VERANOS

UG

DE LA

CIENCIA

Volumen 5 (2019)
XXV Verano de la Ciencia
ISSN 2395-9797

25 ANIVERSARIO

Diseno de una PCR multiplex para la deteccidn de proteinas del biofilm de
Escherichia coli Uropatogenica en pacientes con infeccién en vias urinarias

PérezPedroza L.F.1, Rodriguez Olivas J.1, Herrera Vazquez A.1, Lopez Briones S.1, Hernandez Luna
M.A.1
Departamento de Medicina y Nutricion, Division Ciencias de la Salud. Universidad de Guanajuato Campus
Leon.

1.Resumen

En la actualidad las infecciones de vias urina-
rias por cepas bacterias patogenicas son un pro-
blema de salud debido a la alta resistencia a
antibidticos, no solo por la presencia de enzi-
mas como las lactamasas, sino también por
estructuras como el biofilm. La deteccion de
cepas formadoras de biofilm debe ser de vital
importancia para mejorar el tratamiento y
reducir el uso de antibidticos. En este trabajo
disehamos una PCR mualtiple, utilizando como
molde a la cepa de Escherichia coli Uropatoge-
nica CFT073, para que pueda ser utilizada
como una herramienta en la identificacion de
cepas Escherichia coli Uropatdgenica (UPEC)
formadoras de biofilm en aislados clinicos de
pacientes con infecciones en vias urinarias.
Nuestros resultados muestran el disefio de la
PCR para identificar las secuencias de ADN que
codifican para las proteinas UpaB, UpaH, FimH
e IHF, todas ellas participantes en la formacion
del Biofilm de UPEC. Asi mismo, se estandarizo
la técnica para medir el biofilm de UPEC con la
tincion de cristal violeta y se encontraron las
condiciones para la amplificacion de UpaB por
PCR. El disefio de esta herramienta ayudari a
detectar las cepas formadoras de biofilm en
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aislados clinicos y predecir una posible resis-
tencia a antibioticos.

Abstract

Currently, urinary tract infections due to
pathogenic bacterial strains are a health pro-
blem due to the high resistance to antibiotics,
not only because of the presence of enzymes
such as lactamases, but also due to structures
such as biofilm. The detection of biofilm-for-
ming strains should be of vital importance to
improve treatment and reduce the use of anti-
biotics. In this work we designed a multiplex
PCR, using as a template the strain of Escheri-
chia coli Uropatogenica CFT073, so that it can
be used as a tool in the identification of Esche-
richia coli Uropatogenica (UPEC) biofilm-for-
ming strains in clinical isolates of patients with
urinary tract infections. Our results show the
PCR design to identify the DNA sequences of
UpaB, UpaH, FimH and IHF, all of them prote-
ins that participate in the UPEC Biofilm forma-
tion. Likewise, the technique for measuring
UPEC biofilm with violet crystal staining was
standardized and the conditions for the ampli-
fication of UpaB by PCR were found. The
design of this tool will help to detect



biofilm-forming strains in clinical isolates and
predict a possible antibiotic resistance.

2.Introduccion

Las infecciones del tracto urinario (ITU) son
una de las enfermedades infecciosas mas comu-
nes en la actualidad. De acuerdo a los registros
obtenidos por el SINAVE en México las ITU
varian dependiendo la edad y el sexo. En este
aspecto se han reportado que entre un 10 y 20%
de las mujeres presentan un episodio de ITU en
su vida y un 3% de las mujeres pueden presen-
tar ITUs de manera recurrente. Asi mismo, las
mujeres entre 1 y 50 aflos son las mas afectadas
[1]. En los hombres se presentan con mayor
frecuencia después de los 50 afios. En el 2012
reportaron 4,009,700 casos, calculando una
tasa de incidencia de 3,430 por cadal00,000
habitantes [1].

El tratamiento con antibioticos es actualmente
la medida de eleccion para el tratamiento de las
ITUs. En el 2012 este tratamiento incluye anti-
bioticos como tratamiento de primera linea
trimetoprim-sulfametoxazol (TMP/SMZ)
160/800 dos veces por dia por tres dias y como
alternativa para casos donde existe resistencia a
este antibidtico o que por otra causa no se
pueda prescribir; nitrofunrantoina 100 mg 2
veces al dia por 7 dias [5]. Este tratamiento es
util para controlar las exacerbaciones de las
infecciones cronicas, pero, resulta insuficiente
para la erradicacion de infecciones con biopeli-
culas, debido a que la concentracién minima
para la erradicacion de las biopeliculas es dificil
de alcanzar in vivo [4].

Las ITUs, son ocasionadas por distintas bacte-
rias, siendo la mas recurrente Escherichia coli
uropatogénica o UPEC [2].

Las infecciones por Escherichia coli uropatogé-
nica (UPEC), representan un riesgo para la
salud humana porque esta bacteria tiene la
capacidad de formar la estructura conocida
como biopelicula.

El biofilm o biopelicula es una comunidad de
bacterias, que se caracteriza por la unién entre
ellas. Las etapas de formacion del biofilm son
adhesion, colonizacion, maduracion y disper-
sion [3]. Una vez que las bacterias se encuen-
tran inmersas en esta matriz extracelular de
sustancias polimerizadas producidas por ellas,
presentan un fenotipo que modifica su indice
de crecimiento, debido a los cambios en la
transcripcion de sus genes y puede contribuir a

la evasion de la respuesta inmune del huésped
[4], ademas de la resistencia a antibidticos [3].
Las proteinas bacterianas que participan en la
formacion del biofilm son multiples y sus meca-
nismos de regulacion son poco conocidos en la
actualidad. No obstante, las proteinas del
biofilm dan a la bacteria el soporte vital para
que pueda sobrevivir en ambientes hostiles y
con ello brindar resistencia a ciertos antibioti-
cos [6].

Algunas de las proteinas de UPEC que se han
asociado a la formacién del biofilm son: 1)
FimH una proteina que forma parte de la fim-
brias [7], 2) UpaH una proteina autotransporta-
dora [8], 3) UpaB una proteina ubicadas en la
superficie celular que tiene diversas funciones
incluyendo la adherencia a varias proteinas, y se
ha observado que la delecion del gen UpaB en la
cepa CFT073 reduce significativamente la colo-
nizacion temprana de la vejiga [9], y 4) IHF,
perteneciente a la familia de proteinas DNABII,
presente en el medio extracelular y asociada
con el DNA extracelular, ademas IHF es critica
para la integridad estructural de las comunida-
des bacterianas, tomando un papel importante
en el crecimiento del biofilm [10]. A la fecha no
existe un método que permita identificar de
manera rapida la presencia de bacterias como
UPEC formadoras de biofilm, lo que permitiria
aplicar y desarrollar mejores tratamientos. Por
esta razon, en este trabajo, nos propusimos
disefar un método que permita la identifiacion
de la presencia del biofilm, a traves de la ampli-
ficacion por PCR de las secuencias que codifi-
can para las proteinas FimH, UpaH, UpaB y
IHC, mediante una PCR multiple.

3.Materiales y Métodos:

3.1.- Busqueda de secuencias de proteinas.

Se realiz6 la busqueda de publicaciones en
revistas indexadas en JCR utilizando los térmi-
nos “UPEC” y “biofilm” en PubMed. Se selec-
cionaron las publicaciones de acuerdo a los
siguientes parametros: 1) Proteinas relaciona-
das directamente con la formacion, 2) Que las
secuencias de ADN que codifican para las pro-
teinas asociadas al biofilm estén registradas
GenBank.

Las proteinas seleccionas fueron: UpaB, UpaH,
IHF y FimH, ya que cumplieron con las caracte-
risticas mencionadas.



3.2.- Disefo de Primers para la amplificacion
de UpaB, UpaH, IHF y FimH

Se disenaron los primers para amplificar las
secuencias de UpaB GenBank: KP729058.1,
UpaH GenBank: FJ719778, FimH GenBank:
GQ487191.1 y IHF Gene

ID: 945533, utilizando los softwares Serial
Cloner(® version 2.6.1 y OligoAnalyzer Tool de
IDT®.

Los parametros que se evaluaron fueron: Con-
tenido de GC (55%), temperatura de alinea-
miento (Tm), formacion de estructuras secun-
darias, y formaciéon de homodimeros y hetero-
dimeros.

3.3.- Ensayo de biofilm

El ensayo de formacion de biofilm se realizo
con la cepa CFT073 de UPEC. Brevemente, se
descongelo la cepa en placas Petri de agar Luria
Betani (LB). Las placas se crecieron por 24
horas a 37°C; posteriormente se resembré una
colonia en caldo LB y se crecieron 24 horas a
37°C. A partir de este cultivo se realizo el
ensayo del biofilm haciendo un subcultivo con
una dilucion de 1:1000 en 2 ml medio LB en
placas de 12 pozos, que se incubaron por 24 y
48 horas a 37°C. Posterior a la incubacion, la
placa se lavo con agua destilada y se tifio con
Cristal Violeta al 1% por 15 minutos. Por
ultimo, se lavo la placa y se fotografio la forma-
cion del biofilm.

3.4.- Deteccion de UpaB por PCR

Se realiz6 un gradiente de temperatura para
determinar la temperatura de alineamiento
Optima para la amplificacion de UpaB por PCR a
partir de una colonia de UPEC CFT073, utili-
zando el kit PCR Master Mix de Promega,
siguiendo las instrucciones de fabricante. Las
temperaturas utilizadas en el gradiente de tem-
peratura se muestran en la Tabla 2.

La amplificaciéon de UpaB se realiz6 en un
termociclador de gradiente T100 marca Biorad,
con las siguientes condiciones: 1) La lisis de las
bacterias se realizé incubando a 95°C por 15
minutos., 2) La desnaturalizacion del DNA se
realiz6 a 95°C por un minuto, 3) La alineacion
de los primers foward y reverse de UpaB se
realizd en un rango de temperatura de 54.3 a
48.6°C por 30 segundos, 4) La extension de las
cadenas de DNA se realiz6 a 72°C por un
minuto. Los pasos 2 a 4 se repitieron 32 veces,
en el ultimo se realizé una extension final de 10

minutos a 72°C. Las muestras se almacenaron a
40C hasta su uso. 3.5- Electroforesis de ADN
Los productos de PCR del gradiente de tempe-
ratura de UpaB se corrieron en un gel de agaro-
sa al 1% en buffer TAE. Las condiciones de la
electroforesis fueron a 90 volts por 30 minutos.
Por ultimo, el gel de agarosa se 0.5ul SYBR safe
en 60 ml de buffer TAE 1x y se dejo en agitacion
el gel de agarosa durante 15 minutos. Posterior-
mente se documentd el gel en un SmartDoc
Accuris.

4.- Resultados y discusion

4.1.- Analisis de publicaciones

Para disefar los primers que permitiran detec-
tar la presencia de cepas de E. coli formadoras
de biofilm por medio de una PCR mualtiple, se
hiz6 un analisis en la base de datos de
“PubMed”, de articulos donde el topico de la
primera basqueda fue las proteinas relaciona-
das con la formacion del biofilm en UPEC. Se
analizaron un total de 25 articulos, a partir de
los cuales se escogieron a las proteinas UpaB,
UpaH, FimH e IHF todas ellas asociadas a la
formacion del biofilm de UPEC y apartir de
estas proteinas se busco en Genebank las
secuencias de ADN que codifican para estas
proteinas. Los nimeros de acceso obtenidos
son UpaB GenBank: KP729058.1, UpaH Gen-
Bank: FJ719778, FimH GenBank: GQ487191.1
y IHF

GenBank: D82943.1

4.2.- Diseno de primers UpaB, UpaH, FimH e
IHF:

Las secuencia nucleotidos que codifican para
UpaB, UpaH, FimH y IHF se analizaron con los
software Serial cloner e IDT oligoanalizer. Los
tamafhos de los fragmentos a amplificar se
muestran en la figura 1. Asi mismo, las secuen-
cias de los primers disefiados se muestran en la
tabla 1. Todos los primers disenados se

analizaron las secuencias, se compararon todos
los primers, para identificar estructuras secun-
darias. Terminado el analisis de los primers y su
diseno se llevaron a cabo PCRs virtuales por
medio del programa SerialCloner en donde se
introdujeron los primers disenados y el gen
completo que codificacion para cada una de las
proteinas seleccionadas. Terminados ambos



andlisis se arrojaron los siguientes resultados:
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Figura 1. Representacion esquematica de los prouc-
tos de amplificacion de las secuencias que codifican
para UpaB, UpaH, FimH e IHF de UPEC.

Tabla 1. Primers disefiados para la amplificacion de
secuencias de ADN de proteinas del biofilm de
UPEC.

Proteina GenBank
UpaB KP729058.1

Secuecia de los Primers Temperatura de ali i {°C)
F: 5" CCATCTACTCTGATGTCCTGGCCC 3" 68.7
R: 5 GCCTGTGGCTTTTAGAGTGCTGTC 3° 66.9
F: 5 GATGGTAATGGTTCAGATAGCGCG 3' 60.3
R: 5 GAATGTTTTCTTGAAGTTTAGCATCAC 3' 62.2
F:5°CCG CCAATG GTA CCG CAATCC CTA3’ 68.7
R: 5'CGT CGA AAG ATC TAC GAC CAG GTT 3" 65.2
F: 5’ACC ATC GCT GCT GCT AAA GTACCG 3’ 66.9
R: 5'ACG TAT CGA TGC GCG CAAAGG CCT 3" | 68.7

UpaH FJ719778.1

FimH GQ487191.1

IHF D82943.1

4.3.- Ensayo de biofilm

La incubacion por 24 y 48 horas del subcultivo
de la cepa CFT073 de UPEC en medio LB a
37°C forma la estructura del biofilm. Esta
estructura es mas evidente a las 48 horas de

cultivo.

Figura 2. Formacion del biofilm.

4.4.- Deteccion de UpaB por PCR de gradiente
Una vez generados los primers de UpaB, se
llevé a cabo la PCR punto final con los reactivos
y condiciones mencionados en material y méto-
dos. Los productos de PCR se utilizaron en una
electroforesis de agarosa al 1%. Los resultados
obtenidos de la PCR muestran la amplificacion
del fragmento de ADN correspondiente a UpaB
(figura 3). Las temperaturas analizadas se
muestran en la tabla 2. El anilisis densitometri-
co de las bandas del gel de agarosa se observo
un incremento en la dimension e intensidad de
bandas en la temperatura 49 °C (Figura 4), por
lo que se determind que esta temperatura es la
Optima para la mayor amplificacion de UpaB.

Tabla 2. Gradiente de temperaturas utilizadas para
la amplificacién de UpaB.

Muestra | Temperatura °C Densitometria
1 539 3.49

2 53.1°C 524

3 52.1°C 4.59

4 50.8°C 4.21

5 49.7°C 5.39

6 49°C 6.83

Marcador

0oe -y 2 3 4 5 6

Figura 3. Amplificacion de UpaB en un gradiente de
temperatura

Analisis de Bandas.

Figura 4. Anilisis densitométrico de los productos
de amplificacion de UpaB en un PCR de gradiente
de temperatura



5.- Conclusiones

En este trabajo se disefié una prueba de PCR
multiple para detectar la presencia de cepas de
UPEC formadoras de biofilm. Asi mismo, se
realizé un ensayo para detectar la estructura del
biofilm, ademas de la deteccion por PCR de
UpaB, una de las proteinas que participan en la
formacion del biofilm.

Es importante mencionar que el disefio de una
PCR para detectar cepas de E. coli formadoras
de biofilm podria ayudar a aplicar mejores
tratamientos que garanticen la correcta erradi-
cacion de uno de los principales agentes causa-
les de las ITUs. Asi mismo, es importante men-
cionar que este tipo de pruebas son econdémi-
cas, no invasiva y sencillas de realizar.

Por otra parte, conocer las proteinas que parti-
cipan en la formacién del biofilm y sus meca-
nismos de accion pueden ayudar a nuevos blan-
cos terapéuticos que sirvan para disefiar firma-
cos que inhiban la actividad de las proteinas del
biofilm y asi combatir la colonizaciéon de la
vejiga y/o rifion, ademds de casos cronicos de
este tipo de infecciones, que normalmente
estdn asociadas a la resistencia a antibidticos
empleados. Por esta razon consideramos que
deben seguir realizadndose este tipo de estudios.
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