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RESUMEN

En México no hay estudios sobre aislamientos de las cepas Escherichia coli productora de
Shiga toxina (STEC) o Escherichia coli enterohemorragica (EHEC) en caninos; dichas
cepas estan involucradas con la vasculopatia glomérulo renal y cutanea (VGRC) en galgos
de los Estados Unidos de Norteamérica. El objetivo del presente trabajo fue aislar,
identificar y tipificar E. coli STEC o EHEC 'y correlacionar los aislamientos con el estado
clinico de los caninos.

Se realizO un muestreo a 25 caninos del alberge el Rosado y se utilizaron cepas
previamente aisladas por el laboratorio DIVET®. Con las cepas de E. coli se realizaron las
pruebas de: PCR multipex; produccion de toxinas sobre linea celular Vero cubierta con
agar; cuantificacion de la toxina en linea celular Vero y serologia.

Se trabajaron 43 cepas del muestreo y 15 cepas de casos clinicos remitidos al laboratorio
DIVET®, un total de 58 cepas de E. coli que contenian alguno de los tres genes (stx/, stx2
y eaed).

De los 25 caninos 19 resultaron ser portadores de E. coli que contenian cualquiera de los
tres genes (stx/, stx2 y eaeA). Dos de las cepas aisladas resultaron positivas a la serologia
con los sueros utilizados (STEC/EPEC; EHEC y EHEC O157:H7) la primera resulto ser
positiva a E. coli productora de shiga toxina (STEC) y la segunda resulto positiva a E. coli
enterohemorragica no O157 (EHEC-no O157).

Al realizar el andlisis estadistico el porcentaje mas alto para los perros con diarrea, fue para
los portadores de cepas que contenian la combinacion de genes stx1 y stx2, por lo tanto la
combinacion de los genes y el cuadro clinico son significativamente dependientes (p <

0.01).



INTRODUCCION

Caracteristicas generales

El género Escherichia comprende cinco especies: Escherichia blattae, Escherichia
coli, Escherichia fergusonnii, Escherichia hermannii y Escherichia vulneris. La especie
tipo es E. coli. De las cinco especies solamente FE. coli tiene significancia clinica. No
obstante, E. hermannii y E. vulneris se han aislado raramente de infecciones
extraintestinales (Blanco y col. 2001).

La Escherichina coli fue asilada por primera vez en 1885 por el pediatra aleman
Theodore Escherich, quien la denominé bacteria Coli Comunne para indicar su aparicion
universal en el intestino de individuos sanos. En 1964, el género Escherichia fue definido
como organismo movil o inmdévil de la familia Enterobacteriaceae con las siguientes
caracteristicas: bacilo asporogeno Gram-negativo, con frecuencia moévil, con flagelos
peritricos son facilmente cultivables en los medios ordinarios de laboratorio, aerobio y
facultativamente anaerobio, todas las especies fermentan la glucosa con formacion de acido
o de 4cido y gas. Oxidasa-negativos y catalasa-positivos (Bell 1998), las principales
caracteristicas bioquimicas de Escherichia coli se muestran en el cuadro 1. Son bacilos
poco exigentes en sus necesidades nutritivas y relativamente resistentes a los agentes
externos, son pequeios, oblongos y finos; con unas dimensiones de 0.5 x 1.0 a 3.0 micras y
se mueve por medio de flagelos peritricos, algunas cepas pueden tener cépsulas y ser
inmoviles (Lopez y col. 2002).

La mayoria de las cepas de E. coli poseen flagelos y por lo tanto son mdviles. Las
cepas lisas forman colonias incoloras, convexas y brillantes, pero al ser subcultivadas
repentinamente en medio artificial se convierten en cepas rugosas. Las variantes capsuladas
producen colonias mucoides, especialmente si son incubadas a bajas temperaturas, si crecen
en medios con una baja concentracion de nitrogeno y de fosforo y con una elevada
concentracion de hidratos de carbono (Mandell y col. 2002).

Es una bacteria de la microbiota normal del intestino de los animales y el humano,
actuando como uno de los patégenos mas importantes cuando se llegan a presentar las
condiciones ideales para su crecimiento, causando multiples complicaciones siendo las mas

comunes: infecciones del tracto digestivo (colibacilosis), tracto urinario, septicemia y



mastitis. En el caso de las infecciones llamadas colibacilosis, que son las mas frecuentes en
animales domésticos tenemos: la enfermedad edematosa porcina, enfermedad edematosa
bovina y en los perros vasculopatia cutdnea y renal conocida cominmente como Alabama

Rot (Valdivia y col. 2000; Wieler y col. 2002).

CUADRO 1
IDENTIFICACION BIOQUIMICA DE Escherichia coli
Prueba bioquimica % de positividad
Oxidasa 0
Produccion de indol 98
Rojo de metilo 99
Voges-Proskauer 0
Citrato de Simmons 1
H, S (TSI) 1
Lisina descarboxilasa 90
Ornitina descarboxilasa 65
Fermentacion de D-sorbitol 94
Fermentacion de lactosa 95
Hidrolisis de urea 1

Modificado de Rodriguez, 2002

Clasificacion

La E. coli productora de diarrea es aquella con caracteristicas de virulencia que le
permite lesionar las células intestinales o alterar la funcién del intestino.

Con base en su mecanismo de patogenicidad y cuadro clinico, en la actualidad se ha
clasificado en 6 grupos principales que ocasionan diarreas (Lopez y col. 2002):

e E. coli enterotoxigénica (ETEC).

e FE. coli enteropatogénica (EPEC).

e E. coli enteroinvasiva (EIEC).

e E. coli enterohemorragica (EHEC).

e E. coli con adherencia difusa (ADEC).

e FE. coli enteroagregativa (EAgEC)

Estructura Antigénica



Para determinar el grupo antigénico al que pertenecen, Kauffman desarrollé un
esquema de serotipificacion que continuamente varia y que actualmente tiene 176 antigenos
somaticos (O), 60 capsulares (K), 112 flagelares (H) y alrededor de 12 antigenos de
fimbrias (F). El antigeno “O” es el responsable del serogupo; la determinacion del antigeno
somatico y flagelar (O:H) indica el serotipo, el cual en ocasiones se asocia con un cuadro

clinico en particular (Rodriguez 2002).

Factores de virulencia
El mecanismo patogénico que ocasiona la diarrea es variable, y esta en dependencia

del grupo de E. coli que infecte al individuo (Fernandez y col. 2003).

Asi podra existir:

e Invasividad.
e Adherencia a la superficie de la mucosa.
e Produccidn de enterotoxinas.

e Produccidn de citotoxinas.

En base a lo anterior se presentan en el cuadro 2 los principales factores de virulencia

de los 6 grupos de E. coli.

CUADRO 2
FACTORES DE VIRULENCIA

Grupo | Factores de virulencia

ETEC |ST,LTy CFA

EHEC | Stx, A/E, Intimina, pO157 y CDT

EIEC | Invasividad y Plasmado de 140MDa

EPEC | A/E, BFP y Plasmido EAF de 50-70 MDa

EAEC | Fimbria AAFI y I, EASTI, Proteinas Per y Pic, OMP, Plasmido de 60 MDa y

Citotoxina
DAEC | Fimbria F1845 y OMP
LT= toxina termolabil EAF= factor de adherencia de EPEC
ST= toxina termo estable OMP= proteina de membrana externa

CFA= factor antigénico de colonizaciéon Stx= toxina shiga
BFP= pili con forma rizada EAST=toxina ST de cepas enteroagregativas

CDT= Toxina Dilatadora Citoletal pO157= plasmido de 60 MDa que codifica una enterohemolisina




(Modificado de Rodriguez, 2002) A/E = lesion de adherencia y barrido (attaching and effacing)

E. coli posee y utiliza diferentes estructuras como factores de virulencia:

La membrana externa, que es un lipopolisacarido (LPS), estimula a los macrofagos y
otras células a producir citocinas y mediadores inflamatorios, incluidos los interferones, la
interleucina-1 y la interleucina-6 (entre otras) y el factor de necrosis tumoral, pueden
producir muchas manifestaciones de la sepsis causando graves danos al hospedero
(Mandell y col. 2002).

La cépsula es un polisacarido que puede evitar que la bacteria sea fagocitada y
presenta pocos antigenos al sistema inmune del hospedador, sin embargo, pocas cepas
patdgenas la producen (Mandell y col. 2002).

Las fimbrias, existen dos tipos: la Tipo 1 (F1) que se caracterizan por que la D-manosa
inhibe la hemoaglutinacion y la Tipo 2 no inhibida por la D-manosa (Brenes y col. 2003).
Las fimbrias del Tipo 1 potencian en gran medida la capacidad de las cepas de E. coli ya
que algunas de estas cepas contienen toxinas que liberan contra las células eucariotas
susceptibles (Mandell y col. 2002).

Virtualmente todas las cepas de Escherichia coli, presentan fimbrias de adherencia, sin
embargo las cepas diarreicas poseen antigenos fimbriales especificos que permiten la
colonizaciéon de la mucosa del intestino delgado, en la cual no hay normalmente

colonizacion (Garcia, 2004).

Escherichia coli enterohemorragica (EHEC)

E. coli enterohemorragica se describio y se relaciond con brotes caracterizados por
dolor abdominal, diarrea acuosa con sangre y poca o nula fiebre, cuadro al que se le llamo
colitis hemorragica (CH) y que era debido a la ingestion de carne cruda o mal cocida. La
bacteria aislada en todos los casos fue E. coli del serotipo O157:H7. En 1983, se asoci6 con
casos aislados de sindrome urémico hemolitico (SUH) caracterizado por dafio renal agudo,
trombocitopenia y anemia hemolitica microangiopatica, precedida por diarrea con sangre,
con la presencia en heces de E. coli productora de una citotoxina con actividad en células
Vero, por lo que se le llam6 verotoxina (VT), y a las cepas capaces de producirla se les

denomind E. coli verotoxigénicas (VTEC) (Rodriguez 2002).



Es conveniente sefialar que los términos VTEC y STEC son equivalentes, ya que
ambos se refieren a cepas de E. coli productoras de una o mas toxinas de la familia Stx; sin
embargo, no estd claro que la sola posesion de los genes stx confiera virulencia, dado que
puede persistir la ausencia de otros factores de virulencia. Adicionalmente, el término “E.
coli enterohemorragica” (EHEC) fue acufiado para referirse a las cepas que ocasionan
colitis hemorragica (CH) y sindrome uremico hemolitico SUH, sintetizan Stx, causan
lesiones de tipo “attaching and effacing” (A/E) sobre células epiteliales y poseen un
plasmido de 60 MDa. En ese sentido, EHEC podria pertenecer a un subgrupo de STEC e
incluye una connotacion clinica que no esta implicada en esta ultima, mientras no todas las

STEC son patégenas, las EHEC si lo son (Garza y col. 2001).



ANTECEDENTES

La Escherichia coli productora de toxina Shiga (STEC), es un patéogeno emergente
transmitido a través de los alimentos. Desde su identificacion como patdégeno en 1982,
STEC O157:H7 ha ocasionado una serie de brotes, especialmente en Canada, Japon, Reino
Unido y Estados Unidos. Los rumiantes en general, y el ganado vacuno en particular, han
sido sefialados como los principales reservorios de STEC, el ganado ovino es también
excretor de estos microorganismos. Distintos alimentos como carne molida y productos
carnicos crudos o insuficientemente cocidos, hamburguesas, embutidos fermentados,
lacteos no pasteurizados, mayonesa, jugos de manzana no pasteurizados y vegetales tales
como lechuga, brotes de soja y alfalfa, entre otros, han sido sefialados como fuente de
contaminacion en casos esporadicos o brotes asociados a STEC, la bacteria es resistente a
los 4cidos y puede sobrevivir en alimentos fermentados. El ganado vacuno no es un
hospedero especifico de STEC, en heces de animales sanos se pueden aislar distintos
serotipos de STEC O157 y no-O157 y un mismo animal puede portar mas de un serotipo.
Otras formas de transmision son: contaminacion cruzada durante la preparacion de los
alimentos, el contacto directo del hombre con animales, y persona a persona, por la ruta
fecal-oral, debido a las bajas dosis infectivas que posee este grupo bacteriano, ya que
menos de 100 bacterias por gramo de alimento puede causar enfermedad (Cicuta y col.

2006).

Las toxinas de shiga (Stx)

Segin la Organizacion Panamericana de la Salud, las cepas STEC o VTEC son un
grupo heterogéneo de E. coli capaces de producir verotoxinas, es decir, citotoxinas (toxina
de Shiga y sus variantes) activas sobre células Vero. Las cepas STEC tanto de origen
humano como animal pertenecen a un amplio espectro de serotipos O:H y se ha descrito la
produccion de verotoxinas (VTs) en mas de 40 serogrupos. El serotipo O157:H7 es el mas
frecuentemente aislado en casos de CH y SUH en U.S.A. y en otros paises desarrollados.
Las E.coli de este serogrupo, a diferencia del resto, no utilizan habitualmente el sorbitol;
por lo tanto son faciles de reconocer en medios solidos que contienen este azlicar, como el

agar MacConkey sorbitol. Las toxinas de “Shiga” (Stx) o Verotoxina (VT) estan



codificadas en un bacteridfago inserto en el cromosoma bacteriano. Son fundamentalmente
dos: Shiga toxina 1 (Stx1) y Shiga toxina 2 (Stx2), (de esta ultima existen multiples
variedades), no presentan reaccion cruzada entre ellas y una cepa de STEC puede expresar
una de estas toxinas o ambas(OPS/OMS; 2001). Son una familia de citotoxinas activas
sobre distintas lineas celulares, relacionadas antigénica y funcionalmente con la toxina de
Shiga producida por cepas de Shigella dysenteriae. Pertenecen a 2 grupos antigénicos
diferentes: el grupo 1 incluye a las Stx neutralizadas por anticuerpos anti toxina de Shiga; el
grupo 2 incluye aquellas Stx que no son neutralizadas por dicho antisuero. Al igual que
otras toxinas bacterianas de naturaleza proteica, las Stx estan formadas por 2 subunidades:
una subunidad A (activa) responsable de la actividad enzimatica y cinco subunidades B
(Ligasa), responsables de la union de la toxina con su receptor funcional. Los receptores de
Stx en las células eucariotas sensibles a la accidn citotoxica son glicolipidos complejos
como Gb3 o Gb4. La subunidad B entra en contacto con el glicolipido de membrana, las
Stx son internalizadas por endocitosis y translocadas al citoplasma de la célula, donde la
subunidad A se rompe en 2 fragmentos, Al y A2. El fragmento Al es transportado en
sentido inverso en el aparato de Golgi y alcanza su sitio blanco que es el ribosoma, esta
toxina hidroliza un residuo adenina de la unidad ribosomica 288, produciendo la inhibicion
del factor de elongacion 1 (EF-1), que es responsable de la inhibicion de la sintesis proteica
en la célula blanco. Estas citotoxinas son sintetizadas en la luz intestinal por STEC (Nataro
y Kaper 1998). Las bacterias no ingresan a las células epiteliales ni al medio interno. Las
toxinas, en cambio, son transportadas a través de las células epiteliales del intestino, que no
poseen receptores funcionales en cantidad significativa, promueven la secrecion por estas y
otras cé€lulas de Interleucina 8 y otras citocinas, promueven el aflujo de polimorfonucleares
y otros fendmenos inflamatorios, ademas ejercen su efecto toxico sobre las células
endoteliales de la microvasculatura intestinal y sistémica, rica en receptores especificos. La
Stx2 y sus variantes, son las principales protagonistas de los casos de SUH, se fijan
pobremente sobre los endoteliocitos entéricos, pero tienen una capacidad toxica mucho
mayor que Stx1, capacidad que se expresa a distancia sobre otros parénquimas como el
renal o el nervioso, ricos también en receptores. Se cree actualmente que las Stx son

transportadas en la sangre y llegan a los tejidos blanco adhiriendose a receptores singulares



de los leucocitos y neutrdéfilos que operan como transportadores de estas proteinas toxicas

(OPS/OMS; 2002).

El gen eaeA

Otro de los principales factores de virulencia de las STEC es su sistema de adherencia
al epitelio intestinal, a través de una proteina de membrana externa conocida como
intimina, codificada por el gen eaed, localizado en una region del cromosoma conocida
como LEE (locus of enterocyte effacement). Este gen no es exclusivo de las STEC, sino que
ya habia sido descrito anteriormente en otras especies que causan lesiones del tipo
“attaching and effacing” (A/E), adherencia y barrido de las microvellosidades y son
responsables de diferentes tipos de diarrea como la causada por las cepas EPEC (Garcia A.

2004).

Deteccidn y aislamiento

Se sabe que la deteccion de bacterias productoras de Stx no pertenecientes al serotipo
O157:H7 se hace dificil debido al elevado numero de serotipos STEC existentes (que sigue
aumentando) y a la ausencia de una caracteristica fenotipica diferencial que los unifique.
Un método adecuado para el aislamiento de cepas no-O157 tendria que basarse en la
deteccion de las toxinas Stx o de los genes que las codifican, ya que hasta el momento es la
caracteristica comun mas frecuente para todas ellas. Es por tal motivo que las pruebas
concluyentes para la deteccion de ECEH son el cultivo celular o la deteccion del gen que
codifica la toxina Shiga y otros factores de virulencia tipicos de ECEH mediante la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) (Garcia A. 2004; Huguet T. 2002).
PCR multiplex: Es una modificacion de la técnica basica. Fue desarrollada para la
deteccion rapida de genes que codifican Stx/, Stx2, y eaeA. Las técnicas de PCR son
altamente sensibles y especificas cuando se usan sobre colonias.
Identificacion de citotoxinas (Stxs): Es una técnica laboriosa y que requiere tiempo e
infraestructura que no es accesible a la mayoria de los laboratorios de microbiologia, pero
se considera el estdndar de oro para la deteccion de Stx. Se utilizan la lineas celulares Vero

y HeLa, y es de sensibilidad elevada (OPS/OMS; 2001).



Vasculopatia glomérulo renal y cutanea (VGRC)

En los caninos el sindrome de la enfermedad se reconocid por primera vez a mediados
de los afios 80’s en el sureste de los Estados Unidos como una enfermedad potencialmente
fatal afectando la piel y los rifiones de los galgos de carreras (Carpenter y col. 1988).

En 1993, el equipo de investigadores de la universidad de Kansas y el consejo
americano de galgos realizo un estudio basado en el pobre conocimiento de la enfermedad
de los galgos de carreras conocida médicamente como VGRC. Para los duefios y
entrenadores de los galgos de carreras, la enfermedad es conocida como Alabama Rot. La
enfermedad se reconocid por primera vez en Alabama, una caracteristica en algunos perros
es la dermatitis ulcerativa, la cual da la impresion de que la piel esta literalmente
pudriéndose; de ahi el seudonimo que se le da (Fenwick y Cowan, 1998).

La presentacion clinica en los galgos con VGRC se caracterizan por presentar: eritema
cutaneo multifocal agudo y multiple, se demarcan tlceras cutdneas que en su mayoria
implican el abdomen y las extremidades distales, sobre todo las piernas traseras, estas
lesiones pueden extenderse de una pequefia ulcera focal a grandes areas de necrosis de gran
espesor exponiendo el tejido conectivo, el edema de las extremidades es muy marcado con
o sin ulceraciones también es comun. Notablemente los perros con VGRC no presentan
fiebre, con excepcion de los perros uremicos, su comportamiento es normal (Fenwick y
Cowan, 1998).

Los perros con VGRC desarrollan de moderada a marcada anemia hemolitica
microangioptica. Al igual que los seres humanos, hay una buena evidencia de que la toxina
Stx tiene el potencial de causar diarrea sanguinolenta hasta una colitis necrohemorragica en
galgos. Muestras de heces fecales de galgos normales y galgos con VGRC han sido
colectadas y examinadas para la presencia de STEC y la actividad de Stx por métodos
estandares, cepas STEC (incluyendo O157:H7) han sido aisladas de muestras fecales de

galgos con VGRC y menos frecuente de galgos sanos (Fenwick y Cowan, 1998).



JUSTIFICACION

En Meéxico no se han hecho estudios en perros para saber si son portadores de cepas
STEC, tampoco se han reportado casos de perros con vasculopatia glomérulo renal y
cutanea (VGRC), dada la similitud de SUH en humanos con la vasculopatia glomérulo
renal y cutanea de los galgos, debido a que las rutinas de laboratorio para el estudio del
examen de coprocultivo en perros no involucran la identificacion de cepas STEC. Por lo
que es conveniente realizar este tipo de estudios para considerar si el perro podria ser un

reservorio del microorganismo.

OBJETIVO GENERAL

Determinar el papel de Escherichia coli productora de toxina de shiga (STEC) en

canideos de la zona metropolitana.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Aislar e identificar Escherichia coli a partir de perros sanos y enfermos con cuadros

de diarrea hemorragica.

2. Evaluar la produccion de verotoxinas en las cepas aisladas.

3. Tipificar para el antigeno “O” las cepas aisladas.

4. Relacionar los aislamientos de cepas patdogenas con el estado clinico de los

animales.



MATERIAL Y METODO

1.- TRABAJO DE CAMPO

Se obtuvieron 20 muestras de caninos, 12 hembras y 8 machos, sus edades oscilaron
entre 4 meses y 14 afos, las razas muestreadas fueron: 8 French Poddle, 3 Maltes, 3
Cocker Spaniel, 2 Schnauzer, 2 Criollos, 1 Dachshund y 1 Beagle, del Albergue
"Rosada" ubicado en Hidalgo lote 27, Av. Bosques Izcalli municipio de Cuautitlan
Izcalli en el Estado de México. Se observo que las jaulas tenian espacio suficiente, se
encontraban limpias y en buenas condiciones, los caninos son alimentados con alimento
comercial seco y cuenta con la atencidon permanente de un veterinario, dos de los
caninos muestreados presentaban el tren posterior manchado de excremento, ojos
hundidos, mucosas secas, a la piel le faltaba su elasticidad normal, estos signos
coinciden con el cuadro clinico de diarrea y deshidratacion; los demas no presentaban

signos clinicos aparentes.

Las muestras de heces se recolectaron con hisopos estériles directamente del ano de
los caninos y fueron depositadas en tubos de ensaye estériles, conteniendo caldo Soya
Tripticaseina (Bioxon), identificadas con el numero progresivo que les fue asignado

segun el turno de recoleccion de la muestra a cada canino.

Se obtuvieron 5 cepas provenientes de otros tantos casos clinicos remitidos al
laboratorio DIVET®, que contaban con la siguiente resefia: hembra pastor Aleman de 8
afios, hembra Boxer de 2 meses de edad, macho Pastor Aleman de 10 afios de edad,

macho Dogo de Burdeos 8 meses de edad y hembra Beagle.

2.- TRABAJO DE LABORATORIO

El sembrado, pruebas bioquimicas, produccién de toxina mediante lineas celulares
Vero cubiertas con agar, PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa), Cuantificacion de
la toxina en linea celular Vero y serologia se realizaron en la Unidad Multidisciplinaria

de Investigacion en Salud Animal UMISA de la siguiente forma:

2.1 Aislamiento
l.- En el primer aislamiento las muestras de heces recolectadas y las cepas que fueron

proporcionadas por el laboratorio DIVET® se sembraron directamente en Agar Eosina



Azul de Metileno (EMB) (Bioxon) dejandose incubar a 37°C por 24 h.

2.- El segundo aislamiento fue seleccionando cinco colonias con las caracteristicas
sugestivas de Escherichia coli y se resembraron en Agar Soya Tripticaseina (Bioxon)
dejandose incubar a 37°C durante 24 h, a cada colonia se le asign6 una clave para

identificarlas posteriormente.

2.2 Pruebas bioquimicas

A cada una de las cinco colonias resembradas se les realizo la tincion de Gram,
prueba de la Catalasa (Difco), Oxidasa (Bioxon) y las siguientes pruebas bioquimicas:
a) TSI (Merck)
b) MIO (Difco)
c) LIA (Bioxon)
d) MR- VP (Bioxon)
e) Urea (Bioxon)
f)  Citrato (Difco)
g)  Sorbitol (Sigma)

Incubédndose todas a 37°C por 24 h, con las cuales se determino el género y
especie mediante la ubicacion en las tablas de clasificacion de Enterobacterias (Cowan
S. 1979; Krieg N. 1984; Mac Faddin, 1993) y se desecharon las que no poseian

caracteristicas de Escherichia col.

2.3 Conservacion de cepas
Las cepas identificadas bioquimicamente como Escherichia coli fueron sembradas por
duplicado, en tubos de ensaye estériles con agar soya tripticaseina y con tapon de hule,

identificandose con el namero y letra progresivo que les fue asignado a cada cepa.

2.4 Técnica en lineas celulares Vero cubiertas con agar para produccion de toxina

De las cepas que resultaron identificadas como Escherichia coli en las pruebas
bioquimicas que se realizaron, estas fueron seleccionadas para determinar la produccion de
toxina en células Vero. Tomando grupos de diez cepas para la deteccion de la toxina,
siguiendo el procedimiento descrito por Zamora y col., 2000, células Vero cultivadas en
MEM, suplementado con suero fetal bovino al 10%, empleando microplacas de 12 pocillos.
La linea celular Vero fue donada por el laboratorio de Citologia de la Facultad de Estudios

Superiores Cuautitlan a continuacion se describe la técnica:



e Se inocularon 2ml de cultivo celular por pocillo,

e La incubacion de la microplaca se realizé a 37°C en atmosfera de CO; al 5% durante
24 - 48h hasta la formacion de la monocapa celular.

e A continuacion se removid el medio de cultivo.

e Luego se cubri6 la monocapa celular con 2ml de una solucidon compuesta de Medio
Esencial Minimo (MEM), suero fetal bovino al 10% y agar purificado al 1%. Este paso
se realizo a una temperatura de 45° C

e Una vez solidificada y enfriada la capa de agar arriba mencionada a temperatura
ambiente, se sembro en cada pocillo una colonia de E. coli se procedi6 a incubar a
37°C con el método de tension parcial de CO, por 72h.

e (Cada 24h se observaron con microscopio invertido para determinar la presencia de
lesiones en las células Vero

e Como control positivo se utilizo la cepa EDL933 A ler y como control negativo la

cepa K12 C600 ambas donadas por el Dr. Guillermo Valdivia de la FES-C.

2.5 Reaccion en Cadena de la Polimerasa PCR

Se realizo la prueba Reaccion en Cadena de la Polimerasa PCR multiplex con cada
uno de los diez grupos, esto se hizo con el objetivo de que si alguno de los grupos resultaba
negativo a los genes incluidos (stx/, stx2 y eaeA ) se descartarian las diez cepas
pertenecientes a dicho grupo. Ahorrando de este modo tiempo y reactivos, a los grupos que
resultaron positivos se procedié a realizar el PCR individual a cada una de las cepas, la
técnica utilizada fue siguiendo la metodologia de Lopéz y col. 2003, la cual se describe a

continuacion:

e Las cepas se sembraron en agar soya tripticaseina (24h a 37°C)

e Como control positivo se uso la cepa EDL 933A ler y como control negativo la cepa
K12 C600.

e Se procedi6 a tomar de la siembra una asada considerable del cultivo y se deposito
en tubos Eppendorf con 1 ml de agua
destilada

e Laliberacion del ADN se realizo por lisis celular mediante ebullicion en bafio



maria durante 10 minutos

e Se colocaron durante 10 minutos en hielo para precipitar las proteinas

e Se centrifugaron a 14000 rpm/2min. Se agregaron los primers y reactivos en
concentraciones adecuadas como se muestra en el cuadro 4.

e Se colocaron en el termociclador PTC — 100 (MJ Research, Inc).

e Se dejaron correr los ciclos en el termociclador y los parametros utilizados fueron
los siguientes:
1. 5 mina94°C desnaturalizacion

2 min a 50°C alineacion

0.45 min a 72°C extension

0.45 min a 94°C desnaturalizacion | 35 repeticiones (3,4 y 5)

0.45 min a 50°C alineacion

AN

10 min a 72° extension

e Se preparo el gel de agarosa al 2%

e Se deposito el amplificado en el gel

e Sedejo correr a 87 amperes durante 30 min

e Se retiro de la cdmara y se deposito en bromuro de Etidio a una concentracion de
10mg/ml durante 15 min.

e Por ultimo se visualizo en trasluminador.

En el cuadro 3 se muestran las secuencias utilizadas para la técnica de PCR multiplex.

CUADRO 3
INICIADORES UTILIZADOS PARA LA TECNICA DE PCR

Gen  |Primers Pares de Amplificacion
bases
F:5' GAC CCG GCA CAA GCA TAA GC3' (6)
cacd | p.5'CCA CCT GCA GCA ACA AGA GG3' (6) 2020 ) 384
qny |F:3'CTG GAT TTA ATG TCG CATAGT G3'(6) | )55, |15
*|R:5' AGA ACG CCC ACT GAG ATC ATC3' (6)
o |F:S'GGCACT GTCTGA AACTGCTCC3 (6) |51 57 | 555
R:5' TCG CCA GTT ATC TGA CAT TCT G3' (6)




CUADRO 4
REACTIVOS EMPLEADOS PARA UNA REACCION TOTAL DE 25 yl

Reactivo Concentracién Cantidad para una reaccion
(Mezcla final 25 pl)

Buffer (10mM Tris HCI, 50 mM KCI) 10X 2.5l
MgCl, 50mM 1 ul

dNTPs (Mix) 200 uM 2 ul

*Oligos | = 3.5ul
H0(pPCR) | e 13.8 pl
Tacpol | e 0.2 ul
DNA (PI’Obl.) ............ 2 },ll

Total 25 ul

2.6 Técnica en lineas celulares Vero para cuantificacion de la toxina

De las cepas positivas a cualquiera de los tres genes solo fueron seleccionadas
diecinueve, esto se hizo al tomar una cepa por canino muestreado a las cuales se les realizo
la cuantificaciéon de las toxinas en lineas celulares Vero, se procedié segin la técnica

empleada por Valdivia A. G. 1995, con ligeras modificaciones:

e Seinocularon las cepas de E. coli en 5 ml. de caldo soya tripticaseina.

e Se incubaron 18h a 37°C

e Se centrifugaron a 10° C a 5000 rpm por 20 min.

e El sobrenadante fue filtrado. Se utilizé un filtro de 0.22p de poro (Millipore).

e Con este filtrado se hicieron diluciones en fosfatos (PBS) de 107" a 107

e En microplacas de Elisa de 96 pozos fueron agregados 100ul de MEM al 5%
conteniendo células Vero las cuales se incubaron en una atmosfera himeda con
una inyeccion de CO;, hasta tener una confluencia de cultivo celular al menos
del 80% a estas células posteriormente se les retird el medio y se inocularon
adicionando 100ul del filtrado, dejando 1 pozo control negativo con fosfatos
(PBS) y un control positivo con la cepa EDL933 A ler.

e En todos los pozos se adiciondé una gota de MEM con 2.5% de suero fetal
bovino

e Se incubaron 24h en tension parcial de CO, a 37° C y posteriormente se leyeron



los efectos de la toxina a las 24 ,48 y 72 h.

2.7 Serologia
Para la serologia se utilizo la técnica de aglutinacion directa. A las 19 cepas

seleccionadas se les realizé la prueba, la técnica fue la siguiente:

e Seinocularon las cepas de E. coli en 5 ml. de caldo soya tripticaseina.

e Se incubaron 18h a 37°C

e Se centrifugaron a 10° C a 5000 rpm por 20 min.

e Se retiro el sobrenadante

e Setomaron 0.2 ul del sedimento

e Posteriormente se utilizaron placas de aglutinacion en las cuales se les agregd
0.2 pl del sedimento y 0.2 pl del suero polivalente (cuadro 5). Por tltimo se

observo la aglutinacion en el microscopio compuesto.

CUADRO 5
SUEROS POLIVALENTES UTILIZADOS
Serunam Polivalente anti Serunam Polivalente anti| Suero anti-Escherichia coli

Escherichia coli STEC/EPEC| Escherichia coli EHEC | O157:H7

0 0157
026 0
0103
026
0111
0145 0103
0157 0111,0145,0157

Donados por el Dr. Alejandro Cravioto y el M en C Armando Navarro del laboratorio de Serologia de Medicina de la

UNAM.

2.8 Analisis Estadistico

Se realizo la prueba estadistica de chi cuadrada (2) a las cepas que resultaron
positivas a alguno de los tres genes (stx/, stx2 y eaeA) correlacionados con la presencia de
diarrea en los caninos muestreados. El programa estadistico utilizado fue Statgraphics Plus

version- 4



RESULTADOS

1.- Aislamiento

Del primer aislamiento resultaron un total de cien cepas y de estas se descartaron
siete cepas por estar contaminadas y no poder recuperarse.

Dando como resultado de los aislamientos, noventa y tres cepas del muestreo mas
veinticinco cepas que se obtuvieron de casos clinicos que fueron remitidos a DIVET®,

arrojando un total de ciento dieciocho cepas.

2.- Pruebas Bioquimicas
Resultando solo noventa y cuatro cepas positivas a Escherichia coli, las veinticuatro
cepas restantes fueron Klebsiella spp., Proteus spp., Enterobacter spp, como se puede

observar en el cuadro 6.

CUADRO 6
BACTERIAS IDENTIFICADAS EN LAS PRUEBAS BIOQUIMICAS

Bacterias NUmero de cepas Porcentaje de cepas
Escherichia coli spp 94 79.7

Klebsiella spp 10 8.5

Enterobacter spp 9 7.6

Proteus spp S5 4.2

Total 118 100

Las noventa y cuatro cepas de Escherichia coli fueron agrupadas de acuerdo a las

caracteristicas mas importantes como se muestra en el cuadro 7.




CUADRO 7
BIOTIPOS DE LAS 94 CEPAS DE Escherichia coli

Sorbitol | Descarboxilacion | Descarboxilacién |  Motilidad | NUmero de cepas
Lisina ornitina (%)

+ + + + 32 (34.0)

+ + + - 21 (22.4)

+ - + + 6 (6.4)

+ - + - 4(4.3)

- + + + 0

+ + - + 18 (19.1)

+ - - + 0

+ + - - 10 (10.6)

n - - - 1(1.1)

- + - + 2(2.1)
Total de cepas 94 (100)

3.- Resultados de produccién de toxina.

A las noventa y cuatro cepas Escherichia coli se les realiz6 la prueba para
produccion de toxina en lineas celulares Vero como se puede observar en el cuadro 8§,
tomando grupos de diez con excepcion del grupo diez que solo contaba con cuatro
cepas. Se observo que veintiséis (27.6%) no mostraron ningun efecto toxico quedando,

treinta y cuatro con efecto citolitico (36.2%) y treinta y cuatro con efecto citotonico

(36.2%).

4.- Reaccion en Cadena de la Polimerasa en grupos de 10

En esta prueba se trabajo con las noventa y cuatro cepas, se tomaron grupos de diez
de los cuales todos resultaron tener los tres genes de la toxina o alguno de los tres (stx/,
stx2 y eaeA), dos de los grupos contenian los tres genes y los ocho restantes solo
contenian dos de cualquiera de los tres genes de la toxina como se puede observar en el
cuadro 9, lo anterior se hizo con el afan de ahorrar tiempo, pero los resultados obtenidos
no permitieron descartar ninglin grupo ya que todos resultaron contener alguno de los
tres genes por lo que los resultados que se obtuvieron no fueron del todo concluyentes,
por lo tanto se procedid a realizarles el PCR multiplex a cada una de las noventa y

cuatro cepas.



5.- Resultados del PCR Multiplex por cepa

Posteriormente se realiz6 la técnica de PCR multiplex de manera individual para
cada cepa obteniendo que de noventa y cuatro cepas treinta y seis no poseian ninguno
de los tres genes (stxl, stx2 y eaeA), quedando positivas a los tres o a uno de los tres
genes solo cincuenta y ocho cepas, con dichos resultados se procedié a calcular los

porcentajes y el nimero de cepas positivas a los genes como se muestra en el cuadro 10.

6.- Datos de archivo de los casos clinicos de DIVET®

De los cinco casos clinicos solo cuatro cepas resultaron positivas a Escherichia coli
portadora de cualquiera de los tres genes, las muestras se obtuvieron de las pruebas que
se realizaron en DIVET® una de un coprocultivo y las tres restantes de necropsias,
obteniendo las muestras directamente de intestino delgado, en el cuadro 11 se muestran

datos obtenidos de los archivos, de cada caso clinico.

7.- Cuantificacion de la toxina

De las cincuenta y ocho cepas positivas a cualquiera de los tres genes solo fueron
seleccionadas diecinueve, y la seleccion se hizo de la siguiente manera: de los quince
caninos que resultaron positivos a cepas Escherichia coli portadoras de cualquiera de
los tres genes (stxl, stx2 y eaeA), solo se selecciond una cepa representativa por cada
canino y de los cuatro casos clinicos de DIVET® se selecciond una cepa de cada uno,
siendo evaluadas quince cepas de caninos muestreados mas cuatro cepas de los casos
clinicos de DIVET®, dando un total de diecinueve cepas a las cuales se les realizo la

cuantificacion de la toxina, como se muestra en el cuadro 12.

8.- Resultados de la Serologia

Con el mismo grupo de diecinueve cepas se realizd la serologia para los serogrupos
(STEC y EHEC) dando como resultado solo una positiva al serogrupo STEC y una
positiva al serogrupo EHEC, solo a esta ultima se le realizo la serologia para EHEC
O157:H7 resultando negativa a dicho serotipo, como se muestra en el cuadro 13 las

diecisiete cepas restantes fueron negativas a cualquiera de los dos serogrupos.
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CUADRO 9
RESULTADOS DE LA TECNICA DE PCR MULTIPLEX EN LOS GRUPOS DE

Escherichia coli

Grupo Cepas stxl stx2 eaeA

1 Dlla, DIlb, Dllc, DI2a, DI2c, . i .
EE3b, EE3c, EE3e, EE4a, EE4b.

) EE4c, EE4d, EE4e, EESa EESD, N i N
EE5c, EESd, EESe EE6a, EE6b

3 EE6¢c, EE6d, EE6e, EE7a EE7D. N N )
EE7c, EE7d, EE7e EES8a, EE8b
EES8c, EE8d, EE8e, EE9a EEO9c,

4  |[EE9d, EE9e, EE10a EE10D, + + +
EE10c
EE10e, EE11a, EE11b, EEllc

5 |[EElld, EElle, EE12a, EE12b + + -

EE15a, EE15b

EE15¢, EE15d, EE15¢, EE16a
6 |EE16d, EE17a, EE17b, EE17¢ + + +
EE17d, EE17¢

EE18a, EE18b, EE18c,EE18d
7 |EE18e, EE19a, EE19b, EE19¢ + - +
EE19d, EE20a

EE20b, EE20c, EE20d, EE20e
8 |EE2Ia, EE21d, EE22a, EE22b + ; +
EE22¢, EE22d

EE22e, DI23a, DI23b, D123¢
9 |DI23d, DI23e, DI24a, DI24b + - +
DI124c, DI124d

10 |[DI24e, DI25a, DI25b DI25d + + -




CUADRO 10
GENOTIPOS DE Escherichia coli ENCONTRADOS POR LA TECNICA DE PCR

MULTIPLEX
Genes No. de cepas % de cepas
stxl, stx2, eaeA 4 4.2
stxl, stx2 11 11.7 Total de
stx1, eaeA 16 17.0 positivas
stx2 1 1.1 61.7
stxl 26 27.7
Negativo a los genes 36 38.3 38.3
Total 94 100

Con los resultados del cuadro 10 se observo que de los veinticinco caninos
muestreados solo diecinueve (76.0%) resultaron ser portadores de cepas Escherichia coli
que poseian cualquiera de los tres genes (stx/, stx2 y eaeA) y seis (24.0%) de los caninos

no portaron cepas con ninguno de los genes buscados.

FIGURA 2
PCR MULTIPLEX DE ALGUNAS DE LAS CEPAS DE E. coli ENSAYADAS

M 1 2 3 4 5 6 7

Linea 7 control positivo con los tres genes (stx/, stx2 y eaeA), lineas 2, 4 y 6 cepas

positivas a los tres genes identificadas como EE8c, EE9¢e y EE10b respectivamente.



CUADRO 11

DATOS DE ARCHIVO DE DIVET® DE LOS CASOS TRABAJADOS

Obtencion de la

Identificacion Resefia Diagnostico
muestra
Canino
hembra
DIl Boxer Coprocultivo Flora bacteriana normal
2 meses,
Canino Hepat}tls aguda, .
o . Glomérulo nefrosis
macho Necropsia (intestino .
DI23 Dowo de Burdeos delgado) moderada, Neumonia
g & interticial, Enteritis
8 meses .
supurativa
Canino o . Enteritis hemorragica
Necropsia (intestino . .
DI24 Hembra proliferativa severa,
delgado) . i
beagle Congestion generalizada
. Septicemia severa,
Canino ;
Hembra Necropsia (intestino Exudados generalizados,
DI25 Choque séptico,

IPastor Aleman
& anos

delgado)

Coagulacion intravascular

diseminada.




CUADRO 12
CUANTIFICACION DE Stx PRODUCIDAS POR LAS CEPAS DE
Escherichia coli SOBRE CELULAS VERO

Titulo
CEPA obtenido
PROCEDENCIA UCCC/100p] | pRODUCCION
DEL CANINO | Control negativo ] DE LA TOXINA
MUESTREADO PBS (% de cepas)
Control positivo 10°
EDL933 A ler
1 DIVET® DI1b* 107
3 albergue EE3c* 10
4 albergue EE4e * Directo
6 albergue EE6e * 10!
7 albergue EE7d * 10
8 albergue EE8c * 10
11 albergue EElle * 10'
15 albergue EE15e* 10' BAJAS
17 albergue EE17¢ * 10 PRODUCTORAS
84.2
18 albergue EE18c * 10' (84.2)
19 albergue EE19b * 10’
20 albergue EE20c (STEC) Directo
21 albergue EE21d * 10!
22 albergue EE22d * Directo
23 DIVET® DI23e * 107
24 DIVET® DI24e * 107
0 albergue EE9e* 10°
MEDIANAS
PRODUCTORAS
10 albergue EEIOb* 10° (10.5)
ALTAS
25 DIVET® DI25a (EHEC) 10° PRODUCTORAS
(5.3)

UCCC = Unidad citotoxica en cultivo celular

* No reaccionaron con ninguno de los dos sueros empleados.




CUADRO 13
SEROGURPOS DE Escherichia coli ENCONTRADOS

CEPA STEC* | EHEC*
DI1b - -
EE3c - -
EE4e - -
EE6e - -
EE7d - -
EE8c - -
EE9¢ - -
EE10b - -
EElle - -
EE15¢ - -
EE17c - -
EE18c - -
EE19b - -
EE20c + -
EE21d - -
EE22d - -
DI23e - -
DI24e - -

DI25a - +
*El suero STEC contenia los siguientes serogrupos: 026, 0103, O111, 0145, O157.
*El suero EHEC contenia los siguientes serogurpos: 02, 05, 026, 0103, O111, 0145, O157.

Para una mejor comprension de los resultados obtenidos en las pruebas realizadas
(produccion de toxina sobre lineas celulares Vero cubiertas con agar, PCR multiplex,
cuantificacion de la toxina en lineas celulares Vero y serologia), fueron agrupados como se

muestra en el cuadro 14.



CARACTERISTICAS GENOTIPICAS, FENOTIPICAS Y SEROTIPOS DE LAS

CUADRO 14

CEPAS DE E. coli TRABAJADAS

C / 5 4 Efecto C:ilarlltiﬁcap i6n Serotipo
cpa | sixi | stxz | eae toxico Ué Caéfl’ggil STEC/EHEC

DIlb + - - (Citolitico 10 - -
EE3c + - + (Citolitico 10 - -
EE4e + - +  (Citolitico Directo - -
EE6e + + - (Citotonico 10! - -
EE7d + + - [Citolitico 10 - -
EESc + + +  [Citolitico 10 - -
EE9e + + +  [Citolitico 10° - -
EEIOb | + + + [Citolitico 10° - -
EElle | + + - [Citolitico 10" - -
EE15¢ + - +  (Citotonico 10! - -
EEl17c | + - +  [Citolitico 10 - -
EE18c + - - |Citotonico 10! - -
EE19b + - +  (Citotonico 10! - -
EE20c + - + |Citolitico Directo + -
EE21d + - +  (Citotonico 10! - -
EE22d + - +  (Citotonico Directo - -
DI23e + - + [Citolitico 10 - -
DI24e + + - (Citolitico 10 - -
DI25a + + Citolitico 10° - +

UCCC = Unidad citotoxica en cultivo celular




9.- Analisis estadistico
Se procedio a realizar el andlisis estadistico mediante la prueba de chi cuadrada (y2)
de los casos con diarrea y sin diarrea, asociados a los genes de virulencia de todos los

caninos muestreados como se muestra en el cuadro 15 y la grafica 1.

CUADRO 15
NUMERO Y PORCENTAJE DE LOS GENES DE VIRULENCIA DE LAS CEPAS
DE E. coli CORRELACIONADOS CON LA PRESENCIA DE DIARREA

GENES SIN DIARREA | CON DIARREA | TOTAL DE CANINOS
(%) (%) MUESTREADOS (%)
stx1 1 (4.0) 1 (4.0) 2 (8.0)
stxl, eaeA 9 (36.0) 0 (0) 9 (36.0)
stxl, stx2 1(4.0) 4 (16.0) 5(20.0)
stxl, stx2, eaeA | 3 (12.0) 0 (0) 3(12.0)
Sin genes 6 (24.0) 0 (0) 6 (24.0)
TOTAL 20 (80.0) 5(20.0) 25 (100)

La prueba de 2 encontrd que la combinacion de los genes y el cuadro clinico fueron

significativamente dependientes (p < 0.01).

GRAFICA



DISCUSION

Aislamientos

De las ciento dieciocho cepas que resultaron de los aislamientos en agar EMB, 79.7%
resultaron positivas a Escherichia coli en las pruebas bioquimicas, las restantes fueron
8.5% Klebsiella spp., 7.6% Enterobacter spp y 4.2% Proteus spp dando un total de 20.3%
como se puede observar en el Cuadro 6, esto nos indica que el agar EMB es un medio con
un grado diferencial escaso y que el brillo metélico no es caracteristico de Escherichia coli,
esto concuerda con lo postulado por Coria y col. 2006, quienes mencionaron que el agar
eosina azul de metileno (EMB) es un medio de cultivo selectivo y diferencial con grado de
selectividad escaso y Herndndez 2004, menciond que Escherichia coli, Klebsiella y

Enterobacter forman colonias con brillo metalico en el citado medio.

Pruebas bioquimicas

De las noventa y cuatro cepas que resultaron positivas a Escherichia coli en las
pruebas bioquimicas solo el 2.1 % fue sorbitol negativo como se muestra en el Cuadro 7,
con estos resultados se dedujo que probablemente las posibilidades de aislar Escherichia
coli enterohemorragica (EHEC) serian escasas ya que Huguet y col. 2002; Lopez y col.
2002, mencionan que las primeras pruebas presuntivas son las bioquimicas, demostrandose
la incapacidad de muchas cepas de EHEC de fermentar el sorbitol y que por lo tanto en
dichas cepas predominan las sorbitol negativo. El porcentaje mas alto fue para las cepas
sorbitol positivo 97.9% de las cuales cuatro de ellas resultaron ser portadoras de los tres
genes (stx1, stx2 y eaeA) cuadro 7 y 10, Nataro y Kaper 1998, mencionan que el fenotipo

sorbitol negativo es una caracteristica que posee la mayoria de las cepas de EHEC O157:H7

Produccion de toxina

En los resultados obtenidos el efecto de la toxina sobre la linea celular Vero el 27.6%
de las cepas no produjo efecto toxico, mientras que el 36.2% produjo efecto citotonico y el
36.2% efecto citolitico (cuadros 8), estos resultados sugieren que el dafio citotonico, podria

ser causado por la toxina LT mientras que el dafio citolitico por las toxinas stx1 y stx2. Esto



coincide con Zamora y col. 2000, quienes mencionan que las alteraciones por LT se
caracterizan por un efecto citotonico, las células estan aumentadas de tamafio, engrosadas,
refractiles y se observan prolongaciones filamentosas. En cambio, la toxina VT tienen
efecto citolitico las células se redondean con notables y extensivos cambios destructivos de
la monocapa que se acentian progresivamente con el tiempo de incubacion, produciendo la
muerte celular. Probablemente las cepas que produjeron dafio citotdnico no pertenecen al
grupo de las cepas STEC o que efectivamente fueran dichas cepas pero que también
tendrian los genes que codificaran para la toxina LT u otras toxinas que produjeran dicho
dafio como se muestra en el cuadro 16 ya que Valdivia, 1995, menciona que dicho dafio
puede deberse al factor citotoéxico de necrosis (CNF) o efectivamente a la presencia de la
toxina LT, en otros trabajos realizados por Osek y Weiner 2002., Scott y Kaper 1994,
mencionan que algunas cepas de Escherichia coli expresan la toxina dilatadora citoletal
(CDT) que causa elongacion de las células de ovario de hamster chino (CHO) a las 24h
seguida por distension celular progresiva y muerte a las 120h y que una citotoxicidad y
distension similar se observa en células HeLa, HEp-2 y las células Vero, la elongaciéon
inicial es indistinguible de la que es causada por la toxina LT. En el presente trabajo la
observacion de los cultivos sobre las lineas celulares Vero fueron a las 24, 48 Y 72h por lo
que no se pudo descartar la posibilidad de que en estas cepas estuvieran presentes los genes
de algunas de las toxinas antes mencionadas. En cuanto a las cepas que no tuvieron efecto
toxico se podria suponer que es por la carencia de los genes de dichas toxinas, pero también

se podria deber a que los genes estan presentes pero no se expresan.

CUADRO 16
TOXINAS INVOLUCRADAS EN LOS EFECTOS TOXICOS SOBRE LINEA
CELULAR VERO CUBIERTA CON AGAR

Efecto toxico No. de %de cepas Toxina_s gue podrian estar
cepas involucradas

Citolitico 17 18.1 h6.2 stx 1, stx2

Citotonico-Citolitico (17 18.1 " ILT, CDT, CNF, stx 1, stx2

Citotonico 34 36.2 LT, CDT, CNF,

Sin efecto 26 27.6 Neg. toxinas (verotoxinas)

TOTAL 04 100

En base a lo referido por Zamora y col. 2000; Valdivia, 1995; Scott y Kaper 1994; Osek y Weiner 2002.



Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) multiplex individual

En esta prueba, de las noventa y cuatro cepas el 38.3% resultaron ser negativas a
cualquiera de los tres genes (stxl, stx2 y eaeA), mientras que el 61.7% contenian los tres o
alguno de los tres genes Cuadro 10 y Figura 2. Pasando dichos resultados a los veinticinco
caninos muestreados el 76.0%, resultaron ser portadores de cepas Escherichia coli que
poseian cualquiera de los tres genes y el 24.0% resultaron ser negativos a dichas cepas, lo
que demostré que el porcentaje de caninos portadores de cepas Escherichia coli que
poseian cualquiera de los tres genes era alto, dicho porcentaje pudo deberse a que
probablemente antes de ingresar al albergue estos caninos fueron alimentados con una
dieta que contenia carne cruda la cual pudo haber estado contaminada con dicha cepa, esto
no se pudo corroborar ya que los caninos que fueron muestreados en dicho lugar carecian
de historia clinica. En el trabajo realizado por Freeman y Michel 2001, encontraron que de
tres dietas caseras para caninos que contenian carne cruda una de ellas resulto positiva a E.
coli O157:H7. Considerando que en México son pocos los estudios realizados en caninos y
su relaciéon con cepas productoras de las toxinas stx/ y stx2, ya que en paises como
Argentina si se han realizado este tipo de estudios en dicha especie y en el cual los
resultados contradictorios al presente trabajo son los reportados por Fernandez y col. 2006,
quienes reportaron en su trabajo que en ninguna de las sesenta muestras de caninos que
procesaron se detectaron los genes que codifican para VTl (stx 1) y/o VT2 (stx2),
independientemente de la condicion racial, edad, sexo o tipo de alimentacion recibida y que
en perros con cuadros de gastroenteritis los resultados también fueron negativos. En otro
estudio realizado en Berlin por Beutin y col. 1993, encontraron que las cepas de VTEC
(STEC) también pueden estar presentes en caninos sanos, mostrando en sus resultados que

de sesenta y tres perros muestreados solo 4.8% resultaron ser portadores de dicha cepa.

Cuantificacion de la toxina

En cuanto a las pruebas de la cuantificacion de la toxina en las diecinueve cepas
aisladas de los caninos, resulto que el 84.2% fueron bajas productoras de toxina, el 10.5%
fueron medianas productoras de toxinas y solo una cepa resultd ser alta productora de
toxina 5.3%, esto concuerda con la clasificacion dada por O'Brien y col. 1982, el cual

clasifica a las Escherichia coli productoras de Shiga toxina como: bajas, medinas y altas



productoras de toxinas. En el presente trabajo solo una cepa resultéo ser EHEC no-O157 la
cual resulto alta productora de toxina como se puede observar en los Cuadro 12 y 13, esto
coincide con lo mencionado por Witthan y col. 1988., Karmali 1989, quienes postulan que

las cepas EHEC son consideradas como altas productoras de verotoxinas.

Serologia

De las diecinueve cepas solo dos resultaron positivas, una al serogrupo STEC y otra al
serogrupo EHEC no-0157 Cuadro 13, con estos resultados no se pudo descartar la
posibilidad de que las diecisiete cepas restantes pertenecieran a los mencionados
serogrupos, ya que en los sueros empleados se incluian pocos serotipos y que la mayoria de
ellos se repetian en ambos sueros, Calderwood y col. 1996, mencionan que E. coli O
157:H7 es el prototipo de un grupo de mas de 150 serotipos de E. coli (026:H11; O103:H2;
OI11:NM; O113:H21; O145:NM; entre otros) que comparten el mismo potencial
patogénico y que los serotipos de STEC asociados a enfermedades severas en el hombre

pertenecen a la categoria de E. coli enterohemorragico (EHEC: enterohemorrhagic E. coli).

Caracteristicas Genotipicas, Fenotipicas y Serogrupos

Se reunieron todos los resultados de las pruebas realizadas cuadro 14, se pudo
observar que probablemente el poseer los genes no implica que las cepas causen dafios esto
podria ser por factores tales como, que dichos genes no se expresen, que la mayoria de las
cepas aisladas fueron bajas productoras de toxina Stx y que posiblemente carezcan de otros

genes de virulencia como los mencionados en el cuadro 17.

Lo anterior coincide con lo mencionado por Garza y col. 2001, los cuales postulan que
conviene sefialar que los términos VTEC y STEC son equivalentes, ya que ambos se
refieren a cepas de E. coli productoras de una o mas toxinas de la familia Stx,; pero que no
esta claro que la sola posesion de los genes stx confieran patogenicidad, dado que puede
persistir la ausencia de otros factores de virulencia. Nataro y Kaper 1998, refieren que a
través de muchas discusiones y consensos cientificos se ha establecido que la definicion de
una tipica EHEC es aquella Escherichia coli que presenta principalmente toxina shiga, es

capaz de producir el fenomeno de "attaching and effacing" (presentan el gen eaeA) y lleva



un plasmido p0157 de 60 Mda (el cual lleva el gen de la enterohemolisina).

Casos clinicos de DIVET® positivos a cepas que contenian los genes de stx

En los tres casos remitidos al laboratorio DIVET® para practicarles la necropsia en la
cual la resefia y el diagnostico se pueden observar en el Cuadro 11, el caso identificado
como (DI25) dio positivo a Escherichia coli enterohemorragica no O157 (EHEC no-O157)
cuadro 13, en éste caso se puede observar que hubo una septicemia severa la cual progreso
a choque séptico el cual probablemente pudo haber sido causado por las endotoxinas (LPS),
al provocar un cuadro de inflamacion y por consiguiente que aumentara la permeabilidad,
permitiendo de este modo que otras bacterias invadieran vasos sanguineos de la lamina
propia intestinal y junto con las toxinas stx1 y stx2 de la cepa EHEC provocaran el cuadro
antes mencionado, el sinergismo de los LPS y las toxinas (Stx) posiblemente causaron dafio
al endotelio vascular desencadenando con esto la coagulacion intravascular diseminada
(CID), esto coincide con el modelo animal realizado por Garcia 1990, en el que
administraron cultivos de cepas citotoxicas en un segmento aislado del intestino delgado y
se mantuvo durante 14 dias y en el cual los caninos desarrollaron diarrea, en algunos casos
hemorragica y coagulacidon intravascular entre otras cosas, también propusieron que la
bacteria y la toxina se incorporan al torrente sanguineo causando en primera instancia dafio
a células sanguineas. Tzipori y col. 1988, menciono que en un modelo en cerdos
gnotobiontes, presentaron algunas cepas EHEC penetrando a la mucosa y la lamina propia
del intestino El diagnostico del caso clinico antes mencionado pudiera ser sugestivo a
VGRC, aunque no se pudieron obtener mas datos por presentar grandes cambios post-
mortem.

En el casos del canino identificado como (DI23) hubo enteritis supurativa cuadro 11,
la cual pudo haber sido causada por la cepa STEC y la glomérulo nefrosis por la toxina de
dicha cepa, en el caso del canino identificado como (DI24) Cuadro 11, la enteritis
hemorragica de igual manera puedo haber sido causada por la cepa STEC que fue aislada
de ambos casos esto concuerda con lo reportado por Garcia 1990, mencionando que en dos
de los casos inoculados con cepas 933) (productoras de Stxl), presentaron nefrosis

moderada, enteritis hemorragica y congestion severa, en otro estudio realizado por Fenwick



y Cowan, 1998, demostraron que los galgos tuvieron altas concentraciones de Gb3
(receptor especifico de las toxinas Stx), en la corteza del rifion y colon.

En el caso identificado como (DI1) Cuadro 11 al canino no se le practico la necropsia
solo fue remitida una muestra fecal al laboratorio DIVET®, la cual dio positivo a cepas de
Escherichia coli portadoras de los genes de la toxina, la historia clinica de dicho canino no
se pudo obtener por lo que falto informacion para averiguar si dicha cepa fuera probable

que causara algun dafio.

Asociacion de los genes de virulencia con la presencia de diarrea

La combinacion de los genes de las toxinas asociados a diarrea que predomino fueron
stx1 y stx2 con el 16% y solo 4% de stxI como se muestra en el cuadro 15 y la grafica 1, en
el presente estudio se encontr6 una relacion significativa entre la combinacion de los genes
y la presencia de diarrea (P< 0.01), sugiriendo que la combinacion de los genes stx/ y stx2
en una cepa de Escherichia coli seria probablemente la mas patdogena, pero tendrian que
tomarse en cuanta varios factores predisponentes de los caninos muestreados tales como
cambios de temperatura, composicion y consistencia del alimento, inmunoestatus, presencia
de otros agentes infecciosos y la susceptibilidad de los caninos muestreados, en el caso del
presente estudio no todos los datos anteriores pudieron ser constatados. En un estudio
realizado por Hammermueller y col. 1994, sugirieron que podria existir una posible
asociacion de la diarrea en perros con la toxina stx2, ya que en su estudio observaron que de
cuarenta y cinco perros con diarrea la Escherichia coli productora de stx2 estuvo presente
en un 22% y no estuvo presente en ningun perro sin diarrea y que solo obtuvieron dos
aislamientos con la combinacién de los genes de stx/ y stx2 en perros con diarrea. Contrario
al presente estudio es el postulado por Staats y col. 2003, quienes en sus resultados
obtuvieron una asociacion significativa entre la toxina de stx1 y la presencia de diarrea en

perros (p< 0.008).



CUADRO 17
ELEMENTOS GENETICOS QUE CODIFICAN PARA FACTORES DE
VIRULENCIA EN CEPAS EHEC

Elemento \Fenotipo

Isla de patogenicidad (PAIs)

LEE tLesi(’)n celular en pedestal A/E
Plasmido de virulencia

pO157 H—Iemolisina, proteasa y toxina
Bacteriéfagos

Stx Toxinas Stx 1y Stx2
Transposones/ elementos IS

EASTI IS [Enterotoxina similar a la ST

Tomado y modificado de (Garza y col. 2001).



CONCLUSIONES

1.- Se logré aislar una cepas de E. coli STEC de un canino sin diarrea y una cepa de E.

coli EHEC no O157H:7 de un canino con diarrea.

2.- Se logré determinar que las cepas que contienen los genes de ambas toxinas (stx/ y stx2)

estan asociadas significativamente (p< 0.01) a caninos con diarrea.

3.- En base a los datos de archivo del laboratorio DIVET® se pudo relacionar en tres de
los caninos lesiones, atribuidas a cepas E. coli STEC o EHEC en rifion e intestino grueso

que posiblemente provocaron la muerte.

4.- Con base en los resultados de este estudio se presume que los caninos son portadores de
cepas STEC y/o EHEC, por lo cual hay la posibilidad de que impliquen un riesgo para la

salud publica.

5.- Tomando en cuenta que el reservorio principal es el bovino y ya que en México no se
han reportado estudios de este tipo en caninos, es necesario que se realicen estudios mas
amplios en cuanto a zonas geograficas y el papel de las mascotas con sus duefios para

identificar el potencial de riesgo.
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