrometria de masas.

Las proteinas reconocidas por el suero de pacientes con IVU se cortaron
de los geles de SDS-PAGE y 2D-PAGE tefidos con Azul de Coomassie. Estas
proteinas se enviaron para su secuenciacion al Instituto de Biotecnologia de la

UNAM en Cuernavaca, Morelos; y el método utilizado se describe a continuacion.
Optimizacién del espectrometro de masas (calibracion externa).

El ajuste de los parametros para asegurar que el instrumento funcione
dentro de las especificaciones fue realizado con una solucion Calmix (N-
butilamina, cafeina, Met-Arg-Phe-Ala (MRFA) y Ultramark 1621 (Pierce LTQ
Velos ESI Positive lon Calibration Solution). Estos calibrantes se utilizan para
calibrar el modulo LTQ Velos con trampa de iones y el modulo Orbitrap con
detector de masas FT (Fourier Transform) en modo de ionizacién positiva ESI.
La N-butilamina se utiliza para extender la calibracion de masas a menores
valores de m/z (73.14 Da). Este tipo de calibracion permite determinaciones de
masas moleculares con variacion de exactitudes menores a 5 ppm

(partes/millon).
Procesamiento quimico de las muestras y analisis espectrométrico.

Las muestras fueron previamente reducidas con ditiotreitol (Sigma-
Aldrich, EE. UU.), alquiladas con iodoacetamida (Sigma-Aldrich) y digeridas en

gel con tripsina (Promega Sequencing Grade Modified Trypsin; Promega, EE.
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UU.). En el procesamiento de las muestras con tripsina se utilizé una solucién
que contiene 50 mM bicarbonato de amonio (pH 8.2) y la incubacién fue de 18 h
a 37 °C.

Los péptidos producidos por clivaje enzimatico fueron desalados con Zip
Tip C18 (Millipore Sigma, EE. UU.) y aplicados en un sistema de espectrometria
de masa por cromatografia en fase liquida (LC-MS, por sus siglas en ingles)
compuesto de una bomba Accela (Thermo Fisher Scientific, EE. UU.) acoplado
a un espectrémetro de masas LTQ-Orbitrap Velos (Thermo Fisher Scientific, EE.
UU.) con fuente de ionizacion tipo nano-electrospray (ESI). En la cromatografia
de liquidos de nano flujo en linea se utilizé un sistema gradiente de 5-85 % B
(acetonitrilo con 0.1 % de acido formico) en 60 minutos utilizando una columna
capilar RP-C18 hecha en casa (0.75 ym de diametro interno y 10 cm de largo).

El flujo del sistema LC fue de 300 nanolitros/minuto.

El escaneo total de iones (Full Scan) fue realizado en el analizador
Orbitrap con un poder de resolucion de masas (Resolution Power; RP =
m/FWHM) de 30,000. Para la fragmentacidon de los péptidos se aplicaron los
métodos de CID (Collision-Induced Dissociation) y HCD (High-Energy Collision
Dissociation) con un poder de resolucion de masas (ResolutionPower;
RP=m/FWHM) de 15,000. Todos los espectros fueron adquiridos en modo de
deteccion positivo. La ejecucidn y captura de los datos de fragmentacién fueron
realizados de forma dependiente del escaneo total de iones segun las cargas
predeterminadas (solamente se fragmento iones con carga z%*, z3*y z**) con un
ancho de aislamiento de 2.0 (m/z), energia de colision normalizada de 35
unidades arbitrarias, activacion Q de 0.250, tiempo de activacion de 5
milisegundos y tiempo maximo de inyeccién de 10 milisegundos por micro-
escaneo. Durante la captura automatica de los datos se utilizd la exclusién
dinamica de iones: (i) lista de exclusion de 500 iones, (ii) tiempo de pre-exclusion

de 30 segundos Yy (iii) tiempo de exclusion de 70 segundos.
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Busqueda en la base de datos del programa e identificacion de proteinas.

La identificacion de proteinas se realizé con los datos espectrométricos
en formato .raw en el programa Proteome Discoverer 1.4. (Thermo Fisher
Scientific, EE. UU.) a través del motor de busqueda Sequest HT. Para la
busqueda de identidad se utilizé la base de datos invertida (Decoy database) de
Uniprot-E. coli, con un FDR (False Discovery Rate) minimo de 0.01 y maximo de
0.05. La tolerancia maxima de diferencia de masas moleculares del ion precursor
cuando comparados los valores tedricos contra experimentales (precursor mass
tolerance) fue de 20 ppm y la tolerancia para los fragmentos obtenidos por
disociacion del ion precursor (fragment mass tolerance) fue de 0.6 Da. Para la
busqueda automatica fueron establecidas modificaciones constantes
carbamidometilacion de cisteinas y variables como: oxidacion de metioninas y

deaminacion de asparagina y glutamina.

V.2.6. Metodologia de PCR para la detecciéon de genes de virulencia

asociados a UPEC

Para determinar la presencia de los genes de viurlencia de UPEC en las
cepas de E. coli aisladas de heces, se realizaron ensayos de PCR utilizando los
iniciadores para los genes fimH, traT, feoB, irp2 y sat propuestos por Johnson y
Stell (2000) y Ewers et al. (2007). Se preparé una mezcla de reaccion de PCR
que contenia 3 pl de templete de DNA, 0.4 pl (10 uM) de cada par de iniciadores
(fimH: sentido 5-TGCAGAACGGATAAGCCGTGG-3" y contrasentido 5°-

GCAGTCACCTGCCCTCCGGTA-3; traT: sentido 5-
GGTGTGGTGCGATGAGCACAG-3’ y contrasentido 5'-
CACGGTTCAGCCATCCCTGAG-3"; feoB: sentido 5-
AATTGGCGTGCATGAAGATAACTG-3° y contrasentido 5'-
AGCTGGCGACCTGATAGAACAATG-3'; irp2: sentido 5-
AAGGATTCGCTGTTACCGGAC -3’ y contrasentido 5'-
TCGTCGGGCAGCGTTTCTTCT-3"y sat: sentido 5-
TGCTGGCTCTGGAGGAAC-3’ y contrasentido 5'-

TTGAACATTCAGAGTACCGGG-3") y 5 ul de PCR Master Mix (2X) (No. de
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catalogo K0171, Thermo Fisher Scientific, EE. UU.) ajustada con H20 a un
volumen final de 10 pl. El protocolo de PCR para los genes fimH, traT y feoB fue
el siguiente: desnaturalizacion inicial a 94°C por 3 min, seguido de 25 ciclos de
94 °C por 30 segundos, alineacion de 63 °C por 30 segundos, una extension de
68 °C por 3 min y extensién final a 72 °C por 10 min. Mientras el protocolo de
PCR para los genes irp2 y sat fue idéntico al anterior con una variacién en las
condiciones de alienacién de 58 °C por 30 segundos. Los productos de PCR
fueron cargados (5 pl/pozo) en geles de agarosa (1.5 %) y el corrimiento de los
geles se llevd a cabo utilizando un amortiguador de corrida SB a 100 V durante
el tiempo que le tomara al frente recorrer todo el largo el gel.' Finalmente, los
geles fueron tefidos utilizando Bromuro de Etidio (0.5 mg/ml) (Bio-Rad, EE. UU.)
durante 15 min y posteriormente fotografiados con un fotodocumentador
(omniDOC Gel Documentation System, Cleaver Scientific LTD, RU). El peso del
producto fue comparado con el marcador de peso molecular (100 a 1,500 pb)
(AMPIGENE® DNA Ladder, No. de catalogo ENZ-GEN101-0100, Enzo Life
Sciences, EE. UU.).

V.2.7. Metodologia de PCR para la deteccion de los genes que codifican

para las proteinas de superficie inmunogénicas de UPEC.

Para determinar la frecuencia del gen ompA en cepas de E. coli aisladas
de diferentes fuentes, se analizaron 148 cepas. Esta muestra representativa de
cepas fue recuperada del cepario del Laboratorio de Patogenicidad Bacteriana
del Hospital Infantil de México “Federico Gémez”. Se realizaron ensayos de PCR
utilizando los iniciadores propuestos por Ewers et al. (2007). Se prepard una
mezcla de reaccion de PCR que contenia 3 ul de templete de DNA, 0.4 ul (10
pPM) del par de iniciadores (sentido 5-AGCTATCGCGATTGCAGTG-3" y
contrasentido 5'-GGTGTTGCCAGTAACCGG-3") y 5 yl de PCR Master Mix (2X)
(No. de catalogo KO171, Thermo Fisher Scientific, EE. UU.) ajustada con H20 a
un volumen final de 10 pl. El protocolo de PCR fue el siguiente: desnaturalizacion
inicial a 94°C por 3 min, seguido de 35 ciclos de 94 °C por 45 segundos,
alineacion de 55 °C por 60 segundos, una extensién de 72 °C por 1 min vy

extension final a 75 °C por 5 min. Los productos de PCR fueron cargados (5
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pI/pozo) en geles de agarosa (1.5 %) y el corrimiento de los geles se llevo a cabo
utilizando un amortiguador de corrida SB a 100 V durante el tiempo que le tomara
al frente recorrer todo el largo el gel. Finalmente, los geles fueron tefidos
utilizando Bromuro de Etidio (0.5 mg/ml) (Bio-Rad, EE. UU.) durante 15 min y
posteriormente fotografiados con un fotodocumentador (omniDOC Gel
Documentation System, Cleaver Scientific LTD, RU). El peso del producto fue
comparado con el marcador de peso molecular (100 a 1,500 pb) (AMPIGENE®
DNA Ladder, No. de catalogo ENZ-GEN101-0100, Enzo Life Sciences, EE. UU.).

V.2.8. Elaboracion de una base de datos bioinformatica de la diversidad de
las secuencias DNA de las proteinas de superficie con capacidad

inmunogénica.

Se cred una base de datos con secuencias de nucledétidos reportados en
la literatura que incluyera todas las variaciones del gen ompA. Para integrar la
base de datos, se realiz6 una busqueda en la literatura cientifica de las
secuencias de referencia de ompA. Los numeros de acceso fueron registrados y
las secuencias descargadas del GenBank. Posteriormente, cada secuencia se
sometid a una busqueda de secuencias homologas usando la herramienta
BLAST del NCBI (Altschul et al., 1990). Secuencias con un porcentaje de
identidad = 99 % y = 95 % de cobertura fueron descargadas y depositadas en

nuestra base de datos.

Las secuencias de nucledtidos obtenidas se alinearon utilizando el
programa bioinformatico MEGA X (Kumar et al., 2018) y se calcul6 el porcentaje
de identidad para cada secuencia de ompA. Los alineamientos de secuencias
fueron utilizados para la construccion de un arbol filogenético utilizando el
método de Maximum-Likelihood (Kishino & Hasegawa, 1989) para identificar

posibles linajes de las secuencias de ompA.

V.2.9. Analisis estadistico.

Para el analisis estadistico se utilizé el paquete computacional GraphPad

Prism 8 (GraphPad Software, CA, EE. UU.). Las diferencias estadisticas en el
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ensayo de inmunodeteccion por ELISA entre las mezclas de sueros fueron
evaluadas utilizando la prueba paramétrica ANOVA de una via y una prueba post
hoc de Tukey; mientras que para el ensayo de PCR buscando la presencia del
gen ompA se realiz6 una prueba exacta de Fisher. En ambos analisis, los valores

p < 0.05 fueron considerados estadisticamente significativos.
V.2.10. Manejo de residuos biolégicos infecciosos.

Al finalizar cada ensayo, el agente bioldgico-infeccioso fue procesado de
acuerdo con lo senalado por la NORMA Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-
SSA1-2002, Proteccion ambiental - Salud ambiental - Residuos peligrosos
biolégico-infecciosos - Clasificacion y especificaciones de manejo. De
acuerdo con la norma, las cepas y cultivos bacterianos fueron desechadas en

bolsas de polietileno traslucido rojo para su recoleccion y posterior incineracion.
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VI. Resultados y Discusion

VI.1. Serotipos UPEC mas frecuentemente aislados de pacientes con IVU

recurrentes.

En primera instancia era necesario realizar una seleccion de las cepas de UPEC
mas representativas aisladas de pacientes con IVUs y resguardadas en el
cepario del laboratorio de Patogenicidad Bacteriana del Hospital Infantil de
México “Federico Gomez” / Unidad Periférica de la UNAM. Para esto se realizo
una base de datos en donde los aislamientos fueron enlistados por serotipo
(antigeno somatico O y flagelar H), esta es la manera tradicional en que se
tipifican las cepas de E. coli con base en el empleo de una bateria de sueros de
conejo que reconocen especificamente a alguna de las 167 variantes del
antigeno somatico (O) y 75 del antigeno flagelar (H) de la bacteria. Ademas de
esta caracteristica relevante, también se identificé el numero de aislamientos
pertenecientes a dicho serotipo y el numero de urocultivos positivos relacionadas
a este. Finalmente, se selecciond una cepa de cada uno de los serotipos 025:H4;
O75:HND; O6:H1; y O8:HND por ser los que mostraron una mayor frecuencia en

el numero total de aislamientos y urocultivos (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Seleccion de cepas UPEC provenientes de urocultivos de
pacientes con IVUs. *HDN, significa antigeno flagelar H no determinado.

Aislamientos de UPEC .
No. de urocultivos

Serotipo* provenien:es de IVUs positivos (%)
(%)
025:H4 236 (28.96) 12 (27.27)
O75:HND 109 (13.37) 5 (11.36)
06:H1 38 (4.66) 3(6.81)
O8:HND 23 (2.82) 2 (4.54)
O75:H44 21 (2.58) 1(2.27)
020:H9 20 (2.45) 1(2.27)
025:HND 19(2.33) 1(2.27)
O1:H7 17 (2.09) 1(2.27)
022:H1 17 (2.09) 1(2.27)
Otros 315 (38.65) 17 (38.63)
TOTAL 815 44

Ademas del grupo de cepas de UPEC, se selecciondé un grupo de
bacterias E. coli frecuentemente aislado de las heces de los mismos pacientes
con IVUs (Cuadro 6). De manera interesante, seis de los 10 serogrupos
identificados pertenecian a los serogrupos clasico UPEC (01, 02, 04, 06, O7,
08, 015, 016, 018, 021, 022, 025, O75, 083 y 0175); debido a esto, se
seleccionaron cepas de los serotipos O169:HND; O82:HND; O70:H11; y
0O48:HND.
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Cuadro 6. Seleccion de cepas provenientes de heces de pacientes con
IVUs. *HDN, significa antigeno flagelar H no determinado.

Aislamientos de E. coli No. de aislamientos en

Serotipo® provenientes de heces %
025:H4 42 21.21
0O48:HND 13 6.57
O18ac:HND 10 5.05
O6:H1 10 5.05
O1:H30 9 4.55
O70:H11 7 3.54
016:H5 6 3.03
O82:HND 5 2.53
0169:HND 4 2.02
O8:H7 4 2.02
TOTAL 198 100.00

Debido a que cada serogrupo es unico para cada una de las cepas
utilizadas y por practicidad, de ahora en adelante se utilizara como codigo el
serogrupo de cada una de las cepas. En resumen, las cepas seleccionadas y
utilizadas -en este estudio fueron 4 cepas UPEC: 025 [RMR(U1)02], O75
[EGR(U2)01], O6 [TCJ(U2)01] y O8 [JRC(U4)01], 4 cepas provenientes de
heces: 048 [AMR(C1)01], O70 [LNA(C1)01], 082 [CMP(C1)01] y 0169
[VR(C1)01], y las cepas control CFT073 (UPEC de referencia) y HB101(cepa de
E. coli K-12 de referencia), provenientes del cepario del Laboratorio de
Patogenicidad Bacteriana del Hospital Infanti de México “Federico
Gbémez’/Unidad Periférica de la UNAM. De manera interesante, las cepas
seleccionadas para este estudio corresponden a serogrupos previamente
reportados en el pais; en el caso particular de las cepas UPEC, estas pertenecen
a serogrupos UPEC encontrados con mayor frecuencia en México (Ahumada-

Cota et al., Manuscrito en revision)
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VI.2. Inmunodeteccion por ELISA y Western-Blot en los LBs

Se decidi6 realizar un ensayo de ELISA con la finalidad de identificar si la
reaccion inmunogénica en el suero de los pacientes variaba después de ser
inmunizados. Para esto se utilizaron tres diferentes mezclas de sueros: 1) Post-
tratamiento, obtenido de pacientes después de haber sido tratados con el LB; 2)
Pre-tratamiento, obtenido de pacientes antes de haber sido tratados con el LB; y
3) Sanos, una mezcla de suero de personas sin casos de IVUs en los ultimos 6
meses. El suero de pacientes post-tratamiento mostré6 una mayor reactividad
contra los LBs de las cepas O75, 025 y CFT073 (perteneciente al serogrupo
06), que lo observado con los sueros de pacientes antes de la administracion
del lisado (suero pre-tratamiento) y el de donadores. (suero sanos) (p < 0.05)

(Figura 2).

B3 Post-tratamiento
B Pre-tratamiento
= Sanos

I I S
& P o O &S

Figura 2. Reactividad del suero de pacientes contra el LB. Ensayo de ELISA
para evaluar la respuesta de sueros de pacientes con IVUs previo (Pre-
tratamiento), posterior a la administracion del LB (Post-tratamiento) y de
donadores sin IVUs (Sanos) analizados contra los 4 LBs de serogrupos mas
prevalentes (075, 025, O6 y O8) y las cepas de referencia (CFT073 y HB101).
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Con estos resultados, se procedié a identificar por Western-Blot las
fracciones proteicas inmunogénicas presentes en los LBs de estas mismas
cepas (075, 025, 06, 08, CFT073 y HB101). El analisis reveld una reaccion
intensa del suero de pacientes tratados contra dos fracciones proteicas (~25 y
~30 kDa) de los LBs (Figura 3A), mientras que el suero antes del tratamiento y
la correspondiente de donadores sin IVUs mostré una reactividad de _menor
intensidad (Figura 3B). Ademas, en el suero de pacientes tratados con LBs
autologos se observo respuesta con una fraccion de ~55 kDa y la presencia de
lipopolisacarido en los LBs de O75 y 025 (Figura 3A), respuesta que no se

observa con el suero de individuos sanos.
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Figura 3. Identificaciéon de proteinas inmunogénicas presentes en el LB.
Ensayo de Western-Blot. Los LBs fueron sometidos a un ensayo de SDS-PAGE
en un gel del 12 %, transferidos a una membrana de PVDF e incubados con (A)
la-mezcla de suero de los pacientes tratados con LB autdlogo y (B) donadores
sanos. MW: marcador de peso molecular; Carril 1-6: LB de O75, 025, 06, O8,
CFTO73 y HB101, respectivamente. La reaccion del suero se observd
primordialmente contra fracciones con pesos entre 25 y 35 kDa, enmarcado en
blanco.

Algo notable es que a pesar de que los pacientes han tenido contacto
previo con diversos antigenos bacterianos, ya sea durante las IVUs recurrentes
o aquellos presentes en la microbiota intestinal, solamente se observa una mayor

reactividad del suero contra LB después de que el paciente ha recibido el

tratamiento. En los ensayos de ELISA, esta reactividad es mayor contra los LB
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provenientes de las cepas de E. coli O75 y 0O25. Esto se explicaria por la
composiciéon de la mezcla de sueros en donde se emplearon suero de dos
pacientes con infeccion crénica contra los serogrupos O75 y 025, por lo que
estos pacientes recibieron el tratamiento con LB mas de una vez. Lo anterior
también podria explicar la deteccion de LPS solamente en esas dos muestras de
LB.

Finalmente, los resultados referidos concuerdan con lo reportado por otros
autores en donde se ha observado en modelos animales un aumento en la
produccion de IgGs e IgAs en suero y en mucosas al momento de administrar el
lisado bacteriano con respecto al mismo grupo previo al tratamiento (Bessler et
al., 2010). En el presente estudio, el suero utilizado provenia de pacientes a los
que se les habia administrado el LB autélogo de manera oral. Esta via de
administracién de un inmunégeno o inmunoestimulante ayuda a la creacion de
anticuerpos contra antigenos especificos (Holmgren y Czerkinsky, 2005; Lycke,
2012). Especificamente, en IVUs. se menciona que los LBs que son
administrados por via oral alcanzan las placas de Peyer en el intestino y
estimulan la produccion de IgGs e IgAs, que son liberadas en vejiga (Bessler et
al., 2010).

VI.3. Identificacion de estructuras de superficie bacteriana de cepas UPEC

y provenientes de heces con reactivada inmunogénica

Para identificar a qué proteinas correspondian las fracciones
inmunogénicas identificadas en los LB se realiz6 un protocolo para obtener
estructuras de superficie de bacterias Gram negativas, utilizando las cepas
UPEC (075, O6 y O8) y las cepas aisladas de heces (048, O70, 082 y 0169),
ademas de las cepas de referencia CFT073 y HB101. El andlisis de las
fracciones se realiz6 primero por SDS-PAGE vy la tinciéon con Azul de Coomassie
reveld la presencia de fracciones de proteinas con pesos entre 10 y 250 kDa,
con una concentracion alta de fracciones proteicas entre 55 y 100 kDa (Figura
4A). Debido al método de obtencion, se cree que estas fracciones estarian

siendo porinas de diferentes pesos. Posteriormente, el ensayo de Western-Blot
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para identificar las fracciones inmunorreactivas mostré respuesta con el suero
de pacientes tratados con LBs autélogos principalmente con una fraccién de
entre 33 y 35 kDa, presente en todos los extractos (Figura 4B). Otra observacion
interesante fue que los sueros de personas tratadas con LBs autdlogos y de los
donadores sin [VUs reaccionaron con el lipopolisacarido del extracto de la cepa
O8 (Figura 4B y 4C). Ademas, al igual que en el ensayo anterior, no se observé
una reaccion contra estas mismas fracciones cuando se utilizo el suero de los

donadores sanos (marco blanco Figura 4B y 4C).
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Figura 4. Reactividad del suero de pacientes y donadores contra estructuras de superficie de cepas de E. coli. Extractos
de estructuras de superficie sometidos a un ensayo de (A) SDS-PAGE en un gel al 15 % de poliacrilamida tefido con Azul de
Coomassie y Western-Blot utilizando (B) la mezcla de suero de pacientes tratados con el LB y (C) la mezcla de suero de
donadores sanos. MPM: marcador de peso molecular; Carril 1-4: estructuras de superficie de cepas UPEC CFTO073 (cepa de
referencia), 075, O6 y O8, respectivamente; Carril 5-9: estructuras de superficie de cepas aisladas de heces, 048, O70, 082,
0169 y HB101 (cepa de referencia), respectivamente. La reaccion del suero se observé primordialmente contra fracciones con
pesos entre 25 y 35 kDa, enmarcado en blanco.
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Debido a que detectamos que las cepas consideradas no virulentas
mostraron también fracciones inmunorreactivas de entre 33 y 35 kDa,
investigamos si estas cepas podrian albergar genes de virulencia de E. coli, a
pesar ser obtenidas de heces y no pertenecer a serogrupos clasicos UPEC. Un
analisis genético posterior ayudo a identificar que estas cepas contenian factores
de virulencia vinculados, ya sea con la adherencia de la bacteria a las células del
hospedero (fimH), con la resistencia a suero (fraT), transportadores (feoB) y
quelantes de hierro (irp2), y proteasas (sat) (Cuadro 7). Finalmente, se decidid
no seguir trabajando con estas cepas ya que, al albergar genes ‘de virulencia
vinculados a UPEC, no se podria asegurar que se trataran de cepas no
patdgenas. Esto a pesar de que todas las cepas pertenecieron al filogrupo A de
E. coli, asociado a cepas comensales (Clermont et al., 2013; Morcatti Coura et
al., 2015). Ademas, que se especula que las cepas de E. coli que logran causar
IVUs serian cepas intestinales que de alguna manera estarian invadiendo las

vias urinarias (Klein y Hultgren, 2020; Wagenlehner et al., 2020).

Cuadro 7. Genes relacionados a la virulencia de UPEC presentes en cepas
de E coli aisladas de heces.

Serogrupo  Filogrupo Genes
fimH traT feoB ir2 sat
048 A + - + - -
070 A - + + + +
082 A + + + + +
0169 A + + + + +

Posteriormente, con el objetivo de realizar un ensayo semicuantitavio, se
realizd un analisis de imagen de Western-Blot evaluando la densidad relativa de
la reactividad de los sueros pre-tratamiento y doandores sanos contra la fraccién
de ~35 kDa observada en las cepas de UPEC en el ensayo anterior (Figura 5).
De manera contundente, se observé que las bandas detectadas en el Western-
Blot del suero de pacientes post-tratamiento (Figura 5A) no fueron detectadas
por el suero de donadores sanos (Figura 5B), confirmando que la reactividad del

suero es dada por el tratamiento con LBs autdlogos. Mientras que la intensidad
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de las bandas detectadas por el suero de pacientes post-tratamiento (Figura 5A)

no muestran diferencias significativas entre si (p < 0.05).
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Figura 5. Reactividad del suero de pacientes y donadores contra la fraccion
proteica de ~35 kDa de superficie de cepas de UPEC. Ensayos de SDS-PAGE
(geles en color azul) 'y Western-Blot (marco inferior) utilizando el extracto
estructuras de superficie de las cepas UPEC 025, O75, O8, CFT073 (referencia
UPEC) y HB101 (referencia E. coli no UPEC), transferidos a una membrana de
PVDF e incubados con (A) la mezcla de suero de los pacientes tratados con LB
autdlogo y (B) donadores sanos. Las graficas de barras en el panel A fueron
compuestas por el valor promedio del analisis de imagen de 3 membranas
distintas del mismo ensayo, mientras que el panel B es la representacién de una
sola imagen de una unica membrana.

Para identificar las proteinas correspondientes a las fracciones
inmunogénicas identificadas observadas en los extractos de estructuras de
superficie bacteriana, se realizaron ensayos de SDS-PAGE 2D con la cepa
UPEC CFTO073 (referencia) y O75 (proveniente de este estudio). La tincidon con
Azul de Coomassie demostré una alta concentracion de fracciones proteicas
entre 55 y 100 kDa (Figura 6) para ambos geles (CFT073 y O75),
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presumiblemente porinas, ya sea completas o fraccionadas. Buscando proteinas
con peso molecualr de ~35 kDa se identificaron un par de manchas de 24 y 28

kDa y con un pl de 6.6 y 8.05, respectivamente.
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Figura 6. Analisis de pl d&}racciones proteicas de los extractos de estructuras de superficie bacteriana. Ensayo de
SDS-PAGE 2D utilizando tracto de la cepa UPEC CFT073 (izquierda) y O75 (derecha) en un gel al 15 % de poliacrilamida

tefido con Azul de Co @ ie. En circulos rojos se sefalan las fracciones proteicas de pesos esperados, 1y 3 son la misma
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Un analisis in silico, utilizando la base de datos de E. coli del software Tagldent
de ExPASYy, revel6 que las manchas que se identificaron en la Figura 6 podrian
corresponder a diferentes adhesinas presentes en E. coli (Cuadro 8). Todas
estas proteinas corresponden al grupo de las adhesinas y estan vinculadas a la
adherencia del patogrupo de E. coli patdégena intestinal, FimH y PapG son las
adhesinas de los pilis de tipo 1 y Pap, respectivamente, TibA es una proteina
autotransportadora y el resto son adhesinas pertenecientes a la familia de las
fimbrias F17 (Flores-Mireles et al., 2015). Estos resultados serian distintos a los
reportados por otros autores como Alteri y Mobley (2007), quienes reportan una
abundancia de porinas, principalmente captadores de hierro, en la membrana
externa de la cepa de referencia para UPEC CFTO073. La diferencia se atribuye
a que la metodologia empleada por los autores mencionados solamente
recupera proteinas de membrana externa y no todas las estructuras adheridas a

esta membrana.

Cuadro 8. Proteinas predichas por Tagldent (EsPASy).

Proteina I Peso molecular

identificada P (kDa)
FimH 5.69 29.069
PapG 5.64 35.986
F17a-G 7.83 34.048
TibA 7.75 33.674
F17e-G 5.71 33.989
F17f-G 5.6 33.864

Las manchas identificadas fueron recortadas de los geles y enviadas para
su secuenciacién por LC-MS al laboratorio de Protedmica del Instituto de
Biotecnologia de la UNAM, como se describe a detalle en el apartado V.2.5. Sin
embargo, debido a que la concentracion proteica de las muestras no fue 6ptima
para la secuenciacion, los resultados fueron insatisfactorios. El reporté indicé la
ausencia de fracciones proteicas en dos de las cuatro muestras enviadas. En el
resto de estas, se identificaron cuatro proteinas: 1) albumina de suero de Felis

catus (gato doméstico), considerada como contaminacién de la muestra; 2)
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Oxidasa putativa (esto es, identificada solamente de manera computacional) de
E. coli, una proteina citosolica; 3) gInE, proteina citosdlica vinculada en la
asimilacion del amoniaco en E. coli; y 4) proteina chaperona tipo clpA/B putativa
de E. coli.

Cabe sefalar que ninguna de las proteinas identificadas en esta primera
secuenciacion, coincide con los pesos moleculares vistos en los ensayos previos
ni con la metodologia empleada para la obtencién de los extractos proteicos. En
donde se espera que haya una mayor concentracion de proteinas de superficie
bacteriana y no citosdlicas. Debido a lo anterior, estos resultados fueron
descartados y se decidio realizar una secuenciacion con las bandas obtenidas
del SDS-PAGE de una sola dimension, con el objetivo de concentrar la mayor
cantidad de proteina posible. Ademas, con la finalidad de corroborar que las
fracciones proteicas inmunogénicas eran componentes de superficie celular
bacteriana, también se decidié utilizar un método especifico para la obtencién de

proteinas de membrana externa (OMPs).

VI.4. Identificacion de OMPs con reactivada inmunogénica.

Con el propdsito. de enriquecer la obtencion de OMPs se aplicé la
metodologia descrita a detalle en la seccidon V.2.3. utilizando la cepa O75 (Figura
7). El andlisis de los extractos por SDS PAGE mostré la presencia de fracciones
de proteinas con pesos entre 10 y 55 kDa (Figura 7A). Estos resultados son
diferentes a los mostrados en la Figura 4A, donde la mayoria de las fracciones
corresponde a pesos de arriba de 55 kDa. De manera interesante, los sueros de
las personas sanas y de los pacientes antes y después del tratamiento
identificaron las mismas fracciones proteicas (proteinas de entre 15 y 100 kDa)
(Figura 7B, C y D). Sin embargo, se observo en estas preparaciones una
reactividad mas intensa con una fraccion proteica con peso entre 30 y 35 kDa al
evaluar la mezcla de proteinas de membrana externa con el suero de los
pacientes tratados con el LB autdlogo (Figura 7B); esta fraccion es similar a la
mostrada en los ensayos de Western-Blot con los LBs (Figura 4B y C).

Finalmente, la reactividad que se observa de parte de las mezclas de suero de
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los 3 diferentes grupos podria deberse a un exceso en la cantidad de anticuerpo
secundario utilizado en esta técnica. Ausubel et al. (2003) mencionan que este
tipo de técnicas requieren un ensayo de factor de dilucion para seleccionar las
concentraciones de anticuerpo reportero que muestren una imagen sin
intensidad inespecifica. A pesar de esto, se considera que la imagen es lo
suficientemente contundente para asegurar que hay una intensidad claramente
distinta en la banda identificada en la Figura7B comparada con el resto de los

sueros.
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Figura 7. Reactividad del suero de pacientes y donadores contra OMPs.
Ensayos de Western-Blot utilizando el extracto enriquecido de OMPs de la cepa
O75 sometido a un ensayo de SDS-PAGE en un gel de 12 % (A) y transferidos
a una membrana de PVDF e incubado con (B) la mezcla de suero de pacientes
tratados con el LB; (C) la mezcla de suero de pacientes antes del tratamiento; y
(D) la mezcla de suero de donadores sanos. OMPs con pesos entre 30 y 37 kDa
dentro del marco blanco. La flecha indica la fraccion proteica que muestra una
mayor inmunorreactividad.

Con los resultados previamente referidos se realizé la identificacion por
secuencia por LC-MS en el laboratorio de Protedmica del Instituto de
Biotecnologia de la UNAM, como se describe a detalle en el apartado V.2.5., de

las fracciones proteicas mas inmunogénicas, obtenidas por los diferentes

métodos, de las cepas O75, O8 y O6 (Cuadro 9). El resultado reportd la
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presencia de las proteinas citosdlicas udp, masZ y gpmA, asi como de proteinas
de superficie bacteriana componentes del complejo Bam (BamB y BamC), la
adhesina fimbrial FimH y la porina OmpC. Cabe resaltar que en los ensayos de
Western-Blot, en ambos tipos de extraccion utilizados, la porina OmpA fue la
proteina que mostré mayor reactividad con el suero de pacientes tratados con

los LBs autdlogos (Figura 3,4y 7)
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Cuadro 9. Proteinas identificadas para los dos métodos utilizados para diferentes cepas UPEC. *Solamente aparecen
las proteinas de superficie identificadas en la secuenciacion, por ello la suma de los porcentajes no siempre equivale a 100.

Fraccién Proteinas de superficie identificadas™
Método Cepas proteica
(kDa)
OmpA (%) OmpC (%) NmpC (%) Udp (%) Gpma (%) FimH (%) BamB (%) BamC (
~37 19.2 65.4 - - - - 15.4 -
OMPs 075 ~35 7.7 15.4 61.5 - - - - 15.4
~33 100 - - - - - - -
~35 100 - - - - - - -
075
Estructuras ~25 34.6 - - 19.2 15.4 - - -
de 08 ~35 - 8.4 91.6 - - - - -
superficie ~25 18.7 - - - 18.7 25 - -
06 ~25 - - - - - - - -
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En conjunto, todos los ensayos anteriores nos permitieron identificar a
OmpA como la proteina con mayor reactividad con el suero de los pacientes
después del tratamiento. OmpA es una porina de superficie encontrada en cepas
de E. coli con homologos en otras bacterias Gram negativas como Klebsiella,
Enterobacter y Salmonella (Smith et al., 2007). De manera similar a todas las
proteinas de membrana externa bacteriana, OmpA tiene una estructura de [3-
barrii formada por 8 p-listones transmembranales alineados de forma
antiparalela (Koebnik et al., 2000; Smith et al., 2007; Reusch et al., 2012); debido
a estos se forman 4 bucles expuesto en la superficie de la membrana externa
(Confer et al., 2013). Ademas, se sabe que OmpA también tendria una funcién
en la estabilidad estructural de la membrana externa de las bacterias (Ortiz-
Suarez et al., 2016). A su vez, esta proteina esta vinculada con la adherencia y
virulencia de las cepas de E. coli y su expresion se ve regulada por diferentes
factores extrinsecos de la bacteria. Con respecto a esto, Alteri y Mobley (2009)
reportaron que UPEC expresa una mayor cantidad de OmpA durante su
crecimiento en orina; por otro lado, diversos estudios han demostrado que OmpA
es una proteina asociada a la produccion de biopeliculas y a la invasién
intracelular a células epiteliales de vejiga, por medio de la creacién de

comunidades bacterianas internas (Nicholson et al., 2009; Wu et al., 2009)

Finalmente, debido a su alta capacidad inmunogénica, OmpA se ha
utilizado de manera individual como un antigeno administrado para la activacion
del sistema inmune por distintos grupos de trabajo (Pore & Chakrabarti, 2013;
Guan et al., 2015; Mobley & Alteri, 2015; Novinrooz et al., 2017; Gu et al., 2018);

lo que confirma la importancia de la proteina identificada en el presente trabajo.
VL.5. Presencia de ompA en diferentes patotipos de E. coli

Debido a que OmpA es un factor de virulencia en diversos patotipos de E.
coli, comunmente se investiga la presencia del gen ompA como parte de la
caracterizacion de estas cepas (da Silva et al., 2017). Para evaluar la importancia
que OmpA tendria en diferentes cepas de E. coli, se identificd la presencia del

gen ompA en una coleccion de diversos patotipos de E. coli, utilizando las
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condiciones descritas a detalle en el apartado V.2.7. El ensayo de PCR reveld la
presencia de ompA en 81 (55 %) de 148 cepas analizadas (Cuadro 10). En
general, el analisis de la prevalencia de ompA reveld que no obedece a una

distribucion definida por patogrupos de E. coli (p>0.05).

Cuadro 10. Prevalencia del gen ompA en cepas de E. coli aisladas de
diferentes fuentes.

Origen del , lNo..de OompA syal
aislamiento ais amlentos valor p
analizados No. (%)
E. (,;10// de heces 23 10 (43) )
umanas
E. Co’t’)de. ganado 45 26 (58) 0.3108
ovino
DAEC allslados de 10 7-(70) 02587
pacientes
E. coli asociadas a
\VUs 70 38 (54) 0.4720
Total de aislamientos
de E. coli 148 81 (55) 0.2617

*Valor p de la prueba exacta de Fisher comparando contra el
numero de aislamientos de heces humanas.

Debido a esto, se realizd un ensayo para detectar la presencia del gen
ompA en una coleccién de cepas de E. coli aisladas de diferentes fuentes y se
observo que solamente el 55 % de las cepas fueron portadoras del gen. En
contraste, en un estudio realizado con cepas aisladas de Brasil, Cordeiro et al.
(2016) reportaron una prevalencia del 93.3 %, mientras que, en Egipto, Osman
et al. (2018) reportaron una prevalencia del 17.2 % de ompA en cepas aisladas
de personas con |VUs en Egipto. Estos datos aunados con lo reportado que se
presentan, cuestionan que OmpA sea un factor de virulencia exclusivo de ningun
patogrupo de E. coli en particular. Es por ello por lo que se integré una base de
datos con 950 secuencias del gen ompA provenientes del GenBank y se
analizaron filogenéticamente. Esto confirmé que se trata de un gen altamente
conservado, con porcentaje de similitud > 97 %. Al ubicar las secuencias de
ompA provenientes de 6 genomas de UPEC anotados en la base de datos
(Numeros de acceso del GeneBank: AE014075.1, CP000247.1, CP016497.1,
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CP011018.1, CP000243.1, y CU928164.2), se encontré que estas se encuentran
distribuidas de manera no homogénea en el arbol, fallando en formar un grupo

unico (Figura 8).

. UTI89 018:K1:H7
. 536 06:H31

. CI5 nontybable

. 1AI39 07:K1
.26-106

. CFT073 06:H1

. K12 016

SN sE WN e

Figura 8. Analisis filogenético de ompA de E. coli. El arbol muestra 950
secuencias del gen ompA obtenidas de la base de datos de GenBank y alineadas
con el algoritmo de maxima similitud utilizando el software MEGA X. Las flechas
rojas sefalan las secuencias de ompA de los seis genomas de UPEC y K-12.

El analisis bioinformatico confirmd, que al igual que en la prevalencia, no
existe un patron de secuencia distintivo entre patogrupos de E. coli. Esto
concuerda con lo encontrado por diversos autores quienes han reportado una
falta de relacion entre las secuencias de OmpA de una coleccion de cepas de E.
coli invasivo-adherentes y comensales. Por ejemplo, Liao et al. (2017)
observaron en un grupo de 78 cepas de E. coli variaciones en 10 diferentes
posiciones de la estructura de OmpA; de estas diferencias, cuatro grupos de
combinaciones posibles se repetian en todas las cepas, mostrando diferencias

en su capacidad de adherencia. Por otro lado, Camprubi-Font et al. (2019)
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reportaron un cambio del aminoacido alanina por valina en la posicion 200, a la
que le atribuyeron las diferencias en la capacidad de adhesion e invasion a
células intestinales que tuvieron las diferentes cepas de E. coli. Mientras que,
Nielsen et al. (2020) secuenciaron el gen ompA de 399 cepas ExPEC e
identificaron 25 polimorfismos, de los que 7 podrian ser especificos a este grupo

de cepas de E. coli patdégenas.
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VII. Conclusiones.

En el presente estudio se reporta que OmpA es el componente de los
extractos de estructuras de superficie bacteriana y de los LBs de cepas UPEC
que mostré una mayor inmunorreactividad contra el suero de pacientes tratados

con un LB autdlogo.

La presencia del gen ompA en las cepas de E. coli analizadas no se asocio
a ningun origen en particular, ya que tanto cepas UPEC como asiladas de heces
y de origen animal albergaban el gen en niveles similares. Ademas, se observo
que las diferencias entre las secuencias nucleotidicas: de ompA no estan

relacionadas a los diferentes grupos de E. coli.

Finalmente, debido a que las interacciones patdégeno-hospedero en las
IVUs es compleja y a que la inmunoproteccion no esta explicada unicamente por
la inmunorreactivad., se promueve la realizacién de mas trabajos en donde se
analicen los componentes de diferentes LBs con la finalidad de identificar una
mayor cantidad de inmundgenos. Estos resultados seran indispensables para
finalmente alcanzar un mejor tratamiento para las IVUs recurrentes y

persistentes.
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