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RESUMEN 

En este estudio se analizaron los patrones plasmídicos de 347 cepas de 
Escheriehia eoli aisladas de diferentes hospederos, que incluían mamíferos 
silvestres y en cautiverio, así como cepas de humanos patógenas y no
patógenas. Se encontraron plásmidos en el 76.6% de las cepas. En promedio, 
las cepas asociadas a humanos presentan un mayor número de bandas que las 
asociadas a animales silvestres. 

Se escogieron 142 cepas que presentaban plásmidos y se amplificaron por 
PCR tres regiones plasmídicas: los genes per, bfp y la sonda EAF, que se hayan 
involucradas en la lesión AlE (adherencia y esfacelamiento) que producen las 
cepas patógenas de tipo EPEC CE. eoli enteropatógenas). La presencia de los 
tres genes en una misma cepa solo ocurrió en el 71 % de las cepas EPEC. El gen 
per se encontró en el 100% de las EPEC y en el 86% de las EHEC CE. eoli 
enterohemorrágicas). Ninguna de las cepas de animales silvestres, ni de otro 
tipo de patógenas o de humanos presentaron estos genes. Lo anterior sugiere 
que los genes analizados no se encuentran en la poza génica de E. eoli en la 
naturaleza y que probablemente fueron adquiridos por transferencia horizontal, a 
partir de una pacteria diferente a E. eolio 

ABSTRACT 

In this study the plasmidic pattern of 347 strains of Eseheriehia coli isolated 
from different hosts was analyzed. The hosts included wild and captive 
mammals, as well as strains from humans, pathogenic and non-pathogenic. They 
were plasmids in 76.6% of the strains. On the average, the strains associated to 
humans present more bands than those associated to wild animals. 

PCR amplification of three plasmidic genes involved in AlE lesions were 
performed in 142 strains of E. eoli that carried plasmids: the genes per, bfp and 
the EAF probe. The three genes together were only amplífied in 71 % of EPEC 
(enteropathogenic E. eoli)o The gene per was prevalent in 100% of EPE\- and 
86% of EHEC (enterohemorrhagic E. eoli). N one of the strains from wild 
animals, neither the other human strains, presented these genes. 

It was conc1uded therefore, that in the current description of 
enteropathogenic E. eoli, the plasmidic genes that were studied are not part of 
the genetic background of E. eoli found in the wild and that they were probably 
acquired by horizontal transfer, from a bacteria different to E. eolio 
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INTRODUCCIÓN 

La bacteria Eseherichia eoli ha sido empleada de manera exitosa en infinidad 

de estudios genéticos y se considera un modelo o herramienta muy valiosa 

experimentalmente (Brock y Madigan, 1993). Sin embargo, además de las cepas 

con las que generalmente se trabaja (como las derivadas de la K 12), existen 

otras cepas de E. eoli responsables de un gran número de enfermedades clínicas, 

que ocasionan síntomas similares a los provocados por S almonella o S higella. 

Las infecciones más comunes ocurren en el tracto digestivo y urinario de 

humanos y otros mamíferos, donde producen diarrea o infecciones locales 

invasivas como cistitis, pielonefritis o prostatitis (Schaechter, 1992). 

En el estudio de las bacterias patógenas, generalmente se emplea un enfoque 

médico o epidemiológico, aunque recientemente se ha profundizado más en el 

enfoque evolutivo, lo que permite comprender mejor la historia natural de la 

bacteria. Este enfoque ha ayudado a entender como la información genética de la 

bacteria, aunada a la interacción con su hospedero y a la intervención de 

elementos genéticos extracromosomales, han contribuído a la formación de los 

nuevos patógenos (Falkow, 1997). 

Con el objetivo de explorar el posible papel de los elementos genéticos 

accesorios (particularmente los plásmidos), en la evolución de la patogénesis en 

E. eolio se pretende hacer un análisis descriptivo de los patrones plasmídicos en 

una amplia colección de E. coli y localizar en los plásmidos algunos de los 

genes responsables de la producción de caracteres patógenos. 

La colección de cepas IECOL (Instituto de Ecología E. eoli) es quizá la 

colección de E. coli más completa en el mundo (Souza et al., enviado). Las 

bacterias que la forman, han sido aisladas de la mayoría de los órdenes de 

mamíferos que habitan en México y se han obtenido de diversas localidades. En 

muchos de los casos los hospederos se encuentran totalmente aislados del 

contacto humano, por lo cual, las poblaciones pueden mantener algunas de las 

características ancestrales de las bacterias, antes de verse sujetas a fuertes 

presiones de selección humana como el uso indiscriminado de los antibióticos. 
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Adicionalmente, al ser aisladas de hospederos diversos que representan hábitats 

diferentes que colonizar, éstas bacterias presentan una diversidad genética muy 

alta (Rocha, 1996), razón por la cual representan una poza génica muy amplia 

para explorar el posible origen de genes plasmídicos involucrados en la 

patogénesis. 

Para tener un mejor entendimiento de la importancia de los elementos 

accesorios en el proceso de patogenicidad, es necesaria una descripción más 

detallada de ellos. Los plásmidos están formados generalmente por una doble 

hebra circular de ADN superenrrollada, aunque también existen plásmidos 

lineales como los que se han observado en Streptomyces y Borrelia burgdorferi, 

o bien de ADN de una sola hebra como en algunas especies de Myxococcus 

xanthus. Los plásmidos se replican y mantienen de manera autónoma dentro de 

la bacteria. Exis ten plásmidos que se mantienen en un rango muy res tringido de 

bacterias, pero hay otros llamados "promiscuos", que poseen la habilidad de 

trasmitirse y replicarse en diversas especies (Joset y Guespin-Michel, 1993; 

Summers, 1996). 

Los plásmidos de E. coli fueron los primeros en describirse y son 

probablemente los mejor estudiados. Su tamaño es extremadamente variable, ya 

que va desde cientos de pares de bases hasta cientos de kilobases (Selander et 

al., 1987). Debido a que en muchas ocasiones el plásmido tiene un origen 

diferente al de la bacteria hospedera, su contenido de G+C puede llegar a ser 

muy diferente al de ésta (Maloy et al. 1994). 

La información que contienen los plásmidos también es variable, puede no 

ser esencial para la supervivencia del plásmido o de la bacteria, aunque puede 

conferir a la bacteria ventaja selectiva en ambientes desfavorables; también 

existen plásmidos con la información necesaria para que su propia diseminación 

sea mas exitosa. Sin embargo, en muchos casos, especialmente entre los 

plásmidos de las bacterias gram-positivas, aún no se han identificado las 

funciones de ellos. A estos plásmidos se les conoce como crípticos (Brock y 

Madigan, 1993). 
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Algunas de las funciones plasmídicas en las que se modifica la interacción de 

la bacteria hospedera con el medio, se pueden ver en la tabla I (Stanish, 1988; 

Joset y Guespin-Michel, 1993; Maloy et al. 1994; Summers, 1996). 

Tabla 1. 
Funciones codificadas en plásmidos 

r. Resistencias: 
l. Antibióticos 
2. Metales pesados 
3. Aniones tóxicos 
4. Agentes intercalantes 
5. Daño a la radiación 
6. Bacteriófagos y bacteriocinas 
7. Sistemas de modificación-restricción especificados en plásmidos 

II. Propiedades metabólicas: 
1. Producción de antibióticos y bacteriocinas (colicinas en bacterias coliformes) 
2. Metabolismo de carbohidratos simples y complejos 
3. Metabolismo de proteínas y opinas 
4. Fijación de nitrógeno (genes Nifen Rhizobium) 
5. Utilización de citrato 
6. Síntesis de tiamina (Erwinia y Rhizobium) 
7. Desnitrificación 
8. Producción de H¡S 

III. Cambios en la interacción bacteria-hospedero eucarionte: 

2. Diversos factores de virulencia como producción de toxinas, hemolisinas, proteínas de 
colonización, reguladores transcripcionaJes, etc. 

3. Producción de cápsula (Bacillus) 
4. Formación de tumores (Agrobacterium) 
5. Transporte de hierro 
6. Asociación con legumbres y nodulación en raíces (Rhizobium) 

IV. Otras propiedades: 

2. Formación de vacuolas de gas (Halobacterium) 
3. Sensibilidad a bacteriocinas (Agrobacterium) 
4. Variación en la morfología de colonias (Mycobacterium) 
5. Proteínas de la rizósfera (R. leguminosarum) 
6. Producción de cuerpos de inclusión (Caedibacter) 
7. Actividad endopeptidasa (Staphylococcus) 
8. Quimiotaxis (Agrobacterium) 
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Una de las primeras funciones plasmídícas descritas fue la transferencia de 

los plásmidos de una bacteria a otra, la cual realizan los llamados plásmidos 

conjugativos (Talaro y Talaro, 1999). Por medio de la conjugación, dichos 

plásmidos, que también se les conoce como factores de fertilidad (o plásmidos 

F), producen un pili que pone en contacto directo dos células; después de lo 

cual, los plásmidos se transfieren de una bacteria a otra que puede pertenecer a 

la misma especie o a otra diferente, siempre y cuando ésta no tenga una copia 

del mismo plásmido. El proceso de conjugación no esta restringido solamente a 

los grupos de bacterias, ya que existen evidencias de conjugación entre bacterias 

y otros organismos como levaduras y plantas (Amábile-Cuevas y Chicurel 

1992). 

Adicionalmente a la conjugación, existen dos métodos de transferencia de 

información genética, la transformación y la transducción (Talaro y Talaro, 

1999). La transformación es un método de transferencia "pasivo" en el que la 

bacteria toma y expresa ADN exógeno. En la transducción, el ADN es 
transferido de una bacteria a otra por medio de bacteriófagos, los cuales 

funcionan como vectores que llevan el ADN entre las diferentes cepas 

(Summers, 1996). 

La transferencia horizontal, tiene repercusiones muy importantes en la 

biología de las bacterias e incluso de organismos eucariontes. Gracias a los 

mecanismos de transferencia horizontal, los organismos pueden adquirir 

características adicionales, incorporando material genético externo, el cual será 

después heredado a las siguientes generaciones (Maloy el al., 1994). 

En estudios previos se ha investigado la composición en numero de 

plásmidos y la presencia de plásmidos de resistencia y colicinogénicos 

(productores de colicinas) en poblaciones naturales de E. coli (Maloy el al. 

1994). Estas poblaciones de E. coli generalmente portan de uno a cinco 

plásmidos pequeños o dos grandes (Hartl y Dykhuizen, 1984). Boyd y 

colaboradores (1996) analizaron la es tructura de los plásmidos F en la colección 

ECOR, ellos encontraron diferentes relaciones filogenéticas entre los plásmidos 

y las cepas bacterianas, lo que confirmó la alta frecuencia en que ha ocurrido la 

trans ferencia horizontal (Boyd el al .. 1996). 
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Existen trabajos en los que se han estudiado las cepas colectadas antes de la 

era de los antibióticos, tal como la colección Murray (Selander el al., 1987). 

Dicha colección posee cepas únicas que se colectaron antes del uso 

indiscriminado de los antibióticos, y éstas cepas son muy diferentes a las cepas 
clínicas multirresistentes. En la era "pre-antibiótica", Hughes y Data (1983) 

reportaron la presencia de plásmidos crípticos, movilizables, colicinogénicos y 

uno que poseía resistencia al telurio, sin embargo, no encontraron ninguna 

resistencia a antibióticos. Iones y Stanley (1992) hicieron también una 

caracterización molecular de la poza génica de plásmidos presentes en 

Salmonella antes de la diseminación de los antibióticos. Encontraron genes 

involucrados en el mantenimiento y la trasferencia de los plásmidos, en el 

rearreglo y sistemas de adquisición de genes, sistemas de reparación de ADN, 

colicinas y virulencia. 

El estudio de los procesos de transferencia horizontal de información 

genética ha aportado información muy útil para comprender la evolución de las 

bacterias patógenas. Muchos factores asociados a la patogénesis están 

codificados en plásmidos, y en repetidas ocasiones se encuentran adyacentes 

unos con otros, flanqueados por secuencias de inserción o elementos 

transponibles. La información mas reciente sugiere que las bacterias patógenas 

han evolucionado adquiriendo bloques de información genética relativamente 

grandes que codifican para factores de virulencia, en lugar de una lenta 

evolución adaptativa de genes preexistentes (Finlay y Falkow, 1997). Muchos 

de los determinantes patógenos, al encontrarse en elementos móviles, pueden 

ser diseminados a otras bacterias por transferencia horizontal. Esta información 

se integra entonces en el cromosoma o en un plásmido estable, después de lo 

cual, una selección a favor de este nuevo gen asegura que se mantenga dentro 

del patógeno (Miller, 1998; Finlay y Falkow, 1997). En principio, estos 

determinantes de patogénesis, pueden ser transferidos a cualquier bacteria, 

especialmente a aquellas que se encuentran relacionadas genéticamente, como 

los miembros no patógenos de la misma especie o de alguna otra cercana. La 

importancia de la transferencia horizontal de genes ha sido notoriamente 

resaltada con la reciente dispersión de los genes de resistencia a antibióticos 

(Falkow, 1996). 
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Para poder estudiar la evolución de la patogénesis en E. eoli, es necesario 

entender los diferentes mecanismos por los que esta bacteria puede actuar como 

patógeno dentro de un hospedero. Las cepas de E. eoli que causan infecciones 

intestinales se dividen en cinco grupos principales de acuerdo al cuadro clínico 

que producen y a sus factores de virulencia (Levine, 1987): 

1. Las cepas enterotoxigénicas (ETEC). Causan la "diarrea del viajero"; éstas 

bacterias se adquieren por agua o comida contaminada con materia fecal, y 

son capaces de colonizar el intestino delgado, donde producen toxinas del 

tipo LT (termolábiles) o ST (termoestables), que desencadenan la secreción 

del tejido (Levine, 1987; O'Brien y Holmes, 1996). 

2. Las cepas enterohemorrágicas (EHEC). Causan la colitis hemorrágica, 

producen cito toxinas muy potentes, son capaces de des truir la membrana de 

los vasos sanguíneos y pueden causar la muerte. El serotipo 0157:H7 ha 

sido responsable de varias epidemias a nivel mundial por contaminación de 

alimentos (Riley et al., 1983; Levine, 1987). 

3. Las cepas enteroinvasivas (EIEC). Ocupan selectivamente regiones del 

colon, para lo cual necesitan proteínas de membrana específicas. Causan 

daño celular y una respuesta inflamatoria intensa. Estas cepas están muy 

relacionadas con S higella, tanto en su bioquímica, como en su genética y 

patogénesis (Levine, 1987; Nataro y Kaper, 1998). 

4. Las cepas enteropatógenas (EPEC). Producen una lesión típica en el 

intestino de sus hospederos, que se conoce como adherencia y 

esfacelamiento ("attaching and effacing" o AlE). Debido a la importancia 

médica de esta enfermedad, se han determinado muchos de los mecanismos y 

los genes involucrados en la lesión AlE (Donnenberg y Kaper, 1992; 

Donnenberg et al., 1997; Nataro y Kaper, 1998). 

5. Las cepas enteroagregativas (EAEC). Producen una agregación característica 

en el intestino que se conoce como adherencia agregativa. Producen una 

secreción en la mucosa que atrapa a las bacterias en biofilms y que tiene un 

efecto citotóxico, lo cual desarrolla una diarrea mucosa (Nataro y Kaper, 
1998). 

Asimismo. se ha observado que cada una de las categorías anteriores, 

presentan serotipos específicos (tabla 2). 
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Tabla 2. 
Serotipos característicos de las diferentes E. coli causantes de diarrea* 

Categona Serogrupo Antlgeno H asoc'¡ldo 

ETEC 06 HI6 
08 H9 
011 H27 
015 HII 
020 NM 
025 H42, NM 
027 H7 
078 HII, HI2 
0128 H7 
0148 H28 
0149 HIO 
0159 H20 
0173 NM 

EHEC 026 HII,H32NM 
055 H7 
0111 ab H8, NM 
0113 H21 
0117 HI4 
0157 H7 

EIEe 028ac NM 
029 NM 
0112ac NM 
0124 H30, NM 
0136 NM 
0143 NM 
0144 NM 
0152 NM 
0159 H2, NM 
0164 NM 
0167 H4, H5, NM 

EPEC 055 H6, NM 
086 H34, NM 
0111 H2, HI2, NM 
0119 H6, NM 
0125ac H21 
0126 H27, NM 
0127 H6, NM 
0128 H2, HI2 
0142 H6 

EAEC 03 H2 
015 HI8 
044 HI8 
086 NM 
077 HI8 
0111 H21 
0127 H2 
O?·· HIO 

. . . *Tomado de Nataro y Kaper. 1998. "'''' AnUgeno O no tlplflCablc por métodos convencionales . 
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Las cepas de tipo EPEe resultan particularmente interesantes para estudiar el 

problema de la evolución de la patogénesis, por la estrecha relación que se da 

con sus hospederos y por la presencia de una gran cantidad de genes (tanto 

cromosomales como plasmídicos) que se hallan involucrados (Donnenberg y 

Kaper, 1992; Donnenberg et al., 1997). Donnenberg y Kaper (1992) 

propusieron un modelo de tres etapas en las que la bacteria coloniza a su 

hospedero y produce la lesión AlE de acuerdo a las observaciones que se tenían 

de cultivo de tejidos in vitro (figura 1). El proceso de patogenicidad según este 

modelo es el siguiente: las cepas EPEe en un principio forman microcolonias 

densas en la superficie del tejido epitelial del intestino en un patrón conocido 

como adherencia localizada (eravioto, et al., 1979). Esta adherencia a las 

células epiteliales depende de la formación de acumulaciones de filamentos 

(conocidas como "bundle f.orming pjlus" o BFP) que crean una red de fibras que 

se enlazan juntas y se adhieren al enterocito (figura lA). El gen bfp se encuentra 

en un plásmido de alrededor de 90 Kb, llamado plásmido EAF, que es muy 

importante para la virulencia de las EPEe (Oirón et al, 1991). 

Bacteria 
per 

BFP 

INTIMINA 

Enterocito 

(A) (B) 

LEE 
espA. espB. sep 

per 

/ 
Actina, 
a.-aetinina, 
MLC-P 

Ca+, ¡P3, 

PCL1-P 
Ti, (Hp90-P) 

(C) 

Figura 1. Modelo de tres etapas según Donnenberg y Kaper (1992). En la 
fase inicial ocurre una adherencia de la bacteria al enterocito por medio del pili 
BFP (A). En la segunda etapa la bacteria secreta proteínas que activan la trans
ducci6n de señales y el rearreglo de las proteínas del citoesqueleto (B). En la 
fase final se da la adherencia íntima mediada por la proteína intimina (e). 
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El BFP es un miembro de la familia de fimbrias IV, que produce una 

lipoproteína de la membrana externa de la bacteria; los 14 genes que producen el 

pili se encuentran agrupados dentro de un opero n (Ramer el al., 1996; Sohel et 

al., 1996; Stone el al., 1996). Los pili de tipo IV son organelos de superficie 
que median la adherencia de muchos patógenos gram (-). Sin embargo, se sabe 

poco de su biogénesis y aún no se conocen todas las reacciones necesarias para 

su ensamble. Además del gen bfp, existe un gen llamado dsbA que produce una 

enzima periplasmática responsable de la formación de enlaces disulfuro de las 

subunidades bpf (Zhang y Donnenberg, 1996). 

Cuando las EPEC se unen a las células epiteliales, activan señales en las 

células del huésped (figura lB, IC). Existen al menos dos moléculas mensajeras 

secundarias: el trifosfato de inositol (IP 3 ) y el ea2+, que se liberan poco después 

de que las EPEe han interactuado con las células del hospedero, probablemente 

debido a la activación de la fosfolipasa e del hospedero (Kenny y Finlay, 

1997). Las EPEe, también inducen la fosforilación de la cadena ligera de 

miosina y la fosforilación de la tirosina en una proteína de la bacteria llamada 

Tir (".translocated intimín r..eceptor", conocida anteriormente como Hp90) que 

actúa como receptor de la intimina y otras dos proteínas de menor tamaño 
necesarias para la adherencia mas estrecha (Kenny et al., 1997). 

Después se produce la lesión de AlE, en la que ocurren rearreglos del 

citoesqueleto y la transformación de los enterocitos para formar estructuras en 

forma de pedestal (figura le). En estas estructuras se da la adhesión íntima de 

las bacterias. En este proceso están involucradas proteínas de secreción y un 

sistema secretor de tipo 111 que inducen a la transducción de señales en las 

células epiteliales (Jarvis et al., 1995; Kenny y Finlay, 1995; Donnenberg el 

al., 1997; Kenny y Finlay, 1997). 

Los genes cromosomales necesarios para la lesión AlE se encuentran en una 

isla de patogenicidad de 35,480 pb llamada "Iocus para el esfacelamiento del 

enterocito" (LEE, del inglés "Locus of enterocyte ~facement"). 

El término de isla de patogenicidad se acuñó debido al hecho de que en un 

gran número de casos, los genes de virulencia en bacterias, se encuentran en 

grandes bloques contiguos de ADN insertados en el cromosoma (Knapp et al., 
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1986). Con la observación de que muchos patógenos comparten la presencia de 

estos bloques, su descubrimiento ha permitido explicar el mayor mecanismo 

evolutivo por el cual se dio el origen de la patogénesis. Algunos ejemplos de 

estas son los genes para producción de hemolisina en UTI ("urinary tract 

infections"), los genes para la lesión AlE en EPEC, sistemas secretores en S. 

thyphimurium, reguladores transcripcionales en Helicobacter pylori, o toxinas 

en Clostridium difficile (Finlay y Falkow, 1997). Estas secuencias generalmente 

se encuentran flanqueadas por secuencias de inserción o transposones que 

sugieren que se adquirieron por recombinación, y además se insertan en el 

cromosoma en lo que se han llamado "hot spots", que son regiones del 

cromosoma mas susceptibles a inserciones o a unión de fagos. Tal es el caso de 

las EPEC y UTI, en que se han insertado en el mismo sitio del genoma (minuto 

82),adyacentes al gen selC (que codifica para el tRNA de la selenocisteína) 

(Blum et al., 1994; McDaniel et al., 1995). Sin embargo, ambos patógenos 

tienen productos muy diferentes y las secuencias de ambas islas no son 

homólogas (Donnenberg et al., 1997). 

El contenido de G+C del locus LEE es de 38.4%, que es mucho menor a la 

composición normal en E. coli (50-51 %), lo que sugiere que este locus proviene 
de una fuente externa (McDaniel et al., 1995). 

En el modelo de patogénesis de las EPEC, en la última fase ocurre la 

adhesión mas estrecha que está mediada por la intimina (otro producto del locus 

LEE). La expresión de estos genes está regulada por el producto del gen 

plasmídico llamado per (¡Uasmid-encoded r..egulator) que aumenta la expresión 

del gen de la intimina, así como de otros genes cromosomales y plasmídicos, 

este gen se encuentra también en el plásmido EAF (Gómez-Duarte y Kaper, 

1995; Tobe el al., 1996). 

Hicks y colaboradores (1998) utilizando como modelo experimental la técnica 

de cultivo de órganos in vitro con células del tejido intestinal, observaron que 

las EPEC interactúan de manera diferente con éstas células y propusieron una 

modificación al modelo de Donnenberg y Kaper, en el que ocurren cuatro etapas 

(figura 2). 
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Figura 2. Modificación al modelo de Donneberg y Kaper, según Hicks et al. 
(1998). Las fases son las siguientes: adherencia inicial mediada por una fimbria 
diferente al BFP (A), transducción de señales y rearreglos del citoesqueleto (B), 
adherencia íntima bacteria-enterocito mediada por la intimina (e) y finalmente, 
la adherencia bacteria-bacteria mediada por BFP para dar el patrón de adherencia 
en micro colonias (D). 

Anteriormente se había observado que las cepas que producen intimina son 

capaces de formar la lesión AlE aunque carezcan del plásmido EAF y por tanto, 

del gen bfp (Knutton el al., 1987). Lo anterior sugería que el papel del gen bfp 

podría ser más importante en etapas posteriores a la inicial. Hicks y 

colaboradores demostraron que las cepas que carecían del gen de la intimina no 

formaban la lesión aunque poseyeran el bfp. De tal manera que se replanteó el 

papel del bfp, y se propuso que éste es necesario para la agrupación 

tridimensional de las bacterias en la formación de microcolonias, ya que los pili 

BFP intervienen en la unión de las propias bacterias, la cual ocurre después de 

la adhesión íntima a las células del intestino (Figura 2D). Por otro lado, la 

adherencia inicial está dada por adhesinas diferentes al BFP (Figura 2A) (Hicks 

et al., 1998). 
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El conocer los mecanismos involucrados en las patogénesis de las EPEC, ha 

ayudado a entender la manera en que evolucionan las bacterias al convertirse en 

patógenas. Al comparar diferentes bacterias cuyos genes involucrados en la 

patogénesis están bien caracterizados (como en el caso de las EPEC), es muy 

notable el hecho de que existe un número reducido de estrategias que siguen las 

bacterias patógenas. Cada vez se conocen nuevos determinantes de 

patogenicidad con mecanismos similares que son compartidos en especies de 

bacterias diferentes (Finlay y Falkow, 1997). Por lo anterior, resulta de gran 
importancia el comprender cuales son los factores que producen que un 

microorganismo se convierta en patógeno y cause una infección, de manera que 

se puedan diseñar estrategias de control de los mismos y que se conozca la parte 

de la bacteria o del proceso infeccioso que es mas susceptible de ser atacado 

(Falkow, 1997). 

Usando un modelo experimental en conejos (con la cepa RDEC-l que es muy 

similar a las EPEC en humanos), Sjogren y colaboradores (1994) demostraron 

el papel que pudo haber desempeñado la transferencia horizontal en el desarrollo 

de las cepas de tipo EHEC. Al introducir por medio de un bacteriófago una 

toxina del tipo Shiga a la cepa RDEC-l, los conejos en lugar de presentar la 

diarrea típica causada por la RDEC-l, presentaron un cuadro clínico muy similar 

al producido por las EHEC. 

De entre los factores que se han descrito para el caso particular de las cepas 

EPEC, se ha observado que los plásmidos son cruciales para su patogénesis 

(Donnenberg y Kaper, 1992; Donnenberg et al., 1997). Además de este grupo 

de cepas patógenas de E. coli, en los otros tipos (ETEC, EIEC, EHEC) existen 

genes plasmídicos responsables de la producción de enterotoxinas, piJi y 

adhesinas que les confieren propiedades virulentas (Millon, 1993). En otras 

enterobacterias causantes de diarrea también se ha demostrado que los plásmidos 

se encuentran entre los principales determinantes de la patogenicidad, aunque 

aún es necesario conocer el origen y la dispersión de estos en los diferentes 

linajes (Falkow, 1996). El plásmidooEAF (figura 3), porta varios de los genes 

indispensables para la patogénesis de las EPEC y se encuentra bien 

caracterizado (G irón et al., 1991; Franke el al., 1994; Gómez-Duarte y Kaper, 

1995) . 
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Figura 3. Mapa genético del plásmido EAF (tomado de Sohel et al. 1996). El 
símbolo * aparece en las regiones amplificadas en este estudio. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

I. Análisis de los patrones plasmídicos 

Se analizaron los patrones plasmídicos de 347 cepas de E. coli aisladas de 

diferentes mamíferos y de humanos (patógenas y no-patógenas), así como del 

ambiente secundario de la bacteria (aire, desagüe y lodos) (tabla 3). El 

procedimiento de extracción utilizado para obtener los patrones plasmídicos de 

las cepas, se encuentra explicado en la sección de metodología del Apéndice 1. 

Tabla 3. 
Cepas de E. coli analizadas 

Número de Hospedero Nombre común Orden Tipo de ambiete 
cepas o de patóoeno 
2 Bos taunlS Vaca Artiodactyla Amb. primario 
2 Ovis aries Borrego Artiodactyla Amb. primario 
I Odocoeileus virRinianus Venado cola blanca Artiodactvla Amb. primario 
2 Tavassu ta;acu Pecarí Artiodactvla Amb. primario 
3 Canis familiar;s Perro Carnívora Amb. orimario 
5 Canis latrans Coyote Carnívora Amb. orimario 
4 Urocyoll cinereoargenteus Zorro ~ris Carnívora Amb. orimario 
3 Felis calus Gato Carnivora Amb. orimario 
I F elis concolor Puma Carnívora Amb. ori mario 
4 Panthem anca Jaguar Carnivora Amb. primario 
2 Lulra /ongícaudis Nutria de río Carnívora Amb. orimario 
3 ProC)'Ol1 lotor Mapache Carnívora Amb. primario 
2 Nasua nariea Coati Carnivora Amb. primario 
3 Ba/aenoptera phl'sa/us Ballena Cetacea Amb. primario 
3 Tursío/Js truncarus Delfín común Cetacea Amb. primario 
3 Tadarida brasíliensis Murciélago Chiroptera Amb. primario 
3 Carollia brevicauda Murciélago Chirootera Amb. orimario 
2 Desmodus rotundus Vamoiro Chirootera Amb. primario 
3 Leoro"veteris nívaUs Murciélago de Saussure Chiroptera Amb. primario 
I Antrozous oallídus Murciélago Chiroptera Amb. primario 
I Mvoris veUfer Murciélago Chirootera Amb. primario 
3 SylvilaJ1US S/J Coneio cola de algodón Lagomoroha Amb. orimario 
3 On'eto/aQus eunicu/us Coneio eurooeo Lagomoroha Amb. orimario 
3 Romero/aJ!us diaz; Teooringo Lagomoroha Amb. orimario 
I Phi/ander Of)ossum Tlacuachfn de cuatro ojos Didelphimorohia Amb. orimario 
I Dide/p/¡is I'ÍrJ!illiana Tlacuache Didelphimorohia Amb. primario 
3 Eauus cabal/us Caballo Perissodactvla Amb. primario 
I TapinlS baírdii Tapir Perissodactyla Amb. primario 
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Número de 
cepas 

2 
I 
I 
3 
3 
2 

I 
2 
I 
3 
I 
I 
I 
2 
2 
2 
2 
25 
83 

78 

Hospedero 

Taoinls terrestris 
Alouatta lJigra 
A loualta lJalliata 
Dfpodomrs merriami 
Uomys oictus 

Tabla 3. 
(Continuación) 

Nombre común 

Tapir 
Mono aullador 

Mono aullador 
Rata canO'uro 
Ratón 

Hrdrochaeris hydrochaeris Capvbara 

Baiomvs musculus Ratón pigmeo 

Habromvs Ratón 

Nvctomvs sp Rata 
Orvzom)'s Rata 

Peroml'scus boylií Ratón 
Peromvscus melia/{}fJ~ Ratón 
Peromvscu~petfulvus Ratón 
Sjgmodoll mascotensis Rata 
Trichechlls manatus Manatí 
Dan'OtIS S/J. Armadillo 
Tamandua mexicana Hormiguero 
.'lomo sapiellS Humano 
Hamo sapiens Humano 

Ambiente secundario -------------------

Orden Tipo de ambiente 
o de patógeno 

Perissodactyla Amb. primario 

Primates Amb. primario 

Primates Amb. primario 
Rodentia Amb. primario 

Rodentia Amb. primario 

Rodentia Amb. primario 
Rodentia Amb. primario 

Rodentia Amb. jll"imario 
Rodentia Amb. jll"imario 
Rodentia Amb. pJimario 
Rodentia Amb. jll"imario 
Rodentia Amb. primario 
Rodentia Amb. primario 
Rodentia Amb. primario 
Sirenia Amb. primario 
Xenal1hra Amb. primario 
Xenarthra Amb. primario 
Hominidae No-patógenas 
Hominidae Agregativas. EPEC, 

EHEC, UT!, EHEC, 
ETEC. 

-------------- Aire, desaoüe, lodos 

Una vez extraídos los plásmidos, se hizo una clasificación de las bandas 

observadas de acuerdo a su tamaño (Apéndice 3). Los datos del número de 

bandas se agruparon con tres criterios diferentes: el contacto con humanos, la 

dieta y el orden del hospedero. Para cada tratamiento se calculó la media, 

des viación es tándar, error es tándar y se realizó un prueba de Wilcoxon/Kruskal

Wallis para determinar si las diferencias entre tratamientos eran significativas. 

n. Amplificación de genes patógenos 

Una vez identificadas las cepas que poseían plásmidos, se seleccionaron tres 

genes plasmídicos involucrados en la lesión AlE de las cepas EPEC: los genes 

per, y bfpA Y la sonda EAF (figura 3), Estos genes se amplificaron por PCR en 

142 cepas con plásmidos. Los oligos fueron diseñados con el programa Primer 3 

(Rozen y Skaletsky, 1996) y las condiciones del PCR se explican en el apéndice 

2. 
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RESULTADOS 

1. Análisis de los patrones plasmídicos 

Los resultados obtenidos del número de bandas observadas, forman parte de 

una descripción más amplia de la estructura genética de E. coli para la colección 

IECOL, por lo cual, forman parte de la publicación que se anexa en el apéndice 

l. 

El número de bandas observadas y su tamaño aproximado, así como algunas 

de las características de las cepas empleadas (orden y dieta del hospedero) se 

pueden observar en el apéndice 3. En esta descripción de resultados se aumenta 

una columna llamada "contacto humano"; ésta se refiere a que tan cerca se 

encontraban las cepas muestreadas de las poblaciones humanas. 

El resultado mas notable, fue la presencia de plásmidos en la mayoría de las 

cepas (el 76.6%). El intervalo de tamaños de las bandas fue muy variable: 

mientras que las bandas más pequeñas midieron menos de 5 Kpb. las mayores 

eran de hasta cientos de kilobases (ver apéndice 3). La distribución del número 

de bandas en todas las cepas se ajusta a una distribución de poisson (X 2=81 

p<O. 00 1) (figura 4). En la figura se puede observar que hay más cepas sin 

ningún plásmido, de las esperadas con una distribución al azar, es decir, que 

existen muchas cepas que han pérdida sus plásmidos. 
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Figura 4. Frecuencias observadas del número de bandas por cepa y frecuencias 
esperadas en una distribución de Poisson. 

Los diferentes tratamientos: contacto con humanos, dieta y orden de! 

hospedero, se analizaron de manera independiente. Para el caso de! contacto con 

humanos, los resultados pueden observarse en la tabla 4 y la figura 5. Como se 

puede ver, hay una tendencia a presentar un mayor número de bandas en las 

cepas asociadas a humanos que en el resto de las cepas; por otra parte, las cepas 

asociadas a animales silvestres, que están aisladas geográficamente de las 

poblaciones humanas, presentan un menor número de bandas. 

Tabla 4. Estadística del número de bandas por contacto humano 

Contacto n Media Desv. Es!. Error es!. X' p 

O-silvestre 89 1.202 \.198 0.127 
I-sitio cercano a humanos 16 1. 687 1.740 0.435 
2-semicautiverio. 14 1. 714 1.489 0.398 
3-cautiverio 26 2.192 1. 939 0.380 
4-humanas 202 2.410 !. 856 0.130 

28.98 0.0000 
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Fi gura 5. Número promedio de bandas para los diferentes contactos con 
humanos. En los cuadros se incluyen los errores estándar y con Ifneas punteadas 
la desviación estándar. 

En el caso de las diferentes dietas hay un mayor número de bandas en las 

cepas aisladas de carnívoros, frugívoros y piscívoros que en el resto de los 

tratamientos, por otra parte, las cepas asociadas a omnívoros presentan un 

menor número de bandas (tabla 5, figura 6). 

Tabla 5. Estadística del número de bandas por dieta 

Dieta n Media Desv. Es!. Error es!. , p X-

I-Umlvoro :¿4~ I.Ó~U I.:l:¿:l u.u~ó 

2-Herbívoro 48 2.729 2.049 0.295 

3-Carnívoro 6 4.000 1.264 0.516 

4-granívoro 23 2.608 2.083 0.434 

5-Insectívoro 7 2.428 2.370 0.895 

6-Frugívoro 3 4.000 J .732 1.000 

7-Piscívoro 6 4.000 2.529 J .032 

8-Hematófago 2 3.000 1.414 1.000 

9-Nectarívoro 3 2.333 2.081 1.201 

30.72 0.0002 
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Número promedio de bandas para las diferentes dietas. En los 

incluyen los errores estándar y con líneas punteadas la desviación 

Finalmente, para el caso de los diferentes órdenes, se observa un mayor 

número de bandas en roedores, perisodáctilos y sirenios. mientras que los 

cetáceos tienen un número menor de bandas. (tabla 6, figura 7). 

Tabla 6. Estadística del número de bandas por orden 

Orden n Media Desv. Est. Error es t. , 
P X-

I-Marsupiales 7 0.857 0.899 0.340 

2-Chiroptera 13 1.538 1.898 0.526 

3-Primates 8 1.375 1.302 0.460 

4-Xenartra 6 1.500 0.836 0.341 

5-Lagomorpha 9 1.333 1.500 0.500 

6-Rodentia 235 2.263 1.804 0.117 

7-Cetacea 3 0.000 0.00 0.000 

8-Carnivora 35 1.771 1.681 0.284 

9-Sirenia 2 3.000 0.000 0.000 

10-Artiodactyla 19 1.105 1.523 0.349 

II-Perissodactyla 10 2.300 1.888 0.597 

26.11 0.003 
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Figura 7. Número promedio de bandas para los diferentes órdenes. En los 

cuadros se incluyen los errores estándar y con líneas punteadas la desviación 

es tándar. 

Los resultados anteriores demuestran que los tres tratamientos influyen en la 

distribución del número de bandas. Sin embargo, al analizar los tres juntos, se 

observó que la mayor influencia en el número de bandas se da según la cercanía 

que se tiene a hospederos humanos (tabla 7). 

Tabla 7. Efecto de los diferentes tratamientos en la distribución de 
las bandas 

Tratamien to Número de X2 p 

parámetros 

Contacto 4 16.00 0.003 

Dieta 8 11. 93 0.154 

Orden lO 11.94 0.289 
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11. Amplificación de genes patógenos 

En cuanto a los genes amplificados por PCR (tabla 8), éstos se lograron 

amplificar solamente en las cepas de tipo EPEC y en algunas EHEC, 

obteniéndose productos de tamaño variable (ver apéndice 2). 

Tabla 8. 
Productos de PCR amplificados 

Regi6n Tamaño del Ublcaci6n 
amplificada fragmento aproximada 

en el plásmido EAF 
(min) 

EAr 397pb 25 

perC y D 734pb 22 

hfpA 1152pb 3 

Debido a que éstos genes se amplificaron únicamente en cepas humanas, en 

la tabla 9 se muestran los resultados para éstas cepas (apéndice 2). 

Tabla 9. 
Resultados del PCR para cepas aisladas de humanos 

Tipo de cepa ¡Numero ! Negativo para ¡ POSItiVO I POSItiVO POSitivO I POSItIVO 

de cepas los tres genes para los tres para per y para per y solo para 

genes EAF hlp· per 

EPhC 14 U 9 1 2 ¿ 

EHl::( 14 3 O 4 2 :J 

ElhC 2 2 O O O U 

,EThC 3 'j O U U U 

UTI 4 4 O U U U 

No-patógenas 7 '/ O U U U 
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Los tres fragmentos juntos, se amplificaron exclusivamente en 71 % (9 cepas) 

de las EPEC, y sólo el gen per fue amplificado en todas las EPEC. Aunque el 

86% (11 cepas) de las cepas de tipo EHEC, presentaron al menos uno de los 

fragmentos, ninguna de ellas presentó los tres fragmentos juntos. Todas las 

cepas de animales silvestres y de otros tipos de patógenos humanos dieron 

resultados negativos para los tres genes. 

Si se calculan las frecuencias observadas de los genes patógenos en todas las 

cepas, así como las frecuencias esperadas (tabla 10), se puede observar que la 

amplificación de los gene s aislados ocurre en mucho menor frecuencia de la 

esperada, mientras que los casos en que los genes se amplifican juntos están en 

mayor frecuencia de la esperada, a excepción de la pareja EAF-bfp, que no 

ocurrió en ningún caso. 

Tabla 10. 
Frecuencias de Jos genes amplificados 

Genes amplificados Frecuencia Frecuencia 

observada esperada 

Solo per 7 20.44 

Solo bfp O 9.65 

Solo EAF O 10.46 

per y bfp 4 2.07 

per y EAF 5 2.24 

EAF Y bfp O 1.06 

per, bfp y EAF 9 0.227 

Ninguno de los tres 117 95.72 
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DISCUSION y CONCLUSIONES GENERALES 

A pesar del amplio conocimiento que hasta ahora se ha acumulado, aún 

permanecen muchas preguntas sin contestar en lo que concierne a la historia 

natural y la evolución de E. eolio Se podría esperar que, así como esta bacteria 

ha servido de modelo en los estudios de biología molecular, en un momento 

dado, llegue también a ser un modelo que nos permita entender la evolución y 

ecología de otras bacterias. Adicionalmente E. eoli puede ayudar a comprender 

un proceso de gran importancia biológica y médica: la evolución de la 

patogénesis y la evolución de la relación parásito-hospedero. Es de suma 

importancia el entender los mecanismos por los cuales una bacteria que 

comúnmente es parte de la flora intestinal de mamíferos y aves, llega a 

convertirse en un patógeno y dañar gravemente a su hospedero. 

No debe olvidarse que la virulencia depende de muchos factores, sin 

embargo, se ha observado que la herencia o el cambio en uno solo de éstos 

factores puede alterar drásticamente el tipo de infección o enfermedad que causa 

el microorganismo. Por ejemplo, las cepas de tipo EHEC contienen muchos de 

los genes que presentan las EPEC, incluyendo la isla de patogenicidad insertada 

en el gen selC, sin embargo, estas cepas causan colitis hemorrágica en lugar de 

gastroenteritis en humanos (Nataro y Donnenberg, 1998). De manera que 

probablemente las cepas EHEC surgieron a partir de un simple evento genético 

en el que la toxina se transfirió por medio de un bacteriófago, desde el 

organismo que normalmente la porta (S higella dysenteriae) a una cepa de tipo 

EPEC (Falkow, 1996). 

Por medio de análisis de genética de poblaciones con la técnica de 

electroforesis de isoenzimas, Whittam y colaboradores (1993) demostraron que 

la cepa 0157:H7 causante de cuadros clínicos muy severos (incluyendo colitis 

hemorrágica), está relacionada de manera muy cercana a otro grupo de cepas (las 

055), que producen diarrea infantil. Lo anterior sugiere que esta nueva cepa 

patógena se originó a partir de una cepa del tipo 055, a la cual se adicionaron 

por transferencia horizontal, los genes productores de toxinas a un genoma 

capaz de producir diarrea. Este sencillo evento pudo haber generado a un nuevo 
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patógeno, causante de una enfermedad marcadamente diferente y probablemente 

le este dando a la bacteria una ventaja selectiva en su supervivencia o 

trans mis i bilidad. 

Algunos de los mecanismos empleados por las bacterias para interaccionar 

con su medio, y algunos otros que les confieren caracteres de patogenicidad, 

están codificados por elementos extracromosomales como los plásmidos (loset y 

Guespin-Michel, 1993). 

En el presente trabajo se analizaron los patrones plasmídicos de 347 cepas de 

Escherichia coli de diversos orígenes. El resultado mas notable, fue la presencia 

de plásmidos en la mayoría de las cepas. Aunque la descripción de los patrones 

no incluyó la identificación de funciones específicas de las bandas observadas. 

La extracción de los plásmidos permitió reconocer la presencia de éstos en 

las cepas aisladas de los diferentes hospederos y ambientes. El número de 

bandas en una cepa, esta determinado en gran medida por las características del 

hospedero. Específicamente, el haber encontrado un mayor número de bandas en 

l as cepas asociadas a humanos, comprueba una vez más, que el hombre ha 

ejercido fuertes presiones de selección sobre las bacterias, promoviendo el flujo 

de información genética en elementos extracromosomales como los plásmidos. 

Por otra parte, si se mapean los números de bandas en una filogenia (Figura 8), 

su distribución parece ser aleatoria. Es necesario entonces, hacer un análisis de 

tipo cualitativo, para determinar las funciones de los diferentes plásmidos y dar 

así una explicación de su distribución en la naturaleza. 

Debido a que los plásmidos pueden conferir ventajas a la bacteria en 

determinados ambientes, es indispensable entonces identificar a los plásmidos 

portadores de resistencias a antibióticos, de resistencia a ciertos iones, los 

productores de colicinas o de proteínas degradadoras de compuestos orgánicos 

complejos. Esta determinación permitiría entender el papel que están 

desempeñando estos elementos extracromosomales, al estar distribuidos tan 
ampliamente en la muestra estudiada. 

En trabajos anteriores, se ha descrito la presencia de diversos plásmidos en 

cepas aisladas antes del uso indiscriminado de los antibióticos (por ejemplo 
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Hughes y Data, 1983). Estos trabajos ya describen funciones de los plásmidos 

que están relacionadas con la adaptación de la bacteria a su medio y con el 

mantenimiento del propio plásmido. Dichos plásmidos podrían ser similares a 

los encontrados en las cepas colectadas en mamíferos silvestres. 

Para el caso de genes específicos asociados con la patogenicidad en E. eoli, 

se pudieron amplificar exitosamente los genes per, bfp, y la región específica 

para EAF de la que se desconoce su función (Girón el al., 1991; Franke el al., 

1994; Gómez-Duarte y Kaper, 1995). Al haber realizado las amplificaciones por 

peR, se han sondeado diversos puntos dentro del mapa del plásmido y se ha 

evidenciado su presencia en las cepas patógenas. También se demostró que estos 

tres genes viajan juntos en el plásmido, debido a que se encuentran en mayor 

frecuencia de la es perada. 

La ausencia de los genes analizados en las cepas silvestres de E. eoli, 

comprueba que estos genes no se encuentran en la poza génica de esta bacteria 

en la naturaleza. Algunas de estas cepas silvestres, sin embargo, sí presentan 

genes cromosomales necesarios para la lesión AlE, que se encuentran en el locus 

LEE (Sandner el al., en preparación), de manera que la adquisición de los genes 

plasmídicos se puede considerar un evento posterior en la historia evolutiva de 

las EPEe, que fue necesario para completar el cuadro clínico y la lesión AlE. 

Otro resultado que apoya esta teoría es que cuando se analizan las cepas que 

poseen los tres genes plasmídicos, en una filogenia construida previamente con 

genes cromosomales (Souza el al., enviado), éstas se distribuyen únicamente en 

ciertos ciados donde se hayan las cepas patógenas en general, y no a lo largo de 

toda la filogenia, lo que descarta la posibilidad de que se trate de genes 

ancestrales y es mas congruente con un evento de transferencia posterior. 

Recientemente Boyd y Hartl (1998) demostraron que la inserción de genes 

cromosomales involucrados en al patogenicidad de E. eoli, ha ocurrido en 

diversas ocasiones, de manera que el grupo causante de la misma enfermedad 

demostró no ser monofilético. En este estudio, se observa que lo mismo pudo 

haber ocurrido para el caso del plásmido EAF. 

Hasta el momento existe ya evidencia de que algunos patógenos evolucionan 

adquiriendo grandes segmentos de información por medio de transferencia 

horizontal de genes (Falkow, 1996). En el caso de los genes del plásmido EAF. 
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se ha propuesto que han sido adquiridos de una fuente externa, por la presencia 

de su homología del 82.8% con la secuencia de inserción de IS630 de Shigella 

SOllllei, y porque la secuencia de nucleótidos del gen perD muestra mas de un 

70% de identidad con el transposon Tn7 y con IS630 (Jerse el al., 1990; 

Oómez-Duarte y Kaper, 1995). Otra evidencia es que el contenido de OC de 

perABC es de 29.6%, que es muy diferente al del cromosoma de E. eolio 

Una prueba adicional que se realizó para buscar el ancestro de estos genes, 

fue el amplificarlos en otras enterobacterias cercanas a E. eoli, como S almonella 

o Shigella (datos no mostrados) y en ninguna de ellas se logró amplificar. Con 

los resultados obtenidos en este trabajo, se apoya la idea de que los genes 

plasmídicos per, bfp y la región específica EAF fueron adquiridos por 

transferencia horizontal de alguna bacteria no emparentada con E. eolio 
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Figura 8. Filogenia de las cepas obtenida con marcadores cromosomales (Ro
cha, 1996), en la que se mapean los genes amplificados por PCR y los números 
de bandas observadas para cada cepa. Las columnas se refieren al tamaño de las 
bandas (A=>IOOKb, B=de 50 a 100 Kb, C= de 25 a 50 Kb, D= de lO a 25 Kb, 
E=de 5 a lO Kb Y F= <5Kb). Las líneas grises en la filogenia muestran las ce
pas que contienen genes dellocus LEE (resultados de Sandner et al., en prepa
ración). Las flechas en colores indican la presencia del producto de PCR de los 
genes per (rojo), hfpA (azul) y sonda EAF (verde). Se resaltan en una caja de 
color las cepas de tipo EPEC (amarillo) y EHEC (rojo) que son en las que se es
peraban encontrar los genes analizados. 
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ABSTRACT 
Cun'enl knowledge of genotypic and phenotypic díversity in the species Eseheriehia coli is based almost entirely on 
strains recovered from humans or zoo animals. In lhis study we analyzed a colleclion of202 strains obtained from 81 
mammalian speeies representing 39 families and 14 orders in Australia and the Amerieas, a reptile and 10 families of 
birds eollected in Mexieo. The strains were charaeterized genotypically by multilocus enzyme electrophoresis (MLEE) 
and phenotypically by pattems ofsugar utilization, antibiotie resistance and plasmid protile. MLEE analysis yield an 
estimated genetic diversity of H=0.682 for I1 loei. The observed genetie diversity in this sample is the gl'eatest reported 
fol' E. coli. However, this genetie diversity is not randomly distributed; geographie effects and host taxonomie group 
aeeounted for most ofthe genetie differentiation. The kinds and number ofsugars utilized by the strains varied between 
host taxonomic gl'oup and eountry of origino Strains isolated from bats were found to exploit the greatest range of 
sugar. while those from primates utilize the fewest. Toxins are more frequent in strains fram rodents fram both 
continents. Strains from wild mammalian hosts were, on average, resistant to a largor number of antibiotics than strains 
from humans and mammals living c10se to human settlements. On average, strains recovered from hosts in cities carried 
more plasmids than did strains isolated fram wild mammals. Previoos studies have shown that natural populations of 
E. coli harbar an extensive genetie diversity that is organized in a Iimited number of clones. However, knowledge of 
this worldwide bacterium has been Iimited. Here we suggest that the strains from a wide range ofwild hosts fram 
different regions ofthe world presents an ecotypic structure where adaptation to the host plays an important role in the 
population structure. 

lntroduction 

Escherichia coli is an abundant, and usually harmless, commensal ofthe human digestive flora (41). Nevertheless, 
pathogenic strains are an important cause ofsickness and mortality thraughout the world, particularly for children in 
third world countries (5). E. colí is also a cornmon member ofthe microbial commensal community ofmammals and 
birds. Surprisingly, Iittle is known about the natural history, and genetic structure of E. coli in populations ofwild 
animals (4 1, 50). The standard reference collection of strains for this species, the ECOR collection (33), contains a 
number of strains isolated from 5 non-human mammalian orders, but most ofthem were recovered from domestic or 

35 



1 zoo animals (33). The relevanee ofthis Iimited sample has been questioned on the basis ofpossible eross-
2 eontamination from human host (41). 
3 The tirst attempt to assess the genetie strueture and diversity of Eseheriehia eoli was made by Milkman who 
4 analyzed 829 iso lates obtained mainly from human (26). Examining four loci, using multi-Ioeus enzyme eleetrophoresis 
5 (M LEE), he determined that the average genetie diversity ofthis speeies was H=0.23. Subsequent studies that extended 
6 the work ofJl1,ilkman were primarily eoneemed with the genotypie and phenotypie variation among strains isolated from 
7 the eommensal faeeal flora ofhumans and those responsible for neonatal septicemia, eystitis, pyelonephritis and 
8 diarrhoeal disease (7,37, 40, 47,49, 50). Other studies have foeused on various aspeets ofthis speeies' natural history 
9 sueh as the tumover ofstrains in a single host (6), the sharing of clones among hosts (7), and the genetie strueture and 

10 diversity of E. coli in its primary and seeondary habitats (34, 46, 48). These and other studies have formed the basis of 
11 the c10nal paradigm for the genetie strueture of baeterial populations in general (10, 15, 16, 20, 25, 45) and have been 
12 reviewed by Selander et al. (41) and by Whittam (50). 
13 The objeetive ofthis study was to extend our understanding ofthe variation and genetie strueture of E. eoli by 
14 examining strains from a large variety ofwild mammalian and avian hosts. We assessed the genotypie and phenotypie 
15 diversity and genetic relatedness of 202 E. eoli strains isolated mostly from mammals in Australia, and America, as well 
16 as birds from Mexieo. We also study a few strains from Afriea (35), 13 strains from the ECOR eolleetion and KI2 as 
17 referenee. E. eoli sampled 1Tom mammals were the primary foeus ofthis work, and strains were taken 1Tom 81 speeies 
18 representing 39 families and 14 orders ofmammals (32) in the Amerieas, Australia,. We determined plasmid profiles, 
19 resistanee to six antibioties, produetion oftwo toxins and the utilization of 12 sugars and analyzed how these phenotypie 
20 eharaeters varied by host taxonom ie group and geographic origino 
21 
22 MATERIALS ANO METHOOS 
23 
24 Bacterial strains. The complete list of hosts sampled by diet and geographie origin as well as their taxonomie 
25 classitieation by arder and proximity to human environment is presented in Appendix l. 
26 Strain isolation. Strains eolleeted in Mexieo, Costa Rica and Venezuela were reeovered from eaptive or wild 
27 mammals and birds. Fecal samples were transported in swab/transport system eontaining Aimes media (DlFCO). 
28 Mexiean sal11ples were suspended in I mi of Luria broth and ineubated; an aliquot was then streaked for single eolonies 
29 on a minimal lactose pi ate. More than one ¡solate was sometimes taken from a single host individual. The Mexican 
30 samples where proeessed as following: After ineubation the Lae+ eolonies were tested for growth on minimal citrate 

31 plates. The Lae+ Cit- eolonies were then tested to eontirm that they matehed the bioehemieal eharaeteristies of E. eoli: 
32 gas+. H,S-, urea-, methly red+, Voges-Proskauer- (13). While the Australian strains were eultured from anal/cloaeal or 
33 from fecal samples from wild mammals. A primary isolation ofthe strains was earried out by streaking the sample on a 
34 MaeConkey plate to oblain single eolonies. Only one isolate was taken from eaeh individual hos!. Subsequentiy, 
35 single eolonies from eaeh plate were restreaked twiee anta MaeConkey plates. Colonies morphologieally eonsistent 
36 with E. eoli were then tested for growth on minimal laetose and minimal eitrate plates. AII Lae+ Cit- eolonies wel'e 
37 tested to eontirm that they matehed the bioehemieal eharaeteristies of E. eoli: phenylalanine-, H2S-, urea- indole+ 
38 methly red+ Voges-Proskauer (13). In both laboratories, all ineubations were earried out ovemight at 37 oc. Following 
39 isolation all strains were immediately stored at -80°C 
40 In addition to the newly isolated strains, 13 strains from the E. coli referenee eolleetion (ECOR, 33), the 
41 sequeneed K 12 strain MG 1655 (2) and 6 strains from yellow baboons (Papio eynoeepha/lIs) were ineluded in the 
42 analysis (35). 
43 MLEE analysis. Multi-Ioeus enzyme eleetrophoresis using eellulose aeetate membranes was earried out in 
44 tris-Glyeine buffer, pH 8.5 (18). Ten enzymes were used: ADH (alcohol dehydrogenase), ARK (arginine kinase), 
45 G6PDH (glueose-6- phosphate dehydrogenase), IDH (isoeitrate dehydrogenase), MDH (malate dehydrogenase), ME 
46 (malie enzyme), MPI (mannose-6-phosphate isomerase), PEP (petidase), PGM (phosphoglueomutase) and XOH 
47 (xanthine dehydrogenase), Illoei were resolved with those enzymes sinee ME showed two loei. AIl ofthe strains were 
48 examined al least twiee to eonfirrn their eleetrophoretie type (Table 1). 
49 Biotype an.lysis. AIl strains were taken from freezer cultures and grown on MaeConkey plates. A single 
50 eolony of eaeh strain was tested for growth on minimal plates eontaining 0.4% (27) of one ofthe following sugars: 
5 \ adonitol (Ado), arabinose (Ara), duleitol (Dul), inositol (Ino), maltose (Mal), mannitol (Man), raffinose (Raf), rhamnose 
52 (Rha), salicin (Sal), suerose (Sue), sorbitol (Sor), trehalose (Tre) and xylose (Xyl). 
53 Antibiotic resistance .nd toxin production. Resistance to eaeh of 6 antibiotics was tested using Luria broth 
54 plates supplemenled wilh one ofthe following antibioties: ampieillin (50 ¡tg/ml), ehloramphenicol (12 ¡tglml), 
55 kanamyein (50 ¡tg/ml), neomyein (50 ¡tg/ml), streptomyein (50 ¡tg/ml) and tetraeyeline (25 )Jg/ml). The eoneentrations 
56 were based on previous studies of E. eo/i (27, 35). 
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1 Strains were also tested for haemolysin produetion with heart infusion agar supplemented with blood (5%) and 
2 for verotoxin produetion (VT) with Rainbow Agar Ol57™ (Siolog, Ine). Rainbow Agar Ol57™ is not a direet test for 
3 VT produetion, rather it deteets a trait that has been found to be highly correlated with VT produetion in elinieally 
4 pathogenie strains sueh as 0157:H7 (44). This strain is glucuronidase negative, while other VT produeing strains 
5 typieally over-produee ~-galaetosidase relative to ~-glueuronidase and it is the produetion ofthese two eompounds that 
6 Rainbow Agar™ has the ability to detee!. 
7 Plasmid analysis. Isolated eolonies were grown in TS medium and plasmids were extraeted with the alkaline 
8 Iysis proeedure (12). Plasmid profiles were run in 0.7% agarose gel and stained with ethidium bromide. Megaplasmids 
9 were extraeted direetly in horizontal agarose gels with a modifieated proeedure from Eekhardt (12). For purposes of 

10 statistieal analysis, the observed plasmid bands were assigned to eategories aeeording to their size. 
11 Statistieal aualysis. The isolates were grouped on the basis ofthe taxonomie order ofthe host from whieh 
12 they were isolated, host diet and host geographie origino These groups are naturally eonfounded (Carnivora usualIy eat 
t 3 meat) and it is not possible to separate their eontribution to phenotypie or genetie diversity. For example, Australia 
14 laeks native primates and Mexieo laeks Monotremes. To partially eompensate for these eonfounding effeets, various 
15 subsets ofthe data were used in the analyses. 
16 Average genetie diversity per loeus was estimated as: li = ~hjlm, where m equals the number of loei seored and 

17 hj = n/(n-I)( 1-~PiP), Pij is the frequeney of allele i at locus j, and n is the number of multiloeus genotypes (ET's) (31, 
18 39). Standard error ofH was obtained with the ETDIV program (46). The pairwise genetie distance between all strains 
19 was expressed as a distance matrix ofthe proportion ofloei at which dissimilar alleles oeeurred (39). Contingeney 
20 eoefficients were ca\culated to test for the assoeiation ofphenotypic traits (36). As contingeney eoeffieients do not range 
21 from -1 to I as is the case for parametric measures ofassociation, the absolute value ofthe coeffieients are not presented 
22 We used modified Q" statisties to analyze the data. For example, the proportion of genetie variation 
23 a!tributable to geographie effeets is (!!T-!!c)fI:!P where !!c is the arithmetie average ofthe H's caleulated separately for 
24 Eleetrotypes (ETs) from each locality, and liT is the diversity of all strains regardless of locality (30, 31, 39). The 

25 statistical significanee ofO" was analized with a ehi-squared test ofindependenee, using the formula: '1.2 =nO,,(a-I), 
26 where n is the number ofindividuals and a is the total number ofalleles; degrees offreedom are (k-I) (a-I), where k is 
27 the number ofsubdivisions (16). 

28 The frequeneies of different biotype traits were eompared using '1.2 tests or by Fisher's Exaet Tests where 
29 appropriate (36). 
30 
31 Phylogenetie analysis Esto hay que cambiarlo de acuerdo al nuevo arbol 
32 
33 RESULTS 
34 
35 Allozyme analysis. The 202 strains examined are of 187 genotypes (eleetrophoretie types. ETs). The number 
36 of alleles per loeus averaged 6.8 (Table 2, range 4-9). Null alleles were deteeted at allloei exeept MDH. The loeus 
37 with the greatest allelie diversity was ME2 (0.80) and 06PD was the least variable (0.441) (Table 2). The average 
38 allelie diversity (!! ± SE) for the II loei was 0.682 ± 0.034 for the 187 ETs, and for the 202 isolates we obtained an H 
39 = 0.673 ± 0.034. This genetie diversity ranges from Ji = 0.489, in the human related strains ofthe ECOR eolleetion, 
40 to Ji = 0.705 in the strains isolated from Mexiean mammals (Table 3). 
41 The genetie differentiation for host order, geography, and between rodents (australian and mexican) was 
42 significantly different from zero. The eountry of origin explained 4.7% ofthe diversity. Partitioning the strains on the 
43 basis of host order revealed that host taxonomy explained 7.5% ofthe genetie diversity ofthe total isolates. In Mexieo, 
44 strains were obtained from nine orders ofmammals and host taxonomy explained 11% (data not shown in table) ofthe 
45 diversity in these iso lates. The partitioning ofstrains from Mexieo by loeality aecounted for only 3% ofthe total genetic 
46 diversity (data not shown in table). In eontrast, the eomparison of strains isolated from rodents in Mexico and Australia 
47 revealed that geographie effeets explained 9.8% ofthe genetie diversity. 
48 Figure I presents a dendrogram generated by an NJ tree for the 202 strains in this eolleetion. The tree shows 7 
49 vel)' deep branehes with a genetie distanee (measured as proportion ofmismatehes) above 0.6. It is in the main cluster 
50 (C I and C2), where the ECOR eolleetion is represented . We observed that cluster A of ECOR is mainly grouped in the 
5l C I cluster, along with K 12 (MO 161645), while the ECOR groups SI, C .nd D are found together in our cluster C2. 
52 Two strains from ECOR group A (7 and 23) are also in cluster C2. In cluster CI we also found a tight group of 
53 Monotremata and Marsupials and a group ofMexican Carnivores. However, cluster C2 is the most diverse group in the 
54 tree, with strains from both Australian and Mexico. It is interesting that in this cluster strains from different hosts and 
55 eontinents have identical ETs; this phenomenon is not eommon in the rest ofthe tree. Cluster A has a group of 
56 Carnivores from Mexieo, while cluster S has a large group ofrodents from Mexieo. Cluster D is represented mostly by 
57 a large group ofrodents from Mexieo and a group ofChiroptera from the same eountl)'. Strains from Australian rodents 
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I cluster mainly in E and F. Strains from birds and primates are seanered in deep branehes from different elusters. but also 
2 in group G, indieating that these hosts are eolonized by very diverse and divergent E. eoli strains. 
3 Biotype analysis. A minority of the strains eould utilize adonitol, arabinose, duleitol, inositol, or salicin, 
4 while most strains eould ferment maltose, mannose, rhamnose, sorbose, trehalose and xylose (Table 4). For 10 ofthe 
5 12 substrates tested, the proportion ofstrains able to exploit a substrate varied signifieantly depending on the taxonomie 
6 group ofthe hoS! from whieh they were isolated (Table 4). The ability ofthe strains to ferment maltose, rhamnose and 
7 xylose was iodependent ofhost taxonomie group. Overall, strains isolated from hosts with diversified diets sueh as 
8 rodents, birds and marsupials eould ferment the greatest number ofsubstrates, while strains from hosts with very 
9 speeialized diets like: Monotremata, Cetaeea, Xenarthra and Sirenia eould exploit fewer sugars. 

10 Geographie effeets on the frequeney of sugar utilization eould also be deteeted. Comparing strains isolated from 
11 rodents in Australia and Mexieo revealed that, for mannitol, 32% (N= 16) ofthe strains from Australia eompared to 85% 
12 (N=30) ofthose from Mexieo eould ferment this sugar (P<O.OO 1). Similarly, 32% of strains from Australian rodents can 
13 ferment raffinose eompared to 64% ofthe strains from Mexiean rodents (P<0.02). 
14 Ofthe antibioties tested, resistanee to streptomyein was most frequent while resistanee to ehloramphenieol was 
15 rare (Table 5). Contrasting the frequeney of resistanee between strains isolated from Australia and Mexieo showed that 
16 resistanee to antibiotics was more frequent among strains from Mexieo than among strains from Australia. Overall, 
17 9.6% of strains from Australia were resistant to one or more antibioties eompared to 41 % of strains from Mexieo. There 
18 were an insufficient number of strains with resistanee to permit a detailed analysis ofthe distribution of antibiotie 
19 resistanee as a funetion ofhost taxonomie group. However, eonsidering the Mexiean isolates alone, strains isolated from 
20 bats tended 10 have a mueh higher frequeney ofantibiotie resistanee; For example, 46% were ampicillin resistant, 100% 
21 streptomyein resistant and 15% presented neomyein resistanee; none was resistant to the other antibioties. 
22 The mean number ofplasmids for all strains was 1.6. In Mexican strains we observed an average of 1.7 
23 plasmids per strain, while in the Australian strains this average was 0.4 plasmids per strain (x' = 322.8, p<O.OOI) 
24 Overall, 44% ofthe strains produeed more f3-galaetosidase relative to ~-glueuronidase ('verotoxin positive') and 
2S 2% of strains produeed haemolysin. No dWferenee in !he overall frequeney ofhaemolysins or'verotoxin produetion' 
26 between strains from Australia and Mexieo eould be deteeted (Table 6, p=0.32). However, the frequeney ofverotoxin 
27 produetion varied with the host taxonomie group from whieh the strains were isolated (Table 6). Among the Mexiean 
28 iso lates, the frequeney ofpositive strains ranged from 7% for strains isolated from Artiodaetyls to 68% in strains isolated 
29 from rodenls (p<O.OI). Iso lates from Australian rodents also showed a higherthan average frequeney ofverotoxin 
30 produetion eompared to strains from marsupials (p<0.05). 
31 Coneordanee analysis ofthe phenotypie traits using the strains isolated from Mexieo reveal that the presenee or 
32 absenee ofthese traits are not independent (Table 7). Three major forms ofassociation were deteeted: 1) The eo-
33 oeeurrenee ofthe ability to utilize the less frequently fermented sugars sueh as duleitol and inosito!. 2) The eo-
34 oeeurrenee of the inability to exploit sugars utilized by most strains sueh as xylose and trehalose. 3) The negative 
35 assoeiation oftwo traits; for example, where the ability to exploit one sugar (e.g., saliein) results in a lower than 
36 expeeted frequeney ofstrains able to exploit a seeond sugar (e.g., suerose). Resistanee to various antibioties was also 
37 found to eo-oeeur in a strain more often than would be expeeted by ehanee. Resistanee to ampieillin was assoeiated with 
38 the ability to utilize arabitol, adonitol, duleitol and salicin. Also the ability to exploit saliein was found to be more 
39 frequently assoeiated with streptomyein resistanee than expeeted. Similar kinds of assoeiation are seen in the strains 
40 from Australia (results not presented). 
41 We observed an unexpeeted result in the panem of resistanee to antibioties in Mexieo when we divided the 
42 samples by the distanee ofthe host to human environment (Table 8). In E. co/i, assoeiated with wild animals in 
43 isolated plaees, we obtained evidenee ofresistanee to more antibioties (average 0.45 ± 0.09 S.E, Table 8) than in the 
44 otherhuman related sourees from Mexieo (weighted average ofa1l the other sourees = 0.43 ± 0.01). The ECOR 
45 eolleetion has the highest antibiotie resistanee (average =0.68 ± 0.02 S.E., data not shown in table). We observed that 
46 most ofthe multiresistant strains from wild mammals did not have any plasmids, suggesting that the genes for 
47 antibiotie resistanee are ehromosomal in the wild strains. On the other hand, plasmid number is eorrelated with human 
48 eontae!. We observed a higher number ofplasmids in the sample from Mexieo City and ECOR but the lower numbers 
49 were observed in the isolated fauna of Australia (Table 8). 
50 
51 OISCUSSION 
52 
53 The average genetie diversity (l::l) for the 11 loei in this eolleetion of E. coli was 0.682. We intentionally 
54 seleeled a wide range of"good and informative eharaeters" based on the analysis done by Selander and eoJlaborators 
55 (41). The observed ti would ehange if other loei were seleeted or ifthe MLEE where performed with stareh and 
56 diseontinous buffer with a different pH (18). For example. based on Il loei, the ti was originally determined to be 0.42 
57 for the ECOR eollection (33). Subsequently, the number of loci examined was inereased to 35 resulting in ti deelining 
58 to 0.34 (41). The sample ofthe ECOR analyzed by us with the resl of the strains gave a Iittle higher estimate 
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1 (!i=0.489) than previous studies (33, 41). This resull rejlecIs IhefacI Ihal we selecled 13 slrains oflhe ECOR Ihal 
2 represenled 5 clades and several differenl hosls (41). In any case, estimated ti from our eolleetion is higher than the 
3 diversity reported for any eolleetion of E. eoli (6, 26, 34, 37, 41, 46-48) and higher than most studied bacteria (8, 9, lO, 
4 14, 28, 29, 38, 42, 45). However, eomparisons of genetie diversity among species are not straightforward. One 
5 problem eoneeros the way in whieh baeterial species are defined (11). For example, until reeently the genus Salmonella 
6 eonsisted ofseveral serologieally defined speeies, where sorne species eonsisted ofa single clone. Currently, the many 
7 serovars of Salmonella are now elassified as a single species, S. enlerica (42). 
8 It appears that elinieal E. coli is genetically more diverse than others opportunistie pathogens ofhumans (7, 41, 
9 49) as Neisseria meningilildis (8), Haemophylus influenzae (28), Bordelella bronehisepliea (29) and Legionella 

10 pneumophilia (38). However, studies offree-Iiving bacteria sueh as Baeillus spp. have determined a very high genetie 
11 diversity (lO, 20). This is also true ofmany ofthe Rhizobium species (14, 45). 
12 Although the sample ineludes isolates from all ofthe major mammalian orders (98.3% ofthe species are within 
13 those orders, 31), isolates from some minor orders are laeking. Nevertheless, when we add 10 isolates from 10 different 
14 birds (a very distinet group of E. eoli, Figure 1) the genetic diversity ¡nereased only 0.2%. The geographie seope ofthe 
15 sample is also patehy, with only a few strains from Africa or Asia and none from either polar region. The results 
16 suggest, however, that filling these gaps may not signifieantly in crease estimates ofthe genetie diversity of E. eoli. For 
17 example, the Mexiean mammalian samples alone, the genetie diversity was estimated as 0.698 ± 0.048 (data not shown 
18 in Table). Inelusion ofthe Australian samples, whieh represent an isolated eontinent with a unique mammalian fauna, 
19 lowered the estimate ofthe genetie diversity by 1%. 
20 Previous studies of E. eoli suggest that mueh ofthe observed allelie variation is seleetively neutral and this, 
21 eoupled with a large effeetive population size, can explain mueh ofthis species' genetie diversity (41, 50). Population 
22 strueture has been thought to aeeount for Iittle of the observed diversity (6, 11, 21, 41), However, genetie diversity in 
23 this eolleetion of E. coli is probably eeologieally struetured. This is most apparent when levels of diversity are 
24 eompared between E. coli isolated from human hosts and those isolated from mammals as a whole. Estimates of genetie 
25 diversity using strains isolated from human fecal samples range from 0.45 to 0.54 (41, 50). This is about two thirds of 
26 the diversity found in this eolleetion of E. eoli. However, there is a eaveat assoeiated with this observation. The 
27 majority of strains from human s were isolated from people living in the developed eountries of the West. Although 
28 some studies have ineluded strains from Tonga even these are suspeet sinee Tonga, was used as a miJit.ry base by both 
29 US and New Zealand forees during WWII (4). lt is therefore possible that the diversity of E. eoli from humans is 
30 underestimated. A high degree ofgenetie diversity (H=0.61) has been found in E. eoli isolated from sewage (34). These 
31 sewage s.mples undoubtedly represent two quite distinet sourees of strains: those from the species' primary habitat, the 
32 lower intestinal traet, and those from its seeondary habitat, the environment. Whittam and eollaborators (46-48) have 
33 shown that E. eoli populations inhabiting sympatrie primary and seeondary habitats are quite distinet from one another 
34 in terms of their clonal eomposition (50). 
35 AII the statistieal analyses lead to the supposition that host diet and geographie origin as well as taxonomy of 
36 the host, struetures the genetie relationships among E. eoli strains. Ten pereent ofthe genetie diversity from rodents 
37 from two eontinents (Australia and North Ameriea) can be explained on geography alone. This eontrasts with the 
38 observation that spatial strueture aeeounts for only 2% ofthe genetic diversity among strains isolated from humans 
39 living in North Ameriea and Europe (27). That spatial strueture aeeounts for so little ofthe genetie diversity of E. eoli 
40 from humans probably refleets the faet that the samples are derived from a single, highly mobile host species. The mueh 
41 larger geographie eomponent of diversity observed in the strains from rodents can be attributed to both Australia's long 
42 isol.tion and to the distinet rodent eommunities ofthe two eontinents. The dendrogram depieted in Figure I provides 
43 additional support for the observation that host and geographie effeets eontribute to the genetie strueture ofE. coli 
44 populations. For example, strains isolated from Rodents and Carnivores seem to cluster more often than other hosts, as 
45 do Australian strains. In addition, all the ECOR strains from humans that were ineluded in the analysis are present in a 
46 cluster. Interestingly, all the ECOR from Perisodaetyla are together, even ifin the original tree they be long to separated 
47 elusters. The only human ECOR that is not in CI is isolated from Tonga (this strain was in Cluster D in the original 
48 tree, 40). Even though if our ECOR sample is very small, our new tree apparently is separating the ECOR eolleetion 
49 more by the host specie than the previous tree. 
SO The type and range of sugars that can be exploited by E. eo/i strains is assoeiated with the taxonomic group of 
51 the host from which the strains were isolated (Table 3). Signifieant heterogeneity in sugar utilization also resulted when 
52 strains were grouped on the basis ofhost diet. Nevertheless, these results are somewhat ambiguous. This may refleet!he 
53 joint problem of sample size for the diet grouping (for example, 4 dietary modes among the 14 bat hosts) and the 
54 inevitable interaetions between host taxonomy and die!. Overall, E. eoli from the less represented hosts with speeialized 
55 diets (monotremes, dolphins, Xenarthra and Sirenia) exploited the fewest sugars, the strains from hoofed mammals used 
56 also few sugars; while bacteria from birds, marsupial s and rodents could utilize the larger number of sugars. The 
57 frequeney with whieh strains can exploit some sugars \Vas also found to vary with the geographie origin ofthe strains. 
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1 For example, a greater proportion of strains from Mexican rodent' can utilize raffinose and mannitol than strains from 
2 Australian rodents. 
3 The observation that the frequency of substrate utilization may be influenced by the host and geographic origin 
4 of E. coli strains, makes comparisons with previously published studies difficult. The majority of strains (69%) in 
5 ECOR that where isolated from strictly herbivorous mammals could exploit raffinose, whereas in this study less than 
6 halfthe strains recovered from the herbivorous groups could utilize raffinose (27, 33,41). Only 30% ofECOR strains 
7 can ferment sorbose, as eompared to the 82% frequeney of utilization observed in this study (27, 33, 41). No ECOR 
8 strains eould use salicin, while in this study 9% ofthe strains did so, in eontrast with 41% in a population ofstrains 
9 from yellow baboons (35). 

10 In addition to substrate utilization, verotoxin produetion, (measured with Rainbow AgarTM as over-produetion 
II of f3-galaetosidase relative to f3-glueuronidase) also appears to be influeneed by host taxonomy. Sinee verotoxins are more. 
12 rrequent in strains from rodents from both continents, this is consistent with the idea ofrodents as reservoir hosts of 
13 many diseases (1). On the other hand, Artiodaetyls have strains with the lower % ofverotoxin produetion, eontrary to 
14 the belief that domestie eattle naturally harbor verotoxin producing E. coli (i. e. O I 57:H7) (43,44). 
15 Host digestive physiology and anatomy clearly vary among mammal species and refleet the interaetion of 
16 phylogeny and diet. Host diet will in turo influenee the kinds of growth substrates available to E. eolio As a result, the 
17 speeies wiIJ be confronted with very different biotie and abiotie environments in different host species. Our study 
18 suggests that these different environments result in E. coli exhibiting sorne degree ofhost specificity. Further work is 
19 required to determine the meehanisms responsible for this speeificity and the role that sueh speeificity plays in E. eotrs 
20 evolution . 
21 The number and size ofplasmids is highly variable in E. eoli, ranging from hundreds ofbp to several hundred 
22 kilobase pairs. Their G+C eontent can vary widely and is oflen different from that oftheir usual bacterial host, 
23 indicating a variety of sources from which plasmids (or part ofthem) are derived (3, 19,22-24). This is why no pattern 
24 had been observed in the number ofplasmids in these bacteria (3, 23). However, we observed that, with human 
25 proximity, the nllmber ofplasmids per strain increases. This could be the reflection ofthe acquisition ofaccessory 
26 elements due the inerease of densities ofboth hosts and bacteria in the cities, which could facilitate the movement of 
27 plasmids among strains of E. coli as well as among other related bacteria. Sueh exehange was observed by Boyd et al. 
28 (3) who analyzed the strueture ofF-related plasmids in the ECOR eolleetion. They found different phylogenetie 
29 relationships between the plasmids and between the bacterial strains, suggesting that horizontal transfer occurs at high 
30 rates within the ECOR collection. 
31 
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1 
2 Table 1. The Eseheriehia eoli strains examined in this study with their electrophoretic profile. 
3 

Host species (strain referenee) 

Gopherus flavomarginatus (57) 
T.1chyglosus aeuleatus (TA309) 
Tachyglosus aeuleatus (TA31 O) 

Tachyglosus aculeatus (TA311) 
Ornithorhynchus anatinus (TA319) 
Ornithorhynchus anatinus (TA32) 

Marmosaeamescens (64) 
Didelphis virginiana (79) 
Dide/phis virginiana (2048) 
Didelphis virginiana (2049) 
Didelphis virginiana (2050) 
Phi/ander opossum (1698) 
Cercatetus eoneinnus (TA002) 
Anteehinus bellus (TA 148) 
Anteehinus j1avipes (TA237) 
Anteehinus swainsonii (TAI53) 
Da»nlrus geofroii (TA 124) 

Dasyurus ha/lucatus (T A2GO) 
Dasyurus maculatus (TA036) 

Sminthopsis maCroura (TA244) 

Sminthopsis murina (TA 151) 
Sminthopsis delichura (TA 120) 
Betlongia peniciliata (TA 1 15) 
Lagorchestes hirsutus (TA263) 

Macropus eugenii (TA052) 
Macropusfulginosus (TA004) 
Macropus gigante,/S (TA057) 

Petrogale lateralis (TA135) 
Perameles nasuta (TA020) 
Petaurus breviceps (TA243) 

Pseudocheirus peregrinus (TA022) 
Trichosurus vulpecula (TA038) 

Phascolarctos cinereus (TA003) 
Sorex sp.(23S) 
Sorex sp.(240) 

Taehyglosus aeuleatus (TA051) 
Tadarida brasiliensis (259) 
Tadarida brasiliensis (261) 
Tadarida brasiliensis (266) 
Desmodus rotundus (25) 
Desmodus rotundus (26) 
Leptan)'eteris nivalis (31) 

Leplonycteris nivalis (33) 
Leptanycteris nivalis (36) 
Carallia brevieauda (40) 
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Caro/lia brevieallda (41) 

Carol/ia brevicauda (42) 
Nyelophilus geqffroyi (TA225) 

A/ollalla palliala (1638) 

Alo.uatta pal/iata (1639) 
Afoualla palliala (1640) 
A/oualla palliata (1731) 

Alo.ual/a pigra (1699) 
Aleles geoffi'ayi (1669) 

Papia eynaeepha/us (B 1 84) 

Papio. eynocephalus (B 197) 
Papia eynaeepha/us (B307) 

Papio. eynaeepha/us (B349) 

Papia cynaeephalus (B427) 

Papio. cynocephalus (B430) 

ECOR7orangutan 

Hamo. saplens (45) 

Hamo. saplens (46) 

Hamo. saplens (47) 
ECORlhum.Iowa 
ECOR5hum.lowa 

ECOR8hum.lowa 

ECOR 1 Ohum.NYork 

ECORllhum.Sweden 

ECORl2hum.Sweden 

EC0R26hum.Mass 

ECOR41 hum.Tonga 

Sylvi/agus sp.(80) 
Oryelo/agus eunieufus (2355) 
Oryelo.lagus eunieu/us (2356) 

Orvelalagus euniculus (2357) 
Ramerafaglls diazi (2372) 
Romerafaglls dia;i (2373) 

Romerala",,,' dia;i (2374) 
Dasypus sp.(2395) 

Dasypus sp.(2396) 

Nyclo.mys sp.(69) 

Baiamys museu/us (75) 

Habram.vs sp.(88) 

Habramys sp.(89) 

Peramyscus sp.(71) 

Pera,"yscus sp.(72) 

Peromyscus sp.(73) 

Peramyscus mega/ops (95) 
Peromyscus boylii (96) 

Peramyscus baylii (97) 
O~vzo.mys sp.(58) 

OI;\I;amys sp.(S9) 

Oryzamys sp.(60) 
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Sigmodon mascolensis (67) 
Slgmodon maseo/ensis (68) 
Ne%ma albigula (296) 
Ne%ma albigula (297) 
Ne%ma a/bigula (298) 
Zyzomys argurus (TA140) 
Zyzomys argurus (TA 141) 

Zyzomys argurus (TA 150) 
ROl/us ral/us(TA20 1) 
Ralll/S rol/us (T A063) 
ROl/us lu/reolus (TA053) 
ROI/Us lulreolus (TA I 07) 
Ral/us foscipes(T A216) 
Rol/us foscipes (TAOO 1) 

Pseudomys apodemoides (TA093) 
Pseudomys apodemoides (TA096) 
Mus museu/us (TA072) 
Mus museu/us (TA074) 
Mus museu/us (TA I 05) 
Mus museu!us (3490) 
Mus museulus (3491) 
Mus museulus (3492) 
N%mys mi/ehelli (TA098) 
NOlomys mi/ehelli (TA 100) 
N%mys mí/ehelli (TA 102) 
Hydroehaeris hydrochaeris (2079 
Hydroehaerís hydroehaeris (2080 
Liomys pie/Us (76) 
Liomys pielUs (78) 
Líomys pielUs (I9) 
Líomys pic/lIs (20) 
Líomys pielus (21) 
Dípodomys merriami (286) 
Dipodomys merriami (287) 
Dípodomys merriami (288) 
Perogna/hus penieillalus (820) 
Perognalhus penicilla/us (821) 
Perogna/hus penieilla/us (822) 
Tursiops /r!lnea/us (2025) 
Tursiops /runcalUs (2026) 
Tursíops Irunca/us (2027) 
Felis eOl1c%r (268) 
Felis eOl1c%r (269) 
Fe/is ea/us (8) 
Felis ea/us (9) 
Fe/is ea/us (10) 
Panthera onca (65) 
Panthera onea (66) 
Panthera Ol1ea (270) 
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LUlra longicaudis (1930) 
LU/ra longicaudis (\93 \) 
LUlra longieaudis (1932) 
Bassariscus as"'Ius (84) 
Bassariscus aslUlus (815) 
Bassariscus as/u/us (816) 
Bassarisclls aSl,,"'s (817) 
Nasua narica (2060) 
Nasua narica (2062) 
Procyon l%r (2064) 
Procyon 10lor (2065) 
['roeyon 10101' (2066) 
Canis lalrans (90) 
Canis lalrans (91) 
Conis la/rans (92) 
Conis la/rans (824) 
Canis lalrans (825) 
Canis lalrans (830) 
Canis familiaris (1) 
Canis familiaris (2) 
Canis familiaris (3) 
Urocyon cinereoargenteus (272) 
Urocyon cinereoargenteus (299) 
Urocyon cinereoargenteus (300) 
Urocyon cinereoargenteus (30 \) 
EC0R23elephant 
Triehechus mana/us (1735) 
Tric/¡echlls mana/lIS (\ 736) 
Tapirus boirdii (1666) 
Taplrus bairdii (1667) 
Tapirus bairdii (1668) 
Tapirus boirdii (\ 937) 
Tapirus terreslris (238 \) 
Tapirus /erreslris (2382) 
Equus cabal/us (807) 
EquZ/s caballZ/s (808) 
EquZ/s caballZ/s (809) 
ECOR45pig 
TayassZ/ /ojacu (2055) 
Odocoeileus virginianus (63) 
Odocoeíleus virginianlls (\984) 
Odocoeileus virginionus (\ 985) 
EC0R27giraffe 
Bos /aurZ/s (2376) 
Bos /aurus (2379) 
ECOR33sheep 
avis aries (\ 965) 
avis aries (\ 966) 
avis aries ( \ 967) 
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Sula nebollxi (\37) 4 7 S 4 3 ° 2 3 2 4 3 
Aquila chrysaelus (55) 5 6 6 2 4 ° 2 2 3 3 
Aralinga.cGnicularis (48) 5 6 4 3 3 O 3 I 3 4 
Calolhorax lucifer (207) 6 2 4 2 2 O 3 3 2 2 4 
Amazilia bery/lina (225) 3 4 4 2 I O 3 4 
Henicorhina leucophrys (151) 4 3 S 3 3 O 2 5 2 3 3 
Basileuterus belli (108) 4 3 4 2 3 O 2 2 3 
Al/apeles brunneinucha (\26) 3 2 5 3 3 O 2 3 2 3 4 
Passer domestícus (345) 6 7 4 4 2 O 3 3 2 4 4 
El7lpidonax sp.( 161) 4 3 2 3 4 O 4 2 2 

1 
2 Table 2. The number of alleles and allelic diversity for 13 loei in 238 E. co/i strains 
3 

Locus No. of Alleles h 

ADH-I 9 0.736 
ARK 6 0.617 
G6PD 5 0.441 
lDH 7 0.778 
MDH 6 0.730 
MEI 4 0.531 
ME2 9 0.800 
MPI 8 0.786 
PEP 8 0.697 
PGM 7 0.727 
XDH-I 6 0.654 

Average 6.8 0.682 

4 
5 Table 3. Genetic diversity and genetic differentiation in Escherichiacoli from different geographical 
6 origins and different host phylogeny and dieto 
7 
8 

Level of analysis Origin ofthe strain N N H G" p 
alleles (±S.E.) 

Geographic Australia 41 4.18 0.566 
Mexico~ 131 6.82 0.705 
ECOR 13 2.73 0.489 0.047 íO.014~ 0.00001 

Host order Carnívora 29 4.55 0.653 
Rodentia 48 4.82 0.657 

Marsupialia 25 4.27 0.603 
Primates 22 4.36 0.658 

Chiroptera 14 4.18 0.665 
Artiodacty la 11 3.09 0.511 
Perisodactyla 10 3.18 0.608 

Aves 10 3.36 0.630 0.075 (O.OIIl 0.00001 
Host diet Omnivore 66 5.45 0.646 

Granivore 28 4.91 0.645 
Carnívore 12 4.27 0.671 
Herbivore 50 5.82 0.645 
lnsectivore 23 4.36 0.672 0.025 (0.007) 0.126 

Host diet Mexico 1 \0 6.74 0.698 0.044 (0.0 12~ 0.0052 
Host diet Australia 4\ 4.\8 0.566 0.01 (0.01) \ 
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Australia 

Rodents 

I 

Rodents 
Marsupials 
Australia 
Mexico 

16 
19 
16 
30 

2 • The Mexiean sample ineludes samples from 10 birds 
3 
4 

2.91 
3.55 
2.91 
4.73 

0.515 
0.552 
0.515 
0.639 

0.036 (0.011) 0.184 

0.098 (0.03) 0.00001 

5 Table 4. Vari.tion in sugar utilization among Escherichia coli strains as a function ofhost taxonomic group. 
6 

HostGroup· N Pereent Utilization 

Ada Ara Oul Ino Mal Man Raf Ram Sal Sor Sue Tre 

Aves 10 20 10 50 40 80 80 40 90 50 100 80 100 

Artiodaetyla 12 O O 8 O 100 25 50 75 O 58 33 91 
Carnivora 33 6 O 39 O 100 76 67 91 O 91 70 100 
Cetaeea 3 33 O O O 100 O O 100 O 100 100 100 
Chiroptera 12 29 O 79 29 93 100 79 93 50 86 100 100 
Insectivora 2 50 O O O 100 100 50 33 50 50 50 100 
Lagomorpha 7 14 43 O O 100 100 43 57 O 100 43 100 
Marsupialia 28 4 4 11 11 100 86 39 86 4 89 71 100 
Montremata 5 O O O O 100 O O 80 O 100 60 100 
Perissodaety la 9 33 O O O 100 56 33 67 O 89 22 100 
Primates 24 5 5 14 O 100 54 50 68 O 55 64 91 
Rodenti. 51 10 4 10 2 90 64 50 78 10 84 70 90 
b • ••• ••• ••• ns ••• • ns ••• • •• •• * 
ECOR 13 32 39 81 O 39 11 

7 
8 a does not inelude the single isolate from an elephant and a dessert turtle. 

9 b X' analysis included only those host groups where N> 1 O, 
10 • p<0.05, .* p<O.OI,··· p<O.OOI. 
I I 
12 
13 Table 5. Overall frequency of antibiotic resistance in E. coli and comparison offrequencies 
14 between strains isolated from Australia and México. 
15 

Trait Pereent Positive X' 
AII Strains México (N~135) Australia (N-46) 

Ampicillin 13.4 18.5 5.8 • 
Chloramphenicol 0.8 0.6 O ns 
Streptomycin 23.9 32.6 5.8 ••• 
Kanomycin 2.1 3.3 O ns 
Neomycin 3.4 2.6 O ns 

16 
Tetrac:¡:cline 5.9 7.8 O • 

17 l' Significance levels as presented in Table 4 

Xyl Total 
Sugars 

90 13 

75 9 
100 10 
100 7 
93 '12 
50 10 
100 10 
100 13 
100 6 
78 9 
91 11 
90 13 
ns ••• 
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1 Table 6. Frequency of dark colonies in rainbow agar in E. coli strains isolated from various wild hosts. 
2 

CountI)' Group N %Positive 

México Artiodactyla I1 8 
Carnivora 29 47 
Chiroptera 13 61 
Perissodactyla 10 70 
Primates 22 32 
Rodentia 30 67 

Australia Marsupialia 19 35 
Rodentia 18 67 

3 
4 
5 
6 Table 7. The assoeiation of various phenotypic traits in E. coli isolated in Méxicot . 
7 

Ara Ado Dul Ino Mal Mao Raf Rha Sal Sor Suc Tre Xyl Amp Str Kan Neo 

Ado O 
Dul O O 
lno O pt p 

Mal O O O P 
Man O O O O O 
Raf O O P O O O 
Rha O O P O O O O 
Sal O p P P O O O 
Sor O O O O a O O a O 
Suc O O P O O O P O O 
Tre O O O O a a O O O O O 
Xyl O O O O a O O a O a a a 
Amp p p p O O O O P O O O O 
Str O O O O O O O P O O O O P 
Kan O O O O O O O O O O O O O P O 
Neo O O O O O O O O O O O O O P O P 
Tet O O O O O O O O O O O O O O P P P 

8 
9 ::: Only those assoeiations found to be significant at the p<O.OI level are presented. 

10 
., 
I P denotes the joint presence of arare trait, a the joint absence of a common trait, and - the negative 

11 asseeiation of two traits. 
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1 
2 Table 8. Antibiotie resistanee and plasmid number in Escherichia coli isolated trom different sourees in relation to their 
3 proximity to human environment. 

Averageof Averagenumberof 
Country Proximity to human environment • SouTee n total antibiotie resistanee 

plasmids (±S. E.) 
(±S.E.) 

Australia More than 100 miles from city Wild mammals 46 0.45 (0.09) 0.19 (0.01) 
Mexico More than 100 miles from city Wild mammals 86 1.20 (0.12) 0.58 (0.06) 
Mexieo Less than 100 miles from city Wild mammals 14 1.55 (0.42) 0.42 (0.09) 
Mexieo Zoo Wild mammals 9 1.86 (0.45) 0.33 (0.17) 
Mexico Cities Domestie 23 2.09 (0.42) 0.47 (0.08) 

mammals 
Mexico Cities ECOR and non- 14 2.62 (0.65) 0.66 (0.09) 
and USA pathogenie 

4 
5 • 10 strains were excluded from the analysis because tield data were not complete. 
6 
7 
8 Appendix l. The host eharaeteristies and geographical origins of Escherichia coli from wild mammals and birds. 
9 

Host species (strain number) Order Diet Proximity to Country 
humans 

Gopherusjlavomargina/l/s (57) Reptilia Herbivore Wild Mexico 
Tachyglosus aeuleatlls (TA309-311) Monotremata Inseets. Wild Australia 
Orni/horhynehus analinus (TA319-320) Monotremata Inseets Wild Australia 
Marmosa eaneseens (64) Marsupialia Omnivore Wild Mexico 
Didelphis virginiano (79, 2048-2050) Marsupialia Omnivore Wild Mexieo 
Philander opossum (1698) Marsupial ia Omnivore Wild Mexieo 
Cerca/etus eoneinnus (TA002) Marsupialia Omnivore Wild Australia 
Antechinus be/lus (TA 148) Marsupialia Inseets Wild Australia 
Antechinusjlavipes (TA237) Marsupialia Inseets Wild Australia 
An/echinus swainsonii (TA 153) Marsupialia Inseets Wild Australia 
Dasyurus geofroii (TA 124) Marsupialia Carnivore Wild Australia 
Dasyurus halluca/us (TA260) Marsupialia Carnivore Wild Australia 
Dasyurl/s macula/us (TA036) Marsupialia Carnivore Wild Australia 
Smin/hopsis macroura (TA244) Marsupialia Inseets Wild Australia 
Sminthopsis ml/rina (TA 151) Marsupialia Inseets Wild Australia 
Smin/hopsis delichura (TA 120) Marsupialia Inseets Wild Australia 
Bel/ongia penicil/ata (TA 115) Marsupialia Herbivore Wild Australia 
Lagorchestes hirsu/us (TA263) Marsupialia Herbivore Wild Australia 
Macropus eugenii (T A052) Marsupialia Herbivore Wild Australia 
Macropus filiginosus (TA004) Marsupialia Herbivore Wild Australia 
Macropus giganteus (TA057) Marsupialia Herbivore Wild Australia 
Pe/rogale la/eralis (TA 135) Marsupialia Herbivore Wild Australia 
Perameles nasuta (TA020) Marsupialia Inseets Wild Australia 
Pe/aurus breviceps (TA243) Marsupialia Omnivore Wild Australia 
Pseudocheirus peregrinlls (TA022) Marsupialia Herbivore Wild Australia 
Trichosurus vulpecula (TA038) Marsupialia Omnivore Wild Australia 
Phascolarc/os cinereus (TA003) Marsupialia Herbivore Wild Australia 
Sorex sp.(238, 240) Inseetivora Inseets Wild Mexieo 
Tachyglosus aculea/us (TA051) Chiroptera Inseets Wild Australia 
Tadarida brasiliensis (259, 261, 266) Chiroptera Inseets Wild Mexieo 
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Desmodus rolundus (25,26) Chiroplera BloOO. Close lo city Mexíco 
¿eplonycleris nivolis (31, 33, 36) Chiroplera Neelar Close lo eity Mexíeo 
Cal'Ollia brevicauda (40, 41, 42) Chiroplera Neclar Wild Mexíco 
Nyclophilus geojJroyi (TA225) Chiroplera Inseels Wild Auslralia 
A/ouol/a pal/iala (\638-\639) Primales Herbivore Wild Mexíeo 
Aloual/a palliala (J 73 J) Primates Herbívore Zoo Costa Ríea 
A/ouatla pigra (\699) Primales Herbivore Wild Mexíco 
Aleles geojJroyi (1669) Primales Herbivore Wild Mexíeo 
Papia (6 \ 84-430) Primales Omnívore Wild Afriea 
ECOR70rangulan Primates Omnivore Zoo EUA 
Homasapiells (45-47) Primates Omnivore Cily Mexico 
ECOR J hum.Jowa Primates Omnivore Cíty EVA 
ECOR5hum.lowa Primates Omnivore Cíly EUA 
ECOR8hum.Jowa Prímates Omnívore Cíly EUA 
ECORIOhum.NYork Primates Omnívore City EUA 
ECORJ \hum.Sweden Primates Omnivore Cily Europe 
ECOR \ 2hum.Sweden Prímales Omnívore Cíty Europe 
ECOR26hum.Mass Primales Omnivore City EUA 
ECOR4\ hum.Tonga Primales Omnivore City Australia 
Sylvilagus sp.(80) Lagomorpha Herbívore Wild Mexieo 
Oryelo/agus eUllieu/lIs (2355-2357) Lagomorpha Herbivore Wild Mexíco 
Romerolagus diazi (2372-2374) Lagomorpha Herbívore Close lo eíty Mexico 
Dasypus sp.(2395-2396) Xeramlha Omnivore Wild Mexíco 
Nyclomys sp.(69) Rodenlia Granivore Wild Mexieo 
Baiomys museu/us (75) Rodenlia Granivore Wild Mexico 
Habramys sp.(88-89) Rodenlia Granivore Close lO cíty Mexico 
Pero",yscus sp.(7 \ -73) Rodenlia Granivore Wild Mexico 
Peromysclls megalops (95) Rodenlia Granivore Wild Mexieo 
Peromyseus boylii (96, 97) ROOenlia Granivore Witd Mexieo 
Oryzomys sp.(58-60) Rodenlia Granivore Wild Mexico 
Siglllodon mascolens;s (67,68) Rodenlía Omnivore Wild Mexico 
Ne%ma a/bigula (296-298) Rodenlia Omnivore Wild Mexico 
Zy=omys argurus (TAI40, \4\, \50) Rodenlía Granívore Wild Auslralia 
Rattus rattus (TA20\, 063) Rodenlía Omnivore Close lO eity Auslralia 
Ra/tus {U/rea{us (TAOS3, \07) ROOenlía Omnívore Wild Australia 
Ra/tusjilscipes (TA 001, 216) Rodentia Omnivore Wíld Australia 
Pselldomys apodemoides (TA093, 096) Rodentia Herbivore Wild Australia 
Mus museulus (TA072, 074, 105) Rodentia Omnivore City Australia 
Mus mllsell/lIs (3490-3492) ROOentia Omnivore City Mexico 
N%mys milchelli (TA098, lOO, 102) Rodentia Granivore Wíld Australia 
Hydrochaer;s hydrochaeris (2079-20&0) Rodenlia Herbivore Zoo Venezuela 
Uomys pie/liS (76, 78) Rodentia Granivore Wild Mexieo 
Lio.,)'s pie/liS (\9-2\) Rodenlia Granivore Zoo Mexieo 
Dipodomys merriami (286-288) Rodentia Granivore Wild Mexieo 
Perogl1a/hlls penicillalus (820-822) ROOentia Granivore Wild Mexico 
TlIrsiops /runcatus (2025-2027) Cetaeea Carnivore Wild Mexíeo 
Felis canc%/' (268, 269) Carnivora Carnívore Wild Mexíco 
Felis ea/us (8- lO) Carnívora Omnivore Domestie Mexieo 
Pcm/hera onea (6S, 66,270) Carnivora Carnivore Wild Mexico 
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¿ulra longicaudis (1930-1932) Carnívora Carnivore Zoo Mexico 
Bassariscus aslutus (84, 815-817) Camivora Omnivore Wild Mexico 
Nasua narica (2060, 2062) Carnivora Omnivore Wild Mexico 
Procyon 10101' (2064-2066) Carnivora Omnivore Wild Mexico 
Canis lalrans (90-92, 824, 825, 830) Carnivora Omnivore Wild Mexico 
Canis familiaris (1-3) Carnívora Omnivore Domestic Mexico 
Uroeyon einereoargenteus (272, 299-301) Carnivora Omnivore Wild Mexico 
ECOR23elephant Paquiderma Herbivore Zoo EUA 
Trieheehus manalUS (1735, 1736) Sirenia Herbivore Wild Mcxico 
Tapirus bairdii (1666-1668,1937) Perissodacty 1 Herbivore Wild Mexico 
Tapirus lerreslris (2381-2382) Perissodactyl Herbivore Wild Venezuela 
EquZls eaballus (807-808) Perissodactyl Herbivore Domestic Mexico 
ECOR45pig Perissodacty 1 Herbivore Domestic Asia 
Tayassu lajaeu (2055) Artiodactyl Herbivore Wild Mexico 
Odocoeileus virginianus (63, 1984, 1985) Artiodactyl Herbivore Wild Mexico 
ECOR27giraffe Artiodacty 1 Herbivore Zoo EUA 
Bos lal/rus (2376, 2379) Artiodactyl Herbivore Domestic Mexico 
ECOR33sheep Artiodactyl Herbivore Domestic EUA 
Ovis aries (1965-1967) Artiodactyl Herbivore Close to city Mexico 
Sula nebollxi (137) Aves Carnivore Wild Mexico 
Aqui/a ehrysaelus (55) Aves Carnivore Wild Mexico 
Aralinga caníeulads (48) Aves frugivore Wild Mexico 
Calolhorax lucifer (207) Aves Nectar Wild Mexico 
Amazilia beryllina (225) Aves Nectar Wild Mexico 
Henicorhina leueophrys (151) Aves Insects Wild Mexico 
Basileulerus belli (108) Aves lnsects Wild Mexico 
Allapeles ¡'runneinueha (126) Aves Insects Wild Mexico 
Passer domestieus (345) Aves Granivore Wild Mexico 
Empidonax sp.( 161) Aves Insects Wild Mexico 
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ABSTRACT 

PCR amplification of three plasmidic genes involved in AlE lesions were performed in 142 strains 

of E. coli from wild mammals and human hosts. The three genes together were only amplified in 71 % of 

EPEC. The per gene was prevalent in 100% of EPEC and 86% of EHEC. 

Escherichia coli has been recognized as an important pathogen that causes diarrhea in humans. It 

has been c1assified into five different categories on the basis of pathogenic mechanisms: enterotoxigenic 

(ETEC), enteropathogenic (EPEC), enteroinvasive (EIEC), enterohemorrhagic (EHEC), and enteroadherent 

(13). Since EPEC produces acute and persistent infantile diarrhea, the genes and mechanisms involved in its 

virulence have been studied extensively (3, 4, 13). 

It is known that several chromosomal and plasmidic genes are required to initiate the full virulence 

of EPEC leading to the pathology known as Uattaching and effacing" (AJE) lesion (16). The chromosomal 

genes are part of a pathogenicity island known as LEE locus (9, 14. 15), whilst Ihe plasmidic genes are 

found in a 60 MDa plasmid called EAF (UEPEC adherence factor") (7, 17). 
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The role of plasmidic genes in" the pathogenesis of EPEC, was first demonstrated by Baldini et al. 

(1). Nataro et al. (17) observed a decrease in virulence of the EPEC strains which lost the EAF plasmid. 

Since then, many plasmidic genes involved in EPEe pathogenesis have been identified (4, 6, 7, 8, 10, 11, 

23). 

The first step in EPEC infection is the characteristic adherence to epithelial cells in microcolonies, a 

pattem termed as localized adherence (LA) (2, 20) with the genes responsible for this phenotype being 

encoded in the EAF plasmid (7). LA is produced by rope-like bundles of filaments which emanate from the 

bacterial surface, and are termed bundle forming pilus (BFP) (7). Purified BFP protein is composed of a 

single polypeptide subunit (hfpA), but downstream hfpA there exists a complete cluster of at least 12 open 

reading frames that code for proteins required for the pilus biogenesis (21, 22). Tobe et al. (23) have 

reported a region (hftTVW), which increases the transcription of the type IV fimbrial gene hfpA. This 

plasmidic region is almost identical to the previously described per (plasmid encoded regulatory region) (8), 

which appears to be a global regulator of virulence genes in EPEC. The gene perA increases the 

transcription of several genes in the LEE locus, such as the protein secretion system genes (sep) and the 

secreted protein espB, that are required to trigger host signal transduction pathways resulting in the 

effacement of microvilli and cytoskeletal rearrangements (4, 12). This plasmidic regulatory system also 

controls the late expression of the gene of the LEE locus for intimin (eaeA), which enables the bacteria to 

have a c10se relationship with its host (4, 8,11,12). 

However, E. coli is not just a harmful bacteria, since most of the time it is a common member of the 

commensal microbial community of warm blooded animals. This fact can be useful, from an ecological 

point of view, to explore the evolution of pathogenicity in this bacteria. 

Horizontal gene transfer appears lo be a major source of virulence delerminants, and some authors 

have suggested that non-pathogenic bacteria become pathogenic when they acquire plasmids or other 

mobile elements which harbour the virulent traits (5). However, the actual origin of these novel genes 

remains unclear, and it is unknown whether the genes come from distantly related bacteria other than E.coli. 

or if they originate from c10sely related bacteria, even E. coli from different hosts. 

The purpose of the present study was to analyze a wide sample of E. coli from wild mammals in 

Mexico (18) as a possible reservoir of plasmidic pathogenic determinants. Strains of wild and captive 

mammals from different localities in Mexico were collected, and a total of 98 strains of E. coli were isolated. 

The sample represents the vast biological diversity of Mexico since strains were obtained from 38 

mammalian genus representing 22 families and 10 mammalian orders (including Didelphimorphia, 

Artiodactyla, Perissodactyla, Chiroptera, Rodentia, Carnivora, Cetacea, Sirenia, Lagomorpha and Primates) 

(Table 1). In the present analysis, we also included 37 pathogenic strains from different groups (EPEC, 

EHEC, ETEC and UTI, which were determined according to their serotype), and 7 non-pathogenic strains 

from human hosts were also included (Table 2). 

PCR amplification was performed in order to amplify three plasmidic regions involved in attaching 

and effacing lesion. The specific primers used to amplify a fragment of the per and bfpA genes were: 5'

TAAGAAACAAGAAAGAATT-CAC-3' and 5'-CATTGCAAATAAGATTTT-3' for per, and 5'

CTCACTTCCGGTGCTAGGAG-3' and 5'- TGGTTATTTCAATGTATAAAATACTTC-3' for hfpA. 
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Conditions for the PCR were as follows: 96·C for 40 secs. to denature DNA, 60·C for t min. to anneal the 

primers (high annealing temperature was chosen to ensure specificity of the reaction) and n·c for l min. 10 

extend the strand. These conditions were repeated for 30 cycles using a Perkin-Elmer PCR reagent system 

and DNA (hermal cycler 480 according to manufacturer's instructions. 

The third amplífied region was the EAF probe, previously reported to be highly conserved among 

EPEC strains (6). Even though the actual function of the EAF sequence still remains unknown, the high 

specificity and sensitivity of the probe allowed a good assay for the fast diagnosis of EPEC infections (6, l O). 

PCR for EAF probe was performed as described by Franke el al. (6). 

The PCR products were run in an agarose gel and stained with elhidium bromide. The three 

fragments together were exclusively amplífied in 71 % of EPEC, and only the per gene was amplified in all 

EPEC slrains (Tables l and 2). Even though 86% of EHEC strains harbour at least one of the fragments, 

none of them contained the three fragmenls togelher. AII wild type slrains gave negative results for the Ihree 

plasmidic genes, which was a surprising result because there is evidence thal some of these wild type strains 

do harbour pathogenic characters from chromosomal genes (19). It was concluded therefore, Ihat in the 

currenl description of enteropathogenic E. coli, the plasmidic genes that were studied are not part of the 

genetic background of E. coli found in Ihe wild. 

There is evidence that some pathogens evolve acquiring large segments of information by means of 

horizontal gene transfer (5). Findings support the idea that the genes analyzed were acquired from another 

source other than E. eolio 

Previous evidence demonstrated that within the EAF probe, a small region showed 82.8% homology 

to an insertion sequence of Shigella sOn/lei (IS630) and the nucleotidic sequence of perD showed more 

than 70% identity with transposon Tn7 and IS630 (6, 8, t O). Although the EAF fragment and the per 

sequen ces do not overlap, the homology to the same insertion sequence suggests that both genes could be 

purt of the sume mobile genetic element. Additionally, the G+C content of perABC is 29.6%, which is 

markedly different from that of E. eoli. 

The altemative explanation of the similarity with Shigel/a, is that these genes were originated in an 

ancestral Enterobacteria. Nevertheless, a phylogeny of the strains was constructed (data nol shown) and 

pathogenic strains which harbour plasmidic genes were found through all the e1ades of the tree and not in a 

particular ancestral e1ade. It suggests that the per e1uster and other plasmidic traits were ilcquired by an 

EPEC-Iike strain by means of horizontal transfer. 

Horizontal transfer has become an important field in pathogenicity evolution research, because of 

the selective advantage of carrying virulence determinants in mobile elements allows them to spread rapidly 

and efficiently (5). In the evolution of EPEC, the transfer of the EAF plasmid may have an additional 

impact in epidemiological surveys. Plasmidic genes and more specifically per, was found to be a good 

EPEC marker due to its persistence in EPEC strains, and by applying an easy lechnique such as PCR good 

predictions of an EPEC strain can be obtained. If ambiguities persist researchers can probe other plasmidic 

regions such as bfp or EAF probe to corroborate their results. 
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Table l. List of strains and PCR results 

Number 01 Hosts Families Order per blp EAF 

strains ** ** ** 
7 Cow, sheep, whne talle¿¡ deer, Bovldae,Cervldae, Artiodaetyla O O O 

peccary Tayassuidae 

27 Dog, coyote, gray fox, cat, cougar, Canidae, Felidae Carnivora O O O 

jaguar, otter, raccoon, coati Muslelidae, Procyioniade 

6 Fin whale, bottlenose dolphin Balaenopteridae, Cetacea O O O 

Delphinidae 

13 Different bals Molossidae, Chiroplera O O O 

Phyllostomidae, 

Vespertillionidae 

9 COllon lailed rabbit, european Leporidae Lagomorpha O O O 

rabbit, volcano rabbit 

2 Four eyed opossum, large Didelphidae Didelphimorphió! O O O 

american opossum. 

6 Horse, tapir Equidae Perissodactyla O O O 

46 Human, howler monkey Hominidae, Cebidae Primates 25 13 14 

20 Kangaroo rat, spiny pocket miee, Heteromydae, Rodentia O O O 

capybara, pygmy mice, deer mice, Hydrochaeridae, Muridae 

vesper rat, rice rat, deer mice 

2 Manatee Trichechidae Sirenia O O O 

4 Armadillo, lesser anteater Dasypodidae, Xenarthra O O O 

Myrmeeophagidae 

** Number of strams thal gave posltlve resua in PCR amplification. 
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Table 2. PCR results for human strains 

Type of Number Negative Positive Positive Pasitive Pasitive 

sfrain of slrains far ¡he for the anly far anly far anly lar 

three three per and per and per 

genes genes EAF bfp. 

EPEC 14 O 9 2 2 

EHEC 14 3 O 4 2 S 

EIEC 2 2 O O O O 

ETEC 3 3 O O O O 

UTI 4 4 O O O O 

Non- 7 7 O O O O 

pathogenic 
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Apéndice 3 
Resultados del número y clasificación por tamaños de las bandas obtenidas 

Num. Hospedero Num. Tama no (Kb) Con- Dieta Orden 
cepario (Tipo de patógeno en cepas de tacto 

humanas o ambiente) bandas >100 lOO-50 50·25 25-10 10-5 <5 
1 Canis familiaris 5 O 1 1 O 3 O 3 1 8 
2 Canis familiaris 1 O 1 O O O O 3 1 8 
3 Canis familiaris 1 O 1 O O O O 3 1 8 
8 F elis eallls 1 O 1 O O O O 3 1 8 
9 F elis ealllS 5 O 1 1 O 3 O 3 1 8 
10 F elis eallls 6 1 1 1 O 3 O 3 1 8 
19 Liomys piellls 5 2 1 1 O O 1 2 4 6 
20 Liomys pie/lIS 3 O 1 1 O O 1 2 4 6 
21 Liomys pie/lIS 2 O O O O 1 1 2 4 6 
25 Desmodus rotllndlls 1 O 1 O O O O 1 8 2 
26 DesmodllS rotundllS 1 O 1 O O O O 1 8 2 
31 Leptonyeteris nivalis 1 O 1 O O O O I 9 2 
33 Lep/onye/eris nivalis 5 O 1 1 O 2 I I 9 2 
36 Leplonyeteris nivalis 7 O O 1 2 2 2 1 9 2 
40 Carol/ia brevieauda O O O O O O O O 6 2 
41 Carollia brevicauda O O O O O O O O 6 2 
42 Carollia brevicauda O O O O O O O O 6 2 
45 Horno sapiens 3 1 O O O 1 1 4 1 6 
46 Homo sapiens 2 1 O O 1 O O 4 1 6 
47 Homo sapiens 3 1 O O O 1 1 4 1 6 
58 Oryzomys 2 O 1 O O O 1 O 4 6 
59 Oryzomys 1 O O O O O 1 O 4 6 
60 Oryzomys 2 O 1 O O O 1 O 4 6 
63 Odocoeileus virginianus 2 O O O O 1 1 O 2 10 
64 Marmosacanenscens 2 O O O O 1 1 O 1 1 
65 Panlhera onca 2 O O O O 1 1 O 3 8 
66 Panlhera onca 2 O O O O 1 1 O 3 8 
67 Sigmodon mascoJensis 2 O O O 1 1 O O 1 6 
68 Sigmodon maseolensis 2 O 1 O O 1 O O 1 6 
69 Nyelomyssp 2 O 1 O 1 O O O 2 6 
71 Peromysells perfulvlIs 1 O 1 O O O O O 4 6 
72 Peromyseus perfulvlIs 1 O 1 O O O O O 4 6 
73 Peromysells perfolvus 1 O 1 O O O O O 4 6 
75 Baiomys sp 2 1 O O O O 1 O 1 6 
76 Liomys pie/lIS 2 1 O O 1 O O O 4 6 
77 Liomys pielus 1 O O O 1 O O O 4 6 
78 Liomys pictus 1 O O 1 O O O O 4 6 
79 Didelphis virginiana O O O O O O O O 1 1 
80 Sylvilagus sp 1 O 1 O O O O 1 2 5 
81 Sylvilagus sp 6 1 2 1 1 1 O 1 2 5 
82 Sylvilagus sp 1 O 1 O O O O 1 2 5 
84 BassariscZls aslulus 1 O O O O O 1 O 1 8 
85 Myotis veJifer 4 1 O O O O 3 O 5 2 
88 Habromys 2 O O O O 1 I 1 4 6 
89 Habromys 2 O O O O 1 1 1 4 6 
90 Canis latrans O O O O O O O O 1 8 
91 Canis lalrans O O O O O O O O 1 8 
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Apéndice 3 (continuación) 

Num. Hospedero Num. Tama ~o (Kb) Con- Dieta Orden 
cepario (Tipo de patógeno en cepas de tacto 

humanas o ambiente) bandas :>100 lOO-sO SQ.2S 25-10 lO-S <S 

92 Canis la/rans 4 2 O O O O 2 O 1 8 
95 Peromyscus megalops 3 O O O O O 3 O 4 6 
96 Peromyscus boylii 2 O O O O O 2 O 4 6 
97 Peromyscus boylii 1 O 1 O O O O O 4 6 
259 Tadarida brasiliensis O O O O O O O O 5 2 
261 Tadarida brasiliensis O O O O O O O O 5 2 
266 Tadarida brasiliensis 2 1 O O O O 1 O 5 2 
268 F elis cOllcolor O O O O O O O O 3 8 
269 Felis concolor 2 1 1 O O O O O 3 8 
270 Pan/hera anca 1 1 O O O O O O 3 8 
271 Pan/hera onca 1 1 O O O O O O 3 8 
272 Urocyoncinereoargenteus 1 1 O O O O O O 1 8 
273 Canis la/rans 1 O 1 O O O O O 1 8 
275 An/rozous pal/idus 1 1 O O O O O O 5 2 
286 Dipodomys merriami 1 1 O O O O O O 4 6 
287 Dipodomys merriami 2 1 O O 1 O O O 4 6 
288 Dipodomys merriami 1 1 O O O O O O 4 6 
296 Ne%ma sp O O O O O O O O 1 6 
297 Ne%ma sp O O O O O O O O 1 6 
298 Neotoma sp O O O O O O O O 1 6 
299 Urocyoncinereoargenteus 4 2 O O O 1 1 O 1 8 
300 Urocyoncinereoargenfeus 1 1 O O O O O O 1 8 
301 Urocyoncinereoargenteus 1 1 O O O O O O 1 8 
807 Equus cabal/us 2 O 1 O O 1 O 3 2 11 
808 Equus cabal/us 4 O 1 O 1 1 1 3 2 11 
809 Equus cabal/us 2 O O O O 1 1 3 2 11 
815 Bassariscus astutus O O O O O O O 3 1 8 
816 Bassariscus as/utus O O O O O O O 3 1 8 
817 Bassariscus astutus O O O O O O O 3 1 8 
820 Perogllalhus penicil/alus O O O O O O O O 4 6 
821 Perognalhlls penicillalus O O O O O O O O 4 6 
822 Perognathlls penicil/alus O O O O O O O O 4 6 
824 Canjs la/rans 2 O 1 O O 1 O O 1 8 
825 Canis lalrans 2 O 1 O O 1 O O 1 8 
830 Canis lalrans 2 O 1 O O 1 O O 1 8 
1638 Aloualla palliala 1 O 1 O O O O O 2 3 
1639 Aloualla palliala 1 O 1 O O O O O 2 3 
1640 A loualla palliala O O O O O O O O 2 3 
1666 Tapirus bairdii 6 1 O 2 1 1 1 O 2 1 1 
1667 Tapinls bairdii O O O O O O O O 2 11 
1668 Tapirlls bairdii O O O O O O O O 2 11 
1669 Ateles geoffroyi 1 O 1 O O O O O 2 3 
1692 KI2 1 O 1 O O O O 4 1 6 
1693 Tayassu lajacu O O O O O O O O 2 10 
1694 Tayassu lajacu O O O O O O O O 2 10 
1697 Phi/ander opossum O O O O O O O O 1 1 
1698 Phi/ander opossum 2 O O O O O 2 O 1 1 
1699 Aloualla pigra O O O O O O O O 2 3 
1700 Aloualla pigra 2 1 1 O O O O O 2 3 
1731 A.palliala 4 1 O O O O 3 3 2 3 
1735 Trichechus mana/us 3 1 2 O O O O O 2 9 
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Apéndice 3 (continuación) 

Num. Hospedero Num. Tama ño (Kb) Con· Dieta Orden 
cepario (Tipo de patógeno en cepas de tacto 

humanas o ambiente) bandas >100 100·50 5Q..25 25·tO 10·5 <5 
1736 T richechus manatus 3 1 2 O O O O O 2 9 
1743 Tamandua 1 1 O O O O O 2 5 4 
1744 Tamandua 1 O 1 O O O O 2 5 4 
1930 Lutra longicaudis O O O O O O O 2 7 8 
1931 Lutra longicaudis O O O O O O O 2 7 8 
1932 Lutra longieaudis 2 1 1 O O O O 2 7 8 
1936 Tapirlls O O O O O O O 2 2 11 
1937 Tapirus 3 O 1 O 1 O 1 2 2 11 
1939 Dasypus 3 O O O O O 3 2 1 4 
1940 Dasypus 2 O I O O O I 2 I 4 
1965 Ovis aries 1 O O O O 1 O 1 2 10 
1966 Ovis aries O O O O O O O I 2 10 
1967 Ovis aries O O O O O O O I 2 10 
1984 Odoeoeileus virginianus O O O O O O O 2 2 10 
1985 Odoeoeilells virginianus 2 O 2 O O O O 2 2 10 
2025 Tursiops trunca/us O O O O O O O O 7 7 
2026 Tursiops trunca/us O O O O O O O O 7 7 
2027 Tursiops truncatus O O O O O O O O 7 7 
2048 Dide/phis virginiana 1 O O O O 1 O O 1 1 
2049 Dide/phis virginiana O O O O O O O O I 1 
2050 Dide/phis virginiana 2 O O O 1 1 O O 1 I 
2055 Tayassu tajaeu 1 O O O O I O O 2 10 
2056 Tayassu tajaeu O O O O O O O O 2 10 
2057 TayasslI tajacll O O O O O O O O 2 10 
2060 Nasua 1 O O I O O O O 1 8 
2062 Nasua 2 O 2 O O O O O 1 8 
2064 Procyon IOlor 4 O 2 O O O 2 O I 8 
2065 Procyon lotor 2 O O O O 2 O O 1 8 
2066 Proeyon lolor 5 O I 1 O 2 1 O 1 8 
2078 Hydroehaeris sp 2 O I O O 1 O 3 1 6 
2079 Hydroehaeris sp 2 O O 1 I O O 3 I 6 
2080 Hydroehaeris sp O O O O O O O 3 1 6 
2081 ECORI 2 O 2 O O O O 4 I 6 
2084 ECOR 4 4 O O O O 2 2 4 I 6 
2085 ECOR 5 3 O O O O O 3 4 1 6 
2087 ECOR 7 2 I O 1 O O O 3 2 3 
2088 ECOR 8 4 O O O 1 I 2 4 1 6 
2090 ECOR 10 5 O I O 1 1 2 4 1 6 
2091 ECOR 11 5 O 1 O I 1 2 4 1 6 
2092 ECOR 12 2 O O O O O 2 4 1 6 
2100 ECOR 20 7 O I O 1 1 4 3 2 10 
2103 ECOR 23 3 O 2 O O O 1 3 2 O 
2106 ECOR 26 O O O O O O O 4 1 6 
2107 ECOR 27 2 O 1 1 O O O 3 2 10 
2110 ECOR30 1 O I O O O O O 2 10 
2121 ECOR 41 4 O 1 1 1 I O 4 1 6 
2125 ECOR 45 O O O O O O O 3 1 10 
2140 ECOR 60 5 O I O 2 2 O 4 1 6 
2141 ECOR 61 O O O O O O O 4 1 6 
2150 ECOR 70 4 1 I O O O 2 4 1 6 
2355 Oryelo/af?us cllnicll/us 1 O O O O O 1 O 2 5 
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Apéndice 3 (continuación) 

Num. Hospedero Num. Tama 50 (Kb) Con- Dieta Orden 
cepario (Tipo de patógeno en cepas de tacto 

humanas o ambiente) bandas >100 100-50 50-25 25-10 lO-S <S 
2356 Orycto/agus eUflieu/us 2 O 1 O O O 1 O 2 5 
2357 Oryeto/agus eUflieu/us O O O O O O O O 2 5 
2372 Romero/agus diazi O O O O O O O 1 2 5 
2373 Romero/agl/s dia:i 1 O 1 O O O O 1 2 5 
2374 Romero/agus diazi 1 1 O O O O O 1 2 5 
2376 80S tal/rUS 1 O 1 O O O O 3 2 10 
2379 80S tal/rl/S 2 O 1 O O O 1 3 2 10 
2381 Tapirus terrestris 5 O 2 O O 1 2 3 2 11 
2382 Tapirus terrestris 3 O 2 O O O 1 3 2 11 
2395 Dasypus 1 O O O O O 1 O 1 4 
2396 Dasypus 1 O O O O O 1 O 1 4 
3507 No patógenas 4 O O 1 O O 3 4 1 6 
3510 No patógenas 2 O 2 O O O O 4 1 6 
3517 No patógenas 2 O 1 O O O 1 4 1 6 
3524 No patógenas O O O O O O O 4 1 6 
3528 N o patógenas 5 O 1 O O O 4 4 1 6 
3530 No patógenas 1 O 1 O O O O 4 1 6 
3531 No patógenas 3 O 1 O O O 2 4 1 6 
3532 N o patógenas 2 O 1 O O O 1 4 1 6 
3535 No patógenas 4 O O O O 2 2 4 1 6 
3536 No patógenas 1 O O O O O 1 4 1 6 
3544 No patógenas 3 O O O 1 1 1 4 1 6 
3546 No patógenas 5 O O O 1 2 2 4 1 6 
3552 N o patógenas 2 O O O 1 1 O 4 1 6 
3559 No patógenas 3 O O 2 O O 1 4 1 6 
3560 N o patógenas 2 O 1 O O 1 O 4 1 6 
3561 No patógenas 2 O 1 O O 1 O 4 1 6 
3562 N o patógenas 1 O 1 O O O O 4 1 6 
3566 No patógenas 2 O O 1 O O 1 4 1 6 
3568 No patógenas 8 O 1 2 1 2 2 4 1 6 
3571 No patógenas 1 O O O O O 1 4 1 6 
3580 No patógenas 1 O O O O 1 O 4 1 6 
3587 No patógenas 4 O 1 1 O 1 1 4 1 6 
3599 N o patógenas 2 O 1 O O 1 O 4 1 6 
3600 No patógenas 4 O O O 2 2 O 4 1 6 
3606 No patógenas 1 O O O O O 1 4 1 6 
3608 Agregati vas O O O O O O O 4 1 6 
3611 Agregativas O O O O O O O 4 1 6 
3613 Agregativas 1 O O O O O 1 4 1 6 
3614 Agregativas O O O O O O O 4 1 6 
3615 Agregativas O O O O O O O 4 1 6 
3618 Agregativas 3 O O 3 O O O 4 1 6 
3620 Agregativas 2 O O O 1 O 1 4 1 6 
3622 Agregativas 1 O 1 O O O O 4 1 6 
3623 Agregativas 2 O O 1 1 O O 4 1 6 
3625 Agregativas 4 O O 1 1 1 1 4 1 6 
3628 Agregativas 1 O O 1 O O O 4 1 6 
3629 Agregativas 2 O O O 1 1 O 4 1 6 
3631 Agregativas 3 O O O 1 2 O 4 1 6 
3632 Agregativas O O O O O O O 4 1 6 
3633 Agregativas 2 O O O O O 2 4 1 6 
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Apéndice 3 (continuación) 

Num. Hospedero Num. Tama 60 (Kb) Con· Dieta Orden 
cepario (Tipo de patógeno en cepas de tacto 

humanas o ambiente) bandas >100 100-50 50-25 25-10 10-5 <S 
3634 EPEC 2 O O O O O 2 4 1 6 
3635 EPEC O 1 O O O O O 4 1 6 
3636 EHEC 2 O O O 1 1 O 4 1 6 
3638 UTI O O O O. O O O 4 1 6 
3639 UTI 3 O O 1 O 1 1 4 1 6 
3640 UTI 3 O O O O 1 2 4 1 6 
3641 ETEC 2 O O 1 1 O O 4 1 6 
3642 Aire 1 O O O O O 1 4 1 6 
3643 UTl O O O O O O O 4 1 6 
3644 UTI O O O O O O O 4 1 6 
3645 UTI 1 O O O O O 1 4 1 6 
3646 ETEC O O O O O O O 4 1 6 
3647 UTI 3 1 O 1 O O 1 4 1 6 
3648 ETEC 1 O O 1 O O O 4 1 6 
3649 UTI O O O O O O O 4 1 6 
3650 EHEC 4 O O O O 2 2 4 1 6 
3651 EPEC 2 O O O O O 2 4 1 6 
3652 ETEC 1 O O 1 O O O 4 1 6 
3653 EHEC 1 O 1 O O O O 4 1 6 
3654 EHEC 1 O \ O O O O 4 1 6 
3655 ETEC 2 O O O O O 2 4 1 6 
3656 Aire O O O O O O O 4 \ 6 
3657 Aire 1 O 1 O O O O 4 1 6 
3658 Aire O O O O O O O 4 \ 6 
3659 EPEC 3 O 2 O O O \. 4 \ 6 
3660 EPEC 4 O 2 1 1 O O 4 1 6 
3661 Aire 3 O O O \ 2 O 4 1 6 
3662 EIEC 2 O O 1 O 1 O 4 1 6 
3664 EIEC ¡ O O O O O 1 4 \ 6 
3665 EIEC 1 O O O O 1 O 4 1 6 
3666 EIEC 3 O O O O O 3 4 1 6 
3667 EPEC 4 O 1 1 O 1 ¡ 4 1 6 
3668 Aire 3 O O O O O 3 4 1 6 
3669 Aire 4 O O O O O 4 4 1 6 
3670 EIEC 2 O O O O 1 1 4 1 6 
3671 Aire O O O O O O O 4 1 6 
3672 EIEC 1 O O O O O 1 4 1 6 
3673 EIEC 3 O O O O 1 2 4 1 6 
3674 Aire O O O O O O O 4 1 6 
3675 EIEC O O O O O O O 4 \ 6 
3676 EIEC O O O O O O O 4 1 6 
3677 EIEC ¡ O O 1 O O O 4 1 6 
3678 EHEC 2 O O ¡ O O \ 4 ¡ 6 
3679 UTI 3 O O O O 2 \ 4 1 6 
3680 Aire \ O O O O O 1 4 1 6 
368\ EHEC 3 O ¡ O ¡ ¡ O 4 1 6 
3682 EHEC 3 O 1 O 1 1 O 4 1 6 
3683 ETEC 3 O O O O O 3 4 1 6 
3684 ETEC 5 O O ¡ O 1 3 4 ¡ 6 
3685 UTI 3 O O O O 1 2 4 1 6 
3686 UTI 3 O O O O O 3 4 1 6 
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Apéndice 3 (continuación) 

Num. Hospedero Num. Tama ~o (Kb) Con- Dieta Orden 
cepario (Tipo de patógeno en cepas de tacto 

humanas o ambiente) bandas >\00 100-50 50-25 25-10 10-5 <5 

3688 UTI 3 O O O O O 3 4 1 6 
3689 EHEC 3 O 1 1 O O 1 4 1 6 
3690 UTI 4 O O 1 2 O 1 4 1 6 
3691 EHEC 4 O O O 1 1 2 4 1 6 
3692 EHEC 2 O O O O 1 1 4 1 6 
3693 EPEC 2 O 1 O O O 1 4 1 6 
3694 Aire 6 O 1 1 1 O 3 4 1 6 
3695 Aire 2 O 1 O 1 O O 4 1 6 
3696 Aire S O O 1 1 O 3 4 1 6 
3697 EHEC 4 O O 1 2 O 1 4 1 6 
3698 EPEC 2 O O O 1 O 1 4 1 6 
3699 UTI 2 O O O O O 2 4 1 6 
3700 ETEC 1 O O O O O 1 4 1 6 
3701 EPEC 1 O I O O O O 4 I 6 
3702 EHEC 2 O O O O O 2 4 1 6 
3703 EPEC I O 1 O O O O 4 I 6 
3704 EPEC 2 O O I O O I 4 I 6 
3705 EPEC O O O O O O O 4 1 6 
3706 EPEC 4 O 1 O 1 1 1 4 1 6 
3707 EPEC 5 O 1 O O 2 2 4 1 6 
3708 EHEC I O O O O O I 4 1 6 
3709 Aire O O O O O O O 4 1 6 
3710 UTI O O O O O O O 4 1 6 
3711 ETEC 6 O O O 2 2 2 4 1 6 
3712 Aire O O O O O O O 4 1 6 
3713 ETEC 5 O O 1 2 1 1 4 1 6 
3714 EHEC 4 O O 1 2 1 1 4 1 6 
3715 ETEC 2 O O 1 1 O O 4 1 6 
3716 ETEC 2 O 1 1 O O O 4 1 6 
3717 ETEC 3 O O O 1 O 2 4 1 6 
3719 EHEC 5 O O 1 2 1 1 4 1 6 
3720 Desagüe 2 O O O O 1 1 4 1 6 
3722 Desagüe 5 O O 1 2 O 2 4 1 6 
3723 Desagüe O O O O O O O 4 1 6 
3724 Desagüe 3 O O O 1 1 1 4 I 6 
3725 Desagüe O O O O O O O 4 1 6 
3743 DesagUe 8 O 1 1 1 2 3 4 I 6 
3744 DesagUe O O O O O O O 4 1 6 
3745 Desagüe 6 O O O O 2 4 4 1 6 
3746 Desagüe 1 1 O O O O O 4 1 6 
3748 Desagüe 6 1 O O O 2 3 4 1 6 
3749 DesagUe 2 1 O O O 1 O 4 1 6 
3750 Desagüe 2 1 1 O O O O 4 1 6 
3751 Desagüe O O O O O O O 4 1 6 
3752 Desagüe 1 O O 1 O O O 4 1 6 
3753 Desagüe S 1 O O O 1 3 4 1 6 
3759 Desagüe 2 O 1 1 O O O 4 1 6 
3839 Lodos S O 2 O 1 1 1 4 1 6 
3840 Lodos 3 O 1 O O O 2 4 1 6 
3841 Lodos 5 O 1 O O 1 3 4 1 6 
3842 Lodos 5 O 1 O O 1 3 4 1 6 
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Apéndice 3 (continuación) 

Num. Hospedero Num. Tama ño (Kb) Con- Dieta Orden 
cepario (Tipo de patógeno en cepas de tacto 

humanas o ambiente) bandas >100 100-50 50-25 25-10 10-5 <5 
3843 Lodos 5 O 1 O O 1 3 4 1 6 
3844 Lodos 6 O 2 1 1 1 1 4 1 6 
3845 Lodos 3 O 1 O O O 2 4 1 6 
3846 Lodos O O a O a a a 4 1 6 
3847 Lodos 5 a 1 O a 1 3 4 1 6 
3848 Lodos 1 a 1 O O a a 4 1 6 
3849 Lodos 5 a 2 1 1 1 a 4 1 6 
385a Lodos 4 a a a a 1 3 4 1 6 
3851 Lodos 5 a 1 a a 1 3 4 1 6 
3852 Lodos 5 a 1 a a 1 3 4 1 6 
3853 Lodos 3 a 1 a a 1 1 4 1 6 
3854 Lodos a a a a a a a 4 1 6 
3855 Lodos a a a a a a a 4 1 6 
3856 Lodos 1 o o o o o 1 4 1 6 
3857 Lodos 1 a a a o a 1 4 1 6 
3858 Lodos a O O a a a o 4 1 6 
3859 Lodos 1 a O 1 O a a 4 1 6 
386a Lodos 4 o O a O O 4 4 1 6 
3861 Lodos 4 a O a 1 O 3 4 1 6 
3862 Lodos 6 O O 1 O 2 3 4 1 6 
3863 Lodos 2 O O a 1 1 O 4 1 6 
3864 Lodos 1 a O O O a 1 4 1 6 
3865 Lodos O O O O O O a 4 1 6 
3866 Lodos a O O a O O O 4 1 6 
3S67 Lodos o o O a O O a 4 1 6 
3868 Lodos a O o a O o O 4 1 6 
3869 Lodos 4 O O a 1 O 3 4 1 6 
3870 Lodos 5 O 1 1 O 1 2 4 1 6 
3871 Lodos S o o o I 2 2 4 I 6 
3872 Lodos 3 O O a I O 2 4 1 6 
3873 Lodos 5 O O 1 I 1 2 4 1 6 
3874 Lodos 2 o 1 a O a 1 4 1 6 
3875 Lodos 5 O o 2 I 1 I 4 I 6 
3876 Lodos 6 a a 2 I 1 2 4 1 6 
3877 Lodos 6 a a a I I 4 4 I 6 
3878 Lodos 6 a a a I 1 4 4 I 6 
3879 Lodos 2 a I a 1 a a 4 1 6 
388a Lodos a a a a a a a 4 I 6 
3881 Lodos 4 a a a a 2 2 4 1 6 
3882 Lodos 2 o a a o 2 o 4 1 6 
3883 Lodos 4 a a a a 3 I 4 1 6 
3884 Lodos a a a a o a a 4 1 6 
3885 Lodos 3 a o a I 1 I 4 1 6 
3886 Lodos 4 a a a I I 2 4 I 6 .. 
'Los numeros que se emplearon son, para el contacto humano: a-sIlvestre, I-sltlo cercano a humanos, 2-semlcalltlverio. 
3-cautiverio (mascotas), 4-humanas; para la dieta: 1-0mivoro, 2-Herbivoro, 3-Carniyoro, 4-graniyoro, S-Insectíyoro, 6-
Frugívoro, 7-Pisclvoro, S-Hematófago, 9-Nectariyoro y para el orden: I-Marsupiales, 2-Chiroptera, 3-Primates, 4-
Xenartra, 5-Lagomorpha, 6-Rodentia, 7-Cetacea, S-Carnivora, 9-Sírenia, I a-Artiodactyla, II-Perissodactyla 
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