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I RESUMEN

Escherichia coli O104:H4 productora de toxina Shiga (STEC) fue responsable en 2011
de un brote de colitis hemorragica (CH) y sindrome urémico hemolitico (SUH) en paises de la
comunidad Europea. Dada la importancia clinica y epidemiologica que adquirid el serogrupo,
analizamos 121 cultivos conservados en el cepario del laboratorio de Salud Publica UNAM
identificados como E. coli de los serogrupos O9 y O104; ya que previamente fue reportado
que el antigeno somatico de E. coli O104 presenta epitopos compartidos con el antigeno
capsular de E. coli O9. El objetivo del presente trabajo fue establecer la relacién antigénica
entre E. coli O9 y 0104, definir los serotipos de dichas cepas, conocer los genes de virulencia
que presentan, el grupo filogenético al que pertenecen y evaluar sus perfiles de resistencia a
diferentes antibidticos. Material y Métodos. Se analizaron 121 cultivos obtenidos de estudios
epidemioldgicos realizados en México, Egipto, Argentina y Bangladesh. Los serotipos y las
reacciones cruzadas se identificaron a través de ensayos de microaglutinacién en placa
utilizando sueros obtenidos en conejo dirigidos contra los antigenos somaticos (O) y
flagelar (H) de E. coli. Mediante la técnica de la reaccion de la polimerasa (PCR) se analizo la
presencia de los genes eae, bfp, eafA, stx1, stx2, aatA, aggR y aapA de los patotipos EPEC,
STEC y EAEC, y los genes chuA, yjaA y TspE4 para su ubicacion filogenética. La resistencia
a los antimicrobianos se determiné por el método de Kirby-Bauer (difusién en agar).
Resultados. El 75 % de los cultivos fueron aislados de muestras de heces de 57 nifios
menores de dos afos con y sin diarrea de México, Egipto, Argentina y Bangladesh, el otro
25 % de los aislamientos se obtuvieron de muestras rectales de un hato de 45 vacas lecheras
de México. El periodo de obtencién de muestras comprendio del afio 1985 hasta el 2013. Los

resultados obtenidos de la tipificacidon serolégica mostraron que 25 cepas del serogrupo 0104,



presentaron una reaccion de aglutinacion con los sueros anti-O9 y anti-O104 a titulos
elevados, esta reaccion cruzada se elimind mediante obtencion de sueros especificos o
absorbidos contra los antigenos heterdlogos. Los serotipos identificados en cepas E. coli
0104 fueron: O104:H4 (35 %), O104:H12 (30 %), O104:NM (9 %), O104:H7 (4 %) y
0104:H12 (22 %) estas ultimas fueron de origen bovino; en el caso de E. coli O9 aislada a
partir de humanos se identificaron trece serotipos siendo los mas frecuentes, O9:NM (30 %),
09:H25 (19 %) y O9:H33 (5 %), con respecto a las cepas de E. coli O9 de origen animal se
identificaron 7 serotipos, el mas frecuente fue O9:NM con 11 (11 %) aislamientos. El analisis
de filogrupos mostré que la mayoria de las cepas pertenecen a los grupos A (59 %), B1
(38 %) y D (3 %). Las cepas de E. coli 0104 presentaron los genes de virulencia stx1 (78 %),
eae (44 %), app, aggR y aatA (39 %), por lo que se pudieron se clasificar como STEC,
EPEC-A, EAEC, EHEC. El mismo ensayo en E. coli O9 mostré la presencia del gen eae
(10 %), bfp (3 %), stx1 (26 %), aggR (32 %), aap (8 %) y aatA (4 %), por lo que estas cepas se
agruparon dentro de los patotipos STEC, EPEC-A, EAEC. La presencia de estos genes indica
una gran plasticidad genética y la capacidad de recombinacion de estos microorganismos
para incorporar en su genoma material genético de otros microorganismos. Por otra parte las
cepas de origen bovino presentaron los porcentajes de resistencia a antibiéticos mas altos,
74 % a trimetoprim sulfametoxazol y 65 % a tetraciclina, las cepas de origen humano también
presentaron una marcada resistencia a estos antibioticos. Conclusion E. coli O104 presenta
epitopos compartidos con E. coli O9 y aunque presentan genes de virulencia de E. coli
asociada con diarrea, se ubican principalmente en los grupos filogenéticos definidos como
comensales, los porcentajes de resistencia encontrados sugieren que se debe controlar el

empleo de los antimicrobianos en el tratamiento de las infecciones intestinales.



. INTRODUCCION

Il.1. Caracteristicas generales de Escherichia coli

E. coli es una bacteria que coloniza el tracto gastrointestinal del humano desde las
pocas horas del nacimiento estableciendo una relacién de mutuo beneficio con su hospedero,
este microorganismo presenta una doble funcion, por un lado existen clonas que forman parte
de la microbiota normal del intestino y son indispensables para la adecuada funcién de este y
por otro se reconocen variedades asociadas con infecciones intestinales, estas ultimas se
conocen como E. coli diarreogénica (DEC) [Nataro J, 1998]. E. coli es un integrante de la
familia Enterobacteriaceae, es un bacilo Gram negativo, no formador de esporas, puede ser
inmovil, pero usualmente cuenta con flagelos peritricos, frecuentemente presenta una
capsula, por lo que algunas cepas presentan colonias mucoides, la mayoria son
fermentadoras de lactosa y glucosa con produccion de acido y de gas dentro de las primeras
24 horas de incubacion a 37 °C, carecen de la enzima oxidasa, es un anaerobio facultativo,
crece a temperaturas desde 25-45 °C y puede sobrevivir a temperaturas de refrigeracion y
congelacion. El pH éptimo para su crecimiento es de 7.0 aunque crece en un intervalo de pH
de 4.4-9.0 [Rodriguez-Angeles, 2002]. Los aislamientos de E. coli se pueden serotipificar en
base a que presenta 3 tipos de antigenos de superficie: los antigenos somaticos O
(lipopolisacaridos o LPS), capsulares K (polisacaridos) y flagelares (flagelina de naturaleza
proteica). En 1940 Kauffman desarrollo un esquema de serotipificacion que continuamente
varia y actualmente presenta 186 antigenos somaticos O, 60 antigenos capsulares K y 53

antigenos flagelares H [Orskov, 1984].



El antigeno O se caracteriza por ser termoestable en la superficie de todas las
enterobacterias, ademas de que es el responsable del serogrupo, mientras que el antigeno K
corresponde al polisacarido capsular. Con respecto a los antigenos flagelares H son
termolabiles, de forma que se inactivan al calentarlos a 100 °C durante 30 min. La
determinacién del antigeno somatico y flagelar indica el serotipo (formula O:H) de una cepa, el

cual en ocasiones se asocia con un cuadro clinico en particular [Orskov F, 1984].

E. coli diarreogénica

De acuerdo al cuadro clinico que producen, los factores de virulencia y su distribucién
epidemioldgica, E. coli diarreogénica se ha agrupado en seis tipos patdégenos [Nataro, 1998]
conocidos también como patotipos, estos son designados como: E. coli enteropatdogena
(EPEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enteroagregativa (EAEC), E. coli con adherencia difusa (DAEC) y E. coli productora de la

toxina tipo Shiga (STEC) [Kaper, 2004].

1.2 E. coli enteropatégena

EPEC es uno de los principales agentes causantes de diarrea infantil en paises en vias
de desarrollo, actualmente las cepas EPEC se clasifican en cepas tipicas y atipicas, siendo
mas frecuente encontrar estas ultimas en paises industrializados [Trabulsi, 2002]. Las cepas
EPEC tipicas (EPEC-T) contienen el gen eae que se relaciona con la proteina denominada
intimina, la cual permite la adherencia intima a las microvellosidades del enterocito y por lo
tanto es responsable de las lesiones de adherencia y esfacelamiento (borramiento) (A/E) de
dichas células, ademas presentan en el plasmido EAF el gen (bfpA+), que codifica para

fimbrias formadoras de haces, mientras que las cepas clasificadas como EPEC atipicas



(EPEC-A) pueden producir el fenotipo A/E, pero no contienen el plasmido EAF (bfpA-)
[Afset, 2004], las cepas que son eae positivas y ademas contienen genes que codifican para
la produccion de toxina Shiga (stx7 y/o stx2) son clasificadas como E. coli enterohemorragica

(EHEC) [O’Brien, 1987].

En general las cepas tipicas son mas homogéneas en sus caracteristicas de virulencia, con
escasas excepciones, producen los factores de virulencia codificados en la isla de
patogenicidad de 35-kb denominada “locus of enterocyte effacement” (LEE), y los del
plasmido EAF, en contraste las cepas atipicas, frecuentemente expresan la toxina EAST1

(EAEC), y otros factores de virulencia no contenidos en la isla LEE [Trabulsi, 2002].

11.2.1. Factores de virulencia

Modelo de adherencia y esfacelamiento. Este modelo es el mas destacado de las
patologias debidas a este microorganismo, la principal caracteristica es la eliminacion de las
microvellosidades del enterocito y la intima adherencia entre la bacteria y la membrana de la
célula epitelial, surgen cambios importantes en el citoesqueleto, involucrando cambios que
incluyen la acumulacion de la polimerizacidén de actina, por debajo de las bacterias adheridas,
lo que provoca cambios en la secrecidon de agua y electrolitos por el epitelio, y por lo tanto el
aumento de la permeabilidad de la membrana, lo cual impide la funcién de absorcién del

intestino [Brussow, 2014].

Adherencia localizada. En 1979 Cravioto A y cols, fueron los primeros en describir
que las cepas EPEC se adhieren en forma localizada a células HEp-2 las cuales provienen de
células cancerosas de laringe de humano. Posteriormente Baldini [1983] demostré que esta

caracteristica es dependiente de la presencia de un plasmido de 60-MDa, este plasmido fue



designado como el Factor de Adherencia de EPEC (EAF). Posteriormente Girén [1991]
describié una fimbria de 7-nm de diametro producida por cepas EPEC las cuales tendian a
agregarse y formar haces, por lo tanto se sugirio el nombre “bundle-forming pilus” (BFP). La
secuencia del gen bfpA (BFP) de diferentes cepas EPEC mostro tener un alto grado de

homologia y parece ser especifico de EPEC [Gunzburg, 1995].

Transduccion de senales. La adherencia de EPEC a las células epiteliales induce una
variedad de vias de transduccion de sefales. Los genes bacterianos responsables de activar
esta sefalizacion son codificados en una isla de patogenicidad de 35-kb denominada LEE, los
cuales codifican para sistemas de secrecion tipo Ill, ademas de secretar multiples proteinas.

[Nataro, 1993]

Figura 1. Adherencia localizada
de una <cepa de E. coli
enteropatdogena en células Hela.
EPEC presenta la propiedad de
adherirse en forma de
microcolonias a células epiteliales.

[Scaletsky, 1984]

Intimina. Otro de los factores de virulencia importantes de las EPEC es su sistema de
adherencia al epitelio intestinal, 1o cual lo realiza por medio de una proteina de membrana
externa llamada intimina cuyo peso varia entre 94 a 97 kDa, codificada por el gen eae,

localizado en la isla de patogenicidad LEE. Este gen no es exclusivo de las EPEC, ha sido



descrito en otras especies que causan lesiones del tipo A/E y son responsables de diferentes
tipos de diarrea como la causada por las cepas STEC [Nataro, 1998]. El gen eae presenta dos
subunidades: la eaeA y la eaeB. Por lo que respecta a la primera (eaeA) codifica para la
intimina, esta es necesaria, aunque insuficiente para la produccion de la lesion A/E en los
enterocitos, que al unirse a sus receptores en la superficie de las células eucariotas, funciona
como soporte de los filamentos de actina [Louie, 1993]. En cuanto a la subunidad eaeB, este
codifica para la secrecion de una proteina de 37 kDa, denominada Tir, la cual resulta muy
representativa de la actividad de este microorganismo, ya que es translocada para que se
incorpore en la superficie de los enterocitos, a fin de que funcione como receptor de intimina vy,
consecuentemente se produzcan lesiones A/E [Foubister, 1994]. La adherencia inicial del
microorganismo aun incluye eventos desconocidos, sin embargo, se ha detectado que una
vez que la bacteria se ha adherido, inyecta Tir en la membrana de la célula hospedera, a
través de una serie de proteinas bacterianas, estas integran el sistema de secrecion tipo |l
(SSTT 1), la mayoria de las cuales se encuentra codificada en LEE [Nataro, 1998]. Los
pedestales que se forman debajo de la bacteria se componen principalmente de actina
polimerizada y otras proteinas relacionadas, tales como fibrina, miosina, talina y ezrina.
Evidentemente, dicha reorganizacién del citoesqueleto altera la fisiologia y morfologia de la
region apical de las células intestinales, lo que conduce a su disfuncién y a la perdida de

microvellosidades [Campellone, 2003].

1.3. E. coli productora de toxina Shiga (STEC).

Estudios sobre la frecuencia de aislamiento de esta bacteria tanto en humanos y
animales en México, muestran que no es mayor al 2.5%, hecho que a su vez podria ser el

principal motivo de la baja incidencia de los cuadros clinicos relacionados con el



microorganismo [Navarro, 2007]. El serotipo O157:H7 es el mas representativo de un
subgrupo de STEC denominado EHEC, considerando de mayor importancia en paises
desarrollados, ya que provoca aproximadamente el 10 % del total de los casos de diarrea
aguda, el 90 % de colitis hemorragica (CH), el 10 % de casos de sindrome urémico hemolitico

(HUS) en pacientes menores de 10 afos, [Nataro, 1998].

11.3.1. Factores de virulencia

Toxina Shiga. Las toxinas Stx corresponden a exotoxinas del tipo A-B, cuyo fragmento
toxico A escinde a las moléculas de ARNr, impidiendo la sintesis proteica de las células
humanas a nivel de la traduccion; es el principal factor de patogenicidad de STEC. La familia
de las toxinas Stx contiene 2 miembros principales los cuales no cruzan inmunolégicamente,
denominados Stx1 y Stx2; una misma cepa puede sintetizar una de ellas o0 ambas, e inclusive
multiples variantes de Stx2. [O'Brien, 1987; Scheutz, 2012]. La Stx1 es idéntica a la toxina
producida por Shigella dysenteriae tipo 1, excepto en algunos casos donde se aprecia un
residuo de diferencia; los prototipos de Stx1 y Stx2 manifiestan una identidad de solo 55 y

57 % en las subunidades A y B, respectivamente [Jackson, 1987].

El grupo de la Stx2 es un grupo muy heterogéneo, hasta ahora se han descrito hasta 7
subtipos diferentes que se identifican con una letra arabiga minuscula, Stx2a, Stx2b, hasta
Stx2f, donde se encontraron 30 variedades para Stx2a, 24 para Stx2c y 26 para Stx2d,
mientras que para Stx1 existen los subtipos Stx1a, Stx1c y Stx1d [Scheutz, 2012]. La
estructura A-B se encuentra conservada en toda la familia Stx, formada por una subunidad A 'y
5 subunidades B, la subunidad unica puede ser escindida proteoliticamente, produciendo un

fragmento A1 de 28 kDa, y otro A2 de 4 kDa, las cuales permanecen unidas a través de un



puente disulfuro. ElI péptido A1 posee la actividad enzimatica, en tanto que, A2, es el
responsable de la union con el pentamero que integra la subunidad B; dicho pentamero es la
molécula ligando, que se fija a la célula “blanco”, particularmente a su receptor especifico que

es el glucolipido globotriacilceramida (Gb3), presente en las células eucariotas [Nataro, 1998]

Cuando la toxina se une a su receptor, esta es endocitada y transportada al aparato de Golgi
y, posteriormente, hasta el reticulo endoplasmico rugoso [Brussow, 2014]. Finalmente, la
subunidad A pasa al citoplasma de la célula eucariota, en donde ejerce su accion sobre la
unidad ribosomal 60 S; especificamente, el péptido A1 corresponde a una N-glucosamina que
elimina un solo residuo de adenina del ARN 28S de los ribosomas, con lo cual inhibe la
sintesis proteica. Evidentemente, el bloqueo de la sintesis proteica produce la muerte de las
células endoteliales del riidn, de las células epiteliales del intestino y de células HelLa que
provienen de células de cancer cérvico uterino humano, Vero (células de riidn de mono

verde) u otras células con su receptor especifico [Nataro, 1998].

Ambas toxinas se encuentran codificadas por bacteridfagos insertados en el cromosoma de la
bacteria y permanecen en estado lisogénico, los bacteriéfagos han tenido un papel importante
en la evolucion de muchas bacterias, ya que cuando se integran en el genoma bacteriano y se
establece la lisogenia, pueden modificar las propiedades de la célula huésped, este proceso
se conoce como conversion fagica. Ademas de esta manera la bacteria se vuelve inmune a la
infeccion por otro bacteriéfago del mismo tipo. La presencia de genes que codifican factores
de virulencia en el genoma de estos bacteriofagos constituye un mecanismo eficaz de
diseminacion de los mismos entre diferentes especies bacterianas. Este mecanismo pudo
haber provocado la dispersion de los genes stx que se ha producido en diferentes especies

bacterianas; se han encontrado estos genes un numero muy variados de serotipos, e incluso
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en otras especies bacterianas diferentes de E. coli, como Citrobacter freundii y Enterobacter
cloacae [Vazquez, 2008]. La Stx es citotoxica —in vitro e in vivo- para las células endoteliales
del rindn humano, la tipica histopatologia renal incluye edema en las células del endotelio
glomerular y el establecimiento de plaquetas y fibrina dentro del glomérulo, lo que conduce al
estrechamiento de la luz de los capilares y a la oclusién de los vasos glomerulares, a
continuacion aparecen dos signos caracteristicos del HUS: la reduccién en el grado de
filtracion glomerular ocasiona la falla renal y la mayor friccién de los eritrocitos con las paredes

vasculares ocluidas genera la fragmentacion de dichas células rojas [Nataro, 1998].

1.3.2. E. coli Enterohemorragica (EHEC). El término EHEC fue acufado para denotar cepas
que causan CH y SUH, expresan Stx, causan lesiones del tipo A/E en células epiteliales y
ademas poseen el plasmido de 60-MDa. Por lo tanto, el patotipo EHEC representa un
subgrupo de STEC. EI factor de virulencia implicado en esta patogénesis es la
enterohemolisina, codificada por el gen ehxA, este se encuentra en un plasmido de 60-MDa
identificado en cepas de E. coli O157:H7. El gen ehxA, podria desempenar algun papel en la
lisis de los enterocitos, a fin de que estos liberen los grupos hemo y la hemoglobina, ya que se
ha comprobado que esta clase de moléculas mejora el crecimiento del serotipo O157:H7

[Nataro, 1998].

Plasmido pO157. Practicamente todas las cepas O157:H7 poseen este plasmido de 92
a 104 kb, uno de sus fragmentos de 3.4 kb codifica para la enterohemolisina [Schmidt, 1995],
este plasmido contiene los pares de bases necesarios para codificar una proteasa
denominada EspP, para una catalasa-peroxidasa, este plasmido también regula la produccion
de proteinas de membrana externa (OMP) que actuan como factores de adhesion [Nataro,

1998; Fratamico, 1993; Clements, 2012].
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Il.4. E. coli Enteroagregativa (EAEC).

EAEC es uno de los principales agentes etiologicos en la diarrea del viajero,
unicamente seguido de ETEC en personas que visitan México y otras regiones del mundo
[Navarro & Estrada-Garcia, 2010]. La patogénesis de la diarrea producida por EAEC ahora se
esta definiendo y se relaciona con propiedades especificas del hospedero y el patégeno. Un
obstaculo importante en la identificacién del mecanismo patégeno de esta bacteria radica en
la heterogeneidad de los perfiles de genes de las cepas EAEC. Aunque muchos genes de
virulencia presuntivos han sido identificados para EAEC, la confusion en cuanto a su papel en
enfermos de diarrea aguda deriva de la falta de mecanismos claros y factores de virulencia
implicados [Huang, 2007]. En la actualidad EAEC se define como E. coli que no secreta LT o
ST y que se adhiere células epiteliales HEp-2 con un patrén muy comunmente conocido como
autoagregativo en el que las bacterias se adhieren una a otra en una configuracién que
produce una apariencia de ladrillos apilados “stacked brick” (Figura 2). Es probable que esta

definicion abarca clonas tanto patégenas y no patégenas [Kaper, 2004].

auto-agregativo, en el cual

2010]

Figura 2. Patrén de adherencia de
E. coli enteroagregativa en células
HEp-2. EAEC se  adhiere
formando un patron definido como

bacterias se adhieren una con otra
formando una configuracion de
ladrillos apilados. [Navarro-Garcia,
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La estrategia basica de la infeccion por EAEC parece comprender la colonizacion de la
mucosa intestinal, probablemente predominante en el colon, seguido por la secrecién de
enterotoxinas y citotoxinas. Estudios sobre biopsias intestinales en humanos muestran la
induccion de un dafo leve, pero significativo en la mucosa, estos efectos son mas graves en
la seccidon del colon [Kaper, 2004]. La adherencia a la mucosa intestinal de EAEC, se
caracteriza por la formacion de un grueso biofilm mucoide, el cual promueve el exceso de
produccion de moco y causa la colonizacion persistente e infeccion [Nataro, 1998;
Nishi, 2003]. A nivel molecular los determinantes del fenotipo agregativo estan contenidos en
un plasmido (pAA) que contiene un numero importante de genes de virulencia bajo el control

de un activador transcripcional denominado aggR [Nishi, 2003].

11.4.1. Factores de virulencia de EAEC:

El gen aggR es un miembro de la familia de activadores transcripcionales AraC/XylS
que a su vez son proteinas de union de ADN. Diferentes estudios epidemiolégicos sugieren
que si la cepa expresa aggR es mas probable que sea causante de diarrea, que aquellas que
no la expresan, por lo que se propone el término “EAEC tipica” para aquellas cepas que
expresan este gen [Morin, 2012]. Ademas este gen activador transcripcional es requerido para
la expresion de los factores de virulencia conocidos como AAFI/AAFII, aap, aat y varias entero
toxinas, pero también esta presente en un gran porcentaje de EAEC que no expresan ningun

tipo de AAF identificada. [Huang, 2007; Nishi, 2003].

AAF/I (Fimbria de Adherencia Agregativa I). Nataro [1994] encontré una estructura
flexible formadora de haces de 2 a 3 nm de diametro que media la adherencia a células HEp-2

y hemaglutinaciéon con eritrocitos humanos. Esta fimbria es codificada por el gen aggA, que
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se encuentra en el plasmido pAA de 60 MDa [Nataro, 1998]. AAF/Il en la cepa 042 (O44:H18),
mide 5 nm de diametro y le confiere la adherencia agregativa a la bacteria. Esta fimbria esta
codificada por el gen aafA (pAA 60 MDa); sin embargo no todas las EAEC presentan estas

fimbrias [Clements, 2012].

Dispersina (AAP). Es una proteina de bajo peso molecular (10.2 kDa), recientemente
se ha descrito que esta proteina forma una capa asociada libremente a la superficie de las
cepas EAEC y parece que contrarresta los efectos de agregacion de la adhesina AAF, de tal
manera que facilita y promueve la propagaciéon de la bacteria a través de la superficie de la

mucosa intestinal o la penetracién de la capa de mucosa [Kaper, 2004; Huang 2007].

aatA. Este gen expresa un sistema de secrecion tipo 1, el cual es un mecanismo de
secrecion para proteinas pequenas contenido en una regidon del plasmido pAA2, aatA es un
regulador necesario para transportar la dispersina a la superficie de la bacteria. Los resultados
de Nishi [2003] sugieren que la dispersina alcanza el periplasma independientemente de
cualquier otra proteina, ellos observaron que aatA esta localizado en el exterior de la
membrana, y proponen que esta insercion funciona como un canal, es decir que aatA funciona

como un poro para la translocacion de aap [Nishi, 2003].

Flagelina. Induce la liberacién de IL-8. Esta citosina puede estimular la migracion de
neutrofilos a través del epitelio, lo que puede conducir a la ruptura del tejido y la secrecién de

fluidos [Kaper, 2004].

EAST-1 (Enteroaggretive E. coli Stable Toxin) es la toxina termoestable 1 de EAEC,

codificada por el gen astA, esta proteina pesa 4.1 kDa. Esta toxina es comparada con la
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enterotoxina STa de ETEC [Huang, 2007]. Produce un incremento en la secrecion de iones,

actua a nivel de la enzima guanilato-ciclasa [Celements, 2012].

Pic (proteasa con actividad de autotransportador, relacionada con la colonizacién
intestinal). Es una toxina de 116 kDa codificada en el cromosoma de EAEC 042 y de Shigella
flexneri 2457T, ha sido demostrada una alta homologia en la secuencia amino terminal con la
mucinasa de Shigella codificada en el gen she, es clasificada como una SPATE (Serine
Protease Autotransporter of Enterobacterease) de clase Il, esta proteasa tiene una funcion
hemaglutinante y mucinolitica la cual permite a EAEC penetrar la capa mucosa de los

enterocitos y residir en ese lugar [Clements, 2012].

Pet (plasmid-encode toxin) es una enterotoxina autotransportadora de clase | con un
peso molecular de 108 kDa codificada por un plasmido de 65-MDa relacionado con la
adherencia de EAEC, caracterizado por que conserva la presencia de un dominio C-terminal,
el cual forma un poro en la membrana externa de la bacteria y a través del cual la proteina
madura es transportada. Esta toxina contiene un sistema de secrecién tipo V, el cual tiene
efecto citopatico en células HEp-2, caracterizado por redondeamiento y desprendimiento de
las células asi como contraccién del citoesqueleto y perdida de fibras de actina, Pet conserva
un alto grado de homologia con la proteasa EspP de EHEC, y con EspC de EPEC [Eslava,

1998; Clements, 2012].

I.5. Grupos filogenéticos.

En la actualidad el grupo filogenético de una cepa puede asignarse aplicando diversas

metodologias como son la ribotipificacion, la secuenciacion del multilocus, electroforesis de
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enzimas multilocus, estas técnicas tienen la desventaja de ser muy complejas y que

consumen mucho tiempo con respecto al PCR triplex descrito por Clermont [2000].

En el sistema propuesto por Clermont se utilizaron 3 marcadores: chuA es un gen que codifica
para una proteina de membrana externa que requiere la EHEC O157 para transportar el grupo
hemo, yjaA es un gen identificado en la secuencia del genoma completo de E. coli K-12 que
codifica para una proteina de membrana externa no caracterizada y un fragmento anénimo

denominado TspE4.C2, dicho gen codifica para una lipasa-esterasa.

El método utilizado para una caracterizacion filogenética debe cumplir con diferentes criterios

para su uso, CoOomo son.

e El gen debe haber sido adquirido o eliminado cuando el grupo caracteristico emerge.

e El gen debe haber sido “estabilizado”, lo que excluye su posterior eliminacién o

transferencia horizontal entre otras bacterias de otros grupos filogenéticos.

e El gen no debe estar dirigido por la seleccién natural, ya que esto provoca nuevas

recombinaciones genéticas. [Clermont, 2000]

11.6. Mecanismos de accion de los antimicrobianos.

Antibiéticos B-lactamicos: entran a la célula a través de poros de la membrana
externa, en las células susceptibles, las moléculas B-lactdmicas se unen a las proteinas de
union de penicilina (PBPs); enzimas implicadas en la sintesis de la pared celular. La unién de
las moléculas beta-lactamicas a las PBPs, ubicadas en la superficie de la membrana
citoplasmica, bloquea su funcién. Esto produce paredes celulares debilitadas o defectuosas y

conduce a lisis celular y muerte.
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Antibiéticos que interfieren la sintesis de proteinas mediante el enlace a la
subunidad ribosémica 30S: Las tetraciclinas (ej. tetraciclina, minociclina y doxiciclina) se
unen a la subunidad 30S del ribosoma y bloquean la adherencia del ARN de transferencia
(ARNt). Puesto que no se pueden agregar mas aminoacidos a la cadena de proteinas que

esta en crecimiento, la sintesis de proteinas es inhibida.

Los aminoglucdsidos (ej. gentamicina, amikacina, y estreptomicina) también se unen a
la subunidad 30S del ribosoma y pueden bloquear la sintesis de proteinas. En primer lugar
estos se pueden adherir a la subunidad 30S del ribosoma y prevenir que la subunidad 30S se
adhiera al ARN mensajero (ARNm). Segundo, la presencia del aminoglucdsido en el ribosoma
podria provocar la lectura errada del ARNm. Esto resulta en la insercion de aminoacidos
erroneos en la proteina o en la interferencia de la capacidad de los aminoacidos para

conectarse unos con otros.

Antibidticos que interfieren con la sintesis de &acido nucleico: causada por
fluoroquinolonas (ej. acido nalidixico, ciprofloxacina, levofloxacina) interfieren con la sintesis
de ADN bloqueando la enzima ADN girasa. La ADN girasa ayuda a enrollar y desenrollar el
ADN durante la replicacion de ADN. La enzima se adhiere al ADN e introduce rupturas dobles
en las cadenas que permiten al ADN desenrollarse. Las fluoroquinolonas se unen al complejo
ADN girasa-ADN y permiten a las cadenas de ADN rotas liberarse dentro de la célula lo que

conduce a la muerte celular.

Antibiéticos que inhiben de la ruta metabdlica de la sintesis de acido félico: causada por
sulfonamidas y trimetoprima. Para muchos organismos el acido para-amino benzoico (PABA)

es un metabolito esencial y esta involucrado en la sintesis de acido folico, un importante



17

precursor para la sintesis de acidos nucleicos. Las sulfonamidas son estructuras analogas del
PABA y compiten con el PABA por la enzima dihidropteroata sintetasa. La trimetoprima actua
en la ruta de sintesis del acido félico en un punto posterior al de las sulfonamidas. Este inhibe
la enzima dihidrofolato reductasa. Cuando se usan en conjunto producen un bloqueo
secuencial de la ruta de sintesis del acido folico y tienen un efecto sinérgico, ambas son

bacteriostaticas. [Mycek, 2004]

11.6.1. Mecanismos de resistencia a antimicrobianos.

Inactivacion del antibiético. Dentro de los mecanismos de resistencia a los
antimicrobianos se encuentra la produccion de enzimas denominadas B-lactamasas. En las
bacterias Gram-negativas los medicamentos B-lactdmicos entran en la célula a través de las
porinas y encuentran a las p-lactamasas en el espacio periplasmico. Las pB-lactamasas
destruyen las moléculas p—lactamicas antes de que éstas tengan la oportunidad de alcanzar

sus PBP blancos.

Enzimas que modifican los aminoglucésidos: Las bacterias Gram-negativas pueden producir
enzimas adenilantes, fosforilantes o acetilantes que modifican un aminoglucésido para

inactivarlo.

Impermeabilidad de la Membrana Bacteriana Externa. Las bacterias Gram-negativas
pueden volverse resistentes a los antibidticos B-lactamicos mediante el desarrollo de barreras
de permeabilidad. Esto es usualmente provocado por porinas alteradas en la membrana
externa que no permiten la entrada y el transito de las moléculas del antibiético dentro de la

célula.
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Alteracion de los Blancos.

e Las PBP tanto en bacterias Gram-positivas como en Gram-negativas pueden ser
alteradas mediante mutacion de manera que los p-lactamicos no puedan unirse a ellas.

e La metilacién del ARN ribosémico confiere resistencia a los macrdlidos.

e Mutaciones en los genes cromosémicos de ADN girasa y topoisomerasa IV confieren

resistencia a las quinolonas.

Bombas de eflujo. Una amplia variedad de bombas de eflujo proveen resistencia
antimicrobiana a bacterias Gram-positivas y Gram-negativas. El eflujo activo de antibi6ticos es
mediado por proteinas trans-membranales insertadas en la membrana citoplasmica y, en el
caso de los organismos Gram-negativos involucra también componentes en la membrana
externa y periplasma. Estas proteinas forman canales que exportan activamente a un agente

antimicrobiano fuera de la célula tan rapido como entra.

Alteracion de Rutas Metabdlicas. Algunos microorganismos desarrollan una ruta
metabdlica alterada que elude la reaccion inhibida por el antimicrobiano. Mutaciones que
inactivan la timidilato sintetasa que bloquean la conversidon de deoxiuridilato a timidilato. Estos
mutantes requieren timina o timidina exdgena para la sintesis de ADN y por ende son
resistentes a los antagonistas de la ruta del folato como las sulfonamidas y trimetoprima

[Stephen, 2005; Molina, 2011].
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11.6.2. B-lactamasas de Espectro Extendido (BLEE).

Los genes que codifican para la produccion de Beta Lactamasas de Amplio Espectro en
la Familia Enterobacteriaceae son conocidos como TEM-1, TEM-2 y SHV (Klebsiella
pneumoniae) las siglas TEM provienen de las iniciales del 1er paciente en que fue aislada una
E. coli productora de p-lactamasas. TEM-1 es responsable por la resistencia a la ampicilina y
cefalosporinas de 12 generacion de E. coli y otras Enterobacteriaceae. Algunos de estos
genes sufren mutaciones cambiando la secuencia de los aminoacidos de las enzimas, estas
nuevas enzimas son conocidas como B-lactamasas de Espectro Extendido (BLEEs). Estas
enzimas hidrolizan todas las penicilinas, Aztreonam y todas las cefalosporinas (pero no las
cefamicinas, ej. Cefotaxima y cefotetan). Los genes de BLEE se encuentran comunmente en
plasmidos transmisibles que por lo general codifican otros determinantes de resistencia por
ejemplo a Aminoglucdésidos o Trimetoprim/sulfametoxazol, estas BLEE son inhibidas por el

acido clavulénico (inhibidor de la pB-lactamasas) pero en un grado mucho menor que la

B-lactamasa original.

Los tipos de BLEEs reconocidos hasta el 2004 en E. coli son:

« TEM: Hay aproximadamente 150 tipos de BLEEs TEM.

« CTX-M: Las enzimas CTX-M codificadas por plasmidos son similares a las enzimas K1
(B-lactamasas de K. pneumoniae), se han encontrado en E. coli, y en una variedad de otras
Enterobacteriaceae. Para poder identificar potencial productoras de BLEE se usan los limites
de difusion en disco y la concentracion minima inhibitoria (CIM) para los siguientes

antibidticos: aztreonam, cefotaxima, cefpodoxima, ceftazidima y ceftriaxona.
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lll. ANTECEDENTES
La diarrea es una de las principales causas de muertes en nifios menores de 5 afios en
paises en vias de desarrollo. En México no es la excepcién, las enfermedades diarreicas
siguen siendo un problema de salud publica, E. coli es la segunda causante de muerte en la
infancia superado solo por rotavirus. Las reducciones sustanciales de muertes y
complicaciones diarreicas se produjeron desde 1990 hasta 2002 como consecuencia de la
mejora del saneamiento y el agua potable, la promocién de la lactancia materna, la
rehidratacion oral, y la suplementacion con mega dosis de vitamina A [Navarro & Estrada-
Garcia, 2010]. No obstante, las tasas de morbilidad por diarrea en nifios menores de 5 afos
de edad no han cambiado en los ultimos afos en México. Un poco de disminucion se observo
en 2009 con 15,835 casos por cada 100, 000 nifios < 5 afos de edad, en comparacion con
2008 (17,378 por cada 100, 000 ninos), pero parece que no es significativo, ya que el numero
de nifios en este grupo de edad también se ha reducido en la misma proporcion 2008-2009

[http://www.dgepi.salud.gpb.mx/sinave/index.html].

A finales de Abril y durante el mes de Mayo del afo 2011, se reportd la aparicion de un brote
de diarrea con cuadros de colitis hemorragica y sindrome urémico hemolitico en la region
noroeste de Alemania [Frank, 2011]. La poblacién afectada incluia nifios menores de 5 afios
de edad, ademas en este brote el 87 % de los pacientes fueron adultos mayores de 20 afos,
un aspecto importante fue el hecho de que 68 % de los afectados fueron del sexo femenino
[ECDC Mayo 27, 2011]. Al realizar la busqueda del agente responsable del brote se identificd
una cepa de E. coli STEC del serotipo O104:H4, el analisis genético de la bacteria mostro la
presencia de los genes aatA, aggR, aap, agg, aggC asi como de stx2 [ECDC Mayo 27, 2011].

El brote se extendio y paises como Austria, Dinamarca, Alemania, Holanda, Noruega, Espafia,
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Suecia, Suiza e Inglaterra, en estos casos los individuos tenian el antecedente de haber
viajado previamente a la region de Alemania en la que se origind el brote referido. Ademas
fueron reportados casos en los Estados Unidos de América y Canada, en estos también
existia el antecedente de haber viajado dias antes a Alemania. El informe global mas reciente
de la OMS [WHO, 07/07/2011] sefala que fueron 15 paises Europeos afectados y Estados
Unidos, entre los cuales se presentaron un total de 3941 casos y 52 fueron casos fatales. De
los 3941 casos 909 fueron casos graves de SUH y 3032 pacientes presentaron una infeccion
menos severa, la mayoria de los casos correspondieron a Alemania donde se registraron 859
cuadros de SUH, 2945 de diarrea con sangre y 40 defunciones. Como fuente del brote
epidémico causado por E. coli O104:H4 se ha implicado a coles, tomates, ensalada de
vegetales y pepinos de consumo crudo [Frank, 2011]. Por las caracteristicas de la bacteria
responsable del brote, ésta corresponde a una cepa del grupo enteroagregativo EAEC, lo cual
fue confirmado al identificar la presencia de los genes aatA, aggR, aap, agg, aggC. Sin
embargo, en esta clona se identific6 ademas la presencia del gen sitx2, actualmente se
propone el término STEAEC para este tipo de cepas [Clement, 2012] o bien se propone
el término EAHEC para cepas que ademas de contener estos genes, son LEE positivos
[Croxen, 2013]. La emergencia de esta bacteria hibrida plantea un evento de recombinacion
genética poco comun, aunque, desde 1997 existen reportes de la participacion de cepas
EAEC en casos de sindrome urémico hemolitico incluidas algunas del serogrupo O104 [Feng,
2001]. En México no existen reportes que sefalen la incidencia de SUH o CH relacionada con
E. coli 0104, sin embargo, ante el evento epidemiolégico que se presentd en Europa, es
necesario conocer cuales son las caracteristicas del serogrupo 0104 aislado en nuestro pais

y asi definir la importancia epidemiolégica del mismo.



22

IV. JUSTIFICACION

Ante la emergencia de los eventos presentados recientemente en Alemania nos dimos
a la tarea de realizar revision retrospectiva de los aislamientos del serotipo de E. coli O104:H4
en el cepario del Laboratorio de Salud Publica UNAM, los resultados mostraron la existencia
de 18 cepas del serogrupo O104 aisladas entre 1985 a 2013 de muestras de heces humanas
con y sin diarrea, de estas cepas 7 se aislaron en México, y las restantes en Argentina (4),
Egipto (4) y Bangladesh (3). De la misma manera E. coli O104 se detecté en muestras
rectales de 3 vacas de un hato de 45 vacas lecheras. Una observacion interesante de la
tipificacion seroldgica de las cepas E. coli 0104 utilizando 187 sueros obtenidos en conejo del
esquema antigénico de E. coli, fue que las cepas de este serogrupo presentaron reactividad
antigénica con el suero anti-E. coli O9 a titulos altos. En un analisis de frecuencia de
aislamiento de E. coli realizado en el Laboratorio, de mas de 1600 aislamientos de la bacteria
se encontré que los patotipos mas frecuentes eran ETEC, EPEC y EAEC [Navarro, 2010].
Entre los serogrupos identificados en este analisis encontramos 96 aislamientos de E. coli O9
pertenecientes a diferentes fuentes, entre los que se incluian aislamientos de casos de diarrea
y sin diarrea de estudios epidemioldgicos de diarrea infantil. Adicionalmente se identificaron
cepas 09 en 12 vacas lecheras del hato de 45 vacas lecheras. Al respecto diversos estudios
previos reportan que el lipopolisacarido (LPS) de E. coli O104, presenta una similitud
estructural con el antigeno capsular K9 de E. coli O9:K9 [Kogan, 1992; Wang, 2001]. Esto es
importante porque el serotipo O104:H4 esta relacionado con los brotes epidémicos de SUH y
CH recientemente reportados. Con base a la deteccién de la reactividad antigénica cruzada y
a la similitud estructural en los antigenos de superficie es que este estudio propone establecer

si la reactividad observada del suero O9 con el antigeno de E. coli 0104 esta relacionada con
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la existencia de epitopos compartidos entre ambos grupos de bacterias, para definir si existe
una relacion antigénica y filogenética entre ambos serogrupos y conocer si presentan factores

de virulencia similares.
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V. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar cepas de los serogrupos de E. coli O9 y O104 aisladas de diferentes fuentes,

identificando la presencia de genes de virulencia de los patotipos STEC y EAEC en ellas, su

relacion filogenética y sus patrones de resistencia a B-lactamicos y fluoroquinolonas.

V.1 Objetivos especificos

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Corroborar por medio de pruebas bioquimicas y seroldgicas la identidad fenotipica de
la cepas de E. coli de este estudio.

Determinar las reacciones antigénicas cruzadas entre E. coli O9 y 0104 utilizando
meétodos tradicionales de aglutinacion de los antigenos somaticos y establecer sus
relaciones antigénicas.

Identificar epitopos en los serogrupos de E. coli O9 y O104 empleando ensayos de
absorcion de sueros con antigenos homologos y heterdlogos para conocer si estos son
comunes en ambos serogrupos.

Establecer la filogenia de las cepas de E. coli O9 y 0104 mediante la reaccién en
cadena polimerasa (PCR) multiplex de los genes chuA, yjaA y un fragmento andénimo
designado como TSPE4, para definir los grupos filogenéticos en los que se ubican.
Evaluar la sensibilidad a antimicrobianos de los aislamientos de E. coli O9 y 0104
utilizando el método de Kirby-Bauer (difusion en agar), para comparar los patrones de
resistencia a B-lactamicos y fluoroquinolonas.

Identificar si las cepas de E. coli O9 y 0104 del estudio presentan factores de virulencia
del patotipo STEC (eae, stx1 y stx2) y del patotipo EAEC (aatA, aggR, aap) utilizando la

PCR con iniciadores especificos para establecer si pertenecen a estos patotipos.
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VI. METODOLOGIA

VI.1. Cepas bacterianas. Las cepas con identificacion de E. coli O9 y 0104 se analizaron
para confirmar su pureza e identidad fenotipica, por el hecho de que estas cepas se
conservan en medio de Dorset en el cepario del Laboratorio de Salud Publica, Facultad de
Medicina UNAM. La pureza de las cepas se determind inoculando en agar MacConkey

(DIFCO, MI) y se incubaron a 37 °C durante 18-24 h.

VI.2. Identificacion bioquimica. Para confirmar la identidad fenotipica de las cepas se
utilizaron pruebas bioquimicas preparadas en el laboratorio las que incluyeron agar Kligler
(KIA), Sulfhidrico, Indol y Motilidad (SIM), caldo Rojo de Metilo-Vogues Proskauer (RM-VP),

caldo Malonato-fenilalanina, agar urea de Christensen y caldo gluconato.

VI1.3. Serotipificacién: caracterizacion antigénica de los cultivos de E. coli. La tipificacion
serologica de las cepas de E. coli se realizd utilizando 187 sueros dirigidos contra los
antigenos somaticos (O) y 53 contra los flagelares (H) del esquema antigénico de E. coli de
acuerdo a la metodologia reportada previamente [Orskov, 1984]. Estos sueros se obtuvieron
previamente en conejo (SERUNAM) utilizando cepas de referencia de E. coli de acuerdo a lo
propuesto por Ewing [1986]. La obtencion del antigeno somatico se realizé utilizando agar de
soya tripticaseina (TSA) inclinado, el cual se inoculé por estria cerrada, se incubé a 37 °C
durante 18-24 h. Al crecimiento bacteriano se agregé 10 mL de solucion salina (0.15 M NaCl),
se cubrié con papel parafim y se mezclé hasta resuspender el crecimiento bacteriano, la
suspension bacteriana obtenida se transfirid a un tubo limpio, este se coloco a una
temperatura de ebullicion con vapor fluente durante 1 h. Después de la ebullicion se

agregaron 10 mL de formalina al 0.6 % (solucién salina 0.15 M con 0.6 % de formaldehido).
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VI1.4. Identificacion del serotipo de las cepas por reacciones de microaglutinacién. En
placas de 96 pozos (NUNC) con fondo en U se colocaron 50 pyL de cada uno de los 187
antisueros (diluidos 1:100), utilizando un dispensador multicanales automatico, posteriormente
con una micropipeta multicanales Eppendorf se colocaron 50 yL/pozo de cada solucion de
antigeno somatico, la suspensidén se homogenizo y se cubrieron con plastico adherente, estas
placas se incubaron a 50 °C durante 18-24 h. Una vez transcurrido este tiempo se
identificaron las reacciones de aglutinacion con ayuda de una lampara de laboratorio,

evaluando asi la intensidad de la reaccion.

VI.5. Ensayos de absorcion de suero de conejo anti E. coli 0104 y anti E. coli 09. Para
evaluar la relacion antigénica entre E. coli O104 y E. coli O9 se realizaron ensayos de
absorcion de acuerdo al método descrito por Ewing [1986]. Las bacterias de E. coli O104 y
E. coli O9 se inocularon en placas de agar de soya tripticaseina (TSA). Las placas de TSA se
incubaron a 37 °C durante 18-24 h, posteriormente se recupero el crecimiento bacteriano con
10 mL de solucion salina 0.15 M. La suspensién bacteriana se colecto en un tubo estéril y se
sometié a ebullicion (100 °C) durante 1 h (vapor fluente), finalmente la turbidez se ajusto al
tubo nimero 10 del Nefeldémetro de McFarland (9 X 10® bacteria/mL). La suspensién de
bacterias se centrifugo a 6000 X g durante 10 min a 4°C y el paquete se mezcld con 1.0 mL
de las muestras de suero anti E. coli O104 y anti-E. coli O9, posteriormente la suspension
bacterias/suero se incub6 a 50 °C durante 2 h [Ewing 1986]. Después de incubar las muestras
se centrifugaron a 6000 X g durante 10 min a 4 °C para separar el suero y con este se
procedid a realizar los ensayos de aglutinacidon contra los diferentes antigenos somaticos de

E. coliO104 y E. coli O9.
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VI.6. Serologia de antigeno flagelar H. En placas de 96 pozos (NUNC) con fondo en U se
colocaron 50 pL de cada uno de los 53 antisueros H de E. coli (diluciones 1:100), utilizando un
dispensador multicanales automatico, posteriormente con una micropipeta (Eppendorf) de 12
canales se colocaron 50 plL/pozo de cada solucion de antigeno flagelar, la suspensidon se
homogenizo y se envolvieron con plastico adherente, estas placas se incubaron a 50 °C

durante 2 h.

VI.7. Extraccion de ADN. La obtencion del ADN se realizé por ebullicion de acuerdo a la
metodologia reportada previamente [Islam, 2006]. Los cultivos identificados como E. coli O9 y
0104 se inocularon en 2 mL de caldo Luria-Bertain (LB, Difco) estos se incubaron a 37 °C
durante 18-24 h. Del crecimiento bacteriano en LB se tom6é 1 mL, se colocdé en un tubo
Eppendorf y se centrifugo a 13,000 X g durante 5 min a 4 °C. Después el sobrenadante se
decantd y se escurrid bien con papel secante o absorbente. Posteriormente se adicionaron
200 uL de agua ultra pura, el pellet se agito y re-suspendié muy bien con vortex. Estos tubos
bien tapados se hirvieron durante 10 min. La suspension anterior se coloco rapidamente sobre
hielo durante 5 min y resuspendié nuevamente con vortex durante 1 min, después se coloco
en hielo y posteriormente se centrifugd a 13,000 X g durante 10 min a 4 °C. Finalmente se

pasaron 100 pL del sobrenadante a otro tubo nuevo y se congelo a 4 °C hasta su uso.

VL.7. Grupos filogenéticos y factores de virulencia. Se realizo mediante el analisis de la
presencia de los genes chuA, yjaA y un fragmento anénimo designado como TspE4.C2 de
acuerdo a la metodologia e iniciadores previamente reportados por Clermont [2000], para

definir el o los grupos filogenéticos en los que se ubican las cepas de E. coli 0104 y O9.
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Los factores de virulencia de los cultivos de los aislamientos de E. coli O104 y O9 se
determinaron mediante el ensayo de la reaccion de la polimerasa (PCR). Se utilizaran
iniciadores de PCR reportados previamente (Cuadro 1), para determinar la presencia del gen
eae que codifica para la proteina denominada intimina [Karch, 1993], el gen que codifica para
el factor de adherencia de EPEC (eafA) presente en el plasmido EAF [Franke, 1994], el gen
que codifica para el pilus formador de haces bfpA [Gunzburg, 1995]. La presencia de los
genes que codifican para la toxinas stx 1y stx 2 [Scheutz, 2012]. Los factores de virulencia
de EAEC, aggR, aap, aatA, [Huang, 2007; Nishi, 2003]. Para validar los ensayos de la PCR se
utilizé un control positivo y un blanco que no contenia muestra de ADN en cada ensayo

realizado.



29

Cuadro 1. Secuencia de iniciadores utilizados para la identificacién de grupos filogenéticos y
genes de virulencia.

Secuencia de nucleoétidos

5 ——> 3

Factor de virulencia

Referencia

F — GAC GAA CCAACG GTC AGC AT Proteina de membrana externa que | Clermont
R - TGC CGC CAG TAC CAAAGA CA requiere EHEC para transportar el | [2000]
grupo hemo.
YjaA F - TGA AG TGT CAG GAG ACG CTG Proteina de membrana externa no | Clermont
R - ATG GAG AAT GCG TTC CTC AAC caracterizada identificada en la | [2000]
secuencia del genoma de E. coli K-12
TspE4.C | F—GAG TAATGT CGG GGC ATT CA Codifica para una lipasa-esterasa. Clermont
2 R - CGC GCC AAC AAAGTATTACG [2000]
eae F — CCGAATICGGCACAAGCATAAGC Proteina de membrana externa | Schmidt
univer- | R— CCCGGATCCGTCTCGCCAGTATTC denominada intimina [1994]
sal
eafA F — CAG GGT AAA AGA AAG ATG ATAA Plasmido del factor de adherencia de | Franke ,
R — TAT GGG GAC CAT GTATTATCA EPEC [1994]
bfpA F — AAT GGT GCT TGC GCT TGC TGC Pilus formador de haces Gunzburg
R - GCC GCT TTATCC AAC CTG GTA [1995]
stx1 F - GTA CGG GGA TGC AGA ATC GC Toxina Shiga tipo 1 Scheutz
R — AGC AGT CAT TAC ATA AGA ACG Y [2012]
CCACT
stx2 F4 - GGCACTGTCTGAACCTGCTCCTGT | Toxina Shiga tipo 2 Scheutz
R 1 - AATAAACTGCACTTCAGCAAATCC [2012]
F4-f - CGCTGTCTGAGGCATCTCCGCT
R1e/f —- TAAACTTCACCTGGGCAAAGCC
aggR F - AGC GGT GTC CCA GTA TGT ATG C | Adherencia agregativa Huang
R—-TTATGT TCC CGC TGC TGT CGT [2007]
aap F-CTTTTCTGG CATCTTGGG T Dispersina o proteina antiagregativa | Huang
R - GTA AC AAC CCC TTT GGA AGT de EAEC [2007]
aatA F —ATG TTA CCA GAT ATA AAT ATAG Sistema transportador de dispersina Nishi
R — CAT TTC CCC TGT ATT GGA AAT G [2003]

El volumen de la mezcla de reaccion para la PCR de cada una de las muestras de ADN de las

cepas fue de 25 pL, esta mezcla de reaccion consistio de los iniciadores especificos para

cada gen, agua ultrapura libre de ADN y ARN, buffer 10 X, desoxirribonucledtidos trifosfato

(DNTP’s), MgCl, 50 mM y Taq polimerasa recombinante, todos estos reactivos pertenecen a

un kit para PCR de la marca invitrogen ™ , excepto los iniciadores (Cuadro 2).


http://es.wikipedia.org/wiki/Desoxirribonucle%C3%B3tido
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Cuadro 2. Mezclas de reaccion para la amplificacion de genes de virulencia y de filogrupo.

Genes a determinar

Grupo eae eafA bfpA stx1 stx2' | aggR aap aatA
Componentes Filogenetico1
Cantidades en pL
Agua ultrapura 13.2 12.7 | 13.85 | 17.35 16.7 10.7 | 13.05 | 13.05 | 17.55
Buffer 10 X 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5
MgCl, 50 mM 0.75 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 0.75 0.75 0.75
DNTP's 25 5 5 0.5 1 5 2.5 2.5 1
'I':"c'ad” 0.8 1 0.5 1 1 1 2.5 25 1
orward
';'c'ad” 0.8 1 0.5 1 1 1 2.5 25 1
everse
Taq invitrogen 0.25 0.3 0.15 0.15 0.3 0.3 0.2 0.2 0.2
ADN 1 1 1 1 1 1 1 1 1

"PCR muiltiple para tres genes. Cada uno de los 3 iniciadores forward y los 3 iniciadores reverse contenian esta

cantidad. 7 PCR duplex. Cada uno de los 2 iniciadores forward y reverse contenian esta cantidad.

La PCR para cada gen se realiz6 bajo diferentes condiciones de temperatura de
desnaturalizacion, alineamiento y extensién (Cuadro 3). Los productos o amplicones
obtenidos se mezclaron con 1 pyL de azul de bromotimol y se cargaron en los pozos de un gel
de agarosa preparados a diferentes concentraciones para ser separados adecuadamente ya
que esto dependié del tamafo del amplicon (Cuadro 3). El gel se colocd en una camara de
electroforesis (BIO-RAD ™) con buffer de corrida Tris-Borato-EDTA (TBE) en las condiciones
de 100 Volts, 34 mAmp y 3 Watts por un periodo de 1 h aproximadamente. Los geles fueron

tefiidos con el colorante Gelred (BioLabs ™)

durante 25 minutos aproximadamente,
posteriormente se revelaron utilizando un transiluminador de luz UV y para finalizar se tomo
una fotografia con ayuda de un documentador de imagenes (Biosens SC805 Gel Image

Sistems).
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Cuadro 3. Condiciones del termociclador y concentraciones utilizadas para cada PCR.

| Genesadeterminar

chuA,
Etapa yjaA, eae eafA bipA stx1 stx2 aggRr aap aatA
TspE4
Desnaturalizacion 94°C/ | 94°C/ | 95°C/ | 95°C/ | 95°C/ [ 95°C/ | 94°C/ | 94°C/ | 94°C/
Inicial* 4 min 5 min 5 min 5 min 5 min 5 min 5 min 5 min 5 min
Ciclos 30 30 30 30 35 35 30 30 30

94°C/ | 94°C/ | 96°C/ | 96°C/ | 94°C/ | 94°C/ | 94°C/ | 94°C/ | 94°C/
30s 30s 40 s 2 min 50s 50s 1 min 1 min 30s
59°C/ | 565°C/ | 67°C/ | 56°C/ | 56°C/ | 56°C/ | 42°C/ | 52°C/ | 52°C/
30s 1 min 1 min 30s 40 s 40 s 1 min 1 min 40 s
72°C/ | 72°C/ | 72°C/ | 72°C/ | 72°C/ | 72°C/ | 72°C/ | 72°C/ | 72°C/
30s 2 min 45s 1 min 60 s 60 s 1 min 1 min 1min
72°C/ | 72°C/ | 57°C | 72°C/ |72°C/ |72°C/ | 72°C/ |72°C/ | 72°C
5 min 5min | /10min 1 min 3 min 3 min 7 min 7 min /10min
. . 279
Tamano del amplicon | 511 | g5, | 397 | 326 | 209 | 2% | 308 | 232 | 1064

(Pares de Bases) 152 627

1.5 % 1% 1.2% 1.2% 1.5% 1% 1.5% 1.2% 0.8 %

Desnaturalizacion

Alineacion

Extension

Ultima extension

Concentracion del gel
de agarosa
Todos los PCR se corrieron en el termociclador Axigen Maxigen ®, y después de terminada la dltima extension
de la cadena de ADN se espera a que el termociclador baje a una Temperatura de 4 °C.* Esta desnaturalizacion

se recomienda por el método utilizado para la extracciéon del ADN.

VI1.8. Determinacién de patrones de resistencia a antimicrobianos mediante pruebas de
difusién en agar. Se utilizé la metodologia basada en recomendaciones propuestas por el
manual del Clinical and Laboratory Standard Institute 10th Ed., para la determinacion de los
patrones de resistencia de las cepas de E. coli del estudio. Después de corroborar la pureza y
viabilidad de las cepas. Los cultivos se inocularon en una placa de agar nutritivo (TSA) y se
incubaron a 37 °C durante 24h. Después de la incubacion, del cultivo en agar nutritivo se tomo
un indculo para preparar una suspension en un tubo de ensayo de 10 X 75 mm con 1.8 mL de
solucion salina fisioldgica estéril (0.15 M). La suspension bacteriana se ajusté al tubo 0.5 del
nefeldmetro de McFarland (1.5 X 10® bacterias/mL). En esta suspensién, en un plazo no
mayor a 15 min se sumergié un hisopo de algoddén estéril, girando el hisopo varias veces
contra la pared del tubo para retirar el exceso de liquido y se sembré por triplicado en 2 placas

de agar Mueller-Hinton por cepa, posteriormente se colocaron los sensidiscos BBL Sensi Disc



32

BD® previamente seleccionados con ayuda de unas pinzas estériles teniendo cuidado de que
el centro de los discos tuvieran una distancia minima de 24 mm entre ellos, utilizando los
siguientes antimicrobianos. Cefalosporinas de 22 generacion: cefoxitina (FOX) 30 ug,
cefalosporinas de 32 generacion: ceftriaxona (CRO) 30 ug, ceftazidima (CAZ) 30 pug,
cefotaxima (CTX) 30 ug, cefalosporinas de 42 generacion: cefepima (FEP) 30 pg, quinolonas:
ofloxacina (OFX) 5 ug, norfloxacina (NOR) 10 pg, acido nalidixico (NA) 30 pg, ciprofloxacina
(CIP) 5 pg, imipenem (IPM) 10 ug, aztreonam (ATM) 30 ug, trimetoprim/sulfametoxazol (STX)
1.25/23.75 ug y tetraciclina (TE) 30 pg. Estas placas se incubaron a 37 °C durante un periodo
de 16-18 h, transcurrido este tiempo se tom¢ la lectura de los halos de inhibicién con ayuda de
un vernier y se registraron los resultados. En el Cuadro 4 se presentan los diametros de
inhibicion recomendados por la cLsI para considerar el ensayo como resistente, intermedio o

sensible.

Cuadro 4. Interpretacion por el diametro inhibicién.

Resistente Intermedio Sensible
Cefoxitina FOX 30 ug <14 15-17 =18
Ceftriaxona CRO 30 pg <13 14-20 =21
Ceftazidima CAZ 30 pg <14 15-17 =18
Cefotaxima CTX 30 pg <14 15-122 223
Cefepima FEP 30 pg <14 15-17 =18
Imipenem IPM 10 g <13 14-15 =16
Aztreonam ATZ 30 pg <15 16-21 =22
Ofloxacina OFX 5 ug <12 13-15 216
Norfloxacina NOR 10 ug <12 13-16 =17
Ciprofloxacina CIP 5 ug <15 16-20 221
Ac. Nalidixico NA 30 ug <12 13-16 =17
Trimetoprim/Sulfa- STX 1.25/23.75 ug <12 13-16 >17
metoxasol
Tetraciclina TE 30 pg <12 13-16 =17

Fragmento extraido del manual M100 S21 (M2). “Disk diffusion supplemental tables”.



Datos epidemioldgicos de cepas de E. coli O9 aislada de nifios menores de dos afios.
En este estudio se analizaron 73 cepas aisladas de 42 nifos, de distintos estudios
epidemioldgicos realizados entre 1985 y 2010, de estas 73 cepas, 66 (90 %) fueron de
México, 4 (6 %) de Egipto y 3 (4 %) de Argentina (Cuadro 5). Respecto a las cepas de origen
Mexicano, 2 (3 %) fueron aisladas en el afio de 1985, 20 (27 %) pertenecen al afio 1986 y 7
(10 %) al afio 1987, estas cepas se obtuvieron a partir de un estudio epidemiolégico realizado
en Tlaltizapan Morelos. La otra parte de las cepas fueron obtenidas de muestras de heces de
nifos menores de 2 afos con diarrea aguda en el Hospital General del Instituto Mexicano del
Seguro Social (IMSS), 17 (23 %) en el afio 1996, en 1998 se obtuvo un (1 %) aislamiento, en
1999 se identificaron 11 (15 %) aislamientos, en el afio 2000 se aislaron 7 (10 %) cepas, y por

ultimo un (1 %) aislamiento en 2010 del Estado de Puebla (Cuadro 5).

VIl. Resultados.

Cuadro 5. Origen y ano de aislamiento de cepas E. coli O9 de nifos menores de 2 afos.

Ano de

aislamiento

Lugar del
aislamiento

Numero de cepas

Numero de
ninos

(%)

1985 Tlaltizapan Morelos 2(3) 2
1986 Tlaltizapan Morelos 20 (27) 16
1987 Tlaltizapan Morelos 7(10) 5
1996 IMSS 17 (23) 7
1997 Egipto 1(2) 1
1998 IMSS 1(1) 1
1999 IMSS 11 (15) 5
1999 Egipto 3 4) 3
2000 IMSS 7 (10) 1
2003 Argentina 3 (4) 3
2010 Puebla 1(1) 1
Total = 73 (100%) Total = 42
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Datos epidemiolégicos de cepas de E. coli O9 aisladas de animales (bovinos y aves). Se
analizaron 25 cepas aisladas de animales, de estas cepas, 6 (24 %) fueron aisladas de aves
en 1997 del Distrito Federal y 19 (76 %) de muestras rectales de vacas lecheras de los
Estados de México, Jalisco y Sinaloa. De las cepas aisladas de vacas, 3 (12 %) fueron
aisladas en 1997, una (4 %) cepa se aisloé en 2005, 2 (8 %) cepas fueron aisladas en 2006 y
13 (52 %) cepas se obtuvieron 2007 (Cuadro 6). Se incluyeron 3 cepas de referencia como
control y comparacion de los ensayos de tipificacion seroldgica, dos proporcionadas por el
Laboratorio con los cdédigos del cepario de la Facultad de Medicina UNAM (FMU),
FMU 98695, FMU 94207 y una cepa de la coleccién ECOR (cepas de referencia estandar de

E. coli aisladas de poblaciones naturales) [Ochman, 1984] .

Cuadro 6. Cepas de E. coli O9 aislada de animales.

2006 2 (8) 1

2007 13 (52) 8

1997 6(27) 6
Total = 25 Total =19

Datos epidemioldgicos de cepas de E. coli 0104 aisladas de nifios menores de dos
anos. En este estudio se analizaron 18 cepas de E. coli aisladas de muestras de heces de 15
nifos, de diferentes zonas geograficas, entre los afios de 1985 y 2013, 7 (39 %) cepas fueron

de México, 4 (22 %) de Egipto, 4 (22 %) de Argentinay 3 (17 %) de Bangladesh. De la cepas
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de México, una (6 %) se aislé en el afio de 1985, una (6 %) en 1997, una (6 %) en 1998,
3 (17 %) en el ano 2003, y una (6 %) en el ano 2013. De las cepas de Egipto, 3 (17 %) se
aislaron en 1998 y una (6 %) en 1996. Todas las cepas de Argentina se aislaron en 2003, y

las cepas de Bangladesh corresponden al afio 2009 (Cuadro 7).

Cuadro 7. Cepas de E. coli 0104 aisladas de muestras de heces de nifios menores de dos

anos de diferentes zonas geograficas.

Ano de Lugar del Numero de cepas Numero de
aislamiento aislamiento (%) ninos

1985 México 1(6) 1
1997 México 1(6) 1
1998 México 1(6) 1
2003 México 3(17) 1
2013 México 1(6) 1
1996 Egipto 1(6) 1
1998 Egipto 3(17) 3
2003 Argentina 4 (22) 4
2009 Bangladesh 3(17) 2

Total = 18 (100) Total = 15

Datos epidemiolégicos de cepas del serotipo E. coli 0104 aisladas de bovinos. Se
analizaron 5 cepas que fueron aisladas de muestras rectales de un hato de 45 vacas lecheras

del Estado de Sonora, en 2005.
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Tipificacion serolégica de cepas de E. coli O104. Se identificaron 23 aislamientos de cepas
E. coli del serogrupo 0104, de estas 18 (78 %) fueron obtenidas de muestras de heces de 15
nifos menores de dos afnos, 5 (22 %) cepas fueron aisladas de 3 muestras rectales de vacas.
Ademas se incluyeron 5 cepas de referencia de la coleccion ECOR y 2 cepas (7 %) de
referencia internacional proporcionadas por el cepario de la Facultad de Medicina con los
cédigos FMU 98788 y FMU 117033 respectivamente. En estas cepas se identificaron 4
serotipos diferentes, los mas frecuentes fueron O104:H4 con 8 (35 %) aislamientos, O104:H12
con 7 (30 %), O104:NM presentd 2 (9 %) aislamientos, mientras que el serotipo O104:H7
presentd un (4 %) aislamiento. Los 5 (22 %) aislamientos de 3 muestras rectales de vacas
fueron del serotipo O104:H12. En las cepas de referencia ECOR se identificd el serotipo
0104:H21, por ultimo las 2 cepas de referencia de la FMU fueron del serotipo O9:H12

(Cuadro 8).

Tipificacion serolégica de E. coli O9 de origen humano. En este grupo de cepas se
identificaron 14 serotipos, el serotipo mas frecuente fue O9:NM con 29 (30 %) aislamientos,
seguido de O9:H25 con 19 (19 %) aislamientos, O9:H33 con 5 (5 %) aislamientos; O9:H4 y
09:H9 presentaron 4 (4 %) aislamientos cada uno, O9:H31 con 3 (3 %) aislamientos, O9:H11
con 2 (2 %) aislamientos, O9:H21 con 2 (2 %) aislamientos, por ultimo los serotipos O9:H10,
09:H19, O9:H7, O9:H? y O9:H34 presentaron un (1 %) aislamiento cada uno. Las 2 cepas de
referencia proporcionadas por el laboratorio (94207, 98695) fueron de los serotipos O9:H19 y

09:K9:H12, en la cepa de referencia ECOR se identifico el serotipo O9:H19 (Cuadro 8).
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Cuadro 8. Serotipos identificados en cepas de E. coli O9 y O104 aisladas de diferentes

fuentes.

No. De Origen Serotipos de No. De Origen Serotipos

aislamientos las cepas de aislamientos de las
(%) E. coli 0104 (%) cepas de
E. coli 09

7(30) Humano 0104:H12 29 (30) Humano O9:NM

8 (35) Humano 0104:H4 19 (19) Humano 09:H25

2(9) Humano 0104:NM 4 (4) Humano 09:H4

1(4) Humano 0104:H7 5(5) Humano 0O9:H33

5(22) Bovino 0104:H12 2 (2) Humano 09:H21

4 (4) Humano 09:H9

3 (3) Humano 09:H31

2(2) Humano 0O9:H11

1(1) Humano 09:H10

1(1) Humano 09:H19

2(2) Humano O9:H?

1(1) Humano 09:H7

1(1) Humano 09:H34

11 (11) Bovino O9:NM

4(4) Aves 0O9:H11

2(2) Bovino 09:H4

2(2) Bovino 09:H21

2(2) Bovino 09:H54

1(1) Bovino 09:H25

1(1) Aves 09:H25

1(1) Aves 09:H21

Total = 23 Total = 98
(100) (100)
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Tipificacion serolégica de E. coli O9 de origen animal. En este grupo de cepas se
identificaron 7 serotipos, el mas frecuente fue O9:NM con 11 (11 %) aislamientos de origen
bovino, O9:H25 presento 1 (1 %) de origen bovino, y uno (1 %) de aves, de O9:H11 se
obtuvieron 4 (4 %) cepas de aves, 0O9:H54 presento 2 (2 %) aislamientos de origen bovino, el
serotipo O9:H21 con 2 (2 %) aislamientos de bovino y uno (1 %) de aves, O9:H4 presento
2 (2 %) aislamientos de bovino, por ultimo se encontré un aislamiento (1 %) del serotipo

09:H? de origen bovino (Cuadro 8).

Epitopos comunes entre E. coli 09 y O104. Para este analisis primero se determinaron los
titulos de los sueros anti-E. coli O9 y anti-E. coli O104 sin absorber con los antigenos
homologos y heterdlogos, en el caso del suero anti- E. coli O9 el titulo determinado con los
antigenos 09 y 0104 fueron de 1:1600 y 1:400 respectivamente (Cuadro 9). Por lo que
respecta al suero anti-E. coli 0104, presento reactividad con el antigeno homdélogo O104 a un
titulo de 1:800. Con respecto a los resultados de la reactividad de los sueros absorbidos
(especificos) anti-E. coli O9 y anti-E. coli O104 contra los antigenos heterdlogos, estos
mostraron lo siguiente, en el caso del suero especifico anti-E. coli O9 contra el antigeno 0104
la reactividad del suero contra dicho antigeno se eliminé. En el caso del suero especifico anti-

E. coli 0104 el titulo disminuyo de 1:800 a 1:400 (Cuadro 9).

Cuadro 9. Titulos de aglutinacion de sueros anti-E. coli O9 y anti-E. coli O104 sin absorber y
absorbidos.

Titulos de los sueros absorbidos
con cultivos hervidos

Titulos de los sueros sin absorber

Antigeno de . . . . Anti-E. _coli 09 Anti-E. c_oIiO104
E coli’ Anti-E. coliO9 | Anti-E. coli 0104 Absorbido con Absorbido con
0104 09
09 1:1600 - 1:800 -
0104 1:400 1:800 - 1:400

' Antigeno preparado calentando en cultivo bacteriano a 100 °C durante 1h.
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Reactividad antigénica cruzada en cepas de E. coli 0104 con sueros anti-E. coli 09 y
anti-E. coli 0104. Las cepas pertenecientes al serogrupo O104 presentaron una reaccion de
aglutinacion con los sueros anti-E. coli O9 y O104. Con el suero anti-E. coli O9 sin absorber
en 27 (90 %) cepas se determind un titulo de 1:400, en 2 (7 %) cepas un titulo 1:100 y en una
(3 %) un titulo de 1:200. Por lo que respecta a los titulos con el suero anti-E. coli 0104, en 24
(80 %) cepas 0104 se determind un titulo de 1:800 con el suero anti-E. coli O104 sin
absorber, con este mismo suero, 4 (13 %) muestras el titulo fue de 1:1600 y 2 cepas (7 %)
presentaron el titulo de 1:100 (Cuadro 10). Estos resultados fueron similares a los obtenidos

con los antigenos homologos.

Reactividad de las cepas de E. coli 0104 con el suero especifico anti E. coli-O104. De 30
cepas de E. coli 0104, 19 (63 %) presentaron un titulo de 1:200, 7 (23 %) de las cepas
quedaron con un titulo de 1:400, 2 (7 %) cepas con un titulo de 1:100, una (3 %) cepa con el

titulo 1:50, y una con un titulo 1:800 (Cuadro 10).

Cuadro 10. Titulos de aglutinacion de sueros anti-E. coli O9 y anti-E. coli O104 sin absorber y
absorbidos contra cepas de E. coli O104.

Sueros absorbidos con cultivos

Sueros sin absorber

hervidos
Anti-E. coli O9 Anti-E. coli 0104
Titulo Anti-E. coli 09 Anti-E. coli 0104 Absorbido con Absorbido con
0104’ 09

1:50 - - - 1(3)
1:100 2(7) 2(7) - 2(7)
1:200 1 (3) - - 19 (63)
1:400 27 (90) - - 7 (23)
1:800 - 24 (80) - 1 (3)
1:1600 - 4 (13) - -

N=30 30 (100) 26 (100) . 30

antigenos

'La absorcion de los sueros se realizé incubado a 50 ° C durante 2 h los sueros con el antigeno heterdlogo
(cultivo calentado a 100 ° durante 1 h).
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Titulos de aglutinacion de sueros anti-E. coli 09 y anti-E. coli O104 sin absorber y
absorbidos contra cepas de E. coli 09. A diferencia de las cepas de E. coli 0104, las cepas
del serogrupo O9 solo presentaron reaccion de aglutinacién con el suero anti-E. coli O9. De
los 101 aislamientos de E. coli O9, 79 (78 %) presentaron un titulo de 1:400, en 12 (12 %) se
determind un titulo 1:200, 9 (9%) presentaron el titulo de 1:800 y una sola cepa con un titulo
de 1:100 (Cuadro 11). Ninguna cepa E. coli O9 presento reaccidén cruzada con el suero

especifico anti-E. coli O104.

Cuadro 11. Titulos de aglutinacion de sueros anti-E. coli O9 y anti-E. coli O104 sin absorber

contra cepas de E. coli O9.

Sueros sin absorber

Ui e Anti-E. coliO9 | Anti-E. coli 0104
1:100 1(1) -
1:200 12 (12) ;
1:400 79 (78) ;
1:800 9 (9) ;
Total 101 -

El titulo homologo para el suero anti-E. coli O9 fue la dilucion 1:400
y para el suero anti-E. coli O104 la dilucién 1:800.

Grupos filogenéticos y factores de virulencia de cepas del serogrupo E. coli 09.

Considerado el arbol de decision dicotomica de Clermont (Figura 3), las cepas de E. coli se
agruparon en tres grupos filogenéticos, A (chuA-, yjaA+, TspE4.C2), B1 (chuA-, yjaA-,
TspE4.C2+) y D (chuA+, yjaA-, TspE4.C2+). Los amplicones de los genes chuA, yjaA y
TspE4.C2 presentaron un peso molecular de 239, 211 y 152 pb respectivamente (Figura 4).
Los resultados de los grupos filogenéticos mostraron que 43 (59 %) de 73 cepas del
serogrupo O9 se ubicaron en el grupo filogenético A, 28 (38 %) en el grupo B1y 2 (3 %) se

ubicaron el grupo D1 (Cuadro 12). El andlisis por grupos filogenéticos y su relacion con los
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serotipos mostré que en el grupo filogenético A se identificaron 21 cepas (29 %) del serotipo
O9:NM, 4 (6 %) del serotipo O9:H4, 4 (6 %) al serotipo O9:H33, 3 (4 %) cepas de serotipo
O9:H9, para los serotipos O9:H11 y O9:H21 dos (3 %) cepas cada uno, finalmente los
serotipos 09:H10, 09.H34, O9:H?, O9:H9, 09.H7, O9:H19 y O9:H33 cada uno con una cepa
(1 %). El analisis del grupo filogenético B1 mostré que 19 (26 %) de las cepas fueron del
serotipo O9:H25, 4 (6 %) aislamientos del serotipo O9:NM, 2 (3 %) cepas del serotipo O9:H11,
y de los serotipos O9:H21, O9:H19 y O9:H7 se obtuvo un aislamiento de cada uno (1 %). Por
ultimo solo 2 (3 %) de los aislamientos se ubicaron en el grupo filogenético D1, uno del

serotipo O9:NM y otro del serotipo O9:H21 (Cuadro 12).

La distribucién de factores de virulencia en las 73 cepas analizadas en este estudio fue la
siguiente: 19 (26 %) contienen el gen stx1, 7 (10 %) presentaron el gen eae, 2 (3 %) el gen
bfp, 23 (32 %) cepas el gen aggR (Figura 5), 11 (15 %) contienen el gen aap (Figura 6),
3 (4 %) contienen el gen aatA, solo 8 (10 %) cepas resultaron no contener ninguno de estos
factores de virulencia. De acuerdo a los factores de virulencia que contenian este grupo de
cepas se pudieron clasificar: 10 cepas (14 %) dentro del patotipo STEC, 16 cepas (22 %)
como EAEC, dos cepas (3 %) se agruparon dentro del patotipo EHEC, cinco cepas (7 %)
fueron clasificadas como EPEC atipica y un grupo con 7 cepas (3 %) ubicadas en un grupo

hibrido STEC/EAEC (Cuadro 12).
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Figura 4. Electroforesis de genes utilizados para la agrupacion filogenética en gel de agarosa al 1.5 %. En el
carril 1 una muestra positiva para el gen chuA (Grupo D), carril 2 muestra positiva para los genes ChuA y
TspE4.C2 (Grupo D2), carriles 3-6, 8, 15, 17 y 18 muestras positivas para el gen YjaA (Grupo A), carril 7 control
positivo para los 3 genes, carriles 9-12, 16 y 19 muestras negativas a la amplificacion de los 3 genes (Grupo A0),
carril 13 muestra positiva para el gen TspE4.C2 (Grupo B1), carril 14 Marcador de Peso Molecular (Fermentas
™) de 100 pb en 100 pb y carril 20 Blanco.



Cuadro 12. Relacion de grupos filogenéticos, factores de virulencia y patotipos en cepas de E. coli O9 aisladas de

menores de 2 anos de diferentes zonas geograficas.

Grupo Filogenético Factores de virulencia Patotipo
Pais Serotipo c::a-ls A B1 D1 stx1 aggR eae STEC EAEC STEC/ EHEC E!’I_EC
EAEC atipica
N (%)
09:NM 26 21 4 1 9 3 8 2 1
09:H4 4 4 3 3 1 1 2
09:H9 3 1 2 1 1
09:H10 1 1 1 1
09:H11 2 2 1 1
México | O9:H21 2 1 1
09:H25 19 19 2 9 7 2
09:H31 3 3 1 1
09:H33 4 4 2 4 2 2
09:H34 1 1 1 1
09:H? 1 1
09:NM 3 2 1 1 3 2 1
Egipto 09:H9 1 1 1 1
09:H7 1 1
09:H19 1 1 1 1
Argentina |59 133 1 1 1 1
Total 73 (100) | 43 (59) | 28 (38) 2 (3) 19 (26) | 23 (32) 7 (10) 10 (14) 16 (22) 7 (10) 2(3) 5(7)

La cepas de referencia FMU 98695 y FMU 94207 pertenecen al grupo filogenético A y no contenian factores de virulencia.

43

ninos
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Grupos filogenéticos de cepas del serotipo de E. coli O9 aisladas de animales (vacas y
aves). Los grupos filogenéticos de las aves y bovinos, mostraron que 12 (48 %) de 25 cepas
se ubicaron en el grupo filogenético A, 12 (48 %) en el grupo filogenético B1y 1 (4 %) en el
grupo D1. El analisis de los grupo filogenéticos y su relacién con serotipos 09, mostré que en
el grupo filogenético A se identificaron 9 (36 %) cepas del serotipo O9:NM, los serotipos
09:H4, 09:H21 y O9:H? con un aislamiento (12 %) cada uno. En relacion al grupo filogenético
B1, el analisis revel6 que 4 (16 %) cepas fueron del serotipo O9:H11 y los serotipos O9:NM,
09:H25, O9:H21 y O9:H54 con 2 aislamientos (32 %) cada uno. Finalmente solo una cepa

(4 %) del serotipo O9:H4 se coloco en el grupo filogenético D1 (Cuadro 13).

Distribucion de genes de virulencia en cepas E. coli O9 aisladas de animales. La
distribucién de los genes de virulencia en las cepas de origen animal fue la siguiente: 3 (12 %)
cepas contienen el gen stx7, el gen eae esta presente en 4 (16 %) cepas, el gen aggR se
identifico en 2 (8 %) cepas, el gen aap solo se identifico en una cepa (Cuadro 13). Mientras

que para los genes stx2, eafA, bfp y aatA, se obtuvo un resultado negativo en todas las cepas.

Cuadro 13. Relacion de grupos filogenéticos con los serotipos de cepas de E. coli O9 aislada
de muestras de bovinos y aves.

2 EHEC/

09:NM A 9 (36) 3 1 EPEC-A
B1 2 (8) - 3

09:H25 B1 2 (8) - EAEC

) A 1(4) - -
09:H4 51 1() ; STEC
09:H11 B1 4 (16) - EAEC

: A 1(4) - -
09:H21 51 26) - -
09:H54 B1 2(8) 1 EPEC-A
09:H? A 1(4) ; i

Total 25 (100) 4

La cepa de referencia ECOR pertenece al grupo filogenético A1.
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Grupos filogenéticos de cepas del serotipo de E. coli 0104 aislada de nilos menores de
dos anos y de bovinos. Los resultados de los grupos filogenéticos mostraron que de 18
cepas del serogrupo 0104, 15 cepas (83 %) se ubicaron en el grupo filogenético A, y 3 cepas
(17 %) en el grupo B1 (Cuadro 14). El analisis por grupos filogenéticos y su relacion con los
serotipos mostro que en el grupo filogenético A se identificaron 8 (44 %) cepas pertenecientes
al serotipo O104:H12, 4 (22 %) al serotipo O104:H4, para el serotipo O104:NM se encontraron

2 (11 %) y se identificé una cepa (6 %) del serotipo O104:H7 dentro de este filogrupo.

El anadlisis del grupo filogenético B1 mostré que los 2 aislamientos (11 %) pertenecen al
serotipo O104:H4. Por otra parte los 5 aislamientos correspondientes a las muestras rectales

de vacas se ubicaron dentro del grupo filogenético A1 y todas fueron del serotipo O104:H12.

La distribucion de los factores de virulencia en las cepas aisladas de nifilos menores de dos
anos fue la siguiente: 14 (78 %) cepas fueron positivas para la presencia del gen stx7,
8 (44 %) cepas el gen eae, 7 (39 %) cepas contienen los genes aggR, aatA, y aap. Siendo

todas negativas para la amplificacion de los genes stx2, eafA 'y bfp.

Distribucion de genes de virulencia en cepas E. coli 0104 aislada de bovinos.

La distribucidn de los genes de virulencia en las cepas aisladas a partir de bovino mostré que
4 (80 %) de estas contenian el gen eae, ademas 2 de ellas contenian el gen stx7, y una de
ellas adicionalmente presentaba el gen aatA. Por lo tanto 2 de estas cepas pertenecen al
patotipo EPEC-A, mientras que 2 cepas al patotipo EHEC, aunque una de las ultimas

adicionalmente contiene el gen aatA, el cual es caracteristico de EAEC.
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19 Blanco

Figura 5. Electroforesis de gen aggR en gel de agarosa al 1.5 %. Carril 7 control positivo, carril 14 MPM

(Fermentas TM), carriles 15, 18 y 19 muestras positivas, carril 20 blanco.

Figura 6. Electroforesis de gen aap en gel de agarosa al 1.5 %. Carriles 1 y 6 muestras negativas, carriles 2-5.

8-13 y 15-19 muestras positivas, carril 14 MPM (Fermentas TM), carril 20 blanco.
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Cuadro 14. Relacion de grupos filogenéticos, factores de virulencia y patotipos de cepas de E. coli O104 aisladas de casos de

diarrea infantil de diferentes zonas geograficas.

. eae stx1 aggR aap aatA
Pais Aio Serotipo Numero Grupo Patotipo
de Cepas | filogenético N (%)
1985 | O104:NM 1 1 STEC
1997 | O104:H12 1 1 STEC
México 1998 | 0O104:H4 1 B1 1 1 1 EAEC
2003 | O104:H7 1 A
2003 | O104:H12 3 A 2 STEC
1996 | O104:H4 1 A 1 1 EHEC
Egipto 1998 | O104:NM 1 A 1 1 1 1 1 EHEC/EAEC
1998 | O104:H4 2 A 2 2 2 2 2 EHEC/EAEC
2003 | O104:H12 1 A 1 STEC
2003 | O104:H12 1 A 1 1 EHEC
Argentina
2003 | O104:H12 1 A 1 EPEC-A
2003 | O104:H4 1 A 1 STEC
2009 | O104:H4 1 A 1 1 1 1 STEC/EAEC
Bangla-
desh 2009 | O104:H4 1 B1 1 1 1 1 1 EHEC/EAEC
es
2009 | O104:H12 1 A 1 1 1 1 1 EHEC/EAEC
Total 18 8(44) | 14 (78) 7 (39) 7(39) [ 7(39)

Las cepas de referencia: 98788 y 117033, y cinco cepas referencia ECOR se ubicaron en el grupo filogenético A.
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Patrones de resistencia a antimicrobianos mediante pruebas de difusiéon en agar.

En la cepa E. coli ATCC 25922 utilizada en los ensayos de sensibilidad a los antimicrobianos

se obtuvieron los halos de inhibicidon esperados para esta cepa (Cuadro 15).

Cuadro 15. Halos de inhibicion obtenidos en la cepa control E. coli ATCC 25922.

Cefoxitina FOX 30 ug 29.0
Ceftriaxona CRO 30 ug 34.5
Ceftazidima CAZ 30 ug 29.0
Cefotaxima CTX 30 ug 34.0

Cefepima FEP 30 ug 32.8

Imipenem IPM 10 ug 26.3
Aztreonam ATZ 30 ug 30.4
Ofloxacina OFX 5 ug 33.0
Norfloxacina NOR 10 ug 33.2

Ciprofloxacina CIP 5 ug 36.0

Ac. Nalidixico NA 30 ug 28.0
Trimetoprim/Sulfametoxasol STX 1.25/23.75 ug 25.6
Tetraciclina TE 30 ug 245

Resultados de resistencia a antimicrobianos en cepas E. coli 09 de humanos. De las 73
cepas de este grupo solo 2 (3 %) fueron resistentes a NA, 31 (42 %) cepas resistentes a
tetraciclina, y 25 (34 %) a STX, las demas cepas resultaron ser 100 % sensibles a los demas

antibidticos probados (Gréfica 1).
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Resistencia a antimicrobianos en cepas E. coli
09 aisladas de Humanos.

42%

Porcentaje (%)

3%

Ac. Nalidixico Tetraciclina STX

Grafica 1. Porcentajes de resistencia a antimicrobianos en cepas E. coli O9 aisladas de humanos.

Resultados de resistencia a antimicrobianos en cepas E. coli 0104 aislada de humanos.
Las 18 cepas del serogrupo O104 de este estudio fueron 100 % sensibles a todas las
cefalosporinas utilizadas, siendo sensibles también a Ofloxacina, Norfloxacina, Ciprofloxacina
(Fluoroquinolonas). Sin embargo presentaron un 50 % de resistencia a Tetraciclina, un 50 %

de resistencia a STX, y un 28 % de resistencia a Acido Nalidixico (Grafica 2).

Resistencia a antimicrobianos en cepas E. coli
0104 aisladas de Humanos

50% 50%

28%

Porcentaje (%)

Ac. Nalidixico Tetraciclina STX

Grafica 2. Porcentajes de resistencia a antimicrobianos en cepas E. coli 0104 aisladas de humanos.
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Resultados de resistencia a antimicrobianos en cepas E. coli O9 aisladas de aves. Las 6
cepas pertenecientes a este grupo resultaron ser 100 % resistentes a acido nalidixico y a
trimetoprim sulfametoxazol, 4 (67 %) cepas de estas también resistian el efecto de la
tetraciclina, mientras que con los demas antibidticos el resultado fue de un 100 % de

sensibilidad (Grafica 3).

Resistencia a antimicrobianos en cepas E. coli
09 aisladas de aves.

Porcentaje (%)

Ac. Nalidixico Tetraciclina STX

Gréfica 3. Porcentajes de resistencia a antimicrobianos en cepas E. coli O9 aisladas de aves.

Resultados de resistencia a antimicrobianos en cepas E. coli O9 aisladas de bovinos.
Las 20 cepas aisladas a partir de muestras rectales tomadas en vacas lecheras del Estado de
Sonora resultaron presentar una mayor resistencia a los antibiéticos utilizados para estos
antibiogramas que las demas cepas analizadas. Se obtuvieron los siguientes resultados; 42 %
de las cepas aisladas fueron resistentes a cefoxitina (FOX), 5 % resistentes a las
fluoroquinolonas, presentaron 26 % de resistencia a NA, ademas se encontré una marcada
resistencia a tetraciclina (53 %)y a STX (74 %), resultando ser 100 % sensibles solo a FEP e

IPM, sin embargo 42 % de estas cepas resultaron tener un halo de inhibicién intermedio para
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todas las cefalosporinas de 3% generacion utilizadas en este estudio, ademas de que también

presentaron estos mismos resultados de inhibicion intermedia a aztreonam (Gréfica 4).

Resistencia a antimicrobianos en cepas de
E. coli 09 aisladas de bovinos

1 | | | |
Cefalosporinas 3a generacion 42%

Fluoroquinolonas 5%

Cefoxitina W 42%
ST W 749

Tetraciclina 53%

Ac. Nalidixico F 26%

Porcentaje (%)

Grafica 4. Porcentajes de resistencia a antimicrobianos en cepas E. coli O9 aisladas de bovinos.

Resultados de resistencia a antimicrobianos en cepas E. coli 0104 aisladas de bovinos.

De las 5 cepas O104:H12 aisladas a partir de vacas solo un par de ellas presentaron un halo
de inhibicién intermedio para STX. Resultaron ser 100% sensibles a todos los demas

antibidticos usados en este trabajo.
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VIIl. DISCUSION DE RESULTADOS.

Los resultados obtenidos en este estudio retrospectivo que comprende un periodo de 1985
hasta el ano 2013 contribuyen a establecer la relacion antigénica entre cepas E. coli de los
serogrupos 09 y 0104, la cual se debe a la existencia de epitopos compartidos entre ambos
microorganismos. Lo anterior se puede asegurar por ensayos de aglutinacion realizados con
sueros policlonales anti-E. coli O9 y anti-E. coli 0104 obtenidos a partir de un esquema de
inmunizacion en conejo. Los 25 antigenos O preparados a partir de las cepas del serogrupo
0104 presentaron una reaccidn de aglutinacion positiva con ambos sueros a titulos de 1:400 y
1:800. Sin embargo cuando los sueros anti-E. coli O9 absorbidos (especificos) fueron titulados
con los mismos antigenos la reaccion de aglutinacién se elimind, observando que el suero
anti-E. coli 0104 conservo su reactividad contra en antigeno O104. Estos resultados tienen
correlacion con diversos estudios previos que reportan que el LPS de E. coli O104 presenta
una similitud estructural con el antigeno capsular K9 de E. coli O9:K9 [Orskov, 1984;
Kogan, 1992]. La estructura primaria del polisacarido capsular K9 contiene acido
aN-acetilmuramico (NeuNAc), N-acetil galactosamina (GalNAc), galactosa (Gal) y acetato (Ac)
en una proporcion molar de 1:1:2:1, idéntico al LPS de 0104 [Kogan G, 1992]. Por otra parte
una secuenciacion previa de los genes responsables de la sintesis del antigeno somatico de
E. coli O104 mostraron ser idénticos a los genes responsables de la sintesis del antigeno
capsular en E. coli 09:K9, contienen un gen que codifica para la polimerasa del antigeno O
(wzy), uno que codifica para flipasa (wzx), 3 genes mas que codifican para 3 enzimas
catalizadoras para la formaciéon de citidin monofosfato (CMP)-NeuNAc a partir de
N-Acetil-Glucosamina (GIcNAc), 3 genes de transferencia denominados: WbwA une a

a-NeuNAc-(2,3)-8Gal, WbwB forma el enlace a-Gal-(1,4)-a-NeuNAc, WbwC forma el enlace



53

B-Gal-(1,3)-B-GalNAc-(1,4) [Wang L, 2001]. Otro hecho interesante observado en la
reactividad de los sueros anti-O9 y anti-O104 fue que los serotipos identificados del serogrupo
09 no presentaron reaccion con el suero O104, esto pudiera indicar que antigeno K9
permanece en forma soluble en la suspension o bien que las cepas del serogrupo 09
analizadas en este trabajo carecen del antigeno K9 relacionado con la reactividad antigénica
cruzada con el LPS O104.

La serotipificacion es un importante complemento de la identificacion bioquimica y desde el
punto de vista epidemiolégico permite asociar algunos serotipos con el agente etioldgico de
los brotes de infecciones intestinales o bien determinar la prevalencia de una serovariedad en
distintas zonas geograficas, en este trabajo la serotipificacion nos permiti6 conocer los
serotipos de mayor prevalencia en la poblacion del estudio. En 25 cepas de E. coli 0104
fueron identificados cuatro serotipos, 0O104:H4 (35 %), O104:H12 (30 %), O104:NM (9 %),
O104:H7 (4 %) y O104:H12 (22 %) estas ultimas son de origen bovino. De acuerdo con los
resultados obtenidos respecto a las 73 cepas de E. coli O9 de origen humano se identificaron
trece serotipos, siendo los mas frecuentes O9:NM (30 %), O9:H25 (19 %) y O9:H33 (5 %) de
los aislamientos. Sin embargo la serotipificacion no provee una identificacion completa de
patotipos, ya que puede haber serotipos que pertenezcan a dos patotipos a la vez como
026:H11, estas cepas pueden ser considerada algunas veces del patotipo EHEC y otras
como EPEC dependiendo de los genes de virulencia que presenten.

Los resultados obtenidos en la busqueda de genes de virulencia nos ayudaron a definir el
patotipo al cual pertenecen las cepas del estudio, buscamos la presencia de genes
caracteristicos del patotipo STEC (Stx1, Stx2), del patotipo EAEC (aggR, aatA, aap) y del

patotipo EPEC (eae, bfp, eafA) y en general podemos decir que tomando en cuenta ambos
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serogrupos O9 y 0104, aisladas de animales o de humanos los porcentajes mas altos de
cepas pertenecen a los patotipos STEC (14 cepas) y EAEC (23 cepas) ya que contienen el
gen aggR el cual es un activador transcripcional, involucrado en la produccién de toxinas y
diferentes factores de virulencia de adherencia [Huang, 2006; Croxen, 2013] o bien se
identificd en ellas la presencia del gen stx7. Al momento de analizar si existia una relacion
entre el grupo filogenético al que pertenecen las cepas con un patotipo especifico no se
encontrd dicha relacion, ya que se presentan cepas del grupo A que contienen cepas tanto de
los patotipo STEC, EAEC, EPEC-A, EHEC, como cepas hibridas, las cuales se pueden
clasificar como STEC/EAEC y EHEC/EAEC [Clement, 2012; Croxen, 2013]. Sin embargo
encontramos relacion en cuanto al pais de procedencia del aislamiento, en el caso de las
cepas de México los serotipos 0104 se definieron como STEC y EAEC, los serotipos de
Egipto como EHEC y EAEC/EHEC, los de Argentina como STEC, EHEC y EPEC atipica, y
finalmente las de Bangladesh como STEC/EAEC y EHEC/EAEC. Una situacién similar a la de
los serotipos de E. coli 0104 fue observado con los serotipos de E. coli O9, en donde los
serotipos aislados en México fueron del patotipo STEC y EAEC y en menor proporcion
STEC/EAEC, las cepas de Egipto se agruparon en los patotipos EAEC y STEC/EAEC,
finalmente los serotipos asilados en Argentina se agruparon como EPEC atipica.

Aunque las cepas de E. coli 0104 del estudio no presentaron genes stx2 en combinacion con
los genes del patotipo EAEC como las cepas de E. coli O104:H4 aisladas en el brote
epidémico (stx2, aatA, aggR, aap, aggA y aggC) que se presentd en paises Europeos en el
2011 [WHO, 2011: Bielaszewska, 2011; Frank, 2011], del cual aun se mantiene la incégnita de
la fuente de contaminacién de las coles identificadas como la principal fuente de infeccién, e

incluso se mantiene abierta la posibilidad de que los seres humanos tengan un papel como
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reservorio de esta bacteria, de hecho este tipo de cepas no se han aislado en vacas por
ejemplo , consideradas como reservorio natural de STEC [Buchholz, 2011; Croxen, 2013].
Una caracteristica muy interesante encontrada en las cepas de E. coli del estudio que fueron
aisladas de diferentes lugares geograficos fue el contenido de genes de virulencia de varios
patotipos en estos microorganismos, esto indica la presencia de una gran plasticidad genética
y otros factores como la trasferencia horizontal de genes, asi como la capacidad de
recombinacion de estos microorganismos para incorporar en su genoma material genético de
otros microorganismos [Gogarten, 2002; Schubert, 2009]. Por ejemplo identificamos la
presencia de genes como el eae (+) relacionado con la isla de patogenicidad LEE, aggR (+)
contenido en el plasmido de adherencia agregativa (pAA); y stx1 (+) adquirido a través de un
bacteriéfago en un conjunto de 6 cepas del serogrupo O104 que son definidas como
comensales de acuerdo al grupo filogenético al que pertenecen, y un total de 7 cepas fueron
del patotipo STEC/EAEC. Estos contextos ilustran como el proceso de recombinacion puede
jugar un papel muy importante en la evolucién adaptativa [Gorgaten JP, 2002; Ochman 2000].
Esto nos habla de la importancia de monitorear cualquier brote epidemiolégico relacionado
con E. coli 0104 diarreogénica ya que como sabemos es un patdégeno emergente el cual en la
mayoria de las veces no es buscado rutinariamente en muestras de heces en los laboratorios
clinicos de todo el mundo, debido a que hacen falta técnicas de diagndstico rapidas y
sensibles capaces de identificar correctamente estos patotipos, por lo tanto se propone la
técnica de PCR como una herramienta biotecnoldgica que permita hacer un diagndstico de
laboratorio oportuno en conjunto con sueros especificos como los utilizados en este estudio.

En lo que se refiere al analisis de grupos filogenéticos, en las cepas E. coli O9 de origen

humano encontramos 59 %, 38 % y 3 % para los grupos A, B1 y D1 respectivamente.
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Mientras que en las cepas E. coli 0104 de origen humano se ubicaron 15 cepas (83 %) en el
grupo A, y 3 cepas (17 %) en el grupo B1, estos resultados coinciden con estudios previos en
los cuales las cepas que forman parte de la microbiota del intestino de nifios menores de dos
afnos pertenecen principalmente a los grupos filogenéticos A y B1 [Parijat, 2013].

De las 25 cepas E. coli O9 de origen animal 48 % se ubicaron en el grupo A, 48 % en el
grupo B1 y solo 4 % en el grupo B2, mientras que las 5 cepas E. coli O104 aisladas a partir de
vacas pertenecen al grupo A1, esto contrasta con estudios previos, tales estudios refieren que
los mamiferos omnivoros presentan una mayor diversidad de microbiota, a diferencia de
mamiferos herbivoros que presentan una menor diversidad [Carlos, 2010], sin embargo este
mismo autor reporta que las cepas del grupo A se adaptan mejor a omnivoros, lo cual coincide
con los resultados obtenidos durante este trabajo. También indica que las cepas B1 se
adaptan mejor a herbivoros, en nuestro caso la agrupacion filogenética entre cepas de origen
animal no mostraron esta tendencia. Si bien la mayoria de las cepas en estudio se ubicaron
dentro de los grupos filogenéticos A y B1, definidos como bacterias comensales que forman
parte de la microbiota normal del intestino de humanos, de cerdos y bovinos, estas
presentaron genes de virulencia de patotipos considerados como diarreogénicos en diferentes
combinaciones.

En la actualidad existen diversos estudios que reportan un incremento en la incidencia de
resistencia tanto a cefalosporinas, como a fluoroquinolonas en cepas de E. coli uropatégenas
(UPEC) emergentes, por ejemplo la cepa 025-ST121 descrita por Molina [2011] fue el
serotipo predominante de un total de 119 casos de Infecciones del Tracto Urinario (ITU’s)
aislados entre el periodo 2004-2007 en diferentes hospitales del Distrito Federal, esta cepa

presento un 87.3 % de resistencia a penicilina, 55.5-60.6 % de resistencia a fluoroquinolonas,
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y un 56.4 % de resistencia a STX , en este mismo estudio se reporta una relacion entre las
cepas multirresistentes y el grupo filogenético al que pertenecen, ya que la gran mayoria
pertenecen al grupo B2 clasificado como cepas causantes de infecciones extraintestinales
(ExPEC), en nuestro trabajo no encontramos ninguna relacién entre cepas resistentes y su
agrupacion filogenética, sin embargo las cepas E. coli O104:H4 que fueron causantes del
brote epidemiolégico que aparecié en Alemania en Mayo del 2011 también presentaban la
caracteristica de producir enzimas denominadas [-lactamasas de espectro extendido
(BLEE's), esta resistencia se debia a la adquisicion del plasmido CTX-M-15 [Bielaszewska,
2011], por esta razdn propusimos evaluar los perfiles de resistencia de las cepas utilizadas en
este estudio para establecer si nuestras cepas O104 presentaban alguna similitud con las
cepas 0104 aisladas en Europa.

Los resultados de la resistencia a los antibidticos utilizados en este trabajo mostraron que las
cepas presentaron un alto porcentaje de resistencia a trimetoprim sulfametoxazol (STX), 74 %
en cepas E. coli O9 de origen animal, 34 % en cepas O9 de origen humano, 100 % en cepas
09 de aves y 50 % en cepas E. coli O104 de humanos. Lo cual concuerda con estudios
previamente realizados [Huang D, 2006], en dichos estudios se ha demostrado un incremento
de resistencia a este antibiotico debido a su uso indiscriminado como tratamiento de eleccion
para pacientes pediatricos no solo en México sino en varias regiones del mundo. Por ejemplo
en un estudio realizado por Estrada-Garcia en 2005 en donde se muestrearon un total de 430
nifios que presentaban un cuadro de diarrea aguda hospitalizados en el IMSS, 75 % de estos
resultaron ser resistentes a STX, en este mismo estudio 85 % de los pacientes resultaron ser
resistentes a tetraciclina, lo cual también tiene correlacién con el presente trabajo donde

encontramos la presencia de un 65 % de resistencia a tetraciclina en cepas E. coli O9 de
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origen bovino, 42 % en cepas O9 de humanos, 67 % en cepas aisladas a partir de aves, y un
50 % en cepas E. coli O104 aislada de nifios menores de dos afios. Por otra parte todas las
cepas de origen humano analizadas resultaron ser 100 % sensibles a las fluoroquinolonas,
imipenem, aztreonam y cefalosporinas probadas, sin embargo este tipo de antibioéticos no son
aprobados como tratamiento en pacientes pediatricos debido al riesgo que hay de dafar
articulaciones inmaduras, y en cuanto a las cefalosporinas parenterales de tercera generacion
estas son unicamente administradas intrahospitalariamente [Estrada-Garcia, 2005]. Este tipo
de antibidticos tienen éxito al ser elegidos como tratamiento contra infecciones causadas por
EAEC, sin embargo debido a perfil genético encontrado en muchas cepas que contienen el
gen stx no es recomendable el uso de antibidticos ya que estos pueden causar el incremento
de la liberacion de la toxina Shiga por parte de la bacteria y por lo tanto incrementar el riesgo
de producir patologias como el SUH, otros factores de riesgo que han sido identificados para
desarrollar esta patologia son el vémito, la presencia de sangre en heces y la cuenta alta de
leucocitos en las muestra de heces [Wong, 2013]. En el brote del 2011 se utilizé azitromicina,
meropenem Yy rifaximina, estos antibiéticos reprimen la expresion de stx in vitro, en general
una infeccion causada por STEC se limita a una semana, este tipo de infecciones son tratadas
por lo general con una rehidratacion oral adecuada, en cuanto a la eleccion del antibiotico
también se deben tomar en cuenta la region del mundo donde la infeccion fue adquirida y por
lo tanto los diferentes patrones sensibilidad que se presentan en cada regidon geografica

[Croxen, 2013].
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IX. CONCLUSIONES

Se corrobor6 la identidad fenotipica de las cepas de E. coli O9 y O104 con ayuda de
pruebas bioquimicas y serologicas.

El presente trabajo contribuye a establecer la relacion antigénica entre ambos
serogrupos ya que E. coli 0104 presenta epitopos compartidos con E. coli O9.

La mayoria de las cepas pertenecen a los grupos filogenéticos A y B1 definidos
principalmente como cepas comensales aunque presentan genes de virulencia de los
patotipos asociados con diarrea.

Los elevados porcentajes de resistencia a trimetoprim/sulfametoxazol encontrados en
este estudio sugieren que se deben administrar otros antibiéticos como tratamiento de
primera eleccion frente a estas patologias.

Conforme con los resultados obtenidos encontramos principalmente la presencia de los
factores de virulencia aggR y stx1, esto nos ayudd ubicar las cepas dentro de los
patotipos EAEC, STEC, EPEC-A, EHEC/EAEC y STEC/EAHEC.

La técnica de PCR triplex descrita por Clermont [2000] es un método confiable para
asignar grupo filogenético, con buena sensibilidad y especificidad.

La técnica de PCR en la practica clinica se puede utilizar como un método que permita
identificar cepas patdgenas, ademas de que sirve como un complemento de la

identificacion seroldgica.
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