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Resumen

Las infecciones de vias urinarias (IVUs) son una de las infecciones de mayor recurrencia en el humano. El
principal agente causal de las IVUs es Escherichia coli Uropatogénica o UPEC, bacteria que tiene factores
de virulencia que facilitan su invasion y colonizacion en el sistema genitourinario. Entre las toxinas presentes
en UPEC se encuentra la ciclomodulina CNF-1, la cual esta asociada al proceso inflamatorio del huesped. La
identificacion de esta toxina en aislados clinicos de pacientes con IVUs podria contribuir a realizar un mejor
diagndstico y tratamiento por parte del personal médico. Por lo que el objetivo del estudio fue determinar la
presencia de CNF-1 en cinco aislados clinicos de E. coli utilizando técnicas moleculares como la Reaccion
en Cadena de la Polimerasa (PCR) y Western Blot. Los resultados obtenidos muestran que solo uno de los
aislados tuvieron el gen de cnf-1, pero no se detecto la toxina por Western Blot. En conclusion, en este trabajo
observamos que CNF-1 no esta presente en todos los aisaldos clinicos de E. coli obtenidas de pacientes con
IVUs.
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Introduccion

Las infecciones de vias urinarias (IVUs), son ocasionadas por la invasion de microorganismos en el aparato
genitourinario (rifidn, uréteres, vejiga, uretra, etcétera). Estas infecciones son las mas comunes en el
humano. Las poblaciones de alto riesgo de infeccion sintomatica del tracto urinario son neonatos, nifias en
edad preescolar, mujeres sexualmente activas y adultos mayores. [1]

El cuadro clinico en las IVUs sintomaticas, en la mayoria, vienen acompafadas de disuria (dificultad al
evacuar orina), polaquiuria (necesidad de orinar muchas veces durante el dia o la noche), tenesmo
(sensacion persistente de ganas de orinar tras haber finalizado la miccién), dolor suprapubico (cuadros de
dolor pélvico en la ingle, que aumenta con la deambulacion y la abduccion de la cadera, y puede presentar
incluso fiebre leve en algunos casos), sintomas que en su conjunto se denominan sindrome miccional;
ademas puede haber hematuria, fiebre y dolor en flanco, si se trata de una infeccién alta. Sin embargo, las
infecciones de orina también pueden ser asintomaticas. [ B3l

Las IVUs han adquirido mayor prevalencia sobre la poblacién en la ultima década, siendo el grupo de
infecciones bacterianas mas frecuente en Estados Unidos, y el tercer lugar en México. [iError! No se encuentra el origen

de la referencia.]

Si bien es cierto que estas infecciones son causadas por bacterias, tanto Gram-positivas como Gram-
negativas, estas no son los Unicos agentes que infectan al sistema genitourinario, ya que se han
identificado ciertas especies de hongos como principales agentes etioldgicos de las IVUs. 5! El principal
agente etiologico bacteriano es Escherichia coli (microorganismo principal aislado del 70 — 90 % de las
IVU’s) seguida por Staphylococcus saprophyticus, Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) y Proteus
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mirabilis (P. mirabilis) y menos frecuentemente Pseudomona aeruginosa (P. aeruginosa) y Candida albicans
(C a/bicans)_ [{Error! No se encuentra el origen de la referencia.l, [5], [6]

Como se menciond anteriormente, E. coli es el principal agente causal de las IVUs. E. coli es una
enterobacteria Gram-negativa anaerobia facultativa localizada en el tubo digestivo, asi como, en vias
urinarias que llegan por medio de transmision fecal, cateterismo uretral y transmision sexual. I/l

Escherichia coli Uropatogénica (UPEC) contiene varios factores de virulencia como FimH o adhesinas pili
tipo 1 que facilita la invasion de las células huésped, asi como, la colonizacién tanto en via urinaria
ascendente y descendente. ¥ Otros factores como el pili P estan asociados a la patogénesis de pielonefritis,
la S fimbriae y Fic estan involucradas en sepsis y meningitis. ! Asi mismo, UPEC producen toxinas como
El Factor Necrotizante Citotoxico- 1y 2 (CNF-1 y CNF-2) [0,

La toxina CNF-1 es una proteina citoplasmatica que desamina la glutamina en la posicién 61 o 63
cambiandola a acido glutamico en las proteinas de la familia Rho, ocasionando la activacion constitutiva de
RhoA. "% 131 Por |o que se ha propuesto que CNF-1 actua como un "switch" de activacién de la familia de
GTPasas Rho que regulan la organizacién del citoesqueleto de actina. [ ['4 | g activacion constitutiva de
Rho GTPasas por los CNF-1 induce la polimerizacién y el reordenamiento de las fibras de actina ['4l. Otros
estudios han mostrado que a mayor tiempo de exposicion a la toxina el numero de microvellosidades
disminuye ['% "'l: ademas de inhibir el ciclo celular "'} 1'2I; y ocasionar reordenamientos del nicleo durante
este proceso resultando en la formacion de células multinucleadas. ['%

Debido a los multiples efectos que ocasiona CNF-1 en el huésped consideramos la importancia de
identificar la toxina en aislados clinicos de E. coli obtenidas de pacientes con IVUs. Por lo que nuestro
objetivo fue determinar la presencia de CNF-1 por medio de técnicas moleculares como la PCR, la cudl es
una técnica altamente sensible, precisa y eficiente, que produce resultados confiables en un corto periodo y
faciles de interpretar '], que junto con la técnica de Western Blot, que se basa en la deteccion molecular,
permiten identificar de manera especifica y sensible una proteina.l'®! Esta dos técnicas podrian contribuir a
realizar un mejor diagnéstico al paciente brindandole al médico tratante mas herramientas para poder
realizar un mejor tratamiento al paciente.

Objetivo

Determinar la presencia de la toxina CNF-1 en aislados clinicos de E. coli obtenidos de pacientes con IVUs,
mediante dos técnicas moleculares: PCR y Western Blot.

Materiales y métodos

CEPAS BACTERIANAS UTILIZADAS

Se emplearon cinco cepas de laboratorio (DH5a, BL21, Top10, CDC-AR 0346 y CFT073), asi como, cinco
aislados clinicos (URO1189, URO1205, URO1210, URO1211 y URO1226) obtenidos de pacientes con
IVUs.

SIEMBRA PRIMERIA EN CALDO DE SOYA TRIPTICASEINA Y AGAR MACCONKEY

Para el cultivo en medio solido se seleccioné el agar MacConkey que es un medio selectivo para bacterias
Gram-negativas y a su vez permite la diferenciacion sobre la base de la fermentacion de la lactosa, asi
mismo se realiz6 el sembrado de las bacterias en estria cruzada método que permite el crecimiento de
colonias aisladas. Posteriormente las colonias aisladas se sembraron en caldo soya tripticaseina (CST) que
es un medio rico en nutrientes, el cual se utiliza para pruebas de asilamiento y sensibilidad de todos los
tipos de patégenos.

EXTRACCION Y PURIFICACION DE ADN

A partir de los cultivos de las 10 cepas de E. coli en medio CST se procedi6 a la extraccion de ADN
genomico utilizando el protocolo de Wizard® Genomic DNA Purification Kit (PROMEGA) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Brevemente, a partir de 1.5 mL del cultivo de bacterias se centrifugd a 12000 g
para concentrar las bacterias, se elimind el sobrenadante y se afiadi6 la solucion de lisis nuclear de 600 pL
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para romper la membrana nuclear y asi liberar el material genético. Posteriormente, se agregé 3 uL
ARNasas para eliminar el ARN y se agregd 200 pL de la solucién de precipitacion de proteinas. Después,
se incubd a 4°C por 5 minutos, se centrifugd y el sobrenadante de ADN se trasvasé hacia un microtubo
limpio con 600 pL de isopropanol, el cual se encarga de precipitar el ADN debido a su insolubilidad en este
medio. Posteriormente, se centrifugd, se drend el sobrenadante y se lavé con etanol al 70%, se centrifugd a
12,000 g por 2 minutos, se dren6 cuidadosamente y seco el microtubo por capilaridad en papel absorbente
de 10 a 15 minutos. Por ultimo, se afiadieron 60 pL de la solucién de rehidratacién de ADN y se incubaron a
4°C toda la noche hasta su uso.

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

El método molecular empleado para la deteccién del gen que codificaba para la toxina CNF-1 fue la PCR,
para la cual se utilizaron oligonucleétidos especificos para el gen de interés, los cuales se hibridaron con el
ADN bacteriano y acotaron la regién amplificada, obteniendo un fragmento de 400 pb.

Para la reaccion se utilizaron 3 pL de cada dilucién del ADN gendmico extraido previamente para la
siguiente mezcla de reaccion: 3 pL de templado, 1 pL del oligonucleétido directo, 1 pL del oligonucleétido
reverso, 14.8 uL de agua, 5 pL de buffer (dANTPs y Mg2+) y 0.2 uL de Taq Polimerasa. Las condiciones de
amplificacion fueron las siguientes: 1 ciclo a 95°C por 1 min; 40 ciclos de desnaturalizacién a 95°C por 30 s,
56.5°C por 15 s de alineamiento y 72°C durante 20 s de extension. Las muestras fueron cargadas en un gel
de agarosa al 0.8% tefiido con SYBR Green | y sometidas a electroforesis. El gel de agarosa se observé en
un fotodocumentador iBright CL1500 (Thermofisher).

WESTERN BLOT

Para la identificacion de CNF-1 por western blot, a partir del cultivo de bacterias (aislados clinicos) en medio
CST se recolectaron 1.5 mL se concentraron por centrifugacion a 12000 g por 1 minuto. Posteriormente las
bacterias se lavaron en buffer de fosfatos y se concentraron nuevamente por centrifugacion. Por ultimo, las
bacterias se resuspendieron en 200 pL de buffer Laemli con beta mercaptoetanol y se hirvieron por 10
minutos. Las proteinas se separaron en un gel de poliacrilamida al 10% y posteriormente se transfirieron a
una membrana de PVDF utilizando un equipo de transferencia semiseco Trans-Blot (Bio-Rad). La
membrana de PVDF se bloqueé con un buffer PBST + 5% de leche, durante una hora. Posteriormente, la
membrana se incubd 1 hora con un anticuerpo primario anti-E. coli (marca Novus) y un anticuerpo anti-
CNF-1 (marca Abcam). Posteriormente se lavo con buffer PBST, 3 veces por 5 minutos. Posteriormente se
incubo una hora con un anticuerpo secundario marcado con HRP (Santa Cruz Biotechnology). Al finalizar se
lavd nuevamente tres veces con buffer PBST vy al final las membranas se trataron con el sustrato para HRP.
La deteccidn se realizé en en un fotodocumentador iBright CL1500 (Thermofisher).

Resultados

EXTRACCION Y PURIFICACION DE ADN

Se extrajo y purific6 ADN gendmico de 10 cepas de E. coli; 5 cepas de laboratorio (DH5a, BL21, Top10, la
cepa multiresistente CDC-AR-0346 y la cepa de referencia de UPEC CFT073) y 5 aislados clinicos
obtenidos de pacientes con IVUs.

En la Figura 1 se observa el ADN gendmico purificado de las 10 cepas en un gel de agarosa al 0.8%. Al
observar el gel se puede determinar que se ha obtenido ADN puro e integro ya que en cada carril se
observa una uUnica banda, la cual representa el ADN genémico bacteriano.

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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Figura 1. ADN genémico de diferentes cepas de Escherichia coli. EIl ADN genémico purificado se separé en un gel de agarosa al 0.8%
tefido con SYBR Green. Carril M, marcadores de 1 kb; En los siguientes cinco carriles se encuentran cepas de laboratorio: carril 1, cepa
CFTO073; carril 2, cepa CDC-AR; carril 3, cepa TOP 10; carril 4, cepa BL21 y carril 5, cepa DH5a. En los dltimos cinco carriles, se
encuentran cepas provenientes de aislados clinicos: carril 6, cepa. URO1189; carril 7, cepa URO1205; carril 8, cepa URO1210; carril 9,
cepa URO1211 y carril 10, cepa URO1226.

DETECCION DE CNF-1 POR PCR Y WESTERN BLOT

A partir del ADN gendmico se realiz6 la PCR para la deteccion de CNF-1. En la Figura 2 se muestra la PCR
de las 5 cepas de laboratorio utilizadas en este estudio, donde se observa que solo la cepa CFT073
contiene el gen de cnf-1.

Figura 2. Sensibilidad a la PCR con los oligo. froductos de amplificacién por PCR
empleando como templado el ADN de E. coli en Green I. Carril M, marcadores de 1 kb; En los
siguientes cinco carriles se encuentran cepas de laboratorio: carril 1, cepa CFTO073; carril 2, cepa CDC-AR; carril 3, cepa BL21; carril 4,
cepa DHba y carril 5, cepa TOP10.

En la Figura 3 se observa los productos de amplificacion del gen de cnf-1 en los 5 aislados clinicos de E.
coli. Los resultados muestran en el segundo carril la banda del gen cnf-1 de la cepa control CFT073,
mientras que en los demas carriles se cargaron las muestras de URO 1189, URO 1205, URO1210,
URO1211 y URO 1226, solo se logro la identificacion del gen en uno de los aislados clinicos, el cual fue
URO1205. Un total de 1 de 5 (20%) aislados clinicos fueron positivo.

Figura 3. Sensibilidad a la PCR con los oligonucleotidos para el gen de UPEC. Productos de amplificacién por PCR
empleando como templado el ADN de E. coli en un gel de agarosa al 0.8% tefiido con SYBR Green I. Carril M, marcador de pesos
moleculares. En el primer carril se encuentra la cepa de laboratorio carril 1, CFT073; en los siguientes cinco carriles se encuentran los
aislados clinicos: carril 2, URO1189; carril 3, URO1205; carril 4, URO1210; carril 5, URO1211 y carril 6, URO1226.

En los experimentos de Western Blot, se emplearon extractos totales de las 10 cepas. Para la deteccién se
utilizé un anticuerpo policlonal contra E. coli y un anticuerpo monoclonal contra CNF-1. En la Figura 4 se
muestra el resultado de Western Blot contra E. coli donde se observaron diversas bandas debido a que este
anticuerpo es recomendado para inmunohistoquimica o ELISA y detecta diferentes epitopes de E. coli.

M 1 23 4 56 7 8 910
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Figura 4. Proteinas especificas de la enterobacteria Escherichia coli. Productos obtenidos por Western blot empleando como
templado el extracto de E. coli en una membrana de PVDF con anticuerpo anti-E.coli. Carril M, marcadores de tamanos. Carril 1, CFT073;
carril 2, CDC-AR; carril 3, TOP10; carril 4, BL21; carril 5, DH5a; carril 6, URO1189; carril 7, URO1205; carril 8, URO1210; carril 9,
URO1211 y carril 10, URO1226.

En el caso CNF-1 no se logré la deteccion por Western Blot (Figura 5) debido que la expresion de CNF-1
por parte de E. coli depende del contacto entre la bacteria y la célula huésped, como se discute mas
adelante, y en esta ocasion se utilizaron extractos de bacterias crecidas en suspension.

M 1 23 4 56 7 8 9 10

Figura 5. Ausencia de la toxina CNF-1. No se observa ningun producto obtenido por Western Blot empleando como extracto de E. coli en
una membrana de PVDF con un anticuerpo anti-CNF-1.

Discusion y Conclusiones

CNF-1 es una toxina producida por algunas cepas patogénicas de E. coli incluyendo UPEC, que afecta a
las células mediante el bloqueo de la citocinesis por la reorganizacion del citoesqueleto de actina. ['7}- 18]
Ademas, induce la fagocitosis y promueve la maduracion de células dendriticas. ['9 201

En este trabajo se identifico el gen cnf-1 por PCR en aislados clinicos de E. coli obtenidos de pacientes con
IVUs, en donde solo una cepa proveniente de los cinco aislados clinicos que se utilizaron tuvo la presencia
del gen que codifica para la toxina.

Mediante el uso de la técnica Western Blot se obtuvo un resultado negativo a la busqueda intencionada de
la proteina CNF-1. Este resultado era esperado debido a que la produccién de CNF-1 por parte de E. coli
depende de la interaccion huésped-patégeno porque el gen de cnf-1 comparte la isla patogénica (elementos
moéviles integrados que codifican un factor de virulencia) con la a-hemolisina y la fimbriae P. Asi mismo, se
ha reportado que la expresion de CNF-1 es regulada por la Norepinefrina, en donde bajas concentracién de
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esta hormona aumentan la expresién de CNF-1.12"1 No obstante en este estudio, solo se emplearon los
cultivos bacterianos en un medio rico en nutrientes y no hay presencia de algun factor del huésped que
pueda inducir la expresion de la toxina.

En conclusién, en el presente estudio, se encontré que de todos los aislados clinicos de E. coli, obtenidos
de pacientes con IVUs, solo uno fue tiene el gen que codifica para la toxina CNF- 1. Lo anterior se demostré
mediante el uso de técnicas moleculares tales como la PCR en la que se amplificd una region especifica del
gen de la toxina de interés mediante el uso de oligonucleétidos dirigidos contra esa regién génica. La cepa
URO1205 fue la Unica muestra, de los aislados clinicos, en denotar la presencia del gen de la toxina CNF-1.

Por ultimo, consideramos la importacia de analizar la presencia de CNF-1 en una mayor cantidad de
aislados clinicos de E. coli obtenida de pacientes con IVUs y poder determinar el grado de incidencia de la
toxina en este tipo de pacientes y hacer una correlacion clinica con la evolucion de la infeccion.
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