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l. Resumen

Introduccién: Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) es uno de los agentes bacterianos
responsables del mayor niumero de muertes por diarrea en nifilos menores de 5 afios en
paises subdesarrollados, asi como de la diarrea del viajero en visitantes a dichas regiones.
ETEC coloniza el intestino delgado y al secretar una toxina (LT/ST) genera un desequilibrio
osmotico que desencadena diarrea acuosa. Objetivo: Caracterizar antigénicamente cepas
aisladas de diarrea infantil de tres regiones geogréficas por sus factores de virulencia y
patrones de resistencia a los antimicrobianos. Material y método: Se obtuvieron 104 cepas
de E. coli de México, Egipto, Tailandia y Bangladesh, las cuales se tipificaron
serolégicamente por microaglutinacion utilizando 187 sueros obtenidos en conejo contra los
antigenos somaticos y 53 sueros contra los antigenos H de E. coli (SERUNAM). Utilizando
la reaccion de la polimerasa (PCR) con iniciadores y condiciones previamente reportadas se
analizé la presencia de los genes ItA, sth, stp, cfal, csl, ¢s3, ¢s8, ¢s21; con la misma técnica
se determind la presencia de los genes arpA, chuA, yjaA y TspE4 para definir grupos
filogenéticos. Los patrones de resistencia a los antimicrobianos se determinaron utilizando el
método de difusion en agar (Kirby-Bauer). Resultados: La tipificacion seroldgica de las
cepas identificd los serogrupos 0153 (50.9 %), O6 (28.8 %), 0128 (7.9 %), O128ac (8.6 %)
y O128ab (3.8 %), que en combinacion con el antigeno H conformaron 8 serotipos distintos.
El analisis de factores de virulencia mostré que 15.4% de las cepas fueron positivas para la
presencia de alguna toxina, prevaleciendo el genotipo st+lt+ en cepas O6:H16, mientras que
las cepas st+ estuvieron asociadas a los serotipos O153:H45 y O128ab:H12 y O128ac:H12.
En cuanto a la presencia de factores de colonizacion (CFs), 70.2 % fue cfal+, 63.4 % cs21+,
18.2 % cs3+ y 15.4 % csl+. En las cepas O153 de México, Tailandia y Egipto prevalecié cfal
y ¢s21, contrario a las cepas de los serogrupos O6 y 0128 en México y Bangladesh se
presentaron los genes de csl y ¢s3. La determinacion de grupos filogenéticos ubico al 81.7
% de las cepas de las 3 regiones en el grupo A, observando una menor frecuencia de los
grupos B1 (9.6 %), B2 (1.9 %) y C (1.9 %). Los patrones de resistencia a los antimicrobianos
mostraron que en México, Egipto y Tailandia prevaleci6 la resistencia a TE y SXT, en tanto
que en Bangladesh la resistencia fue principalmente a NA. Conclusién: Las cepas de
estudio se clasificaron en el grupo A considerado como integrante de la microbiota del
intestino de los humanos. Aunque los genes de toxinas (LT y ST) estan codificados en
plasmidos en conjunto con los CFs, los genes de toxinas se identificaron en una baja
frecuencia en contraste con los genes de los CFs que se identificaron en la mayoria de las
cepas, requiriendo de un estudio genético mas profundo para comprender la patogénesis de
ETEC. Perspectivas: Estudiar el papel de CS21 como inmundgeno protector. Utilizar

secuenciacion y ensayos animales para comprender a fondo la pérdida de toxigenicidad.



Il. Introduccién

1. Mortalidad infantil

La tasa de mortalidad infantil es un indicador de salud y bienestar infantil, que en un
sentido mas amplio refleja el desarrollo social y econdmico de cada pais. Durante el
periodo comprendido entre 1990 y 2015 a nivel global se report la disminucién de
un 53 % de mortalidad en nifos, con la reduccion de 91 decesos/1000 nacimientos a

43 [1].

Mientras que en el este de Asia, Latinoamérica y el Caribe, asi como Africa del norte
se ha reducido a 2 terceras partes el indice de mortalidad desde 1990, las regiones
del Sub-Sahara en Africa y el sur de Asia permanecen con el mayor indice de
mortalidad en el mundo, contribuyendo con mas del 80 % de muertes en nifios
menores de 5 afos a nivel mundial. En estas regiones 1 de cada 12 nifilos no
alcanza a cumplir 5 afos, mientras que en paises desarrollados la relacion es de 1

entre 147 [1, 2].

En el afo 2015 segun datos de la OMS, las principales causas de muerte en
menores de 5 afios fueron complicaciones en neonatos (35 %), neumonia (16 %),
diarrea (9 %), sepsis neonatal (7 %) y malaria (5 %). A nivel global,
aproximadamente el 50 % de las muertes en nifios menores de 5 afos son
atribuidas a enfermedades infecciosas, las cuales pueden ser prevenidas o tratadas

[1, 2].

El reporte de enfermedades diarreicas por la OMS en 2013 indicé que de 1 700
millones de casos al afio a nivel global, mueren 760 000 nifios menores de cinco

afios [3]. En México, segun datos de la Direccién General de Epidemiologia en su



ultimo informe de 2011, la tasa de mortalidad se redujo un 55.7 % durante el periodo
de 1998 a 2011. Igualmente se alcanzaron 9.1 muertes de nifios <5 afios por cada

100 000 habitantes con una tendencia hacia la reduccion [4].

2. Enfermedades diarreicas

En esencia, la diarrea es una alteracion en el movimiento de iones y agua debido a
un gradiente osmatico [5]. Para fines epidemioldgicos, la OMS la ha definido como la
evacuacion al dia de tres 0 mas veces de heces sueltas o liquidas o presentes con
una mayor frecuencia de la normal. Como factores de riesgo en paises
subdesarrollados se encuentran la falta de higiene y la desnutricion. A finales del
afio 2000 las estadisticas a nivel global mostraron que 1.1 billones de personas (18
%) no contaban con acceso a agua potable, mientras que un 40 % vivia en
condiciones de mala higiene; contribuyendo asi al desarrollo de alrededor 88 % de
casos de diarrea infantil [6, 7]. La desnutricion por su parte se ha asociado a 53 %
de los casos de mortalidad por diarrea; donde la deficiencia de vitamina A o Zinc por

ejemplo, aumentan el riesgo de muerte en aproximadamente 20 % [8, 9].

La diarrea infecciosa se debe a la colonizacién por un virus, bacteria o protozoario
generalmente transmitido por agua o alimentos contaminados, frecuentemente

acompafada con sintomas como nausea, vomito y/o dolor abdominal [10].

Entre los agentes etiolégicos conocidos como endémicos en paises
subdesarrollados se encuentra el rotavirus, ETEC, Vibrio cholerae y Shigella spp.;
que pueden actuar modulando directamente el transporte idnico del epitelio intestinal

5, 11].



1. Antecedentes

1. Escherichia coli
1.1 Generalidades

Después de que en 1885 Theodor Escherich reportd por primera vez la
caracterizacion y aislamiento de bacilos cortos en heces de infantes, a los que
denomin6é como Bacterium coli commune, en 1954 finalmente se le reconocié como
Escherichia coli. Se trata de un bacilo Gram-negativo, oxidasa-negativo
perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, que crece preferentemente a 37 °C y
puede ser movil o no mediante flagelos peritricos [12]. La produccion de indol,
fermentacion de lactosa, asi como una reaccién negativa para la pruebas de KCN,
gelatinasa y malonato, sirven para diferenciar a E. coli de otros géneros dentro de la

tribu Escherichieae [13].

E. coli forma parte de la microbiota intestinal, compuesta por mas de 500 especies
de bacterias que suman alrededor de 10— 10" células por gramo de contenido
intestinal. En un par de horas posterior al nacimiento E. coli coloniza el tracto
gastrointestinal infantil estableciéndose como el microorganismo anaerobio
facultativo predominante de por vida ubicado principalmente en el colon y el ciego
[14, 15]. Esta presente también en nichos secundarios altamente heterogéneos
como tierra, sedimentos y agua, usualmente como resultado de contaminacién fecal

[16].

El contenido G+C del genoma de E. coli es de ~50 %, cuyo tamafio varia entre
2.3x10° y 3x10° Da. Los genomas de E. coli estan integrados por una serie de genes

compartidos altamente conservados, llamado central core, y un conjunto flexible de



genes responsable de la plasticidad del genoma denominada como flexible gene

pool [12].

1.2 Comensal y patégeno

Inicialmente, las cepas de E. coli se consideraban organismos comensales no
patdgenos. A principios de 1940 fueron asociadas directamente con severos brotes
de diarrea infantil [11, 17]. Aunque generalmente permanece confinado al lumen
intestinal, en hospederos inmunocomprometidos o cuyas barreras gastrointestinales

han sido traspasadas, E. coli puede causar infeccion [18].

E. coli enfrenta multiples ambientes, donde la presidon selectiva en cada hospedero
es intensa. Existen clonas altamente adaptadas que han adquirido atributos
especificos de virulencia, los cuales le han conferido la habilidad de persistir en
diversos nichos, asi como la capacidad de causar un amplio espectro de
enfermedades. Estos atributos son codificados frecuentemente en elementos
genéticos intercambiables capaces de crear nuevas combinaciones de factores de
virulencia, o en elementos genéticos que alguna vez fueron modviles pero que
evolucionaron siendo integrados al genoma. Haciendo uso de estrategias
adicionales se han presentado las eliminaciones “black hole” en el genoma o ciertas
mutaciones funcionales al azar que forman parte de la plasticidad gendmica para
adaptarse a las diferentes condiciones. Sélo las combinaciones mas exitosas de
factores de virulencia han persistido para convertirse en “Patotipos” (categorias

patogénicas de E. coli) especificos [12, 19, 20].

Se reconocen tres sindromes clinicos distintos causados por los patotipos de E. coli:

enfermedades diarreicas, infecciones en el tracto urinario y sepsis/meningitis. Las



infecciones urinarias son la afeccion mas comun causada por cepas extraintestinales

de E. coli uropatégena (UPEC) [20].

Entre los patdgenos intestinales se reconocian seis categorias ampliamente
descritas: E. coli enteropatdgena (EPEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasiva
(EIEC) y E. coli adherente difusa (DAEC) [20]. Tradicionalmente la descripcion de
patotipos se basaba principalmente en la identificacion de ciertas caracteristicas
fenotipicas y genotipicas, pero en el 2012 dos patotipos emergentes fueron
reconocidos: E. coli adherente invasiva (AIEC) que se piensa esta asociada con la
enfermedad de Crohn sin causar infeccidén intestinal y E. coli enteroagregativa
productora de la toxina Shiga (STEAEC) responsable del brote en Alemania en el
afio 2011. Entre las caracteristicas que E. coli O104:H4 presentd fue un fenotipo de
adhesioén agregativo, ausencia de la Isla de Patogenicidad (PAI) en el locus LEE y
expresion de la toxina Shiga, asi como homodlogos y subunidades de las toxinas de

ETEC, sugiriendo el potencial de E. coli y sus hibridos emergentes [12, 21].

1.3 Métodos de estudio de E. coli

1.3.1 Serologia

El género Escherichia en un principio se definia por una serie de caracteristicas
fisiolégicas y morfolégicas. Sin embargo, se reconocia ampliamente que el género
era bastante heterogéneo por lo que caracteres adicionales debian introducirse para
una descripcion mas precisa [13]. Las cepas de E. coli, como todas las
enterobacterias, expresan antigenos somatico y flagelar en la superficie bacteriana,
que en conjunto constituyen la base para el sistema estandar de tipificacién

serolégica para definir serotipos (formula antigénica O:H) [22].



El primer intento exitoso para clasificar a E. coli utilizando métodos seroldgicos fue
llevado a cabo por Kauffman en 1944, quien establecié el primer esquema
antigénico conformado por 20 antigenos O [23, 24]. El antigeno O es un antigeno
termoestable de superficie encontrado en las colonias lisas de las Enterobacterias.
El lipopolisacarido (LPS) esta integrado estucturalmente por tres regiones: el lipido
A o regidon Il compuesto de acidos grasos y fosfato de glucosamina que se
encuentra anclado en la membrana celular externa de la bacteria, la Region Il o
core que sirve de unién con el lipido A via carbohidratos y la Region |, que es el
lipopolisacarido O especifico, constituido por unidades oligosacaridicas repetidas

que conforman la base quimica de la especificidad antigénica [13].

La serologia ocupa un lugar central en la historia de los patégenos de E. coli. Previo
a la identificacion de factores de virulencia, la serologia era el analisis fundamental
para diferenciar a los patdgenos [24]. Actualmente se reconocen 187 antigenos
somaticos y 53 flagelares; donde sélo un grupo limitado de combinaciones se asocia

directamente a enfermedades [13].

1.3.2 Grupos filogenéticos

A principios de los afios 80°’s Whittam et al. revelaron la existencia de una
subestructura genética de E. coli [25]. A nivel epidemiolégico se habian hecho
importantes observaciones acerca de la diversidad antigénica la cual consistia de la
relativa frecuencia de antigenos especificos de acuerdo a la fuente de aislamiento, la
asociacion de antigenos O, H y K con ciertas caracteristicas fenotipicas, asi como la
distribucion en todo el mundo y la estabilidad temporal de serotipos especificos

asociados a enfermedades [26].



Con base en estas observaciones en 1984 Ochman y Selander postularon por
primera vez el concepto de “clona” para explicar la estructura genética de las
poblaciones autéctonas de E. coli; donde ésta se conforma por un arreglo de linajes
celulares estables con una recombinacion de genes cromosomales muy limitada
[27]. Los primeros estudios con Electroforesis de Multilocus de Enzimas (MLEE)
demostraron que los serotipos no eran indices confiables de identidad clonal [27],
pero permitieron establecer la Coleccion de cepas de Referencia de E. coli (ECOR)

con 72 cepas aisladas de humanos y otras 16 especies de mamiferos [17].

Selander definid una filogenia inicial a partir del analisis por cluster con datos
obtenidos por MLEE de 35 loci. Utilizando el Método apareador de grupos que
emplea promedios aritméticos (UPGMA), el cual asume que la evolucién de todos
los linajes ocurre a un ritmo constante determinado por un estricto reloj molecular,
definié seis grupos filogenéticos: A, B1, B2, C, D y E. En 1991 Herzer et al.
aplicando un algoritmo mas robusto, utilizaron datos de 38 loci de enzimas
obteniendo 4 grupos filogenéticos principales: A, B1, B2 y D; con algunas
secuencias sin clasificar referidas como grupo E. Estos ultimos grupos filogenéticos
han sido sustentados en numerosos estudios utilizando diversos datos que incluyen
Analisis de Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP),
Amplificacién aleatoria de ADN polimérfico (RAPD), Variacién de mononucleétidos

en copias de loci (MNR) y secuenciacion de nucledétidos [14, 17].

Clermont et al. en el 2000 desarrollaron un método triplex para clasificar las cepas
de E. coli en 4 grupos filogenéticos (A, B1, B2 y D) por la ausencia o presencia de
los genes chuA, requerido para el transporte del grupo hemo en EHEC O157:H7,
yjaA identificado en la secuencia gendmica de la cepa de E. coli K-12 y TSPE4.C,

fragmento correspondiente al gen de una lipasa esterasa [14, 17, 28]. Para el afo
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2012 trabajos realizados por Walk, Moissenet y Luo reconocieron formalmente 8
grupos filogenéticos: A, B1, B2, C, D, E, F y Clada I. Clermont et al. propusieron un
método Quadruplex de PCR, utilizando secuencias modificadas de los genes chuA,
yjaA y TSPE4.C2 para evitar polimorfismos, incluyendo el gen arpA, que permite

identificar cepas del grupo F, erroneamente asignadas al grupo D [25].
2. ETEC
2.1 Datos generales

Responsable por un estimado de 300,000-500,000 muertes anuales en nifos
menores de 5 afios, ETEC es una de las mayores causas de diarrea infantil en
paises subdesarrollados tropicales, asi como de la diarrea del viajero en visitantes

de dichas regiones [17, 29, 30].

Reconocida por primera vez como causa de diarrea en lechones, la enfermedad
continua siendo letal en animales recién nacidos; cuyo estudio permitié elucidar el
mecanismo de patogénesis de ETEC, incluidas las dos enterotoxinas codificadas en
plasmidos [23, 31]. La identificacidon de ETEC en humanos comenzd en Calcuta en
1956, De y col. utilizaron cepas aisladas de humanos en intestino de conejo,
observando un efecto similar al de la toxina colérica. Estos trabajos fueron
continuados 10 afios después por Sack definiendo a ETEC como responsable de
diarrea en Calcuta. En México, Du Pont describié la asociacion de ETEC con

enfermedades diarreicas en adultos y nifios en 1971 [11, 32].

ETEC se transmite principalmente a través de agua y comida contaminada con una
dosis infecciosa de 10° a 10" microorganismos, contrario a Shigella o E. coli
0O157:H7 cuya transmision primaria es de persona a persona [12, 20]. A diferencia

de los comensales localizados en el colon, ETEC coloniza el intestino delgado,

9



confinandose a la superficie epitelial -contrario a otros enteropatdégenos que invaden
tejidos internos-, permitiendo la secrecién posterior de al menos una de sus

enterotoxinas: termolabil (LT) y/o termoestable (ST) [20, 33].

Al menos 150 serotipos O:H han sido encontrados en las cepas ETEC de humanos,
sin embargo un numero mas limitado de combinaciones se ha detectado en
pacientes que han requerido atencion médica, caracterizados por un grupo
conservado de factores de virulencia [35]. Entre los serogrupos mas comunes
asociados a enfermedad se encuentran 06, O8, 025, 078, 0128 y 0153, que
comprenden alrededor de 60-70 % de los aislamientos examinados alrededor del
mundo, donde el 30-40 % restante pertenece a una amplia diversidad de serogrupos

distintos [35].

2.2 Toxinas

2.21ST

Se ha reportado la existencia de dos toxinas de ST que son quimica y
genéticamente distintas: STI (STa) y STIl (STb). STI comprende una familia de
polipéptidos no inmunogénicos identificados en aislamientos humanos cuyo peso
molecular estda comprendido entre 1500-2000 Da. Se trata de moléculas solubles en
metanol que muestran actividad biolégica en ratones lactantes, conejos, ratas vy
lechones [36, 37] mediada por la estimulacién de guanilato ciclasa en el intestino por
su union a receptores guanilil ciclasa C (GC-C-). Las moléculas STII tipicamente
asociadas a cepas porcinas son insolubles en metanol y su actividad bioloégica se

restringe a lechones sin involucrar elevacion de nucleoétidos ciclicos [29, 37, 38].

Las moléculas STI consisten de 18 (STp) o 19 (STh) residuos de aminoacidos donde

13 son idénticos entre si, incluyendo las cisteinas responsables de los puentes
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disulfuro formados entre Cys-6 y Cys-11, Cys-7 y Cys-15, y Cys-10 y Cys-18 que
estabilizan al péptido y conforman el dominio téxico del mismo [39]. Investigaciones
sugieren que el 2° giro (aa 12-15: Asn-Pro-Ala-Cys) es el mas importante para
interactuar con el receptor y por tanto, al ejercer su toxicidad; ademas de ser

altamente conservado dentro de la familia ST [40].

Codificadas por el gen estA asociado al transposén Tn1681 localizado en plasmidos
transmisibles [40], STp y STh son expresadas como pre-propéptidos de 72
aminoacidos en el citoplasma [41]. El péptido lider —pre-region (aa 1-19)- dirige la
translocacién del pre-propéptido a través de la membrana interna con ayuda de la
maquinaria general de exportacién Sec (via comun de secrecion entre bacterias
Gram negativas). La translocacion de la membrana externa es acompafada por el
desprendimiento del propéptido (aa 20-53) generando un péptido maduro. En el
espacio extracelular se da la formacién de puentes disulfuro por accion de la
proteina disulfuro intercambiadora DsbA dando lugar al péptido biolégicamente

activo [42, 43].

STl actua a concentraciones nanomolares enlazandose a receptores GC-C-
localizados sobre la membrana apical de células epiteliales intestinales [41, 43].
Dichos receptores se encuentran en gran cantidad en infantes y su numero decrece
rapidamente con la edad, su agonista enddgeno es una hormona de 15 aa
denominada guanilina que presenta 4 cistinas en su estructura y que es menos
potente que la toxina, jugando un papel regulador en la homedstasis basal del tracto
gastrointestinal. La interaccion de STI con el receptor genera una respuesta mayor a
la normal que incrementa los niveles de cGMP y activa la protein cinasa dependiente
de cGMP II. Lo anterior provoca la fosforilacion del regulador transmembranal fibroso

quistico (CFTR por sus siglas en inglés), un canal idénico en las vellosidades,
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aumentando asi la secrecion de CI- y disminuyendo la absorcion de NaCl que

resulta en la pérdida neta de agua a través de diarrea osmotica [29].

222LT

Existen dos clases de LT diferenciadas por la estructura de la subunidad B asi como
por sus propiedades antigénicas: la toxina prototipica LT-I codificada en plasmidos y
LT-Il, aislada principalmente en animales y muy poco en humanos, codificada en el

cromosoma [12, 41].

LT-l1 se encuentra intimamente relacionada con la toxina colérica (CT), donde
aproximadamente el 80 % de las secuencias de aminoacidos son idénticas entre si.
LT-1 y CT comparten numerosas caracteristicas incluyendo la estructura terciaria,
identidad de receptor primario, actividad enzimatica y actividad en ensayos con
animales. La gran similitud estructural y funcional sugiere que se encuentran
relacionadas evolutivamente, donde el gen LT fue adquirido por E. coli resultado de

la transferencia interespecie de genes por V. cholerae [24, 44].

LT es una holotoxina heterohexamérica compuesta por la subunidad B que
comprende 5 polipéptidos idénticos (11.5 kDa) ensamblados formando un anillo
pentamérico altamente estable y la subunidad A. La subunidad A es un polipéptido
individual (28 kDa) compuesto por dos dominios unidos entre si con un puente
disulfuro: A1, que activa la toxina, y A2, una porcion helicoidal de la molécula

anclada al pentamero de subunidades B [29, 45].

La secrecion de LT requiere que los péptidos N-terminales de seRalizacién de
ambas subunidades se desprendan durante el transporte dependiente de la
maquinaria Sec, a través de la membrana hacia el periplasma. Una vez que salen,

los mondmeros son ensamblados en la holotoxina. La secrecion a través de la
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membrana externa depende de un complejo sistema de secrecién tipo Il, conocido

como la via general de secrecion [29].

El intestino humano esta revestido por una monocapa continua de células
polarizadas epiteliales unidas estrechamente entre si que forman una barrera contra
el transporte de solutos asi como de la invasion microbiana. Para poder penetrar la
barrera epitelial, tanto CT como LT co-adoptan la maquinaria molecular de los
enterocitos del hospedero para ordenar, mover y organizar las membranas celulares
y sus componentes. Esto depende de la habilidad oportunista de LT para enlazarse
a receptores lipidicos especificos en la superficie celular [45]. La toxina LT se une a
un receptor (gangliésido GM,) cuya secuencia sacaridica terminal es Gal31-
3GalNacpB1(NeuAca2-3)-3Gal--, y a una segunda clase de receptores no
reconocidos por CT que incluyen GM, y asialo-GM4 Esta union desencadena la
endocitosis de la holotoxina. La porcion A1 debe ser translocada a través de la
membrana intracelular y reducirse para ser enzimaticamente activa [44]. De esta
manera puede interactuar alostéricamente con factores ADP ribosilantes para
ribosilar Gsa, una proteina intracelular con guanina. La inhibicién de la actividad
GTPasa de Gsa conduce a la activacién constitutiva de la adenilato ciclasa. Al
elevarse los niveles de cAMP intracelular, se activa el CFTR seguido por la
secrecion de electrolitos y agua, clinicamente descrito como diarrea acuosa [24, 29].

2.3 Factores de colonizacion

La colonizacién del intestino delgado por ETEC depende principalmente de la
expresion de estructuras proteicas de superficie denominadas factores de
colonizacion (CFs por sus siglas en inglés) [29, 46]. Se trata de filamentos
compuestos por un tracto homopolimérico largo y rigido integrado a partir de
subunidades de pilina, la cual determina las propiedades antigénicas de cada

13



fimbria; y un tramo adhesivo menor en relacion >1000:1 altamente conservado que

se localiza en la punta de la fimbria [47, 48].

Las propiedades de adhesion de E. coli fueron reconocidas desde 1990 al observar
la hemaglutinacion de eritrocitos por ciertas cepas de E. coli, pero fue hasta 1955
que se relaciono directamente con las fimbrias permitiendo su identificacion [49]. La
interaccion que establecen los CFs con sus receptores en el hospedero es altamente
especifica, atribuida a la enorme diversidad de oligosacaridos expresados en la
membrana celular. Los receptores reportados comprenden asialogangliésidos y

glicoconjugados (glicolipidos y glicoproteinas) [46, 47, 50].

Codificados en plasmidos, los CFs se expresan preferencialmente en medios
soélidos y no se presentan a temperaturas comprendidas entre 18-22 °C [36]. Hasta
el momento se han caracterizado al menos 25 CFs para ETEC cuya longitud varia
de 1-20 um, la mayoria clasificadas como fimbrias Clase 1 y 5 con base en
relaciones filogenéticas [51]. Dentro de los CFs identificados con mayor prevalencia
a nivel mundial se incluyen CFA I, CS1, CS2, CS3, CS4, CS5, CS6, CS7, CS14,
CS17 Y CS21, sin embargo un 30-50 % de los aislamientos continia sin CFs

detectables [11].

23.1CFAI

CFA | es el arquetipo de la familia de fimbrias Clase 5, ensambladas mediante la via
de la proteina acarreadora alterna, que comparten caracteristicas bioquimicas y
genéticas, cuyo andlisis evolutivo ha permitido subdividirlas en: 5a (CFA/I, CS4,
CS14), 5b (CS1, CS17, CS19, PCFO71) y 5¢ (CS2). Su diferenciacion ha sido

atribuida a la presion adaptativa impuesta por el hospedero [48, 52].
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Las fimbrias CFA/I maduras son polimeros tipicamente compuestos por filamentos
helicoidales de ~1 um de largo con diametro de 7.4 nm constituidos de 1,000 copias
idénticas de la subunidad mayor de pilina CfaB y 1 copia de la subunidad adhesiva
menor CfaE en la punta [53, 54]. Los plasmidos que codifican para CFA/l son
regulados positivamente por genes trans-activos tales como rns y cfaR encontrados
en el mismo plasmido o en otros [35]. Los operones que codifican para el
bioensamblaje de CFA | codifican para (en orden) la chaperona periplasmica, la
subunidad mayor fimbrial, la proteina usher de membrana externa y la subunidad

fimbrial menor [33].

2.3.2 CFAII

CFA 1l comprende los factores de colonizacion CS1, CS2 y CS3; CS3 se puede

encontrar solo o en asociacion con CS1 o CS2 [55].

CS1 esta compuesta de cientos de subunidades de CooA mas una subunidad menor
de pilina CooD, la cual es necesaria para comenzar el ensamblaje de la fimbria.
CS2, de manera muy similiar a CS1 y CFA | se ensambla mediante la via alterna de

la proteina chaperona y cuenta con dos subunidades [35].

CS3 es un apéndice angosto con un diametro de 2 nm, por lo que ha sido descrito
en numerosas ocasiones como fibrilla. Esta codificado en el cluster de genes cstA-H.
CstA codifica para una proteina con secuencia similar a las chaperonas
periplasmicas de pilina. El gen mas largo, cstB codifica una proteina similar a las
proteinas usher. A diferencia de los pili CS1 o CS2, la relacion de la adhesina

respecto a las subunidades estructurales es de 1:1.5 [35].

15



2.3.3 Longus

El CS21 (longus) posee una longitud (20 um) y distribucidén polar caracteristica entre
las fimbrias de ETEC, consiste de largos filamentos de 7 nm de diametro
entrecruzados de manera similar al pili en forma de rizo de EPEC. Los filamentos de
longus son polimeros lineales integrados de la subunidad estructural LngA de 22
KDa generada a partir de la accién de una prepilina peptidasa sobre una subunidad

mayor de 28 kDa [55, 56].

El CS21 pertenece a la clase B dentro de los pili tipo IV expresados por
enteropatogenos, incluyendo V. cholerae y EPEC; que generalmente comparten una
serie de propiedades estructurales. Los pili tipo IV tienen en comun una
caracteristica secuencia de péptido lider, un residuo de aminoacidos altamente
conservado en el extremo N-terminal de 25-30 aa, asi como dos residuos de Cys

que forman un puente disulfuro en el extremo C-terminal [57, 58].

La expresion del pili funcional CS21 requiere la presencia de varios genes
accesorios involucrados en la sintesis de la subunidad precursora, la secrecion a
través de la célula, el anclaje y la polimerizacion para formar el organelo. El cluster
de DNA presente en el plasmido de virulencia que codifica para CS21 tiene un
tamano de 14kb y se compone de 16 genes biosintéticos homdlogos en un 57-95 %

a los genes de CFA Il [57].

3. Antimicrobianos

3.1 Generalidades

Las moléculas de antimicrobianos pueden considerarse como ligandos cuyos

receptores son las proteinas de los microorganismos, donde la interaccion entre la
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concentracion de ellos y el efecto en una poblacién microbiana estd modelada por: la
concentracién minima inhibitoria (indice de potencia del antimicrobiano), el efecto
maximo y el factor de Hill. Las proteinas sobre las que actua el antimicrobiano son
componentes esenciales de reacciones bioquimicas de los microorganismos, y la
interferencia en sus vias fisioldgicas termina por destruirlos. La clasificacion de un

antimicrobiano se basa en:

a. Laclasey el espectro de microorganismo que destruye.
b. La via metabdlica que interfiere.
c. La estructura quimica de su farmacdforo (fraccidn quimica activa del farmaco

que se une al receptor microbiano) [59].
3.2 Familias de antimicrobianos

Desde su descubrimiento en |la década de los 40°s han surgido diversas familias de
antimicrobianos y actualmente son el principal grupo terapéutico; entre las que se
distinguen: penicilinas, aminoglicésidos, cefalosporinas, macrolidos, lincosinamidas,
tetraciclinas, sulfonamidas, carbapenemes, quinolonas, glicopéptidos, monobactam

y otras [60].

Cefalosporinas: actuan a nivel de la pared celular, en la ultima etapa de su sintesis.
Se clasifican en generaciones que van desde la primera hasta la cuarta dependiendo
del espectro de accidén que poseen [61]. Las cefalosporinas de tercera generacion
son las mas activas frente a bacilos Gram negativos, resistentes a muchas de las -

lactamasas que producen, la cefotaxima y ceftazidima son un ejemplo de ellas [62].

Los carbapenem son antimicrobianos biciclicos relacionados estructuralmente con
los B-lactamicos con la ventaja de no ser inactivados por las [-lactamasas

plasmidicas o cromosdémicas de las Enterobacterias. Presentan el mayor espectro
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de accion conocido, activos frente a los anaerobios. El imipenem, meropenem,

doripenem y ertapenem pertenecen a este grupo [62, 63].

El dnico antimicrobiano monobactam es el aztreonam, que tiene cobertura sobre
bacterias gram negativas comunitarias y nosocomiales. Su mecanismo de accion es
similar a los P-lactamicos: atraviesan la pared y la membrana celular para
interaccionar con las proteinas de unidon de penicilinas (PBP’s) necesarias en las
ultimas etapas de la transpeptidacion. Su actividad difiere de la de otros -lactamicos
y se asemeja mucho a la de un aminoglucésido; presenta gran resistencia a las B-

lactamasas [59, 60, 63].

La tetraciclina tiene un anillo de naftaleno y se une a la fraccién 30s, bloqueando la
unién del aminoacil del ARNt con el sitio aceptor (locus A) en el complejo formado
por el ARNm y el ribosoma. Inhibe la sintesis proteica por lo que su espectro de
accion es muy amplio [61, 63]. Este antimicrobiano sigue siendo el antibi6tico de
eleccion en el tratamiento del acné, coélera aguda, brucelosis, clamidiasis, peste,

neumonia comunitaria leve, entre otras [60].

La combinacién trimetroprim (diaminopiridina) y sulfametoxasol (sulfonamida) se
basa en su accion sobre la reaccidon enzimatica de la sintesis del acido
tetrahidrofélico mediante competitividad metabdlica. La sulfonamida inhibe Ila
incorporacion del acido p-aminobenzoico al acido félico y el trimetroprim inhibe la

reduccion de dihidrofolato a tetrahidrofolato [61, 62].

El desarrollo profilactico de las quinolonas comenzé en 1962, cuando Lesher et al.
descubrieron por accidente al acido nalidixico como subproducto en la sintesis del
compuesto cloroquinona, farmaco utilizado contra la malaria [64]. Existe un gran

numero de quinolonas, pero todas poseen una estructura y mecanismo de accion
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comunes [62]. Las quinolonas actuan sobre las enzimas girasa y topoisomerasa |V,
que trabajan en conjunto en la replicacion, transcripcidn, recombinacion y reparacion
del DNA. La girasa puede introducir superenrollamientos negativos en el DNA,
remover superenrollamientos negativos y positivos y catenar y descatenar moléculas
cerradas circulares. La topoisomerasa IV puede igualmente remover
superenrollamientos y actua aun mejor descatenando [65]. Ejemplos de quinolonas
de acuerdo a la generacion son: 12 acido nalidixico, cinoxacina; 22 norfloxacina,
ciprofloxacina, ofloxacina, levofloxacina, 32 gatifloxacina, grepafloxacina, 42

trovafloxacina, moxifloxacina [64].

3.3 Resistencia a antimicrobianos

El desarrollo de resistencias es extremadamente variable. Existen varios
mecanismos de resistencia entre los que se incluyen: destruccidn o inactivacion del
agente antimicrobiano —numerosas enzimas llevan a cabo este mecanismo, entre las
mas conocidas estan las -lactamasas-, disminucion de la concentracion
intrabacteriana del antimicrobiano que puede deberse a la modificacién de la
permeabilidad el farmaco o el uso de bombas de eflujo, desarrollo de un objetivo
estructuralmente alterado para el farmaco y desarrollo de vias metabdlicas

alternativas [63].
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V. Justificacion

Responsable de alrededor de 350,000 muertes al afo alrededor del mundo, ETEC
se ha posicionado como uno de los patdgenos mas importantes después del
rotavirus al causar diarrea infecciosa en nifios menores de 5 afios primordialmente.
Es también uno de los agentes etioldgicos de primera linea causantes de la diarrea

del viajero en zonas tropicales.

ETEC junto con rotavirus, Salmonella y V. cholerae se consideran agentes
endémicos de paises subdesarrollados [11], donde las condiciones climaticas, de
higiene, asi como la desnutricion son factores que contribuyen al desarrollo de
enfermedades diarreicas. Debido a la severidad de la deshidrataciéon puede
presentarse la muerte, sin embargo en infantes puede tener efectos agravantes
sobre otras enfermedades e incluso puede causar deficiencias cognitivas durante el

desarrollo [9].

Aunque actualmente se considera que México esta atravesando la transicion
epidemioldgica, la cual consiste en el transito de la morbilidad caracterizada por
enfermedades infectocontagiosas hacia enfermedades cronico degenerativas [4], el
numero de casos aun lo posiciona como un problema de salud publica. Lo anterior
aunado al panorama mundial donde en Africa y Asia aun se presentan altos niveles

de mortalidad hace necesaria la creacion de estrategias para mejorar la situacion.

El entendimiento de la patogénesis de ETEC resulta primordial para la optimizacién
de recursos empleados actualmente para manejar la infeccidén, asi como para el
desarrollo de inmundgenos protectores que prevengan tan amplia cobertura de la

bacteria.
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V. Hipotesis

Si las cepas de E. coli aisladas de diarrea infantil presentan genes de las toxinas LT

y/o ST y factores de colonizacion se clasificaran como ETEC.

VL. Objetivos

1. Obijetivo general

Caracterizacion de un grupo antigénicamente diverso de Escherichia coli con base

en factores de virulencia y perfiles de resistencia a antibiéticos.

2. Objetivos particulares

1) Mediante reacciones de aglutinacion con 187 sueros anti-antigenos somaticos
(O) y 53 sueros anti-antigeno H (H), confirmar el serotipo de los aislamientos de E.

coli.

2) Con el uso de iniciadores especificos y la PCR conocer si los aislamientos de
E. coli presentan factores de virulencia acordes al patotipo ETEC: It, st, factores de

colonizacion (CFs): cs1, cs3, cfa l y cs21.

3) Realizar un analisis de la presencia de los genes arpA, chuA, yjaA y un
fragmento designado como TSPE4.C2 mediante la reaccion de la polimerasa (PCR)

para definir el o los grupos filogenéticos en los que se ubican las cepas de E. coli.

4) Establecer mediante el método de Kirby-Bauer el patron de resistencia a los

antimicrobianos de espectro extendido.
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VIl. Metodologia

1. Confirmacién de viabilidad y pureza

Debido a que los cultivos bacterianos en el cepario del Laboratorio de Salud Publica
de la Facultad de Medicina, UNAM se conservan en medio Dorset, se confirmd su
viabilidad y pureza. Para esto fueron inoculados y estriados por agotamiento en
placas de Agar MacConkey (BD, Bioxon®). Después de incubar las placas a 37 °C
durante 18-24 h, se eligidé una colonia lisa concava de color rosa a rojo con borde
liso caracteristica de E. coli. De presentarse dos colonias tipicas con morfologia
distinta, ambas fueron sembradas por estria cerrada en tubos de agar de soya
tripticaseina (TSA) inclinado, dicho tubo se utilizé6 como copia de trabajo y a partir de

este cultivo se realizaron todas las pruebas del estudio.

Confirmacidn de
viabilidad v pureza en

Agar Mc Conkey.
l Antigeno
flagelar “H"
[ Serotipificacion
Antigeno
somatico 0"
4
Extraccion de Analisis de
DNﬁ_\ppr resistencia a
ebullicion. antibidticos. Método
Kirby-Bauer.

Reaccion en cadena
de la polimerasa
(FCR)

y

[ Toxinas: ffa, ] Factores de Grupos
stp, sth. colonizacion: filogenéticos
cs2l, cst,

cs3cfal.

Figura 1. Diagrama general para la caracterizacion de cepas ETEC de diversas regiones.
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2. Tipificacion serolégica

2.1 Preparacién del antigeno somatico (O)

Las cepas fueron sembradas por estria cerrada en agar TSA inclinado, la incubacion
se realizd6 a 37 °C durante 18-24 h, posteriormente el crecimiento bacteriano se
resuspendid con 10 mL de solucion salina (0.876 % de NaCl). La suspension
bacteriana obtenida se transfirid a otro tubo de ensayo y se sometié a ebullicion con
vapor fluente a 115 °C durante 1 h. Al finalizar el tiempo de ebullicion, a cada tubo se
adicionaron 10 mL de formalina (0.876 % NaCl, 0.03 % Formaldehido) para su
conservacion y uso posterior.

Utilizando un dispensador multicanales automatico (Dynatech Laboratories, Quick
Spense Controller), en microplacas de 96 pozos con fondo en U (NUNC) se
colocaron 50 pL de cada uno de 187 sueros (SERUNAM) contra el antigeno
somatico de E. coli a una dilucion 1:100. Los sueros anti-O de E. coli fueron
obtenidos previamente en conejos utilizando un esquema de inmunizacion reportado
previamente por Ewing (1984) con cepas de referencia de la National Collection of
Type Cultures (NCTC). En cada pozo con los sueros anti-O se adicionaron 50 uL del
antigeno O de las cepas y las microplacas con las suspensiones sueros/antigeno O
se incubaron a 50 °C por 18-24 h. Las reacciones positivas de microaglutinacion se
identificaron a contraluz y se registraron en la hoja de datos correspondiente. En
caso de presentarse reacciones cruzadas se procedié a realizar la titulacion de
sueros.

Determinacion de serogrupos. Para esto se realizé la titulacion de sueros anti-O con
los antigenos O de las cepas, primero en los pozos en la primera fila de las
microplaca de 96 pozos se colocan 100 uL del suero correspondiente mientras que

en los 84 pozos restantes se colocaron 50 pL de solucidon salina. Utilizando una
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micropipeta multicanales se tomaron 50 pyL del antisuero de la primera fila y se
mezclaron con 50 pL de solucion salina de la siguiente fila hacia abajo para realizar
diluciones dobles seriadas logrando un intervalo de diluciéon de 1:100 a 1:12800 de
cada suero. El antigeno O se distribuyd por columnas en las microplacas, de modo
que después de incubarse a 50 °C por 24 h, fuera posible identificar la dilucién a la
que se presentd una reaccion antigeno-anticuerpo y comparar con los titulos
homdlogos de los sueros correspondientes. De presentarse reacciones cruzadas, se
procedié a realizar una segunda serie de diluciones con los antisueros especificos

como se describid anteriormente.

2.2 Obtencion del antigeno flagelar (H)

Cada cepa fue inoculada por picadura en medio semisdlido en tubos de Craigie y se
incubd a 30 °C. Después de tres dias de incubacién se revisaron los tubos para ver
si el medio presentaba turbidez por el movimiento de las bacterias, lo cuales
continuaron siendo revisados por 14 dias consecutivos. Una vez que se movi6 el
cultivo, la bacteria fue inoculada en caldo biotriptasa al 2.0 % y se incub6 a 30 °C por
18-24 h. Por ultimo, después de la incubacién a cada tubo se adicionaron 10 mL de
formalina al 0.6 % para su conservacion y uso posterior.

Determinacion del antigeno H (serotipo). En microplacas de 96 pozos con fondo en
U, se distribuyeron 50 pL de 53 sueros flagelares (1:100), posteriormente se
adiciono el antigeno flagelar de cada cepa y las microplacas se incubaron a 50 °C
por 2 h. Se registran los resultados de las micro-aglutinaciones y se prosiguié a
realizar las diluciones dobles seriadas. De forma similar que en la determinacién del
serogrupo del antigeno somatico, se realizaron diluciones seriadas al doble desde

1:100 a 1:12800 de los sueros anti-H en volumenes de 50 uL. Una vez realizadas las
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diluciones se adicionaron los antigenos H de las cepas, cada placa se incubé a 50

°C durante 2 h y finalmente se registraron las microaglutinaciones.

3. Determinacion de genes de virulencia

3.1 Extraccion de DNA

Cada cepa fue inoculada en tubos con 2 mL de caldo Luria-Bertain (LB, BDBioxon®)
y se incubaron a 37 °C por 18-24 h. Después de la incubacion, se recuperé el
crecimiento bacteriano; para esto, cada tubo se agité utilizando un Vortex
(FisherScientific®). La suspension bacteriana se transfiri6 a microtubos de 1.5 mL
para centrifugar a 13,000 rpm por 5 minutos. Después de la centrifugacion el
sobrenadante se separé por decantacion y se desecho, el pellet se resuspendié con
200 uL de agua ultrapura (libre de DNasas y RNasas) y agitacion fuerte con Vortex.
Los tubos fueron sometidos a ebullicion por 10 min e inmediatamente se colocaron
en hielo por 5 min. Se realizé una segunda centrifugacion a 13,000 rpm por 10 min
después de mezclar el contenido con agitacion en vortex. Finalmente se recuperaron
100 uL del sobrenadante y en un microtubo de 0.6 mL debidamente etiquetado se
conservo en congelaciéon a -20 °C hasta su uso.

Para confirmar que la extraccion de ADN se realiz6 adecuadamente, el ADN se
corrid en geles de agarosa al 1 % usando una camara para electroforesis (BIORAD)
que contenia buffer de Tris Borato Etilendiamino-tetra acético (TBE). Para cargar los
carriles del gel con 10 uL de una suspensioén que consistia de 8 yL de DNA y 2 uL
de azul de bromofenol. Se le aplicd una corriente de 100 V durante una hora. Una
vez que el ADN se desplazo, el gel se tifid con colorante RedGel (Biotium, Biolabs
New England) durante 15 minutos. Para visualizar las bandas de DNA, se utilizé un
transiluminador de rayos UV, que en conjunto con un documentador de imagenes

(Biosens SC805 Gel Imagine Systems) permitieron tomar la fotografia del ADN.
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3.2 PCR

Para llevar a cabo la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) se prepararon

diferentes cocteles en volumenes de 25 uL con dNTP’s, buffer de MgCl,, Taq

polimerasa, agua ultrapura. Las condiciones de la PCR y los iniciadores fueron las

reportadas previamente por diferentes autores (Cuadro 1), como control de la PCR

se utilizé DNA de cepas de referencia recomendadas por los autores.

Cuadro 1. Secuencia de iniciadores para llevar a cabo la PCR.

PCR Gen Secuencia de 5'a 3' Prc()stl;)cto Referencia
chuA.f ATGGTACCGGACGAACCAAC
chA.r TGCCGCCAGTACCAAAGACA 288
yjaA.f CAAACGTGAAGTGTCAGGAG 11
Yja.r AATGCGTTCCTCAACCTGTG
Quadruplex
TSpE4C2.f CACTATTCGTAAGGTCATCC 152
TSpE4C2.r AGTTTATCGCTGCGGGTCGC
AceK.f AACGCTATTCGCCAGCTTGC 400 Clermont, 2013
ArpAl.r TCTCCCCATACCGTACGCTA [25]
Grupo E ArpAgpE.f GATTCCATCTTGTCAAAATATGCC 301
ArpAgpE.r GAAAAGAAAAAGAATTCCCAAGAG
trpAgpC.f AGTTTTATGCCCAGTGCGAG
Grupo C 219
trpAgpC.r TCTGCGCCGGTCACGCCC
Control trpBA.f CGGCGATAAAGACATCTTCAC 489
Interno trpBA.r GCAACGCGGCCTGGCGGAAG
It.f ACGGCGTTACTATCCTCTC
LTa Itr TGGTCTCGGTCAGATATGTG 273 Sjéling, 2007
STp stp.f TCTTTCCCCTCTTTTAGTCAG 166 [66]
stp.r ACAGGCAGGATTACAACAAAG
STh Sth.f CTTTCTGTATTATCTTTTTCACCTTT 185 Savarino,
Sth.r CACCCGGTACAAGCAGGATTAC [48]
IngA.f ATGAGCCTGCTGGAAGTTATCATTG Mazariego-
CS21 608 Espinosa et al.,
IngA.r TTAACGGCTACCTAAAGTAATTGAGTT 2010 [31]
cfal.f GGTGCAATGGCTCTGACCACA
CFAI cfal.r GTCATTACAAGAGATACTACT 479
oS csl.f GCTCACACCATCAACACCGTT 391 Bekal S., 2003
csl.r CGTTGACTTAGTCAGGATAAT [67]
cs3 cs3.f GGGCCCACTCTAACCAAAGAA 400
cs3.r CGGTAATTACCTGAAACTAAA
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Las cantidades de cada reactivo de la PCR variaron dependiendo del gen (Cuadro

2A).

Cuadro 2A. Composicion de mezcla de reaccion para amplificar diversos genes
mediante PCR.

Filogenia Factores de virulencia
Quadruplex C/D ltatstp sth cfal cs21 csl cs3
H20 10 14,5 14 15,3 16,75 15,25 12,7 12,7
Buffer 2,5 2,5 2,5 2,5 25 25 25 25
dNTP’s 2,5 2 2,5 2,5 1 2,5 5 5
MgCi2 0,75 0,75 0,75 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
taq 0,25 0,25 0,25 0,2 0,25 0,25 0,3 0,3

En todos los casos, se adiciond 1 uL del primer delantero y 1 uL del primer reverso dependiendo de
los genes que se quisiera identificar en cada reaccion, ademas se afiadié 1 yL del DNA de la cepa a
analizar para asi completar el volumen de reaccion de 25 uL. En el caso de la PCR para determinar
subgrupos de filogenia se afiadié 1 uL de los iniciadores para el gen del grupo correspondiente (C o
D) y 1 uL de primer delantero y reverso del control interno.

Por ultimo, los programas de temperatura para la amplificacién también presentaron

variaciones en el niumero de ciclos para la fase de extension, alineacion y elongacion

(Cuadro 2B).

Cuadro 2B. Programa de temperatura en el termociclador (AXYGEN) para llevar a

cabo la PCR de diversos genes y porcentaje de agarosa.

Filogenia Itat+stp sth cfal cs21 cslycs3
Desnaturalizacion 94/4’ 94/5’ 94/5’ 94/5’ 94/2’ 94/5’
.. (30) (40) (35) (30) (35) (40)
Extension 94/5” 94/30” | 94/1° | 94/1 95/1’ 94/30”
Alineamiento 58/20” 54/30” | 49/1 51/1° 62/1’ 52/30”
Elongacion 72/40” 72/30” | 72/1 72/1 72/1 72/30”
Extension final 72/5’ 72/5 72/T 72/5 72/5 72/5
Quadruplex K12 y 1169797 ETEC .
Control Grupo C: Ecor 70 ET(|§(738|_—:_1| ff 07 9034A 1E1'2io1lll
Grupo D: 108287° ' 08:H9
Agarosa (%) 1.8 1.5 1.2 1.5

( ) Numero de ciclos requeridos para la PCR. Cada ciclo esta integrado por una fase de extension

inicial, alineamiento y elongacion.

1 0127:H6 (E2348/69)
2 UPEC O6:H1 (CFT073)
3 0O157:H7 (ATCC 700927)
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Los productos de amplificacion obtenidos fueron visualizados en un gel de agarosa
cuya concentracion dependio del peso molecular del amplicon. Para esto, en cada
carril se depositaron 8 pL del amplicon mezclados previamente con 2 yL de azul de
bromofenol. Un pozo se utilizé para el marcador de peso molecular (New England,
BioLabs. Quick-Load, 100 pb). El gel se colocé en una camara para electroforesis
inmerso en buffer TBE, al cual se le aplicé una corriente de 100 V por 90 min. La
tincion del gel al terminar la electroforesis se realizé con colorante RedGel (Biotium,
Biolabs New England) durante 15 minutos. La visualizacion del gel se llevd a cabo
usando UV con fotodocumentador de imagenes (Biosens SC805 Gel Imagine

Systems).
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3.3 Estudio de estabilidad de plasmidos

Una observacion interesante de nuestro estudio fue la falta de concordancia de los
resultados obtenidos previamente en la deteccion de los genes de las toxinas ST y
LT en las cepas de estudio por lo que se decidio realizar una prueba de estabilidad
de plasmidos. Esto con el fin de establecer si el hecho estaba relacionado con la
falta de concordancia en la deteccidon de los genes mencionados. Para este
propésito se eligieron 3 cepas de E. coli de los serotipos O6:H16, 153:NM- y
0O128ac:H12 que presentaron reaccion positiva para la presencia de uno o mas
genes de las toxinas de ETEC. Como control de los experimentos se utilizé la cepa
ETEC H10407 (O78:H12). Dichos experimentos consistieron en realizar 10 pases
consecutivos de las cepas en caldo LB, cada uno de los pases consistid en inocular
el caldo LB con 5 ulL del cultivo e incubar a 37 °C durante 24 h, al final del tiempo de
incubacion el crecimiento bacteriano se agitd con voértex para resuspender el cultivo
y en condiciones de asepxia fueron inoculados tubos nuevos con LB con 5 uL de la
suspension bacteriana, y nuevamente los tubos se incubaron a 37 °C por 24 h. El
procedimiento anterior se llevd a cabo durante diez dias. De cada una de las
suspensiones bacterianas (1.8 mL) se obtuvo el ADN por el método de ebullicion,
como se describié previamente. EI DNA obtenido fue empleado para detectar
mediante la PCR los genes lta, stp y sth; cuyas secuencias, condiciones de reaccion
y amplificacién fueron similares a las que se establecieron previamente para la

deteccion de dichos genes.
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4. Resistencia a los antimicrobianos

Se realiz6 de acuerdo al método de difusion en agar Kirby-Bauer, cuya metodologia
se encuentra descrita en la décima edicion del manual del Comité Nacional de
Normas de Laboratorios Clinicos del 2009; para este propdsito se prepararon cajas
con 25 mL de agar Mueller Hinton (M-H, BD Bioxon). Las placas se utilizaron no mas
de 24 h después de su preparacion para evitar deshidratacion y modificacion en la
difusion del antibidtico. Se utilizaron cultivos frescos, sembrados el dia anterior en
TSA e incubados a 37 °C por 24h, del crecimiento bacteriano se prepardé una
suspension bacteriana con solucion salina fisiolégica estéril cuya concentracion
correspondia al tubo 0.5 de la escala McFarland determinado por nefelometria
(1.5x10® bacterias/mL). Una vez ajustado el indculo, en un tiempo no mayor a 15
minutos, con hisopos estériles se realizo la siembra masiva en un par de cajas de M-
H y por triplicado, en la pared del tubo se eliminé el exceso de suspensién
bacteriana. Inmediatamente, con pinzas estériles se colocaron los sensidiscos de
manera equidistante, con una separacion minima de 24 mm para evitar efectos de
sinergia o antagonismo. Las placas de agar M-H con los sensidiscos fueron
incubadas a 37 °C durante 24 h, y con un Vernier se procedié a medir y registrar los
halos de inhibicion. Como control de las pruebas se utilizd la cepa de E. coli de la

ATCC® 25922.
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Cuadro 3. Concentracion de los antimicrobianos para determinar patrones de

resistencia y diametro del halo de inhibicién recomendados para su interpretacion.

Antimicrobiano

Concentracion
(ng/sensidisco)

Diametro (mm)

R I S
Cefepime (FEP) 30 14 15-17 18
Cefotaxime (CTX) 30 14 15-22 23
Cefalosporinas Cefrtiaxone (CRO) 30 13 | 1420 | 21
Ceftazidime (CAZ) 30 14 15-17 18
Cefoxitin (FOX) 30 14 15-17 18
) Imipenem (IPM) 10 13 14-15 16
B-lactamicos
Aztreonam (ATM) 30 15 16-21 22
Acido Nalidixico (NA) 30 13 14-18 19
) Ciprofloxacin (CIP) 30 15 16-20 21
Quinolonas :
Ofloxacin (OFX) 5 12 13-15 16
Norfloxacin (NOR) 10 12 13-16 17
Antagonista del Sulfamethoxasol/
folato Trimetropim (SXT) 1.25/23.75 10 ] 13151 16
Amplio espectro Tetraciclina (TE) 10 14 15-18 19
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VIll. Resultados

1. Origen de las Cepas

El estudio se llevé a cabo con 104 cepas de E. coli obtenidas entre 1986-2010 de 86
casos de diarrea en nifios menores de 5 afios de 4 zonas geograficas (Cuadro 4).
De acuerdo al lugar de origen, de México se incluyeron 50 (48 %) cepas, de estas 22
(21.1 %) cepas eran de Tlaltizapan, Mor., y 28 (26.9 %) cepas, del Centro Médico
del IMSS. De otros paises se incluyeron 54 (52 %) cepas, de las cuales, 17 (16.4 %)

cepas eran de Egipto, 10 (9.6 %) cepas de Tailandia 'y 27 (25.9 %) de Bangladesh.

Cuadro 4. Informacion general del origen de las cepas de trabajo.

No. de Casos No. Cepas

Pais Localidad Ano N (%) N (%)
Bangladesh 2007 26 (32) 27 (25.9)
Egipto El Cairo 1999 17 (20.9) 17 (16.4)
Tailandia 1996 10(12.3) 10 (9.6)

México IMSS 2002 5(6.1) 9(8.6)

1998 4 (4.9) 9(8.6)

1996 5(6.1) 10 (9.6)

DIF 1996 2(2.5) 2(1.9)
1987 7 (8.6) 11 (10.6)

1986 5(6.1) 9(8.6)

Total 81 104
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2. Confirmacion de Serotipos de E. coli

El analisis por serogrupos mostré a 0153 (50.9 %) y O6 (28.8 %), 0128 (7.9 %)
0O128ac (8.6 %) y O128ab (3.8 %) todos ellos, distintos entre si. De acuerdo al
antigeno flagelar, se identificaron a H45 (34.6 %), H16 (25.9 %), H12 (19.2 %) y H1
(1 %); y 19.2 % no presentdé movilidad (H-). En las cepas de estudio se identificaron
8 serotipos que fueron 0153:H45, O153:H-, O6:H16, O6:H-, O128:H12, O128:H1,
0128:H12ac y O128ab:H12, con 36 (34.6 %) cepas, 17 (16.3 %), 27 (25.9 %), 3 (2.9

%), 7 (6.7 %), 1 (1 %), 9 (8.6 %) y 4 (3.8 %) cepas respectivamente (Cuadro 5).

Cuadro 5. Serotipos identificados en cepas de E. coli de diferentes zonas

geograficas.
. Ao de . o
Pais aislamiento Serotipos N (%)
0153:H45 17 (16.3)
1986-2002
0153:H-* 9 (8.6)
. 06:H16 14 (13.5)
México 1986-2002
06:H- 2(1.9)
0128:H12
1987-2002 7(6.7)
0128:H1 1(0.9)
. ) 0153:H45 7(6.7)
Tailandia 1996
0153:H- 3(2.8)
0153:H45
Egipto 1999 12 (11.5)
0153:H- 5(4.8)
06:H16 13 (12.5)
2007
06:H- 1(0.9)
Bangladesh
0O128ac:H12 9 (8.6)
2007
0O128ab:H12 4 (3.8)
Total 104
*H-: No movil
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3. Deteccion de genes relacionados con virulencia de ETEC

El analisis genotipico para detectar genes que codifican para las toxinas STp, STh y
LT, asi como factores de colonizacion CS21, CFA I, CFA Il, CS1 y CS3, mostré que
sélo 16 (15.4 %) de las cepas de todas las zonas geograficas presentaron los genes
de dichas toxinas, especificamente: 7 (43.8 %) cepas presentaron la combinacion
[tA/st, 5 (31.3 %) cepas sth, 3 (18.8 %) cepas stp y 1 (6.2 %) ItA (Cuadro 6).
Considerando el lugar de origen, en cuanto a las cepas de México 8 (50 %)
presentaron [tA/sth en conjunto con uno de los factores de colonizacion; en relacion
a las cepas de Bangladesh, 8 (50 %) presentaron los genes de las toxinas (ItA/sth)
en combinacion con factores de colonizacion. Observando que la combinacion
ItA/sth se encontrd asociada en todos los casos al serotipo O6:H16, tanto de México
como en Bangladesh. El serotipo O128:H1 de México fue el unico aislamiento que
presentd ItA. El factor de colonizaciéon CS21 estuvo distribuido en 11 (68.7 %) cepas

pertenecientes a todos los serotipos.

Cuadro 6. Genotipos en cepas de E. coli de diferentes fuentes.

Pais Serotipo Afio No. de Perfiles de genes de toxinasoy factores de colonizaciéon
cepas N (%)
It/sth It sth stp cs21 cfal csl cs3
1996 2 - - - 2 2 - - -
0153:H45 1996 1 - - - 1 1 - - -
. 1986 1 - - 1 - - - - -
Mexico osHte 1987 | 1 1 - i 1 1 - 1
2 2 - - - - 2 - 2
0128:H1 2002 1 - 1 - - 1 - 1 -
O6:H16 2007 1 1 - - - 1 - - 1
1 1 - - - - 1 - 1
2 2 - - - 2 2 - 2
Bangladesh 0O128ac:H12 2007 1 - - 1 - 1 - - -
1 - - 1 - 1 - 1 -
1 - - 1 - - - - -
0128ab:H12 2007 1 - - 1 - 1 - - 1
Total 16 7 1 15 3 11 6 2 8

(43.8) (6.2) (31.2) (18.7) (68.7) (37.5) (12.5) (50)
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Las 27 (100 %) cepas de Bangladesh de este estudio incialmente fueron clasificadas
como ETEC, caracterizandose por la presencia de los genes de las toxinas ItA y sth.
Por lo que respecta a las cepas del serogrupo O6 presentaban la combinacion
[tA/sth, mientras que los serogrupos O128ab y O128ac fueron sth+. El analisis
genotipico de las mismas cepas con los iniciadores y condiciones de PCR utilizados
mostré que soélo 8 cepas fueron positivas para presencia genes de toxinas (Cuadro
5A). El andlisis estadistico (X?) de la presencia de estos genes mostré diferencias

significativas (p< 0.05).

Cuadro 6A. Comparacion de genotipo de cepas de Bangladesh en los afios 2007 y

2015.
No. de cepas que presentan toxinas.
Serotipo 2007 2015

It stp sth It stp sth

06:H- 1 - 1 - - -
06:H16 13 - 13 4 - 4
0128ab:H12 - - 4 - - 1
0O128ac:H12 - - 9 - - 3
Total 14 0 27 4 0 8

Las cepas LT+ aisladas en el 2007 si mostraron diferencia significativa (p<0.05) en comparacién con
las cepas LT+ cultivadas en el 2015. Lo mismo sucedié con las cepas ST+ del 2007 y 2015 que
mostraron diferencia (p<0.05) significativa dependiendo del afio en el que fueron analizadas.
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3.1 Persistencia de plasmidos en las cepas de E. coli

Utilizando cepas de los serotipos O153:H-, O6:H16 y O128ac:H12 se realizaron 10
pases consecutivos en caldo LB para estudiar si se presentaba algun cambio en la
presencia de los genes ItA y st. En estas pruebas, en la cepa O6:H16 (112889) a
partir del séptimo dia, la reaccion para el gen sth fue negativa, mientras que las

demas cepas se mantuvieron sin cambios durante los 10 dias de la prueba.

Cuadro 6B. Persistencia de plasmidos de toxinas en cepas ETEC.

. Dia de ensayo
Cepa Toxina
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Ita + + + + + + + + +
Control
H10407 stp + + + + + + + + + +
sth + + + + + + + + + +
Ita - - - - - - - - - -
116931 st i i i i i _ i _ i _
0153:H- P
sth + + + + + + + + + +
Ita + + + + + + + +
112889 St i i i i i i i i i i
06:H16 P
sth + + + + + o - - - -
Ita - - - - - - - - - -
112786 ot
0128ac:H12 P - - - - - - - - - -
sth + + + + + + + + + +

12 13 14 15 16 18 19 20

27355—> il

166pb —>

Figura 2. Electroforesis en geles de agarosa al 1.8 % de los amplicones de los genes lIta y stp.
Carriles 1-9 y 13-17 muestras positivas para ItA. Carril 10, cepa H10407 positiva para ItA y stp. Carril
11, marcador de peso molecular (New England, BioLabs. Quick-Load, 100 pb); Carril 20, control
negativo para ItA y stp.
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3.2 Factores de colonizacion

De 4 genes de factores de colonizacion estudiados, cs21, cfal, csl y cs3; estos se
detectaron en 66 (63.4 %), 73 (70.2 %), 16 (15.4 %) y 19 (18.2 %) cepas en todas
las zonas geograficas (Cuadro 7A). Con respecto a la presencia de los genes csly
cs3, estuvo limitada a las cepas de México y Bangladesh con una frecuencia de 16

(15.4 %) y 19 (18.2 %) cepas respectivamente.

Cuadro 7A. Genotipos con factores de colonizacion en cepas de E. coli.

Factores de Colonizaciéon
] NGmero de cs21 ‘ cfal ‘ csl ‘ cs3
Pais
cepas N (%)

México DIF 22 7 16 4 6
IMSS 28 17 13 3 3

Tailandia 10 8 7 0 0

Egipto 17 12 17 0 0
Bangladesh 27 22 20 9 10

Total 104 66 (63.4) 73(70.2) 16 (15.4) 19 (18.2)

Se realiz6é un analisis similar al anterior, pero de forma especifica para cada una de
las zonas geograficas, considerando el analisis, en las cepas de México, los factores
de colonizacién mas frecuentemente identificados fueron cs21 y cfal con 24 (48 %)y
29 (58 %) cepas respectivamente y los genes csl y cs3 se detectaron en 7 (14 %) y
9 (18 %) cepas; en los casos de las cepas de Egipto y Tailandia se encontr6 al gen
cs21 en 12 (70.5 %) y 8 (80 %), mientras que el gen cfal se detecté en 17 (100 %) y
7 (70 %) de las cepas. Finalmente en las cepas de Bangladesh los genes cs21, cfal,
csl y cs3 se encontraron en 22 (81.4 %), 20 (74 %), 9 (33.3 %) y 10 (37 %) cepas

respectivamente (Cuadro 7B).
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Cuadro 7B. Analisis de factores de colonizacién por zona geografica.

México Egipto Tailandia | Bangladesh
N 50 17 10 27
Genes N (%)
cs21 24 (48) 12 (70.5) 8 (80) 22 (81.4)
cfal 29 (58) 17 (100) 7 (70) 20 (74)
csl 7 (14) 9(33.3)
cs3 9(18) 10 (37)
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3.2.1 Analisis de factores de colonizacién por serotipos de E. coli

El anadlisis de la presencia de factores de colonizacién mostré que en las cepas de
México los serotipos O6:H16 y O128:H1 presentan el gen cfal. Por otra parte, las
cepas de los serogrupos O6 y 0128 tanto de México como en las cepas de
Bangladesh presentaron una correlacién entre la presencia de los genes csl y cs3.
Interesantemente los serotipos O153:H45 y O153:H- de las distintas regiones

presentaron los genes cs21 y cfal en aproximadamente el 80 % de las cepas.

Cuadro 8A. Factores de colonizacién y su relacion con serotipos por zona

geografica.
i . cs21 cfal csl cs3
Pais Serotipo  No. Cepas
N (%)
México O6:H16 14 5 14 6 5
06:H- 2 1
0128:H12 7 2 7 3
0128:H1 1 1 1
0153:H45 17 8 6
0153:H- 9 7 2
50 23 (46) 29 (58) 7(14) 9 (18)
Tailandia 0153:H45 7 6 4
0153:H- 3 2 3
10 8 (80) 7(70)
Egipto 0153:H45 12 9 12
0153:H- 5 3 5
17 12 (70,6) 17 (100)
Bangladesh O128ab:H12 4 3 2 2
0128ac:H12 9 6 5 2 3
0O6:H16 13 12 12 6 5
06:H- 1 1 1 1
104 22 (81.5) 20 (74) 9 (33.3) 10 (37)
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3.2.2 Combinacién de genes de factores de colonizacion en cepas de E. coli

Las cepas presentaron asociaciones entre factores de colonizacion en diferentes
combinaciones (Cuadro 8B). El serotipo O6:H16 presentdé el mayor numero de
combinaciones incluyendo los 4 factores de colonizacion; en la mayoria de ellas
estuvo presente cfal y cs3, por ejemplo: cfal-cs21, cfal-cs3, cfal-csl-cs3, entre
otras. El serotipo O128ac:H12 en todas las cepas presentd el gene cs2l. Los
serotipos 0153:H45, O153:H- y O128ab:H12 no presentaron mas de dos factores de
colonizacion, para los dos primeros serotipos se encontrd presencia de cfal y ¢s21,

mientras que para cepas O128ab:H12 prevalecié cs3.

Cuadro 8B. Asociacion de factores de colonizacion con la presencia de plasmidos.

Serotipos Combinacion de N (%)
genes
cs21, csl, cs3 1
cs21, cfal, cs3 5
0O128ac:H12
cs21, csl 1
cs21 20
0153:H45, H- cfal 19
0128:H12 cfal, cs21 30
cfal, cs3 7
06:H16 cs21, cs3 2
0128ab:H12
cs3 2
cs21, cfal, cs1, cs3 1
cfal, cs1, cs3 1
06:H- cs21, cfal, csl 8
Total 97 (89)
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3.2.3 Deteccion del gen cs21 en cepas de E. coli aisladas en México.

El analisis genotipico de las cepas en México permitié evaluar cronolégicamente la
presencia de cs21. Se aprecioé que el factor de colonizacion tuvo mayor prevalencia
mientras mas reciente fuera el cultivo. Como se muestra en la Figura 3, los
porcentajes de cepas cs21+ en los afios 1986, 1996 y 2002 fueron 36.8, 55y 77.8 %

respectivamente.
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Figura 3. Proporcién de cepas cs21+ aisladas en México durante los afios 1986-2002.
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3.3 Grupos filogenéticos

Los grupos filogenéticos se asignaron de acuerdo al arbol dicotomico de decisiéon
propuesto por Clermont en 2013 con base en la ausencia o presencia de 4 genes:
arpA, chuA, yjA, y TSPE.C2. Los resultados obtenidos mostraron que 85 (81.7 %)
cepas pertenecieron al grupo A, 10 (9.6 %) al grupo B1, 2 (1.9 %) al grupo B2 y
finalmente 2 (1.9 %) correspondieron al grupo C. (Cuadro 9). El 100 % de cepas de
Tailandia y Bangladesh fueron caracterizadas como A, mientras que las cepas de

México presentaron cepas clasificadas como A, B1y B2 (Cuadro 9).

Cuadro 9. Grupos filogenéticos en cepas de E. coli de diferentes zonas geograficas

Pais Serotipo FiIoGgI:]npézico N (%)
O6:H16 14 (13.5)

0128:H12 A 3(2.9)

0153:H45 10 (9.6)

0153:H- 6 (5.7)

México  ™"5128:H12 4(3.8)

0128:H12 B1 1(0.9)

0153:H45 5(4.8)

06:H- B2 2(1.9)

0128ab:H12 4(3.8)

0128ac:H12 9 (8.6)

Bangladesh A

06:H- 1(0.9)

O6:H16 13 (12.5)
0153:H45

Tailandia | (yqoni A 37((27%)
0O153:H45 A 10 (9.6)

Egipto 0153: H- 5 (48)

0153:H45 c 2(1.9)

Total 104

En México los serotipos 0O6:H16, 0128:H12, O153:H45 y O153:H- fueron

clasificados dentro del grupo A; por otra parte los serotipos O128:H12 (3.7 %),
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0128:H1 (0.9 %) y O153:H45 (4.6 %) se designaron pertenecientes al grupo B1 (9.2

%). En contraste 2 cepas (1.8 %) del serotipo O6:H- fueron asignadas al grupo B2.

En las 17 cepas de Egipto, de forma similar a las cepas de México, se presentd mas
de un grupo filogenético, en el grupo A se ubicaron 15 (88.2 %) cepas y en el grupo

C, 2 (11.8 %) cepas.

11 12 13 14 15 16 17 18 19

28500 = - e
- 2
SR < 152D

Figura 4. Electroforesis en geles de agarosa al 1.8 % de los amplicones de los genes arpA (400pb),
chuA (288pb), yjaA (211pb) y TSPE.C2 (152pb) para determinar el grupo filogenético. Carriles 1-6 y
15-19 muestras positivas para el gen arpA. Carriles 7 y 8 con muestras positivas para genes chuA y
TSPE.C2. Carriles 12-14 muestras positivas para los genes arpA y TSPE.C2. Carriles 9 y 11
controles positivos E. coli K12 y E. coli 116 979. El carril 10 marcador de peso molecular (New
England, BioLabs. Quick-Load, 100pb); carril 20, control negativo.
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4. Resistencia a los antimicrobianos

El andlisis de resistencia a los antimicrobianos revel6 que 66 (63.4 %) de las cepas
presentaron resistencia a alguno de los antimicrobianos (Cuadro 10). En las cepas
de Bangladesh se presentd la mayor frecuencia de cepas resistentes (85 %), le
siguio Egipto (76.5 %), Tailandia (70 %), México IMSS (53.6 %) y por ultimo México

DIF (36.4 %).

Cuadro 10. Proporcién de cepas resistentes en aislamientos de ETEC.

Ano Pais N res"il:t.e(r:i‘:zz S(%)
1996 Tailandia 10 7 (70)
1999 Egipto 17 13 (76.5)
1986-1996 México DIF 22 8 (36.4)
1996-2000 IMSS 28 15 (53.6)
2007 Bangladesh 27 23 (85)
Total 104 66 (63.4)

La resistencia mas frecuente a los antimicrobianos fue a tetraciclina en 35 cepas
(33.6 %), timetroprim- sulfametoxasol 28 (26.8 %) cepas y acido nalidixico 24 cepas
(23 %) (Cuadro 11). La resistencia a TE y SXT se encontron las 4 localidades de
estudio. La resistencia a fluoroquinolonas vy cefalosporinas se observd
principalmente en las de cepas de México y Bangladesh, con so6lo 1 cepa con
resistencia a OFX, CTX y FEP. La resistencia a aztreonam sélo se observo en 1

cepa de México y 1 cepa en Bangladesh.
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Cuadro 11. Antimicrobianos a los que presentaron resistencia cepas de ETEC.

Cepas resistentes a diversos antibiéticos
N (%)
. AE* Folato Quinolonas Cefalosporina p*
Localidad
TE SXT NA | OFX | CTX FEP ATM
México DIF 5 2 1 1 1 1
México
IMSS 15 3
Tailandia 7 5
Egipto 7 13 1
Bangladesh 1 5 22 1 1 1
Total | 35(33.6) | .28 24 | 1 1 2(1.9) 2 (1.9)
ota . . .
(26.9) 26 (25)

*AE: Antimicrobiano de amplio espectro, 3: mono-B-lactamico.



4.1 Analisis de resistencia a los antimicrobianos por serotipos y zona

geografica

En las cepas de Bangladesh los serotipos O128ac:H12, O128ab y O6:H16, fueron

resistentes principalmente a NA, ya sea de forma individual o en combinacién con

uno o dos antimicrobianos (Cuadro 12). Las cepas de los serotipos O153:H45 y

0O153:H- de México, Egipto y Tailandia fueron resistentes en comun a TE y SXT y a

la combinacion SXT y TE. Las cepas O6:H16 de México y Bangladesh no

presentaron patrones de resistencia en comun.

Cuadro 12. Patrones de resistencia a los antimicrobianos en diversas localidades en
relacion al serotipo.

Serotipo

No. total
de cepas

Patron de
resistencia

No. de cepas resistentes

Bangladesh

México

Egipto

Tailandia

O128ac:H12

9

NA
SXT
NA SXT

7

0128ab:H12

NA SXT
NA FEP ATM
NA SXT OFX

NA

0O6:H16

27

NA
NA SXT TE
TE
FEP CTX ATM

_ 0= A A

06:H-

NA
SXT TE

0128:H12

NA

0128:H1

SXT TE

0153:H45

36

TE
SXT
SXT TE
NA SXT TE

0153:H-

17

TE
SXT
SXT TE

104

23

23

13
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IX. Discusion

Las enfermedades diarreicas son una de las principales causas de mortalidad y
morbilidad en nifios menores de 5 anos, concentradas principalmente en paises
subdesarrollados. La tasa de mortalidad ha disminuido en gran parte debido a las
mejoras en la calidad del agua, sistemas de sanidad e higiene, asi como la
vacunacidén contra el rotavirus y los tratamientos de rehidratacién oral [2]. Sin
embargo las cifras aun ascienden a 5.9 millones de muertes al afio en nifios
menores de 5 afios donde en las regiones del Sub-Sahara en Africa y Sur de Asia se
concentra el 80 % de las mismas. En México, las enfermedades diarreicas continuan
siendo un problema de salud publica, situadas como la segunda causa de morbilidad
y la quinta de mortalidad en menores de 5 afos [32]. En el 2010, fueron reportados
mas de 5.5 millones de casos con un promedio nacional de 5,264.24 casos por
100,000 habitantes [68]. Entre los agentes etioldgicos prevalentes que se presentan
de forma endémica en paises en vias de desarrollo se consideran el rotavirus, E. coli
(ETEC), V. cholerae y Shigella spp. ETEC es también principal responsable de la

diarrea del viajero, pudiendo ser importado regularmente al primer mundo [11].

Las cepas ETEC tradicionalmente se definen por la presencia de uno o mas genes
que codifican para toxinas (ST y LT) y un factor de colonizacion especifico.
Investigaciones han planteado que los patotipos de E. coli comparten un background
genético especifico necesario para la expresidon y mantenimiento de factores de
virulencia [69]. En este estudio fueron analizadas cepas de Bangladesh, Egipto y
Tailandia, estos paises son considerados como zonas con mayor riesgo para
presentar enfermedades diarreicas. La relacion de numero de cepas y numero de
casos fue 1:1 a diferencia de las provenientes de México, que en la mayoria de las

ocasiones fue 2:1; sugiriendo una variabilidad genética por region, donde
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probablemente las cepas en zonas de alto riesgo son mas estables. A pesar de los
estudios realizados para estimar la incidencia de ETEC, el trabajo no ha sido tan
extensivo como para V. cholerae. Sin embargo, se ha mostrado que las cepas
ambientales halladas en aguas superficiales en Bangladesh en areas urbana y rural,
presentan caracteristicas muy similares a aquellas cepas aisladas en pacientes,
explicando la endemicidad de la bacteria, asi como las caracteristicas genotipicas y

fenotipicas que expresa; y en consecuencia la estabilidad de ellas [70].

El analisis serolégico clasico estd basado en el esquema de clasificacion de
Kauffman, donde se determinan los polisacaridos antigénicos de superficie O
(somatico) y H (flagelar). Mientras que esta clasificacion es informativa para ciertos
patotipos, no siempre es util para aislamientos no tipificables (formas rugosas) o que
presentan reacciones cruzadas entre antigenos [12]. ETEC es considerada como
una de las categorias diarreogénicas con mayor diversidad antigénica, como lo han
mostrado numerosos estudios en distintos paises, puede pertenecer a un gran
numero de serotipos. Wolf en 1997 reporté en un estudio con cepas ETEC de todo el
mundo 78 antigenos O distintos en 954 aislamientos, siendo los mas comunes OG6,
078, 08, 0128 y 0O153. En un estudio mas reciente en Egipto, se identificaron 47
grupos O en 100 aislamientos, siendo O43 y O159 los mas frecuentes [11, 71]. El
analisis serologico de las cepas de estudio mostré en orden descendente los
serogrupos 0153 (50.9 %) y O6 (28.8 %), 0128 (7.9 %) O128ac (8.6 %) y O128ab
(3.8 %) (Cuadro 5) correspondiendo en gran medida a los serogrupos identificados
con mayor frecuencia por Wolf en 1997. Se ha visto que los perfiles de serogrupos
asociados con ETEC pueden cambiar con el tiempo. Sin embargo, los serogrupos
encontrados en este grupo de cepas son muy estables, reportados en numerosos

estudios desde los afos 70°s; considerados clasicos de ETEC.
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En 1955 Taylor y Carter describieron seis antigenos H ligados al serogrupo O128: H-
, H2, H8, H9, H10 y H12 como causantes de diarrea infantil [72]. Como lo menciona
Guth, diez afos después Erwing et al. en 1963 continuaron los trabajos de
caracterizacion y observaron que el serogrupo 0128 podia ser divido en tres
subgrupos 0O128ab, O128ac y O128ad, identificando a los serotipos O128ab:H2,
0O128ab:H7, O128ab:H8 y O128ac:H12 como prevalecientes en clinica. En 1984 un
estudio conducido en Brasil con cepas, del lugar, Bangladesh y Atlanta las
caracteriz6 como 0128 ab, ac y ad, revelando que la presencia del serotipo no
estaba restringida a alguna zona en particular [73]. Las cepas de Meéxico
caracterizadas como 0128:H12 fueron aisladas entre 1986 y 2002, no fueron
caracterizadas segun subgrupos, pudiendo reflejar algunas limitaciones en los
analisis de aquel entonces. Se puede hablar de estabilidad de las cepas a través del
tiempo, considerando los aislamientos de Bangladesh de 2007 que presentan
serotipos O128ac:H12 y O128ab:H12; el primero se menciona como prevalente
desde la década de los 70°s y el cambio de asociacién del serogrupo O128ab con
H12 en lugar de H2, sugiere una alta estabilidad y prevalencia del antigeno H12. La
distribucion de cepas 0128 en México y Bangladesh refleja que no ha habido
restriccion territorial en cuanto a este serotipo.

De los 3 serogrupos identificados en las cepas de estudio, el serotipo O153:H45,
actualmente presenta amplia distribucion a nivel mundial; fue uno de los serogrupos
cuya distribucion es un fendmeno relativamente reciente. En la década de los 90°s
habia sido posible identificar un numero limitado de serogrupos asociados a ETEC
en Africa y Asia, por ejemplo 06, 08, 015, 025 y O78. Los datos acerca de
incidencia y distribucion de serotipos y biotipos entre cepas ETEC responsables de

brotes esporadicos en Europa y Sudamérica eran escasos. Las cepas O153:H45
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habian sido responsables de brotes esporadicos en Chile, Tailandia, Republica
Central de Africa y Somalia, y fue hasta 1991 que se posicion6 como una de las
cepas ETEC mas importantes en casos esporadicos y brotes epidémicos de diarrea
en nifos menores de tres afos en Espana. Actualmente se sabe que esta
ampliamente distribuido alrededor del mundo [74].

En general, los serotipos fuertemente asociados a ETEC tienen perfiles de toxinas y
factores de colonizacion reconocidos como propios por la frecuencia en la que han
sido observados en numerosos estudios. De esta manera se han reconocido las
cepas 0153:H45 ST+CFAIl, O6:H16 ST+LT+ CFAIl y el serotipo 0128 se asocia

tipicamente con STy CFA | [71, 75].

Los resultados obtenidos mediante la PCR, permitieron determinar que solo el 15.4
% de las cepas dio resultado positivo para presencia de alguna toxina, mismas que
en todos los casos, concordaron con los perfiles de toxinas reportados en la
literatura. Las cepas O6:H16 de México (1987) y Bangladesh (2007) presentaron el
tipico patrén ST+LT+. Sdélo las cepas O153:H45 de Meéxico (1996) mostraron
reaccion positiva para ST. En cuanto a las cepas O128ac y O128ab de Bangladesh,
donde ambas presentaron el antigeno flagelar H12, igualmente se asociaron con ST.
En primera instancia, los resultados obtenidos parecen contradictorios considerando
cepas ETEC, ya que la condicién para que sean denominadas pertenecientes a este
patotipo es la presencia de una toxina. Sin embargo, hay que tener en cuenta que
los factores de virulencia de ETEC estan contenidos en plasmidos, lo que les
confiere caracteristicas particulares. Desde 1991 ya era bien conocido que las cepas

ETEC pierden frecuentemente su habilidad para producir enterotoxinas.

Evans [1977] fue el primero en observar la conversion de cepas ST+LT+ de México

a ST-LT+ después de diez pases consecutivos en medio sdlido, evaluando la
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presencia de ST con el ensayo del ratén infante. La estabilidad presentaba
variaciones de acuerdo con el serotipo que se tratara, y en ocasiones un mismo
serotipo podia agruparse en diferentes grupos de estabilidad. Asi mismo, compar? la
estabilidad en cepas de Bangladesh liofilizadas y mantenidas en agar peptonado por
5 anos. En dicho ensayo confirmdé que las cepas conservadas por liofilizacion
presentaban mayor estabilidad y por otro lado, fue claro que no se trataba de un
fendmeno exclusivo de las cepas en México [76]. Estudios similares al de Evans
pero utilizando medios de conservacion diferentes fueron realizados por Yoh et al.
[1991], en su estudio los autores compararon el efecto del medio de conservacién
sobre la produccion de LT. De varios medios probados el de eleccion para
conservacion fue medio de Dorset, con resultados ligeramente mejores mantenidos
en congelacién a -70 °C. De los métodos que no requerian transferencia periddica,
el congelamiento en agar soya tripticaseina mantuvo las cepas viables después de 3
afios y la produccion de toxina fue estable. La observacion mas importante con base
en estos resultados fue que el medio de conservacion no tuvo un efecto significativo
sobre la estabilidad de la produccion de LT en cepas muy estables o muy inestables,
sino que el medio optimo tendria mayor aplicabilidad con cepas de estabilidad
intermedia [77].

Para 1983, Levine et al. [1983] realizaron un ensayo mas completo, evaluando
también al cabo de diez dias de pases consecutivos la estabilidad de toxinas y
factores de colonizacion CFAl y CFAIll, ademas de establecer los perfiles
plasmidicos. Con los resultados fue posible observar que las cepas CFAI ST+LT-
perdieron solo ST sin cambiar su perfil plasmidico, a diferencia de las cepas CFA Il
ST+LT+ que perdieron ambas toxinas ademas de revelar la pérdida de dos

plasmidos de ~60 y 48 MDa. Con las observaciones anteriores se pudo determinar
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que la pérdida de actividad de ST pudiera ocurrir o no debido a la pérdida del
plasmido, considerado la existencia de otros mecanismos genéticos involucrados en
la pérdida de toxigenicidad [78].

Los resultados obtenidos en nuestro estudio de estabilidad de los plasmidos,
permitieron ver que al séptimo pase, una cepa del serotipo O6:H16 de Bangladesh
perdié ST, concordando con lo reportado por Evans. Cabe mencionar que esta cepa
se considera entre los serotipos clasicos de ETEC, que se postulaba tienen mayor
tendencia a retener la toxigenicidad, por lo que elucidar dichos mecanismos llevaria
a un mayor entendimiento de la supervivencia de ETEC. Se puede apreciar una
variabilidad importante en los resultados de presencia de toxinas en la muestra
(Cuadro 6), donde una cepa O6:H16 de México aislada en 1987 aun muestra
toxigenicidad contra cepas aisladas en el 2002. Lo mismo sucedié con las cepas
0O153:H45, donde una cepa de México de 1996 si presenta ST, pero cepas de
Tailandia (1996) y Egipto (1999) fueron negativas para la presencia de la toxina. Los

resultados nos sugieren que hay que considerar otros factores como:

1. Los genes que codifican para toxinas se encuentran en plasmidos Ent, que
pueden no ser estables en algunas cepas. Esta estabilidad puede verse
influenciada por diversos factores como la temperatura y el medio de
conservacion. La limitacion de nutrientes durante la replicacién celular puede
causar la pérdida de plasmidos dependiente de una relacion directa con el peso
molecular y numero de copias de los mismos para mantener viable a la bacteria.
El mantenimiento de plasmidos grandes reduce la capacidad de adaptacion de la
bacteria al medio, mientras que los plasmidos con gran numero de copias
generalmente se pierden en los cultivos debido a la segregacion imperfecta de

plasmidos en las células hijas conocido como inestabilidad segregacional. [79].
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2. Con un impacto mas importante segun estudios de Yoh et al. [1991], los
plasmidos pueden perderse con mayor facilidad por la ausencia total o parcial de
genes que le proporcionan estabilidad en el genoma. Para que un plasmido sea
heredado de manera estable tanto el ciclo de division celular como la particion de
réplicas de plasmidos deben ser cuidadosamente regulados y coordinados [80].
Especialmente los plasmidos con bajo numero de copias no pueden confiar en la
dispersion al azar para asegurar su propagacion en células hijas, por lo que
hacen uso de estrategias adicionales que aseguren su distribucién. Dentro de las
mas importantes figuran los sistemas de particion activa que codifican para un
centromero analogo, un sitio de particion que permite que el plasmido sea
segregado a las células hijas activamente; y los sistemas toxina-antidoto, que se
cree funcionan por muerte post-segregacional (PSK) matando a las células hijas
que han perdido el plasmido [81]. La secuenciacion de plasmidos de ETEC ha
sido una gran herramienta para conocer mas a detalle los mecanismos
implicados en su naturaleza. Erika Ban et al [2015] reportaron la secuencia del
plasmido pEntYN10 altamente inestable perteneciente al serotipo emergente
0169:H41. Fue posible saber que presenta unicamente el operon psiAB propio
de los plasmidos tipo RepFll que generalmente poseen los operones stbAB y
psiAB en su estructura. Igualmente revelan que en comparacion con otros
plasmidos de ETEC, carecen de diversos genes relacionados con la estabilidad
como el sistema hok/mok/sok (anti post-segregacién) y sopAB [81, 82].

3. Los plasmidos contienen “replicones” que son responsables de su replicacion.
Las propiedades que se le confieren a los plasmidos, tales como replicaciéon
auténoma, transmisibilidad, estabilidad y resistencia a antibiéticos, pueden estar

localizados en loci genéticos dentro del plasmido, los cuales pueden ser
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disociados y transformados de manera independiente en la bacteria receptora.
Las secuencias de insercion que flanquean estos loci sugieren una alta
plasticidad plasmidica. Esto origina eventos de transposicion que controlan la
delecion o introducciéon de genes o bloques de genes pudiendo resultar en la
remodelacion de plasmidos [35].

Para el plasmido NR1 IncFIl que transmite resistencia con aproximadamente 2
copias por cromosoma en E. coli la divisién y particidn de réplicas esta a cargo
del replicdn repA y el locus de estabilidad stb, respectivamente. Cuando ocurren
mutaciones puntuales que inactivan stb, la replicacion es normal pero exhiben
herencia inestable que resulta en la acumulacion de células libres de plasmidos
[80].

Desde de la década los 70°s se confirmé que ST esta codificada en un
transposon, flanqueado por secuencias de insercion. Cuando estan presentes en
un operén aumenta ~1000 veces la frecuencia de eventos de delecion en la
region. Un solo evento de recombinacién o borrado puede afectar la expresion de
genes adyacentes por eliminacion de DNA de ambos genes o por una simple
inversion que afecte la sefializacién para un gen, interfiriendo subsecuentemente
en la iniciacion del gen adyacente. Este ultimo fendmeno, no implica la pérdida

del plasmido, sin embargo la toxina no sera detectable [78].

Cabe puntualizar que el ensayo de Evans sirvié para dejar un precedente respecto a

la pérdida unilateral de ST en cepas ST+LT+, planteandolo como un fendmeno

extendido entre las cepas ETEC. Pero fueron estudios posteriores los que

demostraron las dos posibilidades a considerar en cuanto a pérdida de toxigenicidad

que sucede cuando se pierde el plasmido, o cuando ocurre un evento genético de

delecién, recombinacion, etc. dentro del mismo. Los datos anteriores demostraron
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que estos eventos genéticos seran determinantes para la estabilidad de la toxina en

la bacteria, donde la influencia del medio o el serotipo son factores secundarios.

De manera similar a las toxinas de ETEC, los factores de colonizacion se encuentran
codificados en plasmidos. Retomando el estudio de Levine, en ocasiones se puede
perder un plasmido y en consecuencia la adhesion mediada por los factores de
colonizacion y la toxigenicidad de la bacteria. Evans et al. en 1983 desarrollaron
diversos trabajos donde pudieron observar que cepas de los serogrupos 025, O63,
078 y 0128 perdian de forma espontanea el CFAl y ST en conjunto con un plasmido
de 54-60MDa; mientras que cepas del serotipo O6:H16 contenian un solo plasmido
con los genes de CFAIl, ST y LT. Adicionalmente observaron que cepas de los
serogrupos 06, O8 y O80 podian perder un plasmido con la consecuente pérdida de
CFA Il y toxinas; o de manera alterna, podian presentar una disminucién en el
tamarno del plasmido donde la bacteria sélo perdia la expresiéon de CFA Il, pero
mantenia la toxigenicidad (CFAII-ST+LT+) [83, 84]. Afios después [1991] con cepas
del serotipo O153:H45 se realizd un estudio similar y contrario a lo observado por
Levine, los perfiles plasmidicos permitieron saber que en este serotipo los genes que
codifican para CFAI, STa y la resistencia para los antimicrobianos se encontraban en
plasmidos diferentes en la bacteria [74].

Los resultados del presente trabajo mostraron que 88 (84.5 %) cepas fueron
negativas a la presencia de los genes de las toxinas, sin embargo s6lo 6 (5.8 %) no
presentaron toxinas ni factores de colonizacion. Aunque la presencia de plasmidos
recombinantes ha sido reportada para ETEC, en este estudio se observé que la
pérdida de la toxina no significaba una pérdida de los factores de colonizacién. Con
base en estos datos, en una primera instancia se podria sugerir que los factores de

virulencia se encuentran codificados en plasmidos diferentes. Aunque existe también
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la posibilidad de que sélo haya habido una remodelacién de los loci que codifican
para ST y/o LT, debido a la gran plasticidad plasmidica por transposones y

secuencias de insercion.

A diferencia de lo reportado en estudios anteriores con los serogrupos 06, O128 y
0153 considerados tipicamente CFAIl y CFAIl+, en las cepas analizadas se
identificaron diversas variantes. En las cepas que fueron positivas para la presencia
de cfal podia ocurrir que contuvieran adicionalmente uno de los siguientes factores
de colonizacion CS1, CS3 o CS1+CS3. Por ejemplo, de 27 cepas serotipificadas en
México y Bangladesh como O6:H16, 25 (92.9 %) fueron cfal+, 20 (74.1 %) csl1+ y/o
cs3+, mientras que 17 (63 %) cepas se mostraron cs21+. En el caso de las cepas
0128:H12 (incluyendo subtipos) se presentd algo similar, donde concordando con la
literatura el gen de factor de colonizacion mas comun fue cfal, en 14 (70 %) de 20
cepas, seguido por cs21 en 10 (50 %) cepas y por ultimo csl+ y/o cs3+ en 9 (45 %)
cepas. Los resultados obtenidos para las cepas O153:H45 concordaron de manera
mas precisa con lo que ya se conocia, donde de 36 cepas, 23 (64 %) fueron cfal+y

25 (69.4 %) cs21+.

En el Cuadro 8B, se observan asociaciones no consideradas como tipicas, como en
el caso del serotipo O128ac:H12 que presentd la combinacion de los genes que
codifican para los factores de colonizacion CS21CS1CS3; en cuanto al serotipo
0O128ab:H12, éste contenia cs3 y cs21cs3. El serogrupo O6 presentd la mayor

diversidad de combinaciones de factores de colonizacion.

La diferencia en el genotipo mostrado por las cepas de estudio en comparacion con
lo reportado en la literatura, donde clasicamente se reconocia un solo factor de

colonizacion asociado a cada serotipo puede deberse a que en un principio el
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método para detectar la presencia de un factor de colonizacion se basaba en la
expresion del mismo por medio de aglutinacion de eritrocitos de diferentes especies
segun la secuencia oligosacaridica que presentara. Como se menciond
anteriormente, las caracteristicas fenotipicas son condicionadas por el medio en el
que se desarrollan las cepas, asi por ejemplo se ha reportado que la expresion de
factores de colonizacién se estimula mayormente en medio sdélido que en uno liquido
y a 37 °C a diferencia que el CS21, mejor conocido como longus que requiere
anaerobiosis para ser expresado [56]. Giron en 1994 fue quien report6 la presencia
de longus, explicando la falta de informacion respecto a este factor de colonizacion
en estudios previos, de hecho las pruebas de hemaglutinacién se realizaban con
bacterias cultivadas en medios aerobios, lo cual no estimulaba la expresién del

mismo.

La deteccidon de factores de colonizacion en este trabajo fue genotipica, teniendo
una mejor y mayor sensibilidad, dando lugar a dos posibilidades. Una de ellas seria
que el genotipo de la bacteria no ha cambiado a través del tiempo, sino que el
meétodo utilizado para detectarlo anteriormente, estaba limitado a lo que expresara la
bacteria, sin considerar el genoma de la bacteria. Retomando el plasmido pEntYN10
correspondiente a una cepa 0169:H41 por Erika Ban et al., entre una de las
caracteristicas sobresalientes fue que poseia genes para CS6, CS8 (tipo CFA Ill) y
K88 (tipo F4, clasico en cepas porcinas), revelando que es completamente posible la
coexistencia de genes para diversos de factores de colonizacion en un solo plasmido
[81]. La segunda posibilidad, es que anteriormente la estructura de ETEC fuera mas
sencilla y los diferentes eventos genéticos fueran dando lugar a su evolucion.
Existen diversos datos que apoyan que la plasticidad plasmidica puede dar origen a

una amplia variacién en la estructura genética de ETEC, explicando de esta manera
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la diversidad de factores de colonizacion que coexisten en las bacterias de este
estudio. Quadri et al. [2014] estudiaron un cambio en las caracteristicas fenotipicas
en cepas ETEC de Bangladesh, observando la combinacién de los factores de
colonizacion CS1/CS2+CS3 asociados con CS21 y CFA |, asi como una mayor

prevalencia de CS7 y CS17 [85].

Otro factor a considerar acerca de la diversidad de los factores de colonizacién es la
microbiota co-existente que es capaz de transmitir plasmidos intraespecie donde la
Unica condicion para que sean mantenidos es que sean compatibles.
Histéricamente, los plasmidos co-residentes han sido definidos como incompatibles
cuando comparten los mismos mecanismos de replicacién y elementos de particion,
siendo incapaces de proliferar establemente en el mismo linaje celular. La mayoria
de los plasmidos de virulencia asociados a E. coli pertenecen al grupo de

incompatibilidad F [35, 86].

Una vez que el plasmido ha sido transmitido a la bacteria receptora, puede sufrir
modificaciones. Por ejemplo, los genes coo que codifican para CS1 se encuentran
en el plasmido pCoo, que no es auto-transmisible. Por otro lado el plasmido IncFI1
R64 posee al menos 23 genes esenciales para la conjugacién en liquidos y
superficies, 12 genes necesarios para la sintesis de un pili delgado tipo IV, presenta
homologia y organizacion similar en las regiones de estabilidad de pCoo, asi como
identidad a nivel DNA con los genes que codifican para fimbrias. La co-residencia
temporal de cualquier plasmido pCoo con R64 resulta en la recombinacién homoéloga
de los mismos dando lugar a derivados auto-transmisibles conocidos como
plasmidos cointegrados [87]. La secuenciacion del plasmido pCoo, aislado de la
cepa humana ETEC C921b-1 conocido por expresar CS1 y CS3, reveld6 que
contiene regiones homologas con la seccion Repl1 del plasmido R64 de Salmonella
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enterica serovariedad Typhimurium, asi como la regién RepFIIA del plasmido R100
de Shigella sonnei. Las regiones estan separadas por secuencias de insercion
repetidas 1S-100 asociadas entre si [35, 82, 88]. La informacion aclara como todos
los elementos genéticos moéviles poseen implicaciones importantes en la evolucion
[87]. Asi como algunas bacterias pueden tener un su estructura el plasmido co-
integrado CS1CS3, en algunas pudo haberse transmitido sélo un plasmido de

Shigella o Salmonella dando lugar a cepas ETEC CS1+ o CS3+ segun el caso.

Este plasmido recombinante también permitié observar que al integrarse R64 a una
bacteria que contiene pCoo, le permitira producir el pili delgado y transferirse a
cualquier bacteria en el tracto gastrointestinal que posea receptores para este, pero
la expresion de csl solo sera posible si el activador apropiado, rns también se
encuentra dentro de la célula [87]; evidenciando la limitacion de los métodos

fenotipicos utilizados anteriormente.

Por otro lado, analisis detallados de la cepa tipo H10407 mostraron que el plasmido
pH10407_95 que codifica para CFAI no posee regiones relacionadas con Repl1,
pero contiene un esqueleto y replicon tipo RepFIlIA. El plasmido contiene eatA, las
dos proteinas de secrecion del locus etpABC, involucradas en la adhesion al epitelio
intestinal; y los genes que codifican para CFAI. La presencia de los genes que
codifican para CFAI en el plasmido pH10407 95 sugiere que los operones que
codifican para CFs de ETEC han sido adquiridos en multiples ocasiones y en

multiples backbones de plasmidos [35].

Como se ha mencionado, CS21 es un factor de colonizacién descrito en los 90's,
cuya distribucion ha sido abordada en los ultimos afos. Los estudios han mostrado

que cepas de ETEC muestran una amplia distribuciéon del gen IngA en diferentes
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regiones [75, 89]. Los resultados obtenidos concordaron con lo anterior, teniendo
una prevalencia de CS21 en todas las regiones: Bangladesh (81.4 %), Tailandia (80

%), Egipto (70.5 %) y México (48 %).

Girdon et al. [1995] sentaron el precedente de que CS21 posee una distribucién
uniforme en los serotipos heter6logos asociados a ETEC. Las cepas de estudio
correspondientes a los serogrupos O6 (60 %), O153 (69.8 %) y 0128 (52.4 %)
presentaron una distribucion homogénea, tal como se ha registrado en reportes
anteriores [75, 90]. Adicionalmente Girdn et al. mencionan que la alta prevalencia de
IngA en cepas ETEC es un marcador de la estabilidad del plasmido que lo codifica y
con base en eso predice que la frecuencia de IngA en aislamientos recientes debe
ser mayor [54]. Esto ultimo resulta de gran importancia para explicar la prevalencia
de las cepas CS21+ en Meéxico. A diferencia de los aislamientos de Egipto,
Bangladesh y Tailandia, entre las cepas de México se encontraban aislamientos de
1986, 1996 y 2002. Si consideramos que la presencia de IngA en la muestra es
condicionada por la estabilidad del plasmido, es claro que en cepas mas antiguas el
porcentaje de cepas positivas sera menor, lo cual disminuira el porcentaje de
prevalencia. La Figura 4 permite observar que esta tendencia se cumple en las
cepas de México, donde el porcentaje de cepas CS21+ en los afios 80°'s es de 36.8
%, 55 % durante los 90°s y de 77.8 % en el 2002.

Cabe mencionar que longus ha cobrado importancia en los ultimos afos por su
potencial como candidato a elaborar inmundgenos protectores contra ETEC, los
resultados obtenidos en este trabajo adicionan evidencia de la amplia distribucién de
CS21 identificandolo como un buen objetivo en el disefio de vacunas contra la

infeccién por ETEC.

60



El andlisis de grupos filogenéticos identificé al grupo A como el de mayor prevalencia
con 85 (81.7 %) cepas de las 4 regiones incluidas en el estudio. Tanto en Tailandia
como Bangladesh todas las cepas correspondieron al grupo A, contribuyendo con
9.6 y 25.9 % de toda la muestra del estudio. En este caso, la prevalencia de cepas
pertenecientes al grupo A concordd con la hipotesis de que existe una preferencia
de los plasmidos que codifican para toxinas y CFs por un background genético
particular, donde los grupos B1 (9.2 %), B2 (1.9 %) y C (1.9 %) tuvieron una
contribucion menor. Esto permitidé hacer varias observaciones: en primer lugar hay
que considerar que en la naturaleza los grupos A y B1 son mucho mas abundantes
que los demas, presentes como comensales tanto en humanos como animales,
aumentando asi la probabilidad de encontrar patdgenos correspondientes a estos
grupos. En segundo lugar Escobar-Paramo resalta especificamente el hecho de que
la mayoria de cepas comensales en individuos que habitan regiones tropicales
pertenecen a los grupos filogenéticos A y B1. Siendo una observacién importante, ya
que ETEC tiende a ser endémica de zonas tropicales y los lugares de aislamiento
cumplen con esta caracteristica [14, 69]. Por otro lado, un estudio del 2012 por
Clermont y col [2012], identificé una asociacion directa de las cepas DEC con las
clonas A, B1 y E, mientras que los patégenos extraintestinales fueron comunmente
agrupados como B2 y D [17]. De nuevo los resultados obtenidos concuerdan con lo
reportado, mostrando la tendencia de estas cepas a pertenecer a grupos

comensales sin importar el serotipo del que se trate.

Teniendo en cuenta lo anterior acerca de la relativa abundancia de las clonas A y
B1, en las cepas de estudio se establecié que la proporcidén del grupo A fue mas
frecuente que de los demas grupos. Esto puede relacionarse directamente a la

fuente de contaminacion. Las investigaciones recientes han presentado evidencias
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de como los grupos filogenéticos juegan diversos roles ecoldgicos; por ejemplo en
humanos los grupos A (49.5 %) y B2 (25.5 %) son los mas comunes, siendo los
grupos B1 y D (17 %) menos prevalentes, en cambio en animales predominan las
cepas B1 (41 %) seguidas por el grupo A (22 %), B2 (21 %) y D (16 %) [14]. Se
conoce de los sistemas de sanidad deficientes que se dan en Egipto, Tailandia,
Bangladesh y principalmente la zona rural de México, donde el agua potable no es
un servicio disponible para toda la poblacion. El hacinamiento, los sistemas de
drenaje y purificacion deficiente conducen al consumo de agua y alimentos
contaminados. En este caso, la prevalencia alta de cepas del grupo A puede hacer
referencia a una contaminacién fecal humana sobre la transmision por animales

como punto de partida para la infeccion en los menores.

La presion del hospedero ha llevado a los microorganismos a desarrollar
mecanismos de subsistencia, uno de los mas importantes es la resistencia a
antimicrobianos. Cuando por primera vez ETEC fue reconocida como patégeno, era
altamente sensible a todo tipo de antimicrobianos. Con el tiempo, surgié la
resistencia a antimicrobianos, requiriendo la sintesis de nuevas sustancias para
innovar tratamientos principalmente destinados a la diarrea del viajero [11].

El 634 % de las cepas del estudio presentaron resistencia al menos a un
antimicrobiano, incluyendo cepas de todos los serotipos identificados. Considerando
el porcentaje de cepas resistentes por zona, Bangladesh (85 %), Egipto (76.5 %) y
Tailandia (70 %) presentaron valores muy similares, posicionando a México por
debajo de ellos (36.4 y 53.6 % en zonas rural y urbana respectivamente).
Numerosos factores pueden promover la aparicion de cepas resistentes en paises
subdesarrollados, impulsadas primeramente por la gran limitacién de recursos que

genera sistemas de salud deficientes. Aun cuando la practica no es legal, los
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antimicrobianos pueden ser adquiridos sin prescripcion médica. Por ejemplo, en un
estudio conducido en Bangladesh con 2000 participantes, el 95 % de los
medicamentos consumidos durante un mes provenian directamente de farmacias
locales, donde solo el 8 % habia sido prescrito por un médico [91].

Lo anterior se relaciona directamente con el personal sin entrenamiento que muchas
veces recomienda el uso de antimicrobianos para infecciones que no las requieren,
que en lugar de ser efectivas promueven la resistencia en bacterias. En Tailandia,
los farmacéuticos recetan rifampicina para uretritis y tetraciclina para nifios
pequenos [92]. No se puede dejar de mencionar la autoprescripcion; con reportes
emergentes en India, Bangladesh, Sri Lanka y Tailandia desde la década de los
80’s. Es mas factible que un nifio con diarrea en Indonesia sea tratado con
antibioticos a recibir rehidratacion oral [93].

Adicionalmente, estan las caracteristicas inherentes al lugar de distribucion que
impactan directamente en la bioequivalencia del antibiético. En zonas tropicales las
condiciones de transporte y almacenamiento carecen de controles estrictos,
provocando la degradacion del principio activo. Muchos medicamentos son
compuestos termolabiles o susceptibles a la humedad, resultando particularmente
vulnerables. En Guinea-Bissau por ejemplo, en un periodo de 2 afios se reportaron
temperaturas de 26-40 °C con una humedad relativa de 30-90 %; suficiente para
degradar un antibidtico [92].

Respecto a los habitantes de paises desarrollados, donde las condiciones
climaticas, los sistemas de vigilancia en control de calidad y sanidad son mejores, la
persistencia de cepas resistentes es menor, pero definitivamente también esta
presente. Un factor importante son las visitas a paises subdesarrollados, donde los

viajeros adquieren cepas de E. coli resistentes de manera pasiva, aun cuando no
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estén tomando medicamentos para profilaxis. Numerosos factores, tales como la
migracion urbana, la sobrepoblacion y el inadecuado manejo de desechos, sirven
como catalizadores del intercambio de microorganismos resistentes entre las
personas, asi como del intercambio de genes de resistencia entre bacterias [92].

Entre las estrategias que han utilizado las bacterias para resistir a los
antimicrobianos se encuentran alterar la diana para disminuir la susceptibilidad al
mismo, inactivar o destruir el antibiotico, reducir el transporte dentro de la célula con
bombas de eflujo, entre otros. Estos determinantes de resistencia pueden estar
mediados por dos mecanismos genéticos: mutaciones en el cromosoma bacteriano
o por elementos transmisibles, ya sea plasmidos o transposones. Los elementos
transmisibles son de mayor preocupacion en salud publica al permitir la
diseminacion intra e interespecie de genes de resistencia, cubriendo una amplia
gama de antimicrobianos, entre los que se contemplan: [B-lactamicos,
aminoglucosidos, macrélidos, sulfonamidas, tetraciclinas, cloramfenicol y

trimetroprim [94].

La resistencia a tetraciclina y la combinacion sulfametoxasol-trimetroprim estuvo
presente en un 33.6 y 26.9 % respectivamente, comprendiendo las 4 regiones de
estudio. La proporcion de cepas resistentes a TE varié de acuerdo a la region de
estudio, con un orden de mayor a menor prevalencia como se indica: Tailandia
(70%), México IMSS (53.6 %), Egipto (41.2 %), México DIF (22.7 %) y Bangladesh
(3.7 %). Con base en estos datos no fue posible identificar una tendencia por regién.
La distribucion tan amplia puede explicarse debido a la alta transmisibilidad del
plasmido que codifica para genes de resistencia a TE.

De hecho, desde 1999 la examinacion directa de secuencias de nucleotidos de

genes de resistencia en bacterias por Davison, se confirmdé sin duda que existe
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transferencia horizontal de genes entre bacterias de habitats diferentes. Por ejemplo,
el gen tetM de Streptomyces sp. aislada de sedimentos fue el mismo hallado en
Peptostreptococcus sp. integrante de la microbiota intestinal de los humanos. De
manera similar, los genes tetQ son compartidos por Bacteroides sp. y Prevotella
ruminicola de la microbiota normal del tracto digestivo en humanos y del rumen e
intestinos de animales de granja respectivamente y Prevotella intermedia aislada en
la cavidad bucal humana. Un hecho igualmente importante fue descubrir que la
conjugacion del transposon que contiene los genes tetQ es autoinducible con niveles
bajos de tetraciclina. Cabe resaltar que los datos anteriores sugirieron por primera
vez que la microbiota comensal en el humano puede actuar como reservorio de
genes de resistencia, mismos que puede transferir subsecuentemente a
microorganismos patogenos [95]. Es claro que son numerosas las vias para que
surja la resistencia en microorganismos, sin embargo hay una que indirectamente
esta siempre latente en alimentos. A partir de la década de 1950, ha sido una
practica habitual la utilizacion de antimicrobianos con fines terapéuticos o
profilacticos en animales productores de alimento. En 1948 se identificaron los
efectos de la clortetraciclina como promotora del crecimiento en bovinos, porcinos y
otros animales, en 1954 se comenz6 a utilizar en solucidn para la conservacion de
alimentos, que después de evaluar su toxicidad en trabajos de Swan [2001], fueron
retirados como aditivos en 1978. Fue hasta 1992 que en Europa se definieron los
limites maximos de residuos (LMR) para tetraciclinas en alimentos de origen animal
[96]. En México la Norma Oficial Mexicana NOM-004-Z00-1994, para Grasa, higado,
musculo y riién en aves, bovinos caprinos, cérvidos, equinos, Ovinos y porcinos.
Establece los limites maximos permisibles y procedimientos de muestreo; sin

embargo el control oficial del uso de medicamentos en la produccién pecuaria y de

65



residuos farmacolégicos en alimentos de origen animal es deficiente [97]. Los
tiempos de espera para la degradacion del antibiético muchas veces no se respetan
por la alta demanda de alimento, teniendo consecuencias que los productores
descuidan. En general, este tipo de practicas se consideran comunes, pudiendo
referir al tipo de alimentacion propia de cada zona como explicacién de un mayor
porcentaje de cepas resistentes a TE en la zona urbana (53.6 %) de México que en
la zona rural (22.7 %). Respecto a las cepas con resistencia a SXT, la relacién por
regiéon en orden decreciente fue el siguiente: Egipto (76.5 %), Tailandia (50 %),
Bangladesh (18.5 %), México IMSS y DIF (10.7 y 9 %).

El uso de las sulfonamidas en combinaciéon con trimetroprim se pensaba tenia un
efecto de sinergia, ademas de evitar el desarrollo de resistencia a los mismos.
Ambos inhibidores del ciclo del folato, poseen espectros de accion ligeramente
diferentes, lo cual no quiere decir que forzosamente actiuen en sinergia. Por otro
lado, en 1972, apenas 4 afos después de que la combinacion fuera introducida en
Reino Unido, comenzé a reportarse resistencia transferible a SXT-TMP. Desde 1972
se han caracterizado aproximadamente 20 diferentes genes dhfr de transferencia. La
resistencia en E. coli varia de 10-70 % alrededor del mundo [62, 98].

Previamente la shigellosis era tratada con SXT, en la actualidad practicamente todos
los aislamientos de Shigella presentan resistencia a este antimicrobiano. En el afno
1998 un estudio de 15 afios por Hoge et al. en Tailandia reportd que la resistencia
en Salmonella y ETEC para SXT habia alcanzado un 40 %, concordando con los
resultados obtenidos [99].

Como pudo observarse en Meéxico, Egipto y Tailandia cuyas cepas fueron
serotipificadas como O153:H45, la resistencia a TE y SXT prevalecié sobre otros

antibidticos. Lo cual sugiere cierta afinidad del serotipo por estos plasmidos. En
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contraste, en Bangladesh las cepas fueron resistentes a acido nalidixico
principalmente. Se encontré escasa informacién relacionada a este patron (TE/SXT)
en ETEC, a partir de 1977 se reportd en Vietnam, Tajikistan, India y Reino Unido la
presencia de Salmonella Typhi resistente a acido nalidixico con una menor
susceptibilidad a cirpofloxacina [100]. Como se mencioné anteriormente, la
resistencia debida a elementos transmisibles hace posible el intercambio de material
genético interespecie. Evidencia de esto, fue observado a comienzos de los afos
90’s cuando la resistencia a NA en Shigella y ETEC fue reconocida por primera vez

[99].
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X. Conclusiones

1.- En el estudio fueron identificados serotipos considerados como clasicos tales
como 0O6:H16, O153:H45 y O128:H12, estos muestran una tendencia a conservar
los factores de virulencia, siendo frecuentemente aislados en casos de infecciones

intestinales en diversas regiones del mundo.

2.- La pérdida de la enterotoxigenicidad en cepas caracterizadas como ETEC es un
fendmeno generalizado, que puede deberse a la pérdida del plasmido, o Unicamente
del gen que la codifica. Las secuencias de insercion y transposones en los
plasmidos que los contienen pudieran tener un papel clave en la estabilidad de las

toxinas.

3.- Los genotipos temporalmente estables y ampliamente distribuidos como O6:H16
ST+LT+ CFA II, O128ab:H12 ST+ CFAI, en este estudio se observaron con
variaciones, donde fue posible apreciar que es factible la coexistencia de 2 o mas

factores de colonizacién en una cepa.

4.- El longus (CS21) tuvo presencia de mas del 50 % en las cepas de las regiones
de estudio, con mayor prevalencia en aislamientos mas recientes. La alta
prevalencia de este CF le confiere gran potencial como candidato a ser considerado

un inmundgeno protector contra ETEC.

5.- La prevalencia de cepas ETEC asignadas al grupo filogenético A sugieren que se
requiere de un background genético especifico para su expresion. Aunque a este
grupo se le considera un componente normal del intestino de los humanos y de
algunos animales como los cerdos y las aves, las cepas presentaron factores de

virulencia como fueron los genes ItA, sth y stp y factores de colonizacion
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relacionados ampliamente con la diarrea del viajero y en niios menores de cinco

anos.

6.- La multirresistencia no es comun en cepas ETEC, los patrones de resistencia
determinados en las cepas sugieren el uso indiscriminado de antimicrobianos (NA y

SXT).
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XI.

1.

Perspectivas

Obtener el factor colonizacién CS21 purificado para utilizarlo en la determinacion
de la respuesta inmune en muestras de suero en poblaciéon con prevalencia de
ETEC, para evaluar su posible uso como un inmundgeno protector.

Utilizar un modelo animal (ratones BALB/c) para establecer si cepas ETEC que
han perdido la expresion de genes relacionados con la produccion de las toxinas
LT y ST al colonizar el intestino de los animales se restituye la expresion de
dichas toxinas.

Secuenciacion de plasmidos con el propdsito de identificar genes donde se han
presentado modificaciones en las secuencias de DNA que ocasionan la pérdida

de la toxigenicidad.

. Optimizar los métodos de PCR para identificaciéon de patégenos en alimentos con

el fin de utilizarlos en el control de la inocuidad alimentaria.
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