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Resumen

Escherichia coli es un organismo causante de enfermedades entéricas de
importancia en salud publica. Estos procesos infecciosos son resultado, de la gran
gama y combinacion de factores de virulencia (FV) que posee. Estos FV le
confiere diferentes caracteristicas patdégenas, por las cuales se han agrupado en
diferentes patotipos tanto intestinales como extraintestinales. Estos FV han sido
adquiridos a través de un proceso evolutivo conocido como transferencia
horizontal de genes (THG). Esta diversificacion lo han perfilado como un modelo
para el estudio de la evolucion de la patogenicidad. La adquisicion de FV en E.
coli, se ha intentado asociar a determinantes genéticas, sin embargo, estas
asociaciones no han sido claras, ya que la presencia de FV parece ser un proceso
aleatorio. Este resultado podria estar influenciado por aspectos geograficos y
temporales, ya que los eventos evolutivos estan determinados por espacio-tiempo.
Tomando en cuenta lo anterior, el estudio de evolucion de microorganismos en
sus microambientes naturales se vuelve necesario para una mayor comprension.
Se ha observado diferencias metabdlicas en E. coli O157:H7, en animales de
granja, influenciada por sus diferentes sistemas digestivos. Este estudio considerd
la importancia del espacio-tiempo, considerando el area geografica y el
microambiente (monogastrico-rumiante). Por lo cual se analizaron 13,284 cepas
de E. coli aisladas de bisontes para la presencia de algun gen de virulencia, para
lo cual se obtuvieron 73 cepas con al menos un FV y 61 cepas de E. coli aisladas
de carnivoros previamente vy tipificadas con FV. Se les analiz6é la presencia de
filogrupos y serogrupos para ver su asociacion con FV, para lo cual se comprobd
que aun en una escala regional, estas dos caracteristicas no determinan la
presencia de FV. En nuestro estudio asociamos la presencia de FV a variantes en
el factor sigma rpoD, como fondo genético, para el cual se observd una asociacion
con genes asociados a Toxinas Shiga, observando que se requiere un fondo

genético para la adquisicion de FV.
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Abstract

Escherichia coli is a causative organism of enteric diseases of importance in public
health. These infectious processes are the result of the wide range and
combination of virulence factors (VF) that it has. These VF confers different
pathogenic characteristics, for which they have been grouped into different
pathotypes, both intestinal and extraintestinal. These FV have been acquired
through an evolutionary process known as horizontal gene transfer (THG). This
diversification has shaped it as a model for the study of the evolution of
pathogenicity. The acquisition of FV in E. coli, we have tried to associate genetic
determinants, however, these associations have not been clear, since the
presence of VF seems to be a random process. This result could be influenced by
geographical and temporal aspects, since the evolutionary events are determined
by space-time. Taking into account the above, the study of evolution of
microorganisms in their natural microenvironments becomes necessary for a better
understanding. Metabolic differences have been observed in E. coli O157: H7, in
farm animals, influenced by their different digestive systems. This study considered
the importance of space-time, considering the geographical area and the
microenvironment (monogastric-ruminant). Therefore, 13,284 strains of E. coli
isolated from bison were analyzed for the presence of a virulence gene, for which
73 strains were obtained with at least one FV and 61 strains of E. coli isolated from
carnivores previously and typified with FV . They were analyzed for the presence of
phylogroups and serogroups to see their association with VF, for which it was
found that even on a regional scale, these two characteristics do not determine the
presence of VF. In our study, we associated the presence of VF to variants in the
sigma rpoD factor, as a genetic background, for which an association with genes
associated with Shiga Toxins was observed, noting that a genetic background is

required for the acquisition of VF.
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Introduccion

Escherichia coli es un microrganismo con una variabilidad genética
significativa; en esta especie se han descrito, en comparacion con otras
enterobacterias, la mayor cantidad de cepas patdégenas y comensales con
diferentes caracteristicas genéticas. La plasticidad genética de este
microorganismo, es decir su capacidad para integrar nuevo material genético a su
genoma, es lo que ha permitido la aparicion de variantes patogenas. Por esta
caracteristica E. coli ha sido ampliamente estudiada como modelo de evolucion de
la patogenicidad y adquisicién de genes en procariontes (Vila, Saez-Lopez, J. R.
Johnson, et al. 2016; Touchon et al. 2009).

En términos generales, el genoma de E. coli podria dividirse en dos partes,
en la primera; que se encuentra conservada en varias cepas de esta especie; se
ubican secuencias de genes que codifican para enzimas que participan en
procesos metabdlicos basicos, por lo que se le ha llamado “genoma nucleo”. En la
segunda existen regiones donde se encuentran secuencias que corresponden a
sitios de insercion o recombinacion de fagos y plasmidos, por lo cual se le ha
llamado “genoma extendido”. Curiosamente en este microorganismo esta parte
representa el 58% del genoma total, es decir una proporcion mayor que la primera
(que representa soélo el 42%) y se considera que fue adquirido a través de
mecanismos de transferencia horizontal de genes (THG), tales como: conjugacion,
transduccion y transformacion (Touchon et al. 2009; Bohlin et al. 2014). La
integracion de este nuevo material genético da pauta de algunos de los procesos
evolutivos a los cuales ha estado sometida esta bacteria. La capacidad de E. coli
para regular y mantener este nuevo material genético, ha despertado el interés de
varios investigadores, como ya se menciond (Grad et al. 2013; Delannoy et al.
2017; Rasko et al. 2008; Vila, Saez-Lépez, J R Johnson, et al. 2016).

E. coli es uno de los microorganismos comensales presentes en el tracto
gastrointestinal de muchas especies animales. Aunque forma parte de la
microbiota normal, debido a la adquisicibn de material genético o “elementos

genéticos moviles” (EGM), han surgido algunas variantes patégenas con
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capacidad de afectar humanos y animales, modificando su condicibn como
comensal. Estas variantes patdgenas producen enfermedades entéricas, urinarias
y septicémicas de importancia en salud publica y animal a nivel mundial (Barrick et
al. 2009; Croxen y Finlay 2010; Clements et al. 2012; Berger et al. 2016).

La capacidad de E. coli patégena para infectar un amplio espectro de
hospedadores, es resultado de una diversificacion genética eficiente y una fuerte
presion de seleccion (Robins-Browne et al. 2016). La emergencia en los ultimos
afnos, de enfermedades septicémicas asociadas a nuevas variantes patdégenas de
E. coli alrededor del mundo, sugiere que este proceso aun continua, permitiendo la
evolucion de la patogenicidad en este microorganismo (Brzuszkiewicz et al. 2011;
Strober 2017). Este proceso evolutivo continuo, es lo que ha hecho a E. coli
patdgena, un modelo ideal para el estudio de la evolucidén de la patogenicidad en

bacterias.

La diversificacion de la patogenicidad en E. coli indicaria una alta capacidad
para adquirir factores de virulencia (FV). No obstante la presencia de estos en solo
determinadas cepas, sugiere que deben de existir algunas condiciones para su
adquisicién, integraciéon y regulacién (Messinger y Ostling 2009; Kéhler y Dobrindt
2011; Escobar-Paramo et al. 2004). Con el fin de establecer las condiciones que
permitieron la adquisicion de genes de virulencia en E. coli, se ha intentado
correlacionar sus diferentes patotipos, con algunas caracteristicas genéticas o
fenotipicas, para de esta forma identificar en los distintos subgrupos, las
condiciones que determinan la presencia de factores de virulencia (Vila, Saez-
Lépez, J R Johnson, et al. 2016; Robins-Browne et al. 2016; Clermont et al. 2015).

En trabajos anteriores, aislamos 66 cepas de E. coli PGV de la Reserva de la
Biosfera de Janos (RBJ), provenientes de distintos Carnivoros entre los cuales se
incluyen coyotes (Canis latrans), Zorras del desierto (Vulpes macrotis) y Zorrillos
(Mephitis mephitis). Las cepas de E. coli PGV RBJ mostraron diferentes perfiles en
la presencia de genes de virulencia, entre las cuales se encontraron cepas atipas
de E. coli entero patégena (EPEC), las cuales se evaluaron en cultivo celular,

mostrando la capacidad de formar lesiones tipicas de pedestal.
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La distribucion por patotipos de los FV, es compatible con la idea de una
adquisicidén no tan amplia, determinada por alguna caracteristica genética, en cada
cepa, relacionado tal vez con sus mecanismos de regulacion de la expresion
genética dentro del genoma (fondo genético especifico). En E. coli estos factores
especificos que le permiten adquirir y regular ciertos genes de virulencia,
determinarian su permanencia en el genoma, mostrando con ello que no es un

proceso aleatorio.
Transferencia Horizontal de Genes

La transferencia horizontal de genes (THG) es el proceso mediante el cual
se transmite informacion genética de manera no genealdgica. Es decir permite a
los microorganismos adquirir genes de forma rapida y eficiente para adaptarse a
distintas condiciones ambientales, permitiéndoles evolucionar (Polz et al. 2013).
Los tres mecanismos principales por los cuales se lleva a cabo esta transmision
de material genético son: 1) la conjugacién, proceso mediante el cual se transfiere
ADN de una bacteria a otra por medio de un pili; 2) la transformacion, proceso por
el cual, ADN ambiental puede ser captado e incorporado por una célula
competente; y 3) la transduccion, en la cual la transferencia de ADN de una célula
a otra se lleva a cabo por un bacteriéfago (Soucy et al. 2015). En el caso de
bacterias patégenas, la THG es el principal mecanismo por el cual se adquieren
genes que aumentan su capacidad para sobrevivir y adaptarse a nuevos
hospedadores, por ejemplo genes resistencia a agentes antimicrobianos, genes
metabdlicos y genes que codifican para factores de virulencia como: sistemas de
secrecion, proteinas efectoras, fimbrias, exotoxinas e incluso islas de
patogenicidad (Sachs et al. 2011; Raskin et al. 2006; Transmission et al. 2015).

En E. coli, la THG ha sido esencial para la generacién de nuevas variantes
patdgenas alrededor del mundo (Hacker y Carniel 2001; Sandner et al. 2001;
Loukiadis et al. 2006; Brzuszkiewicz et al. 2011; Baumler et al. 2012; Kyle et al.
2012; Skippington y Ragan 2012; Huddleston 2014; Blasdel et al. 2017; Connolly
et al. 2015; Mercat et al. 2016; Hakim et al. 2017). Un analisis de radio-divergencia

con secuencias de genes de virulencia mostré que existen amplias variaciones
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dentro de una poblaciéon y que la presencia de determinados FV no evita la

adquisicion de otros (Bohlin et al. 2014).

Algunas teorias evolutivas, como “La Hipodtesis de la Reina Roja” o “La
Carrera de armamentos” sugieren que la adquisicion de genes podria ser
resultado de una competencia entre microrganismos y los mecanismos de defensa
naturales presentes en los hospedadores. De esta forma para que un
microorganismo pueda mantenerse replicandose dentro de un hospedador,
necesitaria la adquisicion de material genético que le permitiera sobrevivir,
generandose con ello variantes llamadas patégenas (Altizer et al. 2003;Nowak
2004; Sachs et al. 2011; Soucy et al. 2015).

Inicialmente se pensaba que la THG ocurria entre organismos relacionados
filogenéticamente; tal es el caso de E. coliy Shigella spp, donde se ha demostrado
la transmisién de FV, como toxinas Shiga y el gen ial, asociado a variantes de E.
coli invasivas. Dado que la adquisicion de material genético implica que los
microrganismos receptores deban ser capaces de regular la expresion de los
genes recibidos, al estar filogenéticamente emparentados o compartir
caracteristicas fisioldgicas, la regulacion podria ser mas facil. Estudios posteriores
han mostrado que la THG ocurre entre microorganismos de distintas especies, y
que los genes se intercambian preferentemente entre microorganismos que tienen
un tamano similar de genoma, una composiciéon similar de G/C, rutas similares de
utilizacion de carbono y tolerancia al oxigeno. Estas poblaciones de bacterias, que
intercambian material genético, se les ha llamado “Exchange communities”.
(Petersen et al. 2007; Skippington y Ragan 2012; Khot y Fisher 2013; Zuo et al.
2013; Ud-Din y Wahid 2014; Bohlin et al. 2014; Servin 2014).

En algunos casos la transferencia de material genético ocurre entre
microorganismos de una misma especie en un sitio o area en especifico,
permitiendo con ello la aparicion de subgrupos. Esta diversificacion es
dependiente de la especie involucrada y del espacio-tiempo, es decir una
poblacién de un microorganismos que se diversifica en un area no sera igual a

otra o la misma en un tiempo distinto (Sato et al. 1994; Nowak 2004; Jones et al.
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2008; Poulin et al. 2011; Kurvers et al. 2014; The et al. 2016). En algunos casos, el
material genético adquirido se inserta en regiones altamente conservadas como
tRNA, regiones UTR’s o cerca de regiones promotoras, esto es porque se requiere
de regiones conservadas para su integracién. Esta situacion facilita que el material
genético adquirido sea regulado y transcrito (Brussow et al. 2004; Gal-Mor y Finlay
2006; Croxen y Finlay 2010; Vila et al. 2016).

La adquisicién de nuevos genes, es un proceso complicado que involucra
un aumento en el gasto energético y consumo de sustratos, lo que implicaria una
disminucidon en la tasa de crecimiento o de replicacion. Ademas, algunos de los
genes o material genético adquirido podrian tener un efecto téxico para la bacteria
receptora, tal es el caso de algunas toxinas o proteinas que pudieran alterar rutas
de expresion y regulacion de genes (David A. Baltrus 2013). Para controlar estas
situaciones, las bacterias cuentan con un sistema de evasiéon de adquisicion de
material genético, conocido como sistema de repeticiones palindromicas cortas
agrupadas y regularmente interespaciadas (CRISPR). Este sistema emplea
enzimas con actividad de endonucleasa, para cortar secuencias reconocidas por
exposiciones previas, o que permite la eliminacion de material genético nuevo
(England y Whitaker 2013; Samson et al. 2013). En el caso de eventos de THG
mediados bacteriofagos, la transferencia esta también modulada por el
reconocimiento de receptores especificos y por otros fagos, a través de sefales
peptidicas que permitan el establecimiento de una fase lisogénica (Erez et al.
2017; Samson et al. 2013).

Algunas teorias sobre la evolucion de la patogenicidad bacteriana plantean
que, dado que la expansidon del genoma tiene un limite, es mas probable que
ocurra una reduccion conforme sucede la coevolucidn de especies, originando con
ello organismos mas especializados (Little et al. 2010; Nowak 2004; Toft y
Andersson 2010; Weinert y Welch 2017).

Si bien, la ganancia de material genético podria representar una ventaja de
sobrevivencia para una poblacién de bacterias, su regulacion y expresion tendria

un papel importante. En el caso de los microorganismos receptores de genes de
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virulencia, la regulacion transcripcional inadecuada del material adquirido, podria
inducir una respuesta inmune en el hospedador generando la eliminacién de otras
variantes que no hayan recibido este material, alterando con ello la estructura de
la comunidad. En este aspecto, la regulacion del nuevo material genético adquirido
es crucial para su permanencia en el genoma de la especie (Miskinyte et al. 2013;
David A. Baltrus 2013). Una de las formas de regulacién transcripcional de
material genético, es la expresion de proteinas tipo histonas (H-NS), las cuales
pueden silenciar el nuevo material genético adquirido (David A Baltrus 2013; Gal-
Mor y Finlay 2006; Connolly et al. 2015; Discovery et al. 2017).

La adquisicion-mantenimiento de nueva informacién genética esta asociada
con el medio ambiente, es decir la ganancia de genes permite a un
microorganismo sobrevivir cuando las condiciones en el medio cambian,
eliminandose aquellas variantes no portadoras de este nuevo material o que no lo
expresen. Dado que son las condiciones ambientales determinan la expresion de
los nuevos genes, y esta respuesta la que selecciona a los individuos, la
adquisiciéon y mantenimiento de nuevo material genético esta asociado con el
medio ambiente (Hacker y Carniel 2001; Nowak 2004).

Si bien, la adquisicion de nuevos genes a través de THG ha proporcionado
a las bacterias patdogenas una variedad de genes de virulencia, la pérdida de
genes también puede favorecer su adaptacion a un nuevo nicho. Estudios
desarrollados con distintas especies de Shigella y cepas patdgenas de E. coli,
mostraron una mayor tasa de pérdida de genes en Shigella sp., en comparacién
con E. coli. En Shigella se encontraron 447 pseudogenes, derivados de 978
mutaciones en todo su genoma. Esta pérdida de la funcién de genes ha sido
descrita como patoadaptividad y pudiera tratarse de un mecanismo subestimado
de patogénesis que permite a Shigella su sobrevivencia del intracelular. Algunos
ejemplos de genes, cuya pérdida ha ayudado a Shigella a adaptarse a este estilo
de vida son los genes que codifican para una lisina descarboxilasa (cadA),
proteasa de superficie (ompT) y transporte de aminoacidos (argT). Esta

adaptacién no se limita a Shigella, ya que la pérdida de actividad de lisina
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descarboxilasa se ha encontrado en EPEC, ETEC, STEC y EAEC.(Gal-Mor y
Finlay 2006; Raskin et al. 2006; Croxen et al. 2013; Albalat y Cafestro 2016).

Como ya se menciond, los genes que se han adquirido de forma horizontal
estan bajo un fuerte proceso de regulacion donde participan diversos factores
transcripcionales. En el caso de la isla LEE (locus of enterocyte effacement) esta
conformado por cinco operones (LEE1, LEE2, LEE3, LEE4 y LEES). Los operones
LEE1, LEE2 y LEES codifican para los componentes estructurales del T3SS; el
operon LEE4 codifica para los componentes del poro (llamado translocon) y el
operon LEE5 codifica las proteinas intimina y Tir (Connolly et al., 2015). La
regulacion transcripcional de los operones LEE es extremadamente compleja. A
nivel central, se controla mediante dos sistemas reguladores integrales codificados
dentro de la isla LEE. El primero de ellos es la proteina Ler, la cual activa la
transcripcion en cada uno de los operones y el segundo, el complejo griR/A,
formado por un regulador global activador (GrlA) y el regulador global represor
(GIrR) (Franzin y Sircili, 2014). Otros sistemas fuera de la isla de patogenicidad
actuan también como reguladores de LEE, algunos de ellos regulando de forma
negativa la expresion, tal es el caso de las proteinas asociadas a nucledtidos H-
NS, las cuales se unen a las regiones reguladoras de los operones impidiendo la
transcripcion (Connolly et al., 2015). Por otro lado, la proteina perC, codificada en
el plasmido EAF (factor de adherencia), el factor de integracién del huésped (IHF)
codificado en fagos promueven positivamente la expresion ler (Franzin y Sircili,
2014, Stavrinides et al. 2008; Sachs et al. 2011; Connolly et al. 2015; Berger et al.
2016; Browning y Busby 2016).

La divergencia mediada por THG en algunos microorganismos es un
proceso ecoldgico-evolutivo donde esta presente la recombinacion genética, la
reparacion del ADN, la integracion de ADN; y la regulacién, silenciamiento y
expresion de genes. La divergencia también estda modificada por la presién de
seleccion hacia determinados locus, en determinados ambientes o
microambientes (Hacker y Carniel 2001; Nowak 2004; Awadalla 2003; Heilmann et

al. 2010; Schwab et al. 2011; Berger et al. 2016). Lo anterior sugiere que la
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divergencia en E. coli, fue resultado de la adquisicibn de material genético; y
estuvo determinado por factores especificos de regulacibn génica y sus
interacciones ambientales (Typas et al. 2007; Tourret y Denamur 2016; Ades et al.
2003).

Touchon y colaboradores (2009) analizaron el genoma de 21 cepas de E.
coli, e identificaron los genes conservados en todos los genomas y el conjunto de
genes no ortélogos. Los resultados obtenidos arrojaron que en promedio el
genoma de E. coli contiene 4721 genes, con un genoma central de 1976 genes.
Los genes restantes por cada genoma (genoma extendido) se agrupan en un
pangenoma, el cual contiene aproximadamente 17838 genes. Como ya se ha
mencionado, la produccion de enfermedad se debe a la presencia de FV en el
genoma extendido en las variantes patogénicas de E. coli. Bajo este criterio, E.
coli puede dividirse en 3 grupos: 1) comensales gastrointestinales, 2) patégenas
gastrointestinales y 3) patégenas extraintestinales. No obstante, en pacientes con
enfermedades gastricas se la logrado aislar cepas de E. coli patdgenas
extraintestinales, y en infecciones extraintestinales, se ha logrado el aislamiento
de cepas patégenas gastrointestinales, lo cual demuestra de que aun faltan de
comprender varios aspectos sobre la patogenicidad de E. coli (Dobrindt et al.
2015).

Como ya se ha mencionado, E. coli forma parte de la microbiota normal
comportandose como comensal o simbionte, participando en procesos de sintesis
de vitaminas, no obstante se han descrito también variantes patdgenas con
capacidad de producir diversas infecciones intestinales y sistémicas. Un analisis
de 300 aislamientos de E. coli a partir de heces de humanos, mostré que en
cualquier momento una persona lleva una cepa predominante que constituye mas
de la mitad de las colonias aisladas, con la presencia de otras cepas presentes en

varias proporciones, entre ellas variantes patégenas (Tenaillon et al. 2010).
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Criterios de clasificacion de E. coli y sus incongruencias

Determinacién de Serotipos y serogrupos en E. coli

Uno de los criterios para clasificar las variantes de E. coli, esta basado en
caracteristicas estructurales del LPS, el cual como se sabe consiste de tres partes:
lipido A, formado por dos unidades de glucosamina unidas por enlaces 3 en las
cuales se esterifican acidos grasos; un nucleo, compuesto de heptosas (acido 3-
desoxi-D-manooctulosénico) y hexosas (N-acetilglucosamina); y la cadena O, un
polimero de longitud variable formado de oligosacaridos, en este los
carbohidratos que lo componen son neutros 0 aminados y en raras ocasiones

inusuales, como 6-desoxihexosas y 3,6-didesoxihexosas.

Mientras el lipido A es una estructura conservada, la cadena O es una
estructura altamente diversa, con repeticiones de cuatro a seis carbohidratos
(Putker et al. 2015; Sperandeo et al. 2017). A través de pruebas seroldgicas, estas
variaciones en el LPS han podido ser asociadas a grupos causantes de
enfermedad con virulencia conocida. A la fecha se describen tres antigenos
relevantes en esta asociacion, el antigeno somatico “O” (cadena O), el cual define
al serogrupo; el antigeno flagelar “H”, el cual determina el serotipo; y segun el
caso, el antigeno capsular “K”. Se han descrito 186 variantes en el antigeno “O”,
54 en el antigeno “H” y 60 en el antigeno “K”, las combinaciones de estos
antigenos definen a una cepa y permite asociarla con casos de enfermedad
(Fratamico et al. 2016). Dado que en muchos procesos infecciosos las cepas
presentes de E. coli poseen lipopolisacarido (LPS), esta clasificaciéon ha sido muy
util en la atencion de pacientes (Tenaillon et al. 2010; Kohler y Dobrindt 2011; Koli
et al. 2011; Vila, Saez-Lopez, J R Johnson, et al. 2016).

El LPS forma parte de la membrana externa de las bacterias Gram
negativas, una estructura altamente permeable que permite el paso de nutrientes y
que protege a las bacterias contra algunos agentes nocivos externos como son
antimicrobianos (Sperandeo et al. 2017). No obstante uno de sus partes, el lipido
A es proinflamatoria y puede producir shock endotdxico. Esta actividad se debe a

que el LPS es un PAMP (patrén molecular asociado a patégenos), el cual puede
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ser reconocido por receptores de reconocimiento a patrones (PRR’s), como son
los receptores TLR y receptores tipo Nod (NLR). Su reconocimiento por parte de
los receptores TLR4 y NLRP3 enciende varias rutas de sefializacion, incluyendo el
inflamasoma, para la produccién de citocinas ( Lee et al. 2015; Yen et al. 2015;
Yen et al. 2016). Esta repuesta se presenta durante el proceso de infeccion
cuando se ha desencadenado algun dafo, ya que también forma parte de la
microbiota normal y es uno de los primeros organismos en establecerse y
colonizar el intestino, observandose una tolerancia conforma a su establecimiento

y participacion en sintesis de nutriente (Conway y Cohen 2015).

No obstante algunos investigadores como Malik y col. (2017); Cha y col. (2017); y
Delannoy y col. (2013), han demostrado que la presencia de un serogrupo en E.
coli, no determina su capacidad para la adquisicion de genes de virulencia,
teniendo por un lado, dentro de un mismo serogrupo diferente distribucion en
genes de virulencia, ausencia de FV. Muchos de estos serogrupos tienen
caracteristicas de distribucion geografica, como el serogrupo O55 el cual esta mas
ampliamente distribuido en Europa, lo que implica que su capacidad patéogena se
debe mas a un proceso evolutivo localizado, vinculado a la adquisicion de FV y su
capacidad de regulacioén, debido a una presion de seleccidn que ha permitido la
sobrevivencia de variantes patdgenas en determinadas areas ( Blanco et al. 2005;
Muller et al. 2006; Kyle et al. 2012; Delannoy et al. 2017).

Clasificacion por Patotipos

Debido a que muchos serogrupos comparten FV, otra forma de clasificar las
variantes causantes de enfermedad es por su patogénesis, vinculada a la
presencia de diferentes FV en su genoma, de esta forma tenemos patotipos
intestinales y extraintestinales. Los patotipos de E. coli que se asocian con
alteraciones en el intestino se conocen colectivamente como E. coli patdgenas
intestinales (IPEC) o E. coli diarreogénicas (DEC). Los patotipos intestinales son:
E. coli productoras de Shigatoxian (STEC), entre ellas, E. coli entero hemorragico
(EHEC), E. coli enteropatégena (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
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enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli adherente difusa
(DAEC). Los patotipos extraintestinales (EXPEC) son E. coli uropatogénica
(UPEC) y E. coli asociada a la meningoencefalitis (MNEC) (Croxen y Finlay 2010;
Dobrindt et al. 2015; Vila, Saez-Lopez, J R Johnson, et al. 2016; Servin 2005;
Servin 2014; Smith et al. 2013). No obstante, con el avance del tiempo se ha visto
la aparicion de nuevos patotipos alrededor del mundo, con combinaciones de
diferentes FV, algunas de estan clasificandose dentro del grupo de E. coli
productoras de Shiga toxinas (STEC) o no STEC, como dos grandes rubros, lo
que hace mas dificil su clasificacion (Kaper et al. 2004). En algunos casos
llamadas Cepas hibridas por tener FV de virulencia asociados a dos diferentes
patotipos. Estos brotes son de importancia, debido a sus afecciones en salud
publica, como el brote de Alemania en el 2011. El cual estuvo asociado a un
serogrupo O104, en primera instancia haciendo pensar que era una EAEC, en sus
analisis genéticos la presencia de genes aggr, aaiC, aatA entre otros genes,
confirmaba el patotipo EAEC, pero la presencia de un bacteriéfago acarreador de
una verotoxina, como también se le conoce a las shigatoxinas, establecio la
presencia de un nuevo patotipo E. coli enteroagregativo hemorragico (EAHEC)
(Brzuszkiewicz et al. 2011; Ahmed et al. 2012). El aislamiento de E. coli de campo,
en diversos estudios ha mostrado la variabilidad de algunas cepas en cuanto a su
capacidad para portar FV, estos FV transmitidos por TGH estan asociados de
igual forma a Enterobacterias filogenéticamente cercanas a E. coli, permitiéndole
tener un recurso genético, tanto fuera del grupo de E. coli como dentro de este
(Cid et al. 1999; Sandner et al. 2001; Blanco et al. 2005; Loukiadis et al. 2006;
Aslani y Alikhani 2011; Wu et al. 2013; Bihannic et al. 2014; Beraldo et al. 2014;
Hakim et al. 2017). Con el fin de buscar una relacion genética, varios estudios se
han centrado en estudiar las diferencias filogenéticas de las FV, para establecer
un patrén de distribucion entre diferentes patotipos de E. coli, sin embargo, se ve
ha visto que conforme aumenta el numero de estudios y de aislamiento, la
presencia de cepas con diferente proporcién de FV incrementa, no permitiendo
establecerlas en un patotipo determinado (Blanco et al. 2005; Barrick et al. 2009;
Brzuszkiewicz et al. 2011; Agus et al. 2014; Ahmed et al. 2012; Del Canto et al.
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2012; Grad et al. 2013; Wu et al. 2013; Tozzoli et al. 2014; Lu et al. 2016). Aunado
a esto para que algun gen de virulencia permanezca dentro del genoma depende
de una fuerte regulacién, no basta solo adquirirlo, debe ser capaz de ser
silenciado, expresado y regulado, para ser funcional. Si bien la adquisicion de
material genético permite una ventaja evolutiva, también existe un costo-beneficio,
lo que implica que las variantes exitosas en mantener un o mas FV dentro de su
genoma, son las que persisten, debido a la presion de seleccidn, lo que explica
que la adquisicion de genes de virulencia tenga un fondo genético (David A.
Baltrus 2013; Blasdel et al. 2017; Stanhope et al. 2001; Messinger y Ostling 2009;
Gordon et al. 2017).

Eventualmente durante los brotes de enfermedades producidas por algun patotipo
de E. coli, algunas de las cepas aisladas poseen una amplia gama de factores de
virulencia, no correspondiendo a un patotipo comun, sino a la combinacion de
algunos patotipos. Por esta razén algunos autores como Robins-Browne vy
colaboradores (2016) han cuestionado, si la clasificacién por patotipos sigue
siendo relevante en nuestros dias. Por otro lado, estudios realizados por Malik y
colaboradores, (2017) muestran que la virulencia de una cepa no esta
determinada por el serotipo, ni por presencia de todos los FV, considerados clave

para un patotipo.
Determinacion de filogrupos

En busca de establecer un patrén evolutivo acorde a la presencia genes asociados
a la virulencia, E. coli se ha clasificado con base a la presencia o ausencia de
genes metabdlicos en 7 filogrupos, los cuales son: A, B1, B2, C, D, Ey F
(Clermont et al. 2013). En un inicio Clermont y colaboradores (2000) desarrollaron
un sistema de tipificacion en E. coli, empleando tres genes; yjaA, chuA y un
fragmento de ADN llamado TSPE.C2, con este sistema de clasificacion se ha
podido dividir esta especie en filogrupos. En sus trabajos, estos investigadores
evaluaron 230 cepas, mostrando la existencia de 4 filogrupos definidos: A, B1, B2,
y D, la mayoria de las cepas patégenas estuvieron agrupadas en el filogrupo B2.

Actualmente se han descrito 6 filogrupos, adicionando los filogrupos E 'y C, y se ha
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observado que tanto cepas patégenas como no patdogenas pueden encontrarse
ubicadas en cualquiera de los filogrupos (Bohlin et al. 2014; O. Clermont et al.
2000; Clermont et al. 2013; Escobar-Paramo et al. 2004; Kaper et al. 2004). Si
bien estos datos podrian sugerir que no existen caracteristicas genéticas
relevantes asociadas con la virulencia, otros investigadores han propuesto analisis
diferentes. Escobar-Paramo y col. (2004), realizaron estudios filogenéticos con
genes metabdlicos, asociando los perfiles genéticos encontrados, con la presencia
de genes de virulencia. Concluyendo que la asociacién entre la presencia de
genes metabolicos y FV, no es determinante, por lo cual no pueden asociarse
cepas patégenas a un filogrupo determinado, otra de las caracteristicas de los
filogrupos es que parece tener una distribucion geografica y por el numero de
muestras puede ser que el fendmeno evolutivo no sea tan evidente (Souza y
Rocha 1999; Science et al. 2017; Chase y Myers 2011; Stephens et al. 2016).

En diferentes estudios donde se han realizado aislamiento de E. coli de humanos,
animales domésticos y animales de vida silvestre, se han encontrado con cepas
que muestran diferentes combinaciones de genes de virulencia. Algunas de estas
no pueden clasificarse en uno de los patotipos ya descritos, tampoco en uno de
los filogrupos propuestos por Clermont, ya que existen cepas que no tienen los
perfiles de genes metabdlicos considerados en esta clasificacion. Esta situacion
ha llevado a considerar a varios autores, la existencia de nuevos filogrupos
(Escobar-Paramo et al. 2004; Lieberman et al. 2013; Lu et al. 2016). Por otro lado
Carlos y col. (2010) muestran que los genes metabdlicos propuestos por Clermont,
tienen una distribucion asociada con el hospedero, ya que una gran proporcién de
cepas aisladas de humanos y cerdos, comparten marcadores moleculares
propuestos por Clermont, mientras que una mayor proporcion de cepas aisladas
de vacas, ovejas y cabras comparten otro de los marcadores moleculares. Lo que
implicaria que la presencia de estos marcadores moleculares esta determinada
mas por eventos evolutivos por un microambiente como es el rumen o estbmago,
y es independiente de la presencia de FV, y la adquisicion de estos tiene otro
fondo genético (Bouvet et al. 2017).
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Analisis de fondos genéticos

Siguiendo el planteamiento de la existencia de un fondo genético especifico, para
la adquisicion de FV, algunos autores como Bohlin y col. (2014), realizaron un
comparacion y una correlacion entre la presencia de FV en el genoma extendido y
un fondo genético presente en el genoma nucleo, para lo cual encontraron una
correlacion positiva vinculada al genoma nucleo con la presencia de factores de
virulencia entre las 53 cepas analizadas, ellos tomaron en consideracion el gen
muftT (asociado a la hiper-mutabilidad) y su radio de divergencia en la filogenia de
E. coli para encontrar una asociacion entre la presencia del gen y la presencia de
FV, vinculada a su capacidad de adaptabilidad. En su trabajo observaron que el
genoma nucleo ha estado bajo una fuerte presidon de seleccion, lo que ha
permitido que se siga conservado. También que el genoma nucleo esta
relacionado a la presencia de los patotipos y de los filogrupos, mientras que la
correlacion entre el gen mutT y los FV no es significativa, observando que el gen
muftT ha tenido modificaciones en las diferentes cepas analizadas y las cuales han

estado sujetas a presion de seleccion (Bohlin et al. 2014).

En estudios mas recientes, desarrollados por Garcia-Gutiérrez y col. (2015), se ha
sugerido que la ganancia de FV en cepas patdgenas podria estar asociada con el
sistema CRISPR. Bajo esto concepto, en las cepas no patdégenas, este sistema
podria funcionar como un sistema de defensa en contra de la adquisicion de
material genético. No obstante, los resultados obtenidos por estos investigadores
no muestran una correlacion, sugiriendo que la presencia de CRISPR no

determina la adquisicion de FV.

Cabe resaltar que la mayoria de estos estudios que intentan vincular las
caracteristicas de virulencia a caracteristicas genéticas, utilizan para sus analisis
cepas aisladas de diferentes partes del mundo incluyendo las reportadas en la
coleccion ECOR, por lo cual algunas correlaciones podrian estar enmascaradas.
De acuerdo con Chase y Myers (2011), los procesos evolutivos pueden ser
afectados por diversos factores a nivel local, por lo tanto, la escala espacial puede

20|Pagina



influir en la presencia de patrones en los microorganismos. En macroecologia, es
ampliamente aceptado que un proceso ecoldgico-evolutivo esta determinado tanto
por el momento, el espacio y los procesos que influyen en la divergencia o
especiacion de determinado organismo (Stephens et al. 2016). Implicando que los
factores ambientales o externos de los organismo y microorganismos, son un
factor influyente en la evolucion lo que permite la existencia de nuevas variantes.
Algunos de estos factores son determinantes para el mantenimiento de la
virulencia en una cepa. Autores como Bleibtreu y col. (2014), observan como en
cepas de E. coli almacenadas en refrigeracién, las cuales se han vuelto a crecery
a guardar durante varios afos, pierden y disminuyen su virulencia, la cual es
provocada por mutaciones generadas en rpoS, debido a que esta bajo una fuerte
presion de seleccion de forma natural, evitando que se presenten pocas
variaciones, por el contrario en un laboratorio la presion de seleccidn hacia este
gen disminuye, permitiendo la aparicion de variantes, las cuales generan perdida o

disminucion de la virulencia.
Factores sigmas

En células procariontes existe un complejo enzimatico dependiente del ADN,
llamado ARN polimerasa (RNAP), el cual es encargado de llevar a cabo la
transcripcion del ADN. Esta holoenzima RNAP bacteriana consta de 6
subunidades: la subunidad B y B’, que forman el sitio activo, una subunidad
dimérica, denominada a, una subunidad w y una subunidad que establece una
unién reversible llamado factores o (Davis et al. 2017; Browning y Busby 2016).
Muchas de las bacterias constan de diferentes factores o, los cuales reconocen
secuencias promotoras afines y esto permite asegurar que los genes dentro del
genoma se expresen en momento adecuado y cuando sea necesario para la
viabilidad celular (Davis et al. 2017).

Los factores son requeridos para el inicio de la transcripcion, debido a que permite
la unién de la RNAP al ADN, formando un complejo abierto y dando inicio a la
transcripcion. Diferentes factores sigma son utilizados para expresar genes, bajo

diferentes condiciones tales como estrés (choque térmico e inanicién), regulando
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procesos de transcripcion como la formacion del flagelo (Paget 2015; Zhang et al.
2016). E. coli al igual que Shigella spp. especies filogenéticamente emparentadas
tienen siete factores sigma. Los factores sigma que se muestran se pueden dividir
en dos clases, 070 y 054; la familia de 670 puede ser dividida en seis principales
grupos (rpoD, rpoS, rpoH, rpoE, fliA y fecl). Mientras que la familia de 054 solo
tiene a rpoN (Cook y Ussery 2013).

El proceso de transcripcion comienza con el ensamblaje de subunidades a2 w
dentro del nucleo del complejo RNAP. Una vez ensambladas las subunidades se
une el factor sigma completando la holoenzima, una vez formada se dirige a
regiones -10 y -35 corriente abajo del promotor, las cuales son secuencias de
genes que comprenden al regulon del factor sigma (Chauhan et al. 2016; Zhang et
al. 2016). Actuando de forma especifica el factor sigma tiene un rol crucial en la
apertura de la regién -10 del promotor de la secuencia de ADN de doble cadena y
en la union de la cadena de ADN no molde. Formando una estructura de burbuja
conocida como complejo abierto que permite que la RNAP se una y donde la
cadena que sera leida queda atrapada entre las subunidades By B°, para empezar
la lectura y la sintesis del RNA (Paget 2015). En el caso de rpoN no tiene los sitios
canonicos de reconocimiento en la posicidon -10 y -35 corriente abajo del promotor,
su sitio de union son las regiones -12 y -24 corriente abajo del promotor. Durante
el inicio de la transcripcion, existe la presencia de transcriptos de pequefios
tamanos (de 2-15 nucleoétidos), conocidos como secuencias abortivas, algunos de
estos generados por la poca asociacion entre los factores sigma y la secuencia
transcrita (Browning y Busby 2016; Ades et al. 2003; Binder et al. 2016).

Se sabe que para que se inicia la transcripcion es necesario el reconocimiento de
los factores sigma a una secuencia y que variantes en la secuencia tanto en los
factores sigma como en la secuencia transcrita, disminuye o bloquea el proceso
de transcripcidén y que solo basta la alteracion en la secuencia de tres nucleétidos
para que el proceso se vea alterado (Leibman y Hochschild 2007; Lane y Darst
2006; Campagne et al. 2014). Ademas de que muchos de estos factores estan

involucrados con otros factores transcripcionales asociados a la expresion de
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genes para su sobrevivencia como son: fecl asociado a la sintesis del citrato
férrico, regulando el gen fec para el transporte de hierro; rpoE asociado a
condiciones de estrés extracitoplasmatico; rpoF asociado a la sintesis del sistema
flagelar en E. coli; rpoH expresado durante condiciones de choque térmico; rpoS el
cual regula el crecimiento y la fase estacionaria dependiendo de los recursos
energéticos que tenga; rpoN regula la expresion de genes asociados a la
eliminacion de nitrégeno y rpoD asociado a biogénesis de LPS (Cook y Ussery
2013; Klein y Raina 2015).

Autores como Loépez-Leal y col. (2016), han visto que la evolucion en los factores
sigma no ha sido a través de THG, si no un proceso de divergencia entre cepas, lo
que involucra diferentes procesos de seleccion, lo que ha generado un proceso de
diferenciacion hacia algunos promotores. En conjunto con lo antes mencionado, su
inactivacion por mutaciones debida a la perdida de presion de seleccion, vinculado
a la perdida de la virulencia y que son elementos requeridos y especificos para el
inicio de la transcripcion de genes y vinculados a procesos de sobrevivencia
incluyendo la regulacion de FV, son elementos de fondo genético posibles para la

determinacion de la presencia de FV (Bleibtreu et al. 2014; Campagne et al. 2014).

Si se considera que las infecciones por esta bacteria se han presentado como re-
mergentes alrededor del mundo, en conjunto de lo antes mencionado: la aparicién
de nuevos patotipos, con nuevas combinaciones de factores de virulencia, toma
relevancia. En estudios recientes se reporta la presencia de distintos patotipos de
E. coli, algunos asociados a enfermedades en humanos, en heces de rumiantes
domésticos, silvestres, como los bisontes (Bison bison) y diferentes mamiferos
como el grupo de los carnivoros, como marmotas (Sandner et al. 2001; Olesen et
al. 2012; Kudva y Stasko 2013; Massot et al. 2017; Lu et al. 2016). Si bien, en
estos reportes se analiza la presencia de genes de virulencia, no se ha hecho un
analisis filogenético para establecer en estas cepas silvestres sus filogrupos y con
ello la congruencia con respecto a la adquisicion de genes de virulencia. Es por

eso la importancia del estudio, de un conjunto de cepas con FV, de un area
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geografica determinada, en sus condiciones naturales, tomando en cuenta la
influencia del microambiente, como anteriormente se menciond, que estaria
representado por la diferencia en estructuraras anatémicas y funciones de los
aparatos digestivos de distintos taxones. Por lo cual para el estudio de
caracteristicas evolutivas de cepas patogenas de E. coli la mejor fuente de

recursos son cepas aisladas de animales de vida silvestre.

En un estudio previo realizado, se logré patotipificar 66 cepas provenientes de
carnivoros ubicados en la Reserva de la Biosfera de Janos (RBJ). Las cepas
encontradas en este estudio se asociaron a patotipos EPEC y EHEC, y se evalud
su patogenicidad en cultivo celular. Considerando los reportes previos, donde se
menciona que los rumiantes domésticos y silvestres pueden ser reservorios de
algunas variantes de E. coli patdgenas, se contempldé una posible transmision
entre carnivoros y rumiantes silvestres de la RBJ cuestionandose, ademas, Qué
filogrupos podrian estar involucrados en este fendmeno? y ;Es posible que se
presente procesos evolutivos en las cepas durante esta transmision? Para
demostrar lo anterior se analizaron las caracteristicas genéticas y fenotipicas de
las cepas provenientes de bisontes, en conjunto con las obtenidas de carnivoros,
en esta zona geografica (RBJ). Ademas de lo anterior, dada la importancia de la
regulacion genética en los procesos de adquisicion de genes, ¢ Los factores sigma
podrian estar asociados a la adquisicion de FV? Los factores sigma son
requeridos para el reconocimiento de promotores especificos para el inicio de la
trascripcion, ubicados a -10 y -35 pb, corriente abajo del promotor. Estos factores
se ensamblan en conjunto con la enzima RNAP durante la transcripcién de genes
(Chauhan et al. 2016; Davis et al. 2017). Considerando lo anterior en este trabajo
se propone aplicar estos conceptos, en el estudio de la evolucion bacteriana, a
través del estudio de cepas de patdégenas y a patdégenas de microorganismos de
una regidn ecolodgica particular en una escala de tiempo especifico, entendiendo
que los procesos de regulacion en la adquisicion de nuevo material genético
pueden verse moldeados por esta presidn de seleccion mediada por el entorno.
En este trabajo se propone relacionar la presencia de FV con la presencia de

variantes de factores sigma que puedan regular la expresion de estos factores de
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virulencia. Si bien estos elementos se encuentran altamente conservados (Cho et
al. 2014), una variacion podria determinar que una cepa pueda o no regular la

expresion de un FV, afectando con ello su permanencia en el genoma.
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Preguntas de investigacion.

1. ¢Las cepas de E. coli PGV aisladas de carnivoros (Canis latrans, Mephitis
mephitis y Vuples macrotis) y Rumiantes (Bison bison) de la Reserva de la
Biosfera de Janos Chihuahua, mostraran los mismos FV, patotipos,
serogrupos Y filogrupos?

2. ¢Los patrones de factores de virulencia observados en las cepas de E. coli
PGV aisladas de carnivoros (Canis latrans, Mephitis mephitis y Vuples
macrotis) y Rumiantes (Bison bison) de la Reserva de la Biosfera de Janos

Chihuahua esta asociado a variaciones genéticas en el factor rpoD?

Hipotesis
1. Las cepas de E. coli PGV de diferentes taxones compartiran FV, patotipos,
serogrupos Y filogrupos por encontrarse en una misma area geografica.
2. Los patrones de FV encontrados en las cepas de E. coli PGV estara asociado

a variaciones en el factor sigma rpoD, mostrando que la adquisicion no es

proceso aleatorio y depende de caracteristicas genéticas en cada cepa.
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Objetivo general.

Identificar variantes del factor sigma rpoD en los distintos patotipos, filogrupos y
serogrupos de E. coli presentes en dos taxones diferentes de la Reserva de la
Biosfera Janos, Chihuahua, a través de un analisis de desnaturalizacién del ADN
de alta resolucién (High Resolution Melt) o HRM, con el fin de establecer posibles

procesos evolutivos en estas cepas.

Objetivos particulares:

1) Establecer si ambos taxones comparten patotipos, filogrupos y serogrupos
de E. coli.
2) Analizar mediante HRM de las variantes en rpoD y la similitud entre las

cepas aisladas
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Materiales y métodos.

Area de estudio. Rancho Ecoldgico El Uno ubicada dentro de la Reserva de la
biosfera de Janos, Chihuahua México, ubicada en el Municipio de Janos en el
noroeste de Chihuahua, México. Las coordenadas del Rancho Ecoldgico EI Uno
son: 108° 25, 36" Oeste y 30° 50°17” Norte. EI Rancho Ecolégico ElI Uno
pertenece a la asociacion The Nature Conservancy, cuenta con 18 500 Ha, donde
se encuentra una de las manadas de bisontes mas grandes de México. Los tipos

de vegetacion es pastizal con matorral (Figura 1).

La reserva de la biosfera de Janos esta delimitada al norte por los Estados
Unidos de Norteamérica y al este con Sonora, localizada entre los meridianos 108°
56°49” y 108° 56" 22” Oeste y los paralelos 31° 11" 7” y 30° 11" 27” Norte. Cuenta
con una superficie de 5 264 Km? que incluyen en el norte parte de la Sierra Madre
Occidental y en el oeste parte del Desierto Chihuahuense, lo que resulta en un
rango de altitud de los 1200 a los 2700 msnm. Presenta dos tipos de clima; arido
templado, con una temperatura media anual de 15.7°C y una precipitacion anual
de 381 mm (77% de las lluvias entre abril y agosto) y en la region serrana, un
clima templado humedo, con una temperatura media anual de 11.8°C y una
precipitacion anual de 552mm. Los tipos de vegetacion predominantes dentro de
la Reserva de la Biosfera de Janos Chihuahua son Pastizales, matorrales y

bosques (Pacheco et al. 2000) (Figura 1).
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Figura 1. Mapa de la RBJ. Se muestra el punto de muestreo donde se localiza el Rancho en Uno

donde se encuentran los bisontes que fueron muestreados
Toma de muestras. La colecta de muestras se realizé durante el manejo anual de
Bisontes (2014, 2015 y 2016) realizado en el Rancho Ecoldgico EI Uno. El manejo
de bisontes se efectua la primera semana de noviembre, el manejo de bisontes
tiene una duracion de dos dias. El manejo incluye el arriado de los animales, para
introducirlos a la manga de manejo. Una vez dentro de la manga de manejo se va
movilizando los animales uno por uno para entrar en un Shut de manejo para
ganado, una vez dentro del Shut se tomaron las muestras de heces directas del
recto de los individuos, marcando cada muestra con él numero de arete del animal
muestreado. Las muestras se guardaron en guantes estériles para posteriormente
conservarlas en refrigeracion hasta su analisis en el laboratorio. Los animales

muestreados, fueron todos los bisontes mayores a un afio de edad.
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Analisis de las heces. Las heces fueron pesadas, y se tomaron 2 gramos los
cuales fueron sembrados en 10 ml de caldo nutritivo por 20 horas a 37°C.
Posteriormente se recuperaro 1ml del caldo previamente homogenizado con
vortex, para realizar una dilucion 1/100. De cada dilucién se recuperaron 50 ul, los
cuales fueron sembrados en cajas petri con medio Levin Eosina-Azul de Metileno
por plaqueo y asa de vidrio, posteriormente se incubaron a 37°C por 20 horas,
cada dilucion fue plagueada por duplicado. Después de este tiempo las colonias
de E. coli (coloracion verde metalico) fueron recuperadas al azar de ambas cajas y
sembradas en cajas petri con medio Levin Eosina-Azul de Metileno en guia de 36
con asa microbiologica. En total se recuperaron 108 cepas por cada individuo,
dividido en 3 cajas de 36 colonias sembradas en guia, a las cuales se les analizo
la presencia de genes de virulencia. Las heces fueron analizadas en el Laboratorio
de Microbiologia Agropecuaria de la Universidad Autbnoma de México, unidad
Xochimilco (UAM-X).

Cepas de Carnivoros: Las cepas de E. coli portadores de genes de virulencia de
la Reserva de la Biosfera de Janos (PGV-RBJ), fueron aisladas y recuperadas de
muestras de hisopados rectales de carnivoros, durante los afios 2014 y 2015, en
un estudio previo. Estas cepas de E. coli PGV-RBJ fueron identificadas,
genotipificadas y evaluadas en cultivo celular. En estas cepas de E. coli PGV-RBJ
se identificaron los genes stx1, stx2, escV, eae y bfpB. Entre estas cepas aisladas
de carnivoros en la reserva de la biosfera de Janos se encuentran cepas atipicas
de EPEC (escV+, eae+, bfpB-), cepas productoras de shigatoxinas y cepas con
genes asociados a lesiones de esfacelamiento (Cuadro 3). Los carnivoros de los
cuales se recuperaron las cepas PGV son coyotes (Canis latrans), zorras del

desierto (Vulpes macrotis) y zorrillos listados (Mephitis mephitis).

Cepas Control: Se cuenta con 6 cepas control: EPEC O127:H6 (E2348/69),
EHEC 0O157:H7 (EOL933), ETEC O78:H11 (H10407), EAEC 042: NM, EIEC
0143: NM y UPEC O73: NM. Las cepas de EPEC 0127:H6, EHEC O157:H7 y
ETEC O78:H11 son cepas ATCC. Las cepas de EAEC, EIEC y UPEC (CFT),
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proviene de pacientes humanos con procesos entéricos, proporcionadas por el Dr.

Carlos A. Eslava Campos, del Hospital Infantil Federico Gémez.

Extraccién de ADN de las cepas E. coli de Bisontes y de las cepas de E. coli
PGV-RBJ y de las cepas, por medio de la PCR: Las cepas de carnivoros y las
cepas control fueron sembradas en tubos de 10 ml con Caldo nutritivo por 20 hrs a
37°C. Las cepas de bisontes fueron sembradas en pool de 36, en tubos de vidrio
de 10 ml con Caldo nutritivo por 20 hrs a 37°C. Posteriormente los tubos de vidrio
se centrifugaron (centrifuga CLAY ADAMS Brand DYNAC centrifuge) a 800 x g por

15 minutos, se decantaron y se recupero la pastilla en microtubos de 1.5 ml.

Para la extraccion de ADN se adiciono a cada muestra 600 ul de buffer de
extraccion (10 mM Tris-HCI pH 8, 400 mM NaCl, 20 mM EDTA pH 8.0 y 1% de
dodecil sulfato de sodio) y 8 pl de proteinasa K (20mg/ml), se incubaron en un
bafio en seco (WISP-SA Dry Bath Incubator) por 1 hr a 56 °C. Transcurrido este
tiempo, las muestras se centrifugaron (Hermle LaborTechnik GmbH - Z 160 M
Microlitre Centrifuge) a 5500 x g durante 5 min, el sobrenadante fue transferido a
un nuevo microtubo. A este sobrenadante se le agrego 500 pl de fenol—cloroformo-
alcohol isoamilico (25:24:1) y se homogenizé con ayuda de un mezclador (IKA
MS3 Basic) por 30 segundos. Esta mezcla se centrifugo a 10500 x g por 2 min y el
sobrenadante se transfirié a un nuevo microtubo. Al sobrenadante recuperado se
le agrego 50 ul de acetato de sodio 3M a un pH 6 y se homogenizo por inversion,
después se le agrego 10 ul de acrilamida lineal (2% acrilamida, 100 mM TBE pH
8.0), y se homogenizo. Posteriormente se precipito el ADN, adicionando 1 ml de
etanol al 100% frio y se incubaron en hielo por 5 min, a continuacién, cada
muestra se centrifugo (Thermo Scientific MicroCL 17R) a 17000 x g a 4 °C durante
15 minutos. Se decanto él sobrenadante y se adiciono etanol al 70% frio a cada
muestra. Esta mezcla se centrifugo a 17000 x g a 4 °C durante 15 min. El
sobrenadante se decanté para recuperar la pastilla. Después se dej6 secando
durante 30 minutos a 37 °C en la estufa de incubacion para evaporar restos de
alcohol, por ultimo, se resuspendié la pastilla en 50 yl de solucién TE (10 mM Tris

pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8). Se realizé un gel de agarosa para electroforesis para
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comprobar la extraccion de ADN, estas muestras de ADN se utilizaron para los
siguientes analisis. En el caso de las muestras de los bisontes sembradas en pool
de 36, cuando una muestra de ADN resulto positiva algun gen de virulencia, se
regreso a la muestra original y se sembraron en pool de 6, estos pools de 6 se les
realizo el procedimiento de extraccion antes mencionado y se volvieron a evaluar
a la presencia de algun gen de virulencia. Los pools de 6 que resultaron positivos
a al menos un gen de virulencia, se regres6 a la muestra original y se evaluaron

por individual cada cepa, de esta forma se aislo en individual las cepas PGV.

Determinaciéon de genes de virulencia. Las cepas aisladas de los bisontes
fueron analizadas para la deteccion de algun FV de los patotipos EHEC, EPEC,
ETEC, EAEC, EIEC. Las cepas de los carnivoros fueron analizadas para la
deteccion de los FV's, de los patotipos ETEC, EAEC y EIEC, cuyos perfiles faltaba

analizar en las cepas de los carnivoros.

Se utilizaron ocho juegos de iniciadores para amplificar segmentos de los genes:
eae, It, st, escV, bfpB, stx-1, stx-2, aggR vy ial, incluyendo 4 en una PCR multiplex
(stx-1, stx-2, escV y bfpB (Cuadro 1). Los genes [t, st, eae fueron desarrollados

para este trabajo.

Cuadro 1. Secuencia de iniciadores para la PCR

Nombre Pertenece Funcién Amplicon (bp)
Secuencia(sentido/contrasentido) Referencia
eae EPEC Necesario para la union 600
3’-GGGGACATTTTAGTCA-5"/ intima a las células En este estudio
5’-GATCAGAAGCGAGTTGTGG-3’ epiteliales. Asociada a las

lesiones A/E (ataque y

esfacelamiento
escV EPEC gen conservado, que 534
3’-GGCTCTCTTCTTTATGGCTG-5"/ EHEC pertenece a la isla de Muller. Et. al.,
5’-CCTTTTACAAACTTCATCGCC-3’ patogenicidad LEE. 2006
bfpB EPEC Subunidad del paquete 826
3’-GATAAAACTGATACTGGGCAGC-57/ formador de pili. Factor Muller. Et. al.,
5’-AGTGACTGTTCGGGAAGCAC-3’ de adherencia ubicado 2006

dentro de un plasmido

(EAF).
stx1 EHEC Ubicado dentro de un 250
3’-GGCGTTCTTATGTAATGACTGC-5"/ fago. Produccion de la Muller. Et. al.,
5’-ATCCCACGGACTCTTCCATC-3’ toxina Shiga tipo 1 2006
stx2 EHEC Ubicado dentro de un 325
3’-CGTTTTGACCATCTTCGTCTG-5"/ fago. Produccion de la Muller. Et. al.,

5’-AGCGTAAGGCTTCTGCTGTG-3’ toxina Shiga tipo 2 2006
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st ETEC Ubicado dentro de un 282
3"-TAGAGACCGGTATTACAGAAATCTGA- plasmido. Enterotoxina En este estudio
5/ termoestable
5°-TCATCCCGAATTCTGTTATATATGTC-3’
It ETEC Localizada en el plasmido | 183
3’-GGTTGGCAATTTTTATTTCTGTA-5"/ pEnt. Enterotoxina En este estudio
5’-ATTACAACAAAGTTCACAGCAGTA-3’ termolabil
aggr EAEC Activador transcripcional, | 308
3’-CTAATTGTACAATCGATGTGA-5"/ 5'- requerido para la Morin et. al., 2013
ATGAAGTAATTCTTGAAT-3’ expresion de la fimbria

de adherencia

agregativa.
ial EIEC Locus asociado a la 650
3’-GGTATGATGATGATGAGTCCA-5"/ invasividad, ubicado Lépez-Saucedo et.
5'-GGAGGCCAACAATTATTTCC-3’ dentro del plasmido inv, al., 2003

requerido para la

invasion celular.
chuA Filogrupos Receptor de membrana 288
5'-TGCCGCCAGTACCAAAGACA-3'/ externa de hemina, para Clermont et. al.,
5'-ATGGTACCGGACGAACCAAC-3’ la captacion de hierro. 2013
yjaA Filogrupos Proteina inducida por 211
5'-CAAACGTGAAGTGTCAGGAG-3'/ estrés. Utilizada como Clermont et. al.,
5'-AATGCGTTCCTCAACCTGTG-3’ marcador molecular 2013
TspE4c2 Filogrupos Fragmento cromosomal 152
5'-CACTATTCGTAAGGTCATCC-3'/ utilizado como marcador | Clermont et. al.,
5'-AGTTTATCGCTGCGGGTCGC-3’ molecular. 2013
arpAl Filogrupos Proteina asociada a la 400
5'-AACGCTATTCGCCAGCTTGC-3'/ familia de las ankirinas. Clermont et. al.,
5'-TCTCCCCATACCGTACGCTA-3’ De igual forma asociada a | 2013

la regulacion del Acetil-

CoA sintetasa.
arpAgpE Filogrupos 301
5'-GATTCCATCTTGTCAAAATATGCC-3'/ Clermont et. al.,
5'-GAAAAGAAAAAGAATTCCCAAGAG-3' 2013
trpAgpC Filogrupos Operon del Triptéfano 219
5'-AGTTTTATGCCCAGTGCGAG-3'/ sintetasa las tres Clermont et. al.,
5'-TCTGCGCCGGTCACGCCC-3' primeras subunidades 2013
trpBA Filogrupos Operon de Triptéfano 489
5'-CGGCGATAAAGACATCTTCAC-3'/ sintetasa subunidad alfa Clermont et. al.,
5'-GCAACGCGGCCTGGCGGAAG-3’ y beta 2013
rpoD Factor Uno de los principales 680

5-AGGAGCTGGGCAAAAAGTG-3’
5 -AATTTTTCGCGAGCCAGTTC-3’

transcripcional

factores sigma que ayuda
a la transcripcion de
genes, en condiciones de
estrés y crecimiento.

En este estudio
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Las condiciones de los ciclos de la PCR para cada par de iniciadores fueron:

aggr: Desnaturalizacién inicial de 94°C por 5 min. Seguido de 30 ciclos de 94°C
por 1 min, 56°C por 1 min y 72°C por 1:30 min; por ultimo, una extension final de
72°C por 5 min.

ial: Desnaturalizacion inicial de 94°C por 5 min. Seguido de 30 ciclos de 94°C por
1 min, 50°C por 1 min y 72°C por 30 seg; por ultimo, una extension final de 72°C

por 5 min.

eae: Desnaturalizacion inicial de 94°C por 5 min. Seguido de 35 ciclos de 94°C por

1 min, 50°C por 1 min 'y 72°C por 1 min; por ultimo, la extensién final 72° por 5 min.

Multiplex: Desnaturalizacion inicial de 94°C por 5 min. Seguido de 35 ciclos de
94°C por 1 min, 50°C por 1 min y 72°C por 1 min; por ultimo, la extensién final 72°

por 5 min.

It y st: Desnaturalizacion inicial de 95°C por 5 min. Seguido de 95°C por 1 min,

52°C por 45 seg y de 72°C por 45 seg; por ultimo, la extension final 72° por 5 min.

Analisis de la diversidad y estructura de los FV, dentro de la poblacién de E.
coli, pertenecientes a los bisontes y carnivoros de la RBJ. Se realizé una
curva de acumulaciéon como una funcién del esfuerzo de muestreo, donde se
asume que la riqueza total es el numero de especies que se encontrarian con un
esfuerzo infinito (asintota). Un estimador ideal, de una curva de acumulacion,
deberia alcanzar su propia asintota mucho antes que la curva de acumulacién de
especies observadas, y aproximarse a ella de un modo no sesgado. Esta curva de
acumulacién se realizé para la presencia de FV, para mostrar que la forma de
aislamiento he identificacion, permite observar el mayor nimero de combinaciones

posibles, de los FV.

Para cuantificar la diversidad especifica de los FV, se analiz6 la diversidad de FV
presentes en las cepas, por individuo a través del indice de Shannon, el cual
refleja la heterogeneidad de una comunidad sobre la base de dos factores: el
numero de especies presentes (en este caso los FV) y su abundancia relativa. Es

una medida del grado de incertidumbre asociada a la seleccién aleatoria de un
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individuo en la comunidad (Pla, 2006). Para evaluar si hay diferencia estadistica,
que nos muestre variaciones en la presencia de FV, entre los distintos taxones, se
calculd la riqueza de los FV y se realizdé una prueba Kruskal-Wallis, con la cual

podemos comparar dos grupos independientes, con distribucidn aleatoria.

Se realizo un analisis de la estructura de la metacomunidad; entendido como el
conjunto de comunidades locales conectadas a través de la dispersién de al
menos algunas de las especies que las componen (Leibolt et al., 2004). En el
presente trabajo las comunidades estan representadas por los individuos, ya sean
bisontes o carnivoros, mientras que la especie compartida son las cepas de E. coli
PGV representadas por los FV. Con el fin de ver si su distribucién esta

determinada por algun posible gradiente.

Para realizar el analisis de la diversidad y estructura de los FV, dentro de la
poblacién de E. coli, pertenecientes a los bisontes y carnivoros de la RBJ, como
antes se menciono, se utilizé el programa R-Studio con las paqueterias diversityR

y paqueteria basica de R-studio.

Identificacion serolégica para la determinacién del serogrupo y serotipo: Se
realizd pruebas serolégicas para determinar los serogrupos presentes, en las
cepas aisladas de los Carnivoros y de los bisontes de la RBJ, con la presencia de
algun FV. Las pruebas seroldgicas fueron realizadas con ayuda del laboratorio de
investigacion, ubicado en la torre de Biomédicas de la Universidad Nacional,
Auténoma de México (UNAM).

Obtenciéon de antigeno somatico: Cada una de las cepas de E. coli PGV RBJ fue
sembrada en tubos inclinados, con medio TSA, de 16X150 e incubados a 37°C
durante 24h, posteriormente se afiadié 10ml de solucion salina hasta cubrir el pico
de flauta y se dej6 reposar, para remover las colonias crecidas en el agar. El
contenido obtenido fue vaciado a otro tubo de ensaye para esterilizarlo a 110°C

durante 2h y se le agregaro 10ml de formalina.

Obtencion de antigeno flagelar: En tubos de 16X150, se prepar6 medio
semisolido, a los cuales se les agregara tubos de Durham y fueron inoculados con
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asas bacteriologicas dentro de los tubos de Durham, posteriormente se incubaron
a 30°C durante 2 semanas y se revisd el movimiento flagelar. Se tomo con una
asa bacterioldgica parte del crecimiento presente en la superficie y se inoculo en
caldo biotriptasa previamente esterilizado, para ser incubados a 30°C durante 24h,
se les agrego formalina para ser tapados con cinta de cera y proceder a

homogenizarlos.

Procedimiento de serotipificacion: 1) Antigenos somaticos; en tres placas de Elisa
de fondo romo para cada muestra fueron agregados 50ul de suero somatico de O1
a 0187 y en cada pocillo 40ul del antigeno somatico previamente preparado. Cada
una de las placas fueron incubadas a 50°C durante 24h, y una vez pasado este
tiempo se realizé la lectura, dependiendo del grado de aglutinacién el cual se

clasifica en negativo, +1, +2, +3 y +4.

Una vez finalizado el paso anterior se prepard diluciones, colocando 100ul del
suero de interés de A1 a A12 y de B a H se agregd 50 pl de solucion salina. Con
una pipeta multicanal se tomé 50ul del suero de la A1 a A12 para homogenizar a
los demas pocillos de la B a la H, posteriormente en cada columna se agregaran
40ul del antigeno correspondiente. Las placas fueron incubadas a 50°C durante
24h, se realizé la lectura para determinar el grado de aglutinacién y determinar el
titulo de 1:100 a 1:12800. Se seleccionan las cepas positivas para realizar sus
diluciones con sueros puros, en los cuales se les asignaron titulos de 1:50 a
1:6400, en los pocillos de A1 a A12 se agrego 80ul de S.S con 20ul del suero puro
correspondiente de la columna y de B a H se agregaran 50ul de S.S, se tomd con
una pipeta multicanal 50ul de la fila A para homogenizar de la B a la H. Al igual
que en las diluciones anteriores en cada una de las columnas se agregd 40ul del
antigeno correspondiente, las placas se incubaron a 50°C durante 24h y se obtuvo
su lectura; 2) Antigeno flagelar; para la obtencién del antigeno flagelar se realizo el
mismo procedimiento de los anteriores pasos descritos, con la excepcidon de que

las placas fueron incubadas por 2h en cada paso.
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Analisis de filogrupos. Las cepas aisladas de carnivoros y bisontes, previamente
genotipificadas para algun FV, fueron analizadas para la deteccion de los
filogrupos. Se identificaron los diferentes filogrupos, empleando las secuencias
reportadas para cada uno de los 6 filogrupos presentes y el protocolo propuesto
por Clertmont y col. (2000) y Clermont y col. (2013) para E. coli. Y la
determinacion de los filogrupos fue segun el protocolo de Clermont y col. (2013)
(Cuadro 2). Las secuencias para la determinacion de filogrupos son: chuA, yjaA,
TspE4c2, arpA1, arpAgpE, trpAgpC y trpBA (Cuadro 1), Las constantes fueron
tomadas de igual forma de Clermont (2013).

Cuadro 2. Criterio de clasificacion de filogrupos. Cuadro tomado del Original de Clermont y col. (2013), en cual

se puede observar que el criterio de clasificacion de pende le la combinacion de secuencias amplificadas,

Analisis estadistico multivariante. Se realizo una matriz de covarianza, a partir
de datos de ausencia y presencia de FV, entre los factores; serogrupo vy filogrupo.
Esta matriz de covarianza fue utilizada para evaluar la correlacidon que existe, para
algun FV y la pertenencia a un serogrupo o algun filogrupo. La correlacion fue
graficada en una Matriz de dispersion. Para el analisis multivariante y la Matriz de
dispersion se utilizé el programa R-estudio, con las paqueterias; ggplot2, foreign y

psych.
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Anadlisis del factor sigma rpoD por medio del analisis de desnaturalizacién de
alta resolucién (High Resolution Melt) o HRM en las cepas controles. A través
del analisis HRM, se evaluaron las cepas controles (EHEC, EPEC, ETEC, EAEC,
EIEC y UPEC), para determinar las variaciones polimorficas en el factor Sigma
rooD y designar cuantos cluster se diferencian y denominarlos segun su
agrupacion. Para lo cual se utilizé el equipo de Rotor Gene Q, (Quiagen), con el
programa Screen clust (Quiagen) ( Simenc y Potoénik 2011; Tamay de Dios et al.
2013; Andini et al. 2017). Para la amplificacion se escogi6é el factor sigma rpoD
(Cuadro 1), las condiciones de la PCR fueron: desnaturalizacién inicial de 94°C
por 5 min, seguido de 35 ciclos de 94°C por 1 min, 60°C por 1 min y 72°C por 1
min, estas condiciones del PCR fueron parte del disefio de iniciadores, para este
trabajo. Posteriormente se realizé la desnaturalizacién (MELT), en donde cada
0.2°C fue incrementando la temperatura de desnaturalizacion, hasta llegar a una
temperatura de 84°C, para diferenciar los polimorfismos en base a la cantidad de
enlaces de hidrogeno presentes entre GC (Andini et al. 2017). Para el analisis de
HRM se utilizé el programa ScreenClust® el cual a partir de las temperaturas de
desnaturalizacion realiza matrices de covarianza para las correlaciones y un
analisis principal de componentes para establecer diferentes grupos (Reja et al.
2010). Primero se determind una comparativa entre las cepas control para

establecer el numero de genotipos presentes.

Analisis del factor sigma rpoD por medio del analisis de desnaturalizaciéon de
alta resolucion (High Resolution Melt) o HRM en las cepas aisladas de
bisontes y carnivoros. A través del analisis HRM, se compararon en las cepas
aisladas de bisontes y carnivoros con FV, las variaciones polimorficas en el factor
Sigma rpoD y determinar a qué cluster pertenecen. Para lo cual se utilizé el equipo
de Rotor Gene Q, (Quiagen), con el programa Screen clust (Quiagen) ( Simenc y
Poto¢nik 2011; Tamay de Dios et al. 2013; Andini et al. 2017). Para la
amplificacion se escogiod el factor sigma rpoD (Cuadro 1), las condiciones de la
PCR fueron: desnaturalizacion inicial de 94°C por 5 min, seguido de 35 ciclos de
94°C por 1 min, 60°C por 1 min y 72°C por 1 min, estas condiciones del PCR

fueron parte del disefio de iniciadores, para este trabajo. Posteriormente se realizd
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la desnaturalizacion (MELT), en donde cada 0.2°C fue incrementando la
temperatura de desnaturalizacion, hasta llegar a una temperatura de 84°C, para
diferenciar los polimorfismos en base a la cantidad de enlaces de hidrogeno
presentes entre GC (Andini et al. 2017). Para el analisis de HRM se utilizé el
programa ScreenClust® el cual a partir de las temperaturas de desnaturalizacion
realiza matrices de covarianza para las correlaciones y un analisis principal de
componentes para establecer diferentes grupos (Reja et al. 2010). Primero se
determindé una comparativa entre las cepas control para establecer el numero de
genotipos presentes. El analisis HRM puede observar variaciones en la
temperatura de desnaturalizacién, por la temperatura de ruptura en los enlaces de
hidrogeno y su proporcion en base a la cantidad de CG, se pueden observar
polimorfismos (Reja et al. 2010; Ghorashi et al. 2013; Souza y Falcdo 2014;
Harrison y Hanson 2017; Ohshima et al. 2017).
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Resultados

Comparacioén en la presencia de Factores de Virulencia

En el afno 2014 se muestrearon 42 bisontes de la RBJ. De cada muestra se logré
recuperar 108 aislados de E. coli, dando un total de 4,536 aislados en el afo 2015.
En este mismo afo, se realizé un segundo muestreo, tomando muestras de 81, de
igual forma recuperando 108 muestras por cada individuo, teniendo un total de
8,748 del segundo muestreo. Se analizaron un total de 13,284 cepas provenientes
de bisontes, para la deteccion de algun gen de virulencia. Solo en ocho individuos
se aislaron cepas con la presencia de al menos un gen de virulencia, cuatro
individuos del primer muestreo y cuatro individuos del segundo muestreo. En total
se aislaron 73 cepas de bisontes, de las cuales 11 no tienen ningun gen de

virulencia y 62 con al menos un gen de virulencia.

Los perfiles de genes de virulencia para las 62 cepas de los bisontes fueron: 3
cepas stx-1+, 29 cepas stx-2+, 3 cepas escV+, 5 cepas eae+, 1 cepas ial+, 2 cepa
escV+bfpB+, 3 cepas stx1-+stx-2+, 9 cepas stx-2+ laL+, 1 cepas eae+lalL+, 1 cepa
escV+ jal+, 1 cepa stx-2+eae+tial+, 1 cepa escV+eae+tial+, 2 cepa escV+bifpB+tial+,

1 cepa escV+bfpB+eae+tial+.

En las 61 cepas aisladas de diferentes especies de carnivoros (coyotes, zorras del
desierto y zorrillos), se les analizé la presencia de genes de virulencia asociada a
patotipos de ETEC, EAEC y EIEC. Sin embargo, en las cepas de los carnivoros no
se obtuvo ningun amplificd para presencia de los genes evaluados (ial, st, It y
aggr). Teniendo un total de 134 cepas genotipificadas asociadas a algun patotipos.
Teniendo perfiles asociado a tres patotipos diferentes los cuales son EHEC, EPEC

(atipica y tipicas) y EIEC, y diferentes combinaciones entre ellos (Cuadro 3).
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Individuo | Taxon N° de cepas: genes | Patotipo asociado
de virulencia
20-Bvul Carnivoro | 1: escV EPEC-EHEC
2: eaqe EPEC
6: escV-eae aEPEC
26-Bcoy | Carnivoro | 3:stx1-stx2 EHEC
35-Bcoy | Carnivoro | 17:stx2 EHEC
39-Bvul Carnivoro | 4: eae EPEC
10: escV EPEC-EHEC
Coy-3 Carnivoro | 2: stx1-stx2 EHEC
Meph-15 | Carnivoro | 12: escV EPEC-EHEC
Meph-18 | Carnivoro | 3:stx1 EHEC
B-17 Rumiante | 1:eaqe EPEC
1: stxl-eae EPEC-EHEC
2:stx1 EHEC
2: stx2 EHEC
2: comensales
3: stx1-stx2 EHEC
B-28 Rumiantes | 2: comensales
4: stx2-ial EHEC-EIEC
13: stx2 EHEC
B-3 Rumiante | 1:ial EIEC
1: escV-eae-ial aEPEC-EIEC
1: escv-bfpB-eae-ial | EPEC-EIEC
2: escV-bfpB aEPEC
2: escV-bfpB-ial EPEC-EIEC
3: escV EHEC-EPEC




B-46 Rumiante | 1:stx1 EHEC
2: stx2-eae EPEC-EHEC
3: stx2 EHEC
B-60 Rumiante | 1: comensal
2: ege EPEC
B-63 Rumiante | 3: comensale
3:stx2
B-64 Rumiante | 1: comensal
1: stx2-eae-ial EHEC-EPEC-EIEC
3: stx2 EHEC
5. stx2-ial EHEC-EIEC
B-66 Rumiante | 2: comensales
2: ege EPEC
5:stx2 EHEC

Cuadro 3, Presencia de genes de virulencia en las cepas aisladas de carnivoros y bisontes de la RBJ
por individuo. Se muestra los diferentes genes de virulencia y la cantidad de cepas recuperadas por cada
individuo de los dos diferentes taxones, ademas de patotipos asociados en la RBJ.

Las cepas provenientes de carnivoros carecen de perfiles asociados a EIEC,
ademas de tener pocas combinaciones entre la presencia de genes de virulencia,
estableciéndose dos perfiles asociados a dos patotipos especificos EHEC vy
EPEC. Sin embargo, la presencia de genes como stx1, stx2, escV y eae, es
compartido entre ambos taxones, funcionando como recurso genético entre ambas
poblaciones para el intercambio de material genético entre ambas poblaciones de
E. coli (Cuadro 3).

Analisis de la diversidad de Factores de Virulencia y estructura de la
poblacién

La curva de acumulacién muestra que, conforme se aumenté el numero de cepas
aisladas y genotipificadas, se obtuvieron un mayor numero de combinaciones

posibles, alcanzando una asintota. De esta forma mostrando que con el esfuerzo
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de muestro aplicado para la detecciéon de FV, nos permite realizar analisis de
diversidad (Figura 2).

El analisis de diversidad de FV muestra que los individuos con mayor diversidad
de FV son: B-3 y B17 con 6 variantes cada uno y B-64 con 4 variantes diferentes,
estos tres individuos muestran un indice de Shannon mayor a uno (Cuadro 4).
Mientras que los demas individuos su diversidad es menor a uno teniendo menos

de tres variantes dentro de su diversidad genética. En el caso de los que su

Sitio 20-Bvul | 39-Bvul | Meph- B-17 B-28 B-3 B-46 B-60 B-63 B-64 B-66
15

Diversidad | 0.8486 | 0.9556 | 0.5359 | 1.7201 | 0.8246 | 1.9792 | 1.0114 | 0.6365 | 0.6931 | 1.1682 | 0.9950

diversidad es 0 es porque solo tienen un FV.

Cuadro 4. indice de Shannon. Se muestra el indice de diversidad por individuo refiriéndose a la
diversidad en genes de virulencia contenida en los individuos con cepas PGV.

Figura 2. Curva de acumulacion de FV encontrados. Se muestra la curva de acumulacién de
genes de virulencia, mostrando que se pudieron aislar la mayoria de los genes y sus
combinaciones posibles.

43| Pagina



La prueba estadistica de Kruskal-Wallis mostro que la riqueza en la presencia de
FV difiere entre los dos taxones, para lo cual se obtuvo una p 0.034 por lo cual al
ser p<0.05, muestra que la riqueza difiere entre la poblaciéon de carnivoros y de
rumiantes (Figura 3). Posteriormente se analizo la estructura de la metacomunidad
de E. coli PGV, de los individuos de ambos taxones, segun los criterios de Leibold
y Mikkelson (2002). La metacomunidad de genes detectados de E. coli muestra un
recambio en la presencia de genes de virulencia, ademas que en el analisis de
Coherencia muestra una significancia de una p< 0.05, al igual que el recambio y el
agrupamiento resultan ser muy significativos con una p>0.05. Este tipo de patrén,
indican que la metacomunidad tiene una estructura Clemensiana, es decir, que los
genes de virulencia de cada poblacion realmente pertenecen a un solo conjunto de
genes y que su distribucion a través de los individuos responde a algun gradiente

se estan intercambiando segun (Figura 4 y Cuadro 5). (Figura 4 y Cuadro 5).

Figura 3 Varianza en la presencia de FV. Con un valor de p = 0.03452 a través de una prueba de chi-
squared = 4.4686, se observa que el grupo de los Rumiantes o bisontes se obtuvo una diferencia
mayor en la presencia de genes de virulencia
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Figura 4. Estructura de la metacomunidad de FV de E. coli. A través del analisis de comunidad
propuesto por Leibold y Mikkelson (2002), se puede ver que la organizacion pertenece a una
estructura de anidacion.

Coherencia Recambio Agrupamiento
varian varian
Matriz p Y4 media za p 4 media | za indice P Estructura
Separado
en cada| 922?21 | 12006 | 16.258 |5.1265| >13E- | - |177.33 1748 | 5 1568 | 9.32E-05
9 10 6.2152 3 4 .

cepa Clementsiana
Combinac
! 0.0208 10.002 | 5.87E- - 332.06 | 28.10
ion en 33 2.3109 | 33.116 6 05 40178 9 75 2.2413 | 3.13E-06
cada cepa

Cuadro 5. Valores estadisticos para el analisis de la estructura de la metacomunidad. Se puede
observar que para una matriz generada por combinaciones de genes las pruebas de Coherencia,
Agrupamiento y Recambio hay un nivel de significancia con una p<0.05, teniendo una estructura
Clemensiana.

Presencia de filogrupos y serogrupos

Los filogrupos detectados en las cepas PGV RBJ pertenecientes a los bisontes y
carnivoros, fueron cuatro de los siete filogrupos establecidos por Clermont y col.
(2013). Los filogrupos encontrados fueron: A, B2, D y E. Su distribucién de estos
cuatro filogrupos, solo fue en las cepas de los carnivoros (Cuadro 6). El filogrupo A
esta presente en 3 cepas del Meph 18; el filogrupo B2 en 12 cepas del Meph 15; el
filogrupo D se encuentra en 3 cepas del 35B- Coy, 1 cepa del 39Br-Vul y 1 cepa
del Meph 15, su distribucion parece ser por individuo. Mientras 115 cepas de los
dos taxones muestran, un patréon desconocido en la presencia de genes
metabolicos propuestos por Clermont, presentando la combinacion de arpA+,
yjaA+ y TspE4 C2+ (Cuadro 2). A demas de esto se observa que la presencia de
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estos filogrupos es por individuos que por conjunto de genes de virulencia. De
igual forma se analiz6 la presencia de serogrupos en algunas de las cepas de E.
coli encontrando 12 serogrupos entre ellos: 010, 0139, 0153, 017, 0175, 021,
022, 026, O75, 08, 093 y un O sin determinar (O?), mientras que la presencia
del antigeno flagelar se encontré 11 variantes y una sin indefinida (H?) (Cuadro 6).
Mientras que serotipos como el 021:H21 y O75:H38 se encuentra solo en un
individuo, el serotipo O153:H7 y O139:H21 se encuentra distribuido dentro de
diferentes carnivoros, pero no en algun bisonte. Se puede observar también que
los serogrupos analizados de bisontes tiene una distribucién por individuo, no por
taxon. Como podemos ver en la Matriz de dispersiéon. Se observa que no hay una
relacion o una interaccion entre los serogrupos y los filogrupos que determine la

presencia de algun gen de virulencia (Figura 5).

Algunos de los serogrupos como O153:H7, 0O139:21 y 021:H21 se encuentran
relacionados a cepas productoras de Shigatoxinas. EI O153:H7 se ha encontrado
asociado a enteritis hemorragica en conejos, en este caso las cepas recuperadas
no tenian ningun gen que codifique para alguna Shigatoxina, y en algunos casos
tienen un perfil de aEPEC con la presencia de escV+eae+. Mientras que las cepas
0139:21 y 021:21 estan asociadas a procesos entéricos en humanos por

presencia de Shigatoxinas.

Filogrupo | Cepa O: H: Taxén Genes de virulencia
stx1l | stx2 | escV | bfpB | eae | ial
A Meph 18-7 | 093 H? Carnivoro
Meph 18-8 | 093 H? Carnivoro
Meph 18- | 093 H? Carnivoro
17

Meph 15-1 | 0153 H6 Carnivoro

Meph 15-2 | 0153 H6 Carnivoro

Meph 15-5 | 0153 H49 Carnivoro
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Meph 15-6 | 0139 H49 Carnivoro
Meph 15-8 | 0139 H6 Carnivoro
BZ Meph 15- | 0153 H6 Carnivoro

21
Meph 15- | 0153 H6 Carnivoro

22
Meph 15- | 0139 H6 Carnivoro

23
Meph 15- | 0139 H49 Carnivoro

24
Meph 15- | 0153 H6 Carnivoro

27
Meph 15- | 0139 H6 Carnivoro

28
D 35-BCoyl6 | O°? H11 Carnivoro
35-BCoy24 | O°? H11 Carnivoro
35-BCoy31 | O? H11 Carnivoro
39-BrVul26 | 0153 H7 Carnivoro
Meph 15- | 0153 H49 Carnivoro

12

E 20-BVul1l2 | 0153 |H21 | Carnivoro

39-BrVul29 | 0139 H21 Carnivoro
20-BVul4 0153 H21 Carnivoro
20-BVul5 0153 H21 Carnivoro
20-BVul6 0153 H21 Carnivoro
20-BVul7 0153 H21 Carnivoro
20-BVul8 0153 H21 Carnivoro
20-BVul25 | 0153 H21 Carnivoro
20-BVul28 | 0153 H21 Carnivoro
20-Bvul30 | 0175 H16 Carnivoro
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26-BCoy3 075 H38 Carnivoro

26-BCoy6 017 H18 Carnivoro

26-BCoy19 | O75 H38 Carnivoro

35-BCoy5 0>? H11 Carnivoro
35-BCoy9 0> H11 Carnivoro
35-BCoy14 | O? H11 Carnivoro
35-BCoyl7 | O? H11 Carnivoro
35-BCoy21 | O? H11 Carnivoro
35-BCoy23 | O°? H11 Carnivoro
35-BCoy26 | 021 H21 Carnivoro

35-BCoy27 | 021 H21 Carnivoro

35-BCoy28 | 07 H11 Carnivoro
35-BCoy30 | O°? H11 Carnivoro
35-BCoy32 | O°? H11 Carnivoro
35-BCoy33 | O°? H11 Carnivoro

35-BCoy35 | 021 H21 Carnivoro

35-BCoy36 | 021 H21 Carnivoro

39-BrVul5 0153 H7 Carnivoro

39-BrVul7 0153 H7 Carnivoro

Nn O 2 0 o o m ©O

39-BrVul8 0153 H7 Carnivoro

39-BrVull8 | 0153 H7 Carnivoro

I 39-BrVul20 | 0153 H7 Carnivoro

39-BrVul23 | 0139 H21 Carnivoro

O
a

39-BVul23 | 0139 H21 Carnivoro

O 39-BVul24 | 0153 H7 Carnivoro

39-BrVul25 | 0153 H7 Carnivoro

39-BrVul27 | 0139 H? Carnivoro

39-BrVul31 | 0153 H7 Carnivoro
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39-BrVul28 | 0139 H21 Carnivoro

Coy 3-19 0153 H28 Carnivoro

Coy 3-31 0153 H28 Carnivoro

B-3(6) 1 022 H8 Rumiante

B-3(6) 2 022 H8 Rumiante

B-3(6) 4 022 H8 Rumiante

B-3(6) 5 022 H8 Rumiante

B-3(6) 6 022 H8 Rumiante

B-3(6) 7 022 H8 Rumiante

B-3(6) 8 022 H8 Rumiante

B-3(6) 9 022 H8 Rumiante

B-3(6) 10 022 H8 Rumiante

B-3(6) 11 022 H8 Rumiante

B-3(6) 15 022 H8 Rumiante

B-3(6) 16 022 H8 Rumiante

B-3(6) 30 022 H8 Rumiante

B-3(6) 31 022 H8 Rumiante

B-3(6) 32 022 H8 Rumiante

B-3(6) 33 022 H8 Rumiante

B-3(4)3 022 H8 Rumiante
B-3(4)5 022 H8 Rumiante
B-3(4)6 022 H8 Rumiante
B-15(3) 1 0? H21 Rumiante
B-15(3) 2 o? H21 Rumiante
B-15(3) 3 o? H21 Rumiante
B-15(3) 4 o? H21 Rumiante

B-15(3) 5 0110 H21 Rumiante

B-15(3) 7 o? H21 Rumiante
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B-16(1) 27 | 022 H8 Rumiante

B-16(1) 28 | 022 H8 Rumiante

B-16(1) 29 | 022 H8 Rumiante

B-16(1)32 | 022 H- Rumiante

B-16(3)8 022 H8 Rumiante

B-16(3)11 | 022 H8 Rumiante

B-16(3)12 | 022 H8 Rumiante

B-16(3)18 | 022 H8 Rumiante

B-16(3)33 | 022 H8 Rumiante

B-16(3)34 | 022 H8 Rumiante

B-26(2)1 026 H11 Rumiante

B-26(2)2 026 H11 Rumiante

B-26(2)3 026 H- Rumiante

B-26(2)4 026 H11 Rumiante

B-26(2)5 026 H11 Rumiante

B-26(6)3 026 H- Rumiante
B-26(6)6 026 H- Rumiante
B-26(6)11 | 026 H- Rumiante
B-26(6)14 | 026 H- Rumiante
B-26(6)22 | 026 H- Rumiante
B-26(6)30 | 026 H- Rumiante
B-26(6)31 | 026 H- Rumiante
B2-14-3-(1) | 079 H- Rumiante
B2-14-3- 079 H- Rumiante
(15)

B2-14-3- 079 H- Rumiante
(19)

B2-14-3- 079 H- Rumiante
(24)
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B2-4-3-(5) | 079 H7 Rumiante
B2-14-3-(6) | O? H14 Rumiante
B2-14-3-(9) | 079 H7 Rumiante
B2-14-3- 010 H- Rumiante
(12)

B2-14-3- 08 H14 Rumiante
(13)

B2-7-1-(15) | 08 H14 Rumiante ‘
B2-7-1-(14) | 08 H14 Rumiante
B2-7-1-(26) | 08 H14 Rumiante
B2-31-2-(1) | O112ab | H2 Rumiante
B2-31-2-(4) | O112ab | H2 Rumiante
B2-31-2-(8) | 08 H14 Rumiante
B2-31-2- 08 H14 Rumiante
(16)

B2-31-2- 08 H14 Rumiante
(22)

B2-31-2- 08 H14 Rumiante
(25)

B2-31-2- 08 H14 Rumiante
(30)

B2-31-2- 08 H14 Rumiante
(31)

B2-31-2- 0112ab | H2 Rumiante
(32)

B2-31-2- 08 H14 Rumiante
(34)

B2-31-3- 08 H14 Rumiante
(24)

B2-49-1-(2) | 079 H- Rumiante
B2-49-1-(5) | 079 H- Rumiante
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B2-49-1-(7) | 079 H- Rumiante

B2-49-1-(9) | 079 H- Rumiante
B2-49-1- 079 H- Rumiante
(28)

079 H7 Rumiante
B2-49-1-
(33)

Cuadro 6. Presencia de Filogrupos y serogrupos en las cepas PGV RBJ en bisontes y carnivoros. Se
establece la presencia de filogrupos en las distintas cepas y la diferente distribucién de genes de virulencia,
ademas de la presencia de los serogrupos en estas. Los FV presentes en las cepas PGV RBJ, estan rellenados
por diferentes colores; rojo (stx1), verde (stx2), azul rey (escV), amarillo (bfpB), rojo ladrillo (eae) y azul cielo (ial)

Figura 5 Grafica de dispersion entre los filogrupos y los serogrupos asociados a algun factor de
virulencia. Se observa que no hay la presencia de alguna agrupacion que este determinado por la presencia

de los filogrupos o de Serogrupos
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Establecimiento de genotipos a través de HRM

El analisis de las cepas control mostré que hay tres diferentes genotipos y que las
cepas control comparten caracteristicas genéticas, con base en el analisis de
polimorfismos en el factor sigma rpoD. El analisis principal de componentes
muestra la probabilidad de pertenencia de las cepas control; EPEC, EHEC, ETEC,
EAEC, EIEC y CFT, en tres agrupaciones, es decir, se presentan tres genotipos
de rpoD para los seis distintos patotipos. Se renombraron los clusteres en; 1)
cluster EHEC el cual contiene a EHEC, EPEC, ETEC, 2) cluster EAEC, el cual
contiene a EAEC y CFT y 3) el cluster EIEC. Los cuales se usaran para los
siguientes analisis. Este resultado es coherente con los indicios de un comun

origen de entre estas cepas y la divergencia de EIEC (Cuadro 7 y Figura 6).

Probabilidad de pertenencia
Nombre Cluster Cluster 1 Claster 2 Claster 3
EPEC Claster 2 0.0000 1.0000 0.0000
EHEC Claster 2 0.0000 1.0000 0.0000
ETEC Claster 2 0.0000 1.0000 0.0000
EAEC Claster 1 1.0000 0.0000 0.0000
EIEC Claster 3 0.0000 0.0000 1.0000
CFT Claster 1 1.0000 0.0000 0.0000

Cuadro 7 Genotipos presentes en E. coli para diferentes Patotipos, por las variantes en rpoD. Se
muestra las diferentes agrupaciones, establecidas por las variantes polimérficas en rpoD. Las
agrupaciones se realizaron por la probabilidad de pertenencia de cada cepa en los clusteres
formados.
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Figura 6. Analisis principal de componentes en tercera dimension, de las cepas tipos (EHEC,
EPEC, ETEC, EAEC, EIEC, UPEC). Se observa que las cepas tipo se agrupan tres clisteres por su
probabilidad de pertenencia. El cluster 1 (Rojo) en el cual se encuentra las cepas EAEC y CFT; el
cluster 2 (Azul) en el cual se agrupan las cepas EHEC, EPEC y ETEC; el cluster 3 (Verde) que contiene
la cepa EIEC. Observando que se cuenta con tres perfiles genéticos para rpoD
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Evaluacién de variantes en rpoD en cepas de E. coli PGV RBJ de bisontes y

carnivoros.

Las cepas de E. coli PGV RBJ de Carnivoros y bisontes, mostraron la presencia
de dos, de los tres posibles clusteres previamente establecidos (EHEC, ETIEC,
EAEC). En un andlisis aleatorio de 14 muestras de bisontes y 12 muestras de
carnivoros. Se obtuvieron mayores probabilidades de similitudes a los clusteres
EHEC y EIEC (4 y 25 respectivamente). Mientras que las probabilidades de
similitud, para el cluster EAEC, fueron menos del 45%, por lo cual no se identifica
alguna cepa perteneciente al cluster EAEC. El cluster EAEC fue asociado a los
patotipos EAEC UPEC. En estas cepas, tampoco se obtuvo ningun gen de
virulencia para el patotipo EAEC (Figura 7 y Cuadro 8). Sin embargo, podria ser
un indicador de que se trata de una poblacion, al tener una misma homologia en el
gen rpoD. Para descartar que sea un genotipo de poblacion se analizaron las

muestras por bloques.

Cuando se analiz6 las muestras por bloques, se observa que tenemos en la RBJ
los tres clusteres previamente establecidos. La distribucion de los tres clusteres
esta presente en las cepas de E. coli PGV RBJ de carnivoros y bisontes, mostrado
la presencia de tres diferentes genotipos en rpoD, en las cepas aisladas de E. coli
PGV RBJ. En las cepas de los carnivoros, el analisis principal de componentes
muestra, a partir de las probabilidades de pertenencia, que las principales
agrupaciones o clusteres fueron EHEC y EIEC. En cluster de EAEC solo se

obtuvieron 4 cepas (Figura 8).
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Figura 7 Analisis principal de componentes en tercera dimension, para el factor rpoD de
cepas de Bisontes y carnivoros. Se muestra el APC realizado para una muestra aleatoria de
cepas con genes de virulencia de ambos taxones, en el se observa que se encuentran
representados en su mayoria por los clisteres renombrados por sus perfiles: EHEC (cluster 2) y
EIEC (cluster3). Mostrando la posible existencia de solo dos genotipos de rpoD en las cepas
aisladas de la RBJ
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Probabilidad de pertenencia a los Clusteres
Nombre Claster EHEC EAEC EIEC
renombrado
EHEC EHEC 0.9881 0.0000 0.0119
EAEC EAEC 0.0000 0.9855 0.0145
EIEC EIEC 0.0000 0.0249 0.9751
E. coli 5dh EIEC 0.0007 0.0071 0.9921
Meph 15-1 EIEC 0.0001 0.0005 0.9994
Meph 15-12 EIEC 0.0000 0.0022 0.9978
Meph 15-23 EHEC 0.9990 0.0000 0.0010
Meph 15-27 EIEC 0.0000 0.0004 0.9996
Meph 18-7 EIEC 0.0000 0.0046 0.9954
Meph 18-8 EIEC 0.0637 0.0045 0.9318
20-B vul 6 EIEC 0.0047 0.0041 0.9912
20-B vul 7 EIEC 0.0001 0.0052 0.9948
26-B coy 6 EIEC 0.4910 0.0013 0.5076
35-B coy 28 EHEC 0.7781 0.0004 0.2216
35-B coy 30 EIEC 0.0040 0.0061 0.9898
39-Br vul 8 EIEC 0.0021 0.0052 0.9927
29-Br vul 18 EIEC 0.0237 0.0023 0.9740
B-3(6)1 EIEC 0.0231 0.1349 0.8420
B-3(6)5 EIEC 0.6211 0.0121 0.3668
B-3(6)8 EHEC 0.7478 0.0072 0.2450
B-3(6)9 EIEC 0.0562 0.1306 0.8132
B-3(6)13 EHEC 0.9010 0.0012 0.0977
B-3(6)16 EIEC 0.0000 0.2892 0.7108
B-3(6)29 EIEC 0.0960 0.4124 0.4916
B-3(6)32 EIEC 0.0050 0.7526 0.2424
B-16(1)28 EIEC 0.4765 0.0459 0.4777
B-16(1)32 EIEC 0.0000 0.3177 0.6823
B-26(6)31 EIEC 0.0784 0.0054 0.9162
B2-4(3)2 EIEC 0.1981 0.0013 0.8006
B2-4(6)2 EIEC 0.0000 0.1560 0.8440
B2-4(3)14 EIEC 0.5882 0.0007 0.4111
B2-49(1)33 EIEC 0.0690 0.0012 0.9298

Cuadro 8. Tabla de Pertenencia a algun cluster, de las cepas aisladas de la RBJ de los bisontes y
carnivoros. Se muestra la tabla de contingencia del APC, en el cual muestra la probabilidad de pertenencia a
alguno de los tres clusteres (EHEC, EAEC y EIEC) y su tipicidad.
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Figura 8 Analisis Principal de Componentes en tercera dimension por taxén y su agrupacion
dentro de los tres genotipos: EHEC (Rojo), EIEC (azul) y EAEC (verde). En el bloque A y B se
muestra las cepas provenientes de carnivoros, en la cual los clusteres que contienen mas cepas con
mas del 50% de probabilidad de pertenencia son: EHEC y EIEC. En los bloques C y D son las cepas
provenientes de bisontes, la mayor cantidad de cepas con una probabilidad mayor al 50% de
probabilidad de pertenencia, son representadas por el cluster EHEC
Para el caso de las cepas recuperadas de bisontes de igual forma los Clusteres
principales son EHEC y EIEC, pero existe la presencia de cepas como el genotipo
de AEAC. Como se habia visto las cepas de ambos Taxones corresponden a una
misma poblacidon o metacomunidad, sin embargo, los clusteres de agrupacién
muestran que aun en una misma poblacién hay variantes genéticas en los factores

sigma. Estas variaciones genéticas parecen estar vinculadas a la presencia de
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algunos FV. Se observa en el cuadro 9, la presencia de FV asociados a patotipos
EPEC y EHEC se encuentran en el cluster de EHEC. Se puede observar que 31
stx2, 8 stx1-stx2 y 6 escV-eae se encuentran el cluster de EHEC, como antes se
menciono este cluster representa una variante del factor sigma rpoD, confirmando
la asociacion de variantes en factores sigma que permiten la presencia de FV para
estos genes. Mientras que en el cluster EIEC se nota la presencia de genes
asociados a ial asociado a cepas invasivas, mientras el cluster AEAC parece ser el

que presenta mas FV.

FACTORES DE VIRULENCIA EAEC EHEC EIEC

COMENSAL

eae

eae-ial

escV

escV-bfpB

escV-bfpB-ial

escV-eae

escV-eae-bfpB-ial

escV-eae-ial

escV-ial

lal

stx1

stxl-eae

stx1-stx2

stx2

stx2-eae

stx2-eae-ial

stx2-ial 1 2 4
Cuadro 9. FV y sus combinaciones dentro de las cepas de E. coli PGV RBJ y su distribucién
en los tres distintos clusteres (EAEC, EHEC y EIEC), Se muestra como estan distribuido los FV
de las cepas de E. coli PGV RBJ de bisontes y carnivoros, en los tres distintos genotipos
encontrados del factor sigma rpoD, los cuales se agruparon en los tres distintos clusteres.
Observando que el cluster EHEC contiene los FV asociados a los patotipos EPEC y EHEC,

00O OO OO OOMmMOOoOoONWMm
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Discusion

Los resultados sugieren que la determinante para la presencia de algun FV es la
participacion de factores o y la presencia de polimorfismos dentro de los factores
sigma. Debido a que los factores sigma estan bajo presién de seleccion,
permitiendo la existencia de algunas variantes, Posiblemente estas variantes se
deban a procesos evolutivos localizados, pero que mantienen secuencias
conservadas, para los procesos de transcripcion. El analisis HRM permitié la
existencia de 3 genotipos, para los 6 patotipos reconocidos (Figura 6), esto
genotipos concuerdan con las relaciones filogenéticas vistas por algunos
investigadores. Estas relaciones filogenéticas emparentan los patotipos EHEC,
EPEC y ETEC,; los patotipos EAEC y UPEC, y el que se encuentra mas distante
de estos EIEC (CITA). Encontrando una posible determinante genética asociada a
la presencia de FV. Algunos autores como Bohilin y col. (2014), observaron que
dentro del genoma nucleo habia asociacidn con la presencia de FV. Autores como
Bleibtreu y col. (2014) y Cho y col. (2014), habian mencionado la importancia de
los factores ¢ para mantener la virulencia y mantener un gen por presién de
seleccion, por lo cual los consideramos candidatos idoneos relacionados a la

adquisicién de FV.

Las 134 cepas mostraron diversas combinaciones de genes de virulencia,
indicando que las poblaciones de E. coli dentro de un mismo individuo pueden
variar. En otros trabajos se han recuperadosolo una cepa o se realiza la
extraccion de ADN de las heces, de medios de cultivo, el las cuales determinacion
la presencia de genes de virulencia, como si fuese una poblaciéon heterogenia. (
Escobar-Paramo et al. 2004; Loukiadis et al. 2006; Bashir et al. 2012; Gonzales et
al. 2013; Liu et al. 2014; Luo et al. 2016; Oh et al. 2016; Hakim et al. 2017). Las
108 colonias recuperadas por individuo, nos permitié obersvar que las poblaciones
de E. coli no se comportan heterogéneamente, obteniendo diversas variantes
(Figura 2)..

Al ser una poblacién de cepas de E. coli, aisladas de una determinada zona

geografica, se puede inferir la posibilidad de transferencia de material genético
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entre diferentes de E. coli, al conformar una metacomunidad en la cual pueden
fluctuar los FV. En otros estudios se hace la asociacion de aislados de distintas
zonas geograficas, por lo cual puede comportarse como un proceso aleatorio la
adquisicion de material genético. (Souza y Rocha 1999; Escobar-Paramo et al.
2004; Le Gall et al. 2007; Tenaillon et al. 2010; Clermont et al. 2013).

En las cepas de E. coli PGV RBJ, se encuentran los tres genotipos establecidos
por HRM. Los genotipos representativos en las cepas aislas de E. coli PGV RBJ,
son los genotipos EHEC y EIEC. Podemos observar que el genotipo EHEC
contiene la mayor cantidad de genes stx1, stx2, y la combinacion entre ambos. El
analisis principal de componentes muestra una alta probabilidad de pertenencia de
las cepas que tienen estos genes con el genotipo EHEC. Este resultado nos
permite decir que, si hay asociacién entre la presencia de FV y variantes en los
factores o, para corroborar este hecho faltaria evaluar, los demas factores 0. Se
ha visto que cada factor sigma interactuia en procesos diferentes como la
presencia de flagelo o estrés en el caso de rpoD, y esto es importante ya que se
ha visto que los genes que codifican para la produccién de toxinas Shiga se
encienden en condiciones de estrés ambiental (Melton-celsa 2014; Lee et al. 2016;
Smith et al. 2014; Tozzoli et al. 2014; Paget 2015).

Al analizar la diversidad de FV y la estructura de la metacomunidad, observamos
que la diversidad difiere entre los diferentes taxones (Figura 3). Sin embargo, en
su estructura como una metacomunidad de E. coli, como reportan Leibold y
Mikkelson (2002), tiene una estructura Clemensiana, lo que quiere decir que los
FV de las cepas de E. coli de los distintos taxones, pertenecen a un mismo
conjunto de FV, los cuales se comparten entre las diferentes cepas y obedecen a
algun gradiente, ya sea ambiental o genético. Este tipo de analisis se puede
aplicar a nivel molecular, al hablar de elementos moéviles, que pueden ser
adquiridos o transmitidos entre diversas poblaciones, siempre y cuando compartan
un nicho, caracteristicas genéticas y zonas geograficas. Caracteristicas que
cumple la dinamica de la THG (Koonin 2016; Soucy et al. 2015).
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Al igual que en diversos estudios, se observa que las combinaciones de FV no son
exclusivas de los patotipos ya descritos, pueden estar en distintas combinaciones
los FV, sin poder localizarlas en algun patotipo en especifico(Lu et al. 2016).
Ademas, se han utilizado criterios para establecer la presencia de caracteristicas
geneticas asociada a la presencia de FV y patotipos. Uno de los criterio ha sido la
presencia de filogrupos en diferentes cepas de E. coli. En las cepas de E. coli PGV
RBJ aisladas de bisontes y carnivoros solo se encontraron 4 filogrupos,
distribuidos en 20 de las cepas de los carnivoros (Cuadro 6). Sin embargo, estos 4
filogrupos estan distribuidos por individuos. Dos de estos filogrupos presentes en
las cepas de E. coli PGV RBJ, que se reportan con caracteristicas de patégenas
son; el B2 y el E, donde se encuentran las cepas reportadas como atipicas. Sim
embargo las cepas aisladas de E. coli que pertenecen al grupo B2, solo tenian un
FV (Smith et al. 2013; Servin 2014; Vila et al. 2016; Clermont et al. 2017). Mientras
que las demas cepas de E. coli PGV RBJ aisladas de bisontes y carnivoros,
presento un patrén desconocido para la presencia de algun filogrupo. Este patrén
de filogrupo desconocido, esta presente en las cepas de E coli PGV RBJ de

carnivoros y de bisontes.

Algunos autores como Carlos y col. (2010), mencionan que la presencia de estos
genes metabodlicos, con los cuales se desarrollan los filogrupos, estan
relacionadas a al tipo de digestidon o dieta. Estos genes metabdlicos no son
transferidos a través de mecanismos de la THG, si estan bajo el efecto de presion
de seleccion, lo que puede hacer variar su presencia en diferentes cepas. Varios
de los procesos de presion de seleccion también esta esta influenciado por la
competencia, es por lo cual algunos autores mencionan como la microbiota
también ejerce la evolucion de E. coli en el intestino ( Miskinyte et al. 2013; De
Sordi et al. 2017).

se infiere que La presencia de genes de virulencia no corresponde un filogrupo
determinado, a diferencia de otros estudios donde analizan cepas de varias partes
del mundo, lo que pudiese haber enmascarado la determinacién genética de un

filogrupo hacia algun FV (Olivier Clermont et al. 2000; Escobar-Paramo et al.
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2004;). En este estudio como en el estudio de Lu y col. (2016), fue en una zona
geografica determinada, permitiendo eliminar la incertidumbre y probando que la

presencia de un filogrupo no determina la presencia de un gen de virulencia.

Otro de las asociaciones que se han hecho a la presencia de FV, es la presencia
de determinados serogrupos ( Aslani y Alikhani 2011; Pizarro et al. 2013; Wang et
al. 2013; Beraldo et al. 2014; Iguchi et al. 2015), en este estudio se obtuvieron
diversos serogrupos, si bien pareceria que los serogrupos estan asociados a la
presencia de un FV, dentro de los serogrupos varia la presencia de los FV. se
observa que la presencia de un serogrupo, corresponde mas a los individuos, que
por la presencia de algun FV. Si bien los serogrupos 0153 y 0175 asociado a la
presencia de toxinas, ninguna cepa con estos serogrupos tuvo la presencia de
alguna toxina (Scaletsky et al. 2010; Tennant et al. 2009; Smith et al. 2014;
Scaletsky et al. 2010; Bugarel et al. 2011). Otra de los serogrupos interesantes es
el serogrupos 021, asociada a procesos infecciosos en nifios, y productora de
toxinas, en la cual si se encontro el gen stx2 (Regina et al. 2005). Sin embargo, al
igual que los filogrupos la presencia de algun serogrupo no determina la presencia

de algun gen de virulencia como se ve en la Figura 5.
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Conclusiones

1) Se logré establecer que por individuo se pueden alojar poblaciones de E.
coli con diversos patrones en genes de virulencia.

2) Se logré demostrar que a pesar de que los rumiantes mostraban una mayor
diversidad en cepas de E. coli PGV, en comparaciéon con los carnivoros,
estas formaban parte de una metacomunidad, con los FV como elementos
moviles entres las distintas cepas de ambos taxones, lo anterior sugiere
procesos activos de Transferencia Horizontal de Genes.

3) Se demostrd que los bisontes pueden albergar cepas de E. coli asociadas a
EHEC, EPEC y EIEC, incluyendo patotipos atipicos

4) Se logr6 demostrar que los genes de virulencia pueden estar en
combinaciones diversas, no limitadas por patotipos especificos.

5) Como en otros trabajos, se demostré que la presencia de un patron de
genes de virulencia no esta asociada a un serogrupo o filogrupo en
particular.

6) Se logréo establecer que los filogrupos propuestos por Clermont y
colaboradores no son suficientes para analizar las cepas de E. coli PGV
provenientes de animales silvestres.

7) Se logro asociar la presencia de patrones de genes de virulencia con
variantes genéticas del factor sigma rpoD. Este dato sugeriria que los
procesos evolutivos que generan variantes patdégenas en E. coli podrian
estar asociados a fondos genéticos especificos, principalmente en factores

sigma.
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