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| RESUMEN

El presente trabajo, consisti6 en el aislamientocayacterizacion de cepas de
Esderichia coli, productoras de toxina de Shiga, a partir de maeste 40 bovinos de
la zona norte del valle de México y se realiz6 &rFacultad de Estudios Superiores
Cuautitlan, en la Unidad de Investigacion Multiglaiaria (UIMSA).

Se realizé identificacién bioquimica de las 114 asepbtenidas de los aislamientos
donde se obtuvo una frecuencia del 86% de cepd@S8 dmpasEscherichia coli, las
cuales fueron sometidas a la técnica de PCR neMtiglara la determinacion de genes
stx1, stx2, y/o eae, se obtuvo una frecuencia deep@s positivas (52.5%), las cuales
posteriormente se sometieron a evaluacion sobréné&a celular Vero de forma
cualitativa, se obtuvo una frecuencia de 27 cepa%o) de efecto citolitico sobre la
monocapa celular; y también se realizd el ensaywesecélulas Vero de manera
cuantitativa se seleccionaron 18 cepasEdtherichia coli al azar presentandose una
frecuencia de 8 cepas (44.5%)Ekeherichia coli altas productoras de toxina de Shiga.
Posteriormente se realizd la prueba de serologifuti@acion directa) con sueros
polivalentes donados por la Facultad de Medicinadad®&NAM, de las 38 cepas
positivas en la técnica de PCR mdltiplex a cualguige los genes, se obtuvo una
frecuencia de 16 cepas positivas a la aglutina@dnla prueba de serologia que
representaron a 13 bovinos portadores de ceplsctierichia coli pertenecientes a los
serogrupos STEC y EHEC.



I INTRODUCCION

Escherichia coli

Escherichia coli fue descubierta en 1885 por Theodor Eschericlangieiisu investigacion
sobre las bacterias en las deposiciones de los,fd#idenominé inicialmentBacterium
coli commune.

FiguraPediatra Aleman Theodor Escherich

Durante algunos afios el término genéBeoterium fue utilizado para describir el amplio
grupo de bacilos asporégenos Gram negativos gercsentran en el tracto intestinal del
hombre, animales, en las plantas y en la tierra pgreden llevar una existencia sapréfita,
comensal o patégena.

En 1964 el génerkscherichia fue definido en la obra “Topley and Wilson’s Pijhes

of Bacteriology and Immunity” de Wilson y Miles guse ajusta a la siguiente
clasificacion:.

Tabla 1 Clasificacion deEnterobacteriea

Bacilos asporégenos , Gram- negativos Fermentglu¢@sa con formacion de acido
y gas

Moviles e inmoviles Reductores de nitratos a o#rit

Flagelados Peritricos Oxidasa negativos

Aerobicos y facultativamente anaerobios Catalasdiypuos

(Bell y col., 1998)

GéneroEscherichia

El géneroEscherichia comprende cinco especidsscherichia blattae, Escherichia coli,
Escherichia fergusonnii, Escherichia hermannii, y Escherichia vulneris.

De las cinco especies solamerischerichia coli tiene significacion clinica. No
obstante,Escherichia hermannii y Escherichia vulneris se han aislado raramente de

infecciones extraintestinales especialmente del&@éBlanco y col., 2000).



Principales caracteristicas deescherichia coli
Formador de colonias lisas, circulares, convexas mrdes bien definidos, crece en
medios diferenciales.

Tabla 2 Propiedades bioquimicas

Motilidad (+)

Citrato -

Gas a partir de +
glucosa

MR +

VP -

Indol +

Urea -

H2S a partir de TSI -
Descarboxilacion de (+)
la lisina
Descarboxilacion de D
la ornitina

Sorbitol -
*Simbotocepas positivas 99 a 100%
*Simbotacepas negativas 75 a 89%
Sfmbolo(+) cepas positivas 76 a 89%
*Simbolo D cepassipivas 26 a 75%
*(Bergey, 1984).

Clasificacion seroldgica deescherichia coli

En 1947, Kauffmann propone una forma de difereresrcepas descherichia coli en
base a la determinacién de los antigenos sudeicO (somaticos), K (capsulares) , H
(flagelares) y F (fimbriales) (Figura 2).

El antigeno O es un polisacarido termoestablellesteas calentarlo a 12@/2 h) que
forma parte del lipopolisacérido (LPS) presentel&emembrana externa de la pared
celular.

El antigeno K corresponde con el polisacarido Wapgjue envuelve la pared celular y
enmascara el antigeno O inhibiendo su aglutinacion.

Los antigenos flagelares H poseen naturaleza gaogeson termolabiles, de forma que se
inactivan al calentarlos a 10030 min.

Actualmente se reconocen 173 antigenos O (O1 a)Q18hntigenos K (K1 a K103) y
53 antigenos H (H1 a H56),arededor de 12 antigenos F y aunque existen nsagero
combinaciones o serotipos O:K:H, tan solo algunais fsecuentes entre las cepas

patégenas (Blanco y col., 2000).



Figura 2. Esquema de la bacteftacherichia coli en el que se representan los
principales antigenos de superficie (O, K, H y F) y algunos factores de virulenc
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(Johnson, 1991).

Clasificacion deEscherichia coli

Este microorganismo fue el primer germen implicado como causa de sir
diarréico, estan involucrados por lo menos en seis formas de enteritis inflamatori
en el hombre.

Su diagnéstico como agente responsable del cuadro diarréico es dificil, ya qt
encontrarse como parte de la microbiota normal intestinal, por lo que es
establecer una informacién exacta de la frecuencia de diarré&sgberichia coli en el
ser humano.

Actualmente existen mas de 150 serotiposEstherichia coli capaces de produc
diarrea, la clasificacion de cepas basadas en las caracteristicas patoldgica
bacterias actualmente comprenden 6 grupos.

Grupos deEscherichia coli, que causan enfermedad intestinal en humanos (pato
enteroagregativas (EAEC), enteropatégenas (EPEC), enterotoxigénicas (
enteroinvasivas (EIEC), difusamente adherida (DAEC) y las productoras de to:
Shiga (STEC O EHEC) (Torres y col., 2005) Figura 3.



Figura 3 Mecanismos de patogénesis de los seis patotipoaaeitios ddescherichia
coli diarreagénicos.

Transporte toxina Shiga

ECET ECVT

(Nataro & Kaper, 1998).

Escherichia coli STEC O EHEC.

Escherichia coli productora de toxina Shiga (STEC), también llamstherichia coli
enterohemorragica (EHEC),se identific6 en 198ndo surgid un brote de colitis
hemorragica en los Estados Unidos y se demostrohgbé sido causado por un

serotipo especifico descherichia coli O157:H7 intestinal.

Los microorganismos productores de toxina de Shiga,identifican al demostrar la
presencia de toxinas similares a las de Shiga, geootipificacion (es decir
identificacion de los serotipos caracteristicopposondas de ADN que identifican los
genes de toxina o la presencia del plasmido déevicia de EHEC (Benenson, 1997).
Las cepas pertenecientes al grupo STEC o EHEC peoduna o ambas citotoxinas,
también se les conoce como verotoxinas 1y 2 pogfecto citotoxico sobre células
Vero, Shiga like toxin@.T) 1 y I, toxina de Shigagx) 1y 2(Valdivia, 1995).

Estas cepas pueden producir diarrea acuosa, doditisorragica y sindrome urémico
hemolitico en los seres humanos. Las STEC zam®tcomprenden las cepas
0157:H7 y, con una frecuencia cada vez mayor,satepas distintas. A todas estas se
les clasific6 comdescherichia coli enterohemorragica (EHEC), ya que son aisladas de
casos clinicos. También se han aislado en aninmtesimportante subconjunto de
cepas de STEC, pero hasta el momento no se lo d@ads con la aparicion de

enfermedades animales o humanas (Fairbrother y2€616).



Reservorio de STEC/ EHEC

Es la Unica categoria descherichia coli diarreogénicos que es considerada una
zoonosis(Notario y col., 2000), que tiene un resg@ovamplio entre ellos los bovinos,
ovinos, porcinos, venados, habitando el intestinoedtos animales sin ocasionarles
trastorno alguno. Constituyendo el ganado bovinceservorio deEscherichia coli
0157:H7 de mayor impacto epidemiolégico a partirl®82, cuando se produce el
primer brote de SUH vinculado al consumo de hamizsg OMS, 2001)

La prevalencia de otros serotipos Ekeherichia coli productor de toxina de Shiga en
los animales se desconoce, aunque hay informes dislamiento en bovinos, ovinos,

cabras, perros y gatos (Prats y col., 2001).
Mecanismo de transmisién de STEC/ EHEC

Estan implicados como mecanismos de transmisidregaderivados insuficientemente
cocidos, productos lacteos y jugos no pasteurizadegetales contaminados con
materia fecal, agua de consumoy recreacionales entre  otros.
También a sido descrita la transmision animal- ahiranimal- hombre, hombre-

hombre, por la ruta fecal oral, debido a la bajsigimfectiva la que puede ser menor a

Figura 4 Ciclo de transmision deEscherichia coli
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(OMS, 2001)

100 bacterias, como se muestra en la figura 4.



Factores de virulencia de STEC/ EHEC

Se han definido varios factores de virulencia,adecluales la produccion de citotoxinas

tipo Shiga es la mas importante.

Estas citotoxinas codificadas por fagos, llamadageSlike toxin @x1 y Sx2) por su
similitud con la toxina deShigella dysenteriae 1 o bacilo de Shiga, también son

denominadas verotoxinas.(Notario y col., 2000)

Las toxinas de Shiga son potentes citotoxinas @struyen las células Vero y estan
relacionadas estructural e inmunoldgicamente caoxiaa Shiga producida p&higella

dysenteriae tipo 1.

Estos dos tipos de toxinas de Shiga, Stx1 y $sfan constituidas por una subunidad
enzimatica A de aproximadamente 32.000 d y 5 ddhdas B que tienen un peso
molecular de unos 7.700 d y fijan la toxina a rémes celulares compuestos por

glicolipidos (globotriaosilceramida, Gb3).

La subunidad A es translocada al citoplasma e énkabsintesis proteica al inactivar
cataliticamente la subunidad ribosomal 60S. TaakStx se encuentran codificadas en el

genoma de profagos integrados en el cromosomaibacte

Ademas de producir Stx, presentan factores deevicid adicionales que incrementan su

poder patdégeno.

También se unen al epitelio del intestino gruesa\es de unas fimbrias codificadas en el
pladsmido pO157 (60 MDa) y posteriormente barremierovellosidad intestinal por la

accion de unas proteinas presentes en su memhxignaaeque estan controladas por el
gen cromosémiceae y reciben el nombre detiminas, codificado este gen por la isla de

patogenicidad denominada LEBdus enterocyte effacement) (Blanco y col., 2000)



PATOGENESIS DE LA INFECCION EN BOVINOS

En animales infectados natural o experimentalmé&gelesiones producidas por las
cepas dé&scherichia coli, productoras de citotoxinas, ocurren principalraet ciego y
colon distal; con presencia de erosiones y Ulcdnalogicamente los enterocitos se
presentan cuboidales y no parece existir la predisjpn particular por algun tipo de
célula en la mucosa .

También se puede observar edema extenso, erosiflnesgs y hemorragias en otro
sitio del tracto gastrointestinal sin que demuestienizacion bacteriana, el aspecto de
la diarrea ha sido definido como " disenteriforme ™

Los cuadros clinicos- patolégicos que se preseetael bovino por estas cepas de
Escherichia coli son: septicémico enterotoxico y enterotoxémico fef@medad
edematosa bovina). A pesar de que se aislan frecoente cepas EHEC productoras
de Stx, en bovinos son pocas las comunicacionéssaque se les ha podido asociar con
cuadros clinicos entéricos.

La patogenia y patologia en el bovino no ha sidmpmetamente esclarecida, el
problema se ha estudiado fundamentalmente consdieral bovino como un
reservorio y fuente de infeccion para el humanaodque se han identificado los

mismos serotipos bacterianos y tipos de Stx en am$pecies (Valdivia y col., 2000)



PATOGENESIS DE LA INFECCION EN HUMANOS
Sindrome uremico hemolitico
Definicion
Es una enfermedad que se caracteriza por insufieiemenal, anemia hemolitica,
trombocitopenia (deficiencia plaquetaria), defectds la coagulaciébn y signos

neurolégicos variables.
Causas, incidencia y factores de riesgo

Esta enfermedad es mas comun en los nifios y senpaesecuentemente después de
una infeccidon gastrointestinal, usualmente caugaataun serotipo especifico de la
bacteriaEscherichia coli O157:H7. EI sindrome urémico hemolitico era rgreto
recientemente su incidencia en nifilos se ha eleyaelio la actualidad constituye la
principal causa de insuficiencia renal aguda ee gaipo de poblacién. Varios brotes
epidémicos en los afios de 1992 y 1993 se atribny&rbamburguesas contaminadas
conEscherichia coli que no estaban bien cocidas; razén por la cualdadurguesas de
los supermercados tienen nuevas etiquetas y se po@ficado guias con las
temperaturas necesarias para su coccidon en lamnasadde comidas rapidas y
restaurantes.

Este sindrome es menos comun en adultos y en egie de poblacion se presenta
principalmente en pacientes con cancer que hahidecguimioterapia con 5 fluoracilo
(5-FU).

Los factores de riesgo para el desarrollo de edtxraedad se desconocen, pero se ha
informado de su asociacion ocasional con otrasrmef@ades e infecciones. El
sindrome urémico hemolitico (SUH), generalmente ieoma con sintomas como
vomito y diarrea, la cual puede ser sanguinoleBta.un periodo de una semana el
paciente desarrolla debilidad e irritabilidad y elasto urinario disminuye
significativamente, llegando casi a suspendersenmfs, el paciente rapidamente se
torna palido y anémico, dado que los globulos rgufsen un proceso de destruccién
(Shihabi., 2005).



[Il ANTECEDENTES

Las infecciones en humanos gischerichia coli se han clasificado en diversas formas,
las de origen intestinal como colibacilosis y estasu vez en patotipos involucrados,
uno de ellos como infecciones gescherichia coli enterohemorragica (EHEC) o como
productora de toxina de Shiga (STEC).(Torres y; @0l05)

Entre los factores auxiliares de virulencia desstpas se encuentran la produccion de
citotoxinas (Verotoxinas, Toxina semejante a Shigeoxina de Shiga), la produccién
de la lesion dettaching and effacement (EAF) y la presencia de algunadhesinas
como lospilis Bfp (Blanco y col., 2000).

Los bovinos se han relacionado como reservoriosgleepas que a su vez infectan a
los humanos produciendo el Sindrome Urémico Heimoli(SUH) y la colitis
hemorragica; sin embargo han existido algunos tepate alteraciones clinicas en los
bovinos, principalmente en terneros, produciendsiofes que generan un edema
generalizado “enfermedad edematosa bovina”

En un estudio realizado en 1994 en la FESC, sarograislar varias cepas de un brote
de diarreas y edema en becerros, las cuales condispon con la descripcion de cepas
del grupo EHEC, entre los aislamientos se distingmia cepa del serotipo O157:H-, la
cual contiene los geneax1, stx2, eae. Esta cepa fue inoculada en un modelo animal en
conejo y desarrollo las mismas lesiones, pero deomiatensidad, que la cepa testigo
EDL933med (0O157:H7, patdgena para humanos).

Actualmente han sido publicadas diversas alterasion vitro de células linfoides de
bovino, principalmente relacionadas a las toxinas #nto de cepas aisladas de
bovinos como de cepas de otros origenes (Valdieial.y 1995).

En un modelo animal desarrollado en conejos erelad~(Valdivia y col., 1995) se ha
logrado demostrar el efecto sobre el sistema inntenéds conejos provocado por la
cepa de referencia EDL933med y algunas mutantedlaleEstos hallazgos soportan la
hipotesis de que las cepas del grupo EHEC contikrsemismos factores de virulencia,
pero la diferencia de susceptibilidad de las dagrespecies animales radica
fundamentalmente en las adhesinas y los receptehalsres para ellas (Valdivia y col.,
1995).



IV OBJETIVOS

OBJETIVOS GENERALES
Determinar los factores auxiliares de virulencigedeherichia coli , (toxinas &1, stx2

y adherenci@ae) en aislamientos de becerros y animales adultos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1.- Aislar cepas dé&scherichia coli a partir de bovinos de la zona de influencia de la
FESC (area norte de la zona metropolitana).

2.- Detectar la presencia de los gesigy eae en las cepas descherichia coli aisladas
mediante PCR multiplex.

3.- Identificar cepas productoras de toxina Streyj@amente positivas a algunos de los
genes stx1, stx2 en la técnica de PCR, a paréndayos sobre la linea celular Vero.

4.- ldentificar el serotipo de las cepas que coetiegenestxl y/o stx2.



V MATERIAL Y METODOS

OBTENCION DE LAS MUESTRAS

Se estudiaron 40 animales en la zona norte de galMéxico, de los cuales 23 de ellos

se encontraban sanos y 17 enfermos
Obtencién de cepas

Se obtuvieron cepas de 13 casos de bovinos propadws por el Dr. Guillermo
Valdivia Anda, del cepario del Laboratorio de Diégtico Integral Veterinario, de los
cuales se aislaron cepas pertenecientes a 7 bosinosl afio 1994 procedentes de un
hato de produccion lactea y de engorda de maneeamsima, en el municipio de
Tepotzotlan, Méx.(Valdivia, 1995), las cepas seoatraban en medio agar soya
tripticaseina inclinado, en diferentes fechas dembra, se les determino la viabilidad

en agar Eosina azul de metileno y una vez obtesgdescogieron las cepas.

Las otras cepas pertenecientes de 6 bovinos secsign el afio 2005, de lo cual, uno
de ellos corresponde a una necropsia de un boexmleembra de una edad de 5 afios,
dedicada a la produccién lactea el cual preserdadreos de emaciacion severa, las
mucosas se presentaban pélidas y de una tonalidedillanta, el diagnéstico
morfolégico fue de ictericia severa, emaciacionesayanemia severa, hepatomegalia,
focos de necrosis moderada, esplecnomegalia madgraericarditis, tomandose de
varios 6rganos muestras para permitir un aislamidyatcteriano, los otros 5 casos
pertenecen a bovinos sexo hembras de 2 meses depedanecientes al mismo hato
gue el bovino anterior, presentando diarrea, delases se les tomo una muestra por

hisopo rectal
Aislamientos

Los aislamientos se obtuvieron a partir de animales Centro de Produccion
Agropecuaria de la Facultad de Estudios SuperiGreautitlan, ubicada en Carretera
Cuautitlan- Teoloyucan Km. 2.5, colonia San SehasiKala municipio Cuautitlan
Izcalli Estado de México, dedicada a la produccldatea de tipo intensivo Se
recolectaron muestras de heces mediante hisopal ETt20 bovinos sanos con una
edad promedio de 5 a 7 meses, se manejaron coredbmnde Caldo de Soya
tripticaseina como transporte y fueron sembradssra de las 2 horas siguientes en

agar Eosina azul de metileno.



También se obtuvieron aislamientos procedentesRdecho El Peral, ubicado en la
Carretera Cuautitlan- Teoloyucan Km. 5.5 San Lavemunicipio Cuautitlan Izcalli
Estado de México, dedicada, a la produccion ladedéipo intensivo Se recolectaron
muestras de heces mediante hisopo rectal en 7dsoeion una edad promedio de 40
dias (4 animales) y de 8meses (3 animales), paes#mtcuatro de ellos diarrea
recurrente, se manejaron con el medio de Caldo @& Fripticaseina y fueron

sembradas dentro de las 2 horas siguientes erfcagara azul de metileno.

Todas las pruebas fueron realizadas en la Facdédgstudios Superiores Cuautitlan.

En la Unidad de Investigacion Multidiciplinaria 8alud Animal (UIMSA).
AISLAMIENTO DE Escherichia coli

Todas las muestras una vez sembradas en agar Basirde metileno (EMB) (Bioxon)
fueron incubadas a 3T por 24 horas, se seleccionaron 5 colonias &l de cada
placa se sembraron en agar soya tripticaseina ¢B)ogon las misma constante de
incubacion, una vez obtenidas colonias aisladasfeetud identificacién bioquimica.

En total se obtuvieron 5 cepas de cada caso.

A las cepas se les codificé para un manejo adecuaddas siglas PRAP (Patricia
Regina Aranguré Peraza) seguidas de un numero ajiredicando el orden en que se

obtuvieron y trabajaron.
IDENTIFICACION BIOQUIMICA
Se realizaron las siguientes pruebas: Tincion denGCatalasa y Oxidasa

Pruebas secundarias: Citrato de Simmons (Merclda WBioxon), Sorbitol (Se utilizé
Base caldo rojo de fenol (Bioxon) adicionado con @86D-sorbitol (Sigma), Rojo de
metilo y Voges Proskauer (MR-VP) (Bioxon).

Pruebas multiples: Triple Hierro Azuacar (TSI) (Baw®y, Lisina Hierro Agar
(LIA)(Bioxon) y Movilidad, Indol y Ornitina (MIO) Bioxon)

Tabla 3 CEPAS DE REFERENCIA UTILIZADAS

Cepas de Referencia Factores de virulencia Obtencio

EDL933med (O157:H7) Productora de Stx1 y Stx2 Radule Medicina de la UNAM




933J

Productora de Stx1

Dr. Guillermo Valdivia Anda

933W Productora de Stx2 Dr. Guillermo Valdivia Anda
EDL93A-LER Productora de Stx1 y Stx2 Instituto de Biotdogia de la UNAM
K12 C600 Apatégena Dr. Guillermo Valdivia Anda

CARACTERIZACION DE FACTORES AUXILIARES DE VIRULENCI

A POR

MEDIO DE LA TECNICA DE REACCION EN CADENA DE LA

POLIMERASA

(PCR)

Se sembraron las cepas en agar soya tripticaseicejade Petri con estria continua, se

incub6 a 37C, se procedioé a tomar de la siembra una asad@deoaisle del cultivo y

se coloco en un tubo Eppendorf el cual contenidnuinde agua destilada estéril.

Los tubos Eppendorf se colocaron en bafio Mariaudli@bn por 10 minutos para

promover la lisis celular, después se colocarohielo por 10 minutos, posteriormente

se centrifugaron a 14000rpm por 2 minutos. Comeiddores se utilizaron las

siguientes secuencias (Lopez y col., 2003).

Tabla 4 Secuencia utilizada para la técnica de PCR

GENES Primers Bases Pares de bases
amplificados

(pb)

stx1 F:5 CTG GAT TTA ATG TCG CAT AGT G3 22 150
R:5 AGA ACG CCC ACT GAG ATC ATC3 21

stx2 F:5 GGC ACT GTC TGA AAC TGC TCC 3 21 255
R:5 TCG CCA GTT ATC TGA CAT TCT G3 22

Eae F:5 GAC CCG GCA CAA GCA TAA GC3 20 384
R:5 CCA CCT GCA ACA AGA GG3 20

Tabla 5 Reactivos empleados para una reaccion total de 25

Concentracion Cantidad
Buffer 10x 2.5ul
MgCl2 50Mm 1l




DNTPS 200uM 2ul
Primers 3 genes 3.5ul
Agua 13.8ul
bidestilada
Taq 0.2ul
polimerasa
DNA 2ul
25ul

En un tubo Eppendorf se mezclaron los reactivda tibla 5. Teniendo presente que la

Tag polimerasa se manej6 en frio, en ultimo lugaagrego el lisado y s@imogeneizo.

Siempre acompafiado con un testigo positivo y nemasin este caso se utilizé como

testigo negativo la cepa K12 y como testigo pasitina cepa O157:H7, ambos se

manejaron en las mismas condiciones que las cepbemas.

Se colocé las muestras en un termociclador PTCY0(Programmable Termal

controller (MJ Researche Inc.), con los paramejuesse muestran en la tabla 6:

Tabla 6 Parametros del termociclador para PCR multiplex

Ciclos 1 2 3 4 5 6
Temperatura 94°C 50C 72C 94°C 50C 72C

Tiempo 5min 2min 0.45seg 0.45seg | 0.45seg 10min
Repeticiones| Una solavez Una solayez Se repite &8s Una sola ve

Parametros utilizados para genes de Toxina de $hiday gen eae.

TECNICA DE ELECTROFORESIS

Se preparo TAE 1X de la siguiente forma; se tom0OnilOde TAE 10X el cual se

mezcld en 100ml de agua destilada estéril, posteente se prepard el gel de agarosa

al 2% el cual consta de 30ml de TAE 1X mas 0.6gghrosa, se clarificé hasta que el

medio quedd reconstituido.

Se vacio el gel de agarosa al 2% en la camaraedéraforesis un poco antes de que

solidifique se le colocoé el peine, una ves geldit@ompletamente se procedio a retirar

el peine y las bases que contienen al gel.




Se mont6 el sistema en una camara para electrifgres le agregé TAE 1X, hasta que

cubriera a el gel de agarosa solidificado, posternte se colocaron las muestras:

Se coloco @l de buffer de corrida y 10 de muestra previamente mezclados sobre
plastico parafin, dejandose 40 minutos en la camaralectroforesis con un voltaje de

87 miliamper.

Se prepard el bromuro de etidio de la siguientendorful de bromuro de etidio en
200ml de TAE 1X bien mezclados.

Posteriormente se sumergio el gel en la mezclaalauro de etidio aproximadamente

40 minutos para el revelado del mismo.

Se procedi6 a tomar la lectura del gel en el teamisiador ultravioleta.
ENSAYOS SOBRE LINEA CELULAR VERO

Obtencion de la linea celular Vero

Células Vero ( células de rifidn de mono verde afiog

La linea celular Vero fue donada por el laborataté Citologia de la Facultad de

Estudios Superiores Cuautitlan.
Conservacion de linea celular Vero.

Las cajas de Petri con una monocapa de 24 a 4&medeniento les fue retirado el
MEM vy se procedio a realizar un lavado con 2ml 88 & posteriormente se mezclo se
le vertieron 2ml de tripsina al 5% para provocadedprendimiento de la monocapa y

se dejo reposar 10minutos.

A las cajas triptinizadas se les verti6 2ml de MBM%, lavando tres veces y se le
vertio de 3 a 5 gotas del MEM en las caja nuevasa®ndo el resto, se rellené con
10ml de MEM, posteriormente se le colocé 5ml de M&Ms cajas triptinizadas, todas

ellas se incubaron a 3Z con una inyeccion de G@l 5% por 24 a 48 horas.

El MEM al 5% es para mantener la linea celular 086 adicionado con aminoacidos

no esenciales es para crecimiento rapido.

Preparacion de microplacas para la detecciéon de tma de Shiga (Stx) (Zamora y
col., 2000).

Se utilizaron microplacas de 12 pocillos en lad saainoculo cultivo celular Vero en

MEM, suplementado con 5% de suero fetal bovinoremaantidad de 2ml por pocillo,



se incubaron a 3T por 24 a 48 horas con una inyeccion dez @D5%, hasta la

formacion de la monocapa celular.

Posteriormente a la incubacion se observé al ndomie invertido para confirmar la
confluencia del cultivo celular adecuada, confirmdd confluencia al 100%, se

procedio a preparar las microplacas para el serotimacteriano.

Se preparo el agar purificado al 1%, se utilizo hafio Maria a una temperatura
constante de 48 en el cual se colocé una solucion de MEM y siietal bovino al

10%, se procedi6é también a colocar el agar pudtical 1% en el bafio Maria, ya
establecido que los dos medios se encontrabartemigeratura de 48 se mezclaron

perfectamente, posteriormente en la campana sedgitoa colocar el medio en las
microplacas, pero anteriormente se retir6 el mexiotenido en las microplacas, y
posteriormente con una pipeta estéril se verti6 @mtada pozo del medio realizado

posteriormente, se esperd a la solidificacion.

Obtenida la solidificacion y enfriado a temperatuaebiente se revis6 en un
microscopio invertido el contenido celular, se sgmbn cada pozo una colonia de
Escherichia coli problema positiva anteriormente a los genes @adeacion en cadena
de la polimerasa, utilizando un testigo negativeeknual este caso se utilizo la cepa
K12, y un testigo positivo el cual fue la Delta;leina ves sembrado se colocé en
tension parcial de COncubado a 3T por 72h, procediendo a realizar lectura en un

microscopio invertido de la siguiente forma: 24, 48 y 72 horas.

Cuantificacion de la toxina Stx de cepas déscherichia coli problema
Se realizo6 inicialmente un filtrado de las cepablamas.

Se cultivo una colonia de las cepas problemas yocoestigo positivo la cepa
EDL933med en 5ml de CST (Bioxon) las cuales selbamn por 18h a 3T,
posteriormente se centrifugo a 6000rpm por 15 rogat una temperatura dé6los

5ml del cultivo realizado .

Se tomé el sobrenadante y se pas6 por un filtrdd.@a de poro (Millipore) en

condiciones de esterilidad, los filtrados se guand&asta su uso a -Z0.



El sobrenadante de los cultivos previamente fitisaflieron diluidos decimalmente en
un amortiguador de fosfato (PBS) , en 4.5ml de B8& agregd 5ml del sobrenadante

del filtrado hasta la dilucion 10

Se prepar6 en microplacas de 96 pozos cultivoarelitéro mas MEM al 5%, las cuales
se incubaron en una atmésfera himeda con una idpede CQ , hasta tener una
confluencia de cultivo celular de al menos del 80&hn ese momento se le retir6 el
medio y de le agreg6 1QDdel filtrado, y de sus diluciones decimales olitea del
sobrenadante de las cepas problemas y como tes#igativo se utilizé PBS

posteriormente se les colocé una gota del MEM/al 3

Se incubaron a 3T con una inyeccion de G@l 5% por 96h realizando observaciones

diarias de la posible aparicion del efecto citati
Serologia

Se realizd la serologia con la técnica de aglaitima directa.Una vez obtenido el
resultado de PCR se seleccionaron de las cepasvass los genes y se cultivo una
colonia de las cepas problemas y como testigoipose utilizé la cepa EDL933med
en 5ml de CST (Bioxon) las cuales se incubaron 18br a 37C, posteriormente se

centrifugaron a 6000rpm por 15 minutos a una teaipea de 6C .

Posteriormente se utilizaron placas de aglutinaeidtas cuales se les agreg6 20 ul del
antisuero y 20ul del antigeno se mezclo con uillgal se realiz6 por 3 minutos

movimientos oscilatorios manualmente a la placa .

Se reviso la aglutinacion la cual se observo arabr#t al microscopio.

TABLA 7 Sueros polivalentes utilizados:

Suero antiEscherichia coli Suero antiEscherichia coli Suero antiEscherichia coli
STEC-EPEC EHEC O157:H 7

026, 0103, 0111, 0145, 0157 02, 05, 026, 0103, 0111| 0157
0145, 0157

Donados por el Dr. Alejandro Cravioto y el M en @n&ando Navarro del Laboratorio de Serologia de Medide
la UNAM.



VI RESULTADOS

De los 40 animales evaluados en este estudio sgietmin un total dell4 cepas, a las cuales se les
realizé la identificacion bioquimica, obteniendo @%%) cepas dé&scherichia coli y 16 (14%)
cepas pertenecientes a otros géneros distribuldok siguiente forma; 2 cepas Heebsiella
pneumoniae,4 cepas ddProteus vulgaris,5 cepas ddcdwardsiella ictaluri, 3 cepas deKluyvera
ascorbata, 1 cepa dérovidencia stuatii y 1 cepa dé&scherichia adecarboxylata que representan un

porcentaje bajo de aislamiento respecto &$abkerichia coli obtenidas (Tabla 8).

Quedando el mismo numero de casos (40 bovinogulales eran portadores Bscherichia coli.



TABLA 8 Resultado de la identificacion bioquimica de lgsaseaisladas

Cédigo | GRAM | CAT | OXI|CIT |[UR | MR | VP | SOR | Fermentacion de |aProduccion | Descarboxilaciér) Desaminacion| Movilidad | Produccién | Descarboxilacior)  *Identificacion
glucosa, sacarosa|, de acido de la lisina de la ornitina de indol de la Ornitina
lactosa y gas sulfhidrico
PRAP - + - - -+ - + + - + - + + - Escherichia coli
01
PRAP - + - - - + - + + - + - + + - Escherichia coli
02
PRAP - + - - - + - + + - + - + + - Escherichia coli
03
PRAP - + - - -+ - + + - + - + + - Escherichia coli
04
PRAP - + - - - + - + + - + - + + - Escherichia coli
05
PRAP - + - - - + - + + - + - + + - Escherichia coli
06
PRAP - + - - -+ - + + - + - + + - Escherichia coli
07
PRAP - + - - - + - + + - + - + + - Escherichia coli
08
PRAP - + - - - + - + + - + - + + - Escherichia coli
09
PRAP - + - - -+ - + + - + - + + - Escherichia coli
10
PRAP - + - - - + - + + - + - + + - Escherichia coli
11
PRAP - + - - - + - - + - + - + + - Escherichia coli
12
PRAP - + - - -+ - + + - + - + + + Escherichia coli
13

CAT- Catalasa OXI- Oxidasa CIT- Citrato UR- Urea MRbjo de metilo VP- Vogues Proskauer Sor- Sorbit
+ Positivo, - Negativo
* Se tomo como referencia Bergey's,1984 para latifizacion bioquimica




TABLA 8A Resultado de la identificacion bioquimica de kagas aisladas

Cédigo | GRAM | CAT | OXI|CIT [UR | MR | VP | SOR | Fermentacion de [aProduccién de| Descarboxilaciér) Desaminacién| Movilidad | Produccion| Descarboxilacién  *Identificacion
glucosa, sacarosg, acido de la lisina de la lisina de indol de la ornitina
lactosa y gas sulfhidrico
PRAP - + - - -+ - + + - + - + + + Escherichia coli
16 A
PRAP - + - - - + - + + - + - + + + Escherichia coli
16 B
PRAP - + - - - + - + + - + - + + + Escherichia coli
18
PRAP - + - - -+ - + + - + - + + - Escherichia coli
18 A
PRAP - + - - - + - + + - + - + + + Escherichia coli
18B
PRAP - + - - - + - + + - + - + + + Escherichia coli
19
PRAP - + - - -+ - + + - + - + + + Escherichia coli
19A
PRAP - + - - - + - + + - + - - + + Escherichia coli
19B
PRAP - + - - - + - + + - + - + + + Escherichia coli
19C
PRAP - + - - -+ - + + - + + + + + Escherichia coli
19D
PRAP - + - - -+ - + + - + - + + + Escherichia coli
20
PRAP - + - - - + - + + - + - + + + Escherichia coli
20 A
PRAP - + - - -+ - + + - + - + + + Escherichia coli
20D
PRAP - + - - -+ - - + - - - + + + Escherichia coli
21
PRAP - + - - - + - + + - - - + + + Escherichia coli
21A
PRAP - + - - -+ - + + - - - + + + Escherichia coli
21D
PRAP - + - - -+ - + + - + - + + + Escherichia coli
22B
PRAP - + -+ - - - - + - + - - - + Edwardsiella
23 ictaluri
PRAP - + - - -+ - - + - + - + + + Escherichia coli
23 A

CAT- Catalasa OXI- Oxidasa CIT- Citrato UR- Urea MRbjo de metilo VP- Vogues Proskauer

Sor- Sorbitol
+Positivo, - Negativo.




TABLA 8B Resultado de la identificacion bioquimica de lgsaseaisladas

Cédigo | GRAM | CAT | OXI|CIT [UR | MR | VP | SOR Fermentacion de la Produccion | Descarboxilaciér) Desaminacion | Movilidad | Produccién | Descarboxilaciér *Identificacion
glucosa, sacarosa| de acido de la lisina de la lisina de indol de la ornitina
Jlactosa y gas sulfhidrico
PRAP - + - - -+ - - + - + - + + - Escherichia coli
23B
PRAP - + - - - -+ + + - + - - - + Klebsiella
23C pneumoniae
PRAP - + - - - + - - + - + - + + + Escherichia coli
23D
PRAP - + - - -+ - + + - - - + + + Escherichia coli
24
PRAP - + - - - + - - + - - - + + + Escherichia coli
24 A
PRAP - + - - - + - - + - - - + + + Escherichia coli
24B
PRAP - + - - -+ - - + - - - + + + Escherichia coli
24C
PRAP - + - - - + - + + - + - + - - Escherichia coli
24D
PRAP - + - - - + - + + - - - + + - Escherichia coli
25
PRAP R + _ + - + - - + - + - - - + Edwardsiella
25A ictaluri
PRAP - + -+ -+ - - + - + - - - + Edwardsiella
25B ictaluri
PRAP - + - - - - - + + - + - - - + Klebsiella
25C pneumoniae
PRAP - + - - -+ - - + - - - + + - Escherichia coli
25D
PRAP - + - - - + - - + - - - + + + Escherichia coli
26
PRAP - + - - - + - - + - - - + + + Escherichia coli
26 A
PRAP - + - - -+ - - + - - - + + + Escherichia coli
26 B
PRAP - + - - - + - - + - - - + + + Escherichia coli
26 C
PRAP - + - - - + - - + - - - + + + Escherichia coli
26 D

CAT- Catalasa OXI- Oxidasa CIT- Citrato UR- Urea MRojo de metilo VP- Vogues Proskauer Sor- Sorbitol
+Positivo, - Negativo
*Se tomo como referencia el Bergey's1984 paradatificacion bioquimica




TABLA 8C Resultado de la identificacion bioquimica de kagas aisladas

Cédigo | GRAM | CAT | OXI|CIT [UR | MR | VP | SOR | Fermentacion de |aProduccion | Descarboxilaciér) Desaminacion| Movilidad | Produccién | Descarboxilacion) *Identificacion
glucosa, sacarosa|, de acido de la lisina de la lisina de indol de la ornitina
lactosa y gas sulfhidrico

PRAP - + - - -+ - + + - + - + + + Escherichia coli
27

PRAP - + - - - + - + + - + - + + + Escherichia coli

27 A

PRAP - + - - - + - + + - + - + + + Escherichia coli

27B

PRAP - + - - -+ - + + - + - + + + Escherichia coli

27C

PRAP - + - - - + - + + - + - + + + Escherichia coli

27D

PRAP - + - - - + - + + - + - - + + Escherichia coli
28

PRAP - + - - -+ - + + - + - + + - Escherichia coli

28 A

PRAP - + - - - + - + + - + - + + + Escherichia coli

28 C

PRAP - + - - - + - + + - + - + + - Escherichia coli

28 D

PRAP - + - - -+ - + + - + - + + + Escherichia coli
29

PRAP - + - - - + - + + - - - + + - Escherichia coli

29 A

PRAP - + - - - + - - + - - - + + - Escherichia coli

29B

PRAP - + - - -+ - + + - - - + + - Escherichia coli

29D

PRAP - + - - - + - + + - + - + + - Escherichia coli

30C

PRAP - + - - - + - + + - + - + + + Escherichia coli

30D

PRAP - + - - -+ - + + - + - + + + Escherichia coli
31

PRAP - + - - - + - - + - + - + + - Escherichia coli

31A

PRAP - + - + - + - - + + - - + + - Proteus vulgaris

31B

CAT- Catalasa OXI- Oxidasa CIT- Citrato UR- Urea MRbjo de metilo VP- Vogues Proskauer Sor- Sorbitol
+ Positivo, - Negativo
*Se tomo como referencia el Bergey's1984 paradatificacion bioquimica




TABLA 8D Resultado de la identificacion bioquimica de kagas aisladas

Cédigo | GRAM | CAT | OXI|CIT [UR | MR | VP | SOR | Fermentacion de |@roducciéon | Descarboxilaciér) Desaminacion| Movilidad | Produccién | Descarboxilacion *Identificacion
glucosa, sacarosd, de acido de la lisina de la lisina de indol | de la ornitina
lactosa y gas | sulfhidrico
PRAP - + - - -+ - + + - + - + + + Escherichia coli
31C
PRAP - + - + - + - - + + - - + + - Proteus vulgaris
31D
PRAP - + - - - + - + + - + - + + + Escherichia coli
33
PRAP - + - - -+ - + + - + - + + + Escherichia coli
33A
PRAP - + - + - + - - + - + - - - + Edwardsiella
33B ictaluri
PRAP - + - - - + - + + - + - + + + Escherichia coli
33C
PRAP - + - - -+ - + + - + - + + + Escherichia coli
34
PRAP - + - + - + - - + - + - - - + Edwardsiella
34 A ictaluri
PRAP - + - - - + - + + - + - + + + Escherichia coli
34B
PRAP - + - - -+ - + + - + - + + - Escherichia coli
34C
PRAP - + - - - + - + + - + - + + + Escherichia coli
34D
PRAP - + - + - + - + + + + - + + + Kluvyera
36 ascorbata
PRAP - + -+ -+ - - + + - - + + - Proteus vulgaris
36 A
PRAP - + - + - + - + + + + - + + + Kluvyera
36B ascorbata
PRAP - + - + - + - - + + + - + + + Kluvyera
36C ascorbata
PRAP - + -+ -+ - - + + + - + + - Providencia
36D stuartii

+ Positivo, - Negativo,

*Se tomo como referencia el Bergey's1984 paradatificacion bioquimica

CAT- Catalasa OXI- Oxidasa CIT- Citrato UR- Urea MRjo de metilo VP- Vogues Proskauer Sor- Sorbitol




TABLA 8E Resultado de la identificacion bioquimica de Ig

[sascaisladas

Cédigo | GRAM | CAT | OXI|CIT |[UR | MR | VP | SOR Fermentacion de [aProduccion | Descarboxilacior) Desaminacion | Movilidad | Produccién| Descarboxilacion | *Identificacion
glucosa, sacarosd, de acido de la lisina de la lisina de indol de la ornitina
lactosa y gas sulfhidrico
PRAP - + - - -+ - + + - + + + + + Escherichia coli
37
PRAP - + - - -+ - + + - + - - + - Escherichia coli
37A
PRAP - + - - -+ - + + - + - - + + Escherichia coli
37B
PRAP - + - - -+ - + + - + - + + + Escherichia coli
37C
PRAP - + - - -+ - + + - + - + + + Escherichia coli
37D
PRAP - + - - -+ - + + - + - + + + Escherichia coli
38
PRAP - + - - -+ - + + - - - + + - Escherichia coli
38 A
PRAP - + - - -+ - + + - - - + + + Escherichia coli
38B
PRAP - + - - -+ - + + - - - + + + Escherichia coli
38C
PRAP - + - - -+ - + - - - - + + - Escherichia
38D adecarboxylata
PRAP - + - - -+ - + + - - - + + + Escherichia coli
39
PRAP - + - - -+ - + + - + - + + + Escherichia coli
39A
PRAP - + - - -+ - - + - + - - + - Escherichia coli
39B
PRAP - + - - -+ - + + - + - + + + Escherichia coli
39C
PRAP - + - - -+ - + + - + - + + + Escherichia coli
39D
PRAP - + - - -+ - + + - + - + + + Escherichia coli
40

CAT- Catalasa OXI- Oxidasa CIT- Citrato UR- Urea MRjo de metilo VP- Vogues Proskauer Sor- Sorbitol

+ Positivo, - Negativo
*Se tomo como referencia el Bergey's1984 paradatificacion bioquimica




TABLA 8F Resultado de la identificacion bioguimica de lagas aisladas

Cédigo | GRAM | CAT | OXI|CIT [UR | MR | VP | SOR Fermentacion de la| Produccion | Descarboxilacién) Desaminacién| Movilidad Produccién de | Desaminacion | *Identificacion
glucosa, sacarosa, de acido de la lisina de la lisina indol de la ornitina
lactosa y gas sulfhidrico.
PRAP - + - - -+ - + + - + - + + + Escherichia coli
40 A
PRAP - + - - -+ - + + - + - + + + Escherichia coli
40B
PRAP - + - - - + - + + - + - + + + Escherichia coli
40C
PRAP - + - - -+ - + + - + - + + + Escherichia coli
40D
PRAP - + -+ -]+ - - + + - - + - - Proteus vulgaris
41
PRAP - + - - - + - + + - + - + + + Escherichia coli
41A
PRAP - + - - -+ - + + - + - + + - Escherichia coli
41 B
PRAP - + - - -+ - + + - + - + + + Escherichia coli
41C
PRAP - + - - - + - + + - + - + + + Escherichia coli
42 A
PRAP - + - - -+ - + + - + - + + + Escherichia coli
42 C
PRAP - + - - -+ - + + - - - + + + Escherichia coli
43 A
PRAP - + - - - + - + + - - - + + + Escherichia coli
43 B
PRAP - + - - -+ - + + - + - + + - Escherichia coli
43 C
PRAP - + - - -+ - + + - - - + + + Escherichia coli
43D

CAT- Catalasa OXI- Oxidasa CIT- Citrato UR- Urea MRjo de metilo VP- Vogues Proskauer Sor- Sorbitol

+ Positivo, - Negativo

*Se tomo como referencia el Bergey's1984 paradatificacion bioquimica




Las cepas deEscherichia coli obtenidas se distribuyeron en 4 diferentes bistipo
encontrando que el mas frecuente fue el de sorpibsitivo, con movilidad positiva
representando el 79% de todos los biotipos aisledio® se muestra en la Tabla 9.

Tabla 9 Frecuencia de biotipos encontrados en cep&saerichia coli:

SORBITOL MOVILIDAD TOTAL TOTAL
(cepas) (%)
+ + 77 79
+ - 4 2
- + 16 16
- _ 1 1
TOTAL 98 100

Simbole cepas positivas cepas negativas
Para la identificacion fue tomadordferencia (Bergey 1984)
Determinacion del Sorbitol, seinilBase caldo rojo de fenol adicionado con 3%sdmrbitol , y para determinar la

motilidad se utilizé el medio ®lI
Posteriormente a las 98 cepas positivischerichia coli se les realiz6 la técnica de PCR
multiplex, fueron organizadas en 11 grupos disyrdmdolas para determinar si contenian
algunos de los genestxl, stx2 o0 eae en forma simultanea, los grupos formados se

muestran en la tabla 10.



Tabla 10 Grupos de cepas descherichia coli formados para la técnica de PCR multiplex

Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo 6 | Grupo 7 Grupo Grupo Grupo Grupo
1 2 3 4 5 8 9 10 11
PRAP 13 |PRAP 20D |PRAP 1 |PRAP 24 |PRAP 26 PRAP 28 | PRAP 30 C| PRAP 34 D| PRAP 38 Al PRAP 41 A| PRAP 20
PRAP 16 Al PRAP 21 PRAP 2 | PRAP 24 A| PRAP 26 A | PRAP 28 A| PRAP 31 |PRAP 37 |PRAP 38 B| PRAP 42 Al PRAP 20 A
PRAP 16 B| PRAP 21 A | PRAP 3 | PRAP 24 B| PRAP 26 B | PRAP 28 B| PRAP 31 Al PRAP 37 Al PRAP 38 C| PRAP 42 C PRAP 40
PRAP 18 Al PRAP 21 D |PRAP 4 |PRAP 24 C| PRAP 26 C | PRAP 28 C| PRAP 31 B| PRAP 37B | PRAP 39 Al PRAP 43 Al PRAP 40 A
PRAP 18 B| PRAP 22 B | PRAP 5 | PRAP 24 D PRAP 26 D | PRAP 28 D| PRAP 31 C| PRAP 37 C PRAP 39 | PRAP 43 B| PRAP 40 B
PRAP 19 |PRAP 23 A |PRAP6 |PRAP 25 |PRAP 27 PRAP 29 | PRAP 31 D PRAP 37 D| PRAP 39 D| PRAP 43 C PRAP 40 C|
PRAP 19 A| PRAP 23 B | PRAP 7 | PRAP 25 Al PRAP 27 A | PRAP 29 A| PRAP 33 |PRAP 38 | PRAP 39 C| PRAP 43 D| PRAP 40 D
PRAP 19 B| PRAP 23 C | PRAP 8 | PRAP 25 B| PRAP 27 B | PRAP 29 B| PRAP 33 C
PRAP 19 C PRAP 23D | PRAP 9 |PRAP 25C|PRAP 27 C | PRAP 29 C| PRAP 34
PRAP 19 D PRAP 24 PRAP 39| PRAP 25 D| PRAP 27 D | PRAP 29 D| PRAP 34 B
B

Los grupos positivos en la técnica de PCR mubktifleron 7 los cuales constaban de 67 cepdsscerichia coli, y 4 grupos dieron

negativos a cualquiera de los genes quedando aategpor 31 cepas como se observa en la tabla 11.

Tabla 11 Resultados en la técnica de PCR multiplex dedopag deEscherichia coli

Grupos Grupo | Grupo | Grupo | Grupo Grupo Grupo | Grupo | Grupo Grupo Grupo Grupo
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Genes stx1 stx1l  |stx1 stx1 Negativo |stx1 stx1 Negativo | Negativo | Negativo | stx1
Encontrados stx2 stx2
eae eae eae

stx1: toxina de Shiga tipo &x2: toxina de Shiga tipo 2ae:

Posteriormente se realiz0 la técnica de PCR mekiple manera individual para cada cepa obtenie@doepas negativas para
cualquier gen y obteniendo 38 cepas positivas @najgnstx1, stx2 o eae como se muestra en la tabla 5, constando de VAhdso
representando el 52.5% de 40 bovinos previamesigdais, como se muestra en la tabla 12.
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TABLA 12 Genotipos de las cepas B&cherichia coli trabajadas

stx1 stx1, eae stx2, eae stx1, stx2 stx1, stx2, eae
PRAP 04 PRAP 13 PRAP 23 A PRAP 01 PRAP 05
PRAP18B PRAP 16 A PRAP 23 B PRAP 06 PRAP 09
PRAP 19B | PRAP 19 PRAP 24 PRAP 07
PRAP 19 C PRAP 19 A PRAP 12
PRAP 19 D PRAP 22 B PRAP 20
PRAP 23D PRAP 24 C PRAP 20 A
PRAP 28 C PRAP 25
PRAP 28 D PRAP 39 B
PRAP 29
PRAP 29 A
PRAP 29 B
PRAP 29D
PRAP 30 C
PRAP 31 A
PRAP 33
PRAP 40
PRAP 40 A
PRAP 40 B
PRAP 40 C

stx: toxina de Shigastx1: toxina de Shiga tipo Kx2: toxina de Shiga tipo,2ae: gen que codifica para la intimina

Se observo que el genotipo mas frecuentestixle respecto al genotipsixl coneae que
fue ubicado como el segundo en frecuencia, tamgméontrando una baja frecuencia para

el genotipastxl, stx2 y eae como se muestra en la tabla 13.

Tabla 13 Genotipos encontrados en la técnica de PCR mudtiple

Genes Numero de Porcentaje de
(stx1- stx2- eae) Escherichia coli Escherichia coli
(cepas) (%)
stx1 19 50
stx2 0 0
stx1, stx2 6 15.8
stx1, eae 8 21
stx2,eae 3 7.9
stx1,stx2,eae 2 25.2
Total 38 100

stx1: toxina de Shiga tipo 1
stx2: toxina de Shiga tipo 2
eae: gen que codifica para la intimina
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Deteccion del dafio citopatico a partir de linea celular Vero desafiadas con diferentt
cepas de Escherichia coli
Prueba cualitativa

Las cepas deEscherichia coli trabajadas en este experimento fueron 38, si
previamente detectadas como positiva a alguno de los genes de la toxina de Shi
técnica de PCR multiplex, los resultados de la identificacion de la citotoxinas se m
en la Tabla 14.

El efecto citolitico observado sobre el monoestrato celular de las células Vero, fu
gue el testigo positivo en este caso la agper productora de Stx1l y Stx@ste efecto s
presento a las 24h de incubacion produciéndose la destruccion del monoestrato ¢
con algunas cepas se observo citotonicidad (redondeamiento sin lisis) en lugar
citolitico sobre las células Vero, aunque cabe destacar que la mayoria pre:

posteriormente dafio citolitico (lisis celular).

Los efectos de las cepas eherichia coli observadas sobre la linea celular Vero de

experimento se muestran en la figura 5.

Figura 5 Cambios en linea celular Vero a partir de cepas de Escherichigamiiuctoras
de Sx

‘ " T st ok A R
A: No se observa cambio en la morfologia de la monocapa celular, B se observa redondeamientc
(efecto citotonico), C: Se observa destruccién completa de la monocapa celular (efecto citolitico)
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Tabla 14 Efecto de cepas descherichia coli en linea celular Vero

Efecto toxico Nimero de Porcentaje de
Escherichia coli Escherichia coli
(cepas) (%)
Citolitico 27 71
Citoténico 6 16
Sin efecto 5 13
Total 38 100

Citotoxico: redondeamiento y lisis celular
Citot6nico: redondeamiento sin lisis celular
La técnica utilizafue la descrita por Zamora y col (2003) con régariantes.

La frecuencia de presentacion del efecto citolifie® del 72%, causado por 27 cepas de
Escherichia coli, seguido del efecto citotonico con el 16% al desabn 6 cepas y no se
observo dafo sobre las células Vero en el 13%dedsos al estar presente en 5 cepas.

En la Tabla 15 se muestra por cepakEdeherichia coli el dafio citopatico sobre la linea

celular Vero.
TABLA 15 Efecto citopatico de cepas Becherichia coli

CITOLITICO CITOLITICO CITOTONICO SIN EFECTO
PRAP 01 PRAP 23 A PRAP 04 PRAP 23D
PRAP 05 PRAP 23 B PRAP 13 PRAP 24
PRAP 06 PRAP 28 C PRAP 19 C PRAP 24 C
PRAP 07 PRAP 28 D PRAP 22 B PRAP 33
PRAP 09 PRAP 29 PRAP 25 PRAP 40 C
PRAP 12 PRAP 29 A PRAP 39 B
PRAP 16 A PRAP 29 B
PRAP 18B PRAP 29 D
PRAP 19 PRAP 30 C
PRAP 19 A PRAP 31 A
PRAP 19 B PRAP 40
PRAP 19 D PRAP 40 A
PRAP 20 PRAP 40 B
PRAP 20 A

Posteriormente se seleccionaron 18 cepas de cepmsentativos al azar que presentan
diferentes caracteristicas genotipicas, paradatdicacion de Stx, en la Tabla 16 y 17 se
presentan los resultados, en este experimentoilss utomo testigo positivo la cepa
EDL933med productora de Stx1 y Stx2 la cual tub@fecto sobre las células Vero dé 10
UCCC/100ul a las 72h con un efecto citolitico totigis celular).
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Tabla 16 Cuantificacion de Stproducidas por las cepas Hscherichia coli trabajadas

Cepas deEscherichia coli Efecto sobre células Vero
Trabajadas UCCcC/io0oul
PRAP 01 16
PRAP 04 16
PRAP 05 16
PRAP 22 B 16
PRAP 28 C 16
PRAP 06 10
PRAP 40 10
PRAP 09 1¢
PRAP 19 1¢
PRAP 20 1¢
PRAP 23 A 1d
PRAP 16 A 10
PRAP 07 10
PRAP 13 10
PRAP 24 SIN CAMBIOS
PRAP 24 C SIN CAMBIOS
PRAP 25 SIN CAMBIOS
PRAP 39 B SIN CAMBIOS

UCCC -Unidad citotdxica en cultivo celular
Experimento realizado sobre linea celular vero.

Tabla 17 Frecuencia d&x producidas por las cepas Becherichia coli trabajadas

Efecto sobre NUmero de Porcentaje de
células Vero| Escherichiacoli | Escherichia coli
uccc/iooul (cepas) (%)

Sin efecto 4 22.2
10" 2 11.1

107 0 0

10° 0 0

10" 4 22.2

10° 2 11.1

10° 6 33.4
Total 18 100

UCCC -Unidad citotéxica en cultivo celular
Experimento realizado sobre linea celular Vero.
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A las 38 cepas descherichia coli se les realiz6 serologia para determinar si pecen a

los grupos serolégicos EHEC o STEC los resultadonigestran en la Tabla 18.

Tabla 18Prueba de serologia a las cepaksbberichia coli

Cepas deEscherichiacoli | Serogrupo STEC Serogrupo EHEC Serotipo O157:H7
Trabajadas

PRAP 01 Negativa Positiva Negativa
PRAP 04 Positiva Positiva Negativa
PRAP 05 Negativa Positiva Negativa
PRAP 06 Negativa Positiva Negativa
PRAP 07 Negativa Positiva Negativa
PRAP 09 Negativa Positiva Negativa
PRAP 12 Negativa Negativa No realizada
PRAP 13 Negativa Positiva Negativa
PRAP 16 A Negativa Positiva Negativa
PRAP 18 B Negativa Negativa No realizada
PRAP 19 Negativa Negativa No realizada
PRAP 19 A Negativa Negativa No realizada
PRAP 19B Negativa Negativa No realizada
PRAP 19 C Negativa Negativa No realizada
PRAP 19 D Negativa Negativa No realizada
PRAP 20 Negativa Positiva Negativa
PRAP 20 A Negativa Negativa No realizada
PRAP 22 B Negativa Negativa No realizada
PRAP 23 A Positiva Positiva Negativa
PRAP 23 B Negativa Negativa No realizada
PRAP 23 D Negativa Negativa No realizada
PRAP 24 Negativa Positiva Negativa
PRAP 24 C Negativa Positiva Negativa
PRAP 25 Positiva Positiva Negativa
PRAP 28 C Negativa Negativa No realizada
PRAP 28 D Negativa Negativa No realizada
PRAP 29 Negativa Negativa No realizada
PRAP 29 A Negativa Negativa No realizada
PRAP 29 B Negativa Negativa No realizada
PRAP 29 D Negativa Negativa No realizada
PRAP 30 C Positiva Negativa Negativa
PRAP 31 A Negativa Negativa No realizada
PRAP 33 Positiva Negativa Negativa
PRAP 39 B Positiva Negativa Negativa
PRAP 40 Negativa Negativa No realizada
PRAP 40 A Negativa Negativa No realizada
PRAP 40 B Negativa Negativa No realizada
PRAP 40 C Negativa Negativa No realizada

STECEscherichia coli productora de toxina de Shiga
EHECEscherichia coli enterohemorragica
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Las 16 cepas descherichia coli a las cuales se les determino la serologia y egsultpositivas a los serogrupos EHEC Y STEC, las

Tabla 19 Frecuencia de serogruposkekeherichia coli aisladas

Serologia NUmero de Escherichia coli
Escherichia coli (%)
(cepas)
STEC 3 7.9
EHEC 10 26.3
STEC- EHEC 3 7.9
0157:H7 0 0
Negativas 22 57.9
Total 38 100

STEC-Escherichia coli productora de toxina de Shiga
EHE@scherichia coli enterohemorragica

caracteristicas mas importantes se muestran ablidn la Tabla 20.

Tabla 20 Cepas dé&scherichia coli trabajadas

CEPAS Identificacion del | Genes identificados en Efecto sobre linea| Efecto sobre linea celular | Serogrupo | Serogrupo | Serogrupo
bovino la técnica de PCR | celular Vero Vero (UCCC/100ul) EHEC STEC EHEC- STEC
PRAP 01 EDI 28 523 bho 4C| stx1, stx2 Citolitico 10° Positivo
PRAP 04 EDI40H-30-B stx1 Citotdnico 10 Positivo
PRAP 05 EDI 120 527 RPS 1 stx1, stx2, eae Citolitico 10° Positivo
PRAP 06 | 375RPS1 stx1y stx2 Citolitico 10° Positivo
PRAP 07 EDI527RPS2 stx1y stx2 Citolitico 10" Positivo
PRAP 09 EDI 127 527 RPS 4 stx1, stx2, eae Citolitico 10* Positivo
PRAP 13 V917- enteriva stx1, eae Citotdnico 10" Positivo
PRAP 16 A|872 A stx1, eae Citolitico 10° Positivo
PRAP 20 | 877 stx1y stx2 Citolitico 10* Positivo
PRAP 23 A|881 A stx2 'y eae Citolitico 10* Positivo
PRAP 24 | 883 stx2y eae Sin cambio Sin cambio Positivo
PRAP 24 C|883 C stx1ly eae Sin cambio Sin cambio Positivo
PRAP 25 | 885 stx1ly eae Citotdnico Sin cambio Positivo
PRAP 30 C|6969IVC stx1 Citolitico No realizado Positivo
PRAP 33 2226 stx1 Sin efecto No realizado Positivo
PRAP 39 B| INQUIRIER B stx1, eae Citoténico Sin efecto Positivo

stx: toxina de Shigastx1: toxina de Shiga tipo Hx2: toxina de Shiga tipo 2
eae: gen productor del dafio Attachment and effacert/i).

Citolitico: redondeamiento y lisis celula€itotonico: redondeamiento sin lisis celular

STEG Escherichia coli productora de toxina de Shiga, EHEESeherichia coli Enterohemorréagicas
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De 98 cepas de&scherichia coli obtenidas originalmente,16 cepas fueron positavas

algun serogrupo STEC O EHEC con una frecuencial@e32%. de 38 cepas de

Escherichia coli portadoras de algin genotipo stx1, stx2, eae@aefas representaron

una frecuencia del 42.1%

De 40 bovinos 13 de ellos fueron positivos alalgatotipo su frecuencia fue del

32.5% y de los 21 bovinos portadores de 38 cepsiiyas a alguno de los genes los 13

bovinos representaron una frecuencia del 61.9%.

VIII DISCUSION
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A las colonias previamente aisladas de bovinoseseelecciond por la caracteristica
del color verde metalico sobre agar eosina azuhetleno, lo cual fue sugerente de
gue pertenecian al génelscherichia, posteriormente se les realizé la identificacion
bioquimica, se obtuvo una frecuencia Bscherichia coli del 86%, el otro 14%
represento a otras bacterias, esto es sugereipgedel brillo verde metalico no es una
caracteristica al 100% para la identificacion pnéiva deEscherichia coli

De las cepas descherichia coli aisladas, el 79% resultaron positivas en la fetawdn

del sorbitol y movilidad, y solo 1% resulto conb&tipo sorbitol y movilidad negativa
como se muestra en la tabla 9. La literatura (ldugucol., 2001) sugiere que el
fenotipo sorbitol negativo es caracteristico debgo 0157:H7, pero existen reportes
en Chile (Borie y col., 1997) en donde se encontrd0% de las cepas EHEC 0157
aisladas de bovinos que fueron sorbitol positivasgue sugiere que este fenotipo,
sorbitol negativo, no es comun al 100% de EHEC ydeeen investigar tanto las
colonias fermentadoras como no fermentadoras d#@laiBorie y col., 1997). También
se han descrito aislamientos del serotipo O157:g@rtr de alimentos que contienen
sorbitol que fueron capaces de mutar de un fenatipfermentador a otro que si posee
dicha capacidad, esta posibilidad puede tener it@p@®s consecuencias sobre la
utilizacién del fenotipo sorbitol negativo como wdd para detectar estos patdgenos en
las muestras clinicas (Usera, 2005).

Las 98 cepas descherichia coli aisladas de los 40 bovinase caracterizaron por medio
de la técnica de PCRsta se ha planteado como una herramienta moleaubadtil en

el diagnéstico de enfermedades producidas por patdgbacterianos (Vidal, 2002). En
este caso se utilizaron cebadores que amplifassdcuencias para la identificacion de
los genes stx1, stx2 y eae, se obtuvo una frecael®ti38.8% (38 cepas) positivas a
cualquiera de los genes como se muestra en la fdblg resultando 21 bovinos
portadores de cepas @scherichia coli positivas a algun gen con una frecuencia del
52.5% .

De los genotipos encontrados k1, con o sin presencia del gese fue el més aislado

con una frecuencia del 27.5%del total de los 40drmsy lo cual coincide con estudios
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realizados en Chile (Borie y col., 1997) en dondegenotipo mas frecuentemente
aislado fue elstx1 en bovinos con una frecuencia del 72.5%, a difgaecon el
genotipo encontrado en estudios realizados solwi@d®en Argentina (Notario y col.,
2000) que fue la presencia de cepas portadorasross gpara ambas toxinasl y stx2,
con una frecuencia del 44.1% y lo que se encorgrd Estados Unidos donde el

genotipo mas frecuentemente observadatixi(Beutin y col., 1993).

Las 38 cepas descherichia coli a las cuales se les determind la produccion dedox
de Shiga de manera cualitativa sobre cultivo ceMé&o, en donde se considero como
positivas a Stx aquéllas con actividad citotoxicanifestada por retraccion del
citoplasma, redondeamiento celular, condensacidatgralizacion del ndcleo; se
obtuvo una frecuencia de cepas positivas a laysdn de citotoxina del 71% como
se muestra en la tabla 14, comparando con un ex@etd realizado en 1995 (Valdivia,
1995) que fue del 63% se obtuvo una frecuencialaimy comparada con estudios
realizados sobre cepas O157:H7 productoras derStegentes de casos diarreicos de
nifios, en la Habana Cuba donde se muestran rassilitadls elevados en los cuales se

obtuvo 94 %de frecuencia. (Ramirez y col., 1999).

En el presente estudio el 80% de las cepas preséatto citolitico a las 24 h de
incubacién y las restantes fueron positivas eagelB h y 72 h. Esto corresponde con lo
hallado por otros autores que detectaron un 78%fdeto citolitico las primeras 24
horas. (Ramirez y col., 1999). En algunos cultise®bservo solo dafio citoténico de
las cepas dEscherichia coli positivas a los genes stx1, o stx2, posiblemestieafecto
se debe a que no son productoras de la toxina ide,3bmbién dicho efecto pudiera
deberse al factor de necrosis celular (CFN) orai$ana toxina LT la cual produce este
efecto citopatico (Valdivia, 1995).

Las cepas que contienen los gesed, o stx2, eae no produjeron ningun efecto
citopatico puede ser debido a que no se expreseigenes para la produccion de la

toxina.
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En la prueba cuantitativa sobre la linea celulao\ée seleccionaron 18 cepas al azar de
Escherichia coli positivas a alguno de los gerde la toxina, se obtuvo un 44.5%, como
se muestra en la tabla 17, de cepas altas prodsdlerla toxina de Shiga, este efecto es
parecido a la cepa de referencia EDL933med la esialta productora de toxina de
Shiga, se puede asumir que un alto porcentajesdeelgas seleccionadas también son

altas productoras, esto concuerda con el estudi@ado por Valdivia (1995).

La frecuencia de EHEC observada en este estudie €6.3% equivalente a 10 cepas y
7 bovinos, la frecuencia de STEC equivalente ae@ag en 3 bovinos con una
frecuencia del 7.9%, reaccion positiva con el senog EHEC-STEC fue equivalente a
3 cepas en 3 bovinos con una frecuencia del 7.8&4dndica una frecuencia total de 13
bovinos (32.5%) respecto de los 40 bovinos commsestra en la tabla 19, lo que
indica una similitud en frecuencia comparado cod4el% de 68 bovinos encontrados
por Notario en el 2000 y una alta frecuencia dowtdls y col, en 1991 encontré
menos del 3% en terneros y vacas lecheras enagloede Washington, USA, donde

habian ocurrido brotes de gastroenteritis y SUH.

En otros estudios no se ha encontrado predomini@sdaepas EHEC con relacion al sexo
ni a la raza y aparentemente se aisla con mayareineia en animales jovenes (Wells y
col., 1991; Wilson vy col., 1992). En los resultadie este trabajo se encontraron 12

animales portadores de patotipos con una edacdesile 5 meses y un animal adulto.

De los 13 bovinos, 8 de ellos presentaban diaaeguinolenta todos ellos menores de
3 meses a excepcidén del adulto de 5 afios de edasd gtros 5 restantes también

menores de 5 meses se encontraban en buen estadidi.

Esto demuestra la frecuencia sobre animales joyeneasuestro estudio del 93.2%, y la

frecuencia de enfermedad del 61.5% respectolah@iEnto de estos serogrupos.

A pesar de que no se encontrd el serotipo O15AHjlle generalmente se ha pensado
gue los serogrupos no correspondientes a 0157 semogncapaces de causar
enfermedad severa en humanos, cabe destacar tjmanigénte ha habido un aumento
en la incidencia de enfermedades severas atribaidasogrupos no 0157 lo que indica
que no necesariamente el serogrupo tiene correl@ag la virulencia , siendo este un
factor asociado a una mayor frecuencia de aisla@mide cepas con serogrupos
particulares (Donnenberg, 2002), (Valdivia, 199%8)nque la mayoria de los brotes y

casos esporadicos de colitis hemorragica y SUHI enuado han sido provocados por
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EHEC del serotipo O157:H7, eso no quiere decirlgygroduccion de toxina de Shiga
(Stx1l y Stx2) se restrinja a las cepas del citaglotipo. Las EHEC causantes de
infecciones en seres humanos pertenecen a un inapéibanico de serotipos, habiéndose
detectado la produccién de toxinas de Shiga ersqagréenecientes a 130 serogrupos O y
251 serotipos (Blanco y col., 2000).

La proporcién de portadores de STEC y EHEC en #ébgshvacunos varia enormemente
desde un 1 hasta un 80%. (Donnenberg, 2002), estrayoyecto se encontré un 32.5%
positivos del total de los 40 bovinos trabajados.

La mayoria de los estudios epidemioldgicos se h#otado al ganado vacuno en el que
se han encontrado mas de 100 diferentes serotigdd®© los grupos STEC y EHEC
distribuidos en locaciones geogréficas muy divéB@snenberg, 2002), cabe destacar
que en México se muestreo a 12, 654 personas |padateccion de categoria de
Escherichia coli diarreogénica y solo el 2% pertenecié a el seragrBplEC no
0157:H7(LNR, 2001), por esto no se deben desck$al2 cepas que contienen los
genes y que dieron negativos a la técnica de sgeolga que se utilizaron sueros
polivalentes con serotipos que afectan principatemarhumanos y descartando otros mas
comunes en el ganado vacuno como se muestra &nlda2tl, a pesar de ello se debe de
tomar en cuenta el alto porcentaje, de 42.1%, dEEN STEC encontrado en este

trabajo.

TABLA 21 Principales serotipos patégenos de EHEC en boyitosnanos
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Serotipos de
Escherichia coli
diarreogénicos para

Serotipos de
Escherichia coli
causantes de

Serotipos de
Escherichia coli
causantes de

Serotipos de
Escherichia coli
diarreogénicos

bovinos. infecciones infecciones humanos
extraintestinales para extraintestinales
bovinos. para bovinos.
(septicemia) (mastitis)
*0O5: H- 08 O1:H55 O1:H7,H-
0O8:H8,H9 09:K30 *O2:H- *02:H5
020:H19 011 04 08:H2,H-
*026:H11 015 *O5:H- 09:H21
*0103:H2 020 06:H48 0O15:H-
*0111:H8,H11,H- 021 08 022:H8
0O118:H16 *026 013 025:H-
*0Q145 035 040:H32 *026:H11,H-
045 040:H55 O55:H-
055 040:H- 076:H19
078:K80 065:H30 O77:H41
086 065:H- 084:H2
0115 074 091:H14,H21,KH-
0117 0104 098:H-
0137:K79 0107:H- *0103:H2,H7,H25
0153 0109 0104:H21
O113:H- *0111:H2,H8,H-
O117:H- 0113:H4,H21,H32
0120:H- 0117:H4,H7
0O130:H- 0118:H2,H12,H16
0138:H8 0121:H19
0146:H21 0128:H2,H-
0150 0129:H-
0O151:H10 *0145:H28,H-
O151:H- 0146:H21,H28
0O154:H- 0150:H-
*0157 0153:H21,H33,H-
*0157:H7,H-
0165:H25
0166:H28
0174:H-
ONT:H8,H19,
H21,H-

(Blanco y col., 2000)

* Serotipos utilizados para la identifigatserolégca
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IX CONCLUSIONES

En este estudio se pudo determinar que los boeinda zona norte del valle de México
son portadores de cepas Eeherichia coli productoras de la toxina de Shiga, esto se
determiné por la estandarizacion de PCR multipbexel cual se observé la presencia
de genes stx1, stx2 y eae, por otra parte la poidlude la toxina de Shiga 1y 2, se
determino por medio de la estandarizacién sohsay®s en linea celular Vero de
forma cualitativa y cuantitativa, y por medio dgaogia se encontraron serogrupos
con posibilidad de ser patégenos en el hombre, ¢stio se llevo a cabo en la Unidad
de Investigacion Multidiciplinaria (UIMSA) de la Ealtad de Estudios Superiores

Cuautitlan.

Esto demuestra que a pesar que no se existeneagpl@tcasos en humanos por EHEC
en México, se debe de tener en cuenta al ganadm@aomo reservorio importante de
este patégeno, ya que son portadores de cep&scherichia coli con todos los

factores de virulencia para la presentacion eerrghgsmano.
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