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Resumen

México alberga una de las mas grandes poblaciones de delfin nariz de botella (7ursiops
truncatus) a nivel mundial. Dentro de los diez agentes patdégenos de mayor importancia en
cetdceos pequenos como 7. truncatus, se encuentra Escherichia coli (E. coli). Existen
varios métodos para caracterizar a E. coli de acuerdo a diferentes rasgos fenotipicos o
genéticos, entre ellos el método de filotipificacion por Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) que clasifica a las cepas de esta especie en 8 grupos filogenéticos. Por
otro lado, la tipificacion mediante secuencias multi locus (MLST) es una técnica de
genotipificacion a nivel infraespecifico, que utiliza variaciones alélicas de 7 genes
conservados o de mantenimiento (housekeeping). La caracterizacion molecular de cepas
comensales de E. coli de mamiferos marinos bajo cuidado humano es importante para
conocer las particularidades de su microbiota. El objetivo del presente trabajo fue
genotipificar por medio de MLST, 19 cepas comensales de E. coli provenientes de
diferentes sitios anatomicos de ejemplares de 7. truncatus mantenidos en instalaciones de
nuestro pais. Las cepas se confirmaron como miembros de E. coli mediante la
amplificacion del gen gadA. Se determind su grupo filogenético utilizando el método de
Clermont, asi como la MLST con el esquema de Achtman. La distribuciéon de grupos
filogenéticos fue: B2 36.8% (7/19), U 31.6% (6/19), D 10.5% (2/19), Clado 1 o II 10.5%
(2/19), B1 5.3% (1/19) y F 5.3% (1/19). Se realiz¢ el andlisis de las concatenaciones de las
secuencias MLST de las cepas clasificadas como posibles Clado I o II y se determin6 que
ambas pertenecieron al filogrupo A. Se identificaron 14 Secuencias Tipo (ST) diferentes y 4

complejos ST (STc). Seis de estas ST son reconocidas como patdgenas en humanos y otras



especies, siendo de especial interés las ST10, ST69 y ST131 catalogadas como linajes
pandémicos patogenos extraintestinales en humanos. Ademas se detectdé la ST2185,
miembro del STc131, aislada previamente de un delfin en cautiverio en Europa. En este
trabajo se identificaron por primera vez dos ST inéditas (ST5098 y ST5166). Este es el
primer estudio de epidemiologia molecular que emplea cepas de E. coli provenientes de

ejemplares de 7. truncatus bajo cuidado humano.

Palabras clave: Escherichia coli, Tursiops truncatus, Genotipificacion, Filogrupos,

MLST, Secuencias Tipo, ST, STc.



Abstract

Mexico hosts one of the largest bottlenose dolphins (Tursiops truncatus) collections
worldwide. Escherichia coli (E. coli) is listed among the ten most important pathogens for
T. truncatus. There are various typifying methods for E. coli that are based on fenotypical
and genetic traits among these, the Clermont phylotyping PCR method, classifies the
strains within 8 different phylogroups. Another method, the multilocus sequence typing
(MLST) is a technique for genotypic characterization at the infraspecific level using the
allelic mismatches of 7 housekeeping genes. The molecular characterization of E. coli
commensal strains from marine mammals under human care is important to understand the
microbial structure on these animals. The objective of the present study was the
genotypifycation of 19 E. coli commensal strains isolated from different anatomical sites of
T. truncatus held on facilities in Mexico using MLST. The isolates were confirmed to be
members of E. coli through the amplification of the molecular marker gene gadA.
Furthermore, the phylogenetic group was determined by the Clermont method, as well as
the MLST using the Achtman scheme. The phylogroup distribution was as follows: B2
36.8% (7/19), U 31.6% (6/19), D 10.5% (2/19), Clade I or 11 10.5% (2/19), B1 5.3% (1/19)
and F 5.3% (1/19). The correct phylogroup assignment for the 2 strains sorted as either
Clade I or II was done by analyzing the construct made with the sequence of the MLST
fragments, and it was determined that both strains belonged to phylogroup A. Fourteen
different Sequence Type (ST) and 4 ST complexes (STc) were identified; six of these are
recognized as human and animal pathogens; of special interest were ST10, ST69 and

ST131 human extrapathogenic pandemic linages. Additionally the ST2185 was detected,



which is a STc131 member and was previously isolated from one dolphin in captivity in
Europe. In this study, two novel sequence types were identified (ST5098 and ST5166). This
is the first study focused on molecular epidemiology of E. coli strains from samples of 7.
truncatus under human care.

Key Words: Escherichia coli, Tursiops truncatus, Genotyping, phylogroups, MLST,

Sequence Type, ST, STec.
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1. Introduccion

1.1. Escherichia coli

1.1.1. Caracteristicas generales de E. coli

El género Escherichia, miembro de la familia Enterobacteriaceae, ha sido aislado tanto de
individuos endotérmicos como ectotérmicos, vertebrados e invertebrados, especies
animales domésticas, de vida libre y humanos, ademas de ser encontrado en plantas, suelo y

cuerpos de agua alrededor de todo el planeta.'>%

Dentro de este género, Escherichia coli
(E. coli) es la especie bacteriana més estudiada (Cuadro 1).°

Cuadro 1. Clasificacion taxondémica de Escherichia coli

Dominio: Bacteria Reino: Bacteria

Phylum: Proteobacteria Clase: Gamma Proteobacteria
IOrden: Enterobacteriales Familia: Enterobacteriaceae
|Géner0: Escherichia Especie: Escherichia coli (E. coli)

E. coli ha sido empleada como indicador de contaminacion de agua, alimentos y medio
ambiente, y es un modelo para el estudio de gran variedad de tdpicos, incluidos la
estructura celular, crecimiento y metabolismo. Asi mismo, ha sido ampliamente utilizada
como vehiculo de clonacion.'” De 2010 a la fecha se tienen publicados mas de 100,000
articulos cientificos sobre E. coli y al consultar en el motor de busqueda web mas
importante se obtienen casi dos y medio millones de resultados sobre esta bacteria.

E. coli es un bacilo Gram-negativo comensal del tracto gastrointestinal de organismos
homeotermos que mide 2 a 3 pm de largo por 0.4 a 0.6 pum de ancho.*” Es un
microorganismo anaerobio facultativo, no esporulado, con cédpsula o microcapsula, que

puede ser inmovil o mévil por flagelos peritricos, puede crecer aerdbica o anaerdbicamente,



preferentemente a 36°C y se aisla de muestras de heces usando medios de cultivo
selectivos.' %

En algunos estudios en mamiferos se ha sugerido que el nicho ecologico de E. coli es el
aparato digestivo de animales con modificaciones intestinales que permitan fermentacion
microbiana o cuya masa corporal sea mayor a un kilogramo de peso lo que también ocurre
en aves."® Se ha demostrado que la densidad de E. coli varia dependiendo del tiempo de
transito intestinal y de otros factores como tipo de dieta y hospedero.”” En el tracto
gastrointestinal de mamiferos, E. coli forma parte de una microbiota compuesta por mas de
500 especies de bacterias y en la cual se encuentra superada en proporcion de 100:1 o hasta
10,000:1 por las bacterias anaerobias que forman parte de esta comunidad bacteriana.”'
1.1.2. Caracteristicas genéticas de E. coli

Para poder competir por los nutrientes necesarios para su supervivencia, E. coli posee una
gran plasticidad genética que se refleja en su cromosoma de tamafio variable de 4.6 a 5.3
millones de pares de bases y en un pangenoma de entre 10,000 y 16,000 genes."**!' El
pangenoma de E. coli esta constituido por el core (la porcion compartida por todas las
cepas de la especie), mas todos los genes extras presentes en una o mas cepas de la especie,
pero no en todas. El core del genoma de esta bacteria es de aproximadamente el 20% de

fon s 1,11
este acervo genico.

Una E. coli tipica posee entre 4,100 a 4,700 genes; mientras que las
variantes patogenas pueden llegar a tener hasta 5,600 genes."®’ E. coli posee la capacidad
de perder y ganar genes para adaptarse a su nicho nutricional."*" Esto se debe a que el
DNA puede transferirse entre organismos procariotas por mecanismos como conjugacion,

transformacion y transduccion, que se llevan a cabo por elementos genéticos moviles

(EGM) como bacteriofagos, transposones o secuencias de insercion codificadas en



plasmidos e islas genomicas."*!'*!*!® Todos estos EGM forman parte del pangenoma de E.
coli."” Tanto en el core del genoma como en los EGM se encuentran codificados factores de
virulencia que hacen de esta bacteria una de las mejores adaptadas a las caracteristicas
particulares del tracto digestivo de los organismos homeotermos y le permiten sobrevivir en
otros ambientes." %!

1.1.3. Métodos de identificacion de E. coli

1.1.3.1. Métodos tradicionales

Dentro de los métodos de identificacion para E. coli se encuentran las pruebas
convencionales, que incluyen el cultivo y las pruebas bioquimicas y fenotipicas, las cuales
son utilizadas de forma rutinaria en la mayoria de los laboratorios." >’

1.1.3.1.1. Medios de cultivo

Para el aislamiento e identificacion se puede utilizar el cultivo en medios selectivos y
diferenciales.”’ La identificacion por medios de cultivo se basa en sus caracteristicas
fenotipicas.”®’ Por ejemplo, el cambio de pH debido a la fermentacion de lactosa puede ser
usado para diferenciar entre cepas de E. coli fermentadoras y no fermentadoras, en donde
cepas lactosa-positivas se observan de color rojo o rosas en medios como agar
MacConkey.>’

Existen mas de 10 medios de cultivo diferenciales para E. coli que son empleados a nivel
clinico, ambiental y en la industria de alimentos.””'®'” Entre éstos se encuentran el medio
eosina-azul de metileno (EMB) con el que se puede diferenciar E. coli de organismos Gram
positivos y otras enterobacterias como especies de Enterobacter, el sorbitol-MacConkey

(SMAC) que se utiliza para deteccion presuntiva del serotipo O157:H7 de E. coli (Figura 1)

y el agar EC-MUG que se utiliza en muestras de agua y en el que el substrato 4-



metilumbeliferil-f-D-glucoréonido (MUG) es transformado por la enzima f-D-
glucuronidasa (GUD) de E. coli en 4-metilumbeliferona, que se caracteriza por ser
fluorescente al iluminarse con una lampara de luz UV de 366 nm, lo que permite su

deteccién en forma inmediata,>>" 18192

ASM MicrobeLibrary.o
© Cheeptham

Figura 1. Morfologia de E. coli en diferentes medios de cultivo. A: Aislamiento de E. coli en agar
EMB. B: Aislamiento de cepa de E. coli no fermentadora de la lactosa en medio SMAC. C:
Aislamiento de cepa de E. coli fermentadora de lactosa en medio SMAC. D: Aislamiento de E. coli
en medio EC-MUG iluminado con luz UV de 366 nm. Tomadas de las paginas electronicas de
Hardy Diagnostics'® y de ASM Microbe Library'’.

1.1.3.1.2. Pruebas bioquimicas

Algunas de las pruebas bioquimicas cldsicas para la deteccion rutinaria de E. coli son:
produccion de indol a partir de triptofano (positivo 98%); rojo de metilo (positivo 99%), el
cual es un indicador de pH que se torna de color rojo como producto de la acidificacion del
caldo de glucosa, causada por la formacion de una mezcla de acidos carboxilicos originados
del piruvato; Voges-Proskauer (negativo), que evalua la produccion de acetoina a partir del
piruvato en un caldo de glucosa; y citrato de Simmons (positividad de 0 - 1%), que
evidencia la habilidad para utilizar citrato como tnica fuente de carbono.>”"* Estas cuatro
pruebas son conocidas como IMViC. Ademas, existen otras pruebas que se usan para

identificar fenotipicamente a E. coli (Cuadro 2).>>*’



Cuadro 2. Pruebas bioquimicas para la identificacion de E. coli

Prueba bioquimica (Positividad %)

Prueba bioquimica (Positividad %)

DNasa a 25 °C (0)

Ornitina descarboxilasa (65)

Fermentacion de eritritol (0)

Fermentacion de glicerol (75)

Fermentacion de a-metil-D glucosido (0)

Fermentacion de melobiosa (75)

Fenilalanina desaminasa (0)

Fermentacion de L-ramnosa (80)

Hidrolisis de gelatina a 22 °C (0)

Lisina descarboxilasa (90)

Lipasa [aceite de maiz] (0)

Utilizacion de Acetato (90)

Oxidasa (0)

Fermentacion de D-sorbitol (94)

Utilizacién de malonato (0)

Fermentacion de D-xilosa (95)

Voges-Proskauer (0)

Fermentacion de lactosa (95)

Citrato de Simmons (1)

Fermentacion de maltosa (95)

Fermentacion de inositol (1)

Fermentacion de mucato (95)

H,S [4cido sulthidrico] TSI [triple azucar hierro] (1)

Gas de glucosa (95)

Hidrdlisis de urea (1)

Movilidad a 36 °C (95)

Fermentacion de celobiosa (2)

Tartrato de Jordan (95)

Crecimiento en KCN [cianuro de potasio] (3)

Fermentacion de D-manosa (98)

Fermentacion de adonitol (5)

Fermentacion de D-manitol (98)

Fermentacion de D-arabitol (5)

Produccién de indol (98)

Arginina dihidrolasa (17)

Fermentacion de trehalosa (98)

Hidroélisis de la esculina (35)

Fermentacion de L-arabinosa (99)

Fermentacion de salicina (40)

Rojo de metilo (99)

Fermentacion de la rafinosa (50)

Acido de glucosa (100)

Fermentacion de la sacarosa (50)

Nitrato a nitrito (100)

Fermentacion de dulcitol (60)

Tomado y modificado de Markey 2013%, McVey 2013” y Rodriguez-Angeles 2002".

1.1.3.2. Métodos moleculares

Las técnicas tradicionales de cultivo y de identificacion pueden ser muy laboriosas y
tardadas, por lo que se han implementado métodos moleculares, los cuales permiten la
2,7,21,22

deteccion mas rapida y precisa de E. coli.

Una de las técnicas moleculares mas empleadas es la Reaccion en Cadena de la Polimerasa



(PCR).” En términos generales, en esta técnica se obtiene un gran nimero de copias a
partir de un fragmento original de DNA especifico. Para esto las dos cadenas que
conforman el DNA son separadas y cada una es usada como plantilla para producir una
nueva cadena complementaria.®® Esta sintesis se basa en el apareamiento de bases
reconocido por Watson y Crick (1953)*° en donde adenina (A) siempre se parea con timina
(T) y guanina (G) con citosina (C); esto significa que la cadena original especifica la
secuencia de bases de la nueva cadena complementaria de DNA.%*

Existen diferentes marcadores genéticos empleados para confirmar la identidad de
especimenes del género Escherichia mediante su amplificacion por PCR: el gen de la
subunidad ribosomal 16S (16S rDNA?®), que se encuentra en todas las especies bacterianas
pero que difiere en longitud entre ellas; el gen uid4A que codifica para la enzima f-D-
glucuronidasa (GUD), este gen también se ha detectado en Shigella spp, Escherichia
fergusonii y Escherichia vulneris, por lo tanto no es especifico de E. coli’®*®; y el gen
gadA, que codifica para una de las subunidades de la enzima &cido glutamico
descarboxilasa (GAD) y que forma parte de un sistema de resistencia a la acidez del cual
también forma parte el gen homologo gadB y gadC (antiporter de GABA); es especifico de
E. coli y se estima que puede identificar al 99% de las cepas de esta especie.”***"2%2
1.1.4. Clasificacion de E. coli

La presencia de diferentes variantes de E. coli ha sido descrita desde hace tiempo'*'">%!
esta diversidad genética es de dos a tres veces mayor que la estimada para especies
eucariotas.”® En forma general puede clasificarse a la cepas de E. coli por sus grados de
6,7,32,33,34

patogenicidad de la siguiente manera:

-Cepas saprofitas; son propias del medio ambiente, no infectan a un hospedero.



-Cepas comensales; colonizan a un hospedero sin causar enfermedad.

-Cepas patdgenas; causan enfermedad en el hospedero al que infectan. Existen dos
divisiones: patogenas intestinales y patogenas extraintestinales,'>%73%333

Existen diferentes métodos para clasificar a E. coli, tales como la serotipificacion, la
division por patotipos, la caracterizacion de factores de virulencia e islas gendmicas, la
determinacion de grupos filogenéticos y la tipificacién por secuencias multilocus, entre
otros.' !
1.1.4.1. Serotipificacion

Esta clasificacion tiene como base la determinacion de antigenos somaticos (O), capsulares
(K) y flagelares (H).>' Aunque histéricamente se han descrito 186 variedades para el
antigeno O, en la actualidad se reconocen solo 174 grupos (del Ol al O181, excepto los
grupos 031, 047, 067, O72, 093, 094 y 0122 que fueron descartados), cuatro de los
cuales fueron divididos en subtipos: O18ab/ac, O28ab/ac, O112ab/ac y O125ab/ac. Para el
antigeno K existen 80 tipos distintos. Para el antigeno H se reconocen 53 tipos diferentes
(de H1 a H56, menos H13, H22 y H50); la designacion NM o H- se refiere a que la cepa es
no-movil. Cuando no es posible tipificar alguno de los antigenos O o H en un cepa, al
serotipo de esta cepa se le denomina como no tipificable (NT), ya sea ONT o HNT,
respectivamente. 023>

Un serogrupo es una variedad antigénica basada unicamente en el antigeno O
(lipopolisacarido).''** Un serotipo es una distinta variedad antigénica dentro de la especie
E. coli; esto se basa en la combinacion de los tres antigenos O, K y H siendo la

. <7 15,31 : :
combinacion O:H la de mayor uso."’”'?® Se ha descrito la relacion entre algunos

. . 4 1 .
serogrupos y serotipos con patotipos y hospederos especificos.” En animales como los



cerdos y bovinos existen los serogrupos O8, 091, 0101, O138, 0139, 0141 y 026, 045,
0103, O111, O121 y O145, respectivamente.1’32’37’38’39’40’41’42’43 Ademas se ha encontrado
que los bovinos son hospederos del serogrupo 0157.41424

La serotipificacion tradicional es una técnica que requiere mucho tiempo para realizarla y
se han descrito diversos problemas para esta metodologia, entre ellos: la reaccion cruzada
de los antisueros con diferentes serogrupos, la necesidad de una gran cantidad de antisueros
que solo laboratorios especializados poseen, las variaciones entre lotes de anticuerpos y que
varias cepas de E. coli no son tipificables.'2¢37:43:44

Actualmente se han elaborado protocolos para la amplificacion via PCR de los genes
involucrados en la sintesis de los antigenos O (wzx, wzy, wzm y wzt), y H (fliC) pero alin no
se pueden detectar todos los posibles serotipos debido a que no se tienen todas las

15,45,46

secuencias ¢ iniciadores. En la actualidad existen diferentes técnicas moleculares que

permiten la caracterizacion de las diferentes cepas de E. coli de una forma mas rapida y
precisa, 1223236
1.1.4.2. Clasificacion por patotipos
Esta clasificacion es especifica para cepas patdgenas. Un patotipo es una poblacion, dentro
de una misma especie, que difiere de otras por sus propiedades de virulencia y el tipo de
dafio que provocan.'
En general se pueden clasificar a las cepas patdgenas en dos divisiones:

e Cepas patdgenas intestinales (IPEC), con 7 patotipos: enterotoxigénica (ETEC),

enteroinvasiva (EIEC), enterohemorragica (EHEC), enteropatogena (EPEC),

enteroagregativa (EAEC), adherente difusa (ADEC/DAEC) y adherente invasiva

(AIEC).



e Cepas patogenas extraintestinales (ExPEC), con 3 patotipos: uropatégena (UPEC),
patogena aviar (APEC) y asociada a meningitis neonatal (NMEC)."-2?7-11:12:16:37
Existen numerosos reportes de la relacion entre ciertos patotipos y algunos serogrupos y
serotipos. Para EPEC los principales serogrupos asociados son: 026, O51, O55, Ol11,
0119 y O145; para STEC se han reportado los llamados “seis grandes” (026, 045, 0103,
O111, O121 y O145), ademas del serotipo O157:H7 fuertemente asociado a EHEC; para
ETEC los serotipos mas frecuentes son O6:H6, O8:H9, O25:NM, O78:H12, O148:H28 y
O153:H45; por ultimo se ha reportado la asociacion de los serogrupos O1, 02, 04, 06, O8,
09, 018 y 083 con UPEC,!323337:44.38.30.4041.42.43
Los patotipos estan determinados por una combinacion de factores de virulencia, que se
definen como productos microbianos no esenciales que le permiten a un patdégeno causar
dafio (pueden incluirse algunos componentes esenciales para su viabilidad)."*’
E. coli posee una gran variedad de factores de virulencia, tales como: adhesinas (fimbriales
y afimbriales), cépsula, enterotoxinas, hemolisinas, sistemas de captacion de hierro y un
sistema de secrecioOn tipo tres a través del cual son translocadas varias proteinas, entre las
cuales se encuentra la intimina y su receptor translocado (Tir por sus siglas en inglés) y las
proteinas secretadas por E. coli (EspA-D, codificadas por los genes esp).'=-113:2232-33:47
Algunos de los genes asociados a enfermedad intestinal son: eltd, estA, stxl, stx2 y astA
que codifican toxinas, los genes sat y pic que codifican serin-proteasas autotransportadoras
de Enterobacteriacea (SPATE) y los genes eaed (que codifica la intimina) y bfp (que

1,11,13,22,32,33
Algunos de

codifica el pili formador de cimulos), que participan en la adhesion.
los genes asociados con enfermedad extra intestinal son los que codifican adhesinas (papG,

sfalfocG), el factor citotoxico necrosante (cnfl), el factor para invasion del endotelio



cerebral (ibed), receptores de hierro-sideroforos como fyud, iroN y la hidrolasa
ompT. 14374349

Los genes que codifican para factores de virulencia pueden encontrarse tanto en el
cromosoma como en EGM. Un ejemplo de esto es el gen eae contenido en la isla de
patogenicidad LEE (Locus de Esfascelamiento de Enterocitos).' Las islas de patogenicidad
(PAI) son EGM que representan regiones grandes de DNA cromosomal de 10-500 kb, que
han sido adquiridas via transmision genética horizontal (HGT), tienen baja estabilidad
genética, contienen genes que codifican factores de virulencia y generalmente estan
insertadas proximas a genes de RNA de transferencia (tRNA)."**" Ademas una PAI tipica
esta flanqueada por secuencias de repeticion directa, posee multiples secuencias de
insercion (IS) funcionales y fragmentadas, transposasas, asi como también un gen funcional
de integrasa (int) y tiene un contenido de G+C menor al resto del genoma bacteriano, es
decir, son regiones ricas en adenina y timina y estdn presentes solo en organismos

. 1,6,33,49,50,51
patdgenos.

Existen elementos casi idénticos en cepas comensales, €stos son
conocidos como islas gendmicas y contienen un gran numero de genes que codifican
factores que pueden incrementar la adaptabilidad o supervivencia bajo ciertas condiciones
del ambiente, ademas que pueden contener marcadores genéticos de algunas PAL**~°

En el serotipo O157:H7 de EHEC existen las llamadas islas-O, de las cuales se han
contabilizado hasta 177, algunas de éstas codifican toxinas como OI#7, OI#28 y OI#122, y
adhesinas como OI#47."%' En cepas de UPEC se conocen mas de 20 PAI siendo las 8
mejores estudiadas: PAI I-IVs3e, PAI Iy Iljos v PAI I y Ilcprors.” Bateman e al (2013)
proponen a la PAI-X, que posee el gen regulador del pili tipo 1 fimX, como marcador

49,51,52

molecular para diferenciar entre UPEC y cepas comensales. Ademas se han
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identificado otros factores de virulencia (sistemas de captacion de hierro, vias de
metabolismo, resistencia a antibidticos) contenidos en diferentes PAI, como los elementos
tipo-profago de Sakai (SPLE), GimA, isla que confiere adherencia y resistencia a telurita
(TAI), isla de alta patogenicidad (HPI) y PAI-EspC.%

PAI-LEE es la isla mas estable y estudiada de E. coli, tiene un tamafio de 35.6 kb y confiere
a la bacteria la capacidad de inducir la Ilamada lesion AE (adherencia vy

1652 TEE estd compuesta de 41 marcos de lectura abiertos (ORFs)

esfascelamiento).
distribuidos en 5 operones y organizados en tres dominios funcionales: uno que contiene
los genes eae y tir, un segundo dominio que codifica el sistema de secrecion tipo III y un
tercero en donde se ubican los genes esp que codifican las proteinas secretadas de
EPEC, 165051

Los genes que codifican para factores de virulencia se emplean como marcadores genéticos
especificos para la caracterizacion de la cepas E. coli en sus diferentes patotipos.’ Asi,
una EPEC tipica (tEPEC) posee eae y bfp (eae’, bfp") y carece de stx (stx’); una EPEC
atipica (aEPEC) es bfp’, stx- y eae’; STEC/EHEC son stx', eae’, aunque no todas las cepas
poseen el gen eae; EIEC es ipaH' (invasion plasmid antigen H) e ial” (locus asociado a
invasion); EAEC es aatd” (gen plasmidico que codifica para la proteina AatA de membrana
externa) y aaiC" (que codifica para la proteina AaiC secretada por la cepa prototipica 042),
aunque el regulador AggR y el fenotipo de adherencia agregativa siguen siendo lo mas
caracteristico; ETEC es estd’ (toxina termoestable ST) y eltd” (toxina termolabil LT);
finalmente para ADEC y AIEC no se tienen marcadores genéticos establecidos, aunque

para el ADEC se ha usado la presencia de la fimbria F1845 (gen daaC) como marcador.

1,11,13,32 . . . : ]
AL33233 7 5 patotipos extraintestinales no se caracterizan por poseer un grupo reducido de

11



marcadores genéticos especificos, sino por presentar una combinacion de varios factores de
virulencia, como adhesinas, sistemas de captacion de hierro y toxinas,'='%16-34374449

La identificacion de los factores de virulencia e islas de patogenicidad permite conocer el
patotipo al cual pertenece un aislamiento y por tanto su importancia clinica.

1.1.4.3. Grupos filogenéticos

La existencia de distintos filogrupos o subespecies de E. coli ha sido reconocida desde hace
tiempo y es el resultado de varios estudios de filogenia y andlisis de agrupamiento

1,12,30,53

empleando enzimas o genes multilocus. Tradicionalmente se admitian solo los

30,54

grupos filogenéticos A, Bl, B2 y D™, con el grupo E solo aceptado por pocos

investigadores debido a su aparente erratico agmpamient01’54, pero ahora se reconocen
también los grupos C, E, F y el clado criptico I como subespecies de E. coli.!>>>637%

Los miembros de los Clados Cripticos II, III, IV y V se consideran como cepas relacionadas
a estas especies de Escherichia que son fenotipicamente indistinguibles de E. coli y que
tienen caracteristicas genéticas similares.'”’®

Numerosos estudios han demostrado que la distribucion de los grupos filogenéticos A, BI,
B2 y D de E. coli, determinada con el método de filotipificaciéon por PCR triplex de
Clermont, no es aleatoria."™ Por ejemplo, entre vertebrados australianos las cepas del
filogrupo B1 han sido mas frecuentemente aisladas de ranas, reptiles, aves y mamiferos
carnivoros; mientras que el filogrupo B2 es raro en estas especies.'™

Los filogrupos A y B1 han sido reportados como los predominantes en habitantes de paises
en vias de desarrollo, mientras que entre los habitantes de paises industrializados, el grupo

1 s .
B1 es poco frecuente. Tradicionalmente, se ha descrito a las cepas comensales como

miembros de filogrupos A y Bl y a las cepas patogenas extraintestinales como miembros

12



del filogrupo B2 y en menor medida del D.!

Para determinar los grupos filogenéticos de E. coli, Clermont desarrollo en el afio 2000 un
protocolo de filotipificacion mediante el uso de PCR, que consistié en la amplificacion de
los fragmentos de tres genes: chuA (codifica un receptor de membrana externa), yjaA
(codifica una proteina inducida por estrés) y TspE4.C2 (secuencia genética de una posible
lipasa esterasa).’* La presencia o ausencia del amplicon, auxiliada con un arbol de decision,
determina el grupo filogenético (Figura 2). Este método triplex permitia tipificar del 85% al

90% de la cepas de E. coli.*

chAd

yiaA TspE4.C2

Figura 2. Arbol de decision del método triplex de filotipificacién. Se muestran los genotipos
posibles. Tomado de Clermont et al 2000.>*

En 2013, Clermont realizé una actualizacion a este método de PCR triplex: se agreg6 el gen
arpA como control interno, con lo que se convirtiéo en una PCR cuadruplex. Ademas, para

diferenciar correctamente entre los filogrupos Ay C, y D y E, se implementd un segundo
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paso que consiste en la amplificacion de los fragmentos ArpgpE y trpBA para discriminar
entre D y E; o la amplificacion de los fragmentos TrpAgpC y trpBA para los grupos A 'y
C.” De igual forma, la presencia o ausencia de cada fragmento determina el grupo
filogenético (Figura 3). Este método cuddruplex actualizado de filotipificacion por PCR,
permite asignar correctamente un filogrupo al 95% de la cepas de E. coli.'*

Ademas, se amplio la posibilidad de identificar a todos los filogrupos (A, B1, B2, C, D, E,

F, Clado 1), al Clado II y al grupo U.>>**¢!

O] @ ® © ® © ® ©
¥ ¥ ¥ ¥ \d ¥ ¥ ¥
ITspE-l(“ | | TspE4.C2 | | TspE4.C2 | I TspE4.C2 | | TspE4.C2 | IT.-,pmc I | TspE4.C2 | | TspE4.C2 |
Y N N /\ Y N N N N\
@ ©O® O0® 0 ® ® 066 O0® 60 ®
vy v A 2 4 v v V 4 vy ¥ vy v \ 4 4 v
um; oo [per | [3er| (o) (3] [ [ [3) [0 [ ][] (%]

Figura 3. Arbol de decisién del método cuddruplex de filotipificacién. Se muestran los
genotipos posibles de la primera PCR. Tomado de Clermont et al 2013.>

1.1.4.4. Tipificacion por secuencias multilocus (MLST)

La Tipificacion por Secuencias Multilocus (MLST por sus siglas en inglés), es un método
definitivo de genotipificacion de DNA bacteriano a nivel infraespecifico, en el que se
detectan variaciones alélicas de fragmentos internos, de 400 a 500 pares de bases (pb), de

.. . 2-
genes conservados o de mantenimiento (housekeeping).®® Estos genes se encuentran
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distribuidos a lo largo del cromosoma (Figura 4), forman parte del core del genoma,

codifican proteinas que participan en procesos metabodlicos fundamentales y tienen una tasa

de recombinacion moderada, lo que permite la identificacion de grupos de
. . . fpi 65,6667

microorganismos con una alta relacion genética.

En MLST, los cambios de sustitucion, delecion o adicion de cada base individual entre loci

son ignoradas y a los alelos se les asignan diferentes nimeros de perfil alélico ya sea que
. i . 66,69

difieran en un solo nucleétido o en varios.

El argumento es que un solo evento genético resultante en un nuevo alelo puede ocurrir por

mutaciones puntuales o por recombinacion alterando un solo sitio o varios sitios

. 64-69
respectivamente.

purA (94.9)

MLST loci icdA (25.7)
(K12 MG1655)

fumC (36.2) E. coli

Figura 4. Posicion de los genes utilizados en la MLST de Achtman en el cromosoma
bacteriano. Entre paréntesis se indica el centisoma correspondiente. Modificado de Wirth et al
2006.%°

La variacion en estas secuencias es asignada como distintos alelos en cada uno de los /oci
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empleados (2 a 15 genes), la combinacion de estos da como resultado una secuencia tipo

(conocida como ST).**%% Una de las grandes ventajas de este método es que puede ser

reproducido de manera eficaz en diferentes laboratorios y paises.’**

Esta ST permite, de manera global, rastrear el origen y la distribucion de estas cepas con un

100% de precision.b¢3:0463

La secuenciacion de los fragmentos internos de solo 7 genes de mantenimiento, empleados

en MLST, brinda suficientes sitios polimorficos para caracterizar cepas estrechamente

relacionadas de la mayoria de las especies bacterianas.’®%676%

La accesibilidad a la informacion generada por los esquemas de MLST existentes es un

factor que ha promovido el uso de esta técnica. !

Actualmente MLST es el Unico método que puede detectar cepas pertenecientes a los

grupos filogenéticos C, E, F e incluso a los clados cripticos de E. coli; ademas es 1til para

demostrar relaciones filogenéticas de una gran coleccion de linajes bacterianos. '

Existen tres esquemas publicos de bases de datos:

1. El esquema EcMLST (http://www.shigatox.net/ecmlst), desarrollado y administrado por
el Laboratorio de Evoluciéon Microbiana de la Universidad Estatal de Michigan”""';

2. El esquema del Institut Pasteur en la pagina electronica de Escherichia coli MLST
database (http://bigsdb.web.pasteur.fr/)"*;

3. El esquema de Achtman o MLST.NET albergado en la Universidad de Warwick
(http://www.mlst.net, luego http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Ecoli y finalmente
http://enterobase.warwick.ac.uk activo desde diciembre 2015)%,

1.1.4.4.1. Esquema EcMLST

EcMLST solo recopila informacién para cepas patdgenas y ofrece tres formas de

16



tipificacion basadas en el nimero de alelos a estudiar. La primera se llama st2 y emplea los
genes mdh y uidA, luego st7 que incluye cinco genes mas ademas de los utilizados en st2
(aspC, clpX, fadD, icdA y lysP) y finalmente st15 que suma ocho genes mas (arcA, arokE,
cyad, dnaG, grpE, mtID, mutS'y rpoS).”' La opcidén mas empleada es la tipificacién st7, con
poco mas de 1187 secuencias tipo (ST), 84 grupos clonales y casi 4100 cepas registradas a
la fecha. En los casos en que no se amplifica uno de los alelos, el curador bioinformatico
agrega un signo negativo antes del niimero de la ST.”

1.1.4.4.2. Esquema Pasteur

El esquema Pasteur se basa en la amplificacion de ocho genes: dinB, icdA, pabB, polB,
putB, trpA, trpB 'y uid4.”* En esta base de datos publica se tienen registrados 749 ST y
1,032 cepas.””” La informacion sobre metadatos (origen del aislamiento, filogrupo, pais,
serotipo, etc) es muy limitada.”

1.1.4.4.3. Esquema de Achtman

En el esquema de Achtman se tienen registradas 58,830 cepas, aproximadamente 7,200 ST
y 55 complejos ST (STc) a la fecha (29 de junio de 2017), lo que convierte a este esquema
en el mas aceptado aunque no necesariamente el de mayor resoluciéon.®’*® Los STc son
agrupamientos de al menos tres ST con seis alelos iguales en comparaciones pareadas y que
tienden a compartir caracteristicas genéticas y fenotipicas.*>*"*

Los siete genes de mantenimiento empleados en el esquema de Achtman son: adk, fumC,
@B, icd, mdh, purA y recA (Cuadro 3).°“®® Todos estos genes son parte del core del
genoma y estan implicados en funciones fundamentales para la célula bacteriana.'”* De
estos genes, tres codifican para enzimas que participan en el ciclo de Krebs: fumarasa C

(fumC), isocitrato deshidrogenasa (icd) y malato deshidrogenasa (mdh)®**®*"; dos
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codifican para enzimas en los procesos de sintesis de bases nitrogenadas: la adenilato

cinasa (adk) y la adenilosuccinato deshidrogenasa (purd)®®”; los tultimos dos codifican

enzimas que interaccionan directamente con el DNA, ya sea para su recombinacion como la

recombinasa A (recA) o para la replicacion como la DNA girasa (gyrB).

Cuadro 3. Genes usados en el esquema MLST de Achtman

6,66,75

Gen~ Codifica para Funcién Polimorfismo
(Tamatfio) %
Cataliza la transferencia reversible del grupo
adk fosfato terminal entre ATP y AMP. Tiene un
(645 pb) Adenilato cinasa | papel importante €I.1 la homeostaS{s .energetl?a 14%
celular y el metabolismo del nucle6tido adenina
fumC Fumarato Cataliza la adicion reversible de agua a fumarato
(1,404 pb) hidratasa / para volverlo L-malato 20%
’ Fumarasa C
B Subunidad B de la DNA girasa y cataliza la
@ ‘:’?1} 5 pb) DNA girasa interconversion de otros isdmeros topologicos 12.5%
’ de anillos de DNA de doble cadena
icd Isocitrato Es una oxidorreductasa que se une a NAD, Mgy
(1.251 pb) (isopropilmalato) Mn 13%
’ deshidrogenasa
mdh Malato Cataliza la oxidacion reversible de malato a )
(939 pb) deshidrogenasa oxaloacetato H%
Tiene un papel importante en la biosintesis de
purA Adenilosuccinato novo de nucleotidos de purina. Cataliza el 8%
(1,299 pb) deshidrogenasa primer paso en la biosintesis de IMP a AMP
recd Recombinasa A / | Requerido para recombinacion homologa y para
(1,062 pb) Patron de union reparacion de DNA por respuesta SOS 10%
’ a ATP/GTP

Tomado y Modificado de Wirth et al 2006°°, MLST.NET® y UniProtKB".

En México, por medio de MLST del esquema de Achtman, se han caracterizado cepas de E.

coli de origen humano, aves, caballos, armadillos, mono aullador, jaguar y mapaches, entre

0'[I'OS.68

La caracterizacion de cepas mediante el esquema MLST de Achtman permanece vigente, a
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pesar de que se estima que la secuenciacion completa de genomas (WGS) por equipos de
secuenciacion de siguiente generacion (NGS) reemplace a esta clase de tipificacion y a la
mayoria de los métodos basados en PCR. Para los equipos de NGS se han creado
protocolos bioinformaticos y herramientas de andlisis para tipificar cepas con base en la
nomenclatura de MLST de Achtman.***"""* En 1a actualidad EnteroBase, el sitio sucesor a
MLST.NET de la Universidad de Warwick, ha incorporado los resultados de WGS y MLST
de NGS a su base datos, por lo que su acervo persistira por mucho tiempo.>®¢"-®

1.2. Tursiops truncatus (T. truncatus)

1.2.1. Generalidades de 7. truncatus

Los mamiferos marinos forman un grupo heterogéneo que abarca 129 especies en tres
ordenes; de éstas, 28 estan consideradas amenazadas o en peligro de extincion’®, por lo que
en los ultimos tres afios ha habido un aumento en la cantidad de estudios moleculares para
entender la relacion entre los miembros de este grupo, su microbioma y sus diferentes
agentes patdgenos.

El delfin nariz de botella (7. truncatus, Montagu 1821)"", pertenece a la familia
Delphinidae del 6rden Cetacea; es un mamifero marino de distribucion mundial, que habita
en aguas tropicales y calido-templadas, y que se caracteriza por tener hdbitos costeros y
pelagicos.” Los limites de distribucion de las poblaciones costeras de 7. truncatus estan
demarcados por caracteristicas fisiograficas como estrechos o cambios bruscos en
profundidad del agua.”® T fruncatus es considerada una “especie carismatica o bandera” en
términos de conservacion, aunque no se encuentra amenazada o en peligro de extincion.”””

1.2.2. Situacion de 7. truncatus en México

Esta especie de delfin habita en aguas continentales y ocednicas mexicanas (Figura 5)*°, y
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se encuentra sujeta a proteccion especial por la NOM-059-ECOL-2010.”” México alberga
una de las colecciones mas grandes de 7. truncatus en sus acuarios, delfinarios y parques de
espectaculos, y aunque no hay un censo accesible al publico, de acuerdo con un reportaje
existian al menos 270 ejemplares registrados en 2013%' y se estima que esta cantidad se
mantiene actualmente en la republica mexicana (2017).*

El manejo y cuidado de esta especie se encuentra regulado por la norma oficial mexicana
NOM-135-SEMARNAT-2004, en la que se establece el monitoreo de la calidad del agua
que habitan.®> Ademés los principales delfinarios se encuentran asociados en la Alianza de
Parques de Mamiferos Marinos y Acuarios (www.ammpa.org) la cual exige la revision

semanal de la cantidad de bacterias coliformes y E. coli presentes en el agua.
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Figura 5. Distribucion conocida de 7. truncatus em México. Los puntos de color negro
representan 66 registros de ejemplares colectados u observados en campo del afio 1956 al 2000.
Tomado y modificado de SNIB-CONABIO, 2016 .%
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1.2.3. T. truncatus y E. coli

Los organismos marinos, particularmente los mamiferos, son considerados como especies
centinelas sensibles que pueden advertirnos sobre problemas inminentes de salud humana
originados por patdgenos presentes en diferentes cuerpos de agua y habitats.**® Esto se
debe a dos factores principalmente: (1) son capaces de sondear o concentrar contaminantes,
toxinas y/o patdogenos de su ambiente y por lo tanto proveen mas indicadores de los
posibles efectos bioldgicos que si solo se muestreara el agua; (2) su dieta, fisiologia y lugar
en la cadena trofica son, al menos parcialmente, similares a los del ser humano y por ende
pueden ser indicadores tempranos de los efectos potenciales que pueden tener en la salud
publica, los diferentes agentes etiologicos encontrados en el ambiente estudiado.***

El concepto de centinela marino nos aporta otra forma de evaluar la salud del ecosistema
acuatico y es usado para tener informacion sobre impactos actuales o potenciales impactos
negativos en la salud animal a nivel individual y poblacional. Lo anterior se ha demostrado
particularmente en delfines nariz de botella en vida libre o bajo cuidado humano. #7550

En T. truncatus, E. coli es una de las bacterias Gram negativas mas frecuentemente aisladas
del recto, espirdculo, contenido gastrico y piel, tanto en poblaciones de vida libre como en
colecciones bajo cuidado humano; existe evidencia de la identificacion de la especie como
microbiota normal, colonizando o como patogeno. 3671293949596

Venn-Watson y Stamper (2011) colocan a esta especie bacteriana dentro de los diez agentes
patogenos de mayor importancia para la salud de cetaceos pequefios.”’

En el estudio més completo sobre microbiota en delfines bajo cuidado humano, Bik et a/

(2016), estudiaron muestras de cinco sitios anatomicos y sefialan la gran riqueza de phyla,

30, (comparada con humanos que poseen 22 phyla en los mismos lugares) encontrada en 7.
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truncatus.” En la comunidad microbiana rectal se encontrd al phylum Proteobacteria y en
particular a la clase Gammaproteobacterias, de la cual E. coli es miembro, como la
dominante.”®” La gran mayoria de los estudios se basan en la identificacion por cultivo y
pruebas bioquimicas; adicionalmente buscan la posible resistencia a antibidticos de los
aislamientos aunque no todos mencionan los antimicrobianos empleados y hay diferencias
entre los puntos de corte usados en Europa y América, **5%8-90:100
1.2.3.1. Tipificacion molecular de cepas de E. coli de T. truncatus
Existen escasas publicaciones donde se empleen técnicas moleculares o genéticas para la
identificacion o caracterizacion de cepas de E. coli provenientes de cetaceos. En lo
concerniente a aislamientos de E. coli de mamiferos marinos, se han genotipificado 28
cepas de las que se tiene registro en el esquema de MLST de Achtman®:

e 1 cepa de manati de México;

e 2 cepas de nutrias de México;

e 4 cepas de focas (tres de la Antértida y una de Francia);

e 7 cepas de delfines nariz de botella (cinco de Francia y dos de México);

e 19 cepas de lobos marinos (catorce de Ecuador, dos de Francia y tres de la

Antartida).

Ademas, en 7. truncatus se ha reportado la cepa LV143 identificada en Portugal por
Manageiro et al, que no se encuentra en la base de datos del esquema MLST de
Achtman.®*'%
Yafiez (2012) realiz6 la caracterizacion de cepas de E. coli provenientes de delfines usando

el método original de filotipificacion de Clermont.”*'”" En la base de datos de MLST de

Achtman se encontraron cinco cepas de E. coli de T. truncatus con grupos filogenéticos
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caracterizados con el mismo método.®® En 2015, Clermont et al®' realizaron la

filotipificacion mediante el método actualizado de PCR cuadriplex de varias cepas

registradas en la base de datos de MLST de Achtman, entre €stas se incluyeron las cepas

provenientes de 7. fruncatus. En total, existen ocho ST de E. coli provenientes de T

truncatus (Cuadro 4).

68,100

Cuadro 4. Secuencias Tipo de E. coli procedentes de T. truncatus

Cepa Genes ST /STe Filogrupo Aiio
adk  fumC gyrB icd mdh purd recA

EcBjDK 53 40 1 13 36 28 29 2185/STcl31 B2 2009
EcBjDK6 6 4 5 16 11 8 6 2186 B1 2009
EcBjDK11 6 4 33 16 9 8 6 2187 B1 2010
EcBjDA17 6 4 9 1 20 13 7 2188 B1 2010
EcBjDM31 34 36 78 87 67 16 4 2189 D 2010
R77 13 166 47 458 23 28 122 4283 B2 No info
R78 13 166 47 458 7 28 122 4284 B2 No info
LV143 53 40 47 13 36 28 29 131/STc131 Noinfo 2010

ST: Secuencia Tipo. STc: Complejo ST. No info: Sin informacion al respecto. Con datos de
Achtman, Clermont y Manageiro.

61,68,100
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1.3. Justificacion

En las instalaciones que albergan mamiferos marinos, el monitoreo de E. coli se hace de
manera frecuente pero hay pocos estudios con respecto a la caracterizacion de las cepas.
Mundialmente hay pocos estudios e informacion de aislamientos y cepas de E. coli en
delfines, limitandose la mayoria a la identificacion de la especie bacteriana y a la
determinacion de su resistencia a antibioticos. Debido a esto la genotipificacion de cepas
comensales por medio de Multilocus Sequence Typing complementard la base de datos de
poblaciones genéticas preexistentes y generard la primera informacion de este tipo en
Meéxico.

1.4. Hipétesis

Las cepas de E. coli comensales de delfin nariz de botella (7. truncatus) presentan
diferentes secuencias tipo (ST).

1.5. Objetivos

1.5.1. Objetivo general

Genotipificar mediante MLST cepas comensales de E. coli de delfin nariz de botella (7.
truncatus).

1.5.2. Objetivos especificos

Identificar molecularmente las cepas comensales de E. coli aisladas de T. truncatus
mediante la deteccion del gen gadA.

Determinar grupos filogenéticos mediante la deteccion del esquema propuesto por
Clermont et al 2013.

Genotipificar las cepas comensales de E. coli aisladas de 7. truncatus por medio de

secuencias multilocus.
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2. Material y Métodos

2.1. Cepas Bacterianas

Se utilizaron 19 cepas de E. coli, proporcionadas por el Departamento de Ecologia de
Agentes Patogenos del Hospital General Manuel Gea Gonzélez, aisladas de respiraculo,
recto, vagina y prepucio de delfin nariz de botella (7. truncatus) provenientes de 4
delfinarios con instalaciones cerradas y abiertas, de dos diferentes regiones de México.
Estas 19 cepas fueron previamente trabajadas por Yafiez en 2012'", quien las identificé con
el sistema automatizado MicroScan™, determin6 su grupo filogenético con el esquema de
Clermont de 2000, y realizé la serotipificacion por medio de los antigenos "O" y "H".
Ademas, Yafiez evalu6 la susceptibilidad a diferentes agentes antimicrobianos e identifico
tres factores de virulencia del patotipo enterohemorragico de E. coli (EHEC) (Cuadro 5 y
6).1°!

Yafiez reportd que todas las cepas fueron aisladas de individuos sanos y fueron
caracterizadas como comensales para los delfines.'"!

Para fines de este trabajo, a las cepas utilizadas se les identificd con los numeros 1 a 19,

siguiendo el orden alfabético.
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Cuadro 5. Origen, filogrupo y serotipo de las cepas utilizadas en este trabajo

Respiraculo B2 O157:H7
Vagina B2 ONT:H31
Recto B1 0163:H19
Respiraculo B1 0163:H19
Recto B2 075:H2
Recto A 0140:H32
Respiraculo D ONT:H2
Vagina D O153:H2
Vagina B2 O15:H7
Vagina B2 025:H42
Prepucio B2 032:H42
Respiraculo A 032:H42
Respiraculo A OI101:HNT
Vagina B2 025:H4
Vagina A ONT:H42
Prepucio B2 O15:H7
Recto B1 O71:H14
Prepucio A 0170:H16
Respiraculo A 0O170:H16

Tomado y modificado de Yafiez 2012.""!

26



Cuadro 6. Factores de virulencia y evaluacion de la resistencia antimicrobiana de las cepas
del estudio

Cepas | eae |stxl | stx2 Resistencia completa Resistencia intermedia
1 + | + + A/S, Am, Cp, Gat, Gm, Lvx, Pi Aug, Cf, To
2 - - + Ninguna Ninguna
3 - - + Ninguna Ninguna
4 - - - Ninguna Ninguna
5 - -t Ninguna Ninguna
6 -+t Ninguna Ninguna
7 - |+ + Am, Gm, Pi, T/S, To A/S, Aug
8 -+ ]+ Am, Gat, Lvx, T/S, To A/S, Aug, Cf, Pi
9 - -+ Ninguna Ninguna
10 - -+ A/S, Am, Cp, Gat, Gm, Lvx, Pi Cf, To
BLEE (Cax, Caz) Am, Aug, Cf, Cfz,
11 -] - + Crm, Gm A/S, Ctn, Pi, To
BLEE (Azt, Cax, Caz) Am, Aug, Cf, Cfz,
12 - -+ Crm, Gm A/S, Pi, To
13 - -+ A/S, Am, Cp, Gat, Lvx, Pi, T/S Aug, Cf
14 - - + A/S, Am,Cf,Cp, Gat, Lvx,Pi Aug, Cfz
15 - | - + Ninguna Ninguna
16 - -+ Ninguna Cf
17 -+ |+ Ninguna Ninguna
18 - -+ Ninguna Cf
19 - - + Cf Ninguna

Se muestran los resultados obtenidos por Yafiez (2012). Am: ampicilina, A/S: ampicilina/sulbactam,
Aug: amoxicilina/clavulanato, Azt: aztreonam, Cax: ceftriaxona, Caz: ceftazidima, Cf: cefalotina,
Cfz: cefazolina, Cp: ciprofloxacino, Crm: cefuroxima, Gat: gatifloxacino, Gm: gentamicina, Lvx:
levofloxacino, Pi: piperacilina, To: tobramicina, T/S: trimetoprim/sulfametoxazol, BLEE:

Betalactamasa de espectro extendido, -: no detectado, +: detectado. Tomado de Yaifiez 2012.'
2.2. Identificacion molecular por medio de la amplificacion del gen gadA

La identificacion molecular como E. coli de las 19 cepas utilizadas, se realiz6 mediante

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) usando el marcador genético gadA, siguiendo
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el protocolo de McDaniels ez al, 1996.%° Los oligonucledtidos utilizados fueron gadAl (5'-
ACCTGCGTTGCGTAAATA-3") y gadA2 (5'-GGGCGGGAGAAGTTGATG-3"), y el
producto de amplificacion esperado fue de 670 pb.”’ El protocolo de PCR incluyd una
desnaturalizacion inicial a 94°C por 4 minutos (min) seguida por 30 ciclos de
desnaturalizacion a 94° C por 1 min, alineamiento a 57°C por 1 min y extension a 72°C por
1 min y por ultimo una extension final a 72°C por 5 min. Los productos de amplificacion se
visualizaron en geles de agarosa al 1% tefiidos con el colorante para DNA SYBR® safe
(Thermo Fisher Scientiﬁc©, Waltham, MA, USA) en un fotodocumentador Gel Logic 2200,
con el programa Carestream 212 PRO (Carestream™, Rochester, NY, USA). Se utiliz6 a la
cepa de E. coli K12 como control positivo y como control negativo a Salmonella enterica
serovar Typhimurium (S. Typhimurium).

2.3. Determinacion de grupos filogenéticos

Para la determinacion de grupos filogenéticos se utilizd el método de filotipificacion
actualizado de Clermont.” Los genes y fragmentos de DNA utilizados fueron: arpA, chuA,
yjaA, TspE4.C2, trpAgpC, ArpAgpE, trpBA (Cuadro 7).

Para la PCR cuédruplex inicial se amplificaron los genes arpA, chud, yjaA y TspE4.C2 bajo
las siguientes condiciones de amplificacion: desnaturalizacion inicial a 94°C por 4 min,
luego 30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 5 segundos (s), alineamiento a 58°C por 20
s y extension a 72°C por 40 s y una extension final a 72°C por 5 min. Para la PCR duplex
de diferenciacion entre el filogrupo D y E, se emplearon los oligonucledtidos ArpAgpE y
trpBA; las condiciones fueron: desnaturalizacion inicial a 94°C por 4 min; seguida de 30
ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 5 s, alineamiento a 57°C por 20 s y extension a 72°C

por 45 s; y una extension final a 72°C por 5 min.>”
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Para la PCR duplex de diferenciacion entre el filogrupo A y C, se emplearon los
oligonucledtidos trpAgpC y trpBA; las condiciones fueron: desnaturalizacidn inicial a 94°C
por 4 min; después 30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 5 s, alineamiento a 58°C por

20 s y extension a 72°C por 45 s; y una extension final a 72°C por 5 min.

Cuadro 7. Caracteristicas de los genes y fragmentos utilizados en el método Clermont

Gen Funcion Tamfm,o Oligonucleotidos Nota
amplicon
Cuadruplex. Control
A Proteina reguladora 400 pb 5’-AACGCTATTCGCCAGCTTGC-3’ interno y
ar, . . o
P tipo Ankirina P 5’-TCTCCCCATACCGTACGCTA-3’ determinacion de
grupo F
Receptor de
huA memb ¢ 288 vb 5’-ATGGTACCGGACGAACCAAC-3’ Cuadrupl
e etibrafia externa P> | 5 TGCCGCCAGTACCAAAGACA-3’ uadrupiex
del grupo heme
Proteina inducida
. por estrés, 5’-CAAACGTGAAGTGTCAGGAG-3’ ,
A . . . 211 pb Cuadrupl
e resistencia a acidos P 5’-AATGCGTTCCTCAACCTGTG-3’ uadrupiex
y peroxidos
Secuencia de DNA
especifica de cepas 5-CACTATTCGTAAGGTCATCC-3’ ,
TspE4.C2 | \MEC. Posible I32Pb | 5. AGTTTATCGCTGCGGGT CGC-3° Cuddruplex
lipasa esterasa
Duplex
roAonC Fragmento del gen 219 pb 5’-AGTTTTATGCCCAGTGCGAG-3’ Determinacion de
TpASP trpA p 5’-TCTGCGCCGGTCACGCCC-3’
grupo C
5’-GATTCCATCTTGTCAAAAT Dl
ATGCC-3° upiex
ArpAgpE | Fragmento del arp4 | 301 pb 5" GAAAAGAAAAAGAATTC Determinacion de
CCAAGAG-3’ grupo E
trpA Triptofano 5>-CGGCGATAAAGACATCTTCAC-3’ Duplex
trpBA pa TP 489pb | 2., , P
sintetasa 5’-GCAACGCGGCCTGGCGGAAG-3 Control interno

Tomado y modificado de Clermont 2000°* y 2013 y de la pagina electrénica UnitProKB”.

Los productos amplificados se visualizaron en un gel de agarosa al 2%, tefiidos con el
colorante para DNA SYBR® safe (Thermo Fisher Scientific®, Waltham, MA, USA) o
bromuro de etidio. Por medio del patron de bandas visualizadas en el gel se determind el

filogrupo empleando el arbol de decision de Clermont et al.”
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2.4. Extraccion de DNA

En algunos casos se us6 DNA extraido de las muestras mediante la técnica de tiocianato de
guanidina.'” Brevemente, una suspension de colonias sembradas en medio de cultivo
infusion cerebro corazén (BHI) se centrifugd a 400 rpm para obtener una pastilla a la cual
se le agregaron 550 ul de amortiguador de lisis (tiocianato de guanidina SM, EDTA 0.1M y
Sarkosyl 0.5% P/V), se homogenizé la muestra por 10 min; luego se adicionaron 250 pl de
acetato de amonio 7.4M, se mezclaron con el vortex y se dejaron en congelacion por 10
min. Se adicionaron 500 pl de alcohol-cloroformol (24:1 v/v), se agitaron vigorosamente
con el vortex para luego centrifugar por 5 min a 10,000 rpm. Después se recupero la fase
acuosa en otro tubo y se repiti6 el paso anterior. Tras recuperar nuevamente la fase acuosa,
se le agregd etanol absoluto y se mezcld hasta observar un precipitado blanco (DNA) el
cual se extrajo y colocd en otro tubo. Se centrifugd para formar una pastilla y se lavo con
etanol al 75% tres veces; posteriormente, se dejo secar durante al menos 8 horas. Se
reconstituyd la muestra de DNA con 50-200 pl de agua libre de DNAsas. Finalmente se
colocd el tubo con la muestra por 30 min a 56°C en bafio Maria.'%*

2.5. Tipificacion por secuencias multilocus (MLST)

Para la determinacion de las secuencias multilocus se utilizaron los oligonucleotidos
descritos por Wirth et a/ (2006), para amplificar los genes: adk, fumC, gyrB, icd, mdh, purA
y recA (Cuadro 8).6¢

Para todos los genes las reacciones de amplificacion, con un volumen final de 25 pl,
contenian TopTaq™ Master Mix (Qiagen™, Ventura, CA, USA) (1.8 U de Tag polimerasa,
1.5 mM MgCl,, 1x de amortiguador para PCR, 200 pM de cada deoxinucleotido tri-

fosfatado (dNTPs)), 0.4 uM de cada oligonucleétido, aproximadamente 200 ng de DNA
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cromosomico y agua libre de nucleasas cbp.

Cuadro 8. Oligonucledtidos y amplicon de los genes empleados en el esquema MLST de
Achtman

Gen Oligonucleotidos Amplicon (pb)
adk 5’-ATTCTGCTTGGCGCTCCGGG-3’ 583 pb
3’-CCGTCAACTTTCGCGTATTT-5’
fumC 5’-TCACAGGTCGCCAGCGCTTC-3’ 805 pb
3’-GTACGCAGCGAAAAAGATTC-5’
ayrB 5’-TCGGCGACACGGATGACGGC-3’ 880 pb
3’-ATCAGGCCTTCACGCGCATC-5’
icd 5’-ATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGCACA-3’ 878 pb
3’-GGACGCAGCAGGATCTGTT-S’
mdh 5’-ATGAAAGTCGCAGTCCTCGGCGCTGCTGGCGG-3' 932 pb
3’-TTAACGAACTCCTGCCCCAGAGCGATATCTTTCTT-5’
purd 5’-CGCGCTGATGAAAGAGATGA-3’ 817 pb
3’-CATACGGTAAGCCACGCAGA-5’
recA 5’-CGCATTCGCTTTACCCTGACC-3’ 734 pb

3’-TCTCGATCAGCTTCTCTTTT-5’
Tomado y modificado de Wirth et al 2006% y de la pagina electronica MLST.NET®.

El protocolo para reacciones con volumen final de 50 pl fue: 3 U de una mezcla de GoTag"”
Flexi y Pfu DNA polimerasa, 1.5 mM de MgCl,, 1x amortiguador de PCR, 0.4 uM de cada
oligonucleétido, 100 uM de dNTPs, 200 ng de DNA y agua libre de nucleasas cbp. Las
condiciones de amplificacion para todos los genes, (excepto gyrB y mdh) fueron las
siguientes: desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 min, seguida de una desnaturalizacion a
94°C por 45 s, alineamiento a 57°C por 45 s y una extension a 72°C por 45 s por 35 ciclos
y por ultimo una extension final a 72°C por 5 min. Para los genes gyrB y mdh se trabajo
con las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial de 94°C por 5 min, 30 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C por 30 s, alineamiento a 61°C por 30 s y extension a 72°C por 30
s y finalmente una extension a 72°C por 5 min.

Los productos de amplificacion se visualizaron en geles de agarosa al 1%, tefiidos con
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colorante para DNA SYBR® safe (Thermo Fisher Scientific®, Waltham, MA, USA) o
bromuro de etidio, en un fotodocumentador de luz UV Gel Logic 2200 con el programa
Carestream™ 212 PRO (Carestream™, Rochester, NY, USA). Los productos de PCR de los
diferentes genes se purificaron utilizando los kits comerciales QIAquick PCR Purification®
o Gel Extraction® (Qiagen, Ventura CA, USA).

La cuantificacion del DNA purificado se determind usando espectrofotometria de rayos
ultravioleta con el equipo Gen5 y el programa informatico Take3" (BioTek Instruments,
Winooski, VT, USA), esto con la finalidad de realizar los calculos necesarios para llevar a
cabo la secuenciacion. Las muestras fueron enviadas a la Unidad de sintesis y
secuenciacion de ADN del Instituto de Biotecnologia de la UNAM para su posterior
secuenciacion.

2.6. Analisis de las secuencias genéticas

Las secuencias se visualizaron en el programa BioEdit® version 7.2.5 y se editaron en el
programa Vector NTI Advance® version 11.5.1 de (Invitrogen©, Carlsbad, CA, USA). Esta
edicion consistidé en compararlas con los fragmentos de referencia pertenecientes a la cepa
K12 MG1655 de E. coli documentados en la base de datos del esquema de Achtman
(http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Ecoli/documents/primersColi_html)*® y ajustarlas a la
longitud requerida. De esta forma se obtuvieron los productos editados de entre 452 y 536
pb: adk (536 pb), fumC (469 pb), gyrB (460 pb), icd (518 pb), mdh (452 pb), purd (478
pb), y recA (510 pb). Estas secuencias editadas se sometieron a la pagina electronica de la
base de datos del esquema de Achtman para la asignacion automadtica de un nimero de

alelo por fragmento registrado (por ejemplo: adkl0 y gyrB4 fueron los alelos que
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designaron a los fragmentos de los genes adk y gyrB de la cepa de referencia K12
MG1655).

En los casos en que la secuencia no concuerda con los alelos ya registrados, el algoritmo
del sitio computa el alelo de mayor similitud e indica a partir de qué numero de base
nitrogenada es éste idéntico al sometido. La combinacion de estos siete alelos, identificados
cada uno con un numero, se denomina perfil alélico (por ejemplo, 10/11/4/8/8/8/2
corresponde al perfil alélico de adk/fumC/gyrBlicd/mdh/purA/recA de la cepa KI12
MG1655).56:68

Finalmente, los perfiles alélicos se sometieron a la misma pagina electronica y se obtuvo la
secuencia tipo o ST de cada una de las cepas. Cuando el perfil alélico no resulté en una ST
previamente descrita en el sitio, se contactd al agente bioinforméatico asignado o curador
para registrarla y obtener una nueva ST.**®

2.7. Analisis genético de las ST

Para determinar la divergencia genética entre las muestras, las secuencias de los siete genes
de cada cepa se concatenaron para producir un constructo final de 3,423 pb. Este constructo
se elabor6 para todas las muestras del estudio, para las 8 ST previamente reportadas de
delfines, para la cepa de referencia K12 MG1665 y para una cepa tipica de ST131. Se
realiz6 un alineamiento de estas 29 secuencias concatenadas.

Para los analisis evolutivos filogenéticos y moleculares de este alineamiento se empled el
programa MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) version 6.0, y se obtuvo un
dendrograma construido por el método de Vecino Mas Cercano (Neighbor-Joining).'®"'%

. . y - . r 1
Las distancias genéticas fueron calculadas con el modelo de Kimura de 2 parametros.'” La

distancia genética es una medida de la divergencia genética entre especies, inviduos de una

33



especie o entre poblaciones; esta distancia se representa con nimeros.'” Los individuos o
poblaciones con gran cantidad de genes similares tienen distancias genéticas pequefias (el
namero serd menor), lo que indica que son cercanos y tienen un ancestro comun reciente.'*®
2.8. Analisis genético global de las ST

Para el analisis de resultados se utilizo el algoritmo eBURST'"" optimizado globalmente
(goeBURST) version 1.2.1 y desarrollado por el grupo Knowledge Discovery and
Bioinformatics (KDBIO, Lisboa, Portugal).'”™ Esta herramienta de clusterizacion o
agrupamiento permite la relacion entre ST y STc por medio de la creacion de un grafico
matriz. Esta matriz (bosque) se compone de grupos de ST (arboles) en los que cada ST es
un nodo y dos ST se conectardn si tienen un solo locus de variacion (SLV), aunque
podemos reducir el criterio de asociacion a dos (DLV) o tres loci (TLV) de variacion, lo que
genera menos arboles pero mas densos. A través de codigos de color y tamafos de lineas y
circulos podemos ver de manera rapida la relacion entre los ST, la formacion de STc y hasta
la cantidad de cepas con el mismo ST.”*'?71%

Para la construccion de este bosque se utilizd la totalidad de cepas registradas en el

esquema MLST de Achtman y las cepas de este estudio.®
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3. Resultados
3.1. Identificacion molecular de las cepas por medio de la amplificacion del gen gadA4
En todas las cepas se amplifico el producto esperado de 670 pb (Figura 6), lo que las

confirmo6 como miembros E. coli.

M Cepa Cepa Cepa Cepa
C+ C-
fmnd 1 2 3 4
- -

-
e —

700pb s S

S00Pb ——p G -— - aay T < -+670pb

500pb iy -

100pb sl

Figura 6. Amplificacion del gen gadA. M: Marcador de peso molecular 100 pb DNA. C+: Control
positivo, E. coli K-12. Cepa 1-4: Cepas del estudio. C-: Control negativo, Salmonella enterica.
Electroforesis en gel de agarosa al 1%.

3.2. Grupos filogenéticos

La determinacion de los grupos filogenéticos de las 19 cepas presentd resultados
heterogéneos (Cuadro 9 y Figura 7). El grupo filogenético B2 fue el de mayor frecuencia
con un 36.8% (7/19), las muestras de este grupo presentaron el genotipo arpA-, chuA+,
yjaA+ y TspE4.C2+ (o -+++ segin la nomenclatura utilizada en las publicaciones de

Clermont).”*
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Cuadro 9. Resultados de la determinacion de grupos filogenéticos

Primer Cuadruplex

Segundo Duplex

Cepa Grupo Filogenético Grupo Filogenético o
(genotipo) procedimiento a seguir

1 B2 (-+++) NA
2 B2 (-+++) MLST
3 U (----) MLST
4 B1 (+--1) NA
5 B2 (-t+++) NA
6 Clado I o IT (--+-) MLST
7 Do E (++--) D

8 Do E (++--) D

9 B2 (-t+++) NA
10 B2 (-+++) NA
11 F (-+--) MLST
12 U (---) MLST
13 Clado I o IT (--+-) MLST
14 B2 (-+++) MLST
15 U (---) MLST
16 B2 (-+++) NA
17 U (----) MLST
18 U (---1) MLST
19 U (----) MLST

NA: No aplica. MLST: Realizar andlisis de secuencias multilocus.
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Figura 7. Determinacion de grupos filogenéticos por el método Clermont 2013. A. PCR
cuéddruplex. M: Marcador de peso molecular. Carriles 1-19: Cepas del estudio. C-:Control negativo.
Amplicones de la PCR cuadruplex en orden descendente arpA (400 pb), chud (288 pb), yjad (211
pb) y TspE4.C2 (152 pb). B. Diferenciacion entre grupos D y E, PCR duplex de genes trpBA (489
pb) v ArpAgpE (301 pb, no amplificado). M: Marcador de peso molecular. C. Cuadruplex con
grupos B2, D o E, F y B2, M: Marcador de peso molecular. B1: arpA+, chuAd-, yjaA-, TspE4.C2+
(+--+); B2: -+++; Clado I o II: --+-; D: ++--, trpBA+ y ArpAgpE-; F: —+--; U -+ 0 --—--.
Electroforesis en gel de agarosa al 2%.

El 31.6% de las cepas (6 de 19), mostraron un perfil como grupo filogenético desconocido
U (o “unknown”). Se observaron dos de los cinco posibles genotipos reportados para U, no
amplificacion (----) y amplificacion solo del fragmento TspE4.C2 (---+); en ambos casos
Clermont et al recomienda la genotipificaciéon por medio de MLST y confirmacion de la
especie usando los genes uid 0 gadA/B como paso previo a la MLST.”

Dos de las muestras (10.5%) fueron identificadas como posibles miembros de los Clados I
o II; en estos casos Clermont et al recomiendan el uso de oligonucledtidos para Clados

Cripticos o genotipificacion por MLST.”>”” Esto se debe a la escasez de cepas estudiadas
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pertenecientes al Clado II y a reportes de incorrecta identificacion del Clado I por el
contenido genético altamente variable de E. coli.'>*"%¢!

De igual forma, para dos muestras (10.5%) fue necesario realizar el diplex para diferenciar
entre los grupos D y E, dando como resultado el filogrupo D al no haberse amplificado el

fragmento ArpAgpE y si el ##pBA. En el filogrupo B1 y el genotipo (+--+) se encontr6é una

sola muestra (5.3%), lo mismo sucedi6 con el grupo filogenético F y su genotipo (-+--)

(Figura 8).
Filogrupos
7
6 4
wn
S5
3
04
=
© 3 -
@
E2
pd
1 -
0 I I I I I 1
B1 B2 D F U Clado | o
Grupos Filogenéticos I

Figura 8. Representacion grafica de los grupos filogenéticos obtenidos.

3.3. Tipificacion por secuencias multilocus (MLST)

Una vez establecida la identificacion molecular y filogenética de los aislamientos se
procedid con la tipificacion por secuencias multilocus, para lo cual se estandarizaron las
condiciones de la PCR para la amplificacion de los 7 genes de mantenimiento de todas las
cepas, siguiendo las condiciones descritas anteriormente. Luego de la amplificacion por

PCR se visualizaron los amplicones en un gel de agarosa al 1% (Figura 9). Se amplificaron
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todos los genes del esquema MLST de Achtman de todas las muestras. Para obtener la
cantidad necesaria de DNA para su secuenciacion, las reacciones de PCR se elaboraron por
triplicado. Los productos de PCR que solo presentaron la banda especifica del gen esperado
se purificaron empleando el kit comercial QIAquick PCR Purification™, mientras que en
aquellas reacciones en donde se visualizaran bandas inespecificas, el fragmento esperado se
cortd del gel y posteriormente se purifico empleando el kit QIAquick Gel Extraction®
(Qiagen, Ventura CA, USA). Los productos purificados se observaron en un gel de agarosa

al 1%, previo a la cuantificacion.

M adk fumC gyrB icd mdh purA recA C-

| —
900 pb=> e ——
P o - -

700 pb=>

- .
500 pb—> N -

100 pb =

Figura 9. Amplificacién de los genes de MLST de Achtman de la cepa 1. M: Marcador de peso
molecular. adk, fumC, gyrB, icd, mdh, purdA y recA: genes amplificados. C-: Control negativo.
Electroforesis en gel de agarosa al 1%.

Después de realizar la cuantificacion de cada uno de los productos purificados
correspondientes a los siete genes de cada cepa, éstos se enviaron a secuenciar en ambos
sentidos. Una vez obtenidas las secuencias, se usaron los programas BioEdit® y Vector NTI
Advance® 11.5.1 de Invitrogen, para alinearlas y editarlas tomando como referencia los

fragmentos proporcionados por la base de datos del esquema de Achtman.®®
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Todas las secuencias editadas de los fragmentos de cada gen fueron sometidas a la base de
datos de Achtman en la Universidad de Warwick y resultaron en alelos previamente
identificados. Los resultados de la MLST fueron heterogéneos al obtener 14 ST diferentes,
ocho de las cuales pertenecieron a cuatro STc ya reportados (Cuadro 10).

Cuadro 10. Perfiles alélicos, secuencias tipo y complejos ST obtenidos

Cepa | adk | fumC | gyrB | icd | mdh | purA | recA ST STec
1 53 40 47 13 36 28 29 131 STc131
2 88 103 19 36 23 44 26 372 No STc
3 4 22 18 9 26 7 99 No STc
4 4 22 18 9 26 7 929 No STc
5 13 14 10 14 17 11 85 1858 No STc
6 10 134 4 8 8 8 2 986 No STc
7 21 35 27 6 5 5 4 69 STc69
8 21 35 27 6 5 5 4 69 STc69
9 13 43 19 14 23 11 10 1946 No STc
10 53 4 87 13 70 58 29 5098 No STc
11 92 4 87 96 70 58 2 648 STc648
12 92 4 87 96 70 58 2 648 STc648
13 10 11 4 8 8 8 2 10 STcl10
14 53 40 1 13 36 28 29 2185 STc131
15 10 11 4 8 8 13 73 617 STcl10
16 13 43 19 14 23 11 10 1946 No STc
17 6 95 178 18 11 8 41 5166 No STc
18 6 23 32 88 9 26 7 2016 No STc
19 6 23 32 88 9 26 7 2016 No STc

STc: Complejo ST; No STc: No pertenecio a algin STc.

Las cepas 10 y 17 no pertenecieron a ninguna ST ya reportada y se les asigné una nueva, la
ST5098 y la ST5166, respectivamente.

El cuadro 11 resume la informacion obtenida por la determinacidon de grupos filogenéticos
con el método actualizado de Clermont™ y la MLST con el esquema de Achtman®®, asi

como la presentada por Yafiez en 2012'"" (Cuadro 11).
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Cuadro 11. Filogrupos, serotipos, factores de virulencia, resistencia a antimicrobianos y ST
obtenidas

Cepa |Filogrupo| O H |eae| stxl | stx2 Resistencia completa glizi:;::;ii: ST
1 B2 |0157| HT |+ | + | + A SG rﬁfnﬁi%?at’ Ninguna | 131
2 B2 ONT | H31 - - + Ninguna Ninguna 372
3 U 0163 | HI19 - - + Ninguna Ninguna 99
4 B1 0163 | HI9 - - - Ninguna Ninguna 99
5 B2 o075 HS5 - - + Ninguna Ninguna 1858
6 Cla(Il;) Lo 0140 | H32 - + + Ninguna Ninguna 986

E ONT H2 - + + Am, Gm, Pi, T/S, To A/S, Aug 69
8 D o153 | H2 | - | + | + Am, Gat, Lvx, T/S, To | ™V g%‘?,‘ilg’ 69
9 B2 Ol5 H7 - - + Ninguna Nin’guna 1946
10 2 | o025 | ma2 | - | - | + | ASAmCOpGALGm | opp, | sg08

== Lvx, Pi
11 F 032 | H42 | - | - + Eﬁ;igcéﬁzcgfr)n‘zfn Ninguna | 648
12 U 032 | Ha2 | - | - | + Bi@fé‘?’éﬁ”‘éfﬁéﬁ“ Ninguna | 648
13 (Gadolo g | pnt | L | - | 4 [ ASAMCRGEVORL T Ninguna |10
14 B2 o5 | w4 | - | - | + | ASAMCECGat e | 2185

- Lvx, Pi
15 U ONT | H42 - - + Ninguna Ninguna 617
16 B2 o15 | H7 | - | - + Ninguna cf 1946
17 u 071 H14 - + + Ninguna Ninguna 5166
18 U 0170 | H16 | - | - | + Ninguna cf 2016
19 U 0170 | HI16 - - + Ninguna Cf 2016

Am: ampicilina, A/S: ampicilina/sulbactam, Aug: amoxicilina/clavulanato, Azt: aztreonam, Cax:
ceftriaxona, Caz: ceftazidima, Cf: cefalotina, Cfz: cefazolina, Cp: ciprofloxacino, Crm: cefuroxima,
Gat: gatifloxacino, Gm: gentamicina, Lvx: levofloxacino, Pi: piperacilina, To: tobramicina, T/S:
trimetoprim/sulfametoxazol, BLEE: Betalactamasa de espectro extendido, (-): no detectado,
(+): detectado. Tomado y modificado de Yafiez.""!

3.4. Analisis genético de las secuencias obtenidas
Los constructos de 3,423 pb elaborados con las secuencias concatenadas de los 7 genes
amplificados para llevar a cabo la MLST de cada cepa, junto con las ST reportadas de

delfines, la cepa de referencia K12 MG1665 y una cepa ST131, fueron alineados usando la
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herramienta bioinformatica ClustalW'®. Dicha alineacion se emple6 para formar un
dendrograma usando el método vecino mas cercano'® usando 1,000 bootstraps''® no
paramétricos para el contraste de hipotesis y el modelo evolutivo de dos parametros de

6.!% Una vez reconstruido el arbol se uso la rama de la

Kimura'® con el programa MEGA
cepa de referencia K-12 MG1655 como raiz del mismo (Figura 10).

En este dendrograma se observd que, usando a la cepa de referencia K-12 (denominada
K12-MG1655) como raiz, las cepas con menor distancia a la cepa de origen fueron la cepa
6 del estudio (denominada 06-BONO-ST986-Cladololl y la cepa 13 (13-KUXIP-ST10-
Cladololl), seguida de la cepa 15 (15-Maya-ST617-U) a 0.001 y 0.004, respectivamente. A
una distancia de 0.011 se encontraron la cepa 18 (18-ZeusIP-ST2016-U) y la cepa 19 (19-
Zeus2R-ST2016-U), y las cepas de delfines de Francia EcBjDK6, EcBjDK11 y EcBjDK17.
Estas 9 cepas y la cepa 17 (17-Xcaret-ST5166-U) (0.013) se agruparon en el arbol 0 creado
por el algoritmo goeBURST (Figura 11). Las cepas mas cercanas a K12 MGI1655
(Filogrupo A, ST98), con distancia de 0.001 a 0.013, pertenecieron a los grupos
filogenéticos U, A, Clados [ o I, B1, F y una sola B2, esta ultima fue la cepa 10 (10-IVO-
ST5098-B2) en un arbol singleton. Las més distantes fueron de los grupos D y B2, con

distancia de 0.015 a 0.02 que se ubicaron en los arboles 1, 3, 7, 30 y 38. La cepa 2 (02-

4VT-ST372-B2) fue la mas alejada de K12, a 0.02 de distancia.
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Debido a la cercania de las cepas 6 y 13 con la cepa de referencia K12 y con la finalidad de

determinar su grupo filogenético, segin lo recomendado por Clermont et al’>, se realizé el

mismo tipo de andlisis filogenético empleado anteriormente pero ahora con los constructos

de estas dos cepas (6 y 13) y de las ST de cepas reconocidas de los grupos filogenéticos A,

B2, Clado 1y el Clado II."5+37-56!

Los 10 constructos (de 3,423 bases) que se emplearon, fueron de las siguientes cepas:

Filogrupo A, cepa K12 MG1655-ST10 y cepa ECOR18-ST48, miembros del STc10
Filogrupo B2, cepa IMT19336-ST131, miembro del STc131;

Clado I, cepa TW10509- ST747, cepa M863-ST2715 y cepa E1492-ST3720;

Clado II, cepa B1147-ST4961 y cepa ROAR019-ST4963;

Cepas del estudio, 6-ST986 y 13-ST10, posibles Clado I o Clado II.

b

En este dendrograma (Figura 12), las cepas 6 y 13 de este trabajo se ubicaron entre las

cepas del filogrupo A a 0.001 de distancia de la cepa K12 MG1655 y a 0.003 de la ST48.

Las ST de ambos Clados Cripticos se encontraron muy alejadas de las cepas del estudio; la

mas cercana de éstas fue la ST4963 del Clado II (a 0.012 de distancia) y la mas lejana fue la

ST2715 del Clado I (a 0.026). Este analisis genético nos hizo descartar a las cepas 6 y 13

como posibles miembros del Clado I y del Clado II y nos permitié caracterizarlas como

parte del grupo filogenético A (Cuadro 12). Esto ya ha sido reportado por diferentes

revisiones del método de filotipificacion por PC

1
R.55’56’57’6

Cuadro 12. Filogrupos finales y origen de las cepas estudiadas

Cepa |1 |2 |3 (4|56 |7 8|9 1011|1213 |14|15|16 |17 |18 | 19
Filogr . .

B,/B,|U|B |B,|]A|D|D|B|B,|]F|U|A |B,|]U|B,|U|U|U
upo
Origen | Rs |V [R |[Rs | R |[R |[Rs |V |V [V |P |[Rs|Rs|V |V |P |[R |P |Rs

A”: Filogrupo A después del analisis MLST. P: Prepucio. R: Recto. Rs: Respiraculo. V: Vagina.
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M863-ST2715 Cladol
0003
0-003  nw10509-ST747-Cladol
0.0114
0-005 E1492-ST3720-Cladol
0001
0.001  RB4447-ST4961-Cladoll
0.004 0.006
0-003 |MT19336-ST131-B2
0002
0-006 ROARD19-ST4963-Cladoll
0-000 ECOR1B-ST48-A
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Figura 12. Dendrograma de las ST confirmadas como filogrupo A, Clado I y II. Estas cepas se
registraron en la base de datos de MLST de Achtman.®® En el recuadro se muestran las cepas 6 y 13
del estudio. Método de Vecino més Cercano.'® El arbol consenso fue inferido luego de 1000
replicados.'’ Las distancias genéticas fueron computadas con el modelo de dos parametros de
Kimura.'” Los analisis evolutivos se realizaron en MEGA6.'"
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3.4.1. Analisis genético global de las secuencias obtenidas

Francisco et al (2009)'* realizaron una optimizacién al algoritmo eBURST'" con la cual
una poblacion estudiada se puede separar en varios grupos de ST relacionadas, lo que
simplifica y agiliza su analisis al discriminar de mejor manera los arboles de interés.'® Para
este analisis se empled, ademas de las ST de nuestra poblacion, el acervo completo
disponible de la base de datos de MLST del esquema de Achtman. Por medio de esta

herramienta bioinformatica (goeBURST'®

) se genero un bosque de 1,371 arboles, obtenido
al computar las 30,616 cepas y 5,890 ST de la base de datos MLST del esquema Achtman,
de éstos solo se seleccionaron los nueve que agruparon a las cepas de nuestra poblacion.
Estos 9 arboles de interés fueron: 0, 1, 3, 6, 7, 30, 31, 38 y 1314, que agruparon a 3,582
cepas, 1,929 ST y 25 STc, lo que significo el 6.1% de la base de datos (Figura 13). Cada
arbol agrupd a ST con caracteristicas genéticas similares. La complejidad de cada arbol
varié con respecto a la cantidad de ST diferentes que agrup6; por ejemplo, el numero de
ramificaciones del arbol 0 constituido por 1,571 ST fue mucho mayor al del arbol 1
formado por 122 ST diferentes. Clermont et al/ (2015), en su revision de los métodos de
tipificacion y subtipificacion de E. coli, realizaron el mismo analisis con goeBURST de las
4,386 ST existentes al momento del estudio.®’ Al igual que en nuestro estudio, encontraron
a las ST10, ST617 y ST986 como miembros del arbol 0 con la STI0 como genotipo
central; sin embargo, por la diferencia en la cantidad de ST y cepas computadas, todas las

demas ST de nuestro estudio se agruparon de forma diferente a lo reportado por

Clermont:®!
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Figura 13. Arboles de interés. En verde claro se representa el genotipo central de cada arbol. En
verde obscuro las ST fundadoras de subgrupos. En gris las demés ST. Las lineas de color negro
representan la SLV mas comin que une a dos ST. Las lineas azules significan que la SLV que une
dos ST es de un alelo diferente al dominante en el arbol. Las lineas verdes representan DLV entre
dos ST. En el recuadro punteado se sefiala un acercamiento al genotipo central del arbol 0. Figura
no representada escala real por motivos de tamafio. Arboles generados con el programa goeBURST
bajo el criterio de variacion de un solo locus (SLV).

De las cepas que conformaron estos arboles, solo el 47% tuvieron informacion sobre su
patotipo (Figura 14). En el bosque se identificaron los siete patotipos intestinales y los tres
extraintestinales; el patotipo EAEC fue el de mayor frecuencia con 27.6%, seguido de

UPEC con 19.4% del total de cepas patotipificadas.
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Figura 14. Patotipos de las cepas de E. coli en los arboles de interés. aEPEC: E. coli
enteropatogena atipica; APEC: E. coli patdégena aviar, DAEC: E. coli adherente difusa; EAEC: E.
coli enteroagregativa; EHEC: E. coli enterohemorragica; EIEC: E. coli enteroinvasiva; ETEC: E.
coli enterotoxigénica; EXPEC: E. coli patdgena extraintestinal; IPEC: E. coli patdogena intestinal;
NMEC: E. coli asociada a meningitis neonatal; STEC: E. coli productora de toxina shiga; tEPEC: F.
coli enteropatogena tipica; UPEC: E. coli uropatdgena.

3.4.1.1. Arbol 0

El arbol 0 fue el mas complejo y diverso de todos. Fue conformado por 2,776 cepas, 1,571
ST y 18 STc. Esto se debi6 a que la ST10 del STe (el genotipo central del arbol) es la clona
con mayor numero de registros en la base de datos de MLST de Achtman, lo que permiti
al algoritmo agrupar una gran cantidad de ST con SLV de distancia al STc10. Por lo que al

final 155 ST (174 cepas) se relacionaron directamente a la ST10 (Figura 15).
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En el arbol 0 se encontraron seis de las cepas del estudio:

1. Lacepa 6 ST986 que no pertenecid a algin STc (Figura 16);

2. Lacepa 13 ST10, fundadora del STc10 (Figura 16);

3. Lacepa 15 ST617, miembro del STc10 (Figura 16);

4. Lacepa 17 ST5166, ST inédita que no pertenecid a ningtn STc (Figura 17);

5. Lacepa 18 ST2016, que no pertenecid a algin STc (Figura 17);

6. Lacepa 19 ST2016, que no pertenecio a algin STc (Figura 17).
Ademéds, en el arbol 0 se agruparon ocho ST previamente identificadas en mamiferos
marinos (Figura 15): de delfines, ST2186 y ST2188; de nutrias, ST4281 y ST4282; de
pinnipedos, ST10 (dos cepas), ST155 y ST166 miembros de STcl10, STc155 y STc469
respectivamente; y de manati la ST4293.
Estas 15 cepas representaron el 31% de los registros de mamiferos marinos existentes en el
esquema de Achtman.®®
En el arbol 0, los patotipos dominantes fueron EAEC (366 cepas) y EXPEC (360 cepas),
seguidos por ETEC (122 cepas) y ETEC (106 cepas). La distribucion de grupos

filogenéticos fue la siguiente: A 642 cepas, B1 426 cepas, B2 9 cepas, D 4 cepas, U 4 cepas

(todas cepas del estudio), C 4 cepas y Clado I o II 3 cepas (dos cepas del estudio).
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Figura 16. Posicion de ST10, ST617 y ST986 en el Arbol 0. ST de cepas del estudio: Circulo
negro: el genotipo central ST10 (cepa 13); Circulo amarillo: ST617 (cepa 15); Circulo rojo: ST986
(cepa 6). Acercamiento del arbol 0 generado con el programa goeBURST'*.
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Figura 17. Posicién de ST2016 y ST5166 en el Arbol 0. ST de cepas del estudio. Circulo y flechas
punteadas: ST2016 (cepas 18 y 19). Circulo y flechas solidas: ST5166 (cepa 17). Lineas negras:
SLV comun. Lineas azul-grisaceas: SLV no comun. Linea verde: DLV. Acercamiento del arbol 0
generado con el programa goeBURST.
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La cepa 13 ST10 presentd similares caracteristicas a lo reportado anteriormente para otras
cepas ST10 en la literatura; debido a esto la comparaciéon con otras ST10 de la base de
datos de Achtman no produjo resultados diferentes.®®

La cepa 15 ST617 formo parte del STc10 con DLV respecto a la ST10 y fue fundadora de

un subgrupo conformado por 19 ST y 20 cepas no asociadas a ningin STc (Figura 18).
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Figura 18. Subgrupo fundado por la ST617 en el Arbol 0. Se muestra con una silueta la especie
origen de las cepas del subgrupo; se incluyen las ST10 (genotipo central) y la ST167 que se ubica
entre la ST617 y la ST10. ST10: bovino, caballo, conejo, humano, lobo marino, pollo y lobo
marino; ST167: agua, cerdo, gato, humano y perro; ST617: humano y 7. truncatus; ST1287: perro;
ST4981: humano y mosca; todas las demas cepas de las ST del grupo fueron aisladas de humanos
En verde claro se representa el genotipo central de cada arbol. En verde obscuro las ST fundadoras
de sub%gupos. En gris las demas ST. Lineas negras: SLV mas comin. Lineas azules: SLV no
comun.

En total, se agruparon 28 cepas (incluidas las cepas ST617) en este subgrupo; el 72.4% de
éstas fue catalogado como patogeno y el 89.2% fue aislado de humanos, principalmente las
cepas ST617.

La cepa 6 ST986-filogrupo A solo varia por un locus (fumC) del genotipo central, por lo
que se ubicod directamente asociado a la ST10, pero no es considerado como parte del

STc10. Para su andlisis se compararon las ST con SLV con respecto a la ST986 y se
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encontraron 22 ST como las mas cercanas. El programa goeBURST identifica con el color
rojo a la ST analizada, con el color naranja claro a las ST con SLV y con el color amarillo

claro a las ST con DLV con respecto a la ST986 en este caso (Figura 19).
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Figura 19. ST cercanas a la ST986, seccion del Arbol 0. En color rojo: ST986; en color naranja:
ST con SLV; en color amarillo: ST con DLV; en color gris: ST no relacionadas. Se muestra con una
silueta la especie origen de las cepas del subgrupo; se incluyen las ST10 (genotipo central) y la
ST167 que se ubica entre la ST617 y la ST10. ST10: bovino, caballo, conejo, humano, lobo marino,
pollo y lobo marino; ST167: agua, cerdo, gato, humano y perro; ST617: humano y T. truncatus;
ST1287: perro; ST4981: humano y mosca; todas las demas cepas de las ST del grupo fueron
aisladas de humanos. En verde claro se representa el genotipo central de cada arbol. En verde
obscuro las ST fundadoras de subgrupos. En gris las demas ST. Lineas negras: SLV mas comun.
Lineas azules: SLV no comun.*®

El 57.6% de las cepas a SLV de distancia de la ST986 aisladas de animales fueron
catalogadas como comensales 0 no patdogenas; sin embargo, si solo incluimos a las ST sin
STc asociado (como la ST986) este porcentaje aumenta a 70%. Como ejemplo de esto se

encontrd la cepa ST4287 procedente de una zarigiieya mexicana. En cepas de origen
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humano el 50% son catalogadas como no patégenas.
Las cepas 18 y 19, ambas ST2016 y miembros del grupo U, se ubicaron en el arbol 0 sin
asociarse a ningin STc y a mas de TLV del genotipo central. Al igual que con la cepa 6

ST986, se realiz6 el analisis de las ST con SLV con respecto a la ST2016 (Figura 20).
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Figura 20. ST cercanas a la ST2016, seccion del Arbol 0. En color rojo: ST2016; En color
naranja: ST con SLV; en color amarillo: ST con DLV; en color gris y verde: ST no relacionadas. Se
muestra con una silueta la especie origen de las cepas del subgrupo con SLV y DLV con respecto a
la ST2016. ST180: humano; ST965: humano; ST1737: pollo; ST2016: humano, pollo y T
truncatus; ST2160: suelo; ST2722: reptil; ST4200: gato; ST4733: humano; ST4984: humano.
Lineas negras: SLV mas comun. Lineas azules: SLV no comun. Linea verde: DLV.*®

La ST2016 fue fundadora de un subgrupo formado por la ST965 y la ST4984, ambas
aisladas de humanos. La ST1737 y ST2160 también se ubicaron a una SLV de nuestras
cepas 18 y 19 ST2016. Cuatro ST mas se incluyeron en la comparacion, aunque se ubicaron
a DLV de nuestra ST de interés, entre éstas la ST2722 aislada de un reptil australiano y que
sirve como fundadora del subgrupo del cual se deriva la ST2016. En total 11 cepas fueron

comparadas con nuestras cepas 18 y 19, incluidas las 3 cepas ST2016 registradas en la base
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de datos. El 55% fueron catalogadas como patdgenas; 5 de las 7 cepas mas cercanas a las
nuestras fueron patogenas, dos fueron de origen animal. ® La Gltima cepa de este arbol que
sometimos al analisis por goeBURST, fue la cepa 17 con la inédita ST5166 que se ubico en
un subgrupo no relacionado con ningtin STc del arbol 0 y que se fundo6 por la ST191 y 7 ST
mas (Figura 21). En este subgrupo, la ST191 y la ST2040 se encontraron a DLV de

distancia y solo la ST1324 se encontr6 a una SLV de la ST5166.%®
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Figura 21. ST cercanas a la ST5166, seccion del Arbol 0. En color rojo: ST5166; en color
naranja: ST con SLV; en color amarillo: ST con DLV; en color gris y verde: ST no relacionadas. Se
muestra con una silueta la especie origen de las cepas del subgrupo con SLV y DLV con respecto a
la ST5166. ST191: humano; ST1324: humano; ST2040: pollo; ST5166: T. truncatus. Lineas negras:
SLV més comun. Lineas azules: SLV no comun.®®

Este subgrupo se deriva de otro subgrupo donde la ST2522 aislada de un pollo fue la
fundadora. Ninguna de las cepas relacionadas con la ST5166 fue catalogada como

patogena.®®
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3.4.1.2. Arbol 1

El 4bol 1 se conformé por 306 cepas, 122 ST y 3 STc: el STe31, el STc69 y el STc394. El
genotipo central fue la ST69, la mayoria de las ST pertenecieron al STc69. Las cepas 7 y 8
de nuestro estudio formaron parte del genotipo central ST69 (Figura 22). El principal grupo

filogenético del arbol fue el D.
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Figura 22. Posicion de las ST de interés en el Arbol 1. Recuadro en linea punteada: ST69 cepas
del estudio. Circulo azul: ST4449 de foca. Lineas negras: SLV comin. Lineas azules: SLV no
comun. Arbol generado con el programa goeBURST.

De las cepas que contaban con informacidén sobre grupos filogenéticos y patotipos, el
99.9% se caracterizé como filogrupo D (dos cepas del estudio) y los patotipos principales
fueron EAEC 40% y EXPEC 55% (UPEC 44%).

La ST4449 proveniente de un foca de la Antartida se ubicé a mas de TLV de nuestras cepas

de T truncatus, cercana al STc31 (Figura 23).
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Figura 23. Origen de las cepas del Arbol 1. Se muestra con una silueta la especie origen de las ST
del genotipo central, las fundadoras de subgrupos, las de mamiferos marinos y las que unen a los
diferentes STc. ST31: humano; ST69: humano y 7. truncatus; ST130: perro; ST374: perro; ST393:
humano; ST394: agua, cerdo y humano; ST512: humano; ST4361: humano; ST4449: foca. Con
lineas punteadas se marca la separacion entre STc. Lineas negras: SLV comtn. Lineas azules: SLV
no coman.®

El grupo clonal especifico en donde se ubicaron las cepas 7 'y 8 ST69 se formo por el STc69
(ST69, ST106, ST320, ST407, ST408 y ST597) y 53 ST mas, lo que significo un total de
155 cepas. Solo el 11% de las cepas fueron aisladas de animales (incluidas las cepas 7 y 8
del estudio) o del medio ambiente; el resto fue aislado de humanos (Figura 24).

El 73.6% de las cepas integrantes de este subgrupo fue catalogado como patogeno.
Solamente nueve cepas fueron reportadas como comensales, y de éstas, ocho fueron de

origen aviar.®®
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Figura 24. Origen de las cepas del STc69 y ST cercanas. Se muestra con una silueta la especie
origen de las ST provenientes de animales, medio ambiente o de origen mixto. ST69: agua, bovino,
caballo, humano, pavo, perro, pollo y 7. truncatus; ST106: demonio de Tasmania y humano; ST320:
bandicut de nariz larga; ST408: bovino; ST922: pollo; ST1903: tierra; ST2155: bovino; ST3389:
perro; ST3390: perro; ST3488: ave no identificada; ST3557: perro; ST4668: pollo; ST5182: cerdo;
ST5193: agua. Todas las ST no marcadas fueron aisladas del ser humano. En verde claro se
representa el genotipo central de cada arbol. En verde obscuro las ST fundadoras de subgrupos. En
gris las demés ST. Lineas negras: SLV comiin. Lineas azules: SLV no comiin.®®
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3.4.1.3. Arbol 3
El genotipo central del arbol 3 fue la ST131 y el STcl131; solo cinco ST no fueron
miembros ni se relacionaron directamente con este STc. Un total de 224 cepas y 87 ST
conformaron este arbol (Figura 25). Dos cepas del estudio se agruparon en este arbol 3:

1. Lacepa 1 STI131, fundadora del STc131;

2. Lacepa 14 ST2185, miembro del STc131.
De las 67 cepas caracterizadas filogenéticamente, el 98.7% pertenecieron al filogrupo B2
(dos cepas del estudio), una sola cepa al grupo D y una al Clado IV. De las cepas con
informacion sobre patotipos, el 95% fueron EXPEC y 65% del total se tipificaron como

UPEC.
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Figura 25. Posicién de las ST de interés en el Arbol 3. En circulo negro: ST131 y ST2185 cepas
del estudio. En verde claro se representa el genotipo central de cada arbol. En verde obscuro las ST
fundadoras de subgrupos. En gris las demas ST. Lineas negras: SLV mas comun. Lineas azules:
SLV no comun. Arbol generado con el programa goeBURST.
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El 92% de las cepas agrupadas en éste arbol fueron de origen humano. El 91% de las cepas
pertenecieron al STc131, incluidas nuestra cepa 1 ST131 (genotipo central) y nuestra cepa

14 ST2185 (Figura 26). E1 91% de las cepas fueron clasificadas como patdgenas.
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Figura 26. Origen de las cepas del Arbol 3. Todas la ST del arbol 3 fueron tnicamente de origen
humano, con excepcion de las sefialadas. ST131: agua, cerdo, gato, humano, perro, pollo y T.
truncatus; ST1035: humano y rata; ST2185: T. truncatus; ST2451: caballo; ST2666: gato; ST3213:
perro; ST3223: cuervo; ST3329: cerdo; ST3393: perro; ST3395: perro; ST3540: cerdo; ST4226:
cuervo; ST4468: fauna silvestre no identificada; ST4764: ganso. En verde claro se representa el
genotipo central de cada arbol. En verde obscuro las ST fundadoras de subgrupos. En gris las demads
ST. Lineas negras: SLV mas comiin. Lineas azules: SLV no comiin.*”®

Al igual que la cepa 1, todas las cepas ST131 del arbol pertenecieron al filogrupo B2. Esto
se observd también con la ST2185 original, la cepa EcBjDK proveniente de un delfin en
cautiverio en Francia, que fue filotipificada como B2 al igual que nuestra cepa 14
ST2185.® Ademas, en este arbol 3 se ubico la cepa EXPEC mexicana A8-24Mex ST4713
que no fue parte del STc131 y que se encontré a SLV de la cepa 1 ST131 y a DLV de la

cepa 14 ST2185; con esta ultima compartio el mismo serotipo (025:H4).
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3.4.1.4. Arbol 6
El arbol 6 estuvo compuesto por 97 cepas y 56 ST, donde el genotipo central fue la ST648
y el STc648, éste fue el unico STc del arbol y solo una ST no se relaciond directamente con
¢l (Figura 27). Las dos cepas de este estudio que se encontraron en este arbol 6 fueron:

1. Lacepa 11 ST648, ST fundadora del STc648;

2. Lacepa 12 ST648, ST fundadora del STc648.
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Figura 27. Posicién de las ST de interés en el Arbol 6. En el circulo negro: ST648 de cepas del
estudio. En verde claro se representa el genotipo central de cada arbol. En verde obscuro las ST
fundadoras de subgrupos. En gris las demds ST. Lineas negras: SLV mas comun. Lineas azules:
SLV no comiin. Arbol generado con el programa goeBURST.

El 35% de las cepas que constituyeron este arbol 6 tuvo informacioén sobre patotipos; de
esta cantidad, el 72% fueron caracterizadas como UPEC, 19% fueron cepas comensales,
6% EAEC y 6% EPEC. Solo el 28% de las cepas integrantes de éste arbol fueron
filotipificadas. El grupo filogenético principal fue el D (92.3%), las cepas del estudio

fueron del grupo F y U, lo que representan los tnicos otros filogrupos del arbol 6.
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El 55% de las cepas del arbol 6 se aislaron de humanos. El 58% de las cepas integrantes de
este arbol fueron clasificadas como patdogenas, la mayoria de humanos. En este arbol se
encontro la cepa C4424 aislada de un pollo en México, con la ST3379 miembro del STc648

y catalogada como no patogena (al igual que nuestras cepas 11 y 12) (Figura 28).
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Figura 28. Origen de las cepas del Arbol 6. Se muestra con una silueta las especies de donde se
han aislado las cepas integrantes del arbol 6. Agama: ST4553; Agua: ST2782; Ave no identificada:
ST1646; Caballo: ST648, ST1482 y ST2011; Cerdo: ST1699; Cisne: ST4307; Cuervo: ST5842 y
ST5879; Humano: ST624, ST648, ST774, ST1280, ST1337, ST1409, ST1485, ST2043, ST2221,
ST2311, ST2316, ST2632, ST2856, ST2865, ST2873, ST2910, ST3173, ST3177, ST3222, ST3554,
ST3665, ST3738, ST3868, ST4223, ST4654, ST4758, ST4991, ST5005, ST5103, ST5109, ST5114,
ST5129, ST5163 y ST5879; Ovino: ST3368; Perro: ST648, ST1119, ST1576, ST2112, ST3384,
ST3399 y ST5174; Pez: ST4694; Pollo: ST1633, ST1553, ST3262, ST3379 y ST4006; Ganso,
Gato, Paloma, Tordo y T truncatus: ST648. En verde claro se representa el genotipo central de cada
arbol. En verde obscuro las ST fundadoras de subgrupos. En gris las demas ST. Lineas negras: SLV
més comun. Lineas azules: SLV no comun.”®

La gran mayoria de las cepas cuyas ST no formaron parte del STc648 tuvieron
caracteristicas similares a este, lo que nos habla de la cercania de las clonas agrupadas en

este arbol 6.
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3.4.1.5. Arbol 7

La cepa 5 ST1858 se ubico en el arbol 7 formado por 54 ST y 82 cepas. El genotipo central
del arbol 7 fue la ST14, fundadora del STc14 que es uno de los principales complejos de
UPEC-UTI en humanos.”*"*">® Nuestra cepa ST1858 no fue miembro del STcl4 y se
encontrd a TLV con respecto al genotipo central (Figura 29).

El principal patotipo fue EXPEC con 72 cepas, 35 de estas fueron UPEC. El unico filogrupo

reportado fue B2 (24 cepas, 1 cepa del estudio).
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Figura 29. Posicion de la ST de interés en el Arbol 7. En el circulo negro: ST1858 cepa del
estudio. En verde claro se representa el genotipo central de cada arbol. En verde obscuro las ST
fundadoras de subgrupos. En gris las demas ST. Lineas negras: SLV mas comin. Lineas azul-
grisaceas: SLV no comun. Linea verde: DLV. Arbol generado con el programa goeBURST.

Todas las cepas pertenecientes al STc14 fueron aisladas unicamente de humanos, con
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excepcion de la ST537 que fue aislada de humanos y animales (Figura 30). E1 90% de las

cepas integrantes del arbol 7 son de origen humano.®®
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Figura 30. Origen de las cepas del Arbol 7. Se muestra con una silueta las especies de donde se
han aislado el genotipo central y todas las ST a una SLV. Todas la ST a una SLV del genotipo
central fueron aisladas s6lamente de humanos, con excepcion de la ST537 (caballo, humano y
perro). En verde claro se representa el genotipo central de cada arbol. En verde obscuro las ST
fundadoras de subgrupos. En gris las demas ST. Lineas negras: SLV mds comin. Lineas azules:
SLV no comiin. Linea verde: DLV.*®

La ST537 fue la cepa fundadora del subgrupo clonal al que pertenece la ST1858 (cepa 5) y
en donde se agruparon la mayoria de las ST de origen animal. El subgrupo se compuso de
tres cepas de origen humano: ST1064, ST1411 y ST4826, y la ST1857 aislada de un ave
(Manorina melanophrys). La ST1857 estuvo a SLV de la ST537 y a DLV del genotipo

central ST14 (Figura 31). La cepa ST1857 es la fundadora del subgrupo especifico en el
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que se ubica la ST1858.
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Figura 31. Acercamiento del Arbol 7. Se muestra con una silueta las especies de donde se han
aislado las cepas del subgrupo clonal en el que se agrupa la ST1858. ST14: humanos; ST537:
caballo, humano y perro; ST1064: humano; ST1411: humano; ST1857: Manorina melanophrys;
ST1857: Isoodon obesulus y T. truncatus; ST1927: Onychogalea fraenata; ST4826: humano. En
verde claro se representa el genotipo central de cada arbol. En verde obscuro las ST fundadoras de
subgrupos. En gris las demas ST. Lineas negras: SLV mas comuin. Lineas azules: SLV no comtn.®

De las ocho cepas de origen animal, solo las dos ST537 provenientes de animales

domésticos fueron reportadas como patdgenas, mientras que las demas fueron reportadas
. 68

como no patdgenas o comensales.”” Las cuatro cepas que formaron el subgrupo fundado

por ST1857, fueron filotipificadas como filogrupo B2, incluida nuestra cepa 5 ST1858.°
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3.4.1.6. Arbol 30

El arbol 30 se constituyo por 50 cepas y 15 ST, sin STc. El genotipo central fue la ST372 y
todas las ST se relacionaron directamente por SLV (Figura 32); esta cercania en el
agrupamiento significa que comparten caracteristicas genéticas similares, a pesar de no

pertenecer a un mismo STc. La cepa 2 ST372 de este trabajo se localizd en este arbol 30.

Figura 32. Origen de las cepas del Arbol 30. En verde claro se representa el genotipo central de
cada arbol. En gris las demas ST. Lineas negras: SLV comun. Lineas azules: SLV no comin. Se
muestra con una silueta las especies de donde se han aislado las ST integrantes de este arbol.
ST372: perros, humanos, gato, pollo y 7. truncatus; ST945: perro; ST1242: perro; ST1244: perro;
ST1336: humano; ST1736: perro; ST2857: humano; ST3312: humano; ST3473: humano; ST4567:
mono; ST4582: humano; ST4990: humano; ST5137: perro; ST5219: perro; ST5807: humano.®
Arbol generado con el programa goeBURST.

La mayoria de las cepas de la ST372 y del arbol pertenecieron al patotipo UPEC 75%,
mientras que 37 cepas (70%) fueron caracterizadas como EXPEC. Solo cinco cepas de este
arbol fueron catalogadas como no patdgenas: nuestra cepa 2 STEC ST372, la ST1336 de
origen humano, la ST4567 de origen animal, la ST4582 y la ST4990 ambas de origen
humano. Todas las cepas ST372 del arbol 30 y en la literatura han sido

129,148,150,1
EXPEC.68’ 9,148,150,159
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3.4.1.7. Arbol 31

El genotipo central del arbol 31 fue la ST1611 que tuvo SLV de diferencia con nuestras
cepas 3 y 4 ST99 (gyrB fue diferente); aunque el alelo de variacion comun fue mdh y por
eso se aprecia una linea azul entre estas dos ST (Figura 33). Se agruparon 25 cepas y 14 ST
en este arbol sin STc asociado. Solo cuatro cepas (tres B1 y una U) presentaron tipificacion
filogenética y inicamente cinco cepas tuvieron informacién con respecto al patotipo: tres

ExPEC y dos comensales.
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Figura 33. Posicion de la ST de interés en el Arbol 31. En el circulo negro: ST99 cepas de
delfines del estudio En verde claro se representa el genotipo central de cada arbol. En verde obscuro
las ST fundadoras de subgrupos. En gris las demas ST. Lineas negras: SLV mas comun. Lineas
azules: SLV no comun. Arbol generado con el programa goeBURST.

La gran mayoria de las cepas que formaron este arbol 31 se aislaron de animales; solo una
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fue aislada de humanos y dos fueron de muestras de agua (Figura 34).® 11 de las 26 cepas
que conformaron el arbol 31 fueron clasificadas como comensales o no patdégenas, entre

estas la ST2763, una cepa ST1611 (ambas a una SLV de nuestras cepas 3 y 4) y la ST99
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Figura 34. Origen de las cepas del Arbol 31. Se muestra con una silueta las especies de donde se
han aislado las ST integrantes de este arbol. ST99: humanos, 7. rugosa y T. truncatus; ST1069:
perro; ST1125: bovinos; ST1611: pavo doméstico y bovinos; ST1612: bovino; ST2063: humano;
ST2322: agua; ST2327: bovino; ST2763: murciélago; ST3083: agua; ST3528: cerdo; ST4439:
bovino; ST4519: pollo; ST4939: ave desconocida.®®'®! En verde claro se representa el genotipo
central de cada arbol. En verde obscuro la ST fundadora de subgrupo. En gris las demas ST. Lineas
negras: SLV mas comun. Lineas azules: SLV no comun.

4939

Una cepa ST1611 APEC tuvo el mismo antigeno flagelar H19 que las cepas ST99 de
nuestro estudio. Las demas cepas integrantes del arbol 31 no tuvieron informaciéon con

respecto a serotipo o filogrupo.
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3.4.1.8. Arbol 38

El arbol 38 tuvo como genotipo central a la ST80 que pertenecid al STc568; este arbol
agrup6 a 30 cepas en 10 ST. Las cepas 9 y 16 con la ST1946 se ubicaron en este arbol. La
ST1946 presentd dos loci de variacion (DLV), los alelos fumC y purA, con respecto al

genotipo central (Figura 35).
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Figura 35. Posicion de la ST de interés en el Arbol 38. En el circulo negro: ST1946 cepas de
delfines del estudio. Lineas negras: SLV comun. Lineas azules: SLV no comtn. Arbol generado con
el programa goeBURST.

El 73% de las cepas de éste arbol 38 fueron identificadas con el filogrupo B2; el resto no
tuvo informacioén al respecto. El patotipo principal fue UPEC con 18 cepas (60%), EXPEC
(67%), cepas no determinadas (27%) y cepas comensales 7%. La mayoria de las cepas
integrantes del arbol 38 fueron aisladas de humanos o animales en estrecha cercania con el

ser humano (Figura 36).®
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Figura 36. Origen de las cepas del Arbol 38. Se muestra con una silueta las especies de donde se
han aislado las ST integrantes de este arbol. ST80: humanos y perros; ST143: rata; ST568: humano;
ST843: humano; ST1916: humano; ST1946: T. truncatus y pavo doméstico; ST4191: cuervo;
ST4196: cuervo; ST4887: humano; ST5062: gato doméstico. En verde claro se representa el
genotipo central de cada arbol. En verde obscuro las ST fundadoras de subgrupos. En gris las demas
ST. Lineas negras: SLV més comun. Lineas azules: SLV no comun.”®

La mayoria de las cepas del arbol 38 fueron aisladas de sitios anatdmicos extraintestinales
al igual que las cepas 9 y 16 de nuestro estudio.®® Con excepcion de la cepa ECOR63, todas
las cepas registradas como ST80 (DLV con respecto a ST1946) fueron tipificadas como

, . e .y F . 68,135,148,159

patogenas o aisladas de individuos con alguna afeccion clinica. Las cepas

o en los dos delfines de los cuales se

ST1946 fueron catalogadas como comensales'
aislaron; sin embargo, la cepa ST1946 original aislada de un pavo fue clasificada como
patogena. La cepa ST5062, ubicada entre la ST80 y nuestras cepas ST1946, fue catalogada

como UPEC. Por el contrario, la cepa ST4191 que también se encuentra a una SLV fue

clasificada como comensal.
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3.4.1.9. Arbol 1314

El ultimo arbol de interés fue el singleton 1314 (Figura 37), en donde se ubico la cepa 10
con la segunda secuencia tipo inédita de este estudio, la ST5098. El singleton es la
representacion de las ST que no fueron asociadas con otras por diferir en mas de tres loci
(TLV) con la ST mas cercana. Esto nos habla de un genotipo muy diferente al resto de la
poblacion estudiada. Graficamente goeBURST lo representé igual que a un genotipo

central, es decir, un rectangulo redondeado de color verde brillante.

ST5098

5098

Figura 37. Arbol singleton 1314. Se muestra la ST5098 de interés. Singleton: una sola ST sin
asociacion a otras. Arbol generado con el programa goeBURST.
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4. Discusion

4.1. Identificacion molecular de E. coli

En delfines nariz de botella se ha detectado molecularmente a E. coli en diferentes estudios
con ejemplares de vida libre y bajo cuidado humano. Lima et al en 2012 lograron
identificar E. coli en muestras de exudado respiratorio de 7. truncatus y T. aduncus en
individuos sanos bajo cuidado humano mediante pirosecuenciacion de las regiones V1-V3
del gen 16S RNA ribosomal (rRNA); la clase dominante fue Gammaproteobacteria y la
familia mejor representada fue Cardiobacteraceae.”

Jaing et al en 2015 realizaron aislamientos microbiologicos, microarreglos y PCR del
plasmido pIGAL1 en muestras de hisopados de respiraculo, contenido gastrico y ano de
delfines de vida libre; y solo identificaron a E. coli en los aislamientos microbioldgicos y en
la PCR.” Por otra parte, Bik ef al en 2016 detectaron a E. coli al secuenciar el gen de 16S
rRNA de las comunidades bacterianas de la cavidad oral, el contenido gastrico, el recto, el
exudado respiratorio y el respiraculo de delfines de vida libre y bajo cuidado humano.”®

En lo concerniente a aislamientos identificados como E. coli por medio de la PCR, nuestros

resultados fueron similares a los reportados por Higgins et al (2007)'"

y Grant et al
(2001)'"* quienes detectaron el 100% de las cepas de E. coli estudiadas. En el estudio de
Higgins et al se empled esta técnica en muestras de animales de zoologico y
medioambientales''!, mientras que Grant ez al (2001) trabajaron con muestras de una planta
de tratamiento de agua, aguas residuales de granjas de ganado bovino, quesos contaminados
y cepas patogenas aisladas de brotes en humanos.''?

4.2. Grupos filogenéticos de E. coli

La distribucion de los grupos filogenéticos de las cepas estudiadas fue: B2 (36.8%), U
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(31.6%), A (10.5%), D (10.5%), B1 (5.3%) y F (5.3%), este patrén fue similar a lo
reportado por otros investigadores en cepas EXPEC'*''*; nuestro estudio se constituyé de 4
(21%) cepas intestinales y 15 (79%) cepas extraintestinales.

Estos resultados fueron diferentes a los encontrados con el método empleado anteriormente
por Yaiiez (2012)'""; el cambio principal fue la reclasificacion de 4 cepas del filogrupo Ay
2 cepas de B1 al grupo U, y una cepa B2 a F. En las cepas de delfines registradas en la base
de datos de MLST de Achtman, el filogrupo A fue el de mayor frecuencia (3 cepas) seguido
de B2 y D (1 cepa cada uno); sin embargo, con la actualizacion del método de Clermont,
estos resultados podrian cambiar. Los cambios en la designacion de grupos filogenéticos ya
han sido reportados en la revision del método en 2013°° y en trabajos en donde se
emplearon ambos protocolos. Al igual que en nuestro estudio, Alonso en su publicacion de
2014, encontrd cambios similares en cepas de pacientes humanos, en donde aislamientos
del filogrupo A pasaron a ser B1 y C, cepas de B1 pasaron a U (reportado como ND); una

5 Miistak et al (2015) encontraron que

cepa de B2 pas6 a D y cepas de D pasarona E y F.
en cepas provenientes de casos de mastitis en bovinos y de piometra e infecciones urinarias
en perros, varias cepas del filogrupo A se reclasificaron como B1, B2, C, D, E y U (al igual
que nuestro resultado de las cepas 12, 15, 18 y 19); algunas cepas pasaronde B2aBl yEy
pocas cepas pasaronde DaB2,C,Ey F.!¢

En lo concerniente a la distribucion de grupos filogenéticos en nuestro estudio, la
proporcion de los grupos filogenéticos clasicos (A, Bl, B2 y D) concuerda con
publicaciones anteriores."®!"*27 El grupo filogenético dominante fue B2, lo que fue

similar a lo encontrado por otros autores que emplearon el método cuddruplex: Miistak et al

reportaron al filogrupo B2 como el predominante (84%), seguido de B1 (12%), A (2%) y E
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(2%), pero no encontraron cepas del grupo U en muestras de infecciones de tracto urinario
de perros; Iranpour et al (2015) reportaron que, en cepas provenientes de pacientes
humanos con infeccion de tracto urinario, el grupo filogenético dominante fue B2 (39.3%),
seguido de U (27.1%), C (6.4%), Clado 1 (6.4%), B1 (5%), F (2.9%), D (2.9%) y A
(0.7%).'"

El filogrupo B2 de E. coli esta altamente asociado a los patotipos extraintestinales."'"”

La cepa 11 fue la unica perteneciente al grupo filogenético F en nuestro estudio. El
filogrupo F se encuentra reportado como un linaje estrechamente relacionado con los
grupos filogenéticos B2 y D'. En un inicio, el principal y tnico miembro del grupo
filogenético F fue el serotipo de EHEC O157:H7-ST11, pero en los ultimos 3 afios se han

1,118 .
% En Australia,

descrito otros serotipos, patotipos y ST pertenecientes a este filogrupo.
Vangchhia et al (2016) identificaron a este filogrupo en muestras de heces y sitios
extraintestinales de humanos, animales de compafiia, animales nativos, carne de pollo y
agua; ademas, al igual que la cepa 11, reportaron resistencia a cefalosporinas de espectro
extendido.'"®

En este trabajo, el grupo U fue detectado en proporcion similar (31.6%) a la encontrada por
Tranpour et al (27.1%)'", pero atn son pocos los reportes de este grupo que hayan realizado
la identificacion por la amplificacion de gadA y la caracterizacion por MLST como lo
recomienda Clermont et al.”>~°

4.3. Genotipificacion de E. coli de T. truncatus por MLST

En la base de datos de MLST de Achtman se tiene registro de 7 cepas de delfines

genotipificadas por este esquema: cinco provenientes de Francia y dos de México.®® Estas 7

cepas tuvieron ST no reportadas anteriormente (ST4284, ST4283, ST2189, ST218S,
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ST2187, ST2186 y ST2185 [esta ultima miembro del STc131]). En nuestro trabajo tuvimos
la ST5098 de la cepa 10 y la ST5166 de la cepa 17, ambas ST inéditas.

4.3.1. STc648

La cepa 11 (filogrupo F) y la cepa 12 (grupo U) del presente estudio fueron tipificadas
como ST648, ST fundadora del STc648. Ademads, estas dos cepas fueron las unicas que
Yaniez (2012) report6 como productoras de Beta-lactamasa de espectro extendido
(BLEE)'"!, 1o que concuerda con lo que se ha reportado sobre esta ST.'"”

El STc648 esta constituido por 42 ST68, de éstas, la mas estudiada es la ST648. Los
primeros reportes de cepas STc648 se originaron en Canada'?*'"® de pacientes humanos con
bacteremia y/o septicemia.®® Peirano et al realizaron la caracterizacion molecular de cepas
productoras de BLEE causantes de bacteremia en una region de Canada, de 2000 a 2010, y

121
8

encontraron 11 cepas ST648 “', mientras que Pitout en 2007, registrd6 otras 7 cepas

canadienses ST648°*!"°; ambos autores detectaron la presencia de al menos un tipo de

68,119,121

BLEE en estas cepas. El STc648 esta considerado como uno de los nuevos linajes

pandémicos internacionales de EXPEC, con la caracteristica de presentar resistencia a
. .. . . . 68,122,123

multiples antimicrobianos por la presencia de diferentes BLEE.

En medicina humana, se han reportado cepas de ST648 principalmente en casos de

infeccion de tracto urinario (ITU), bacteremias e infecciones extraintestinales en

fs o 119,121,123,124,125 68,123,126,127,128,129 £ . 68,130
América T, Europa™ > , Africa s

Agiaf8122:131,132,133,134
11
Oceania''®.
En muestras medioambientales se han detectado cepas ST648 en sedimentos marinos en
. 135 136 . 131
Italia’ " y en muestras de agua en Bangladesh °” y China ~".

. . . . . . - 123,124,127,137,1
En medicina veterinaria se ha aislado a la ST648 en animales de granja'>>'**!*71713%,
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H8.123, 137.139.190.141 o animales de vida libre®®. Las cepas 11 y 12 del

animales de compania
presente trabajo representan las primeras cepas ST648 (STc648) reportadas aisladas de
mamiferos marinos.

Originalmente se asocido a la ST648 con el filogrupo D mediante el método de PCR
triplex.”*'#'%> Este filogrupo es el reportado como predominante entre las ST648, con
aproximadamente 37% de un total de 327 cepas encontradas en la literatura.'>*¢!2%13% Ep
su revision de grupos filogenéticos, Clermont et al asociaron a la ST648 con el filogrupo
B1°' mediante el método de PCR cuadruplex’; sin embargo, en las publicaciones mas
recientes en las que se ha filotipificado a cepas ST648 mediante el método de PCR
cuadruplex, solo se ha reportado al filogrupo F (Wakeham 2015 14l y Vangchhia 2016'%).
Esto concord6 con el resultado obtenido de la caracterizacion de la cepa 11 del presente
estudio.

La cepa 12 de nuestro estudio pertenecié al grupo U; no se encontraron registros ni
referencias de otras cepas grupo U ST648 en la literatura.®*!%136-14!

Ambas cepas ST648 de nuestro trabajo (cepas 11 y 12) se ubicaron en el arbol 6, en el cual
el STc648 fue el genotipo central y tinico STc presente. De las 97 cepas que se agruparon
en este arbol 6, el 38% se registraron como productoras de BLEE, la mayoria ST648
(incluyendo las cepas 11 y 12), pero también 13 ST miembros del STc648 y 6 ST sin STec.
Aungque estas dos cepas (11 y 12) fueron caracterizadas como comensales por Yaiez'"'
(2012) y a la ST648 se le ha aislado en individuos asintomaticos de diferentes

: ..08,123,131,137
especies T

, también se le ha encontrado como agente etioldégico de infecciones
extraintestinales en animales con estrecho contacto con humanos, en especial infecciones

del tracto urinario. Vangchhia et al en 2016 aislaron de un perro con ITU en Australia, una
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cepa con caracteristicas similares a nuestra cepa 11 aislada del area genital de un macho:
ST648, filogrupo F, productora de BLEE, resistente a cefalosporinas y gentamicina.''®

La gran mayoria de las cepas ST648 aisladas en animales, asintomaticos o no, tienen la
caracteristica de presentar resistencia a diferentes antimicrobianos y de producir BLEE.
Esto ultimo es de vital importancia para la salud ptblica, en lo referente a la propagacion de
la resistencia a antimicrobianos a nivel mundial.

De acuerdo a las caracteristicas encontradas de filogrupo y ST y a las reportadas de serotipo
y genes de virulencia, las cepas 11 y 12 pueden considerarse como un riesgo zoonotico.
Ademas de que se ha reportado que los aislamientos de ST648 tienen mayor probabilidad
que otros para causar infecciones extraintestinales.'* La presencia del factor de virulencia
stx2 en cepas de E. coli de origen extraintestinal, ya ha sido reportada por Wester et al
(2013) en muestras de humanos con bacteremia.'*

4.3.2. STcl131

La cepa 1 y la cepa 14 del presente estudio, ambas miembros del grupo filogenético B2,
pertenecieron al STc131, el cual es el tercer STc mas numeroso de EXPEC en la base de

datos de MLST vy es uno de los principales linajes pandémicos de EXxPEC.>**6%:144145 g

STc131 esta compuesto de 65 ST, de las cuales la ST131 es la mas conocida.'%'%

La cepa 1 fue tipificada como ST131, fundadora del STc131, mientras que la cepa 14 fue
ST2185, miembro del STc131.

4.3.2.1. ST131

La ST131 es la clona de E. coli més estudiada de la actualidad a partir de su aislamiento en
diferentes brotes por Europa en 2008."*%!#14 Qe considera que su reservorio principal es

144,145,146
el ser humano. " ™
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Yaiiez serotipificd a la cepa 1 como O157:H7 y determino que su patotipo fue EHEC (eae+,
stxI+y stx2), un tipo de STEC, aunque fue comensal en el individuo estudiado.'’

El primer registro de una cepa ST131 en la base de datos de MLST se remonta a 1992 (ave
doméstica), mientras que la primera cepa ST131 de humanos data de 2001.**® Desde
entonces existen 3,388 cepas ST131 registradas en la base de datos de MLST (la 3ra ST
mas abundante en este sitio).*®

Se han registrado diferentes variedades de ST131, por ejemplo: 170 pulsotipos'?’, 7 Jf-tipos

. 148, . 44,144,149
(tipos de fimH) ™", més de 5 virotipos™ ™~

, ¥ 9 ST diferentes en que esta clona de E. coli
se subdivide por el esquema MLST Pasteur.””'* A pesar de esta gran variedad de
subclonas ST131, existen caracteristicas bacterianas distintivas de esta clona de E. coli

- - : . 44,144,149
como son: poseer una gran cantidad de genes que codifican factores de virulencia™ ™™,

120,128

tener un alto potencial metabolico , que la vasta mayoria de las cepas ST131

reportadas han pertenecido al grupo filogenético B2"°""***! (al igual que la cepa 1 ST131
de nuestro estudio) y que existen dos serogrupos principales, el mas importante 025'>'*
(serotipo 025:H4'*1>2 en especial el 025b:H4*1>*1>%) y el 016'* (serotipo 016:H5*'**),
aunque en los ultimos cuatro afios se han reportado varias cepas ST131 como ONT.**!#

Tres caracteristicas fenotipicas han sido identificadas como comunes a las cepas
intercontinentales de E. coli ST131: la capacidad de causar infecciones en humanos tanto
en la comunidad como intrahospitalarias, la resistencia a fluoroquinolonas y la posible
resistencia a cefalosporinas de espectro extendido (ESC) por la BLEE’s; (como la BLEE

CTX-M-15), aunque en otros estudios se encontré un mayor nimero de cepas ST131 no-

productoras de BLEE, lo que es comin en las cepas de E. coli filogrupo

1,120,144,145,148,149,152
B2 e an1a0,158, 147,
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La cepa 1 B2-ST131 de nuestro estudio fue serotipificada por Yafiez como O157:H7'""; el
serogrupo O157 ha sido reportado en una cepa B2-ST131 de humano en Australia por
Platell en 2011'%°, pero éste es el primer registro de una cepa proveniente de . truncatus
con esta combinacion de serotipo y genotipo. El serotipo O157:H7 ha sido reconocido por
ser responsable de la mayoria de los casos severos de Sindrome Urémico Hemolitico (HUS
por sus siglas en inglés) de origen bacteriano a nivel mundial." Ademas, se ha reportado
que las cepas de este serotipo tienen la capacidad de sobrevivir en el ambiente acuatico
(natural o artificial) tanto en la columna de agua como en los sedimentos, asi como de
colonizar e infectar diferentes especies de animales domésticos y de fauna
silvestre.***1*>1%% yafiez'"' ademas patotipificé a la cepa 1 (B2-ST131) como EHEC, el
cual es el patotipo principal asociado al serotipo O157:H7.! Las cepas con patotipo EHEC
tienen una dosis infectante baja, menor a 100 células bacterianas, incluso se ha estimado
que puede causar infeccion con 4 a 24 células bacterianas.'

La cepa 1 fue muy similar a la cepa LV143 reportada por Manageiro et al (2015) en
Portugal: ambas fueron aisladas del respiraculo de un ejemplar de 7. truncatus bajo cuidado
humano; fueron resistentes a ampicilina, ciprofloxacino y gentamicina (Cuadro 6) y
tuvieron un genotipo similar al ser filogrupo B2 y ST131.'” En la misma publicacion,
Manageiro et al compararon la cepa LV143 con aislamientos de ST131 de humanos de la
misma region y concluyeron (al igual que nosotros) que existe un potencial zoonoético para
cepas con este genotipo.'*

De acuerdo a las caracteristicas de la cepa 1 del estudio (filogrupo B2, ST131, STc131,
serotipo O157:H7 y patotipo EHEC [eae+, stxI+, stx2+]) se puede sugerir que esta clona

es un potencial riesgo para la salud animal y “verdaderamente patdogena para los seres
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humanos” como lo menciona Nicolas-Chanoine en su revisién de ST131.'#
4.3.2.2. ST2185
La cepa 14 ST2185, miembro del STc131, pertenecio al filogrupo B2. Yafez serotipifico a

1144, ademas detectd la

esta cepa como O25:H4, serotipo principal asociado al STcl3
presencia del gen stx2.'%!

Esta ST2185 fue anteriormente reportada en 7. fruncatus en la base de datos de MLST®; el
registro previo corresponde a la cepa francesa EcBjDK B2-ST2185, STc131. Hasta la fecha
no existe otra referencia de la ST2185.

La cepa 14 (B2-ST2185) presentd el serotipo clasico del STcl31, O25:H4 y mostrd
resistencia a 7 antimicrobianos de dos grupos diferentes.'’" El serotipo 025:H4 ha sido
reportado en México en pacientes humanos con ITU y aislamientos de UPEC."?

4.3.3. STc69

Las cepas 7 y 8 de nuestro estudio (ambas filogrupo D) fueron tipificadas como ST69, ST
fundadora del STc69. Yafiez serotipificd a estas cepas como ONT:H2 y OI153:H2,
respectivamente.'”!

El STc69 es una clona de E. coli de distribucion mundial, que deriva del grupo filogenético
D y se estima que surgi6 en la ultima década del siglo pasado como un importante agente
etiologico de infecciones extraintestinales en humanos."**"**"*" E] STc69 est4 formado por
seis ST (ST69, ST106, ST320, ST407, ST408 y ST597); el registro mas temprano de una
cepa miembro del STc69 (ST106) en la base de datos de MLST de Achtman es de 1985,
procedente de un humano con ITU y septicemia.®® En animales, la ST69 se aislo por
primera vez en el afio 2000 de pollos en Alemania.®® Se considera que la ST69 no tiene un

61,137,139,152

. . . 1 . . , .
nicho especializado'’ pues se le ha aislado tanto de animales domésticos como
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ida libre**'*® ; : - - 124,128,132,148,150,159,160
de vida libre™ ™ y de humanos con infecciones extraintestinales > = =7

153,161 156,157,162

asintomaticos', ademas de cuerpos de agua y alimentos incluyendo agua

clorada para beber'®. La gran mayoria de las cepas ST69 se caracterizan por pertenecer al

164 1o existe un

grupo filogenético D"®' y por ser subtipificadas como grupo clonal A (CgA)
Ginico serogrupo asociado a ST69; se han reportado mas de 20.*#6515%-16LI62165 1 ¢ serotipos
principales detectados en cepas ST69 son OI1:HNT, OI11:H18, OI17:HI8 y
077:H18%%12"1: ademas se ha reconocido una fuerte asociacion del antigeno flagelar
H180%127.153.156 y del capsular K52*139157 16 cual difiere a lo reportado en nuestras cepas.
Las cepas ST69 fueron reportadas originalmente como resistentes a varios antimicrobianos,

81,119,171,183

especialmente a sulfametoxazol/trimetoprima , pero la producciéon de BLEE por

parte de estas cepas era poco comun, lo cual es similar a lo reportado en las cepas 7 y

1,34,44,68,148,166 N . . . )
8.7 En afios recientes se han identificado cepas ST69 productoras de diferentes

BLEE'” y carbapenemasas, como KPC'® en humanos y CTX-M en humanos' ">’ y
animales'™®. Los serotipos de estas dos cepas ONT:H2 (cepa 7) y O153:H2 (cepa 8) no
estan asociados a enfermedad grave en animales o humanos; sin embargo, se ha relacionado
al serogrupo OI153 con el patotipo ETEC en conejos de laboratorio y de granjas
interactivas, y en humanos en México, Argentina, Brasil y Espaiia.'®”-'®*!

El genotipo D-ST69 encontrado en las cepas 7 y 8, sugiere su potencial zoonotico.
4.3.4.STcl10

La cepa 13 ST10 y la cepa 15 ST617 pertenecieron al STc10. El STc10 es el cuarto STc
mas numeroso de la base de datos de MLST con mas de 3,300 cepas registradas y 38 ST,

, . . ;. 44
ademas es considerado como uno de los linajes pandémicos emergentes de ExPEC.*®* El

registro mas antiguo (1922) del STcl0 también es el mejor conocido; es la cepa K12
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(ST98).%® Filogenéticamente, el STcl10 se ha asociado mayormente al filogrupo A**¢!
aunque existen registros de cepas pertenecientes a los grupos B2'**1%0 y D% 'STc10 es

un grupo clonal importante asociado a zoonosis, es de distribucion global y se le ha aislado

131,166,170,175 68,137

de animales de compaiiia®'**'*’ de produccion y de vida libre , ya sea
como comensales (por ejemplo las cepas de la coleccion ECOR: 3, 16, 17, 18, 19, 20, 21 y
25)*1 o produciendo enfermedad'*®'*. Tres diferentes ST del complejo STc10 han sido
reportadas en lobos marinos.”® En humanos, STcl0 es reconocido como uno de los

34,131,150

principales grupos clonales tanto de cepas intestinales comensales como de

ExPEC!"**+!1#8:150165 ' Ademas, se han detectado cepas miembros del STc en diversas muestras
medioambientales.'?!-13>170-174

4.3.4.1.ST10

La cepa 13 fue tipificada como ST10, ST fundadora del STc10, y su filogrupo fue A. Yafiez
serotipificé a esta cepa como O101:HNT'"', detect6 la presencia del gen stx2 y determiné
su resistencia a tres grupos diferentes de antibiéticos (MDR).'”" Estos resultados son
similares a otras cepas ST10-filogrupo A aisladas de sitios extraintestinales o catalogadas
como ExPEC (la cepa 13 se aislé de respiraculo™"). En perros con ITU, Wagner ef al
(2014) encontraron cepas de E. coli STI0 MDR a ampicilina, ciprofloxacino y a otros
antibidticos, al igual que nuestra cepa 13."*° Réderova ef al (2017), también encontraron
cepas ST10 con resistencia a varios antimicrobianos en muestras de aves de corral y agua
residual.'”> Aunque la gran mayoria de las cepas ST10 son de origen intestinal, se ha
reportado que, cuando son recuperadas de sitios anatomicos extraintestinales, es mas

probable que tengan mayor cantidad de factores de virulencia y que presenten resistencia

antimicrobiana.'”® En los ultimos 7 afios, la clona ST10-filogrupo A se ha considerado
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como un linaje emergente de ExXPEC, productor de BLEE, al ser aislada de ITU vy
bacteremias en humanos y animales de diferentes paises.**!2!:136:176:177

En mamiferos marinos, la ST10 ha sido previamente detectada en dos lobos marinos en la
Isla de San Cristobal, Ecuador, sin que exista mayor informacién al respecto.®®

No existe un serogrupo ni serotipo especifico asociado a la ST10 y se han reportado mas de
50 serogrupos y serotipos en cepas ST10-filogrupo A.*®124130.136 yages asigno el serotipo
O101:HNT a esta cepa 13.'”' Este serotipo ya ha sido reportado en otra cepa ST10-
filogrupo A por Maluta et a/ (2014) que identificaron en Brasil una cepa APEC-O101:HNT,
con capacidad de producir de producir onfalitis y sindrome de cabeza hinchada en pollos.'**
Por su parte, el serogrupo O101 ha sido reportado en otras cepas ST10-filogrupo A:
Harnett y Gyles (1984) identificaron este serogrupo en cepas ETEC de cerdos y bovinos
con diarrea en Canadei”g; ademas de estas 4 cepas mencionadas, en la base de datos del
esquema MLST de Achtman se tienen registradas 2 cepas mas ST10-filogrupo A-serogrupo
0101, una cepa EHEC proveniente de un cerdo en Italia (1993) y una cepa EAEC de un
humano del Reino Unido (2013).°® Ademas el serogrupo 0101 se ha encontrado en cepas
STEC aisladas de cerdos®"'’*'” y humanos'’' sanos. En México, se ha reportado el
serogrupo 0101 en cepas UPEC de humanos.'” Al igual que nuestra cepa ST10-filogrupo
A, se ha reportado en cepas STEC comensales en otros animales (como bovinos'' y

86,120,152

172,1
cerdos' ')

y en humanos con ITU en Europa y México.
Las caracteristicas genéticas (ST10-filogrupo A-STEC) y fenotipicas (O101:HNT y MDR)
de la cepa 13 de nuestro estudio nos sugiere que esta clona puede ser un riesgo zoondtico,
ademas, existen reportes de cepas de origen animal con genotipo y fenotipo similares como

o 1p e 1
agentes etiologicos de enfermedades en seres humanos.'®
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4.3.4.2.ST617

La cepa 15 de nuestro estudio fue genotipificada como ST617-filogrupo U, esta ST difiere
por dos loci de la ST10, fundadora del STc10, y se considera como una clona de reciente
aparicion. Los primeros registros de la ST617 son de los ultimos 17 afios, todas
pertenecientes a humanos de Europa y Africa.®® Sin embargo, en los ultimos 5 afios se han
aislado cepas ST617 de humanos y animales de América y Asia,'?!12%132137:179

Yafiez reporté a nuestra cepa 15 ST617 como miembro del filogrupo A" mediante el
método de PCR triplex de Clermont (2000)**, lo que concuerda con lo publicado sobre

123,179 121,122,150,176,180
©"”y humanos =~ 7" ™™ Clermont et al

ST617 en diferentes estudios en animales
(2013), en su revision del método de filotipificacion por PCR, asociaron a esta ST al
filogrupo A por el método de PCR cuadruplex.®!

Nosotros filotipificamos a esta cepa ST617 como miembro del grupo U, lo que no habia
sido reportado hasta la fecha. En medicina veterinaria, se han aislado cepas ST617
productoras de BLEE de animales de vida libre, de compaiia y de produccion sanos en

fi 137179 R o 151 137,174
América " ", Africa " y Europa

. En México Rocha-Gracia ef al (2015) reportaron la
presencia de cepas de E. coli ST617 en heces de perros sanos y con al menos un afio sin
tratamiento de antimicrobianos ademads, encontraron que estas cepas fueron productoras de
BLEE vy presentaban el fenotipo de multirresistencia a antimicrobianos.'” Nuestra cepa 15
ST617-filogrupo U fue aislada de un hisopado vaginal'®'; la presencia de ST617 en sitios
extra intestinales ha sido previamente reportada en humanos. Peirano et al (2012),
identificaron cepas ST617-filogrupo A productoras de BLEE en muestras de sangre de

121

pacientes con bacteremia en Canadd. © Aibuni ef al (2012) encontraron cepas ST617

productoras de BLEE en muestras de orina de humanos en Nigeria.'** Toval et al (2014)
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identificaron 2 cepas ST617-filogrupo A UPEC en humanos con ITU en Alemania.'”® Miao
et al (2017) reportaron cepas ST617 productoras de BLEE en muestras de esputo y orina de
humanos en China.'*? Réderova et al (2017), aislaron una cepa ST617 productora de BLEE
de un hisopado de una herida de un paciente en la Republica Checa.'”

La cepa 15 ST617-filogrupo U de nuestro estudio fue serotipificada como ONT:H42 y
patotipificada como STEC por Yaiiez.'”! El serotipo ONT:H42 se ha detectado en cepas
STEC aisladas de ganado vacuno sin producir enfermedad.*' La posibilidad de colonizacién
de humanos y animales por cepas de E. coli con ST encontradas en ambas especies ya ha
sido demostrada por otros autores.'*'?*!* Aunque se precisan de estudios especificos para
determinar todos los genes de virulencia y otras caracteristicas bacterianas asociadas a
dafio, las caracteristicas genotipicas y fenotipicas de la cepa 15 ST617 grupo U nos
permiten sugerir que existe un riesgo de transmision al humano, ya que se ha detectado a la

176 , .
. Ademas, se observo

ST617 en humanos asintomaticos y sanos en Mauritania'*’ y Tunez
durante la agrupacion de ST por goeBURST que el subgrupo al cual se asocié la ST617
estuvo compuesto en su mayoria por cepas patogenas aisladas de humanos, lo que nos
sugiere que nuestra cepa 15 (ST617) podria ser un riesgo zoondtico.

4.3.5. Cepas sin STc asociado

4.3.5.1. ST99

La cepa 3 y la cepa 4 del presente trabajo fueron genotipificadas como ST99 y
pertenecieron a los filogrupos U y B1, respectivamente. Ambas cepas fueron aisladas de un
mismo ejemplar, serotipificadas como O163:H19 y patotipificadas por Yafiez (2012).'""

La relacion del filogrupo B1 con la ST99 de nuestra cepa 4 ya ha sido reportada por otros

autores; Clermont et al (2015) asociaron la ST99 al filogrupo B1°'; en la base de datos de
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MLST se registro la cepa R171 (aislada del reptil australiano Tiliqgua rugosa) con el
genotipo ST99-filogrupo B1*® y por ultimo, Michelacci et al (2015) reportaron 3 clonas
ST99-filogrupo B1 aisladas de pacientes humanos: una de un brote de diarrea sanguinolenta
en Italia en 2012, otra de un caso aislado de Diarrea del Viajero en Espafia en 2013 y una
mas de un brote de enfermedad gastrointestinal en Reino Unido en 2014."!

El serotipo de ambas cepas ST99 de nuestro estudio fue O163:H19. La infecciéon por STEC
O163:H19 en humanos es rara, pero se le ha reportado en casos esporadicos de HUS, colitis
hemorragica y diarrea en asociacién con stx2 en diferentes partes del mundo.'”"'#%!1%
Ademas, el serotipo O163:H19 se ha detectado en cepas STEC aisladas de bovinos, cerdos,
cabras y ovinos sanos, asi como de carne cruda de res y cerdo.* 171818 Cortes er al
(2010) mencionan que existe una mejor asociacion entre ST y antigeno H que entre ST y
serogrup0127, lo que coincide con lo reportado con el antigeno flagelar H19 en las cepas
ST99 de nuestro estudio, las reportadas en la literatura™ y una cepa APEC ST1611
relacionada directamente (SLV) en el arbol 31.

El genotipo de la cepa 3, ST99, filogrupo U, su serotipo O163:H19 y su patotipo STEC'";
nos permite sugerir que esta cepa puede ser transmisible al humano.

Con las caracteristicas encontradas de la cepa 4 (ST99, filogrupo Bl y serotipo
0163:H19'""), podriamos catalogar a esta cepa como comensal y de muy bajo riesgo para
la salud de animales y humanos.

4.3.5.2. ST372

La cepa 2 (de origen vaginal) del presente estudio fue la tinica caracterizada como ST372.
Nuestra caracterizacion de la cepa 2 de origen extraintestinal como ST372 y filogrupo B2,

es similar a lo descrito en trabajos anteriores. Adams-Sapper et a/ (2013) reportaron 3 cepas
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de ST372 en su estudio de 539 cepas de E. coli provenientes de infecciones de torrente
sanguineo'*®; Toval et al (2014) identificaron a una sola ST372 de un total de 265
aislamientos de UPEC de humanos'’; Lau ez al (2008) encontraron una cepa ST372 en 88
aislamientos de UPEC de humanos'’; Tartof et al (2005) encontraron una cepa ST372 de
un caso de septicemia en humanos'®'; Blyton y Gordon (2017) reportaron una cepa
miembro del filogrupo B2, ST372 y con 16 genes de virulencia asociados a cepas
extraintestinales en una muestra de agua clorada para beber en Australia'® y en la base de
datos de MLST se registrd una cepa ST372 que perteneci6 al filogrupo B2 y fue aislada de
humanos.®® En animales se ha reportado a la ST372 en cepas EXPEC de perros, aves y
gatos.®® Hasta el momento, existen escasos registros de cepas ST372 con resistencia a algiin
antimicrobiano, lo cual es similar a nuestra cepa 2 (ST372).**%137148:161 Hertz of al (2016)
realizaron un estudio en Dinamarca de 3 poblaciones de E. coli (n=286) con diferente
susceptibilidad a antibidticos en muestras de orina de pacientes humanos no hospitalizados
y encontraron una sola cepa ST372 que catalogaron como no-productora de BLEE y
resistente a al menos un antibiético.'” El serotipo reportado de la cepa 2 (ONT:H31'"") fue
reportado en una cepa UPEC ST372 registrada en esta base de datos y originaria de un
perro de Dinamarca. El antigeno flagelar H31 se ha reportado en otras 12 cepas ST372 en
la base de datos de MLST.®® Todas las ST372 en la literatura (incluida la cepa 2) han sido
reportadas como EXPEC o aisladas fuera del tracto gastro intestina] %%'2%-148:150:159.161.163

Aunque la cepa 2 esta considerada como comensal en este ejemplar de 7. truncatus, su
agrupamiento con cepas patogenas y su genotipo ST372-filogrupo B2-STEC nos permite
catalogarla como un posible riesgo para la salud de los ejemplares y de transmision al

humano bajo las condiciones adecuadas.
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4.3.5.3. ST986

La cepa 6 (filogrupo A) fue genotipificada como ST986. Aunque la base de datos de MLST
no incluye a esta ST en ningin STc, Rosser (2010) describié en su trabajo de Doctorado
una cepa STEC ST986-filogrupo A aislada del recto de un bovino en Escocia como parte
del STc10; esto se debid a que la ST10 y la ST986 solo difieren por el alelo de fimC.%!%
Estas caracteristicas fueron similares a las de nuestra cepa 6; al igual que las reportadas por
Eichhorn et al (2015) en un aislamiento de una cepa EHEC ST986-026:H11 proveniente de
otro bovino.'®

El serotipo O140:H32 de la cepa 6 ST986 se ha encontrado en cepas STEC de bovinos
clinicamente sanos.*' El serogrupo 0140 se ha reportado en otras cepas STEC de camellos
sanos y con diarrea, ademds se le ha aislado de pollos de engorda, cerdos, humanos y

[19186,18T Ninguna cepa ST986 reportada en la base de datos de MLST o

productos animales
en la literatura ha sido catalogada como patégena en humanos o animales; debido a esto y a
las caracteristicas encontradas en nuestro estudio, podemos sugerir que la cepa 6 de nuestro
estudio presenta poco riesgo para la salud de los ejemplares y el ser humano.

4.3.5.4. ST1858

La cepa 5 (filogrupo B2) fue genotipificada como ST1858; este resultado fue similar al
unico registro de ST1858 en la base de datos de MLST, la cepa TA152 aislada de un

868 v filotipificada como B2.®' Un caso

bandicut marrén meridional (Isoodon obesulus)
similar fue reportado por Borges et al (2016) en un ejemplar de loro de frente azul
(Amazona aestiva) en Brasil, de donde aislaron dos cepas ST1858-filogrupo B2 y

190

serogrupo O75 " (mismas caracteristicas que tuvo nuestra cepa). Otras cepas ST1858 se

han aislado en humanos; Toval et al (2014) reportaron en Alemania una cepa UPEC
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ST1858, filogrupo B2 y serotipo O6:H1 de un paciente con cistitis y urolitos'™;
Papagiannitsis et al (2015) aislaron una cepa de E. coli ST1858 productora de BLEE, de un

hisopado rectal de un paciente de cuidados intensivos en Italia'™®

(mismo sitio anatdémico
del cual se aislo nuestra cepa 5'"'); adicionalmente, Hertz et al (2016) reportaron una sola
cepa ST1858, de un total de 286 aislamientos de E. coli de muestras de orina de pacientes
no hospitalizados y catalogados con base en su susceptibilidad a antimicrobianos en 3
poblaciones; la ST1858 solo se encontrd en el grupo de cepas susceptibles'?’ (caracteristica
similar a nuestra cepa).

En total se han reportado 7 cepas ST1858 (incluida la cepa 5 de nuestro estudio); 5 fueron
miembros del grupo filogenético B2 y dos no fueron filotipificadas. De las 3 cepas ST1858
de origen animal, una cepa no fue serotipificada y 2 de ellas pertenecieron al serogrupo
075, al igual que nuestra cepa. En humanos se ha reportado al serogrupo O75 asociado
principalmente a EXPEC"**'°*1% en particular a UPEC"**'%. En medicina veterinaria se ha
reportado al serogrupo O75 en conejos de laboratorio y de granjas interactivas'®® ademas de

. 41,191
cepas STEC en bovinos sanos y enfermos.*"""

En México, se han aislado cepas UPEC
075 en infecciones de tracto urinario de pacientes en la Ciudad de México."”
Adicionalmente, el serotipo O75:H5 de nuestra cepa se ha reportado en cepas ExPEC-

156,189,1 1
36,189,193 y perros >® alrededor del mundo.

filogrupo B2 de humanos
De acuerdo a las caracteristicas encontradas de ST y filogrupo, las reportadas de serotipo y
genes de virulencia de la cepa 5, ademas de las caracteristicas de las cepas del subgrupo
clonal del arbol 7 en el cual se agrupo esta cepa (Figura 31, ST1857, ST1858 y ST1927) y a

129,150,188,190

lo reportado la literatura sobre la ST1858 , podemos sugerir que nuestra cepa

ST1858 puede ser un riesgo para la salud de otros animales y del ser humano, aunque hacen
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falta otros estudios para analizar esto a fondo.

4.3.5.5. ST1946

La cepa 9 y la cepa 16 del presente trabajo fueron genotipificadas como ST1946 y como
miembros del filogrupo B2. Ambas cepas ST1946 fueron patotipificadas como STEC (stx2)
y serotipificadas como O15:H7 (flicy7) por Yaiez (2012).""!

El tnico registro previo de un aislamiento de E. coli ST1946 pertenecio a la cepa APEC
IMT14939, proveniente de un pavo doméstico en Alemania con el serotipo O40:NM.® El
serogrupo O15 de las cepas 9 y 16 de nuestro estudio ya ha sido reportado asociado a cepas

. . L e 4041,167,172
STEC aisladas de animales domésticos™ = * "

, animales marinos' "’ y humanos enfermos
en el continente americano."*"'” Ademas, se ha asociado fuertemente el serogrupo O15 a
cepas de ETEC"?, EPEC*” y EAEC" en humanos y animales. Genotipicamente, las
cepas 6 y 19 de nuestro estudio tienen un potencial patdogeno moderado para animales,
debido a que la ST1946 solo habia sido reportada como patdgeno en otra especie y a que
las cepas del filogrupo B2 tienen la capacidad de acarrear gran nimero de factores de
virulencia. De igual manera, las caracteristicas de las cepas agrupadas en el arbol 38 nos
sugieren que las cepas ST1946 de nuestro estudio poseen un potencial patogeno.

4.3.5.6. ST2016

Se determind que las cepas 18 y 19, ambas provenientes de un solo ejemplar localizado en
la Ciudad de México, son la misma clona, esto debido a que pertenecen al mismo grupo U,
presentaron el mismo serotipo O170:H16, stx2, resistencia a cefalotina e idéntica ST2016.
La ST2016 fue aislada previamente de otro animal por Dissanayake et al (2014), quienes

reportaron un aislamiento de una cepa APEC ST2016-filogrupo B1 de un pollo en Sri

194 .. .
Lanka."”* Casos similares se encontraron en humanos: Toval er al (2014) aislaron en
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Alemania otra cepa ST2016-filogrupo B1 con el mismo antigeno flagelar H16 que las cepa
18 y 19 de nuestro estudio.””® Ademas, en la base de datos de MLST se registro otra cepa
ST2016, identificada como E. coli y con el patotipo UPEC, misma que pertenecio al
filogrupo B1 y fue aislada de un paciente humano en Alemania.®® Todas las cepas ST2016
reportadas en la literatura han sido filotipificadas como BI, lo que fue diferente a lo
encontrado en las cepas 18 y 19 ST2016 que fueron miembros del grupo U. El serogrupo
0170'" de ambas cepas ST2016 de nuestro estudio era denominado anteriormente como
OX1% y este serogrupo ha sido reportado en casos de diarrea en conejos de laboratorio y
humanos.*>'*

La evidencia genética de la clona ST2016-grupo U de las cepas 18 y 19 de nuestro estudio,
nos permite catalogarla como un posible patdogeno.

4.3.5.7. ST5098

Al igual que la mayoria de los aislamientos previos de E. coli provenientes de T.
truncatus®™, la cepa 10 de nuestro estudio presentd una nueva combinacion de alelos MLST
por lo que le fue asignada la nueva ST5098, esta cepa pertenecio al filogrupo B2. Yafiez
aislo a esta cepa de un hisopado vaginal y la serotipifico como O25:H42.

El serotipo 025:H42 se ha reportado previamente en cepas ETEC aisladas en humanos.'”
El grupo filogenético B2, la presencia del gen stx2 y su fenotipo de multirresistencia a
antimicrobianos hacen de la nueva ST5098 un posible riesgo patogeno.

4.3.5.8. ST5166

Del mismo modo que la cepa 10, la cepa 17 de nuestro estudio también presentd una nueva

combinacion de alelos MLST, por lo que le fue asignada la ST inédita ST5166. Esta cepa

ST5166 tuvo como grupo filogenético el grupo U. La cepa 17 fue previamente
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serotipificada como O71:H14.

El serogrupo O71 se ha asociado con algunas cepas de STEC.* Esta cepa ST5166-grupo U,
que se aislo del recto, parece tener un bajo potencial patogeno y zoonotico.

La identificacion de dos cepas de Escherichia coli con dos nuevas ST en esta especie, nos
habla del trabajo que falta por realizar en el estudio de la microbiota en mamiferos marinos.
La estructura de la comunidad bacteriana intestinal core de los delfines atin no estd definida
y se necesita caracterizacion molecular adicional para inferir la prevalencia microbiana bajo
cuidado humano y saber si estas cepas con potencial zoondtico son propias de la microbiota
de T. truncatus o su hébitat. Con excepcion de la cepa 4 ST99-filogrupo B1, es imposible
descartar como patdgenos potenciales (en humanos o en animales) a todas las cepas
estudiadas. Esto se debié al patotipo STEC o EHEC reportado'”! y a que pertenecieron a
alguna ST fuertemente asociada a patogenicidad.

4.5. Posible origen de las clonas encontradas

Diferentes estudios de aislamientos de E. coli en delfines han determinado la resistencia
antimicrobiana en individuos de vida libre y colecciones privadas. De manera general se
han encontrado cepas de E. coli de delfines resistentes a penicilina, ampicilina, amoxicilina,
cefalotina, ceftriaxona, cefoxitina, imipenem, sulfatiazol, trimetoprim,
sulfametoxazol/trimetoprim, 4cido nalidixico, ciprofloxacino, moxifloxacino, ofloxacino,
gentamicina, estreptomicina, apramicina, tetraciclina, oxitetraciclina, eritromicina,
azitromicina, cloranfenicol y nitrofurantoina.®"#%>-1%

El origen de estas clonas aparentemente comensales en el delfin y patogenas en el humano,
puede ser variado: i) Todos los ejemplares en el estudio conviven cercanamente con

humanos (manejador, entrenador y huéspedes); ii) Los ejemplares en instalaciones abiertas
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estan expuestos a escorrentia de aguas residuales sin tratar por lo que puede ser una via para
la transferencia de bacterias derivadas del humano; iii) La introduccion de bacterias y/o
cepas atipicas a través de presas no naturales puede contribuir a variaciones en la diversidad
microbiana de los animales bajo cuidado humano. En el agua, las bacterias de diferentes
origenes (humano, animal, ambiental) son capaces de intercambiar informacion genética
entre bacterias de diferente o de la misma especie. Se ha reportado que E. coli es capaz de
sobrevivir en el ambiente marino, en agua de rio, lluvia y potable por periodos prolongados,
dependiendo de las condiciones.'*

Aunque se requieren mayores estudios en estas cepas (factores de virulencia, tipificacion
FH"* 0 MLST extendido’>”°) para tener una idea atn mas clara de su filogenia y su
patotipo, el posible potencial zoonético de las caracterizadas con ST asociados a
enfermedades en humanos es innegable.

Debido a esto ultimo, consideramos que es necesario que las instalaciones que albergan T
truncatus para actividades de interaccion o rehabilitacion realicen monitoreos

microbiologicos regulares tanto de sus ejemplares, su habitat, alimento y descargas de las

instalaciones.
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5. Conclusiones

Este es el primer trabajo de epidemiologia molecular a partir de cepas de Escherichia coli
provenientes de ejemplares de Tursiops truncatus bajo cuidado humano.

Las cepas analizadas de Escherichia coli provenientes de ejemplares de 7. truncatus bajo
cuidado humano pertenecieron con mayor frecuencia los filogrupos B2 y U.

El analisis por MLST nos permitié asignar correctamente el grupo filogenético de dos
cepas filogrupo A, previamente identificadas como posibles Clado I o II.

Se identificaron 5 de los principales linajes pandémicos patdgenos extraintestinales actuales
de E. coli: STcl10 (ST10 y ST617), stc69, STc131 y STc648 (los cuales se caracterizan por
su multiresistencia a los antimicrobianos).

Este es el primer reporte a nivel mundial de una cepa de Escherichia coli ST131 O157:H7
filogrupo B2 extraintestinal proveniente de mamiferos marinos.

La ST5098 y la ST5166 representan las primeras ST aisladas tnicamente de 7. truncatus
bajo cuidado humano en el continente americano. La descripciéon de dos nuevas ST nos
permite avanzar en el conocimiento microbiano de esta especie.

La mayoria de las cepas de E. coli provenientes de 7. truncatus en estrecha relacion con el
ser humano en este estudio, deben ser consideradas como alto riesgo de infeccion en el

humano.
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