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RESUMEN

Estudios basados en el analisis de los genes (housekeeping) del metabolismo
basico de las bacterias sugiere que todas las Shigella, excepto S. boydii 3y E. coli
enteroinvasiva (EIEC) pertenecen a un mismo patotipo lo que puede ser apoyado
por estudios de antigenos O (somatico) similares o compartidos entre estas dos
enterobacterias. El presente estudio tuvo como propaésito definir las caracteristicas
antigénicas y genotipicas de cepas de E. coli identificadas serolégicamente como
pertenecientes a serogrupos de EIEC y establecer si existe una relacién antigénica
y genotipica con Shigella. Se obtuvieron 82 cepas de E. coli aisladas de casos de
diarrea infantii de diversos estudios epidemiolégicos en diferentes areas
geograficas: Tailandia, Egipto, Bangladesh, Argentina y México. Por otro lado se
incluyeron 29 cepas de Shigella obtenidas de casos de diarrea infantil en México,
mediante reacciones de microaglutinacion con sueros especificos anti-O y anti-H
se determind el serotipo, por la técnica de la reaccién de la polimerasa (PCR) con
iniciadores y condiciones previamente reportados se analizd la presencia de los
genes arpA, chuA, yjaA y TspE4.C2 para definir el grupo filogenético de las cepas
de E. coli , ademas por esta técnica se determiné la presencia de los genes lacZ,
uidA, cyd, lacY e ipaH con la finalidad de definir entre los género de Shigella y E.
coli. Finalmente, utilizando el método de difusion en agar (Kirby-Bauer) se evalu6
la sensibilidad a antimicrobianos. Como controles de los ensayos se utilizaron 15
cepas de EIEC y 14 de Shigella, ambos grupos obtenidos de las colecciones de
NCTC y ATCC.

El andlisis de la distribucion de las 111 cepas mostrd que 82 fueron E. coli de las
cuales 34 (42 %) fueron de Tailandia, 30 (37 %) de Egipto, 8 (10 %) de
Bangladesh y Argentina respectivamente y 2 (2 %) de México. Mientras 29 cepas
fueron Shigella aisladas en México. La caracterizacion serolégica de las cepas de
E. coli mostré6 que 72 (88 %) pertenecieron a los serogrupos del patotipo EIEC,
con relacion a las 29 cepas de Shigella se determinaron seis serogrupos, siendo
los de mayor prevalencia: 0129 con 8 cepas (28 %), Shigella flexneri 2a con 6
cepas (21 %). La tipificaciéon serologica permitié establecer relaciones antigénicas

entre E. coli 0167 y S. boydii 3, E. coli 0124 y S. dysenteriae 3y S. flexneri 2% con
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E. coli O129. El analisis de los genes revel6 que 82 cepas de E. coli presentaron
los genes lacZ, uidA, cyd y lacY en 81/82 (99 %) cepas, mientras que las 29 cepas
de Shigella solo amplificaron los genes uidA y cyd (100 %); el gen ipaH se
encontré en 29 cepas de Shigella y sus respectivos controles, mientras que solo
22/82 cepas de E. coli presentaron dicho gen. La clasificacion de las cepas de E.
coli en grupos filogenéticos determind que las 82 cepas se ubicaron en los grupos
B1 (46 %), A (38 %) y 13 (16 %) cepas en los grupos E, F y ND (no determinados).
Con respecto a la sensibilidad a los antimicrobianos 28 (34 %) cepas de E. coli y
22 cepas de Shigella presentaron resistencia a uno 0 mas antimicrobianos,
mientras que para el caso de los controles solo 4 (14 %) presentaron esta
caracteristica. Se confirmé la identidad de cepas como E. coli del serogrupo EIEC
con presencia de genes de invasividad a las células del enterocito, en los
serogrupos se observé la presencia de antigenos O compartidos entre E. coli y
Shigella. Ademas las cepas de E. coli se ubicaron principalmente en los grupos A
y B1 definidos como comensales propios del intestino humano. El uso de métodos
genotipicos permitio clasificar adecuadamente a las cepas de E. coli en el patotipo
EIEC.
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1. MARCO TEORICO

1.1 Enfermedades diarreicas; una de las principales causas de muerte en
ninos menores de 5 afios a nivel mundial

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estima que aproximadamente el 73 %
de las de las muertes anuales en nifios menores de 5 afios son atribuibles a seis
principales causas; de las cuales la diarrea se ubica en el segundo lugar con un 18
% y este porcentaje es solo superado por la neumonia el cual cuenta con un 19 %.
Dichas estimaciones muestran que en todo el mundo ocurren 10.6 millones de

muertes anuales [1].

La diarrea se define como la evacuacion de tres 0 mas veces al dia (o con mayor
frecuencia que la normal de la persona) de heces liquidas o sueltas; Existen tres
tipos de casos clinicos: diarrea aguda, esta dura varias horas y dias; diarrea con
sangre (conocida como disenteria) y diarrea persistente que dura 14 dias o mas.
La diarrea suele ser un sintoma de infeccion en el tracto intestinal la cual puede
ser ocasionada por microorganismos bacterianos, viricos y/o parasitos, se
transmite por alimentos o agua de consumo contaminados, o bien de persona a

persona como resultado de una higiene deficiente [2].

Las enfermedades diarreicas son un problema de Salud Publica a nivel mundial,
cada afo se registran mas de dos millones de casos fatales, sobre todo en los
paises en via de desarrollo y principalmente en nifios menores de 5 afos [3]. Una
estimacion a nivel mundial sobre la diarrea en nifios menores de 5 afios que viven

en paises en vias de desarrollo reporté cerca de 1, 900 millones de episodios en
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1990 y casi 1,700 millones en 2010 [4]. Pese a que el indice de mortalidad por
esta enfermedad es muy elevado, se ha demostrado una disminucién en este

padecimiento del 4 % [5].

1.1.1 Situacion en México

Se estima que del total de muertes que ocurren por diarrea en todo el mundo, mas
del 90 % ocurren en nifios menores de 5 afios. En México, en el 2001 se
notificaron 6 908 455 casos, para 2007 se contaron con 5 450 089 notificaciones;
lo que mostrd una disminucién del 21 %. Posteriormente se observd una ligera
tendencia ascendente hasta el 2011 con 6 030 193 casos, lo que mostré un
incremento del 10.6 % con respecto a 2007 [6]. En 2001, la Secretaria de Salud
(SSA) informd que las enfermedades gastrointestinales, ocasionadas por bacterias
0 parasitos, ocupaban la decimocuarta causa de fallecimientos a nivel nacional.
Entre los factores asociados a un mayor riesgo de enfermar o morir a causa de
estas enfermedades se encuentran: la higiene personal deficiente, limpieza en la
preparacion de alimentos y su consumo, contaminacion fecal del agua; ademas de
afadirse para la poblacion infantil factores como la desnutricion, ausencia o
practicas inapropiadas de lactancia materna, peso bajo al nacimiento, esquema de

vacunacion incompleto y deficiencia de vitamina A [7].

1.2 Enterobacteriaceae
Actualmente la familia de Enterobacteriaceae esta conformada por 34 géneros,

149 especies y 21 subespecies, este es un grupo heterogéneo de bacilos Gram-
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negativos cuyo habitat natural es el intestino de humanos y animales. Esta familia
incluye varios géneros como Escherichia, Shigella, Salmonella, Enterobacter, etc.
Algunos de estos microorganismos forman parte de la microbiota normal del
intestino, tal es el caso de E. coli, gue incidentalmente se le asocia con infecciones
intestinales, mientras que otras como Shigella con frecuencia son patdgenos de
humanos [8,9]; Esta familia presenta las siguientes caracteristicas
microbiolégicas: son bacilos Gram-negativos, con movilidad por flagelos peritricos
0 inmoviles; crecen bien en agar MacConkey en condiciones aerbbicas y
anaerobbicas (anaerobios facultativos); fermentan la glucosa en vez de oxidarla y
con frecuencia producen gas; son catalasa-positivos, oxidasa-negativos, no

forman espora y reducen los nitratos en nitritos [9].

1.3Escherichia coli

Fue hallada en 1885 por el pediatra aleman Theodor Escherich, por medio de
estudios de la microbiota intestinal de infantes fue que se encontré6 tanto en
individuos sanos como enfermos; se le nombré Bacterium coli commune, debido a
esa caracteristica; dicho nombre fue utilizado hasta 1919 cuando Castellani y

Chalmers definieron el género Escherichia y la especie coli [10].

1.3.1 Caracteristicas fenotipicas

E. coli es bacilo Gram-negativo de aproximadamente 2.0- 6.0 um de largoy 1.1 —
1.5 um de ancho, no formador de esporas, su movilidad es variable ya que puede
o no poseer flagelos peritricos [10]. Es una bacteria anaerobia facultativa en

condiciones de 37°C/24 h en medios comunes, por lo general tiene reacciones

11
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positivas para: indol, lisina descarboxilasa, B- glucuronidasa, fermentacion de
manitol, rojo de metilo. En la mayoria de los casos fermentan hidratos de carbono
como lactosa, maltosa, sorbitol, xilosa, rafinosa, entre otros y producen gas de la
utilizacion de la glucosa. La reaccion de Voges-Proskauer es negativa, no hidroliza

la urea, ni produce &cido sulfhidrico y es Citrato de Simmons-negativo [9,10].

1.3.2 De bacteria comensal a patégena

E. coli coloniza el tracto gastrointestinal de los humanos a pocas horas después
del nacimiento; lo que la clasifica como parte de la microbiota comensal intestinal,
la cual esta constituida de microorganismos que interactian con las células
epiteliales y son expuestas al ambiente externo. Por lo que juega un papel
importante en el funcionamiento normal de la fisiologia intestinal de los humanos,
no obstante, dicha bacteria es aislada con frecuencia en casos de infecciones

diarreicas en los humanos [11].

Las cepas comensales no suelen causar enfermedades excepto en los casos
donde el hospedero se encuentre inmunocomprometido o en el caso donde las
barreras gastrointestinales normales se encuentren dafiadas. Dicha bacteria para
gue pueda afectar al hospedero necesitaria adquirir algunos de los factores de
virulencia como lo son: proteinas promotoras de invasion, toxinas proteicas, entre

otros [12,13].

12
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1.3.3 Patotipos

Actualmente se reconocen seis patotipos ETA’s (Enfermedades Transmitidas por
Alimentos): E. coli enteropatégena (EPEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli adherente difusa

(DAEC) y E. coli productora de la toxina de Shiga (STEC) [14].

1.4 Shigella

El microbiélogo Shiga fue quien describi6 a Shigella dysenteriae como Bacillus en
1898. Lo llamé Bacillus porque parecia estar relacionada a Bacillus coli, que ahora
se conoce como Escherichia coli [15,16]. En la década de 1940, Ewing propuso
clasificar en cuatro especies (cuatro subgrupos A- D) al nuevo género Shigella: S.
dysenteriae (Grupo A), S. flexneri (Grupo B), S. boydii (Grupo C) y S. sonnei
(Grupo D), basado en las caracteristicas del antigeno de esas especies.
Posteriormente se demostré que la relacion de los serotipos no es paralela a la

relacion genética [17].

1.4.1 Caracteristicas fenotipicas

Shigella es un bacilo Gram-negativo, no esporulado, no presenta movilidad, es
anaerobio facultativo, pero crece en condiciones aérobicas, a una temperatura
optima 37°C. Todas las Shigellas fermentan la glucosa, con excepciéon de Shigella
sonnei, ninguna fermenta lactosa; forman acido a partir de la fermentacion de
hidratos de carbono, algunas variantes pueden producir gas. Todas fermentan el

manitol con excepcion de S. dysenteriae [9].

13
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Algunas de las caracteristica bioquimicas importantes que distingue a estas
bacterias son: Citrato de Simmons-negativo, son oxidasa-negativa, no producen
acido sulfhidrico (con excepcién de S. flexneri 6 y S. boydii 13 y 14), no producen
gas a partir de glucosa, son inhibidas por cianuro de potasio, lisina descarboxilasa-

negativo y son catalasa-positivo [18,19].

1.4.2 Bacteria patdgena para humanos

Algunos microorganismos forman parte de la microbiota normal del intestino, tal es
el caso de E. coli, que incidentalmente se le asocia con infecciones intestinales,
mientras que otras como Shigella con frecuencia son patdgenas de humanos; lo
gue significa que estas bacterias no se encuentran como microbiota normal del
intestino y por lo tanto su presencia dafa al hospedero debido a sus factores de

virulencia que presenta [8].

Shigella se encuentran cominmente en el agua contaminada con heces humanas
y es la via fecal-oral el principal modo de transmisién. Es responsable de
problemas de salud en todo el mundo; sin embargo, es un problema de mayor
importancia en los paises en vias desarrollo. Una de las causas de propagacion
de dicha bacteria son las condiciones que se presentan en los desastres naturales
como las inundaciones, terremotos, etc., ya que favorecen la contaminacion fecal-

oral [18,19].

14
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1.5 Relacion entre Shigellay E. coli enteroinvasiva (EIEC)

A pesar de su cercania, Shigella siempre es separada de E. coli en funcion de su
caracteristicas fenotipicas. Esto debido a que la mayoria de las cepas de E. coli (>
80 %) son maviles, lisina descarboxilasa (LDC) positivo, forman gas a partir de D-
glucosa y son indol-positivo. En contraste, a las cepas de Shigella las cuales
siempre son inmavil, siempre LDC negativo y nunca forman gas a partir D-glucosa
[20- 24]. Sin embargo, se han encontrado cepas que resultaron ser algun tipo de
forma intermedia entre Shigella y E. coli, es decir, mientras que dichas cepas
poseen algunas de las caracteristicas bioquimicas de E. coli, muestran el
comportamiento patdégeno de Shigella. Posteriormente se encontré que aquellas
cepas que han causado disenteria (diarrea con sangre y moco) eran cepas de tipo
hibrido que podria tener una reaccion cruzada con sueros anti-Shigella en
estudios de serotipificacion, los cuales fueron descritos en 1944 y mas tarde
fueron llamadas E. coli enteroinvasiva (EIEC) [16,17]. Esto apoyado por estudios
en donde se ha documentado la presencia de algunos antigenos de superficie
como el antigeno somatico (O) similares o estrechamente relacionados entre los

diferentes serotipos de E. coli EIEC y Shigella [25,26].

Las cepas conocidas como EIEC posen algunas de las caracteristicas bioquimicas
de E. coli y ademas cuentan con la capacidad de causar disenteria utilizando el
mismo método de invasion que Shigella spp. Estudios basados en el analisis de
los genes “housekeeping” indica que EIEC esta mas relacionado con Shigella que
con E. coli no invasiva. Es posible diferenciar a Shigella de E. coli, incluyendo al

patotipo EIEC, mediante el uso de mudltiples pruebas, incluyendo el gen ipaH en

15
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PCR, perfil bioquimico y la tipificacion seroldgica [27]. Algunas variaciones en las
secuencias de los “clusters” de Shigella y EIEC indican que este Ultimo evoluciond
a partir de un antepasado de E. coli y mas tarde lo hizo Shigella. Por lo tanto se
considera que Shigella fue una derivacién posterior de EIEC. Se tienen dos
hipotesis sobre la relacion entre EIEC y Shigella las cuales indican: En primer
lugar, EIEC es una forma ancestral que con el tiempo se desarrollé en Shigella
"real". En segundo lugar, EIEC es un grupo diferente de organismos que se
adaptan al huésped humano como lo hace Shigella, pero que esta mejor adaptado
para sobrevivir fuera del hospedero [17].

1.5.1 Mecanismo de patogenicidad invasivo

El gran evento que probablemente dio origen a Shigella y EIEC es la adquisicion
del plasmido de invasion (pINV) de entre 180 kb — 230 kb [27,28]. El plasmido
pINV, contiene muchos genes de virulencia que en cooperacién con la virulencia
asociada en genes del cromosoma producen una cascada de eventos que
conducen a la infeccion. Estas bacterias causan la infeccion por la invasion de las
células epiteliales intestinales, seguido por la multiplicacion intracelular y

propagacion a las células adyacentes [15,29].

La enfermedad producida por Shigella spp. y EIEC se diferencia de las
enfermedades producidas por la mayoria de los demas patdgenos transmitidos por
alimentos en al menos dos aspectos importantes: la produccién de diarrea con
sangre o disenteria y la dosis infecciosa baja (10! a 10% organismos viables por
ingesta) la cual es capaz de producir sintomas clinicos [30,31]. Después de la

ingestion de alimentos o agua contaminados, Shigella y EIEC muestran una

16
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notable capacidad para sobrevivir a la acidez del estbmago [32]. Una vez pasando

este Organo, las bacterias pasan a través del intestino delgado para alcanzar el

colon, donde se establece la infeccién; la cual se restringe a la mucosa intestinal e

invade las células epiteliales del colon. Las etapas de invasion y propagacion

intracelular de estas bacterias consisten en [19,30]:

Produccion de adhesinas e invasivas a través del inyectisoma:
Estudios con diferentes modelos animales muestran que el acceso de estas
bacterias al subepitelio del colon es a través del enterocito (19). Una vez
adheridas a dichas células se comienza a formar un sistema de secrecion
ipa, conocido como mxi-spa (Expresion de membrana de los antigenos del
plasmido de invasion y superficie de presentaciéon de los antigenos del
plasmido de invasion) [30,31]; el cual corresponde a un clasico sistema de
secrecion tipo tipo Il (SST3), este es ampliamente utilizado por patégenos
animales y vegetales para la liberaciébn de factores de virulencia de la
superficie o en el interior de la célula hospedera (Figura 1) [33]. Los
productos de los genes ipa (Antigenos del plasmido de invasion) son
segregados activamente por este sistema, los cuales determinan la entrada
bacteriana a la célula hospedera [19, 30,31].

Invasion del enterocito: Durante la invasion de las células epiteliales,
genes como ipa (B, Cy D) y mxi (A y B) son llevados a la expresion y
secretados al interior de la célula. Estos genes son parte de la isla ipa-mxi-
spa en el pINV [34-38]; lo que favorece a las bacterias para ser fagocitadas

por los macrofagos y asi formar un endosoma; la pérdida de esta isla de
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patogenicidad daria como resultado la avirulencia. Las funciones de los
otros genes de virulencia conocidos y asociados con la invasién de la célula
aun no se han descubierto. Una vez dentro del endosoma, las bacterias
escapan rapidamente en el citoplasma de la célula hospedera (Figura 1)
[15,39]. Poco se sabe acerca del mecanismo exacto para dicho proceso
pero se ha postulado que el producto del gen ipaB es una proteina de
contacto que es responsable de la lisis del endosoma después de la
entrada de la bacteria en le célula hospedera y de esta forma inducir la
muerte de dicha célula [30,31].

Propagacion de célula a célula: las bacterias comienzan a replicarse en el
interior del citosol de la célula del huésped. Debido a que estas bacterias
son inmoviles utiliza la expresion de los genes virG e icsA (diseminacion
intracelular), los cuales codifican para una proteina que cataliza la
polimerizacion de la actina, lo que crea una “cola de actina” que promueve
la propagacion célula a célula; Dando asi como resultado la replicacién
bacteriana y propagaciéon continua en toda la mucosa del colon (Figura 1)
[19,30,31]. Por ultimo, el epitelio sufre necrosis de las células infectadas, las
cuales mueren, liberando asi a las bacterias en el lumen intestinal, donde
pueden difundirse al siguiente huésped a través de la via fecal oral [19].
Estas bacterias también poseen un lipopolisacarido (LPS) que es un factor
de virulencia que activa a los macrofagos para que produzcan la
interleucina 1 (IL-1), la cual induce a la inflamacién [30,31]. Para una
maxima invasion, las bacterias infectan el enterocito e induce una afluencia

masiva de leucocitos polimorfonucleares (PMNSs), la migracion de estos de
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PMNs al sitio de inflamacion interrumpe la mucosa intestinal, lo que les
permite a las bacterias que se encuentran entre dos célula vecinas entrar a

la membrana basolateral del enterocito para la posterior invasion [19].

Shigella lStan Block autophagy
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1.5.2 ipaH otro factor de virulencia

Después de la adquisicion del plasmido pINV, Shigella y EIEC son capaces de
colonizar las células epiteliales intestinales humanas como un nuevo nicho. Para
lograr la invasion y replicacion en el huésped, Shigella y EIEC necesitan la
expresion combinada de genes situados tanto en el pINV como en el cromosoma
[34,40]. Los genes de virulencia contenidos en el pINV en cooperacion con la
virulencia asociada en genes del cromosoma desembocan una cascada de

eventos que conducen a la infeccion del huésped [15,29].
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El gen ipaH es un gen que se presenta en multiples copias tanto en el plasmido
pINV como en el cromosoma, este se encuentra unicamente en Shigella y EIEC
[15,41,42]. Se ha descubierto que las copias de los genes ipaH tanto en Shigella 'y
EIEC no son equivalentes sin embargo, todos ellos contienen un nucleo
conservado (ipaH de 720- 1557 pb) y una region variable fuera de dicho nucleo
[43]. Su funcién exacta aun no es determinada, sin embargo, se ha descubierto
gue estas proteinas pueden inducir una respuesta por anticuerpos, por lo tanto
probablemente esté presente en la superficie bacteriana [37,41]. Se sabe que
todos los productos de las copias de este gen contienen una zona rica en leucina
en el extremo amino terminal, lo que es comun en las células eucariotas, lo que
podria indicar que la proteina ipaH podria desempefiar un papel en la
manipulacion de la expresion de los genes del huésped. Debido a que existen una
gran cantidad de copias del gen ipaH (entre 4 a 10 copias) y a que estas también
pueden ser presentadas en el cromosoma tanto de Shigella como de EIEC, la
presencia de este gen es considerada una herramienta muy Uutil para la
identificacion de estos géneros bacterianos [27]. Igualmente, Horakova reportd
cuatro genes gque pudieran ayudar a diferencia entre E. coli y Shigella, uno de
estos genes era lacY (lactosa permeasa) el cual se encuentra en el genoma de E.
coli, y de Enterobacter cloacae, el segundo gen es uidA que codifica para una (8-
glucoronidasa y es especifico para E. coli y Shigella spp. Ademas de los genes
cyd y lacZ que codifican para el complejo del citocromo C y B- galactosidasa

respectivamente [44].
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1.5.3 Relacion antigénica entre Shigellay E. coli enteroinvasiva

El LPS es un componente importante de la pared celular de las bacterias Gram-
negativas, esta conformado por tres regiones distintas: lipido A, un nucleo de
oligosacarido (core) y cadenas laterales conocidas que son unidades repetidas de
carbohidratos, también conocidas antigeno O [45]. Este antigeno O proporciona la
base para la serotipificacion de E. coli y la diferenciacién en 187 formas del
antigeno O (serogrupos) que han sido reconocidos en E. coli [46,47]. Dichos
antigenos O son resistentes al calor y al alcohol, generalmente se detectan
mediante aglutinacion usando sueros anti-O preparados en conejo. Por otro lado
las especies de Shigella se clasifican serolégicamente Gnicamente por su antigeno
O, debido a que carecen de antigeno H (flagelar) y antigeno K (capsular); estas
cuatro especies se clasifican sobre la base de las diferencias seroldgicas y
bioguimicas en: S. dysenteriae (13 serogrupos), S. flexneri (14 serogrupos), S.
boydii (18 serogrupos) y S. sonnei, que es un solo serogrupo. Aungque existen 46
serotipos reconocidos, solo 34 de estos tienen una estructura basica del antigeno
O. Se ha encontrado que 21 de estos 34 serotipos son idénticos o estrechamente
relacionados con algun antigeno O de E. coli. Es por esta razén que al hacer un
estudio de serotipificacion de las cepas de Shigella y EIEC se pueden encontrar
reacciones cruzadas de aglutinacion que pueden dar lugar a un resultado

equivocado [25].
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1.6 Grupos filogenéticos

En el 2000, Clermont y sus colegas describieron un método de PCR triplex el cual
permite asignar uno de cuatro grupos filogenéticos (A, B1, B2 o D) a cepas de E.
coli, dicho método esta basado en combinaciones de presencia o ausencia de los
genes chuA (gen necesario para el transporte del grupo hemo en EHEC
0157:H7), yjaA (identificado en E. coli K12 en su secuenciacion completa con una
funcion desconocida) y un fragmento de ADN conocido como TspE4.C2
(identificado como un gen que codifica para una lipasa esterasa) dicho método
demostr6 que del 80-85 % de las asignaciones de grupos filogenéticos eran
correctos y que el porcentaje restante era clasificado en un grupo incorrecto [48].
Después del descubrimiento de otros grupos filogenéticos (E, F, C) en conjunto al
porcentaje elevado de cepas clasificadas incorrectamente motivaron el desarrollo
de un nuevo método en el cual se incluyo el gen arpA con dos propdsitos: en
primer lugar, es que este puede actuar como un control interno de calidad del ADN
para que asi se pueda producir al menos un producto en el PCR cuadruplex y en
segundo lugar, que permita identificar al grupo F identificado erroneamente
anteriormente como grupo D [49]. Ademas de esta inclusion se redisefiaron los
iniciadores de los genes ya utilizados en el método triplex (chuA, yjaA y TspE4.C2)
esto con la finalidad de evitar el polimorfismo en la secuencia de nucleétidos y de
esta forma excluir la amplificacién de TspE4.C2 y chuA [50]. Por lo tanto, el actual
método de PCR cuadruplex considera ocho grupos filogenéticos de E. coli

reconocidos (A, B1, B2, C, D, E, F) y uno correspondiente a E. coli clado I. Un
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genotipo cuadruplex es revelado tras la valoracion de presencia o ausencia de los

cuatro genes segun el siguiente mapa (Figura 2) [51].

T

H TepE4.C2

2 i G i

Clado|

Figura 2. Arbol de decisién dicotémico para la determinacion de grupos filogenéticos de E. coli.
Datos obtenidos de Clermont [51].
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2. JUSTIFICACION

En México las enfermedades gastrointestinales son uno de los principales
problemas de salud publica. La Secretaria de Salud (SSA) informdé que estas
ocupan la decimocuarta causa de mortalidad a nivel nacional, dichas
enfermedades afectan principalmente la poblacion infantil [7]. La shigelosis es
endémica de los climas tropicales y templados, en México y otros paises en via de
desarrollo la més frecuente es Shigella flexneri 2%; esta enfermedad es importante
debido a que su principal complicacion es el Sindrome Urémico Hemolitico (SUH),
la cual representa una de las causas mas frecuentes de falla renal en nifios

menores de 10 afios.

Como se ha descrito Shigella es un microorganismo que tiene la capacidad de
invadir las células epiteliales del hospedero, caracteristica que poseen un cierto
patotipo de E. coli que se le denomina como EIEC, si bien se puede lograr
diferenciar entre cepas de Shigella y E. coli, se ha encontrado que las cepas
correspondientes al patotipo EIEC, presentan caracteristicas fenotipicas y
genotipicas similares a Shigella lo que dificulta la diferenciacion entre ambas
enterobacterias cuando se utilizan métodos tradicionales de laboratorio.

Por tal motivo en este proyecto se analizaron las caracteristicas fenotipicas y
genotipicas de aislados de cepas de E. coli identificadas serolégicamente como
pertenecientes a los serogrupos de EIEC y aislados de cepas de Shigella; ambas
se obtuvieron de estudios epidemioldgicos de diarrea infantil de diferentes zonas
geograficas. Esto con el objetivo de definir su identidad antigénica y poder
establecer si es que existe una relacién antigénica entre las cepas de EIEC del
estudio y las cepas de Shigella. Adicionalmente se realizaron pruebas genotipicas
a todas nuestras cepas con el objetivo de evidenciar la capacidad invasiva tipica
de cepas EIEC y Shigella esto con la finalidad de poder definir cuantas de
nuestras cepas con serotipo EIEC, son identificadas realmente como
pertenecientes a dicho patotipo.
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3. HIPOTESIS DE TRABAJO

EIEC es un agente etiolégico causante de diarrea infantil, debido a que EIEC y
Shigella presentan caracteristicas bioquimicas y antigénicas similares hacen dificil
hacer una diferenciacion entre esta dos enterobacterias, por lo que al emplear
métodos fenotipicos y moleculares se podra definir la identidad del patotipo de

estas dos enterobacterias.

4. OBJETIVO GENERAL

Realizar la caracterizacion de cepas de E. coli y Shigella aisladas de infecciones
intestinales empleando métodos fenotipicos y moleculares para conocer si estas

cepas comparten caracteristicas antigénicas y genotipicas con Shigella.

5. OBJETIVOS PARTICULARES

I.  Mediante reacciones de microaglutinacion utilizando un esquema antigénico
contra los antigenos somatico y flagelar, determinar los serotipos de las
cepas en estudio.

li. Determinar las reacciones cruzadas que existen entre los antigenos
somaticos en las reacciones de microaglutinacion.

lii. Clasificar las cepas de E. coli del estudio en sus diferentes grupos
filogenéticos con ayuda de la expresion de los genes arpA, chuA, yjaA y un
fragmento anénimo designado como TspE4.C2, con la realizacion de un

PRC cuadruplex.
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Vi.

Clasificar la presencia o ausencia de los genes lacZ, uidA, cyd y lacY con
la finalidad de diferenciar entre cepas de Shigellay E. coli.

Utilizando iniciadores especificos para la realizacion de una PCR duplex,
determinar la presencia de los genes ipaH y lacY con la finalidad de
evidenciar la capacidad de virulencia invasiva.

Evaluar la sensibilidad y resistencia de las cepas en estudio a diferentes

antimicrobianos, utilizando el método de difusion en agar (Kirby- Bauer).
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6. MATERIAL Y METODOS

Cepas conservadas en
Dorset

Verificacion de viabilidad y
pureza en agar MacConkey

" =, _ . ; =" mmmm s s s s mmm—m—
Identificacién bioguimica _Shigella | ! VITEK® !
E.coi || e I

Identificacion serol6gicadelos  (f

antigenos somatico (O) y flagelar (H) Relaciones antigénicas entre |
con el sistema de 187 sueros O y 53 EIEC Y Shigella |
1

H del esquema antigénicode E.coli || o _____

}

|| E. coli EIEC o Shigella spp. ||

| }

Extraccién de ADN por método
de ebullicién

Patrones de resistencia a
antimicrobianos (Kirby- Bauer)

Grupos filogenético
(arpA, chuA, yjaA, TspE4)

‘ Reacci(_ﬁn en cadena de la ‘ L 5 lacY, lacZz,
polimerasa (PCR) cyd y uidA
- || ipaH ||

Figura 3. Metodologia de procedimiento experimental.
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6.1 Cepas del estudio

En este estudio se analizaron 82 cepas de E. coli aisladas de casos de diarrea
infantil de diferentes estudios epidemiolégicos en distintas areas geografica que
incluian Tailandia, Egipto, Bangladesh, Argentina y México. Por otro lado se
incluyeron cepas de Shigella las cuales fueron aisladas de casos de diarrea infantil
en México. Como controles de los ensayos se utilizaron 15 cepas EIEC y 14 cepas
de Shigella, ambos grupos obtenidos de las colecciones del National Collection of

Type Cultures (NCTC) y American Type Culture Collection (ATCC).

6.2 Aislamiento y viabilidad

Debido a que las cepas de E. coli y Shigella se conservan en medio de Dorset en
el cepario del Laboratorio de Salud Publica en la Facultad de Medicina, UNAM. Se
procedié a inocularlas por estriado en cuadrante radial en agar Mac Conkey (MC,
Bioxon) e incubar a 37° C durante 18-24 horas con la finalidad de corroborar la
viabilidad y realizar el aislamiento de colonias de las bacterias. Simultineamente
se hizo una copia de las cepas de corto plazo en gelosa especial en frascos de
antibiético de 10 mL y una copia de trabajo en agar tripticaseina soya (TSA,

Bioxon).

6.3 Identificacién bioquimica

Se realizé la confirmacion de la identidad fenotipica de las cepas utilizando las
siguientes pruebas bioquimicas estandares que se prepararon en el laboratorio de
acuerdo con Barrow, 1993 [52]: agar de hierro de Kligler, rojo de metilo y Vogues-
Proskauer, agar de urea, medio SIM, citrato de Simmons, caldo malonato-

fenilalanina, caldo gluconato. Para lograr diferenciar entre cepas de Shigella y E.
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coli se realizaron pruebas de fermentacién de los siguientes carbohidratos:

lactosa, sorbitol, maltosa, rafinosa y xilosa.

Por el hecho de que las 29 cepas de origen clinico la identificacién bioquimica con
substratos (carbohidratos y aminoacidos) preparados en el laboratorio se dificultd
se utilizé el sistema de identificacion automatizada VITEK®, ver descripcion en el

Apéndice As.

6.4 Obtencion de los antigenos somaticos (O) y antigeno flagelar (H)

Las cepas de E. coli y Shigella fueron inoculadas en tubos en agar TSA (Bioxon)
inclinado y se incubaron a 37 °C de 18- 24 h. Posteriormente el crecimiento
bacteriano fue re-suspendido con 10 mL de solucién salina (0.15 M de NaCl) y se
calent6 a 100 °C durante 1 h con vapor fluente, como conservador se agregaron

10 mL de formalina (solucién salina con 0.6 % de formaldehido).

En el caso del antigeno H las cepas de E. coli y Shigella se inocularon en medio
semisOlido en tubos de Craigie y se incubaron a 30 °C hasta observar el
crecimiento bacteriano en la superficie del medio semisélido; posteriormente el
crecimiento en el medio semisdlido se inocul6 en caldo biotriptasa a 30 °C durante

18 a 24 h y se agreg610 mL de formalina como conservador.

6.5 Tipificacion seroldgica

La identificacion seroldgica del antigeno somatico se realizé utilizando 187 sueros
anti-O y 53 sueros del antigeno flagelar del esquema antigénico ampliado de E.
coli obtenidos en conejo (SERUNAM) y se utilizd la metodologia descrita

previamente por Orskov, 1984 [47]. Con la ayuda de un dispensador automatico
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(Dynatech Laboratories, Quick Spense Controller) en microplacas de 96 pozos con
fondo de U (Nunc) se distribuyeron 50 pL las diluciones (1:100) de cada antisuero,
se procedio a agregar 50 uL de cada uno de los antigeno de las cepas en estudio,
para llevar a cabo las reacciones de aglutinaciéon. Las placas se incubaron a 50 °C
de 18- 24 h o por 2 h, para el caso del antigeno somatico y el antigeno flagelar
respectivamente; una vez trascurrido el tiempo de incubacion se procedid a
registrar las reacciones de aglutinacion. Debido a la presencia de reacciones
antigénicas cruzadas (relacion antigénica) de los antigenos con varios antisueros,
se procedio a titular los antisueros con el antigeno de las cepas, dicha titulaciéon se
realiz6 con el método descrito anteriormente pero con diluciones seriadas al doble
de los antisueros comenzando con una diluciéon 1:100 y finalizando en 1:12,800.
En los casos en los que persistieron la aglutinaciones se realiz6 una evaluacion de
aglutinacion con antisueros especificos (1:50-1:6,400). La identificacion del
antigeno flagelar y somatico se defini6 a partir del suero que present6 un titulo

similar al del antisuero con su antigeno homélogo.

6.6 Extraccion de ADN de las cepas del estudio
La extraccion del DNA gendmico de las cepas de E. coli se realiz6é por el método
de ebullicién previamente reportado por Islam, 2006 [53]; el cual es descrito en el

Apéndice A;.
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6.7 Grupos filogenéticos e identificacion de genes (lacZ, uidA, cyd, lacY y
ipaH) para diferenciar E. coli y Shigella mediante PCR

En el caso de los genes lacZ, uidA, cyd, lacY, se empled una PCR cuadruplex; por
lo que respecta a los genes de arpA, chuA, yjaA, TspE4.C2 de grupos
filogenéticos también se utiliz6 una PCR cuadruplex y para los genes ipaH y lacY
una PCR duplex. Se realizaron reacciones de PCR en microtubos de 200 pL en
donde se prepard un coctel (Apéndice A), el cual contenia como reactivos una
solucién amortiguadora, MgCl,, Taq polimerasa, dNTP’s, iniciadores (Apéndice A,)
y agua ultrapura (Invitrogen); a cada microtubo con el coctel previamente
mencionado se le afadi6 cada una de las muestra de ADN de las cepas del
estudio o de los controles positivo del gen a determinar; ademas se incluyé un
coctel sin ADN que sirviera de control negativo. Las condiciones del termociclador
utilizado (Labnet, MultiGene Optimax) para los diferentes PCR realizados, se

muestra en el Apéndice As.

Los productos de la amplificacion del DNA por la PCR (amplicones) obtenidos se
analizaron por electroforesis en geles de agarosa (Apéndice As3); dicho método se

encuentra descrito en el Apéndice As.

6.8 Patrones de resistencia a antimicrobianos mediante pruebas de difusién
en agar (Kirby-Bauer)

Para este andlisis se utilizO como referencia la metodologia reportada en la
décima edicion de manual del Comité Nacional de Normas de Laboratorio Clinico
(NCCLS). Las cepas del estudios y la cepa de E. coli ATCC® 25922™ utilizada

como control fueron inoculadas en placas de agar TSA e incubadas a 37 °C
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durante 18-24 h. Posteriormente se tomo un inéculo con el cual se preparé una
suspension bacteriana en tubos con 1.8 mL de solucion salina fisiolégica (0.15 M)
estéril, la cual se ajusté al tubo 0.5 del nefelémetro de McFarland (1.5 X 10°
bacterias/mL); en un tiempo no mayor a 15 minutos se procedié a impregnar dicha
suspension en un hisopo de algodén estéril con el cual después de eliminar el
exceso de la suspension se inocul6 de manera masiva dos placas con agar
Mueller-Hinton (MH, Bioxon) por cada una de las cepas, en dichas placas se
colocaron sensidiscos de los antimicrobianos (BBL Sensi Disc BD®) con ayuda de
una pinza estéril cuidando que la distancia entre cada uno de estos fuera no
menor a 24 mm. Se evalud la sensibilidad a los siguientes antimicrobianos;
Cefoxitina (FOX) 30 ug (Cefalosporinas 2 generacion), Ceftriaxona (CRO) 30 ug ,
Ceftazidima (CAZ) 30pug, Cefotaxima (CTX) 30 pg, (Cefalosporinas 32
generacion), Cefepima (FEP) 30 ug, (Cefalosporinas 42 generacion), Ofloxacina
(OFX) 5 ug, Norfloxacina (NOR) 10 g, Acido Nalidixico (NA) 30 pg, Ciprofloxacina
(CIP) 5 pg, Imipinem (IMP) 10 pug, Aztreonam (ATM) 30 puag,
Trimetroprim/Sulfametoxazol (SXT) 1.25/23.73 g, Tetraciclina (TE) 30 pug. Una
vez preparadas las placas con los antimicrobianos se incubaron a 37 °C durante
18-24 h, posteriormente con un Vernier se determiné la medida del diametro de los
halos de inhibicion y se registraron los resultados. Se consideraron los diametros
de inhibicion reportados por la NCCLS para interpretar las medidas del diametro
de inhibicion y definir como resistente, intermedio o sensible la respuesta a cada

antimicrobiano (Apéndice Ag).
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6.9 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos en la determinacion del gen ipaH utilizando diferentes
secuencias de iniciadores se analizaron mediante una prueba de hipotesis de
proporciones con la prueba de Chi? usando un nivel de significancia de 0.05.
Dichas pruebas se efectuaron en Epi info™ 6, un programa de dominio publico

diseiiado por el Centro para el Control de Enfermedades de Atlanta (CDC).

33


http://www.novapdf.com/

7. RESULTADOS

7.2 Origen de las cepas

Se obtuvieron 82 cepas de E. coli de serogrupos enteroinvasivos procedentes del
mismo numero de nifios menores de cinco afios con diarrea de diferentes areas
geograficas de las cuales: 34 (42 %) cepas fueron de Tailandia, 30 (37 %) de
Egipto, 8 (10 %) de Bangladesh, 8 (10 %) de Argentinay 2 (2 %) de México. En el
estudio se incluyeron 29 cepas de Shigella provenientes del mismo nimero de
nifos menores de cinco afos con diarrea de México. Ademas de estas cepas se
utilizaron 15 cepas de referencia de E. coli enteroinvasiva (EIEC) y 14 cepas de
Shigella, ambos grupos de cepas obtenidas de las colecciones del National

Collection of Type Cultures (NCTC) y American Type Culture Collection (ATCC).

7.2 ldentificacién bioquimica

Posteriormente al aislamiento y confirmacién de la viabilidad de las cepas del
estudio se procedid a realizar una identificacion fenotipica utilizando diversas
pruebas bioquimicas. De las 82 cepas 70 (85 %) mostraron el perfil bioquimico
tipico de E. coli; asi como, los 15 controles de referencia de EIEC. Dicho pefrfil
consistié en fermentacion de glucosa, lactosa, maltosa, rafinosa, sorbitol y xilosa;
en 6 cepas se registro la produccion de gas a partir de la fermentacion de glucosa,
ademas se confirmo6 la produccion de indol, no se produjo acetil-metilcarbinol
(Voges-Proskauer), las muestras carecieron de ureasa, no utilizaron como fuente
de carbono el citrato de Simmons y el acido glucénico no fue oxidado; ademas no

se detecto la produccion de acido sulfhidrico (Apéndice Agy Aip).
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Por otra parte para el caso de los 14 controles de Shigella presentaron
propiedades fenotipicas tipicas de esta bacteria que consisti6 en la falta de
utilizacion de lactosa, maltosa, rafinosa y xilosa; asi mismo ninguna de las cepas
presento movilidad en los tubos de Craigie con medio semisélido (Apéndice A1y).

La identificacion de 29 cepas de origen clinico el sistema VITEK® reporté la
identificacion bioquimica de Shigella, este sistema proporcioné una identificacion
para estas cepas, la cual consistio en: 19 cepas (66 %) correspondieron a S.
flexneri, 9 cepas (31 %) a S. sonneiy una cepa (3 %) de S. dysenteriae. Por lo que
se procedi6 a confirmar dicha identificacion por métodos serolégicos, los
resultados se describen mas adelante. Cabe mencionar que estas cepas no

utilizaron lactosa, maltosa, rafinosa, ni xilosa (Apéndice Ay).

7.3 Tipificacion seroldgica

En los ensayos de caracterizacion seroldgica 72 (88 %) de las 82 cepas de E. coli
fueron identificadas como serogrupos pertenecientes al patotipo EIEC, mientras
gue las 10 (12 %) restantes se identificaron con serogrupo distinto.

Se identificaron 10 diferentes serotipos en las cepas aisladas de casos de diarrea
infantil en diferentes zonas geograficas (Cuadro 1), el serotipo mas frecuente fue
O159:NM con 22 (27 %) cepas, seguido del serotipo O167:H5 con 16 (20 %)
cepas, antigeno O no tipificable (O?):H no movil (NM) con 12 (15 %), O28ac:NM
con 8 (10 %), O152:NM con 6 (7 %) cepas, O136:NM con 4 (5 %) cepas y por
tltimo los serotipos: O124:NM, 0124:H24, O167:H49 y O167:NM cada uno se

identificd en una cepa (1 %) respectivamente.
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Con respecto a las 29 cepas de Shigella de casos clinicos se determinaron 6
serogrupos los cuales fueron: 0129 con 8 cepas de 29 (28 %), Shigella flexneri 2°
con 6 cepas (21 %), O135 con 4 cepas (14 %), Shigella sonnei 1 con 2 cepas (6
%), Ol1l12ac con una cepa (3 %) y 8 cepas (28 %) no tipificables. Estas cepas

fueron inmoviles (Cuadro 2).

En el caso de las cepas controles: 15 cepas de EIEC y 14 Shigella, con la
tipificacion serologica se confirmé el serotipo, al presentarse reacciones de
aglutinacién con los antigenos O y H correspondientes a su serogrupo original,
observando que las cepas de Shigella fueron inmoviles en tubos de Cragie. La
tipificacion serologica permiti6 establecer relaciones antigénicas entre E. coli
enteroinvasiva y Shigella, en el andlisis de las reacciones antigénicas de las 82
cepas de E. coli analizadas, 18 (22 %) presentaron una reaccion antigénica entre
E. coli 0167 y S. boydii 3, 8 (8 %) cepas con una reaccion entre E. coli O28ac y E.
coli 042 y por ultimo 2 cepas (2 %) con una reaccion de E. coli 0124 y S.
dysenteriae 3. Asi mismo se observaron que de las 29 cepas de Shigella de casos
clinicos, 18 (63 %) presentaron reacciones antigénicas cruzadas, estas reacciones
fueron: 8 (28 %) cepas con reaccion entre E. coli 0129 y S. flexneri 2%, 6 (21 %)
cepas con reaccion entre S. flexneri 2% y E. coli 0129 y por Ultimo 4 (14 %) cepas

con reaccion entre E. coli 0135y S. flexneri 2* (Cuadro 3).
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Cuadro 1. Distribucién de serotipos encontrados en las cepas de E. coli de

diferentes zonas geograficas.

Origen

Serotipo

ARGENTINA

0167:H5

028ac:NM

O7?:HNM

BANGLADESH

0167:H5

0167:H49

*SD

RlRr|lO|lW|IN|IW|Z

EGIPTO

0159:NM

=
(6}

*SD

O7?:HNM

0167:H5

0167:NM

O7?:HNM

MEXICO

O?7:HNM

TAILANDIA

*SD

O7?:HNM

0124:H24

0124:NM

0136:NM

0152:NM

0159:NM

028ac:NM

OR:MN

Do|~v|lo|lb]|r|r|r|a[NMRr]Rr[N]R|o

TOTAL

82

*S.D.: Serotipo diferente, NM: No movil
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Cuadro 2. Relacion entre la identificacion VITEK® y serotipos identificados en
cepas de Shigella (México).

- NUmero (_Benotipo _
Serotipo ID* de cepas lacZz lacY wdAN cyd ipaH

S. flexneri - - 1 1 1

S. flexneri - - 1 1 1

S. flexneri - - 1 1 1

0129:NM S. erxneri 8 - - 1 1 1

S. flexneri - - 1 1 1

S. flexneri - - 1 1 1

S. flexneri - - 1 1 1

S. flexneri - - 1 1 1

S. sonnei 1 - 1 1 1

S. sonnei 1 - 1 1 1

S. sonnei 1 - 1 1 1

OR:NM S. sonnei 8 - - 1 1 1

S. sonnei 1 - 1 1 1

S. sonnei 1 - 1 1 1

S. sonnei 1 - 1 1 1

S. sonnei 1 - 1 1 1

S. flexneri - - 1 1 1

S. flexneri - - 1 1 1

S. flexneri S. flexneri - - 1 1 1

22 S. flexneri 6 - - 1 1 1

S. flexneri - - 1 1 1

S. flexneri - - 1 1 1

S. flexneri - - 1 1 1

O135:NM S. erxneri 4 - - 1 1 1

S. flexneri - - 1 1 1

S. flexneri - - 1 1 1

] S. flexneri 1 - 1 1 1
S.sonnei 1 - 2

S. sonnei 1 - 1 1 1

0112ac:NM S. dysenteriae 1 1 1 1 1 1

TOTAL 10 1 29 29 29

ID*: Identificacién bioquimica por VITEK®
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Cuadro 3. Reacciones antigénicas entre las cepas de E.

diferentes zonas geograficas y Shigella.

coli obtenidas de

Titulo

Reaccion

Titulo

Serogrupo N con el suero Titulo antigénica  con el suero Titulo
homologo cruzada de Shigella
N
0167 18 1:400 D S. boydii 3 1:100 D
028ac 8 1:1600 1:400 042 1:400 1:200
. ) S. dysenteriae ) ]

0124 2 1:400 1:400 3 1:800 1:400
*0129 8 1:800 1:600 S. flexneri 2a 1:800 1:100
0135 4 1:400 1:600 S. flexneri 2° 1:800 “ND

*S. flexneri 2° 6 1:800 1:800 0129 1:800 *ND

ND*: No determinado

7.4 Grupos filogenéticos en cepas de E. coli de casos clinicos

La clasificacion en grupos mostré que de 82 cepas, 38 (46 %) se ubicaron en el
grupo Bl al presentar los genes arpA y TspE4.C2 (Figura 4); de estas 15 (40 %)
de 38 fueron de Tailandia, 8/38 (21 %) de Egipto y Bangladesh respectivamente y
finalmente 7/38 (18 %) de Argentina (Cuadro 4). Asi mismo con todas estas cepas
para definir al grupo A se consideré la presencia del gen arpA (Figura 4), 31 (38
%) de 82 cepas se ubicaron en dicho grupo, de estas 31 cepas 13 (42 %) fueron
obtenidas de Tailandia, 17/31 (55 %) de Egipto y 1/31 (3 %) de Argentina, para el
caso del grupo E se considero la presencia de los genes arpA (400 pb), chuA (288
pb) y TspE4.C2 (152 pb) [51] (Figura 4), 6 (7 %) cepas se clasificaron en este
grupo (Cuadro 4), de las cuales 4/6 (67 %) eran de Tailandia y 2/6 (33 %) de
Egipto. También se encontrdé una (2 %) cepa de 82 Unicamente con el gen chuA

(Figura 4), por lo que se clasifico dentro del grupo F y por altimo se encontré 6
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(7 %) cepas en las cuales no se pudieron clasificar dentro de alguno de estos
grupos antes mencionados, entre estas cepas, 3/6 (50 %) fueron procedentes de

Egipto, 1/6 (17 %) de Méxicoy 2/6 (33 %) de Tailandia (Cuadro 4).

8 M 11 12 13 14 C2 16 17 18 19 B

TspE.C2

Figura 4. Electroforesis en geles de agarosa al 1.8 % de los amplicones de los genes arpA, chuA,
yjaA y TspE4.C2 de grupos filogenéticos de E. coli.; Los carriles 1-4, 6-9, 11-14 y 16-19
corresponden a aislamientos de casos de diarrea infantil. Carriles C1 y C2 corresponden al control
positivo arpA y yjaA (E. coli K12), control positivo chuA, yjaA y TspE4.C2 (116979, UPEC)
respectivamente y carril M marcador de peso molecular (100 pb).

7.5 Genes en cepas de E. coli de casos clinicos

El analisis para detectar los genes lacZ, uidA, cyd y lacY (Figura 5) mostré que las
82 cepas de E. coli presentaron los genes lacZ, uidA, cyd, mientras que el gen
lacY (permeasa) fue encontrado en 81/82 (99 %) cepas, por lo tanto, una cepa no
presento el gel lacY, esta cepa tiene como lugar de origen Tailandia y pertenece al

serotipo O28ac:NM (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Expresion del genotipo y grupo filogenético en cepas de E. coli

obtenidas de diferentes zonas geograficas.

Origen

NUmero
de
cepas

Serotipo

Genotipo

Grupo  Jacy

cyd

uidA

lacZ

ipaH

N

TAILANDIA

7

0159:NM

OR:NM

0124:H24

O?:NM

Rl |w

0124:NM

Rl |w|N

EGIPTO

=
w

0159:NM

Rlrlkr|w|N

Rl |w|N

Rlrlkr|w|N

>
=
w

OR:H?

=
w

=
w

=
w

0166:H37

07?:H10

O?:NM

ARGENTINA

OR:NM

TAILANDIA

0136:NM

0152:NM

0O28ac:NM

OR:NM

EGIPTO

0167:H5

0167:NM

Bl

BANGLADESH

0115:H5

0167:H49

0167:H5

ARGENTINA

0167:H5

0O28ac:NM

OR:NM

TAILANDIA

0152:NM

0159:H21

0185:NM

EGIPTO

O73:H?

0125ac:H34

MEXICO

OR:NM

TAILANDIA

0O8:H9

O?:H?

EGIPTO

0159:NM

ND*

OR:NM

MEXICO

RlRr|N|Rr|IR P RrRr[Rr]Rr|NMINMMw|o| R R RIN[Rlo|s]S]|Rr|R|R| R~

O?:NM

RlRr|N|Rr|IRr|] P[RR Rr|NMINMM|w|o| R R RIN[Rlols]S]| R R|R| R~

Rlr|N|R|IR| P[RR Rr|NMINM[M|w|o| R R RIN[Rlo|s]S]|Rr|R|R| R~

RlRr|N|Rr|IR| P[RR Rr|NMINM[M|w|o| R R RIN[Rlo|s]S]|Rr|R|R| R~

RlRr|N|Rr|IR| P[RR Rr|NMINM[M|w|o| R R RIN[Rlo|s]S]|Rr|R|R| R~

TOTAL

(o]
N

8l

(o]
N

(o]
N

(o]
N

22

ND*: No determinado
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7.6 Genes en cepas de E. coli de referencia NCTC

Por lo que respecta a 15 cepas EIEC controles, se encontré que: 6/15 (40 %)
cepas pertenecen al grupo A, 6/15 (40 %) al grupo B1, 2/15 (11 %) al grupo E y
1/15 (9 %) fue no determinada (Cuadro 5). Por otra parte se puede observar que
la diferencia genotipica mas sobresaliente entre los géneros Shigella y E. coli fue
la presencia de los genes lacZ, uidA, cyd y lacY (Figura 5) en diferentes
combinaciones, para el caso de E. coli se puede observar que en las 15 cepas
controles se encontré en la mayoria de las cepas (87 %) la presencia de los cuatro
genes lacZ, uidA, cyd y lacY, es decir, que dichos genes tienen una prevalencia en

las cepas de E. coli (Cuadro 5).

Cuadro 5. Genotipo y grupos filogenéticos en las cepas controles de E. coli.

Genotipo

Control Grupo lacY cyd uidA lacz ipaH

N

029:H10 1

0124:H30 -

058:H27

028ab:H-

0144:H-

0149K91:H10

0O28ac:H-

0168:H16

44037
Bl

EO167:H5

0121:H10

0112ab:H18

Ol12ac:H-

0143K:H-

RlRr|r|lr|rlr|lRr|Rr|Rr|Rr|Rr|R|R|[R|r

Rlr|r|r|rlr|lRr]|Rr|Rr|Rr|Rr]R|R|R|r

RlRr|r|lr|rlr|lRr|Rr|Rr|Rr|Rr]|R|R|[R|r
1

RlRr|r|r|r|lr|Rr]|Rr|R]|r

64474:H32 *ND

TOTAL 15

=
w
=
(6}
=
(6}
=
(6}
(6}
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7.7 Genes en cepas de Shigella de aislamientos clinicos

En las 29 cepas Mexicanas de Shigella fueron detectados los genes uidA y cyd
(100 %); mientras que el gene lacY solo fue identificado en una cepa de S.
dysenteriae (3 %); por lo que respecta al gen lacZ se determind en 10/29 (34 %)
cepas, observado que este gen se presentd en las cepas de S. sonnei, S.

dysenteriae y S. flexneri (Figura 5) (Cuadro 2).

3 4 56 M8 910111213 C 15 16 17 1819 B

Figura 5. Electroforesis en geles de agarosa al 1.5 % de amplicones de los genes lacY, cyd, uidA
y lacZ de E. coli. Los carriles 1-6, 8-13 y 15-19 corresponden a aislamientos de casos de diarrea
infantil; carril C control positivo de lacY, cyd, uidA y lacZ (E. coli H10407) y carril M marcador de
peso molecular (100 pb).

7.8 Genes en cepas de Shigella de referencia NCTC

El andlisis de 14 cepas control de Shigella, confirmé la similitud de genotipos entre
E. coli y Shigella, al obtener un 100 % de expresion de los genes uidA y cyd, con
lo que se puede destacar la presencia de estos genes en todas las cepas. En
contraste con E. coli en la mayoria de estas cepas no se detect6 la presencia de
los genes lacY y lacZ, estos genes se identificaron solo en las cepas de S.

dysenteriae 12 y S. boydii 15 respectivamente (Figura 5) (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Genotipo en cepas controles de Shigella NCTC.

Genotipo
Serotipo lacY lacz uidA cyd ipaH
N
S. boydii 1 - - 1 1 1
S. boydii 3 - - 1 1 1
S. boydii 8 - - 1 1 1
S. boydii 15 - 1 1 1 1
S. boydii 16 - - 1 1 1
S. boydii 18 - - 1 1 1
S. dysenteriae 2 - - 1 1 1
S. dysenteriae 3 - - 1 1 1
S. dysenteriae 4 - - 1 1 1
S. dysenteriae 5 - - 1 1 1
S. dysenteriae 6 - - 1 1 1
S. dysenteriae 7 - - 1 1 1
S. dysenteriae 11 - - 1 1 1
S. dysenteriae 12 1 - 1 1 1
TOTAL 1(7.1)  1(7.2) 14 (100) 14 (100) 14 (100)

7.9 Andlisis de los genes ipaH y lacY para diferenciar cepas de E. coli de
Shigella

El analisis de este ensayo mostré que el gen ipaH (Figura 6) se encontro en 22 (27
%) cepas de las 82 cepas de E. coli analizadas procedentes de casos de diarrea,
de las cuales: 19/22 (86 %) eran de Tailandia y 3 (14 %) de las cepas restantes
correspondieron a Argentina. Cabe resaltar que estas 22 cepas fueron clasificadas
por su tipificacion serolégica como no moviles, siendo el serogrupo de mayor
prevalencia O28ac con 7/22 (32 %) cepas, mientras que las 15 (68 %) cepas
restantes correspondieron a los serogrupos: 0152, 0136, 0124 y OR (Cuadro 4).
En el caso de las 15 cepas controles EIEC (NCTC) se observaron 5/15 (33 %) con

la presencia del gen ipaH (Cuadro 5).

44


http://www.novapdf.com/

Con lo que respecta a 29 de Shigella de casos clinicos y 14 cepas controles de

Shigella se encontré la presencia del gen ipaH en un 100 % (Cuadro 2 y 6).

7.10 Comparacion de identificaciéon del gen ipaH utilizando dos iniciadores
diferentes

Se realiz6é un andlisis comparativo para la identificaciéon del gen ipaH en las cepas
gue fueron positivas a este gen con la PCR, utilizando dos pares de iniciadores, el
primer par consinti6 de iniciadores de ipaH disefiados en el Laboratorio y el
segundo par de iniciadores publicados previamente por Navarro, 2010 [54]. El
andlisis estadistico Chi? (Cuadro 7) no mostrd, diferencia significativas (p> 0.12)
en los resultados obtenidos en las cepas de E. coli aisladas de casos de diarrea
infantil; teniendo 24 (29 %) de 82 cepas con la presencia del gen ipaH con el
segundo par de iniciadores mencionado.

Cuadro 7. Resultados de Chi® para comparacién de dos métodos de PCR para el
gen ipaH.

Iniciador Gen N N Chi" p valor
Disefioenel i 1g7pb 22 82

Laboratorio
Navarro, 2010 0.12 0.73
av 54] ipaH 446pb** 24 82

ipaH 446pb**: PCR comparativo con diferentes iniciadores

Figura 6. Electroforesis en geles de agarosa al 1.8 % de los amplicones de los genes ipaH y lacY
de E. coli. Carriles 1-4,6-9, 11-14 y 16-19 corresponden a aislamientos de casos de diarrea infantil;
carriles C1, C2 corresponden al control positivo lacY (E. coli 042), control positivo ipaH (S.
dysenteriae 3) y carril M, marcador de peso molecular (100 pb).
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7. 11 Patrones de resistencia a los antimicrobianos en cepas de E. coli

El andlisis de la sensibilidad a los antimicrobianos mostré que de las 82 cepas de
E. coli solo 28 (34 %) de ellas presentaron resistencia a uno 0 mas
antimicrobianos, de estas cepas 10/28 (36 %) pertenecen a Tailandia y Egipto
respetivamente, 4/28 (14 %) fueron de Bangladesh, 3/28 (11 %) de Argentina 'y 1
(3 %) a México. Senalando que 19 de 28 (68 %) cepas de E. coli mostraron
resistencia a la Tetraciclina (TE), siendo este el de mayor porcentaje de
resistencia, seguido Trimetroprim/Sulfametaxol (SXT) con 18/29 (64 %) cultivos

(Cuadro 8).

Para el caso de las Shigella de origen clinico en 22 (76 %) cepas de 29 se
encontro resistencia a uno 0 mas antimicrobianos, de estas 16 (73 %) presentaron
resistencia a la tetraciclina (TE), 14 (64 %) al Trimetroprim/Sulfametaxol (SXT) y

una (5 %) a Cefepima (FEP) (Cuadro 8).

Por ultimo de los 29 controles que incluyd 15 cepas de EIEC y 14 de Shigella solo
4 (14 %) presentaron resistencia a uno 6 mas de los antimicrobianos analizados
de los cuales 3 de 4 (75 %) cepas eran E. coli de los serotipos: O58:H27,
0168:H16 y O28ab:H- y solo una cepa (25 %) correspondié a S. boydii 3. Siendo
E. coli O168:H16 la que presentd resistencia a un mayor numero de
antimicrobianos con 5, los cuales fueron: ATM, CRO, CAZ, FEP y CTX, de forma
similar 2 de 4 (50 %) cepas presentaron resistencia a CAZ y ATM
respectivamente, y Unicamente una cepa (25 %) presentd resistencia a CRO,

CTX, FEP, NA y TE (Cuadro 8).
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Cuadro 8. Patrones de resistencia a los antimicrobianos en cepas de E. coli y
Shigella.

Tipo de antimicrobiano Antimicrobianos E. coli (n= 28) S(z'__gzeg? *Cc():ir‘cl))les
. ATM 3 0 2
B-lactadmico
IPM 1 0 0
FOX 1 0 0
Cefalosporinas CRO 2 0 1
CTX 1 0 1
NA 2 0 1
OFX 1 0 0
Fluroquinolonas CIP 1 0 0
FEP 0 1 1
CAZ 0 0 2
Trimetroprim/Sulfametoxazol SXT 18 14 0
Tetraciclina TE 19 16 1

*Cepas controles: E. coli O58:H27, E. coli 0168:H16, E. coli O28ab:H-y S. boydii 3.
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8. DISCUSION DE RESULTADOS

Actualmente se calcula que la disenteria causa aproximadamente 600 000
muertes al afilo en todo el mundo. Las dos terceras partes de los casos y la
mayoria de las defunciones son registradas en menores de 10 afios de edad [6].
En este estudio fueron caracterizadas fenotipicamente y genotipicamente cepas
de E. coli y Shigella aisladas de nifios menores de cinco afios de diferentes zonas
geograficas esto, con la finalidad de establecer en primer lugar si es que las cepas
de E. coli pertenecen al patotipo EIEC y asi mismo poder establecer el serotipo de

las cepas de Shigella.

Es importante sefialar que después de la identificacion bioquimica de las muestras
en alguno de los dos géneros en estudio, se logrd observar que la diferencia
fenotipica mas representativa por la cual se consideran como géneros diferentes a
estas dos Enterobacteriaceae fue la incapacidad de utilizar lactosa como fuente de
carbono en el caso de las cepas de Shigella [27]; ademas se pudo observar que
de las 82 cepas de E. coli: 28 (34 %) presentaron movilidad y que las 54 (66 %)
cepas restantes fueron clasificadas como no moviles, la cual es una caracteristica
gue comparten EIEC y Shigella, lo anterior debido a una supresion del operén

flagelar flnDC [55].

Por consiguiente las 82 de cepas identificadas bioguimicamente como E. coli; 72
(88 %) pertenecieron al patotipo EIEC al analizar los resultados de la tipificacion
serolégica; mientras que las 10 (12 %) cepas restantes se identificaron con un

serotipo diferente. Por lo que se lograron identificar diez serotipos pertenecientes a
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E. coli EIEC: O159:NM, 0167:H5, O28ac:NM, O152:NM, O136:NM, O124:NM,

0124:H24, O no tipificable (0?):H no mévil (NM), 0167:H49 y O167:NM.

Simultaneamente se analizaron 29 cepas de casos clinicos identificadas
fenotipicamente como Shigella en las que se determinaron 5 serotipos: 0129,
Shigella flexneri 2%, 0135, Shigella sonnei 1 y O112ac; cabe mencionar que para
el caso de los 15 controles de E. coli y 14 controles de Shigella con el ensayo de

serologia se confirmé el serotipo correspondiente.

La tipificacion seroldgica ha tenido un papel importante en el diagnéstico clinico,
ya que logra identificar serogrupos y serotipos caracteristicos de grupos
patdgenos de las bacterias. Para el caso muy especifico de los dos grupos de
bacterias analizados en este estudio; se ha documentado la presencia de algunos
antigenos de superficie como el antigeno somatico (O) con similitud o
estrechamente relacionados entre los diferentes serotipos EIEC y Shigella [25,26],
dando asi como resultado las reacciones antigénicas cruzadas entre estos dos
grupos de Enterobacteriaceae. Dichas reacciones cruzadas de aglutinacion
dificultan la identificacibn entre ambas bacterias por este método y por

consiguiente se puede obtener un resultado erréneo [25].

Para el caso de las cepas caracterizadas como EIEC se encontraron las
siguientes reacciones cruzadas: E. coli 0167 con S. boydii 3 en 18 (22 %) cepas la
cual fue reportada por primera vez por Linnerborg,1997 [56], E. coli O28ac con E.

coli 042 en 8 (10 %) cepas reportada por Iguchi, 2015 [57] y finalmente 2 (2 %)

49


http://www.novapdf.com/

cepas presentaron una reaccion entre E. coli 0124 y S. dysenteriae 3 reportada

por Cheasty y Rowe,1983 [58].

En relaciéon a las 29 cepas de Shigella se observaron relaciones antigénicas en 18
(63 %) de estas, 8 (28 %) tuvieron una reaccion entre E. coli 0129 y S. flexneri 2%
reportada por Morona,1995 [59], 6 (21 %) cepas con reaccion entre S. flexneri 2% y
E. coli 0129 [59] y por ultimo 4 (14 %) cepas con reaccion entre E. coli 0135y S.

flexneri 2% reportada por Morona, 1994 [60].

Debido a que las reacciones antigénicas cruzadas dificultan hacer una
diferenciacién entre estos dos géneros, por lo que el siguiente paso de este
estudio fue utilizar un método molecular reportado por Horakova; el cual evallta la
presencia o ausencia de un genotipo cuadruplex que contiene los genes: lacY,
lacZ, cyd y uidA ayudando a diferenciar con mayor exactitud entre los géneros E.
coliy Shigella. Esto debido a estudios donde se demuestra que dentro del genoma
de E. coli se encuentran estos cuatro genes, mientras que en el genoma de

Shigella solo se encuentran cyd, uidA y en algunos casos lacZ [44].

De tal modo que para los 82 cepas de E. coli de casos clinicos se observo la
presencia en un 100 % de los genes lacZ, uidA, cyd, mientras que para el gen
lacY 81 (99 %) cepas; de esta manera se observa que una cepa no presento el
gen lacY, dicha cepa tiene como lugar de origen Tailandia y pertenece al serotipo
0O28ac:NM, dejando asi de manifiesto que esta cepa de E. coli presenta un mayor
parecido a Shigella ya que no es capaz de utilizar lactosa y es inmovil. Resultados

muy parecidos a los anteriores se encontraron en los 15 controles de E. coli
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donde se logré apreciar que 13 (87 %) cepas presenta el genotipo cuadruplex
(lacZ, uidA, cyd y lacY) y que dos cepas presentan incapacidad para utilizar
lactosa al no presentar el gen lacY siendo los controles: E.coli 0124:H30 y E. coli

0O144:NM.

Por el contrario, en el caso de las 29 cepas de Shigella se observd un genotipo
diferente al encontrar una presencia del 100 % Unicamente de los genes uidA 'y
cyd, por lo que respecta al gen lacZ se determind en 10 (34 %) cepas, mientras
gue el gene lacY solo fue identificado en una cepa de S. dysenteriae (3 %). Para el
caso de los 14 controles de Shigella se observo un patrén muy similar esto al
obtenerse un 100 % de expresion en los genes uidA y cyd, y para el caso de los
genes lacY y lacZ, estos se identificaron solo en las cepas de S. dysenteriae 12 y

S. boydii 15 respectivamente.

La diferenciaciéon genotipica entre los géneros Shigella y E. coli se realizd con la
identificacion de los genes: ipaH y lacY, esto por medio de una PCR duplex, lo
mas relevante de este ensayo fue la expresion del gen ipaH, ya que este es un
gen que presenta multiples copias, su funcion no es del todo conocida pero se
sabe que favorece la entrada bacteriana a las células de huésped. Dicho gen se
encuentra exclusivamente en EIEC y Shigella; es debido a estas caracteristicas
gue es comunmente utilizado para la identificacion de estos grupos invasivos
[61,62,63]. Este gen (ipaH) fue observado en la totalidad de las cepas analizadas
de Shigella; en otras palabras, este gen fue identificado en las 29 cepas de

Shigella de casos clinicos y en 15 cepas control del mismo género; lo que fue
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bastante congruente ya que se conoce bien que este gen es caracteristico de la

patogenicidad de Shigella.

Por otra parte la presencia del gen ipaH en las cepas de E. coli indica que dichas
cepas contienen este factor de virulencia asociado con la capacidad invasiva; por
lo tanto este analisis nos permite diferenciar de manera mas precisa las cepas de
E. coli, EIEC y Shigella. Con base a lo anterior fue posible clasificar a las cepas en

estudio en los siguientes tres grupos:

El primer grupo de E. coli, contiene en su genoma los genes caracteristicos de una
cepa de E. coli (lacY, lacZ, cyd y uidA), pero el gen ipaH estara ausente en este
grupo. En otros términos se trata de un grupo de cepas de E. coli no invasivas; de
este tipo de cepas encontramos 60 (73 %) de las 82 cepas de casos clinicos y 10

(67 %) cepas de las 15 cepas control.

En el segundo grupo clasificado como EIEC, presentaron los genes lacY, lacZ, cyd
y uidA; se debe resaltar que las cepas de EIEC estan principalmente relacionadas
con Shigella la cual, tiene capacidad invasiva y en consecuencia expresa el gen
ipaH. Entonces este grupo tuvo un perfil de E. coli ademas, de caracter invasivo lo
gue las clasifica como cepas de E. coli enteroinvasivas. A este grupo se le
confieren 22 (27 %) cepas de las 82 cepas de E. coli de casos clinicos y 5 (33 %)
cepas de los 15 controles de E.coli. Es asi que podemos observar que las 22
cepas ipaH pertenecen a serotipos caracteristicos del grupo patégeno EIEC:
siendo el serotipo de mayor prevalencia O28ac:NM con 7 (32 %) cepas, mientras

gue las 15 (68 %) cepas restantes correspondieron a los serogrupos: O152:NM,
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0O136:NM, 0O124:NM y OR:NM. Es por ello que podemos observar que estas
cepas también comparten caracteristicas antigénicas y genotipicas con Shigella,
apoyado por lo encontrado en la literatura y citado en el marco teorico [25, 44].
Hay que resaltar, el lugar de origen de dichas cepas: 19 (86 %) eran de Tailandia y
las 3 (14 %) cepas restantes correspondieron a Argentina, lo que hace notar que
como es reportado en las investigaciones la Shigelosis es una enfermedad que se

presenta principalmente en la poblacion de los paises en vias de desarrollo.

Finalmente el tercer grupo clasificado como Shigella, presenté los genes cyd y
uidA y solo en un minimo porcentaje los genes lacY y lacZ; ademas de contener
el gen ipaH caracteristico de patogenicidad invasiva. En consecuencia se les
clasifica en este grupo a la totalidad de las cepas de casos clinicos de Shigella y el

total de las cepas control del mismo género.

Conjuntamente se realiz6 de manera complementaria una PCR del gen ipaH
utilizando otros indicadores previamente reportados por Navarro, 2010 [54] lo mas
destacado de este estudio fue la confirmacion del gen ipaH en la mayoria de las
cepas ipaH positivo de las cepas de E. coli y Shigella en estudio; se realizé un
andlisis estadistico Chi?, el cual no mostré diferencia significativa (p> 0.5) entre los
resultados obtenidos entre un método y el otro; por lo que la discrepancia obtenida
en las cepas de E. coli de casos clinicos se puede deber a la secuencia de
iniciadores utilizada entre un método y otro, ya que como sabemos el gen ipaH es
un gen con mdultiples copias en el cromosoma y en el plasmido pINV [15,41,42].
Después de realizar este analisis se procedié a agrupar a las cepas de E. coli en

estudio y controles en su grupo filogenético correspondiente, lo que representa la
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procedencia de las cepas, al igual que proporciona informacién acerca del tipo de

cepa a la que pertenece que puede ser comensal o patégena.

Con el andlisis realizado se logré determinar que el grupo mas frecuente en las 82
cepas de E. coli de casos clinicos fue el grupo B1 con 38 (46 %) cepas, cabe
destacar que 19 cepas de las 22 cepas clasificadas como EIEC pertenecen a este
grupo. El grupo A fue el segundo con mayor frecuencia obteniendo 31 (38 %)
cepas y 3 cepas de EIEC; se obtuvo una mismo numero de cepas para estos
grupos en el caso de los 15 controles obteniendo 6 (40 %) controles
respectivamente para estos grupos mencionados; se observa que prevalecen
principalmente los grupos filogenéticos A y B1 estos dos grupos son clasificados
como componentes de la microbiota intestinal de los humanos y de animales.
Dado a su procedencia de casos de nifios menores de 5 afios con diarrea, se
confirma su patogenicidad. Este hecho podria explicarse por una probable
transferencia horizontal de genes, entre estos: Los plasmidos que, son conocidos
por cruzar las barreras entre las especies lo que les permite ser vehiculos
altamente eficaces para la transferencia horizontal de genes entre bacterias que
coexisten en un entorno especifico durante un determinado periodo de tiempo,
como el intestino [64, 72]. Hay que indicar, que para el caso de los 5 controles que
fueron clasificadas como pertenecientes a EIEC, los serotipos Ol12ac:H- y
0143K:H- fueron clasificados como grupo E, que se le asocia con cepas diferentes

al serotipo O157:H7 [72], pero que se clasifican como cepas patégenas.

Por ultimo se realizaron ensayos de resistencia a antimicrobianos, observando que

aungue la mayoria de las cepas de E. coli aislados de casos clinicos fueron
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sensibles 54 (66 %) a los antimicrobianos, se presentd un namero reducido de
cepas resistentes a B-Lactamicos, Fluroquinolonas, Cefalosporinas, Tetraciclina y
Trimetroprim/Sulfametoxazol; el antibiético que presentdé mayor resistencia fue la
tetraciclina (TE) con 19 (8 %) cepas de las 28 cepas resistentes, seguido por el
Trimetroprim/Sulfametoxazol (SXT) con 18 (64 %). Para el caso de las 29 cepas
de Shigella de origen clinico, 22 (76 %) de las cepas presentaron al menos
resistencia a uno de los antimicrobianos incluidos en el estudio, obteniendo la
mayor frecuencia la tetraciclina (TE) con 16 cepas (73 %), seguida del
Trimetroprim/Sulfametaxol (SXT) con 14 cepas (64 %). Por ultimo solo 4 controles
presentaron resistencia a uno o mas antimicrobianos analizados de los cuales 3
eran E. coli: 058:H27, 0168:H16 y O28ab:H- y la restante correspondio a S. boydii
3, siendo los mas comunes con una frecuencia del 50 %, la a resistencia al
Aztreonam (ATM) que pertenece a los B-Lactamicos y una Fluroquinolona

conocida como Ceftazidima (CAZ).

Como se puede observar el antimicrobiano con mayor nimero de cepas
resistentes para ambas enterobacterias fue tetraciclina (TE) este antibidtico actia
inhibiendo la sintesis de proteinas debido a que se une a la subunidad 30S del
ribosoma por lo que impide la unién del aminoacil tRNA al complejo ribosoma 30S-
mRNA. Esto tiene como consecuencia que no se puedan agregar mas
aminoacidos a la cadena de proteinas que esta en crecimiento [67]. Es importante
destacar que dicho antimicrobiano no es usado en el tratamiento de infecciones
causadas por E. coli en humanos, ademas de que su administracion en nifios

menores de dos afos puede provocar efectos adversos en el sistema 0seo [68].
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Por lo tanto la frecuencia de resistencia a este antimicrobiano puede estar

relacionada con el uso indiscriminado de los antibiéticos en el tratamiento empirico

de algunas infecciones; ademas de que este es utilizado para favorecer el

crecimiento y engorda de los animales para consumo humano.

9. CONCLUSIONES

Con el empleo de métodos fenotipicos y moleculares se logré definir la
identidad de las 82 cepas de E. coli, logrando asi conocer que el 88 % (72
cepas) de estas pertenece a alguno de los serotipos 0 serogrupos
clasificados como EIEC y que de estas 22 (30 %) comparten caracteristicas
genotipicas con Shigella, lo que las caracterizé como EIEC.

Se logré observar que las cepas de E. coli pertenecientes al patotipo EIEC,
comparten caracteristicas de virulencia con Shigella. Esto al encontrarse el
gen ipaH expresado en ambas bacterias.

Con la determinacion de grupos filogenéticos se lograron clasificar las 82
cepas del estudio en alguno de dichos grupos caracteristicos de E. coli
corroborando asi la presencia de uno o mas genes caracteristicos de E.
coli: arpA, chuA, yjaA y TspE4.C2. Siendo el grupo filogenético B1 el mas
frecuentemente en las cepas de E. coli; En el caso de los 15 controles de E.
coli se obtuvo el mismo porcentaje de cepas de los grupos A y B.; se debe
recalcar que estos dos grupos son clasificados como cepas intestinales, por
tanto, son componentes de la microbiota normal del intestino humano.
Ademas se logré observar la identificacion de los genes lacY y lacZ

expresados Unicamente en el genoma de E. coli y por lo tanto no fueron
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encontrados en Shigella de manera significativa; lo que permite su
diferenciacion; por otra parte se logré observar que los dos géneros de
Enterobacteriaceae tienen en comun los genes cyd y uidA.

Se observdé que aunque las 82 cepas de E. coli provenientes de aislados
clinicos, la mayoria de la cepas 54 (66 %), presentaron sensibilidad a los 13
antimicrobianos en estudio y que 22 cepas de Shigella de casos clinicos

fueron resistentes a uno o mas de los antimicrobianos en estudio.
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10.

PERSPECTIVAS

Establecer la capacidad invasiva que presentan las cepas clasificados
como EIEC en cultivos celulares (HEp-2).

Proponer el sistema de PCR con los iniciadores empleados en este estudio
para diferenciar cepas EIEC y Shigella.

Plantear un estudio prospectivo de tipo epidemiolégico para determinar la
prevalencia de EIEC y Shigella en alimentos y en poblacién infantil

Mexicana.
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11. APENDICE

A;. Descripcion del método de extraccion de ADN por ebullicién de Islam, 2006

[53].

El cultivo bacteriano se inocul6 en 2 mL de caldo Luria-Bertain (LB, Invitrogen) e
incub6 a 37 °C durante 18- 24 horas; 1 mL de dicha suspension se centrifugo en
un microtubo a 13 000 rpm durante 5 minutos. Terminado el tiempo el
sobrenadante se decantd. Posteriormente se le adicionaron 200 uL de agua ultra
pura y con agitacion vigorosa con vortex el pellet se resuspendio; esta suspension
fue sometida a ebullicion durante 10 minutos y después de la ebullicién se pasoé a
una bafo de hielo durante 5 minutos. Inmediatamente se volvié a agitar en vortex
y se centrifugd a 13 000 rpm por 10 minutos, posteriormente se tomaron 100 pL
del sobrenadante, los cuales se colocaron en un microtubo nuevo, dicha

suspension fue conservada en congelacién hasta su uso.

Con la finalidad de comprobar la extraccion del material genético se mezclaron 2.3
pL de azul de bromofenol con 8 pL del sobrenadante obtenido; esta mezcla fue
colocada en uno de los pozos de un gel de agarosa al 1 %, el cual, se colocé en
una camara de electroforesis (BIO-RAD) con una solucion amortiguadora de Tris
borato de etilendiamino-tetra acético (TBE) al 0.5X y se le aplicé una corriente de
100V durante 60 minutos. Por ultimo el gel se tifi6 con el colorante Red Gel
(Biotium, BioLabs New England) durante 30 minutos y se le tomé una fotografia
con un documentador de imagenes (Biosens SC805 Gel Imagine Sistems) con el

cual se pudo visualizar el ADN con un transluminador de UV.
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A.. Reactivos utilizados en la determinacion de grupo filogenético e identificacion
de genes para diferenciar E. coli y Shigella.

Reactivos (Invitrogen)

Buffer
Taq -
MgClI2 . dNTP’s Iniciadores PCR
PCR Genes Polimerasa Control positivo
(50mM) 10 X
(uL)
Duplex ipaH E. coli 042
0.75 0.2 25 1.0 2.5 _
lacY S. dysenteriae 3
Comparativo ipaH 15 0.3 5 1.0 2.5 FMU 91520
i cyd, uidA,
Cuadruplex* 15 0.2 25 1.0 2.5 H10407
lacZ, lacY
Grupos E. coli K12
] ] arpA, chuA,
flogenéticos _ 0.75 0.25 25 1.0 2.5 FMU 116979
. yjaA, TspE4.C2
(Cuédruplex) (UPEC)
FMU 108287 (E.
Grupo E arpA 0.75 0.25 2.0 1.0 2.5 .
coli O157:H7)
Grupo C TrpA 0.75 0.25 2.0 1.0** 2.5 ECOR 70 ATCC

Las Reacciones se llevaron a cabo con 1.0 pL de DNA en un volumen de 25 pL
*Reaccion que se llevé acabo con 2.5uL de DNA en un volumen de 25uL
**[os iniciadores trpBA se agregan como control interno en la misma cantidad

As. Condiciones de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) para la
determinacion de grupos filogenéticos e identificacion de genes para diferenciar

E. coli y Shigella.

PCR
Fase No. ipaH *Grupos
) **Duplex Cuédruplex ) ) .
Ciclos comparativo filogenéticos
T (°C) / t (min)
Desnaturalizacion
o 94/1.5 94/1.5 94/5 94/4
Inicial
Extension 94/0.5 94/0.5 94/2 94/0.08
Alineamiento 30 60/0.42 58/0.42 58.6/1 58/0.33
Elongacion 72/0.5 72/0.5 72/1 72/0.66
Extension final 7215 72/5 7217 72/5
% Gel de Agarosa 18 15 1 1.8
**Duplex: el nimero de ciclos para este PCR fue de 35

*Grupos filogenéticos: estas condiciones son las mismas para los grupos Eo C
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A 4. Iniciadores utilizados en la determinacién de grupo filogenético e identificacion
de genes para diferenciar E. coli y Shigella.

Secuencia de nucleotidos Tamafio )
Clave Genes . Referencia
5 -3 amplicén (pb)
EM_Sh ipaH_F aH ATCTAATAACTTTGGATGTGTCCGA 187 Disefio del
ipa
EM_Sh_ipaH_R P TTAAGATTAGAAGGCAGAGATGGAA Laboratorio
EM LacY_F lacY CAATAATCAGTTCGTTTTCTGGC a1 Disefio del
ac
EM LacY_R AGCAAACTGTTGGTCAAAAACAT Laboratorio
ipaH-F oaH TCT CGG CAC GTTTTAATAGTC TGG 446 Navarro
ipa
ipaH-R P TAAATCTGC GGG CCGTGG TAGTC [54]
lacY-F lacY ACC AGA CCC AGC ACCAGATAAG 464
ac
lacY-R GCACCT ACGATGTTTTTG ACCA
lacZ-F lacZ ATG AAA GCT GGC TAC AGG AAG GCC 64 Horakova
ac
lacZ-R GGT TTATGC AGC AAC GAG ACGTCA [44]
uidA-F ) ATC GGC GAAATT CCATACCTG
uidA 319
uidA-R GTTCTGCGACGCTCACACC
cyd-F q CCG TAT CAT GGT GGC GTG TGG 393
c
cyd-R Y GCC GGC TGAGTAGTC GTG GAAG
yjaA-F ) CAAACGTGAAGTGTCAGGAG
] yjaA 211
yjaA-R AATGCGTTCCTCAACCTGTG
TspE4-F CACTATTCGTAAGGTCATCC
TspE4.C2 152
TspE4-R AGTTTATCGCTGCGGGTCGC
arpA-F AACGCTATTCGCCAGCTTGC
arpA 400 Clermont
arpA-R TCTCCCCATACCGTACGCTA
chuA-F ATGGTACCGGACGAACCAAC
chuA 288 [51]
chuA-R TGCCGCCAGTACCAAAGACA
arpAgpE-F arpA GATTCCATCTTGTCAAAATATGCC 301
arpAgpE-R (Grupo E) GAAAAGAAAAAGAATTCCCAAGAG
trpAgpC-F trpA AGTTTTATGCCCAGTGCGAG 219
trpAgpC-R (Grupo C) TCTGCGCCGGTCACGCCC
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A s. Electroforesis y visualizacion de los amplicones en un transluminador de UV.

Con la finalidad de revelar los productos amplificacion de la PCR (amplicones) se
mezclé 2.3 pL de azul de bromofenol con 8 pL del coctel de la reaccion; esta
mezcla fue colocada en uno de los pozos de un gel de agarosa del porcentaje
correspondiente (Apéndice As3), el cual, se colocd en una camara de electroforesis
(BIO-RAD) con una solucién amortiguadora TBE al 0.5X y se le aplicé una
corriente de 100 V por 60 minutos. Por ultimo el gel se tifid con colorante Red Gel
(Biotium, BioLabs New England) durante 30 minutos y se le tomé una fotografia
con un documentador de imagenes (Biosens SC805 Gel Imagine Sistems),
considerando el amplicén como positivo si presenté el mismo peso de pares de

bases que los controles utilizados (Figuras 1-3).

Ae. Interpretacion del diametro de inhibicibn de diferentes antimicrobianos,
fragmento extraido del manual M100 S22 (M2) “Disk Difussion Suplemental
Tables”

Concentracion Diametro interpretativo (mm)
Antimicrobiano
(n9) Resistente Intermedio Sensible

FOX 30 <14 15-17 =18
CRO 30 <13 14-20 =21
CAZ 30 <14 15-17 >18
CTX 30 <14 15-22 >23
FEP 30 <14 15-17 >18
IPM 30 <13 14-15 >16
ATZ 30 <15 16-21 >22
OFX 5 <12 13-15 >16
NOR 10 <12 13-16 >17
CIP 5 <15 16-20 >21
NA 30 <12 13-16 =17
SXT 1.25/23.75 <12 13-16 >17
TE 30 <12 13-16 >17

62


http://www.novapdf.com/

A-7. Sistema VITEK® 2 para identificaciéon bioquimica de cepas de Shigella de
origen clinico.

Las cepas de Shigella fueron inoculadas en agar Mac Conkey e incubadas a 37°C
durante 18-24h. Posteriormente se procedid a seleccionar colonias aisladas que
presentaran caracteristicas de Shigella, las cuales fueron resembradas en cajas
Petri con TSA divididas en 8 secciones e incubadas a 37 °C durante 24 h y a partir
del crecimiento bacteriano se prepard una suspension en tubos con 3 mL de
solucién salina estéril al 0.45 % (Air Life ™), la cual se ajusté al tubo 1.0 del
nefelémetro de McFarland (3.0x10® bacterias/mL). Posteriormente se procedi6 a
colocar cada tubo con la suspension bacteriana dentro de una gradilla especial
(cassette) junto con la tarjeta de identificacion (GN Test Kit VTK2). Por ultimo el
cassette con las muestras se colocé en el panel de lectura de VITEK® 2
(Compact, (bioMérieux) durante 4-18 h posteriormente se registraron en un

archivo del sistema.
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As. Perfil biogquimico de cepas de E. coli obtenidas de diferentes zonas geograficas.

@ s © @ O o
@ ° ) g £ 3 c B8 2 8% o &8 % %
- - 2 8 3 s o 38 & 8532 9 8 £ £ 8 £ £ 8 ¢
Serotipo Origen N % % . S % = % T oz g § 1'5_ 5 g 5 X (_g
= 5 = O ¢ O ¢ © ©
O136:NM 4 4 4 4 4 - - - - - - 4 4 4 4 - 4 -
O152:NM 6 6 6 6 5 - - - - - - 6 6 6 5 - 6 -
O159:NM 7 7 7 - 7 - - - - - - - 7 7 7 4 7 7 -
0O28ac:NM 6 5 5 6 6 - - - - - - - 6 5 5 6 - 6 -
OR:NM TAILANDIA 4 2 4 4 4 - - - - - - - 4 2 4 4 - 4 -
O?:NM 1 1 1 - 1 - - - - - - - 1 1 1 - 1 1 -
0124:H24 1 1 1 1 1 - - - - - - - 1 1 1 - - 1 -
0O124:NM 1 - 1 1 1 - - - - - - - 1 - 1 1 - 1 -
*SD 4 4 4 4 4 - - - - 3 - - 2 4 4 2 3 4 -
O159:NM 15 15 15 2 15 - - - - 1 - - 15 15 15 11 12 15 -
0167:H5 7 7 7 7 7 - - - - 7 - - 6 7 7 7 7 7 -
O?:NM 1 1 1 - 1 - - - - - - - 1 1 1 1 1 1 -
o —— EGIPTO

0167:NM 1 1 1 1 1 - - - - 1 - - 1 1 1 1 1 1 -
OR:NM 1 1 1 1 1 - - - - - - - 1 1 1 1 - 1 -
*SD 5 3 4 5 4 - - - - 4 - - 4 3 4 4 - 5 -
O?:NM MEXICO 2 2 2 2 1 - - - - - - - 2 2 2 1 2 2 -
0167:H5 3 3 3 3 3 - - - - 3 - - 3 3 3 3 3 2 -
O28ac:NM | ARGENTINA 2 1 2 2 2 - - - - - - - 2 1 2 2 - 2 -
O?:NM 3 2 3 3 3 - - - - 1 - - 3 2 3 3 1 3 -
0167:H5 6 6 6 6 6 - - - - 6 - - 6 6 6 6 6 6 -
0167:H49 | BANGLADESH | 1 1 1 1 1 - - - - 1 - - 1 1 1 1 1 1 -
*SD 1 1 1 1 1 - - - - 1 - - 1 1 1 1 1 1 -
TOTAL 82 74 80 60 79 O 0 0 0O 28 O O 78 74 80 68 46 81 O

*R.M.: Rojo de metilo, *V.P.: Vogues-Proskauer
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Ag. Perfil bioquimico por sistema VITEK® de cepas de Shigella obtenidas de
México.

\dentificacion - pp3 oFG GC ACE ESC PLI URE CIT MAL TDA PXB LAC MLT MAN XYL

Bioguimica
S. flexneri 19 1 19 19 - 1 - - - - - - - 6 16 1
S. sonnei 9 - 9 9 - - - - - - - - - 3 8 -
S.
dysenteriae 1 i 1 1 i i i i i i i i i i i i

TOTAL 29 1 29 29 0 1 0 0 0 0 0 0 0 9 29 1

ldentificacion - pAF SOR SUC INO ADO COU H2S ONP RHA ARA GLU ARG LYS ORN OXY

Bioguimica

S. flexneri 19 9 2 - - - 9 - 1 3 10 16 3 - - -
S. sonnei 9 - - - - - - - 7 - 7 8 - - 3 -
dysenteriae

TOTAL 29 9 2 0 0 0 9 0 8 3 17 25 3 0 3 0
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A1o. Perfil bioquimico de cepas control de E. coli.

oleuoon|o
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S?H

pepiInoN

euUIUER|IUSH

OleuojeN

eain

‘d'NAx

A R="

[opul

BSson|n

Bs0]oeT]

Control

1

029:H10
0O112ab:H18

0124:H30

1
1

Ol12ac:H-

058:H27

028ac:H-

1

0168:H16

0O28ab:H-

1
1

44037
64474:H32

0144:H-
0149K91:H10

1
1
1
1
11

0143K:H-

EO167:H5

0121:H10

14

15 13

11

13

15 14

15

TOTAL

*R.M.: Rojo de metilo, *V.P.: Vogues-Proskauer
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A1:. Perfil bioquimico de cepas control de Shigella.

Control

Lactosa

Glucosa

Indol

*R.M.

*V.P.

Urea

Malonato

Fenilalanina

Movilidad

H,S

Citrato

Sorbitol

C. Lactosa

C. Glucosa

C. Maltosa

C. Rafinosa

C. Xilosa

Gluconato

S. boydii 1

S. boydii 3

S. boydii 8

S. boydii 15

S. boydii 16

S. boydii 18

Rlr(Rr|Rr|R]R

S.dys 2

S.dys 3

S.dys 4

S.dys5

S.dys 6

S.dys 7

S.dys 11

S.dys 12

Rlr|lrlr|lr|r|r|Rr|r|Rr[Rr]|R,]R|r

Rlr|lrlr|lr|r|rRr|r|Rr|[Rr]|Rr]R|r

TOTAL

'_\
o

0

0

0

0

0

0

0

7

0

'_\
S

*S. dys: Shigella dysenteriae, *R.M.: Rojo de metilo, *V.P.: Vogues-Proskauer
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