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RESUMEN
. RESUMEN.

Las enfermedades diarreicas son un problema importante de Salud Publica en
todo el mundo, cada afio se registran mas de dos millones de casos fatales, sobre
todo en los paises en vias de desarrollo, principalmente en nifios menores de 5
afos. Aunque algunos integrantes de la familia Enterobacteriaceae forman parte
de la microbiota normal del intestino de los mamiferos incluyendo al hombre, otros
como Salmonella, Shigella y algunas serovariedades de Escherichia coli son
importantes en la patogénesis de las infecciones intestinales. Objetivo general:
Realizar la caracterizacion de cepas de E. coli aisladas de infecciones intestinales
y otras fuentes empleando métodos fenotipicos y moleculares para conocer si
estas cepas comparten caracteristicas antigénicas y genotipicas con Shigella.
Hipétesis: Cepas de E. coli de los serogrupos enteroinvasivos presentaran
caracteristicas antigénicas y de factores de virulencia similares a Shigella.
Material y métodos. Se obtuvieron 87 cepas de diferentes fuentes y como
controles de los ensayos se utilizaron 16 cepas de referencia de E. coli
enteroinvasiva (EIEC) y 15 de Shigella de las colecciones NCTC y ATCC.
Mediante pruebas bioquimicas preparadas en el laboratorio se realizd la
identificacion bioquimica, la tipificacion serolégica de las cepas se llevé a cabo
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 reportados se
analizé la presencia de los genes arpA, chuA, yjaA 'y TspE4 para definir el grupo
filogenético de las cepas y los iniciadores lacZ, uidA, cyd, lacY e ipaH se utilizaron
para diferenciar entre E. coli y Shigella. Los patrones de resistencia a los
antimicrobianos se determinaron utilizando el método de difusién en agar (Kirby-
Bauer). Resultados: Las cepas del estudio mostraron un perfil bioquimico que
coincide con el reportado para E. coli. El analisis de la tipificacion mostré
reacciones antigénicas cruzadas con titulos similares entre los serogrupos 029,
032, O112ac, 0124, 0143, 0152, 0153, 0166, O167, de E. coli, y las
serovariedades de S. dysenteriae 11, S. boydii 14, S. dysenteriae 2, S. dysenteriae
3, S. boydii 8, S. boydii 4, S. dysenteriae 12, S. boydii 14, S. boydii 3y S. boydii 18
respectivamente. Las cepas se clasificaron en los siguientes grupos filogenéticos:
en el grupo A, 34 (39 %) cepas; en el grupo B1, 43 (49.4 %); en el grupo B2,
3(3.5%); en el grupo F, 2 (2.3 %); en el grupo E, 2 (2.3 %) y en el grupo I, 2(2.3
%). El anadlisis de los genes de virulencia mostr6 que las cepas de E. coli
presentaron los genes uidA, cyd, lacZ y lacY, en relacién al gen jpaH este se
identificd en 22 (25.3%) cepas. En contraste con las cepas controles de Shigella,
estas fueron positivas para los genes uidA, cyd e ipaH, pero negativas para lacZ y
lacY. Finalmente 45 (51.7%) de 87 cepas presentaron resistencia a los
antimicrobianos en diferentes combinaciones, la resistencia mas significativa fue a
TE en 35 (77.8 %) cepas, a NA 13 (28.9%) y SXT en 12 (26.7 %). Conclusiones:
Las cepas de E. coli comparte antigenos similares con Shigella y se ubicaron
principalmente en los grupos A y B1 definidos como comensales y componentes
normales del intestino de los humanos y escaza presencia de los grupos B2 y F
definidos como extraintestinales. Las cepas de E. coli presentaron factores de
virulencia de EIEC 'y fueron resistentes a TE, NA y SXT.
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INTRODUCCION

Il. INTRODUCCION.

1. El problema de las enfermedades diarreicas a nivel mundial.

Las enfermedades diarreicas de tipo infecciosa son un problema importante de
Salud Publica en todo el mundo, cada afio se registran mas de dos millones de
casos fatales, sobre todo en los paises en vias de desarrollo y principalmente en
nifios menores de 5 afos y son un factor importante de desnutriciéon. En
estimaciones realizadas por Bryce (1), reportan que las principales causas de
muerte en ninos menores de 5 afos de edad fueron: muerte neonatal (36 %),
neumonia (19%), diarrea (17%), malaria (8%), sarampién (4%), VIH/SIDA y
accidentes (3 %) y otras causas (10%) (1,2). La diarrea es una enfermedad que se
caracteriza por la evacuacion frecuente de heces blandas o liquidas que contienen
mas agua de lo normal, e implica pérdida de sales (electrolitos) que son
importantes para mantener el estado de hidratacion del organismo; en muchos
casos esta puede contener sangre y moco la cual se conoce como disenteria (3-
5). El riesgo de enfermedad depende de factores ambientales, es especialmente
elevado en grupos poblacionales de escasos recursos, sin provision segura de
agua potable, sin saneamiento y con nula informacion y educacion para la salud,
referida a higiene personal y alimentaria, promocion de la lactancia materna y de
factores individuales como la inmadurez inmunoldgica del lactante, la falla
frecuente de aporte de leche materna, que constituye el alimento mas completo
durante los 6 primeros meses de vida y la desnutricibn que se acentua con la
enfermedad creando un circulo vicioso; ocho de cada 10 defunciones se producen

en los dos primeros anos de vida, los nifos menores de 5 afios de los paises en
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desarrollo presentan una media de cuatro episodios diarreicos por afo. Los
laboratorios de investigacion pueden identificar actualmente los microorganismos
gue causan diarrea en mas de tres cuartas partes de los nifios que acuden a los
centros de salud. De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
cada ano se producen alrededor de 1700 millones de casos de enfermedades
diarreicas en todo el mundo, de los cuales, aproximadamente 760,000 casos
terminan siendo fatales en niflos menores de 5 afios; se estima que 2.5 millones
de personas carecen de instalaciones mejoradas de saneamiento, y casi mil
millones de personas no tienen acceso al agua potable. Estas condiciones
ambientales permiten que patdégenos que producen diarrea se propaguen con

mayor facilidad (4).

2. La situacion de la diarrea en México.

En México las enfermedades intestinales ocupan los primeros lugares entre las
veinte principales causas de mortalidad en menores de 5 anos. EI mayor
porcentaje de las defunciones asociadas por esta enfermedad se debe a la
deshidratacion (4). En 1990 la mortalidad por Enfermedad Diarreica Aguda
(EDAS) fue de 112.6 defunciones por 100 mil menores de cinco afios, ésta tasa de
defunciones descendié significativamente en 2007 al registrarse sélo 14.2
defunciones por 100 mil menores de cinco afios por esta enfermedad (3,5); esto
se debid a las acciones y politicas de salud que se establecieron en nuestro pais,
tales como las vacunas contra diferentes enfermedades como el sarampién y el
rotavirus, la administracion de vitaminas (como la A) y antihelminticos (como el

abendazol) en las Semanas Nacionales de Salud, promocién de la lactancia



INTRODUCCION

materna, promociones publicas de higiene como el lavado de las manos antes y
después de ir al bafo, tomar agua hervida o potable, asi como la terapia de
hidratacion oral, siendo esta una de |la estrategias mas importantes con lo que se
ha permitido reducir importantemente la mortalidad por esta enfermedad. A pesar
de estas prevenciones de salud, la enfermedad diarreica aguda en menores de 5
afos de edad sigue siendo una de las 10 principales causas de mortalidad en
nuestro pais; se presentan al afo mas de 1 millon de casos, afectado

principalmente a los nifios menores de 5 anos (3,5).

3. Agentes etiolégicos.

La diarrea es un sintoma comun de infecciones gastrointestinales causadas por
una amplia gama de agentes enteropatégenos, sefialdndose la presencia de
bacterias como E. coli, Salmonella spp., Shigella spp., Campylobacter spp.,
Aeromonas spp. y Vibrios spp., y de parasitos como Giardialamblia, Entamoeba
hystolitica y Cryptosporidium spp, entre otros; asi como de Rotavirus. Sin
embargo, solo unos cuantos microorganismos son responsables de la mayoria de
los casos agudos de diarrea infantil. El rotavirus es la causa mas importante de
diarrea aguda y es responsable de aproximadamente el 40 por ciento de todas las
hospitalizaciones por diarrea entre los nifios menores de cinco afos en todo el
mundo. Los agentes etiolégicos mas estudiados en los paises desarrollados son
Shigella, Salmonella y algunas variedades de E. coli, que estan clasificados dentro
de la familia Enterobacteriaceae (6) y aunque algunos integrantes de esta familia

forman parte de la microbiota normal del intestino de los mamiferos incluyendo al
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hombre, otros estan frecuentemente involucrados en la patogénesis de infecciones

intestinales.

Las diarreas producidas por agentes bacterianos se producen mayormente en los
meses de verano y los virus aumentan su frecuencia en la época de invierno. La
mayoria de los patégenos que causan diarrea comparten un modo similar de
transmision, a partir de las heces de una persona a la boca de otra. Esto se
conoce como la ruta transmisién fecal-oral. Puede haber diferencias, sin embargo,
en el numero de organismos necesarios para causar la enfermedad clinica, o en la
ruta que el patdégeno toma durante la transmision entre los individuos por ejemplo,
de las heces a los alimentos o el agua que se ingiere (7,8), que son factores para

que se presente la enfermedad.

Estos agentes causan enfermedades desde leves y autolimitadas hasta cuadros
severos de deshidratacion, toxemia o sepsis que causan gran mortalidad y
morbilidad, o tienen efectos sobre el estado nutricional de los nifios menores de 5
afnos o de personas inmunocomprometidas. El tratamiento de estas enfermedades
esta orientado principalmente a las especies bacterianas involucradas, sin
embargo en los ultimos afos se observa el aumento de la resistencia bacteriana a

los antimicrobianos (9).

4. Generalidades de las enterobacterias.

El nombre Enterobacteriaceae fue propuesto por Rahn en 1937 (10). Dicho
nombre es derivado del latin “enterobacterium” cuyo significado es bacteria

intestinal. La familia Enterobacteriaceae constituye un grupo grande y heterogéneo
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de bacterias Gram negativas, aerobios o anaerobios facultativos no formadores de
esporas, fermentadores de lactosa con o sin produccion de gas, que son inmoviles
o son moviles mediante flagelos peritricos, son oxidasa negativas, producen
catalasa y tienen requerimientos nutricionales relativamente sencillos al fermentan
azucares hasta varios productos finales; la pared celular esta constituida por una
membrana interna o citoplasmatica y una membrana externa, lipoproteinas,
porinas multiméricas (que facilitan el paso de diversas sustancias, incluidos los
antibidticos B-lactamicos). Ademas presenta organelos complejos que se
extienden hacia el exterior como los flagelos, las fimbrias o pilis. A la membrana
externa esta anclado el lipopolisacarido (LPS) que esta constituido por tres
regiones: el lipido A conocido como endotoxina, un oligosacarido fosforilado
central o core y las cadenas laterales o unidades repetidas de carbohidratos. Las
unidades repetidas de carbohidratos del LPS se conoce como antigeno O. Este
antigeno es la base para la clasificacion de los serogrupos mediante reacciones
antigeno-anticuerpo en este tipo de microorganismos. Actualmente la familia
Enterobacteriaceae comprende al menos 34 géneros, 149 especies y 21
subespecies (11). Dentro de la cual destaca E. coli que es el microorganismo
mejor estudiado que conforma la microbiota normal de intestino y Shigella que en
los ultimos afios se ha le ha puesto un enfoque especial por lo que se ha

estudiado con mas detalle.

5. E. coli diarreogénica.

E. coli fue llamada asi en honor a Theodor Escherich, pediatra Aleman que 1885

la aislé y caracterizé. Es un bacilo Gram negativo perteneciente a la familia
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Enterobacteriaceae, movil, fermentador de lactosa, citrato negativo, coloniza el
tracto intestinal humano a pocas horas del nacimiento y es considerado un
miembro no patdégeno de la microbiota del intestino, rara vez causan enfermedad.
Sin embargo, existen diferentes cepas de E. coli que causan diversas
enfermedades conocidas como intestinales y extraintestinales; las primeras
mediante factores de virulencia afectan a una amplia gama de procesos celulares;
E. coli productora de diarrea presenta factores de virulencia que le permite
lesionar las células intestinales o alterar la funcion del intestino. Mientras que las
denominadas extraintestinales pueden causar una serie de cuadros clinicos como
la infeccion urinaria, meningitis, sepsis, etc. En consecuencia, E. coli patégena es
ampliamente estudiada en los seres humanos, los animales, los alimentos y el
medio ambiente. En la actualidad existen 6 categorias principales de E. coli que
ocasionan diarrea las cuales son clasificadas en patotipos con base en sus
caracteristicas de patogenicidad que presenta y cuadro clinico que producen
(12,13): E. coli enteropatogena (EPEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasiva
(EIEC) y E. coli adherente difusa (DAEC) y en el 2013 se describieron dos
categorias mas: E. coli adherente invasiva (AIEC) y E. coli productora de toxinas
Shiga enteroagregativa (STEAEC) (14). Las bacterias también han generado
ciertos factores de virulencia para causar dano al hospedero, ya que promueven la
colonizacion y facilitan la sobrevivencia de las bacterias infectantes, destacando
su adherencia mediada por pilis o fimbrias, la presencia de enterotoxinas, las

adhesinas no fimbriales y la capsula.
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El conocimiento actual de las caracteristicas fenotipicas y genotipicas de la
diversidad de E. coli se basa encepas aisladas de humanos o animales; se
pueden aislar y clasificar utilizando los métodos tradicionales, como la
identificacion por sus caracteristicas bioquimicas, que se basa en la fermentacién
de azucares y la utilizacion de otros substratos como los aminoacidos, ademas de
productos del metabolismo bacteriano. Los mecanismos patogenicidad se pueden
estudiar en cultivos de células y ensayos de modelo animal, asi como métodos de
biologia molecular para el diagndstico clinico. Estos ultimos han demostrado los
genes involucrados en la patogénesis de la bacteria. E. coli es un agente
etiolégico de casos esporadicos de brotes de diarrea, colitis hemorragica (CH),
disenteria y el sindrome urémico hemolitico (SHU) (13,14). Las manifestaciones
de la diarrea por E. coli se producen principalmente entre los ninos menores de 5
afos y un profundo conocimiento y comprensién de este microorganismo son

importantes para una mejor vigilancia epidemiologica.
6. El género Shigella.

El cientifico japonés Kiyoshi Shiga en 1898 identificd por primera vez a Shigella. El
lo denomindé como Bacillus porque parecia estar relacionado con Bacillus coli, que
ahora se conoce como E. coli. En taxonomia, en la década de 1940, las cepas de
Shigella se clasificaron en un género diferente de E. coli debido a su significado
patolégico. Shigella es un bacilo Gram-negativo perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae, anaerobio facultativo, no formador de esporas, se caracteriza
por no fermentar lactosa y mucato, ser inmovil, no produce lisina decarboxilasa y

raramente produce gas a partir de la glucosa, esta estrechamente relacionada
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antigénicamente y bioquimicamente con E. coli. Es un patégeno importante para
los humanos, intracelular que coloniza la mucosa intestinal (15). Shigella tiene
importancia para salud publica, principalmente en los paises subdesarrollados con
las condiciones de falta de higiene causando enfermedades que van desde la
diarrea hasta la disenteria bacilar (16,17). Shigella por lo general es transmitida
por el agua contaminada con heces humanas, asi como bebiendo o comiendo
alimentos lavados con la misma agua contaminada. Estos organismos invaden las
células que recubren la mucosa del colon y alli se multiplican, conduciendo a la
muerte celular. Sin embargo, de vez en cuando invade el intestino mas alla del
revestimiento de la superficie. Desde la década de 1970, el uso de la rehidratacion
oral en los paises en desarrollo ha contribuido significativamente a la reduccion de
la mortalidad por deshidratacion diarreica. Existen cuatro especies de Shigella,
divididas sobre la base de diferencias en el antigeno O de su lipopolisacarido y
algunas reacciones bioquimicas caracteristicas, tales como la produccion de indol
o la fermentacion de manitol; el diagndstico de laboratorio se hace mediante el
cultivo de las muestras de heces utilizando medios de agar selectivos y
diferenciales. En base a ello se describen cuatro especies (18). Shigella
dysenteriae (grupo A, 15 serotipos), Shigella flexneri (grupo B, 15 serotipos,

Shigella boydii (grupo C, 20 serotipos) y Shigella sonnei (grupo D, 2 serotipos).

La ingestion de 10 a 500 células viables de cualquiera de las 4 especies de
Shigella es suficiente para causar shigelosis en individuos susceptibles (16). En
general, S. dysenteriae es responsable de epidemias mortales en los paises en

desarrollo. S. flexneri y S. sonnei son responsables de las enfermedades
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endémicas en los paises desarrollados, y S. boydii para la mayoriade los casos de
la infecciones es importante en la India y los paises vecinos (17). De estas
especies, las mas estudiadas es S. flexneri, su identificacion se basa en
caracteristicas bioquimicas, todas ellas pueden causar disenteria, aunque con
diferente gravedad. Al menos una especie, S. dysenteriae, también secreta una
toxina que mas probablemente juega un papel en la destruccion de tejidos y
enfermedad sistémica mas grave, la disenteria (disenteria bacilar o shigelosis) que
es una infeccion del intestino grueso y se caracteriza por dolor abdominal, diarrea
y fiebre. Inicialmente, la diarrea puede ser copiosa, con evacuaciones liquidas y
con frecuencia contienen sangre y moco, se acompana de otros sintomas como
vomitos y dolor de cabeza y la infeccidén rara vez se involucra otras partes del
cuerpo. La dosis infecciosa son 10 bacterias, (16) hecho que permite que la
enfermedad se propague de manera eficaz. En una encuesta de shigelosis
realizada entre 2000 y 2004 en seis paises de Asia (Bangladesh, China, Pakistan,
Indonesia, Vietnam y Tailandia) demostré6 que la incidencia anual global de
shigelosis tratada fue de 2.1 por 1000 habitantes de todas las edades por afo y el
13.2 por 1000 nifios menores de 5 afios por afio (17), esta incidencia fue mas alta
que la determinada en los paises industrializados. La prevalencia anual estimado
de episodios de shigelosis es de 160 millones, con 1.1 millones de muertes, en su

mayoria ninos menores de 5 afios de edad (19).
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Figura 1.Modelo de la patogénesis inducida por Shigella spp. Las bacterias atraviesan la barrera
epitelio mediante la introduccién en las células M (a). Las bacterias son fagocitadas por los
macroéfagos residentes, en los que se inducen apoptosis (b), y alcanzan el polo basolateral de las
células epiteliales (c). El movimiento de las bacterias intracelulares conduce a la formaciéon de
protuberancias y la difusion de las bacterias dentro del epitelio. La liberacion de citocinas y
quimiocinas, por los macréfagos apoptéticos y por los enterocitos infectados, promueve el
reclutamiento de los monocitos, que migran a través de la barrera epitelial, lo que facilita la entrada de
bacterias hacia las células epiteliales (d) y el aumento de la invasion del epitelio. Figura tomada de
Parsot (20).

7. E. coli y su relacioén con Shigella.

Las bacterias de Shigella spp. y E. coli enteroinvasiva (EIEC) son responsables de
la shigelosis en los seres humanos. La shigelosis se caracteriza por la destruccion
del epitelio del colon provocado por la respuesta inflamatoria que se induce sobre
la invasion de la mucosa por las bacterias (Figura 1). En comparacion con
bacterias comensales y otras cepas patdégenas de E. coli, las caracteristicas de
Shigella spp. y cepas EIEC son la presencia de un plasmido de virulencia (VP) de
aproximadamente 220 kb y su capacidad para inducir su entrada en las células

epiteliales y propagarse de célula a célula (21).
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Estudios recientes basados en el analisis de genes “housekeeping” (genes del
metabolismo basico de los microorganismos) indican que E. coli y todas las
especies de Shigella, a excepcion de S. boydii tipo 13, pertenecen a una sola
especie (22). Las cepas de Shigella se dice que en realidad son clonas de E. coli
y se cree que han surgido hace relativamente poco tiempo (22,23). Aunque
Shigella y E. coli estan estrechamente relacionados, E. coli siempre muestra
algunas propiedades fisico-bioquimicas diferentes de Shigella; mas de 80% de E.
coli son prototréficas’, méviles, capaz de descarboxilar lisina y fermentar aztcares
como glucosa, lactosa, arabinosa, producir gas a partir de D-glucosa y produccion
de indol, mientras que Shigella spp. son auxotréficas?, patégenos obligados, no
moviles, incapaces de descarboxilar lisina, fermentar la salicina e hidrolizar la
esculina y no producen gas a partir de D-glucosa, excepto Shigella flexneri 6, S.
boydii 13 y S. dysenteriae 3 (24). Debido a estas diferencias fenotipicas Shigella
spp. ha sido considerado como un geénero distinto de E. coli; sin embargo en 1971
se aislaron las primeras cepas de E. coli enteroinvasiva (EIEC) causantes de una
enfermedad similar a la disenteria causada por Shigella, por ello la relacién de
Shigella y E. coli fue reconsiderada y aunque se puede diferenciar Shigella de E.
coli, las dificultades se observan con EIEC y Shigella ya que tienen notable
similitud fenotipica y genotipica, ambas enterobacterias muestran caracteristicas
bioquimicas similares y pueden causar disenteria utilizando el mismo modo de
patogénesis. Se ha demostrado que Shigella y E. coli poseen mecanismos que les
confiere resistencia a la acidez, reprimido por glucosa y el mecanismo conocido
como GDAR [Glutamate Dependen Acid Resistance], dependiente de

descarboxilasa de aminoacidos y sistemas antiporter. La secuenciacion de varios

1.Prototroficas: Son bacterias silvestres que pueden crecer en medios minimos (sales inorganicas, fuente de
carbono, glucosa y agua) A partir de estas sustancias minimas las bacterias pueden construir todas las 12
macromoléculas necesarias para vivir.

2.Auxotroficas: Las bacterias son generalmente mutantes y no pueden crecer a menos que se adicionen al medio

nutrientes especificos (Adenina, biotina, metionina, etc.)
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genes del metabolismo basico, indica que Shigella ha derivado mas de una vez
por medio de la adquisicion de las formas transferibles de los plasmidos de
virulencia ancestrales de E. coli comensal, por lo que forman un solo patotipo
Shigella-EIEC (22). Esta es una de las razones mas probables por lo que las
pruebas de laboratorios tradicionales no permitan diferenciar entre cepas de EIEC
y Shigella. Los métodos utilizados actualmente para discriminar entre EIEC y
Shigella spp. se basan en un numero muy limitado de caracteristicas. Algunas
cepas de EIEC, particularmente aquellas que son inmoviles, tienen esencialmente
todas las propiedades de las cepas de Shigella. Por lo general son no moviles,
lactosa negativa y lisina descarboxilasa negativo (25). Asi como Shigella, EIEC es

un grupo distinto de los organismos que se adaptan a los hospederos humanos.

8. Relacién antigénica entre E. coli y Shigella.

La identificacion de antigenos de superficie somatico (O) y flagelar (H) utilizando
anticuerpos especificos, se ha empleado durante muchos anos para la
caracterizacion de bacterias como E. coli (26). El polisacarido de la superficie
celular tiene un papel importante en la capacidad de las bacterias para sobrevivir y
persistir en el ambiente y en el hospedero. El antigeno O, constituye la parte mas
exterior del lipopolisacarido presente en la membrana externa de las bacterias
Gram negativas. La composicién quimica y la estructura del antigeno O exhiben

alta diversidad incluso dentro de una especie (27).

Las cepas de Shigella se clasifican por el antigeno O Unicamente ya que carecen

de los antigenos H y K. Sin embargo, algunas cepas de ambos géneros (Shigella y
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Escherichia), comparten alguno de los antigenos O. Hasta el momento, el Centro
Colaborador de Referencia e Investigacion de Escherichia y Klebsiella (Statens
Serum Institut, SSI) de la Organizacion Mundial de la Salud con sede en
Dinamarca ha reconocido 184 serogrupos O de E. coli (28) y para Shigella se
describen 46 serogrupos O, de las cuales 21 son idénticos de algunos antigenos
O de E. coli (18); En conjunto los antigenos H y O constituye el serotipo de la
bacteria con lo que se define la identidad antigénica del microorganismo, lo que
ocasiona que por serologia se identifiquen como pertenecientes a una especie,
aunque, por sus propiedades genotipicas corresponda a otra, tales como EIEC
O112ac que presenta reacciones cruzadas con S. dysenteriae 2, S. boydii 1y
S.boydii 15 y EIEC 0124 presenta un una relacién antigénica idéntica a S.

dysenteriae 3, etc. (29).

9. Grupos filogenéticos.

Los avances en los métodos de biologia molecular ofrecié a los investigadores un
aumento significativo en el conocimiento de los microorganismos, por lo que
pueden ser identificados de acuerdo a sus propiedades especificas genéticas
codificadas en el DNA gendémico. La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) a
base de métodos genotipicos se aplica con mayor frecuencia para detectar e

identificar especies bacterianas particulares.

A principios de la década de 1980 el trabajo de Whittam (30) pusieron de
manifiesto la existencia de la subestructura genética en E. coli. Una vez que la

subestructura presente en E. coli fue revelado, se dieron cuenta rapidamente de

14
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que las cepas que pertenecen a los diferentes grupos filogenéticos de E. coli no
eran distribuidos al azar con respecto a su fuente de aislamiento. La importancia
clinica de estas observaciones sugiri6 que un método simple de asignacion a un
grupo filogenético seria de valor en la clasificacion de E. coli. A partir de estos
trabajos, en el afio 2000 un método de PCR triple desarrollado por Clermont (31),
permitieron que acepas de E. coli se asignaran en uno de los grupos filogenéticos
(A, B1, B2 y D). Esta PCR triple se usé ampliamente como un método sencillo y
barato para la asignacién de E. coli en un grupo filogenético. En este sistema las
cepas virulentas extra-intestinales se ubicaron principalmente en el grupo B2, en
menor proporcién al grupo D, mientras que la mayoria de las cepas comensales
pertenecen al grupo A, y en B1 se clasificaron cepas aisladas de animales

herbivoros y de humanos.

Sin embargo en el 2013, fueron reconocidos ocho grupos filogenéticos: siete (A,
B1,B2, C, D, Ey F)y el clado I, lo cual fue el resultado del desarrollo de un PCR
cuadruple que permitid que cepas de E. coli se pudieran designar a uno de los
ocho grupos filogenéticos (32). Este nuevo método incluyé los genes chuA, yjaA'y
un fragmento de ADN TspE4.C2, pero afiadiéndole un nuevo gen llamado arpA. El
gen chuA es necesario para el transporte del grupo hemo en E. coli
enterohemorragica O157:H7; yjaA un gen inicialmente identificado en la secuencia
completa del genoma de E. coli K-12, cuya funcién es desconocida; TspE4.C2 es
un fragmento de DNA relacionado con una lipasa esterasa y arpA control interno
para asegurar la calidad del DNA. El nuevo sistema de PCR cuadruple, ha

proporcionado evidencia adicional de que las cepas de los diversos grupos
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filogenéticos difieren en su caracteristicas fenotipicas y genotipicas, su nichos
ecolégicos y capacidad para producir enfermedad (32). Por lo tanto, mas del 95%
de las cepas de E. coli se puede asignar correctamente utilizando el nuevo método

de PCR cuadruple.

10. Diferenciacién de Shigellay E. coli.

Utilizando un método de PCR duple, Horakova, (33) reporté que /acY, un gen que
codifica para la lactosa permeasa, capaz de distinguir E. coli (lacY positivo) de
Shigella spp. (lacY negativo). En la mayoria de las aplicaciones de la PCR
publicadas usaron genes que codifican para la B-D-glucuronidasa (uidA) y B-D-
galactosidasa (lacZ) como secuencias blanco de ADN (33), aunque no exclusivas
de E. coli por lo que se pueden encontrar en otras bacterias, por ejemplo en
Shigella. Para mejorar la especificidad del método, se propuso una PCR cuadruple
para la identificacion de E. coli y los genes blanco fueron: uidA, lacZ, lacY, y
genes cyd, que codifica para el complejo de citocromo bd (34). La lactosa
permeasa es esencial para el transporte de lactosa a través de la membrana
citoplasmica y p-D-galactosidasa escinde el disacarido lactosa en glucosa y
galactosa. La fermentacién de lactosa se utiliza para la identificacion de E. coli por
métodos de cultivo estandar. La deteccion de la actividad de la enzima B-D-
glucuronidasa (codificada por el gen uidA), es particularmente importante ya que
permite identificar cepas de E. coli que no presentan actividad de B-glucuronidasa
a pesar de que son portadores del gen uidA que se observa en aproximadamente
94% de las cepas de E. coli y se utiliza generalmente para la identificacion E. coli

por métodos de cultivo estandar.
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EIEC comparte con Shigella spp. un plasmido (pINV) que codifica varias proteinas
de membrana externa implicadas en la invasion de la célula huésped. Un antigeno
(ipaH) asociado al plasmido de invasion (pINV), se ha descrito como un posible
blanco para herramientas de diagndstico, ya que el gen esta presente tanto en el
plasmido invasion y en los cromosomas de Shigella y EIEC. Esta caracteristica
permite la deteccidn de estos patdgenos a pesar de la pérdida de los plasmidos.
Los genes de virulencia asociados al pINV son probablemente adquiridos por
transferencia horizontal de otras bacterias de géneros no relacionados, ya que el
contenido de nucledtidos A+T de estos genes es del 75% en estos grupos de
bacterias, mientras que el contenido de A+T en los genomas de Shigella 'y E. coli

es 50% (35,36).

Figura 2. Mecanismo patogénico de E. coli enteroinvasiva; al igual que Shigella, EIEC penetra las
células M dada la interrupcion de las uniones estrechas y el dafio causado por la inflamacién, las
células son fagocitadas por los macrofagos residentes y después son liberados por los mismos en la
submucosa, desde donde invaden el lado basolateral de los enterocitos con la ayuda de efectores que
son secretadas por el sistema Ill de secrecion (T3SS), posteriormente se induce la entrada al epitelio
gracias a la polimerizacion de la actina y este movimiento produce la difusion de las bacterias. Figura
tomada de Hale (36).

11. Mecanismos de accion de los antimicrobianos.

Los organismos de todo el arbol filogenético, incluyendo animales, producen

sustancias para la proteccidon contra agentes extrafios. Alexander Fleming
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comenzo la era de los antimicrobianos cuando descubrié en una placa de Petri
sembradas con Staphylococcus aureus que un compuesto producido por un hongo
elimind a las bacterias del medio de cultivo. El hongo, fue identificado como
Penicillium notatum, dicho microorganismo, produjo un agente activo que fue
nombrado penicilina. Mas tarde, la penicilina se aisl6 como un polvo de color
amarillo y se utiliz6 como un antibacteriano durante la Segunda Guerra Mundial.
Posteriormente usando el método de Fleming, se aislaron otras sustancias de

origen natural, tales como cloranfenicol y estreptomicina (37).

Para sobrevivir, las bacterias desarrollan mecanismos de resistencia a los
antimicrobianos. Por lo tanto, no es sorprendente que se han vuelto resistentes a
la mayoria de los agentes antimicrobianos naturales que se han desarrollado en
los ultimos 50 afos. Esta resistencia limita cada vez mas la eficacia de los
antimicrobianos actuales. El problema no es solo la resistencia a los
antimicrobianos, sino también resistencia a multiples farmacos. En 2004, mas del
70% de las bacterias patogenas se estima que son resistentes a uno o mas de los
antimicrobianos disponibles en la actualidad. Las llamadas 'superbacterias’,
organismos que son resistentes a la mayoria de los antibidticos utilizados
clinicamente estan surgiendo rapidamente. Por lo que la incidencia de bacterias
patégenas resistentes a multiples antimicrobianos esta aumentando en la
actualidad (38). La Sociedad Americana de Enfermedades Infecciosas (IDSA)
inform6é en 2004 que en los hospitales de los Estados Unidos se presentan

aproximadamente 2 millones de infecciones bacterianas (39).

18



INTRODUCCION

El desarrollo de los antimicrobianos ha sido de mayor éxito en la orientacion de los
componentes esenciales del metabolismo bacteriano entre los que se incluyen:
sintesis de la pared celular, la sintesis de proteinas, sintesis de ARN, sintesis de
ADN, y el metabolismo intermediario.Los agentes antimicrobianos actuan por una
serie de mecanismos, muy diferentes entre ellos y cuyos blancos se encuentran

en diferentes regiones del microorganismo (40-42).

1. B-lactdmicos (Penicilinas, Cefalosporinas, Carbapenémicos, Monobacta-
micos): Este grupo en particular, se caracteriza por producir la inhibicion de
la sintesis de la pared celular, la composicién es un anillo de B-lactamico
que contiene nitrégeno en el nucleo de su estructura, que es clave para el
modo de accion de este grupo de antimicrobianos. Los B-lactamicos se
dirigen a las proteinas de unién a penicilina o PBPs, un grupo de enzimas
que se encuentran anclados en la membrana celular y que estan
involucrados en la sintesis de la pared celular bacteriana. La porcion del
anillo B-lactamico de este grupo de antimicrobianos se une a estos
diferentes PBPs, haciéndolos incapaces funcionar en la sintesis de la pared
celular. Esto lleva a la muerte de la bacteria debido a la inestabilidad

osmotica o autolisis.

2. Quinolonas: Alteracion del metabolismo o la estructura de los acidos

nucleicos.

3. Fluoroquinolonas: Inhibicién de la sintesis de acido nucleico, se unen al

complejo de la ADN-ADN girasa e interrumpen un proceso que conduce al
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superenrollamiento negativo del ADN bacteriano y hacen que las bacterias

no puedan multiplicarse y sobrevivir.

Tetraciclinas: Inhibicion de la sintesis de proteinas; una vez que las
tetraciclinas han sido transportadas a la célula, se une reversiblemente a
los receptores en la subunidad 30S ribosomal de las bacterias, e inhiben la
unién del aminoacil-tRNA al complejo de RNA-ribosomal. Esto evita que la
adicion de aminoacidos a la cadena peptidica de alargamiento, por lo que

previene la sintesis de proteinas.

SXT: Inhibe la sintesis bacteriana de la dihidrofolato al competir con acido
aminobenzoico (PABA). Por lo tanto, bloquea pasos consecutivos de la
biosintesis de acidos nucleicos y proteinas esenciales para muchas

bacterias.

Amino glucésidos: Inhibicion de la sintesis de proteinas; una vez dentro de
la célula bacteriana, los amino glucdsidos se unen a la subunidad 30S
ribosomal y provocan una lectura erronea del cddigo genético. Esto
conduce posteriormente a la interrupcion de la sintesis de proteina

bacteriana normal.

Macrdlidos: Inhibicién de la sintesis de proteinas, se unen a la subunidad
50s de los ribosomas e inhiben procesos transpeptidaciéon y la
translocacién, que resulta en desprendimiento prematuro de cadenas

polipeptidicas incompleta.
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ll. JUSTIFICACION.

El presente estudio se disefid para caracterizar cepas de E. coli que fueron
aisladas de diferentes fuentes de diarrea infantii en México, Tailandia y de
animales para poder establecer si comparte antigenos de superficie con Shigella,
asi como su relacion con grupos filogenéticos y factores de virulencia, mediante el

uso de métodos fenotipicos y moleculares.
IV. HIPOTESIS.

Cepas de Escherichia coli de los serogrupos enteroinvasivos presentaran

caracteristicas antigénicas y de factores de virulencia similares a Shigella.
V. OBJETIVOS.

1. Objetivo general.

Realizar la caracterizacién de cepas de E. coli aisladas de infecciones
intestinales empleando métodos fenotipicos y moleculares para conocer si
estas cepas comparten caracteristicas antigénicas y genotipicas con

Shigella.
2. Objetivos particulares.

1. Conocer la identidad del perfil de utilizacion de substratos de cepas de E.

coli 'y Shigella para diferenciar entre ambas  especies.
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2. Determinar las reacciones antigénicas cruzadas entre los serogrupos de
EIEC y Shigella para establecer la similitud antigénica entre ambos grupos

de enterobacterias.

3. Mediante la PCR e iniciadores especificos conocer si las cepas de E.
coli presentan los genes relacionados con la capacidad de invasividad a

células epiteliales intestinales.

4. Por PCR determinar la presencia de los genes arpA, chuA, yjaA 'y
tspeC2, para definir el o los grupos filogenéticos en los que se ubican las

cepas EIEC.

5. Realizar un analisis del contenido de los genes lacZ, uidA, cyd, lacY e

ipaH utilizando la PCR e iniciadores para diferenciar EIEC de Shigella.
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VI. METODOLOGIA.

Cepas bacterianas.

Origen de las cepas. Se obtuvieron 87 cepas de nifios menores de cinco
afios con diarrea de México, Tailandia y de hisopo rectal de bovinos. Como
controles de los ensayos se utilizaron 31 cepas de referencia de E. coliy de
Shigella de la coleccion de la National Collection of Type Cultures (NCTC).

Aislamiento y viabilidad. Las cepas de E. coli se conservan en medio de
Dorset y se sembraron por estria en agar MacConkey para su aislamiento y
corroborar la viabilidad de los microorganismos, se incubaron a 37° C
durante 18-24 horas y se hizo una copia de corto plazo en gelosa especial
en frascos de antibidtico de 10 mL y una copia de trabajo en tubos 13 X 100

mm con 4 mL de agar soya tripticaseina (TSA).

. Confirmacién bioquimica.

Se confirmé la identidad fenotipica de las cepas utilizando las siguientes
pruebas bioquimicas estandares que se prepararon en el laboratorio (43):
lactosa, glucosa, indol, rojo de metilo, Voges-Proskauer, urea, malonato,
fenilalanina, movilidad, acido sulfhidrico y gluconato. Para diferenciar entre
cepas de Shigella y E. coli se realizaron pruebas de fermentacion de los
siguientes carbohidratos: lactosa, sorbitol, maltosa, rafinosa, xilosa,

sacarosa.
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3. Caracterizacion antigénica de los cultivos de E. coli.

a.

b.

C.

Antigeno somatico (O). Las cepas de E. coli se inocularon en tubos con 10
mL de TSA inclinado y se incubaron a 37 °C durante 18-24 h.
Posteriormente los cultivos bacterianos se re-suspendieron con 10 mL de
solucion salina fisiolégica (0.15 M de NaCl) y se sometieron a vapor fluente
(100 °C) durante 1 h, para conservarlos se agregé 10 mL de formalina

(NaCl al 0.15 My 0.6 % de formaldehido).

Antigeno flagelar (H). Las cepas de E. coli se inocularon en medio
semisélido en tubos de Craigie y se incubaron a 30 °C hasta observar el
crecimiento bacteriano en la superficie del medio semisdlido. Una vez que
se obtuvo el crecimiento de las bacterias en el medio semisdlido, estas se
inocularon en un caldo biotriptasa y se incubaron a 30 °C durante 18-24 h.

Posteriormente a cada tubo se agregé 10 mL de formalina.

Tipificacion seroldgica. La tipificacion serologica del antigeno somatico (O)
se realizé utilizando 187 sueros anti-O del esquema antigénico de E. coli
obtenidos en conejo (SERUNAM) y se utilizé la metodologia descrita
previamente por Orskov (26). En placas de 96 pozos se colocaron 50
ML/pozo de cada uno de los 187 sueros anti-O y 46 anti-Shigella, a estos
pozos se adicionaron 50 uL del antigeno O de las bacterias previamente

preparados.
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4. Obtencién del ADN.

La extraccion del DNA gendmico de las cepas de E. coli se realizd por el
método de ebullicion previamente reportado por Islam (44), el cual consistio
en inocular el cultivo bacteriano en 2 mL de caldo Luria-Bertani (LB), los
tubos se incubaron 37 °C durante 18-24 h. La suspension bacteriana se
centrifugd (1mL) en un microtubo a 13000 rpm durante 5 min.
Posteriormente el sobrenadante se decanté y se adicionaron 200 pyL de
agua ultra pura para resuspender el pellet. La suspension anterior se hirvid
durante 10 min y se pasé a hielo durante 5 min. La suspensién una vez mas
se re-suspendié y centrifugo 13000 rpm durante 10 min, de esta se
tomaron 100 uL del sobrenadante que se colocaran en un tubo nuevo y la

suspension se conservo en congelacion hasta su uso.

5. Genes de virulencia y grupos filogenéticos.

a. Determinacion de grupos filogenéticos de E. coli. Para definir los grupos
filogenéticos en los que se ubicaron las cepas de E. coli, se realiz
mediante el analisis de la presencia de los genes arpA, chuA, yjaA y un
fragmento anonimo designado como TSPE4.C2 de acuerdo a la
metodologia y condiciones previamente reportada por Clermont (32)
(Cuadro 1).

b. Reaccion de la polimerasa para identificar genes y diferenciar cepas de E.
coliy Shigella (lacZ, uidA, cyd y lacY). Adicionalmente en el laboratorio se

disefiaron los iniciadores de jpaH y lacZ. La PCR se realiz6 en un ensayo
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multiplex para detectar los genes lacZ, uidA, cyd y lacY usando iniciadores
previamente reportados (36). La mezcla del coctel de la PCR para cada
muestra consistio de 7.8 yL de H,0, 2.5 yL de buffer, 1.5 yL de MgCl,, 1 uL
de cada iniciador (Cuadro 1), 2.5 uyL dNTP’s, 0.2 uL Taq polimerasa, 2.5 yL
DNA. Se utilizé el termociclador (Labnet, MultiGene Optimax) y 30 ciclos de
amplificacion con las siguientes condiciones, desnaturalizacion inicial a
94°C durante 90s, una etapa de desnaturalizaciéon a 94°C durante 30s,
alineacion a 60°C durante 25s y una etapa de extension a 72°C durante
30s, finalmente a 4°C. Los productos de la amplificacion (amplicones) del
DNA obtenidos se analizaron por corrimiento en gel de agarosa al 1.8% con
100 mVolts de corriente y el DNA se tifio con Gelred (BioLabs). Los
amplicones se visualizaron utilizando luz UV en un foto-documentador de
imagenes (BiosensSC805 Gel Imagine Sistems) y se considerd el amplicén
como positivo si presentd el mismo peso de pares de bases que los

controles positivos (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Iniciadores utilizados.
Peso
Primer Genes Secuencia Forward Secuencia Reverse molecular | Referencia
(pb)
chuaA.1b, 2 chuA 5'ATGGTACCGGACGAACCAAC-3” 5 TGCCGCCAGTACCAAAGACA-3’ 288
YjaA.1bF yjaA 5 AATGCGTTCCTCAACCTGTG-37 5 AATGCGTTCCTCAACCTGTG-3° 211
TspE4C2.1b TspE4.C2 S5'CACTATTCGTAAGGTCATCC-3° S5'AGTTTATCGCTGCGGGTCGC-3° 152 Clermont
Acek.f,r arpA 5'AACGCTATTCGCCAGCTTGC-3" S5TCTCCCCATACCGTACGCTA-3" 400 [2013]
ArpAgpE.f arpA S'GATTCCATCTTGTCAAAATATGCC-3" 5 GAAAAGAAAAAGAATTCCCAAGAG-37 301
trpAgpC.1,2 trpA 5°AG ATGCCCAGTGCGAG-37 5TCTGCGCCGGTCACGCCC-37 219
trpBA.f,r trpA 5'CGGCGATAAAGACATCTTCAC-3" 5'GCAACGCGGCCTGGCGGAAG-3” 489
IEMSh ipaH S ATCTAATAACTTTGGATGTGTCCGA3’ STTAAGATTAGAAGGCAGAGATGGAA3' 187 No
. . . . publicados
LEVM lacY S'CAATAATCAGTTCG CTGGC3 S AGCAAACTGTTGGTCAAAAACATI 241
lacZ !95% 5’ ATGAAAGCTGGCTACAGGAAGGCCY’ 5'GGTTTATGCAGCAACGAGACGTCA3’ 264
cid A uidA SATCGGCGAAATTCCATACCTG Y 5'GTTCTGCGACGCTCACACC3’ 319 Horakova
, , . , [2008]
cyd cyd S'CCGTATCATGGTGGCGTGTGG3 5’ GCCGGCTGAGTAGTCGTGGAAGS 393
lacY lacY 5"ACCAGACCCAGCACCACATAAGS’ 5”GCACCTACGATG GACCA3’ 463
6. Antimicrobianos.

Patrones de resistencia a antimicrobianos mediante pruebas de difusién en
agar (Kirby-Bauer). Se utiliz6 como referencia la metodologia reportada en
la décima edicion del manual del Comité Nacional de Normas de
Laboratorio Clinico (NCCLS). Las cepas de E. coli se inocularon en placas
con agar nutritivo (TSA) y se incubaron a 37°C durante 24 h. Posteriormente
se tomo un indculo para preparar una suspension bacteriana en tubos con
1.8 mL de solucion salina fisioldgica estéril, la cual se ajusté al tubo 0.5 del
nefeldémetro de McFarland 1.5 X 10® bacterias/mL. En un tiempo que no
excedid de 15 minutos, después del ajuste se impregné un hisopo de

algoddn estéril con la suspension bacteriana, quitando el exceso de la

suspension haciendo presion del hisopo contra las paredes del tubo y se
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inocularon de manera masiva en dos placas con agar Mueller Hinton para
cada una de las cepas. Los sensidiscos BBL Sensi Disc BD®se colocaron
con ayuda de unas pinzas estériles cuidando que la distancia entre cada
uno de estos fuera no menor a 24mm. Se utilizaron los siguientes
antimicrobianos; Cefoxitina (FOX) 30u (Cefalosporinas 2% generacion),
Ceftriaxona (CRO) 30 ug, Ceftazidima (CAZ) 30ug , Cefotaxima (CTX) 30ug
(Cefalosporinas 32 generacién), Cefepima (FEP) 30ug (Cefalosporinas 42
generacion), Ofloxacina (OFX) 5ug, Norfloxacina (NOR) 10ug, Acido
Nalidixico (NA) 30ug, Ciprofloxacina (CIP) 5ug, Imipinem (IMP) 10ug,
Aztreonam (ATM) 30ug, Trimetroprim/Sulfametoxazol (SXT) 1.25/23.73 ug,
Tetraciclina (TE) 30ug. Una vez preparadas las placas con los sensidiscos
de los antimicrobianos se incubaron a 37°C durante 18-24h, posteriormente
con Vernier se tomd la medida del diametro de los halos de inhibicién y se
registraron los resultados. Se consideraron los diametros de inhibicion
reportados por la NCCLS (45) para interpretar las medidas del diametro de
inhibicién y definir como resistente o sensible a la respuesta a cada
antimicrobiano. Como control de las pruebas de resistencia a los
antimicrobianos se utilizd la cepa E. coli 25922™de la American Type

Culture Collection (ATCC).
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VIl. RESULTADOS.

1. Origen de las cepas.
Se obtuvieron 87 cepas de E. coli obtenidas de nifilos menores de cinco afilos con
diarrea de diferentes areas geograficas y origen de las cuales: 55 (63.2 %) cepas
fueron de México, 13 (14.9 %) de Tailandia y 19 (21.8 %) de bovinos lecheros.
Ademas de estas cepas se utilizaron 16 cepas de referencia de EIEC y 15 cepas

de Shigella, ambos grupos de cepas obtenidas de la colecciones de la NCTC.

2. Identificacion bioquimica.
De las 87 cepas 87 (100 %) mostraron el perfil bioquimico tipico de E. coli; asi
como, los 15 controles de referencia de EIEC. Dicho perfil consistio en
fermentacion de glucosa, lactosa, maltosa, rafinosa, sorbitol y xilosa; en 2 cepas
se registro la produccidn de gas a partir de la fermentacién de glucosa, ademas se
confirmé la produccién de indol, no se produjo acetil-metilcarbinol (Voges-
Proskauer), las cepas carecieron de ureasa, no utilizaron como fuente de carbono
el citrato de Simmons y el acido glucénico no fue oxidado; ademas no se detectd
la produccién de acido sulfhidrico. Por otra parte para el caso de las 14 cepas
control de Shigella presentaron propiedades bioquimicas tipicas de esta bacteria
que consistié 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

semisolido.
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3. Tipificacion serolégica.

RESULTADOS

Los resultados de la serotipificacién de las 55/87 (63.2 %) cepas de diarrea infantil

en México, mostré 20 serotipos, los mas frecuentes fueron OR:NM, O166:NM

028ac:NM, O159: NM, O167:NM(Cuadro 2).

Cuadro 2. Serotipos identificados en las cepas de aisladas de diarrea infantil en

México.

Procedencia

Serotipo

Numero de cepas
(%)

ORS:NM*

11

OR%:H30

OR®:H10

028ac:NM*

029:NM*

032:H4

0O112ac:NM*

0115:NM*

0119:H6

0124:H11

Meéxico

0143:NM*

55 (63.2%)

0152:NM*

0153:NM*

0153:H34

0153:H?"

0159:NM*

0166:NM*

0167:NM*

0167:H5

0167:H?"

wWibhlwiN|[PRIRP|IRPIW|IR|R[RPIN|[R[R[RP|O]|R|F

S.

dysenteriae
11:NM*

[EY

Total

55 (63.2)

*NM: No movil.
SOR: Antigeno somatico rugosa.

FH?: Antigeno flagelar no determinado.
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RESULTADOS

Los resultados para la clasificacion de los serotipos determinados en las cepas

provenientes de diarrea infantil en Tailandia, revel6 que fueron identificados tres

serotipos y el prevalente en estas cepas fue O28ac:NM (Cuadro 3).

Cuadro 3. Serotipos identificados en las cepas aisladas de diarrea infantil en

Tailandia.

Procedencia Serotipo Numero de cepas
028ac:NM* 11
Tailandia
028ac:H5 1
13 (14.9%) .
0166: NM 1
Total 13 (14.9)

*NM: No mévil.
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La clasificacidon de las cepas provenientes de animales mostré la identificacién de

16 serotipos, los mas frecuentes fueron O112ac:H7 y OR:NM, los demas 14

serotipos cada uno con una cepa (Cuadro 4).

Cuadro 4. Serotipos identificados en cepas de E. coli aisladas de animales.

Procedencia

Serotipo

Numero de cepas

Animales
19 (21.8%)

OR®:H7

O112ac:H2

O1l112ac:H7

0124:H2

0124:H43

0152: H?"

0153:H?"

0159:H49

0166:H4

0167:H32

0167:H4

028ac: H?F

029:H27

OR%:H12

ORS:H2

ORS:NM*

N|R|R[R[RPR|IRIR[R|[R|R|R[RPR|RLR|N|R|R

S. boydii 18:

NM*

1

Total

13 (14.9)

*NM: No movil.

SOR: Antigeno somatico rugosa.
FH?: Antigeno flagelar no determinado.
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RESULTADOS

Con relacion a los serotipos de Shigella se encontraron reacciones cruzadas con

el antigeno somatico de E. coli (Cuadro 5). El analisis de los titulos determinados

con los sueros anti-O de E. coli, mostro que S. boydii 1, S. dysenteriae 3, S.

dysenteriae 6, S. dysenteriae 12 y S. dysenteriae 13, presentaron reaccion con

dos de los sueros anti-O de E. coli.

Sueros anti-O de E. coli

Antigenos
somaticos de
los controles
de Shigellay

E. coli

023

029 | 039 | 082

o102

0112ac

0124

0130 | 0138 | 0143 | O149 | 0130 | O167 | O175 | 44037

S. boydii 1

5. boydii 3

5. boydii 8

S. boydii 16

S. boydii 18

S. dysenteriae 3

5. dysenteriae 6

1:3200

1:1600

- 1: E:DU'
=

1:2_00

1:200

S. dysenterige 11

1:200 | -

S. dysenterige 12

1:1600

S. dysenterige 13

0121

1:200

1:3200

1:400
1 8-00

- |u6a00| - [1:400]

Cuadro 5. Reacciones antigénicas cruzadas entre cepas de Shigella y el suero anti-O de E. coli. El
cuadro muestra la maxima dilucién (de 1:100 hasta 1:12800) en la que el antigeno somatico de las
cepas control de Shigellay E. coli presentaron una reaccion de aglutinacion con los sueros anti-O
del esquema de tipificacion seroldgica, si se presentd una reaccion a una dilucion igual o mayor a
la previamente establecida en el laboratorio con antigenos homoélogos, se considerd como positivo.
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RESULTADOS

Al respecto de las reacciones antigénicas cruzadas la tipificacidn serologica
permitio identificar estas reacciones entre las cepas E. coli del estudio y Shigella.
Para el analisis de las reacciones cruzadas las cepas se dividieron de acuerdo al
antigeno somatico, las cuales fueron 029, 032, O112ac, 0124, 0143, 0152,
0153, 0166, O167 y una E. coli caracterizada como S. boydii 18, las cuales
tuvieron correspondencia con los antigenos somaticos de S. dysenteriae 11, S.
boydii 14, S. boydii 1y S. dysenteriae 2, S. dysenteriae 3, S. boydii 8, S. boydii 4,
S. dysenteriae 12, S. boydii 14, S. boydii 3 y finalmente S. boydii 18,
respectivamente para cada serogrupo de las cepas aisladas de diarrea infantil y

animales (Cuadro 6).

Sueros anti-O de Shigellay E. coli

Antigenos
somaticos
tle cepas |5. boydii1 | S boydii3 |S. boydi4 |S. boydi8 5. boydi 14| . boydi 16 | 5. boydi 13 |S. dysenteriae 2 5. dysenterie 3|5. dysenterioe11 5. dysenterioe 12| 44037 | 021
aisladas de
E. coli

029 - . - - :
032 - - - - 1:1600 -
03 1:1600
o | | - : : : - - 1w :
0124 - - - - - - - - 11600
o | - - - Tww] - - : : :
0153 - - - - - - - - - - L1400 - -
0167 - |- : - : : : : : : -
Shoydis | - - S - : [0 | - : : : -
Cuadro 6. Relaciones antigénicas entre cepas de E. coli y Shigella. El cuadro muestra la maxima
dilucion (de 1:100 hasta 1:12800) en la que el antigeno somatico de las cepas de E. coli
presentaron una reaccion de aglutinacion con los sueros anti-O del esquema de fipificacion
serolégica de Shigella, si se presentd una reaccion a una dilucion igual o mayor a la previamente
establecida en el laboratorio con antigenos homdlogos, se consideré como positivo.

L1400
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RESULTADOS

4. Grupos filogenéticos.

La clasificacion en grupo filogenéticos de todas las cepas del estudio, mostré que
34 (39.1%) cepas se ubicaron en el grupo filogenético A, siendo positivas solo
para el gen arpA y negativas para los genes chuA, yjaA y TspE. Por otro lado, en
el grupo filogenético B1 se ubicaron 43 (49.4%) cepas, que fueron positivas para
los genes arpA y TspE; y negativas para los genes chuA y yjaA. Por el contrario a
las cepas de los dos grupos filogenéticos mencionados, las cepas de los grupos
filogenéticos B2, |, E, F y no determinado (ND), en comun fueron positivas para el

gen chuA.

Utilizando el mismo criterio de clasificacion en las cepas de México, con un total
de 55 cepas, se clasificaron en los diferentes grupos filogenéticos, ubicandose en

los grupos A (47.3 %), B1 (41.8 %), B2 (5.4 %), | (3.6 %) y E (1.8 %) (Cuadro 7)
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RESULTADOS

Cuadro 7. Grupos filogenéticos en cepas de E. coli aislada de casos de diarrea

infantil en México.

Genes de los grupos filogenéticos. Grupo

Procedencia

Identificacion
Bioquimica

Serotipo

Numero
de Cepas

arpA

chuA

I

yjaA

TspE

filogenético

N (%)

N (%)

México
(nifios)
55 (63.2)

E. coli

OR*:NM*

OR*:NM*

OR’:H10

OR’:H30

+ |+ |+

032:H4

0124:H11

0152:NM*

0153:H34

0166:NM*

0167:NM*

+ |+ |+ |+

0167:NM*

S. dysenteriae
11:NM*

RIN[R[N|R[R|R|Rr|R N,

R I o IS S (R I IS [ (R I IS

A 26 (47.3)

028ac:NM*

029:NM*

0115:NM*

0152:NM*

0153:NM*

0159:NM*

0167:H?"

0167:H5

|+ [+ |+ ]|+ |+

B123(41.8)

0112ac:NM*

0153:H?"

||+ |+ ]+

0119:H6

B2 3 (5.4)

OR*:NM*

0143:NMm*

RIRP|R[(R|R[D[W|D|R[N|IN|R O

+ |+ |+ |+ |+

+ |+ |+

1 2(3.6)

OR*:NM*

1

+

E 1(1.8)

*NM: No moévil.

SOR: Antigeno somatico rugosa.

Total

55(63.2)

52 (94.5)

6(10.9)

19 (34.5)

25 (45.4)

FH?: Antigeno flagelar no determinado.
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RESULTADOS

El analisis de los grupos filogenéticos de las cepas de E. coli aislada de diarrea

infantil de Tailandia, con un total de 13 cepas, revel6 al filogenético B1 como el

principal grupo (Cuadro 8).

Cuadro 8. Grupos filogenéticos en cepas de E. coli aislada de casos de diarrea

infantil de Tailandia.

e . § Genes de los grupos filogenéticos. . Grup)o.
Procedencia Identificacion Serotipo Numero filogenético
Bioguimica de Cepas arpA chuA | VjaA | TspE N (%)
N (%)

. . 028ac:NM* 11 + - - + B1
Tailandia . 0166:NM* 1 + - - + 12 (92.3)
(nifios) E. coli NDA
13 (14.9) 028ac:H5 1 - + - - 1(7.7)

Total 13(14.9) | 12(92.3) | 1(7.7) 0 12 (92.3)

AND: No determinado
*NM: No movil.
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RESULTADOS

Por otra parte los resultados de la clasificacion de grupo filogenético de las cepas

aisladas de animales, con un total de 19 cepas, mostraron a los grupos A (24.1 %)

y B1(42.1 %) como las mas frecuentes (Cuadro 9).

Cuadro 9. Grupos filogenéticos en cepas de E. coli aisladas de animales.

Procedencia

Identificacion
Bioquimica

Serotipo

NUmero
de
Cepas

Genes de los grupos filogenéticos.

Grupo
filogenético

arpA

‘ chuA

yjaA ‘ TspE

N (%)

N (%)

Animales
19 (21.8)

E. coli

OR*:NM*

OR*:NM*

OR®:H7

0124:H43

0152:H?"

0153:H?"

0166:H4

RiRr[R|R[R|R|[PR

+ |+ |+ |+ |+ |+ |+

S. boydii
18:NM*

=

+

A8(42.1)

0O112ac:H7

0112ac:H2

OR®:H2

124:H2

028ac:H?F

0159:H49

OR®:H12

Bl 8(42.1)

029:H27

+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+

E1(5.3)

0167:H4

0167:H32

RlRr|lR[RP|IR|R[RPR|R[R|N

F2(10.5)

Total

[ERY
Y]

(21.8)

17
(89.5)

*NM: No mévil.
SOR: Antigeno somatico rugosa.
FH?: Antigeno flagelar no determinado.
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La clasificacion del grupo filogenético de las cepas controles de E. coli y Shigella,

con un total de 31 cepas, mostré que el grupo predominante fue el grupo A (64.5

%), (Cuadro 10).

Cuadro 10. Grupos filogenéticos en cepas controles de Shigella y E. coli.

Procedencia

NCTC

Identificacion
Bioquimica

Serotipo

Numero
de
cepas

Genes de los grupos filogenéticos.

Grupo
filogenético

arpA ‘ chuA | yjaA ‘ TspE

N (%)

N (%)

Shigella

S. boydiil:NM*

S .boydii 3:NM*

S. boydii 8:NM*

S.boydii 18:NM*

S. dysenteriae 3:NM*

S. dysenteriae 6: NM*

S. dysenteriage 11:NM*

S. dysenteriae 13:NM*

OR®: NM*

E. coli

028ab:NM*

029:H10

058:H27

0124:H30

0144:NM*

0149K91:H10

0152: NM*

A
20 (64.5)

Shigella

OR®: NM*

E. coli

028ac:NM*

0121: NM*

EO167:H5

0168:H16

44037

B1
6 (19)

E. coli

0112ab:H18

0O112ac:NM*

0143K:NM*

3(10)

Shigella

S.boydiil6: NM*

O|lRr|(R|R|[R|R[R|R|R|R[R|R[R|RLR[R|R[RPR|lO[R|R[R|[R|R|R|[R|R
o|Rr|(FR|Pr|O|lO|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O
Rl P|P|P|P|O|]OjlO|lO|]O|O|O|O|O|jO|lO|O|O|O|O|O

E. coli

64474:H32

RIRr(Rr|Rr|[R|R[RPR|R[RPR|RPR[RPR|R[RPR|R|[R|[R[R|R|[|R[R|R[R|R[R|RLR|[F

0 0 1

NDA
2 (6)

TOTAL

w
iy

oOjlo|o|o|l0oO|0O|l0O|0O|0O|O|0O|0O|O|O|O|O|O|0O|O|0O|0O|0O|O|O|O|O|O|O

29(93.5) | 3(9.7) 11 (35.5)

*NM: No movil.
SOR: Antigeno somatico rugosa.
AND: No determinado
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RESULTADOS

La Figura 3, muestra la electroforesis en un gel de agarosa de los amplicones de
16 de muestras, dos controles (control 1: E. coli K12 positiva para ArpA 400 pb y
control 2: E. coli 116979 positiva para chuA 288 pb, yjA 211pby TspE 152 pb) y un

marcador de peso molecular, ademas del blanco.

Figura 3. Electroforesis en geles de agarosa al 1.5 % de los amplicones para la agrupacioén filogenética. Carril 1-4
muestras: E. coli (93607, 93613, 93615 y 93617), carril 5 control 1(arpA: 400pb), carriles 6-9 muestras: E. coli (93094,
45377, 45378 y 44210), carril 10 marcador de peso molecular (MPM), carriles 11-14 muestras: E. coli (44216, 44215,
69596 y 101254), carril 15 control 2 (chuA 288 pb, yjaA 211 pb y TspE 152 pb), carriles 16-19 muestras: E. coli
(116007, 99519, 43485 y 60801), carril 20 es el blanco. Los geles se fotografiaron en un fotodocumentador de
imagenes BiosensSC805 Gel Imagine Sistems.
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5. Genes del operdn de lactosa, citocromo oxidasa, glucoronidasa y de
invasividad.

En general los resultados obtenidos para los genes lacZ y lacY en todas las cepas
aisladas de diarrea infantil y animales 86 (98.8%) fueron positivas para el gen lacZ
y lacY, en contraste con los controles de Shigella fueron negativas para estos
mismos genes. Sin embargo se puede observar que los genes uidA y cyd, fueron
identificados en 83 (95.4%) y 15 (100%) de las cepas de E. coli y Shigella

respectivamente.
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RESULTADOS

El analisis de genes para diferenciar cepas de E. coliy Shigella aisladas de diarrea

infantil de México (55 cepas) , mostré la presencia de los genes lacZ (100 %), uidA

(92.7 %, cyd 98.2 %), lacY (98.2 %) e ipaH (16.4 %) (Cuadro 11). Observando que

el gen ipaH se identifico en 9 (16.4 %) de las cepas.

Cuadro 11. Genes para actividad metabdlica y gen de invasividad en cepas de E.

coli aislada de casos de diarrea infantil.

Procedencia

Grupo
filogenético

Serotipo

NUmero
de
Cepas

Genes para la actividad metabdlica

Gen de
invasividad

lacZ

lacY

cyd

uidA

ipa H

México
55 (63.22)

A
26 (47.27)

S. dysenterige
11:NM*

1

+

1

+

1

1

032:H4

0124:H11

0152:NM*

0153:H34

+ |+ |+ |+

0166:NM*

+ |+ |+ |+ |+

0166:NM*

0166:NM*

0166:NM*

0167:NM*

0167:NM*

OR%:H10

OR%:H30

OR%:NM*

B1
23 (41.81)

028ac:NM*

029:NM*

0115:NM*

0152:NM*

0153:NM*

0159:NM*

0167:H5

0167.H?F

B2
3 (5.45)

0112ac:NM*

+ |+ + ]+ |+ |+ [+ ]|+ ]+ F |+ ]|+ +]+]|+|+]+

+l+ |+ ]+ |+ |+ |+ |+ ]|+|+|+|+]|+]|+]|+

0153:H?F

0119:H6

|
2(3.63)

OR%:NM*

0143:NM*

[l el Bl L el L = S e R A R e = R A R L R e A S e L Dl e e e

|+ |+ |+ F|F [+ |+ [+ ]+ F|+ ][+ ]+ ]|+ ]|+ +]|+]+]+

+l+ |+ |+ |+ ]|+ |F|+][+ ]|+ |+ |+|+]|+|+|+]|+|+][+]+]+

+ |+ |+

+

E1(1.81)

OR%:NM*

1

+

1

+

1

Total

55 (100)

55 (100)

54 (98.2)

54 (98.2)

51(92.7)

9 (16.4)

*NM: No movil.
SOR: Antigeno somatico rugosa.
FH?: Antigeno flagelar no determinado.

42



RESULTADOS

El mismo analisis de genes en las cepas de E. coli aisladas de diarrea infantil de

Tailandia (13 cepas); en estas estuvieron presentes los genes lacZ (100 %), uidA

(92.7 %), cyd (98.2 %), lacY (98.2 %) e ipaH (92.3 %) (Cuadro 12). Similarmente a

las cepas de México el serotipo O28ac:NM presentd el gene jpaH. Por el hecho de

que este serotipo fue el prevalente en este tipo de cepas se tuvo una mayor

frecuencia del gen ipaH.

Cuadro 12. Genes para actividad metabdlica y gen de invasividad en cepas de E.

coli aislada de casos de diarrea infantil.

Procedencia . Grupo. Serotipo Numero Genes codificadores Gen de invasividad
filogenético de Cepas lacZ lacY cyd uidA ipa H
o AND 1(7.69) 028ac:H5 1 + + + + -
I;I(I;!:{:jr] B1 028ac:NM* 11 + + + + +
12(92.3) 0166:NM* 1 + + + + +
Total 13(100) | 13(100) | 13(100) | 13 (100) | 13 (100) 12 (92.3)

*NM: No movil.
AND: No determinado.
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Con relacién a las cepas de E. coli aislada de animales (19 cepas), en estas se

identificaron los genes lacZ (100 %), uidA (94.7 %), cyd (100 %), lacY (100 %) e

ipaH (5.3 %) (Cuadro 13).

Cuadro 13. Genes para actividad metabdlica y gen de invasividad en cepas de E.

coli aislada de animales.

Procedencia

Grupo
filogenético

Serotipo

Numero
de
Cepas

Genes codificadores

Gen de invasividad

locZ

lacy

cyd

uidA

ipa H

Animales
19 (20.69)

0153:H¥F

1

OR®:H7

OR:NM*

0152:H¥

0124.H43

S. boydii 18:NM*

0166:H4

B1

028ac:HY

0112ac:H7

0112ac:H2

124:H2

0159:H49

OR%:H2

ORS:H12

029:H27

0167:H4

el el Ll el Bl el el B el el e e e A

+ |+ |+ |+]|+]|+ ]|+ |+|+|+|+|+]|+]|+]|+ |+

+l+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ +][+[+|+]|+]|+]|+ |+

0167:H32

1

|+ |+ |+ |+ F|+F |+ |+ |+ ][+ +]|+]|+]|+]|+

+

+l+ |+ |+ |+ |+ [+ ]|+ |+ |+|+|+]|+]|+]|+

+

Total

19 (100)

18 (94.73)

19 (100)

18 (94.73)

19 (100)

1(5.26)

*NM: No mévil.
SOR: Antigeno somatico rugosa.
FH?: Antigeno flagelar no determinado.
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El mismo analisis de genes en las cepas controles de Shigella (15 cepas) mostro

la presencia de los genes uidA, cyd, lacY e ipaH en todas las cepas (100 %), el

gen lacZ, no se identificd y el gen lacY solo en una cepa (7.7 %) (Cuadro 14). Con

respecto a controles de E. coli (16 cepas) los genes uidA y cyd se identificaron en

todas las cepas (100 %), mientras que los genes lacZ, lacY e ipaH se identificaron

en 17 (94.4 %), 13 (72.2 %) y 5 (38.5 %) cepas.

Cuadro 14. Genes del operon de lactosa y de invasividad en cepas de Shigella y

E. coli controles de los ensayos.

Genes del gperdn de lactosa y citocromo oxidasa y Grupo
. Identificacion . Namero glucoronidasa. . "
Procedencia o Serotipo - - filogenético
Bioquimica de Cepas lacz | ey | cyd | uwidd | ipaH
N (%)
N (%)
S. boydiil :NM* 1 0 0 1 1 1
S. boydii 3:NM* 1 0 0 1 1 1
S. boydii 8:NM* 1 0 0 1 1 1
S. boydii 18:NM* 1 0 0 1 1 1
shivella S, dysenterige 3:NM* 1 0 0 1 1 1
oHagne, 5. dysenterige 6:NM* 1 0 0 1 1 1
5. dysenterige 11:NM* 1 0 0 1 1 1
S, dysenterige 13:NM* 1 0 0 1 1 1 A
OR?:NM* 1 0 1 1 1 1 20 (64.5)
OR*NM* 4 0 0 4 4 4
023:H10 1 1 1 1 1 0
0124:NM* 1 1 0 1 1 1
OR%:H27 1 1 1 1 1 0
Controles E coli OR%H9 1 1 1 1 1 0
O144:NM* 1 1 0 1 1 1
0143:H10 1 1 1 1 1 0
015Z:NM* 1 1 0 1 1 1
Shigella OR%:NM* 1 1 0 1 1 1
O12L:NM* 1 1 1 1 1 0
028ac:NM* 1 1 1 1 1 0 Bl
E coli 0168:H16 1 1 1 1 1 0 6 (19.3)
44037:NM* 1 1 1 1 1 0
0167:H5 1 1 1 1 1 0
Shigella S. boydii 16:NM* 1 0 0 1 1 1
64474:H32 1 1 1 1 1 0 NDA 2 (64)
E. coli OR“NM* 1 1 1 1 1 0 E 3(97)
011Zac:NM* 1 1 1 1 1 0

*NM: No movil.

SOR: Antigeno somatico rugosa.

AND: No determinado

45



RESULTADOS

La Figura 4, muestra la electroforesis en un gel de agarosa de 17 muestras, vy el
control 1: E. coli H10407 positiva para los genes lacZ 264 pb, uidA 319 pb, cyd

393 pb y lacY 463 pb.

Figura 4. Electroforesis en geles de agarosa al 1.5 % de los amplicones lacZ, uidA, cyd y lacY. Carril 1-3 muestras:
E. coli (95211, 111959 y 99105), carril 4 control 1 (lacZ 264 pb, uidA 319 pb, cyd 393 pb y lacY 463 pb), carriles 5-9
muestras: E. coli (90721, 93202, 69592,103312 y 192322) carril 10 marcador de peso molecular (MPM), carriles 11-14
muestras: E. coli (99119, 93057, 93605 y 93606), carril 15 blanco, carriles 16-20 muestras: E. coli (93094, 92200,
99074, 111347 y 95980). Los geles se fotografiaron en un fotodocumentador de imagenes BiosensSC805 Gel
Imagine Sistems.
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La Figura 5, muestra la electroforesis en un gel de agarosa de 16 de muestras,
control 1: S. dysteriae 3 positiva para el gen ipaH 187 pb y control 2: E. coli 87780
042 positiva para lac Y 241 pb y un marcador de peso molecular, ademas del

blanco.

Figura 5. Electroforesis en geles de agarosa al 1.5 % de los amplicones de ipaH y lacY. Carril 1-4 muestras: E. coli
(95211, 115418, 90457, y 103312 ), carril 5 control 1 (ipaH 187pb), carriles 6-9 muestras: E. coli ( 92512, 92514, 99105
y 99119 ), carril 10 marcador de peso molecular (MPM), carriles 11-14 muestras: E. coli ( 99893, 99895, 100759 y
100758 ), carril 15 control 2 (lacY 241pb), carriles 16-20 muestras: E. coli (94568, 45365, 67199, 67204 y 94567 ). Los
geles se fotografiaron en un fotodocumentador de imagenes BiosensSC805 Gel Imagine Sistems.
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6. Resistencia a antimicrobianos.

El analisis de la sensibilidad a los antimicrobianos mostré que de las 87 cepas de

E. coli, 45 (51.7%) presentaron resistencia a uno o mas antimicrobianos, de las
cuales 32 cepas fueron de México, 1 cepa de Tailandia y 12 cepas de animales.
Dentro de estas, 36 (80%) cepas fueron resistentes a tetraciclina, 13 (28.9%) a
acido nalidixico; 12 (26.7%) cepas a trimetroprim sulfametoxazol y las demas
cepas tuvieron un porcentaje igual o menor a 6.6% de resistencia a alguno de los
otros antibidticos. Por otra parte, para las 16 cepas control de E. coli, unicamente
5 (31.2%) cepas presentaron algun tipo de resistencia y en mayor porcentaje con
2 (40%) cepas resistentes fueron los antimicrobianos CAZ y ATM; con respecto a

Shigella (15 cepas), unicamente 1 cepa presenté resistencia a TE (Cuadro 15).

Cuadro 15. Patrones de resistencia a los antimicrobianos en cepas control de

Shigella y E. coli.

Clase de Antimicrobiano Cepas control Cepas aisladas
antimicrobiano E.coli (n=5) E. coli (n=45)
Tetraciclina TE 30 0 36
Trimetroprim/ SXT 1 12
Sulfametoxazol
Fluoroquinolonas CIP5 1 3
NA 30 1 13
OFX 5 1 2
NOR 10 1 3
CAZ 30 2 3
FEP 30 1 2
Cefalosporinas CTX 30 1 1
CRO 30 1 2
FOX 30 1 2
B-lactdmico ATM 30 2 3
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Los resultados de las cepas aisladas de diarrea infantil de México que presentaron

resistencia a los antimicrobianos utilizados, mostraron que hay al menos una

cepa con resistencia (Cuadro 16).

Cuadro 16. Resistencia a antimicrobianos en cepas de E. coli aislada de casos

de diarrea infantil.

Origen

Serotipo

Namero
de cepas

Penicilina/
inhibidor
de
b-
lactamasa

Cefalosporinas

Fluoroguinolonas

Tetraciclina

Trimetoprim/

Sulfametoxazol

ATM

FOX

CAZ

FEP

CRO

NA

OFX

NOR

CIp

—
=]

STX

Ndmero de
antimicrabianas
resitententes

México
32(58.2)

0152:NM*

0166:NM*

0167:H?F

0153:NM*

0167:NM*

028ac:NM*

OR:NM*

0l12acNmM*

0167:H5

TR TR ET T e EON Fe Ny e

0153:H?F

015%:NM*

0166:NM*

0167:NM*

OR:NM*

OR%:H30

I e

ORENM*

028ac:NM*

=l e e

029:NM*

0166:NM*

0167:NM*

Il e e R e R e e T e e G N N N R R R S

1

[T, TS NN TP FE T O A T I e N R R N W R

S. dysenterie
11:NM*

1

1

Total

32(58.2)

1(3.1)

1(31)

1(3.1)

1(3.1)

1(31)

5(15.6)

1(3.1)

6(6.2)

1(3.1)

7 (344)

8(2)

*NM: No mévil.
SOR: Antigeno somatico rugosa.
FH?: Antigeno flagelar no determinado.
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Los resultados de las cepas aisladas de diarrea infantil provenientes de Tailandia
que presentaron resistencia a los antibidticos utilizados, mostraron que una cepa

presento resistencia a TE (Cuadro 17).

Cuadro 17. Resistencia a antimicrobianos en cepas de E. coli aislada de casos de

diarrea infantil.

. - Numero de
. . NuUmero de Tetraciclina o .

Origen Serotipo antimicrobianos

cepas .
TE resistentes
Tailandia 028ac/NM* 1 1 1
1(7.7)

1(7.7) 1(100)

*NM: No mévil.

Los resultados de las cepas aisladas provenientes de animales que presentan
resistencia a algunos de los antimicrobianos utilizados, mostraron que al menos

una cepa presento resistencia (Cuadro 18).

Cuadro 18. Resistencia a antimicrobianos en cepas de E. coli de bovinos.

Nimero Penicilinal Trimethoprim/ i
Origen Serotipo inhibidor de Cefalosporinas Fluoroquinolonas Tetraciclina P Namero de
de cepas Sulfamethoxazole antimicrobianos
b-lactamsa X
resitententes
ATM FOX CAZ FEP CRO NA OFX | NOR CIp TE 5TX CTX
029/H27
1 1 1 1 1 1 1 b
0124/H2 1 1 1
0124/H43 1 1 1
0152/H?" 1 1 1 2
Al 0153/H7 1 1 1 1 1 1
nimales
2631 0159/H49 1 1 1
(63.1) 0167/H4 1 1 1 2
0167/H32 1 1 1 2
OR*/NM* 1 1 1 1 1 a4
OR*/H2 1 1 1
ORstle 1 1 1 1 1 1 1 1 b
|S. boydii 18/NM 1 1 1
12(63.1)| 2(167) | 1(8.3) | 2(16.7)| 1(8.3) |1(8.3) 8(66.7) | 1(8.3) [1(8.3)|2(16.7)| 8(66.7) 4(33.3)  [1(8.3)

*NM: No movil.
*H?: Antigeno flagelar rugosa.
*OR: Antigeno somatico rugosa.
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VIIl. DISCUSION.
El estudio se enfocd principalmente a la caracterizacion fenotipica y genotipica de
cepas de E. coli aisladas de casos de diarrea en nifos menores de cinco afos de
México, Tailandia y cepas aisladas de hisopo rectal de bovinos lecheros. En las
cepas analizadas se establecio la identificacion bioquimica, el serotipo y la
determinacién del patotipo EIEC, ademas del patron de resistencia a los

antimicrobianos.

En la primera fase del estudio, se obtuvo el perfil bioquimico de cada una de las
cepas, con el analisis de las pruebas bioquimicas se pudo observar que la
caracteristica mas importante para diferenciar a Shigella y E. coli fue la
fermentacion de carbohidratos (lactosa, sorbitol, maltosa, rafinosa y xilosa). En el
caso de las cepas de E. coli, fermentaron estos carbohidratos y en relacion a
cepas de Shigella estas no utilizaron los carbohidratos mencionados, inclusive no
fermentaron lactosa caracteristica importante que se utiliza para diferenciar entre

estas dos enterobacterias (46).

Con respecto a la tipificacion serologica se logré identificar 63 (72.4%) cepas
como pertenecientes al patotipo EIEC, en las cuales se determinaron 8 serotipos
diferentes, siendo estos O28ac:NM, O124:NM, O136:NM, O152:NM, O167:NM,
0167:H5, S. dysenteriae 11y S. boydii 18, mientras que 24 (27.6%) cepas fueron
identificadas con un serotipo diferente a EIEC. Ademas 55 (63.2%) cepas fueron
inmoviles, esta ultima caracteristica que comparten EIEC y Shigella, aunque una
proporcién importante de las cepas (36.8%) presentaron movilidad. Los serotipos

identificados (O28ac:NM, O124:NM, O136:NM, O152:NM, O167:NM, O167:H5, S.
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dysenteriae 11 y S. boydii 18) corresponden al patotipo EIEC reportados

previamente por diferentes autores (29).

La realizacion de la tipificacion serologica permitio, observar la presencia de
reacciones antigénicas cruzadas, en dichas reacciones cruzadas se establecieron
titulos similares o cercanos a los que experimentalmente se determinaron en los
serogrupos de Shigella, tal fue en el caso de los siguientes serogrupos, que
ademas tuvieron correspondencia con las reacciones cruzadas reportados por
diferentes autores y con la literatura consultada (29, 45): 0124 presentd reaccion
cruzada con S. dysenteriae 3, O112ab con S. boydii 15, O112ac con S.
dysenteriae 2, 029 con S. dysenteriae 11, O38 con S. dysenteriae 8, O7 con S.
boydii 12, O53 con S. boydii 4, O49 con S. boydii 15, O167 con S. boydii 3, 0143
con S. boydii 8. Por otro lado los serogrupos O166 y O32 presentaron reaccion
cruzada con S. boydii 14; 0152 con S. boydii 4 y O153 con S. dysenteriae 12, esta
ultimas reaccion antigénicas cruzadas no se encontraron reportados en la
literatura, por lo que es importante sefialar en este estudio la existencia de dichas
reacciones cruzadas. Las reacciones antigénicas cruzadas entre ambos géneros
de enterobacterias, es lo que dificulta diferenciar entre estos grupos, debido a que
presentan una similitud antigénica y en particular cuando el serotipo presenta
antigenos idénticos a los de Shigella, como fue el caso de dos cepas identificadas
como E. coli, pero con antigeno somatico similar a los de S. dysenteriae 11y S.

boydii 18.

Para ubicar las cepas en grupos filogenéticos de acuerdo a sistemas reportados

previamente (31,32), se utilizaron cuatro marcadores genéticos arpa, chuA, yjaA y
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TspE, con este sistema se determinan los grupos denominados A, B1, B2, E,F ,C
y |, ademas de otros grupos definidos como desconocidos o no determinado (ND):
Con el sistema mencionado, 34 (39%) de las cepas se clasificaron dentro del
grupo A y en el grupos B1 se ubicaron 43 (49.4%) cepas. Cabe mencionar que
estudios con cepas de E. coli que se ubican en estos dos grupos se les define
como cepas comensales (47). Una caracteristica importante de las cepas
comensales de E. coli es que presentan menos factores de virulencia y un genoma
de menor tamano. En contrastes con las cepas denominadas como patdgenas,
presentan un mayor numero de factores de virulencia, que se encuentran
principalmente en los grupos B2 y D (48). En nuestro estudio se encontré que un
grupo reducido de cepas pertenecieron a estos grupos. Sin embargo, aunque las
cepas del estudio se ubicaron principalmente en los grupos A y B1, estos se
reportan como propios del intestino de los animales e inclusive de los humanos, en
los cuales se ubican cepas productoras de la toxina Shiga (Stx), patégenos

importantes en los humanos (48).

Como se refirio previamente, la tipificacion serolégica, debido a la existencia de
reacciones antigénicas cruzadas presenta dificultades para diferenciar entre cepas
de Shigella y E. coli, en particular con EIEC. Sin embargo, varios estudios
proponen el uso de los genes lacY, lacZ, uidA 'y cyd para diferenciar entre E. coli y
Shigella (34,49). Al respecto, en este estudio las cepas de Shigella carecieron de
los genes lacY'y lacZ, en contraste con lo anterior, E. coli tuvo variabilidad, aunque
prevalecieron las cepas que presentaron ambos genes. En comun Shigella y

EIEC, comparten los genes uidA y cyd, mientras que el gen de ipaH de invasividad
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estuvo presente unicamente en cepas EIEC y Shigella. Con la presencia y la
identificacion de este gen se llevd a cabo la determinacion del patotipo de las
cepas, con dicho analisis se encontré6 que una parte importante de las cepas

(25%) se clasificaron propiamente como EIEC

La resistencia de las bacterias a los antimicrobianos se ha incrementado, no sélo
por el abuso de la aplicacidon o incumplimiento de la dosis prescrita, sino también,
en otro contexto mas amplio, por la falta de medidas de higiene que da lugar a una
mayor frecuencia de infecciones (presentes de manera critica en comunidades
marginadas); por ello, fue importante realizar el analisis de la resistencia a los
antimicrobianos de las cepas de E. coli aisladas de diarrea infantil y animales, en
dicho analisis se encontré que el 51.7 % de las cepas presentaron resistencia a
uno o mas de los antimicrobianos incluidos en el estudio de sensibilidad. De estas
el 77.8% de las cepas presentaron resistencia a TE precedido por SXT. Cabe
mencionar que estudios previos (50), con cepa de E. coli de diferentes fuentes
presentaron la misma tendencia de resistencia a Tetraciclina. Este antimicrobiano,
actua inhibiendo la sintesis de proteinas a nivel ribosomal impidiendo la unién de
aminoacidos a la cadena proteica y la resistencia que presentan las bacterias
indica el uso descontrolado de este antimicrobiano que se presenta en México. En
algunos casos su empleo empirico de los antimicrobianos no recomendado en el
tratamiento de diarrea infecciosa, ademas de su uso extensivo para la engorda de

animales destinados al consumo humano.
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IX. CONCLUSIONES.

1. El analisis del perfil bioquimico de las cepas de estudio a nivel de utilizacion de

carbohidratos permitié diferenciar entre cepas de E. coliy Shigella.

2. Con la combinacién especifica de los antigenos O y H de las cepas se pudo
agrupar en serotipos, los cuales pertenecieron al patotipo EIEC. La mayoria de las
cepas de E. coli fueron inmodviles (carecen de flagelos) caracteristica fenotipica

que comparten con Shigella.

3. La tipificacion serolégica de las cepas permitié identificar reacciones cruzadas
entre Shigella y E. coli. En 10 serotipos de E. coli se determinaron reacciones
cruzadas con Shigella, que correlacionan con los reportados en la literatura. Asi
mismo se detectaron reacciones cruzadas de tres serotipos (0166, O32 y 0152),

no reportados en la literatura.

4. Se logr6é ubicar a las cepas en grupos filogenéticos, las cuales tuvieron
correspondencia con las cepas de referencia utilizadas como controles,
agrupandose principalmente dentro de los grupos filogenéticos A y B1

consideradas como cepas comensales.

5. Los genes de virulencia cyd y uidA (presencia de B-glucoronidasa) se
presentaron en E. coli y Shigella en la misma proporcién; sin embargo,
presentaron una variabilidad significativa con el gen ipaH, y con el cual se pudo

diferenciar una cepa de E. coli tipica de cepas EIEC vy Shigella.
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6. En las cepas del estudio se observo resistencia significativa a TE, NA y SXT,
que pudiera estar relacionado con el empleo descontrolado y prescripcidon

empirica de dichos antimicrobianos.

X.PERSPECTIVAS.

1. En México se tiene escasa informacion acerca de la prevalencia de las
infecciones por EIEC y Shigella, por lo que se propone realizar estudios
epidemioldgicos para establecer su importancia en la etiologia de las infecciones

intestinales.

2. EIEC y Shigella se transmiten por medio del agua y alimentos contaminados,
por lo que seria util proponer un estudio de control de calidad de los alimentos
para recomendar medidas preventivas de la transmision de estos

microorganismos.

3. Proponer el método utilizado de PCR con los iniciadores utilizados en el estudio

para diferenciar cepas de EIEC y Shigella prevalentes en la poblacion Mexicana.

4. Realizar pruebas de invasividad de las cepas EIEC y Shigella en cultivos
celulares (HEp-2) para conocer si presentan la capacidad invasividad en células

epiteliales.
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