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RESUMEN

Escherichia coli es un excelente modelo para el estudio de la patogénesis ya que en una sola |
especie se encuentran genes, grupos de genes en islas de patogénesis y pldsmidos que codifican los
determinantes de un amplio espectro de virulencia, En este trabajo se utilizaron 122 cepas aisladas de
diferentes mamiferos de México, tanto silvestres como domssticos, asi como de seres humanos. Bstas
cepas fueron analizadas por PCR e hibridacidn tipo Southern para determinar la presencia de algunos
genes pertenecientes a la isla patogénica LEE (del ingiés, “locus of enterocyte effacement™), el locus de
esfacelamiento enterocitico que estd ubicado en el cromosoma de esta bacteria. En el estudio de PCR,
dos marcadores, los genes cesT/eae y el gen espB se encontraron juntos en 25.4% de las cepas
estudiadas. El conjunto de genes cesT/eae se encontrd en 8.2% de las cepas s6lo, mientras que el gen
espB se encontrd en 15.6% de los casos sélo. Las pruebas de hibridacion fueron realizadas con una sub-
muestra de 25 cepas. Cuatro regiones del LEE fueron analizadas usando sondas especificas de DNA: Fn
los resuitados se encontrd que las cuatro regiones estaban todas presentes (44%), todas ausentes (12%),
o presentes en diferentes combinaciones (44%) en una cepa dada. Las regiones flanqueadoras del LEE
mostraron [a tasa mas alta de hibridacién (72%). Estos resultados indican que el LEE es una region muy
dindmica tanto a nivel del locus completo (ya que es adquirido por linajes independientes de E. col?),
como a nive! de sus genes individuales (ya que éstos se presentan en diferentes combinaciones en las
diferentes cepas). Es probable que los diferentes genes que componen csta “isla patogénica”™ se
adquieran o pierdan de manera independiente, ¥ que quizd, en los lingjes no patbgenos estén
participando en ofras funciones diferentes a la de la patogénesis. Eventualmente, mediante procesos

graduales de transferencia horizontal estos genes son organizados para formar la isla completa, gue funto
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con otros elementos extracromosomales, como los plasmidos adquiridos por evolucidn paralela,

completan el escenario patogénico de E. coli.

ABSTRACT

Escherichia coli 1s an excellent model for studying the evolution of pathogenicity since within
oiie species various genes, that cause virulence, can be found in pathogenic islands and plasmids. A
collection of 122 strains from different mammal hosts, including wid mammals and humans, were
analyzed by PCR and Southern hybridization for the presence of some of the genes included in the LEE
(locus of enterocyte effacement). In PCR analysis, two markers (cesT/eae and espB genes) were found
together in more strains (25.4%) than alone, as Ces77eqe gene by itself was less common (8.2%) than
espB gene alone (15.6 %). Four regions of the LEE were analyzed in a sub-sampie of 25 strains using
Southern hybridization. The four regions were either ail present (44%), all absent {12%) or in different
combinations (44%) in a given strain. The flanking regions of the LEE showed the highest rate of
hybridization (in 72% of the strains). The results indicate that the LEE is a very dynamic entity, both
at the complete locus (as it is acquired by different independent lineages of E. coli) and af the single
gene level (as it exhibited different gene patterns within the locus). The different genes that conform to
this locus seem to be horizontaily acquired {or lost) in an independent way, perhaps serving other
functions in the non-pathogenic lineages when not in the pathogenic island. In this way, horizontal
transfer ailows the gradual, stepwise construction of gene cassettes facilitating coordinate regulation and

expression of novel functions.



LINTRODUCCION

1.- Generalidades

La clasificacion taxondmica de Escherichia cofi ha estado basada principalmente en las
caracteristicas metabolicas v antigénicas de las bacterias, pero en los Gltimios afios las téenicas
moleculares, como por ejempio 1a secuenciacion de &eidos nucieicos, los métodos de PCR {reaccién en
cadena de 1a polimerasa), e hibridaciones han sido de gran utilidad para definir mejor la genealogia
bacteriana y por consiguiente abrir a la Microbiologfa las puertas del estudic de la evolucion
(Woese,1987). E coli pertenece al género Escherichia. Este género estd constituido por bacterias
coliformes, Gram-negativas, anaerobias facultativas, méviles y con flagelos peritricos, capaces de
fermentar lactosa y acetato. Este género consta de varias especies, E. coli, E. hermannii, E. blaitae, E.
vulneris y E. fergusonii , pero la més conocida y estudiada es F. coli. Este género pertenece a la familia
Enterobacteriaceae (Atlas,1990).

£. coli es un miembro comun de ia microbiota intestinal de mamiferos, aves.y reptiles Mucho se
sabe de £. coli asociada a humanos, pero estudios de 1a historia natural v genética de poblaciones de esta
bacteria en animales silvestres son escasos. La coleccion estdndar de referencia ECOR (Ochman y
Selander, 1984) contiene un niimero de cepas aisladas de cinco drdenes de mamiferos no humanos,
chienidos de animaies en estade de cautiverio {zooldgicos). En un intenio de ampliar ¢l conocimienis de
la historia natural y estructura genética de poblaciones de E. ¢oli asociadas a mamiferos y aves
silvestres, Souza v colaboradores {1999) han colectado més de 20600 cepas en Méxice, Venezuela y
Australia. Utilizando una sub-muestra de esta coleccidn encontraron que la diversidad genética de E. coli

es de H = 0.682, la mas alta reportada hasta ahora (Milkman, 1973; Selander y Levin, 1980; Cangant ef



al., 1981}. La alta diversidad genstica podria ser reflejo de la adaptacion de las cepas a sus diferentes v
variados hospederos. Ademas de vivir anaerdbicamente en el intestino grueso (en una concentracién de
108 células por gramo de colon), E. cofi puede vivir en ambientes secundarios como el agua, suelo,
sedimentos y alimentos en concentraciones de hasta 10* células por ml en ¢l caso de agua contaminada
{Selander ez al, 1987).

El genoma de E. coli consta de un cromosoma circular de alrededor de 4 x 10° pares de bases, un

contenido de G-C de 49-51% y un 2% de secuencias repetidas (Blattner of al., 1997).

2.- Estructura genética y antecedentes evelutives de Escherichia coli

En general se considera que la estructura poblacional de £. cofi es basicamente clonal. Milkman vy
Bridges (1990}, han estimado la tasa de recombinacién como 107" por célula por generacién, 5 veces
menor que la de mutacién, por lo que los procesos evolutivos (a corto plazo) operarian en esta especie
ediante la extinCidu estocastica de lineas celulares o mediante la seleccidn periddica de mutaciones que
afectan la adecuacion (Levin, 1981). Esto traeria como consectiencia una disminucion en la variacién
genética de la especie y un fuerte desequilibrio de ligamiento. Estudios recientes han cambiado este
punto de vista, confirmando gue las peblaciones bacterianas fluctian entre ser relativamente pammiticas
hasta ser basicamente clonales a diferentes niveles poblacionales (Maynard-Smith er al,, 1993), y que
los eventos de recombinacion son mas frecuentes de lo estimado (Dykhuizen y Green, 19913,
marcos clonales (Milkman, 1997) son un ejemplo de ia evidencia de eventos de recombinacién en un
pasado. También los eventos de transduccién por bacteridfagos v la existencia de los sistemsds de

modificacién y restriccién del DNA son ejemplos de ia importancia de este proceso en la estructuracién

v evolucién de las poblaciones naturales de £. coli



La recombinacién o transferencia horizontal ha jugado un pape! muy importante en la evolucién
de la patogénesis en . coli (Perna ef al., 2001). No esté claro si el ancestro de E. coli era patdgeno o 1o,
pero se reconocs que la virulencia bacteriana esté sujeta a la evolucidn y que parte de la diversidad de .
coli patbgena es producto de la adquisicién, por transferencia horizontal, de elemerntos moviles como fas
islas patogénicas y los plasmidos que portan genes que le confieren cualidades de virulencia (Levine ef
al., 1985). Asi mismo, estos elementos novedosos pusden conferirle a la bacteria que los posee, la

capacidad de sobrevivir ias barreras defensivas del organismo invadido y de explotar diferentes nichos

(Falkow, 1996).

3.- Patogénesis v epidemiologia

Escherichia coli es un miembro comin de la microbiota comensal de mamiferos y aves. Sin
embargo, es capaz de causar serias enfermedades en humanos y animales incluyendo diarrea, colitis
hemorragica, disenterfa, sindrome de uremia hemolitica, septicemia, infecciones de la vejiga v los
riffones, neumonia, meningitis necnatal, bacieremia en pacientes con SIDA y piclonefritis (Nataro and
Kaper, 1998). En base a los mecanismos patogénicos, E. coli diarreagénica se puede caracterizar en cinco
categorias: enterotoxigénica (ETEC), enteroinvasiva {EIEC), enterchemorragica (EHEC),
enteroagregativa (EAEC) v enteropatogénica (EPEC) (Doumenberg v Kaper, 1992). Las cepas de £ coli
que son capaces de colonizar el tracto urinario se clasifican en ofra categoria (UTT). Estas categorias
generalmente estdn asociadas a serogrupos especificos basados en los antigenos soméiicos {Q),
flagelares (H) y capsuiares (K) (Anexo A). Una combinacion especifica de antigenos O v H definen &l
serotipo de una cepa que puede ser asociada a un determinade sindrome clinico. Los antigenos

serolégicos per se no confieren la virulencia, pero son marcadores gue en buena medida se asocian con la



presencia de ciertos factores de virulencia (Natare y Kaper, 1998). En esta investigacion se utilizaron
122 cepas de diferentes serotipos y asociadas a difereates hospederos, sirviendo las cepas EPEC y
EHEC como modelo para ei estudio de Ia evolucion de la patogénesis en E. cofi, ya gue Sstas presentan
genes asociados a procesos patogénicos que afectan Ias poblaciones humanas,

Existen pocos datos sobre ¢l porcentaje de incidencia de los diferentes serotipos en México, pero
algunos estudios sefialan que al menos en México, log nifios son colonizados por bacterias patdgenas
durante los dos primeros afios de vida (Cravioto ef al, 1988) Existen algunos estudics que indican que
los serotipos mds comiinmente asociados a EPEC y ETEC ticnen una incidencia significativamente
mayor en los nifios pequefios v esta incidencia aumenta en zonas rurales donde las condiciones de
salubridad son poco adecuadas {Craviot

a) Escherichia coli enteropatogénica

Las cepas clasificadas como E. coli enteropatogénica (EPEC) estdn adaptadas a hospederos
humanos ¥ a otros mamiferos, y causan diarrea aguds en nifios menores de 2 afics en paises en vias d
desarrollo (Levine, 1987). La razén por la cual la incidencia en adultos es muy baja afin no es clara, pero
podria deberse a la pérdida de receptores especificos con la edad (Nataro y Kaper, 1998). Raramenie
producen infecciones extraintestinales. Las epidemias son esporddicas v suceden en hospitales o
guarderias. Cuando son adulics los infectados, se supone que se debe a la ingestién de gran cantidad de
inGeulo o a individuos depauperados (Z\z ataro v Kaper, 1998).

La transmisitn de EPEC es fecal-oral y generalmente a través de manos v ofros objetos
coptaminades. Se han encontrads serotipos caracteristicos de EPHC en aire, ague, comida y en los

excrementos de anfmales que pueden servir comme reserverios de estas bacterias {Nataro v Xaper, 1998).
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Las EPEC han sido caracterizadas en base a su serotipo, a su histopatologia mediante el andlisis de
biopsias del epitelio intestinal, v a la ausencia de la toxina de tipo “Shiga” (Jerse et al, 1990; Nataro v
Kaper, 1998). La histopatologia es conccida como “lesion de adherencia y esfacelamieto™ A/E (del
inglés: Attachment/Effacement) y serd discutida ampliamente mds adelante.

La presencia o ausencia dei plasmido EAT no habiz sido considerada como un marcador de esta
cepa, ya que existen cepas EPEC gue no lo poseen, sobre todo en cepas asociadas a animales (Rocha ez
al., 1999). Lo que si esta en debate s que siestas cepas sin EAF pueden considerarse como verdaderos
patégenos para el hombre { Kaper, 1996}. Finalmente, en el Segundo Simposio Internacional sobre
EPEC se llegd a una definicion consenso: “ las cepas que producen la lesién A/E, negativas para la

oxina de tipo Shiga (Stx) ¥ Gue poseen el plasmido EAF son consideradas como EPEC tipicas, mientras
que las que no tienen el plasmido son cepas EPEC atipicas™ (Nataro y Kaper,1998).

b) Locus de esfacelamiento enterceitico LXK

Mg Daniel ef al.(1995) reportaron una region de aproximadamente 35 kb que codifica para todos
los factores que producen ¢l fenotipo A/E en varios patdgenos entéricos como F. cofi enteropatogénica
(EPEC) v £. coli enterohemorragica (EHEC). Otros patdgenos como Cifrobacter rodeniium v Hafvia
alvei una region similar (Shauer y Falkow, 1993}, Aunque varios estudios previos al trabajo de Moon e/
al. {1983) reportaren esta histopaiologia de ia mucosz intestinal (Cravicto ef ol 1979}, fue gracias a €1
e se aculid =l vérmino AME. Esie fenptipo se caracteriza por ¢l esfacelamiento o borramiento de las
microveliosidades de la mucosa del intesting deigado v ia adherencia intima de 1a baclens a Iz célula
epitelial.

Se han descrito varios genes que perienecen a esta isla patogénica conocida con =l nombre de locus

LEE {(del inglés “locus of enterocyte effacement”, locus de esfacelamiento enterocitice). El grupo de



genes ege, esp y esc {Fig.1) han sido estudiados ampliamente por diversos autores. 1.os genes eae
codifican para una proteina de membrana externa de 94 a 97 kDa llamada intimina, la cual es responsable
de la adherencia intima de la bacteria al epitelic intestinal. Este fue el primer gen de virulencia que fue
confirmado en EPEC (Jerse et al,1990). Los genes esp codifican para proteinas que son secretadas y
transferidas a la célula epitelial del hospedero donde son responsables de activar la transduccion de
sefiales a través del epitelio(Foubister ef ¢l., 1994; Kenny y Finlay, 1995). El grupo esc codifica las
proteinas responsables de la exportacién de factores de virulencia que confirman Ja existencia de un
sistemna de secrecion de tipo 111 en estas bacterias, Este sistema de secrecion es homdélogo al sistema de
secrecion de Yersinia y es dependiente del contacto de la bacteria con la célula del hospedero (Jarvis ef
al., 1995). Las proteinas secretadas o proteinas efectoras tienen un efecto directo sobre la célula
hospedera y la modifican para beneficio del patogeno. Se ha visto que los genes que codifican ¢l sistema
de secrecitn estan ubicados generalmente en islas patogénicas. Su origen no esta claro, pero dada su
homologia con los genes flagelares, podria ser que procedan de ese grupo de genes, ¢ dado que casi
siempre se ubican en un cassette de virulencia , podria ser que tenga origen foréneo (Mecsas y Strauss,
1996). Mutaciones de la cepa EPEC E2348/69 en la regidn del gen ege resuitan en una virulencia
atenuada. Sin embargo, mutaciones en ef locus esp3 eliminan la formacitn de la lesidn A/E (Jarvis ef al.
1995). Recienterente se propuso 1a existencia de vpa proteina producica y exportada por EPEC que
después de ser fosforilada es insertada en la mernbrana del epitelio intestinal, sirve como receptor de la
intimina. Esta proteina ha sido llarnada Tir {Transiocated intimin receptor). Anteriormente se le atrivuia

origen epitelial y se le conoeia con el nombre de Hp90 (Kenny ef ol 1997},



¢} Plasmido EAF (EPEC attachment factor)

Ademds de los factores cromosérnicos, se requiere de un plasmido para que se de la lesion
completa de adherencia v esfacelamiento en EPEC. Estas bacterias se adhieren a la superficie de la
mucosa intestinal en grupos discretos, un fendmeno conocido como adherencia localizada (1A}, En base
a estas observaciones, parece evidente que las bacterias, ademas de interactuar con la superficie del
epitelio, interactian entre si. Girdn y colaboradores (1991) identificaron unos filamentos en EPEC que
se agregan formando un pilus, el cual se enmadeja de tal manera que forma una estructura tridimensional
donde se embeben las bacterias. La produccion del BFF {del inglés Bundle-Forming Pilus) se asocia con
la presencia de un plasmido de aproximadamente 92 kb que codifica factores de adherencia en EPEC ¥
aue es Hamado EAF (del inglés EPEC Adherence Factor). Cepas EPEC que carecen de cste plasmido 1o
son virulentas en humancs o se adhieren pobremente a células HEip-2 (Girén ef /., 1991). En otro
trabajo posterior se sugiridé que en este pldsmido se encontraba la region reguladora del gen eae a la cual
se le designd como la regidn per (Gomez-Duarte v Kaper, 1995) (Fig.1). Cepas EPEC curadas de este
pldsmido, o con mutaciones en la regidn designada como per, presentaban bajos niveles de intimina y
deficiencia en producir la lesion A/E. Se ha demostwrado que la regidn per también regula positivamente
otros genes que componen ¢l locus LEE (Gémez ¢7 ai,, 1994).

Bl hecho de gue parte de los genes reguladores del LEE se encuentren en un plésmido, que ¢t
contenide de G-C es de 29.6% vy que 2xista una homologia de nucledtides entre la regién perD y un
elemento transponible, el Tn7, sugierer que esta regitn fue introducida en EPEC por algén transposon.
Es probable, pero atin no ha sido comprobado, que et locus LEE complete también haya sido

intreducido en la regién selC del cromosoma de £. coli por elementos transponibles. Parece ser que selC

esuna regidn del cromosoma de £, coli en la que generalmente estos casseties de virulencia son



insertados (Mc Daniel et al. 1995). La regulacion codificada por elementos plasmidicos y la existencia
de elementos méviles conservados en . cofi entérica, nos dan luz acerca de los mecanismos evolutives
gue han modeiado la virulencia en esta especie bacteriana.

) Histopajelogia de Ia lesidn A/E

La induccibn de la lesion A/E en EPEC ha sido descrita con un medele patogénico de tres etapas
(Donnenberg y Kaper, 1992} (Fig.2).

I Etapa: Adherencia localizada

Al comienzo de la infeccidn. la bacteria se adhiere a Ias microvellosidades de! epitelio intestinal
mediada por el BFP, que como se dijo anteriormente estd codificado por los genes plasmidicos bfp. A
este primer paso se le conoce como adherencia locaiizada. Estudios recientes han concluido que el BFP
es necesaric para la adherencia entre bacterias, pero no existe prueba definitiva de que el BfP medis la
adherencia directa a las células epiteliales (Nataro and Kaper, 1998). Sin embargo, cepas mutantes en el
bfpA, el gen que codifica para la subunidad principal de BFP, son avirulentas en voluntarios aduitos
(Bieber ef al., 1998). Se han descrito 14 genes en el plésmido EAF que se requieren parza el ensamblaje
del BFP {Sohel er al. 1996, Stone ef af. 1996) (Fig. 1} v que son regulados también por los genes per
{(bfpTVIW, Tobe et al. 1996) y por el gen cromosomal dsbA4 que codifica una enzima que catalizala
formacién de enlaces disulfuro necesarios para la estabilidad de las fimbrias de tipo IV (BFP) (Zhang v
Donnenberg, 1996).

11 Btapa: Transduceidn de sefiales

Inmediatamente después de la adherencia inicial, EPEC libera una serie de sefiales moleculares
cuyo blanco son las células epiteliales, promoviendo la fosforilacién de 1a proteina Tir, que tiene como

fumcion ser receptor en la membrana de las células epiteliales (Kemny ef al,, 1997). También se produce



un aumento en los flujos intracelulares de calcio iCa2+§ inducido por el inositol trifosfato (ITP), lo cual
resulta en cambios importantes del ¢citoesgueleto del enterocito debido al rompimiento o polimerizacién
de la actina de las microvellosidades. El ITP resulta del rompimiente del fosfatidil inositol con la enzima
fosfolipasa C, ia cual parece ser que es activada por [a bacteria (Baldwin e al. 1991). De esta forma se
promueve la adherencia intima de las bacterias al epitelio intestinal. Los geres responsables de estos
eventos son los del grupo esp v los del sisterns de secrecion, los esc. Mutaciones en estos genes
climinan estas sefiales.

11T Etapa: Adherencia intima

Durante esta etapa la bacteria se une infimamente al enterocite vig la infimina, la cual es codificada
por e} gen ege provocando la formacién de una estructura de pedestal en la superficie ce la célula
epitelial caracteristica de esta patogénesis (Fig. 2).

Hicks ef al. (1998) proponen un modelo de cuatro etapas en el cual la adherencia inicial no esta
mediada por el BFP, sino por otro tipo de adhesinas afin no determinadas. Las dos siguientes ctapas son
iguales gue en el modelo deserito arriba v se propone en la cuarta etaps, gue las cepas tipicas EPEC que
expresan ¢l BFP forman colonies tridimensionales capaces de expanderse a lo largo de! epitelio (Fig 3.
Hste modelo podria explicar la formacidén de la lesién A/E en cepas EHEC, las cuales poseen el locus
LEE pero no el plasmido EAF.

Las causas de la aparicién de diarrea en individuos tnfectados con bacterias que perlencoen a
serotipos correspondientes 3 EPEC y EHEC son multifactoriales. Por ejempio, pueden ser provocadas

*r

por la activacién dz dos cinasas, ia PKC que induce cambios en la secrecidn de agua y slectrolitos por el

eptielio, v la fosforilacién de la miosin-cinasa, gue conlleva a un aumento de Ia permeabilidad dela

o

11



mernbrana. Estos fendmenos, en conjunto con el esfacelamiento de las microvellosidades del epitelio que
impiden la funcién de absorcién, son los responsables de la aparicién de Ia diarrea intensa (Natare y
Kaper, 1998}

2) Reguiacidn

El LEE parece estar regulado sincronicamente por genes plasmidicos v cromosomales. El regulador
plamifdico per, activa la expresién de los genes bfp del plasmido y el eqe del cromosoma (LEE) {(Gomez-
Duarte y Kaper, 1995). Estudios recientes han demostrado que per regula directamente la expresién de
la regibn orf7 del LEE designada como ler (LEE encoded regulator) (Mellies ef al., 1999). A su vez, Orfl
(Ler) regula positivamente la actividad de dos operones policistrénicos del sistema de secrecidn de tipo

gion de los genes de transduccidn de sefiaies. Esta

o
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regulacién de tipo cascada sz activa por medio del regulader global THF (integration host factor), el cual
actla directamente sobre ler (Friedberg ef al,, 1999).
§} Escherichia coli enterohemerréagica EHE
Aunque las cepas que pertenecen a los serotipos EHEC también poseen la isla patogénica LEE

{Fig. 4), el sindrome patoidgico que producen es algo diferente al de las EPEC. Hste sindrome se conoce

~

con el nombre de colitis hemorrdgica (HC). EHEC produce la lesion A/E, aunque se han observado

YT

algunas diferencias histopatolégicas. Por ejemple, EHEC ne induce la fosforilacion de la proteina
receptora Tir Ismaili f ol ,1695), pero ademas produce un dafio caracteristico en el epitelic miestinal
inducido por una toxina de tipo Shiga. Esta toxina esté codificada por un bacteriéfago inssrtado en el
cromosoma. Las cepas BHEC Henen un pliasmido de 60MDa (pC157) gue codifica vna

enterohemolisina, toxina homologa a la producida por £. coli uropatogénica, UTL, y que lisa los

exitrocitos liberando ia hemoglobina v el grupc hemo que contribuyen al crecimiento de las bacterias. No



existen datos que sugieran su papel en la patogénesis de EHEC (Nataro y Kaper, 1998). El gen
responsable de la adherencia localizada es el gen eqe, que a diferencia de las EPEC codifica una infimina
que solo es capaz de adherirse al intestino grueso. Este heche sugiere que a variacién que existe en la
secuencia C-terminal del eae, donde se encuentra la secuencia encargada de la unién especifica de esta
proteina al epitelio (Oswald er al., 2000), es responsable de la diferencia que exisie entre los procesos de
adherencia de ambos serotipos EPEC y EHEC { Yu y Kaper, 1992).

Las bacterias con serctipo EHEC producen fimbrias que favorecen la adherencia al epitelio, nero
afin no se han eportado los genes responsables, probablemente se encuentren en el plasmido pO157
(Karch ef al,, 1987).

LaE coli
en paises desarrollados. El serotino O157:H7 ha sido responsable de una gran cantidad de brotes
epidémicos (Riley et al., 1983), pero también otros serotipos como 026:H11, C103:H2, O111I:NM ¥

01

penak

3:H21 estén asociados tanto a colitis hemorrdgica corno a un sindrome conseido como HUS,
sindrome de uremia hemolftica (Matarc y Kaper, [998).
Las bacterias gue pertenceen g los ofros serotipos, no poseen la isla patogénica LEE y su

histopatologia estd determinada por otros grupos de genes y plasmidos ajenos a este estudio.
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i1 OBSETIVOS

E! fAcil manejo de E. coii en el laboratorio, i detallado conocimiento de su genoma (Blattner er
al., 1997; Riley y Serres, 2000; Perna e af., 2001), junio con los diferentes grados de virulencia, la gran
diversidad de pategénesis y ¢l conocimiento de los mecanismos gendticos de los genes patogénicos,
hacen de este organismo un excelesnte modelo para estudiar Ia evolucion de la patogénesis en bacterias.
La mayor parte de los estudios realizados sobre patogénesis bacteriana se han basado en muestras
clinicas de humanos, lo cual tiene una gran imporiancia en el camno de la epidemiclogia, perc no da

necesariamente informacidn acerca de los mecanismos evolutivos involucrados. Nosoiros consideramos

Kl

1e para un estudio evolativo eg necesario incluir en la m
para asi poder ampliar el conocimiento scbre la evelucion de los genes asociados a la patogénesis. En
este estudio se escogieron los genes cesT/eae y espB del locus LEE como marcadores de [a patogénesis
en 122 cepas de E. coli asociadas a humanos v mamiferos silvestres de diferentes serotipos, para ast
entender como fue construido el locus LEE v cuél es la forma més probable de {ransmisidn en las
poblaciones naturales de k. cofi.

Hipotesis de trabajo

Ho: Si los genes del locus LEE siempre estér juntos como un cassette patogénico v &ste fue
adquiride por transferencia horizonta! en una o 1més ocasiones come vna unidad funcional, entonces
observaremos que los elementos del locus estén jurtos en la mayorifa de las cepas que presentan estos
genes. En el arbol de relaciones filogenéticas se observaria une o més linajes con ja isia de patogéness,

perc no una distribucion aleatoria de sus elementos.
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Hi: si los genes del locus LEE no siempre forman parte de un cassette patogénico y son genes
independientes que por eventos de recombinacion v transferencia horizontal dieron lugar a lo que
conocemos como LEE, entonces observaremos que cada uno de los elementos se presenta solo o en
diferentes combinaciones en las diferentes cepas, v aue su distribueidn en el 4rbol de parerttesco es
dispersa y aleaioria.

Para probar la hipdtesis nula vamos a determinar mediante los métodos PCR la presencia de dos
de los genes patogénicos del locus LEE y mediante hibridacion tipo Southern, la presencia de cuatro
regiones del locus en diferentes cepas de E. cofi asociada 2 mamiferos silvestres y 2 humanos sanos y

con diarrea. Si todos los genes estén presentes con mayor frecuencia que la que se estima por el azar en

s
A



HI. MATERIALES Y METODOS

a} Cepas bacterignas

Las bacterias fueron colectadas del excremento de mamiferos pertenecientes a once 6rdenes. Las
cepas ascciadas a humanos fueron denadas amablemente por el Dr. Algiandro Cravioto, divector de fa
Facuitad de Medicina de la Umiversidad Nacional Autonoms de México. Estas fuercn recolectadas de
excremento de pacicnies sanos v con diarrea.

Un total de 122 cepas fueron utilizadas en este estudio, 86 asociadas a mamifercs silvestres v 36
asociadas a humanos (incluida la cepa EPEC E2348/69, donada por J. B. Kaper v usada como control
positivo en este es
excepeidn de las cepas 2381 v 2382 que fucron obtenidas en el zooldgico “El Pinar” de Caracas,

Venezuela, 1a cepa tipo EPEC E2348/69 denada por ¢l Dr. Kaper (5063 en esie estudio) y 1a cepa tipo

<p
n¥
]
<8
]
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]
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]
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=

EPEC B171-8, donada por el Dr. Puente (5064 udio, ver Anexo B,

Las cepas se obtuvieron directamente de las excretas con un hisopo de algodon estéril y se
iransfirieron a un tubo esiéril con medio de cultivo de soya (Casoy), etiquetado con la fecha, sitic de
colecta, especie del mamiferp, orden, dieta y nombre del colector.

Aislamiento de cepas bacterianas. Las muestras fecales en los tubos de transporte se
suspendieron en LB (caldo de Lurla} y se incubaron 24 horas a 37 °C para oropiciar el crecimiento
celular y asi poder realizar las pruebas bioguimicas para identificar a E. coli (ver Anexc C). Alicuotas
de este cultive sc sembraron en los medios selectivos para obtener colonias aisladas. Primero se
sernbraron €n un medio minimo en lactosa, lusgo, 1as coionias Lac+ se picaron en un medio minimo e

citrato, v con el mismo palillo se picaron en un medio ML para poder recuperarias, ya que £. coli no



crece en citrato. Las colonias Lact+y Cit- se sembraron en TSI (triple sugar agar) v se dejaron incubando
por 24 horas. La reaccibn esperada es la transformacion del medio a color amarillo debido a la oxidacion
de los aziicares, la ausencia de produccion de azufre y la produccion de burbujas debido al gas
producido por Ia respiracion anaerdbica. Las cepas que dieron resultados positivos fueron transferidas a
un medio de urea de coior anaranjade e el que se dejaron crecer por 4 dfas a 37 °C. La presencia de
urcasa cambia el color naranja del medio a rosado, por lo que las cepas que no cambiaron ¢l color fueron
recuperadas como E.coli. Las cepas elegidas se recuperaron del medio TSI y se sembraron en medio
solido, Mac Conkey o LB de donde colonias aisiadas se guardaron en un criofubc con iml de UL a
-86°C
b} Cepas de referenciz

Como cepas de referencia se utilizaron las cepas EPEC E234R8/69 v B171-8. Estas se usaron
como control positive en el PCR v en el Southern Blot (Anexo B).
¢} Tipificacién serclogica

Las cepas de £. coli fueron tipificadas utilizando los métodos propuestos por Orskov y Orskov
(1984}, Para ia tipificacién de ios antigenos Oy H de las cepas se obiuvieron sueros de conegjo
especificos los cuales se inmunizaron contra cada uno de los 173 antigencs sométicos {O) v 56
flagelares (F} de cepas de E. cofi de Referencia [nternacional (proporcionadas por los doctores B. Rowe

+

horarorio Central de Salud Piblica en Londres, Inglaterra).

1

v T. Chessty del ]

3

La fiptficacién del amtigeno O se rsahizd vulizando 173 antisuercs O del esquema antigénico,
Primero se sembraron las bacterias en agar nuiritdve ge soya v luego se incubaron a 37°C por 18 hores

El cuitivo obtenido se calientd a 100°C con vapor fluente durante tna hora. Finalmente se ajusté el

indeulo al tubo tres del nefelémetro de Mcfarland. En microplacas de titulacidn de 96 pozos, se
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distribuyeron 50 pl de las diluciones 1:100 de los sueros de conejo. A cada pozo se le agregaron 50 il
del antigenc O. Las microplacas se incubaron a 50°C durante 18 horas. Los sueros que reaccionaron con
¢l antigeno se titulan haciendo diluciones seriadas al doble para poder comparar el titulo obtenido con el
tituio del antigeno homologo. Finalmente se utilizaron sueros especificos para establecer con exactitud el
antigenc O del cultivo.

Para la tipificacion del antigeno flageiar H se utilizaron 56 sueros. El antigeno H se obtuvo
sembrando los cultivos de E. coli en un medio semiséiido en tubos de Cragies, posteriormente se
mocularon en un calde de cultivo y se formalinizaron. Procediendo como en 1a tipificacion del antigeno
0, en microplacas de timlacion de 96 pozos, se distribuyeron diluciones de 1:100 de los sueros H de
conejo en una proporcion de 50 jul de antisvero y 50 u! del antigeno H. Las microplacas se incubaron a
50°C durante 2 horas. Los sueros que presentaron reaccién con el antigeno H fueron titulados haciendo
diluciones seriadas al doble para comparar el titulo obtenido con el titulo homédlogo del suero H. Se
usaron sueros H especificos para determinar con exactitud al antigeno H del cultivo. De esta forma se
obtuvo el serotipo de cada culitivo, que es la formula antigénica O-H {Anexo A).
dj Electroforesis de isoenzimas

Las 122 cepas fueron plareadas en medio s6lido LB y se dejaron crecer por 24 horas a 37°C. Del

medio s6lido se tomd una sola colonia, que se inoculs en 1 5mi de medio LB Hguido v se incukd a 37°C

Bor 24 hores en agitaciér a 290 ropam. Los cultivos se centrifugaron durante S minutos a 3000 r.pm. Se
desechd el sobrenadante v la pastilla celolar se resuspendid en 1.5 m! de buffer 6.09M tris-HCl pHS.

Las bacterias resuspendidas se Hsaron con liscenzima, congelando v descongelando en dos ocasione

Los fisados se guardaron en microtubos de 0.5 mi 2 -80°C. Las electroforesis se realizaron en acetatos de
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ceiulosa utilizando 8 j1l. de cada uno de los lisados colocados en los pozos del aplicador Super Z-12
{Laberatorios Helena) segin la téenica descrita por Hebert y Beaton (1993). Se emplearon membranas
de acetate de celulosa de la marca Titdn 1T que fueron remojados por 20 minntos previos a su
utilizacién en buffer Tris-Glicina, el cual también es utilizado como buffer de corrida (o electzodo). Los
acetatos se sacaron del buffer, se escurricron y se secaron con papel sceante. Cada uno se colocd en la
base del sistema de aplicacidn con el lado del acetato hacia abajo v sobre el lado gue tiene la pelicula de
celulosa se marcd el aplicador con las mruestras de los lisados, 12 por cada membrana. El acetato de
celulosa impregnado con las muestras se colocd en la cdmara de electroforesis y el cireuito se cerrd con
dos tiras de papel filtro que conectan a la membrana con el buffer. La camara se conectd a una fuente de
poder v las muesiras corrieron del catodo al anodo por |

Cada membrana se prob¢ para una enzima especifica. Se probaronl1( enzimas que son
indicadoras de 11 diferentes loct det genoma de £ coli : IDH {Isocitrato Deshidrogenasa), PEP
(Peptidasa), PGM (Fosfoglucomutasa), ARK (Argininaquinase), ME (Enzima Mélica) ésta es
indicadora para dos loci, MPI (Manosa 6-fosfato Isomerasa), ADH (Alcohol Deshidrogenasa}, MEDH
{Malato Deshidrogenasa), 6GPDH (Glucosa 6-iosiato Deshidrogenasa) v XDH (Xantina
Deshidrogenasaj (Souza ef al., 1959).

Para iz tincidn de las enzimas el acetato de oelulosa se colocé sobre un vidrio grusso v se verdid
la mezcia especifica de reactivos para cada reaccidn (ver Anexo D). Los acetaios se guardarcnenia
oscuridad durante ef tiempo que durd la tineidn. Debido 2 que este tismnpo es variable para cada enzina,
los acetatos se revisaron cada 15 minutos. Una vez tefiidos se enjuagaron con agus corrienis ¥ s
procedid a su interpretecién. Se observaron las bandas en ias membranas y se determinaron las

movilidades relativas asignando nimeros de acuerdo a la distancia recorrida por la proteine a partir del



sitio de origen, de modo que cada nimero o banda tefiida sobre la membrana representa un alelo
diferente de un mismo locus. La combinacién de todos los ntimetos para cada enzima representa el
electrotipo (ET) de cada cepa (Anexo T). Este procedimiento se aplicd dos veces a cada cepa analizada
para asi confirmar los datos.

e) Caracierizacion de los genes cesT/eae ¥ esp B medianie ¢l méteds de PCR

Fn microtubos con 250 Ui de agua destilada se introdujercn 2 asadas de las bacterias que
crecieron previamente en medio sbiido Mc Conkey. Los microtubos se calentaron a 95°C en un
termociclador por 10 niinutos, luego se transfirieron a hielo y finalmente se centrifugaron a 14 600 rpm
por 2 minutos. £l sobrenadante se uiilizé como fuente de DNA para el PCR. E! PCR {Polimerase Chain
Reaction)} se utilizo para amplificar dos regiones del locus LEE en las cepas asociadas 3 humanosv a
mamiferos silvestres. Para los genes cesTreae se disefiaron un par de oligonucledtidos que amplifican
una region de 333 pares de bases v que incluyen un segmento de la regién espaciadora entre el ces7'y el
eae vy ademds un segmento pequefio de la regidn 5' del gen eqe. Para el gen espB se disefiaron un par de
oligonuclestidos que amplifican un segmento interno de este gen de 387 pares de bases.

El disefio de oligonucledtidos se hizo en el Centro para la Fijacién del Nifrégeno, en Cuernavaca,
Morelos, en base al programa GLIGG 5.0 Sequence Analysis Software y al programa del GENBANY
(ref NID g41305 y g875875% Los oiigonacleétides fueron construidos en los Laboratorios Lakeside,
USA. Para el gen cesT/ege el par de oligonucledtides son:

5 GTT TGC AGA GAATGG TGG CCC 3

= A - b L iy ] o) Fanl %
STAG CTT ATG O T CCG GET S

T 3 T 2.1

Pera ol gen esp8 el par de cligonueledtidos son:

5GCCGCT CTG ATT CGT GGT GCT 3
5UEGG CGT TGA ACC GGA AAT CCT ¥
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La reaccién del PCR se realizo utilizando el kit GeneAmp PCR Reagent Kit with AmpliTag
DNA Polymerase {Perkin-Elmer), Se usé una concentracion de 25 pmol de cada oligonucledlido y 1.5
unidades de Tag Polimerasa por tubo de reaccin, (ver anexe F).

Las condiciones de la reaccion fueron las siguientes:

56°C temperatura de alineacion Imin durante treinta cicles consecutives

80°C temperatura de despaturalizacion durante 1imin j
|
.
!
72°C temperatura de polimerizacion Imin _)
Los productos de PCR fueron separados mediante electroforesis en un gel de agarcsa a 1.5% en
buffer Tris-Acetatos, a 0 volts durante 1 hora y revelados con bromuro de etidio bajo una ldmpara de
UV. Como control positivo se utilizé la cepa de referencia EPEC E2348/69 donada por ¢l Dr. Kaper.
f) Hibridacidn {ipo Seuthern
Con el fin de probar la hipdtesis de independencia de los componentes del LEE en nuestra
muestra, se utilizé una sub-muestra df; 25 cepas tomadas al azar v se realizd la prueha de hibridacidn de
tipo Southern. Cuatro regiones del locus LEE fueron analizadas: la regién flagueadora 5, gue
corresponde a los genes rorf{ ¥ rorfZ {sonda A), la regidn del sistema de secrecidn esc-sep (sonda B), ia
regién del gen eqe (sonda C) y la regidn del gen espB (senda D) McDaniel et al, 1995) (Fig.5).
A -Purificacién de DNA total
Para la técnica de Southern (1975) se vfilizd una submuestra de 25 cepas escogidas en base &
presencia o ausencia de los genes cesT/eae v espB previamente estudiados con el métode de PCRUE

DA total de las cepas se extrajo mediante el méiode de fenol:cloroforme:alcohol 1so-amilico

Se inocularon Smi de medio de culitve DMI000 con una asada de ta cepa de interés. Se ‘ncubd duranie
14 brs. 2 37°C en agitacién a 200 r.p.m.
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b)

2)

b}

<

N

Se centrifugd el cuitivo en vn microtubo de 1.5 mi durante 2 a 10 000 r.pm. {3 centrifugaciones
consecutivas e fin de recuperar Ia pastilia celular y descartar el sobrenadante).

Se resuspendio la pastilla con vortex en 1ml de TE 50:20, pH=8.0 {ver anexo F para los reactivos).

Se centrifugs por 2'a 16 000 r.p.m. v se descarté ¢l sobrenadante.

Ee resuspendid en 400 ul. de TE 50:20, pHL 8.0

A esta suspensién se le agregd 50 ul. de una solucion de pronasa (5 mg/mi) y 50 pl. de SDS al 10% en
TE 50:20, pH 8.0

Se mezcld por inversidn y se incubd la mezcla por 45 a 37°C.

El resuspendido se pasd tres veces con una jeringa a través de una agija del no. 20 y otras tres veces por
una del no. 25.

Se Ie agregd una mezela de 500 pl de Fenol:Cloroformo: Alcohol iso-amdlico (24:24:1) y se mezcld con
vortex y luego se centrifigd durante 10° a 10 000 r.p.m. a 4°C. La fase acuosa se recuperd y se vertid en

1

un microtubo. Este procedimiento se repitié dos vecss y una vez con 500 ul de cloroformo.

EREE L

-

A la fase acuosa se le agregé 1mi de etanol absoluto frio v se dejé precipitando durante 2 horas & —20°C.
Se eentrifugd el precipitado durante 157 2 10 000 rom v 4°C. Se descart6 el sobrenadante.
Se secaron los fubos en un rotoevaporador durante 10 min

Se resuspendid en 500 pl de TR 10:1, pH 8.0,

.

A iz suspension se le efiadic 10 pl de RNAsa y se incubd por | horaa 37°C.

o N

Se repitieren los pasos 1), i), X) y 1) se resuspendié en 60mi de TE 10:1, pH 8.0 v se almacend a

—20°C,
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p) Seevalud el DNA purificadoe en un gei de agarosa al 1% en buffer Tris boratos, donde se corrid por 1
hora a 100 volts.

Para poder obtener resultados homogéneos en Ia hibridacién se procedié a medir mediante un
fluorémetro las concentracicnes del DNA purificado v se obtuvo un promedio de aproximadamente
150 ng/ ul. Las mucsiras guc preseniaron concentiraciones mayores ¢ ienores se ajusiarn &4 un
estandar.

B.- Digestién del DN A mediante enzimas de rastriceién
Para la digestidn del DNA se wtilizd 1 pg de DNA/IU de la enzima EcoRI que corta en el sitio

SGFAATTCY

La digestién se llevd a cabo en un homo de microondas suministrando pulsos de 10 seg. a poder méximo
v descansos de 3 min entre los pulsos, para un total de 5 pulses (1 pg de DNA/IU de envima).
Los patrones electroforéticos se obtuvieron en geles de agarosa al 1% en buffer Tris-Acetatos 1X, pil
8.0 a 50 volts, por 15 horas a 4°C.

C.- Transferencia de DNA de los geles de agarosa z filtros de nitrocelulosa
Esta tcnica permite transferir los patrones de resiviceién de DNA a membranas de nitrocelulosa para

poder llevar a cabo la téenica de hibridacion.

Los geles con los patrones fueren fratados de la siguiente manera 2 4° C:

ay Lavado en HCI0.25 M sor 20 min dos veces consecufivas.
b) Lavade con NaCH 2.5 My NaCl 1.5 M por 15 min, dos veces consecutivas.
) Lavado con Tris-HCI 0.5 M y NaCl 1.5 M por 30 min dos veces consecutivas.



EE o

La transferencia fue llevada a cabo en forma de “sandwich”. Los filtros de nitrocelulosa se embebieron
en una solucion de SSC 6X v se pusicron en contacio directo con el gel {dos de cada lado). Encima se
pusieron dos filtros de papel Whatman de 3 mum v 19 toallas de papel secante. Todo este paguete se
colocod enire dos vidrios v se les colocd un peso de 1 kg sncima. La transferencia se dej6 por 20 horas &
temperatura ambiente.

Al trmino de la transferencia los filtros de nitrocelulosa se marcaron de acuerdo a la secucncia de los
pozos del gel, se embebieron en una solucidn SSC X y luego se secaron en un horne por 2 horas a
80°C.

.- Extraceidn de las sondas de los plasmidos vectores
Para la hibricacidn se usaron 4 sondas que corresponden a cuatro regiones diferentes del locus LEE.
Estas sondas estdn insertadas en plasmidos vectores en cuatro cepas de £. coli. La sonda A
corresponde a la regidn 5” del locus LEE, la sonda B corresponde a una region del sistema de secrecion,
lasonda C al genexe y Ia D al esp® (MeDaniel 21 ol 19935) (Fig. 5).
i.as bacterias vectores se incubaron en 3 mi de LB lquido con 30 pl de una solucidn de
ampicilina 2 10mg/m! durante 12 horas a 37°C en agitacidn. Los pldsmidos vectores se extrajeron
utilizando el kit High Pure Plasmid (Poshringer-Mannheim). Se monitorearon en un gel de agarosa aj
%, con bufler T8, pH 8.0
Una vez cbtenidos los plasmidos procedimos a exireer
laboratoric del Dr. Kaper. La sondz A de 2870 pb gue se encusnirs en un insorto de 3009 pb g€ exirals
det plasmide pSPORT ! mediante la digestion con las enzimas de restriccién 8gf /Miul La sonda B de

2948pb, debido 2 que es practicamente del mismo tamafio que su vector, el plésmido pBluescript X5 (-}

se extrajo mediante una triple digestion con las enzimas KeoR USe! 1/Pvy 11 Bsta Gltima epzima corta al
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vector en ires fragmentos distintos al de Ia sonda. La sonda € esté clonada en el plasmido pUC 19y
mide 1050 pb. se extrajo mediante la enzima Hind II1. La sonda I de aproximadamente 2.3 kb estd
clonada en el plasmido Bluescript KS () y se extrajo mediante 1a digestién con las enzima Sma IiXba L
Las digestiones de los plasmidos se realizaron a 37°C por 2 horas con las enzimas correspondientes.
Los patrones de restriccion se corrieron en un gel de agarosa al 0.7% en TB 1X, pH 8.0. La banda
correspondiente a cada sonda se extrajo del gel directamente. Para ello se cort el trozo de gel
correspondiente a la sonda, se calculé la concentracién aproximada de DNA y se utilizé el kit
Sevhaglass Brand Prep Kit (Pharmacia Biotech) para purificar el DNA de Ja sonda.

E) Marcado de las sondas con Dioxigenina

Qo 3131
o5& ufl

jil. de DNA purificado (aprox. 200ng. de DNA de cada una de 1as sondas) y se
difuyeron en 16 ul. de agua destilada, Se desnaturaliz¢ e DNA incubandole a 96°C por 10 vnin y luego
se puso en hielo. Se le afiadio 4 pb. de DIG-High Prime 5X (Mannheim-Bochringer) se mezeld y se
incubd durante 12 horas a 37°C.

F) Hibridacién

Mientras se marcaba la sonda, los filtros de nitroceluiosa se colocaron cada uno en ur tubo de
hibridacion a prehibridar en 59 m! de buffer de hibridacion (ver Anexo I} y en un horno con rotor 36°C
duranie 2 horas. Se sacaron 20 mi de 1a solucién de hioridacién y se agregaron directo al tube de

hibridacién la sonda marcada v previamenie calentada por 10 min a 96°C. Se dejé incubando en los

tybog a 50°C, en =i homo con rotor durante “ode 1a noche.



(3) Lavados

Se retird la solucidn con la sonda marcada y se guardd a -20°C. Los filtres se lavaron en tinas de
lavade con las siguientes condiciones:
Durante 15 min a 42°C con una solucién de SSC 2X/SDS 0.1% v luego durantels min a 42°C con una
soiucion de SSC 0.1X/SDS 0.1%. Después de los iavados 1os filtros s¢ incubaron en una solucién
amortiguadora de maléico 1X {ver anexo ¥) durante 1 min a 55°C para remover ef SDS.
Se blequeb el procese con 100 mi de una solucidn de bloqueo 10X (se prepard diluyendo {a solucion de
blogqueo 1x en buffer maleico). Se incubé en el rotor durante 1 hora a 37°C.
Se descarté la solucion de bloquee v se le afiadid &0 mi de la solucidn dei anticuerpo (1 en 100060 de la
solucién de blogueo). Se incubaron los filtres durante 30 min & 37°C.
Se hicleron dos lavados de 15 min cada uno a temperatura ambienie con e buffer de lavado (ver Anexo
F). Finaimente se incubaron los filtros con buffer de equilibrar (ver Anexo F) por 2 min a temperatura
ambiente Se colocaron los filivos sobre un acetato v se le afiadieron 20 gotas de CSPD-ready Kit para
provocar la reaccidn biolumiscente. Se colocd otro acetato sobre los filtros y se incubaron 30 min a
37°C . Se expusieron los filtros en una placa radiografica por 30 min y finalmente se revelaron medianie
métodos convencionales.
gy Reconstruccitn filogendiicn

Parz la reconstruccidn flogendiica se usé =l método de matriz de distancia UPGMA

{unweighted pair group method wid arithimetic averages), que se basa en 1n algoriime que agrupa 0§

taxa dz zcuerdo 2 1z distancia gendtica minima media entre efios. Cacda OTU (unidad taxondmica

operasiona, inglés operatoral taxonomic unit), hace la misma contribucidn al cdleuio de las



distancias medias. Bl dendrograma resuitante estéd implicitamente enrraizado en el punto donde el Gltimo
grupo se une. La suposicidn més imporiante sobre la que descansa este método es que la tasa de
evolucién en todas las ramas det dendrograma debe ser igual (Avise, 1994

Los datos recogidos en la lectura del gel de acetato de celulosa del MLEE, fueron vaciados en el
programa ETCLUS (v.2.1)%: Muldlocus Diversity Analysis (Whittam, 1990). Este programa registra a
diversidad gendtica de ia poblacidn, ol nlimerc promecdio de alelos, el ntimero de electrotipos y
construye un dendrograma o drbol genealdgico basado en el mdtodo de distancia UPGMA. 5S¢ realizaron
1000 bootstraps en el andlisis de UPGMA, Gaicamente los valores mayores de cincusnta fueron

tomados en cuenta.

h) Analisis estadistico

Prugbas de independencia fueron realizadas utilizando el método de la ji-cuadrada para variables
discretas {tablas de contingencia) (Hamburg, 1979). Se realizaron cuatro prugbas de independencia para

la presencia ¢ ausencia de los genes del LEE {usendo tos resultados de PCR) con respecto al serotipo y

)
§

a la genealogia de las cepas, al orden v dieta del hospedero a la que estdn asociadas las bacterias.
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IV. RESULTADOS

2} Serotipos bacterianos

Los grupos patogénicos de cada cepa fueron determinados en base a su serotipo (Nataro y Kaper,
1988} (AnexoB). De las 122 cepas de esie estudio, 38.5% presentaron serotipos patdgenos, de éstos,
26.2% provienen de aislados humanos y 12.3% de mamf{feros silvestres. Los serotipos patogénicos
fueron mas comunes en ias bacterias asociadas al erden Carnivora (40%).

El serotipo ETEC se encontrd asociade con mas frecuencia a los érdenes Xenarthra v Rodentia.

Las cepas asociadas a humanos presentaron la mayor parte de los serotipos inchuidos en este estudio
{ver Anexo B). Esto no es sorprendente puesto que para este estudio fizeron escogidas con el fin de
estudiar la mayor parte de los serctipos patogénicos de E. coli. El serotipo patogénico més comin tanto
en humanos como en animales silvestres fue ef serotipo EPEC. Los serotipos UTT y EIEC se

. presentaron exciusivamente en cepas de humanos.

b} Reaceién en cadena de 1z pslimerasa (PCR}

Esta prueba se realizd con ol fin de monitorear la prasencia de los genes cesT/eqe v esph

7

incluidos en la isia de patogénica LEE en 122 cepas asociadas a mamiferos silvestres, asi como a

humenes sanos o con sintomas de diarres. Los resuliados de fas amplificaciones de PCR se analizaron

de acverdo & los serotipos bacterianos {Tabla 13, of orden del hospedere [Tebla 2) y 1a dieta del

g=

nospederc {Tabla 3), Fl andlisis de PCR indica gue ambos genes no recesariamente s¢ sncleniran jiiios
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las cepas (46.9%) amplificaron &l menos uno de los &
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marcadores. Ef gen cesT/eae se encontrd solo enun 8.2% de los casos, mientras gue ¢l gen espB se
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encontrd soio en un 15.6% de las cepas. Ambes genes se encontraron en un mayor porcenigje juntos
(25.4%) que separados. 89.5% de las cepas EPEC presentaron ambos genes, 60.0% de las EAEC y
42.9% de las EHEC. Unicamente 9.3% de las no patogénicas amplificaron para ambos genes. Las cepas
con serotipos ETEC v EIEC no ampiiﬁcaren ningun marcador de PCR (Tablal). Se encontré una
ascciacion entre los marcadores de patogénesis v i serotipo bacterianc (y°= 91.99, gl= 18, p< 0.00001,
Tabla 5). Este hecho demuestra que ¢l serotipo es un buen marcador de la patogénesis bacteriana, al
menos para las cepas que producen [a lesién A/E Asi mismo, los productos de PCR para los marcadores
de los genes cesT/eaez v espB fueron encontrados en diferentes proporciones en 1as cepas asociadas a los
diferentes érdenes. Bl gen cesT/zae se encontré en mayor proporcidn en los érdenes Carnivora,
Chiroptera v Primates, mientrag gue ol gen espB se encontrd en mayor proporcion en el orden Rodentia,
Ambos marcadores juntos amplificaron en cepas asociadas al orden Camivora (45%) v en el orden

Primates (42.5%) (Tabla 2). Se encontrd una asociacién entre los marcadores del PCR v el orden del

£
T3

ospedero (y*= 53.15, gl= 30, p= 0.006; Tabla 5).

[
w2

Los resultados def PCR también se agruparon segiin la dieta de los hospederos (Tabla 3).
Herbivoros v granivores presentaron mayor porcentaje de cepas con el gen esp 2. La mavor proporcidn
de cepas con ¢f gen cesT/eqe se encontrd en el grupo de los hematofagos (aungue estadisticamente la

rmeuesira de éstos no es significativa). La mayor proporeidn de cepas con ambos marcadores se encont

en omnivores v carnivoros. Los piscivoros no presentaron ninguno de los marcadores, samque 1a

Los resultades muestran que eXisie una relacidn enfre tener los genes o o, v 10s sistemas de

herbivoros y/o granivores, que incluyen animales dej orden Rodentia v 2 los ungulados, presentan un
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rmayor porcentaje de cepas con el gen espB solamente. Hospederos con sistema digestivo carnfvore ¥/0
omnivoro presentan un mayor porcentaje de cepas que tisnen el LEE completo. Esto sugiere que las
cepas estén adaptadas a los diferentes tipos de intestinos (su hébitat natural), v que probablemente
estos genes son genes adaptativos.

En las Tablas 2 ¥ 3 se puede ver que el porcentaje total de las copas usadas en este estudio
gue presentan ambos marcadores es de alrededor de 25.4%, ¢l porcentaje de cepas que posce solamente

¢l gen espB es de alrededor de 15.6% v 8.2% de las cepas sdlo tienen e: gen cesi/eqe.

¢) Hibridacién tipo Southern

Las pruebas de hibridacidn en las 25 cepas tomadas al azar, revelan gue en una cepa dada cada uno de
los compoenentes del LEE puede estar presente independientemente de los demés. El ndmero de las
hibridaciones positivas va desde ¢ hasta 4 para cada cepa {Tabia 4). Los resultados indican ocho
diferentes patrenes de hibridacion: 12% de las cepas no presentaron hibridacién alguna, 4% hibsidd
dnicamente con la sonda A, 4% con la sonda B v 4% con la sonda D Uinicamente. 4% con ias sondas A
v B, 24% con las sondas A v 1) {regiones flangueadoras), 4% con las sondas A, By D v 44% con todas
las sondas (Tabla 4). Las sondas de ias regiones flangueadoras presentaron el porcentaje més alto de

hibridacién {72% de las cepas). En general los resuliados del PCRy los de ia hibridacitn son

congruenses {r =037, p <0.005; (Fig. 6 2 v & b

La faita de correlacién perfecta puede ser o resuitado de varios hechos, Un resultade pesitivo pava

Southern v negative para PCR, puede deberse a que los sitios del primer son muy noimdriicos. La

5

sitnacidn inversa es maés dificil de explicar, podriz deberse a que estos genes tienen aielos muy

hY

divergentes. Los datos de secuencia del gen espB (V. Souza comunicacién personal) apoyan esta Glima



explicacion. Finalmente, errores de apreciacién podrian obscurecer algunos resuttados. 8in embargo, 10s
resuitados relsvantes que se dertvan de este estudio son gue el locus LEE no necesariamente estd
complete, que los genes se encuentran en diferentes combinaciones y gue predomina la combinacion de
ios cuatro genes patogénicos en cepas humanas de crigen clinico con serotipos patégenos EHEC v

EPEC.

d} Reconstrueccidn filogenéiica

L2 presencia y ausencia de los marcadores de PCR {genes del LEE cesT/eae (¢) v espB (dY] y los
resultados de la libridacién de tipo Southern (sondas A, B, C y D) de la sub-muesira de 25 cepas, se
mapearon en un dendrograma {Fig. 7) con base 3 electroforesis de ispenzimas

El dendrograma presentd tres grupos genéticos, I, I v 1. La mayoria de las cepas asociadas a
humanos se encuentran en i grupo L Bl grupo I agrupa a ia mayor parte de las cepas asogiadas al orden
Rodentia, mientras que el grupo I 28 el grupo més divergente ¢ incluye cepas de primates silvestres v
de manaties. Las demés cepas se encuentran distribuidas sin ninglGn patron cbservable. Se observa que
los caracteres patogénicos estan distribuidos a lo large de todo el arbol, sugiriendo gue los genes
patogénicos han aparecido independientemente en varias ocasiones en los diferentes grupos gendticos de
£. cofi. Este hecho nos indica que !z isla patogénice s¢ esté moviendo por transferencia horizontal, v que
quizd el modelo clonal epidémico s8io se da en cepas humanas.

Se enconird una ssociacién entre fos marcadores del PCR v la geneelogia de E. coif ('= 18.57, gi=5,

3

= 0.00%; Tabla 5), debida quizd, a la schrerrenreseniacion d
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Y, BISCUSION ¥ CONCLUSIONES

Contzariamente a lo deserito por otros auteres (Elliot ef ol., 1998; Kaper, 1998; Nataro v Kaper,
1998}, ruestros resuttados indican que el LEE es una entidad genética muy dindmica, tanto a nivel de los
genes que o componen (va gque se presenian en diferentes patroncs dentro del locus), como a nivel del
locus completo {ya que es adquiride por los diferentes linajes de £ colf. Estas observaciones sugieren
que los genes del LEE podrian tener funciones distintas de la patogénesis cuando se encuentran solss.
Por otro lado, los resultados nos pueden dar luz sobre el ensamblaje v evolucidn de esta isla patogénica.

De acuerdo a esta interpretacion, los diferentes genes que componen el LEE probablemente han

fuercn ensambidndose de una mapera gradual v escalonada hasta su subsiguients integracidn en una isla
patogénica (Lawrence, 1997). La asociacion encontrada entre el serotipo bacieriano v los genes de
patogénesis sugieren que una cepa dada debe de posesr un {rasfondo gendlico especifico para poder

adguirir los genes patogénicos, como por giemplo, sitios de insercidn de bacteriéfagos.

Algunas cepas sclamente presentaron uno de os s del LEE, sugiriendo de nuevo gue la isls
no se formd en un pasc evelutivo sine oue sus genes fueron integrandose gradualmente y adapténdase

£0 UnA O mas ©5pas o especies ntermediarias {ae la Cruz v Davies, 2000). Eventuslmente, umz
combinacion de varios genes prede ser particularments efectiva en hacer gue una cepa sea exitosamerte
patogenica, v £stas luego se preden dispsrsar en una poblacidn de forma epidéimica (Maynazd-Smith,
1992). Esta isla patogénica puede lucgo transierirse de Yorzna horizontal a otros iingjes bacieriands.

naligis de secuencia de los genes eqe, fir v esph de estas cepas (Souza, comunicactdn personal), funto

con jos datos del presente estudic, sugieren un modelo de evolucion de la patogénesis donde la
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transferencia horizontal juega un papel relevante, tanto para Ja construccion inicial de la isia, como para
la dispersidn de este complejo. Un posible mecanismo de transferencia horizonial podria ser por
Sper d] P

fransduceidn ya gue el LEE se encuentra nhicado en un sitio de insercidn de un bacteridfago, el sitio selC

L'}
(M Daniel er o, 1995). Este modelo de ensambiaje gradual ha sido sugerido por diferentes autores para

el ensambiaje de clones patogénicos cansantes de enfermedades novedosas (Lederberg, 1998; de la Cruz

Davies, 2000} v en particular para el ensambizie del complejo antigénico O (Reeves, 1992; 1993).

PR

Esté claro que ¢l origen y evolneidn del LEE se podria explicar con ofros modelos. Una
alternativa seria que la isla fize adquirida de forma completa v que las cepas que sélo tienen uno o dos de
sus genes perdieron por procesos de delecidn ¢ rearreglos cromoscmales los demés componentes del
locus. Sucontenido de G-C de 38.36% (Elliot ef o, 1998) que es diferente del contenido de G-C dsuna
E. coli promedio (56.8%) (Blattner ef ol. 1997), sugiere que esta isla es relativamente nueva en términos
evolutivos. Bl hecho de que el 72% de la sub-muesira de las 25 cepas que se sometieron a las praebas de
hibridacion tipo Southern presentaran las regiones flangueadoras del locus, sugiere la posibilidad de una
disrupcitn del cassetie.

La asociacién significativa entre los componentes det LEE v el orden y dieta del hospedero,

sugiere que los genes del LEE puedsn tener un papel adaptativo. Esto podria deberse a los diferentss
tipos de epitelio del intesting ex 1os diferentes érdenes y/o dietas de los hospederos de £ coli, por
slemuoio, que ia lesidn A-E no pueda ser expresada en intestinos como los de los herbivores.
PL0; b
B! dendrograma indica que iz mayor parie 4e les cepas asociadas a humanos, patégenas o o, se
encuentran en el grupo ganealdgico L Sin embargo, presentan Giferentes combinaciones de los elemerios
d

del LEE. En general, no se observd un patzdn claro en la distribucidn de los genes de patogénesis a lo

largo del dendrograma.
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Los datos indican que en E. coli la recombinacitn es un proceso importante a varios niveles, ¥
sugieren que et LEE es dispersado en diferentes trasfondos genotipicas por transfersncia horizontal.
Este modelo refuerza €l papel de la recombinacion genética en reoldear la estruchura gendtica y la
evelucidn de E. colf como lo han sugerido diversos aitores (Dyxhuizen v Green, 1991; Guttman, 1997).
Este estudio, junto con oiros {Reid ef o, 2000), indican gue diversos Engies de £, coli han adguirido ios
rmismos genes patogénicos varias veces, incluyendo la isla completa v ios genes plasmidicos,
construyendo de esta forma los mecanismos molsculares que promueven la virulencia. En este caso, las
caracteristicas patogénicas son la suma de diferentes factores. Sin cmbargo, esta isla patogénica podria
ser inestable genéticamente debido a las altas tasas de recombinacién interna que existe, Este hecho
podria ser la causa de las gren variacion cpservada ea 10s genes eqe (MicGraw er al, 1999} v e
tir (Paton ef al., 1998}, pero tambidn podria ser al causa de la disrupcion del locus LEE y la conversion
de una £ coli patogénica 2 una bacteria de la flora comin de los mamiferos.

Como conclusion, se rechaza la hipéiesis mila que sostiene que el LEE es una entidad estable
vy se acepta la alternativa: el LEE es una entidad dindmica tanic a nivel del locus como a nivel de sus

componentes, per lo que se sugiere que su origen fue una construccion gradual.
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Tabla 1. Numero v porceniaje {en paréniesis) de cepas de E colf clasificadas por serotipos gue

amplificaron dos marcadores del LEL (genes cesT/eaz v espB).

Serotino N cesfiece  cesT/eas espi esa B Ambos  Ningin
soiaments solaments marcadores marcador

EAEC 5 5(100.0) 2040.0) 2(60.0) 8 3(60.0) G
EAFC en animales 4 4(100.0) 2(56.%) 2(50.0y @ 2{50.%) 0
EAEC en humanos 1 160.0) © 1H160.0y 6 11608y 9
EHEEC 7 6{85.7; %28.5) 457.1y © 4{57.13 114.3)
PHEC en animales 2 2(:80.0) 1(50.6) 1{56.6) § 1(56¢.0} 0
EREC en humanos 5 4(80.0)  1(20.0) s D 3(50.0) 1420.9)
FIEC (sdlo en humsnos) 4 & 8 8 0 L 4(100.03
EPRC 19 1H(%4.7) 1(5.3) 17(89.5) © 17(89.5)  :(5.3}
EPEC en animales 8 6(166.0) 6 6(100.0) § 6{100.3y ¢
EPEC en humanos 13 12(92.3) 177 11(84.6) © [1(84.6 1(7.1
EIEC 8 & ] i 9 9 8(10¢0.0)
ETEC en animales 3 0 0 & g & 3(i106.03
ETEC en humanos 5 g ¢ 0 0 g S5(166.6)
UTT (séle en humanosy 4 F25.0) 10250 tH 8 o 3{75.8)
HP (nc patogénicos) 75 L1477y 4(5.3) 260347y 19{25.3) (5.3 43(60.0)
NP en animeles 7i00 141y 4 25{35.2) 1B(25.4) T{9.9) 43{60.6}
NP en humanos 4 1WZ23.6)  1{23.4; HZ5.0)y 1250y ¢ 2{5%.G)
Total 122 £3{33.6) 12{8.2) 50(40.9) 19(15.6% 33254y 62{50.8}

LO§ nimeros en negritas son los wile

7]
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Tabla 2. Numerc y porcentaje {en paréniesis) de cepas de . coif clasificadas por el orden del

hospedero gque amplificaron dos marcadores del LEE {genes ces¥/eae y espB).

Orden

cestiece

solemente

Ambos

marcadores

Ningin

marcagor

Articdactyla
Carnivora
Cetacea
Chiroptera
Lagomorpha

Marsupialia

Perissodactyla

Primates

Rodentia

Sirenida

Kenarthra

D o

Lo

Led

e

fe ]

0
3(15.0)
0

1(14.3)

1(33.3)

5(12.5)

G

o

;__‘
—
Ton)

’
Lo

U

9(45.0)

<D

2(28.6)

0
17(42.5)
3(10.7)

0

3(50.0)
6(30.0)
3100.0)
3(42.9)
5(100.0)
2(66.7)
5(83.3
16(40.0)
15(53.6)
2(100.0)

2(100.0)

Total

10(8.2)

31(25.4)

£2(50.8)




Tabla 2. Namero y porcentaje (en paréntesis) de cepas de £, colf clasificadas s2gin la dieta del

nospedero que amplificaron dos marcadores del LEE {genes cesT/eae v espi).

Dieta N cesTieage cesi/eae  espB espl Ambos Ningtin
solamente solamente  marcadores marcador

Carnivores 149 7(70.0)  3(30.0) 4450y © 4(40.0) 3(30.0)
Granivoros i2 0 O 6(50.05  6(50.0) 0 6{50.0)
Hematofagos 2 2(100.0) 1(50.0) 1(56.8) O 1(50.0} g
Herbivoros 27 31wy 167 7259y  5(18.5) 2(7.4) 19(70.4)
insectivores 2 0 0 I(50.0y  150.00 0 1{50.0)
Nectarivoros 3 14333 ¢© 1333 ¢ 1333.3) 2(66.7)
Ommnivoros 63 28(44.4) 5(7.%9) 30(47.6) 7(i1.1) 23(36.5)  28(44.4)
Piscivoros 3 it 0 0 0 0 3(160.0)
Total 122 41(33.6) 10(8.2) 50(40.9) 19(15.6) 31(25.4)y  62(50.8)




Tabia 4. Resuitados del PCR ¢ hibridacion de tipo Soufhern en una sub-muestra de 25 cepas de . coli

asociadas a mamiferos siivestres y humanos.

*PCR **Hitridacién tipo Southern
T d A 2 C D

N  Hospedero cesT/ zspB (Regién Regién Region Regién Tipo  Serotipo

{nombre comlin) eae rorfl/  escsep eae espd  patégenic
rorf2

36 Leptonvcieris nivalis 1 1 1 i i i BEPEC  G&8:H-
{muzciélago} E

68  Sigmodon mdascotensis ! 1 i G 0 i NP 037:H21
(ratén)

90  Carnis latrans 1 1 y i 0 0 EAEC  OTT7:HIB
{coyote)

95 Peromyscus megalops 1 i i 1 i 1 EPEC  Oz:H6
(ratén)

97  Peromyscus boyli 0 1 O G 0 i NP O79:H!
(ratdm)

270 Panthera onca 1 1 1 H 1 1 EPEC 0159146
{(puma)

271 Panthera onca 1 1 i 1 i 1 EPEC  (159:H4e6
(puma)

272 Urocyon cinereoargenieus 1 i i i 0 0 EAEC O77:HIE
{zorra gris)

286 Dipodomys merviami G ? 1 0 0 1 NP 0132:HI8
{ratén)

288  Dipodomys merviami ¢ 1 I v 0 1 NP (132:H28
{ratdn)

208 Fguus caballus 0 O 1 & Y 0 NP O19:H-
{cabzilc)

815 Bassariscus astuiits 1 1 i i ! 1 NP Gi45:H34
{comadieia)

216 Bossariscus asiuius 1 oo 7 i 1 NP {145:H34
{comadreja} ;

820 Perognathus penicillaius 0 i i1 ¢ 0 : NP (8819
{ratom) !

830  Canis lotrans 1 o] 1 1 1 EHEC  O55H7
{coyote) 5



1639 dlovatta pailiota

{moro auilador)
2055 Zavassu tojacu

{pecari}
2395 Dasypus sp

{armadiilo}
3517 Homo sapiens
3645 Homo sapiens
3453 Homo sopiens
3681 Homo sapiens

3689 Homo sapiens

3693 Homo sapiens

[y
—

[ bt
<
o

o

o]
et

[y

ot

[y

et
[—
[

ETEC

EPEC

Ul

O127:317

G8:H11

O6:Hi6

O142:H7?

O75:HS

O125:H?

O157:H7

4:H-

055:H6

0i27:Hé

Total 25 cepas

*Regiones amplificadas por PCR ¢ {cesT/eae) and d {espB) miden 333 y 387 pb de largo.

**Sondas del Scuthern A, B, C and B} miden 2870, 2948, 1050 and 2300 pb de largo respectivamente.



Tabia 5- Prucbas de independencia pera encontrar posibles asoclaciones entre
los marcadores de patogénesis del LEE y ! serotine bacteriano (Tabla 1), el
orden {Tabla 2) y dieta {Tabla 3) del hospeders v 1a genealogia de E. coli

{grupes genéticos [, I y .

v GL P
LEE-serotipc 91.99 18 <G.00001
LEE-orden hospedero  53.15 30 0.0057
LEE-dieta hospedero  44.29 21 (.0021
LEE-gencalogia Z. coli  18.57 & 0.0049
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. e S S ]
rorfleseRSTU  escClescV escl sircesT ege  esp

s

sistema de secrecidn de tipo 11 wimia  proteinas
secretadas

Fig. T Genes asociados al locus LEE de E. coli (Natero v Kaper, 1998).
A.- Genes cromosomales asociados al locus LEE.
B.- Genss plesmidicos ascciados a la patogénesis de EPEC.
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Fig. 3 Modelo en cuatro etapas de la patogénesis de EPEC (Hicks et af., 1998).
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escRSTU escCescV escN tircesT ege esp

S, sistema de secrecidn de tipo TH intimina Proteinas
5 secretadas

pléssiido pOIS7

Toxina tipo Shiga

B I A R T o (T A

¢/ Hemolisin \\fmzi stxf

Fig. 4. Genes ascciados al locus LEE de . coli (Nataro y Kaper, 1998).
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Sonda A Sonda B Sonda C Sonda D

rorfl  eseRSTU eseCJ eseV escN tir  cesT  eae esph
rorf2
e = {r . o =
Sistema de secrecion de tipo 11} Intimina  Proteinas secretadas

Fig. 5 Esquema del locus LEE mostrande los sitios de hibridacion (barras solidas) v
los fragmentos de PCR (barras blancas).



Fig. 6

a.- Productos de PCR de 14 cepas de E. coli de mamiferos silvestres v humanos, amplificados
con los oligos para la region (¢) del LEE. El marcador de tamafic molecular (LA} es un ladder
de 100G pb {Boehringer-Mannheim).

b.- Autoradiografia de hibridizacion Souther usendo la sonda C {gen es2) para 1as mismas
cepas usadas arriba. El marcador de tamafio molecular (LA, lambda DNA/HindIl, Gibeo

BRL) se dibujé sobre Iz fotografia utilizando el mismo patrdn de los geles de agarosa,
e p
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Fig. 7 Dendrograma UPGMA mostrando las relaciones genealdgicas entre las 122 cepas de £ coli
asociadas a mamiferos silvestres y humanos. El dendrograma fue deducido a partir de distancias
genéticas ge 11 loci alozimicos. Marcadores de patogénesis de PCR e hibridacion de tipo Southern se

muestran en letras mintsculas v mayiasculas respectivamente.
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ANEXOS

ANEXC A Serctipos asociados a Esclierichia coii diarreagénica
{(MNataro y Kaper, 1998)

Tipo Seregrupo Antigeno H asociado
ETEC 06 Els
08 H9
011 H27
015 HIl
o2 NM
025 H42, NM
027 Hi
078 Hiil, Hi2
0128 H7
0148 H28
0149 H10
0158 H20
0173 NM
EPEC 035 H6, NM
086 134, NM
0111 HZz, HI1Z NM
0119 HE, NM
123 H21
0126 H27, NM
0127 Heé, NM
0123 H2, H1Z
G142 He
0159 H46
EHEC 026 HIIL, H32, NM
055 H7 ’
Ol111 HE& NM
0113 I
0117 Hi4
0157 HY
EAEC a3 H2
015 Hig
044 HIg
086 NM
077 Hig
o1t H21
0127 H2
o7 Hig
EJEC 028 NV
Gz29 N
G112 NRA
124 H20, WM
0135 M
0143 N4
0144 NM
0152 NM
0159 H2, NM
G164 N
0167 H4, IS5, NM
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ANEXO B Nombre, orden v dieta de los hospederos de les cepas de Fscherichia coif usadas en este estudio.

Serctipos de E. coli y marcadores de PCR.

PCR?
Jospedero Orden del Dieta del Serotipo Tipo  cesT/eae  espB
hospedero hospedero patogénico (c) {d)
Ros tawrus 2376 Artiodactyla Herb G18:H40 NP 0 1
Ddocoeileus virginious 1984 Artiodactyla Herb O7:H7 NF 0 I
Ddocoeileus virginiaus 1985" Artiodactyla Herb 037:140 NP 0 0
ddocoeileus virginiaus 63" Artipdactyla Herb G141:H28 NP 0 {
dvis aries 1967 Artiodactyla Herb O166:H15 NP 0 0
Cayassy igjacu 2655 Artiodactyla Herb 0g:H11 NP 0 1
dassariscus astutus 815 Carnivora. Omn 0145534 NP 1 i
Sassariscus astutus 816" Carnivora Omn Ci45:H34 NP i i
Sassariscus astuius 817 Carnivora Omn (0145:H34 NP | I
dassariscus astutus 34 Carnivora Omn 08:Hi4 NP 0 i
Canis famifiaris 17 Carnivora Omn OTH- NP 0 i
“anis latrans 825" Carnivora Carmn 05517 EHEC i 0
Canis latrans 830" Carnivora Carn O55:H7 BEHEC 1 i
Canis latrans 99" Carnivora Carn O77:H18 BEAEC 1 1
“emis latrans 91 Carnivora Cam O77:H18 EAEC 1 ]
“anis latrans 92° Carnivora Carn O77:His EATC i ]
elis carus 16 Carnivora Omn O H- NP 1 t
‘elis concolor 268 Carnivora Carn C11:HI1S NP E g
elis concolor 269 Carnivora Carn 08:H51 NP ¢ 0
Vasua narico 20627 Carnivors Omn 0390:1H28 NP 0 0
anthera onca 658 Carnivora Carn Qid41:H28 NP ] G
Santhero onca 178 Carnivora- Carmn 0159:H46 EPEC i i
amthera onca 27 Carmivora Carr O15%:H4s EPEC 1 i
Jrocyon cinerzoargenieus 361 Carpivora Omn O112:H21 MNF 9 a
Jrocyon cinereccrgenicus 272 Carnivora Omn 077:H18 EAEC 1 1
Jrocyon cinerecargenteus 364 Carnivora Omo 037121 NP 0 8
"wrsiops truncatus 2925 Cetacea Pisc 0l141:H4 NP g g
"ursiops truncatus 3826 Cstacea Pisc O141:H4 NP i ]
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Tursiops trumcatus 2027
Desmodus rotundus 25
Desmodus rotundus 26
Leptonyeteris wivalis 31
Leptonycieris nivalis 33
Leptonycteris nivalis 38
Ayotis veilfer 85

Tadarida brasilensis 266
Oryctolagus cuniculus 2357
Romerolagus diazi 2372
Romerolagus diazi 2373
Romeroclagus diazi 2374
Sylvilagus sp. 88"

Didelphis virginiana 2038
Didelphis virginiana 79
Equus caballus 807

Eguus caballus 868"

Fquus caballus 889"
Tapirus bairdii 1937
Tapirus tervestris 2381
Tapirus ievrestris 2382
Alouatta palliata 1638
Alouyaria pallicia 1639
Alouaiiu palliota 1646
Ateles geoffroyi 1669
Homo sapiens 45
Homo sapiens 46
Homo sapiens 47
Homo sapiens 3517
Homo sapiens 35287
Homo sapiens 3835
Homo sepiens 35667
Homo sapiens 36357
Homo sapiers 3636

Homo sapiens 36467

Cetacea
Chiroptera
Chiroptera
Chiroptera
Chiropters
Chiroptera
Chiroptera
Chiroptera

Lagomorp‘né
Lagomorpha
Lzgomorpha
Lagomerpha
Lagomorpha
Marsupialia
Marsupialia
Marsupialia
Perissodactyla
Perissodactyla
Perissodactyla
Perissodactyla
Perisscdactyla
Perigsodactyla
Primates
Primates
Primaies
Primates
Primates
Primates
Primates
Primaies
Primates
Primates

Primates

Primates

Pisc
Hem
Hem
Nect
Nect
Nect
Insc
insc
Herb
Herb
Herb
Herb
Herb

Omn

On
Herb

Herb

=
foui]
=t

Herb
Herb
Herb
Herb
Herb
Herb
Hert
Herb
QOmn
Omn
{Omn
Omn
O
Omo
Ome
Omn
Omn

Omn

0141:H4
0149:H7
O149:H7
O78:1148
0O8:H-
G125 H-
O7H?
012517
O170-H7
019:Hl16
019:H16
Ol9:Hls
0155:H4

01i53:H-
Q123:H?
O127:H7?
G123:H7
035:H49
Q19:H25
078:H-
Q19123
Gl42:H?
©126:H27
08:H30
OB6:HIZ
011412
O15THT
Ci1T:H27
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Homeo sapiens 36437
Homo sapiens 36457
Homo sapiens 36467
Homo sapiens 3647"
Homo sapiens 3648
Homo sapiens 36527
Homo sapiens 3653
Homo sapiens 36547
Homo sapiens 3657
Homo sapiens 3659
Homo sapiens 36607
Hemo sapiers 3662°
Homo sapiens 36637
Homo sapiens 36647
Homo sapiens 3667
Homo sapiens 3681
Homo sapiens 36827
Homo sapiens 3689
Homo sapiens 3693"
Homo sapiens 3698
Homo sapiens 37007
Homo sapiens 37017
Homo sapiens 3707
Homo sapiens 3768
Homo sapiens 5063{E2348/69)
Homo sapiens 5064{B171-8)
Baiorys musculus 75
Dipodomys merricmi 386
Dipodontys merviami 287
Divodomys merriami 288
Habromys sp. §8
Hebromys sp. 89

Liomys picius 18"

Liomys pictus 28°

Liomys pictus 21

Liomys pictus 76

Primates
Primates
Primates
Primates
Primates
Primates
Primates
Primates
Primates
Primates
Primates
Primates

Primates

Primates
Primates
Primates
Primates
Primates
Primates
Primates
Primates
Primates
Primates
Rodentia
Rodentia
Eogdentia
Rodentia
Rodentia

Rodentia

Rodentia

Rodentia
Rodentia

Rodentia

Omn
Omn
Omn
Omn
Omn
Omn
Omn
Omn
Omn
Omn
Omn

Omn

Gran
Ciran
Cran

Omn

Q6:HIC
O75:H3
O8:H-
OR:H-
O&:Hs
GC27:H7
0123:H-
G125:H-
Oi36:H-
O111H-
O114: 12
G164:H-

19381
G132:H28
O132:H28
C132:H23

G103 H-

O103:H-

022:H28

(22:HZ8

022:H28
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Lionys pictus 78

Neotoma albigula 396
Nestoma albigula 297
Neoviomg albigula 285
Nyctomys sp. 69

Oryzomys sp. 58

Orvzorys sp. 55

Oryzomys sp. 60
Perognathus peniciliatus 820
Perognathus penicillatus 821
Peroguathus penicillatus 822"
Peromyscus megalops 5
Peromyscus sp.71"
Peromyscus sp. 72
Peromyscus boylii $6
Peromyscus boylii 97
Sigmodon mascotersis 67
Sigmodon mascotensis 68
Trichechus meamatus 1735
Trichechus manatus 1736
Dasypus sp. 2395

Dasypus sp. 2396

Rodentia
Rodentia
Rodentia
Rodentia
Reodentia
Rodentia
Rodentia
Rodentia
Eodentia
Rodentia
Rodentia
Rodentia
Rodentia
Rodentia
Rodentia
Rodentia
Rodentia
Rodentig
Sirenida

Sirenida

Xenarthra
Xenarthra

Gran
Herb
Herb
Herb

Gran

Omn
Cmn
Herd
Herb
Omn

Omn

Ol12:Hi1z
CidH?
019:117
O19:H?

Q37:H21
ORHS
OR:HS
OR:HS
083:H9
(23:H%
O38:H9
O HE
OB:His
GRHi6

Qa:H16
06:H16

NP

NP
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Dieta del hospedero: Cam {camivoros), (irs (granivoros), Hem (hemaidfagoes), Herb (herbivoros), Is

{insectivoros), Nect {(nectarivoros), Omn {cmniveros), Pisc (piscivoros)

Marcadores de PCR: 0 ansencia, 1 presencia
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ANEXO C Caracieristicas bioguimicas de Escherichic coli uiilizadas para su identificacion

Caracteristicas Respuesia
Gas en TSI*
Acido en TEI*
H,S en TSI* -
Reio de metio® +
Voges-Proskauer® -
Movilidad® +
Lactosa® +
Citrato™® -
Ureasa® -
Arabinosa® +
Sorbitol +
Maltosa +
manitol +
Adosnitol
Inositol -
Sucrosa -
Lisina +
E Fenilalanina “

o

Segtiz Ewing, 1986 y manual THFCG, 1984

* Pruchas realizadas en este trabajo

60



ANEXG I Reactivos especificos para la tincidn de las enzimas {electroforssis de iscenzimas)

ADT {Alcohol deshidrogenass)
8.6 m! Tris HCY pH=7.0%

1.5 m! NAD

5 gotas de MTT

3 gotas de etzaol

5 gotas de PRIS®*

2 mt ge agar

ARK (Arginiza guinasa)
0.5 m! Tris HCI, pH=8.0*
LS mi NAD

5 gotas de Mg(i

5 gotas de fosfo-L-arginina
5 gotas de solucion de ADP
5 gotas de MTT

5 gotas de PMS

10 ml de hexoguinasa®*

10 mi de GoPDH*

Z mide ager

GO6PDE (Glucosa-6-fosfato deskidrogenass)
2.6 ml Tris HCY, pH=8.0*

1.5 ml NADP

12 gotas de D-glucosa-6-fosfato

5 gotas de MTT

3 gotas de PMS

& gotas de MgCl

2 ml de agar

IBH (isocitrate deshidrogemasa)
1 m! Tris HCL, pH=7.0*

1.5 ml NADP

{5 gowas de DL-acido isociirico

8 gotas dg MgCl

5 gotas de MIT

5 gotas dg PMS**
2 mide agar

MBE (Malato deshidrogenssa)
1 m! Tris HCY pH=2.0%¥

ME (Enyzima malien}
0.6 m! Tris TIC, pH=R.0%
1.5 ml NADP
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12 gotas de sustrato mélics
5 gotas de MTT

5 gotas de PMS**

2 gotas de MgCl

2 m! de agar

MPI {Manosa-O-fosiato isomerssa)
b ml Tris TICI, pH=8.0%

1.5 mi NAD

5 gotas de D-manosa-6-fosfato

5 gotas de MTT

5 gotas de PMS**

5 ml de PGI**

20 mi de G6PDH

2 ml de agar

PEP (Peptidasa)

2 ml de 0.02M Na,HPO,, nH=7.5
4 gotas de peroxidasa

8 gotas de o-dianisidina

2gotas de Mgl

g gotas An ndntidn f!faﬂ_ala)

de pépride (ke
4 gotas de l-amino dcido oxidasa**
2inl de agar

PGM (Fosfoglucomutasa)

1 mi Trs HCY, pH=8.0*

1.5 mi NAD

5 gotas de solucion de glucosa 1-fosfato
5 gotas de MTT

3 gotas de PMS**

5 gotas de MgCl

20 mi de GSPDH*

2 mi de agar

XD (Xantina deshidrogenass)
! mi Tris HCY, pH=8.0%

1.5 mi NAD

20 gotas de hipoxantina

5 gotas de MTT

5 gotas G PMS*#

2 ml de agar



ANEXO E Tabia de electrotipos

Hospedero/
No. de cepa

iDH

PEL

PGl ARK

ME]

MEZ

MP1 ADH!

MDE

6G

XDH!

Odocoeileus virginiaus 63
Ovis aries 1967

Odocoeileus virginicus 1984
Cdocoeileus virginious 1985
Favassu lajacu 2055

Bos tourus 2376

Canis fomiliaris 1

Felis catus 1¢

FPanthera onca 65
Bassariscus astutus 84

Canis latrans 90

Canis latrans 91

Canis Iatrans 92

Felis concolor 268

Felis concolor 269
Pantherz onca 270
Paonthera onca 271
Urocyon cinerecargenteus? 2
Uracyon cimereoargenteus3(0
Urocyon cinercoargenicus3(]
Bassariscus astutus 815
Bassariscus astutus €16
Bassariscus astutus 817
Cemis latrans 825

Conis latrans 830

Nasua narica 2062

Tursiops truncatus 2025
Tursiops wuncarus 2026
Tursiops trumcarus 2027
Desmodus rofundus 25
Desmodus rofundus 26
Leptorycieris nivalis 31
Leptonycieris nivalis 33
Lepionyeizris nivalis 36
Myetis veilfer 85

Tadarida brasilensis 266
Sylvilagus sp. B0
Oryeroiagus curiculus 2357
Romerolagus diczi 2372
Romerolagus diazi 2373
Romerolagys diazi 2374
Muarmosa canescens 54
Didelpkiz virgiviena 79
Didelphis virginicna 2050
Equus caballus 807

Equus coballus 808
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Equus caballus 809
Tapirus bairdii 1937
Fapirus terresivis 2381
Tapirus terresiris 2382
Homo sapiens 45
Homo sapiens 46
Homo sapiens 47
Alouatia pallicia 1538
Afouatta palliate 1639
Alouatte pallicta 1640
Ateles geoffrovi 1669
Homo soepiens * 3517
Hemo sapiens * 3528
Fomo sapiens * 3535
Homo sapiens * 3566
Homo sapiens * 3635
Homo sapiens * 3635
Homo sapiens * 3640
Homo sapiens * 3643
Homo sapiens * 36435
Homo sapiens * 3646

Homo sapiens * 3647
Homo sapiens * 3648

kG
Homo sapiens * 3652
Home sapiens ¥ 3653
Homo sapiens * 3654
Homo sapiens * 3657
Home sapizns * 3659
Homo sapiens * 3660
Homo sapiens * 3662
Homo sapiens * 3663
Homo sapiens * 3664
Homo sapiens ¥ 3667
Homo sapiens * 3681
Homo sapiens * 3682
Homo sopiens * 368%
Homo sapiens * 2693
Home sapiens * 3698

Homo sapiens = 3700
Homo sapiens * 3701
Homo sapiens * 3747
Homo sapiens ¥ 3708

Home sapiens * 5063
Homo sapiens * 5064
Liomys pictus 15

Liomys pictus 26

Liomys picius 21
Oryzomys sp. 58
Oryzourys sp. 39
Oryzomys sp. 60
Sigmoden mdscotensis 87
Sigmodon mdscotensis 63
Nyctomys sp. 69
Peromyscus sp, 71
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Peromyscus sp. 72

Baicwys musculus 75
Liomys pictus 76

Liomys picius 78

Habdrowys sp. 88

Hgbromys sp. &9
Peromyscus megalops 95
Peromyscus boylii $6
Peromyscus boviii 67
Dipodeomys merricmi 286
Dipodomys merrigmi 287
Dipodomys merriami 288
Neotoma albigula 256
Neotoma albigula 297
Neotomo albigule 298
FPerognarhus penicillatus 820
Perognathus peniciilarus §21
Perugnathus penicillatus 822
Trichechus monatus 1735
Frichechus monatus 1736
Dasypus sp 2395

Dasypus sp 2396
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ANEXC F SOLUCIONES Y REACTIVOS

Purificacion de DNA total

BUFFER TE (TRIS-EDTA)

Para un volumen final de t ki

TRIS 134, pH=8.0 EDTA G25M, pH=20

121.14 gr. de wrisras base 93.05zr. de EDTA{Nay}
Aforar con o0 bidestiizde a 1 1t Aforara 1% con H:0
Ajustar ei pH con Hel Ajustar ¢l pH con NaOH
Filtrar v esterilizar en autoclave Filirar y gsterilizar
PRONASA

5 mg. de prongsa en I mlde TRIS-EDTA 30:20, pH=8.0. Digertr { horg 37°C

RNAasa
Disolver 30 my. de RNAasa en 1 mi de agus BPFLC, digerir 107 2 95°C.

SATURACION DE FENCL
Adicionsr 3 una boteila de fenol 100 ml de TE 1001, pi=8.0. dejer en agitacion hasta obtener ana emulsion.

MEZCL A FEROL:CLOROFORMO:ALCOHOL 1ISC-AMILICO
Mezclar 24 mi de fenol, 24 wl de cloroformo v 1wl de aloohe! iso-amilico. Almacenar en un fraseo dngbar a 4°C,

BUFFER TRIS-ACETATOS (TA) 1X
48.4 gr. de Trisma bage

£1.42 1l de 4cide acético

20 m! de EDTA 0.5M a pH=8.0
Aforar con agua bidestilada o 13008 ml

Digestiones con enzimas 4¢ vestriccién

SGNDAC

Para un vohumen fimal de 50 ul.

10 ul de DNA (2ng)

5 ul de buffer

2ulde Hind TIT (20 w)

33 ul. de agua bidestilada y esterilizada

SONDA I3

Para un volanen firal de 30 ul
Sulde DNA Cagd

3 jit de buffer Neb 4 (Biglab)

2 ulde Smal(20w)

2yl de Xba 1200

3¢ pl. de agua bidestitada y esterilizada

Trapsferepeia

HC0.23M
284 mi de Hel
Aforsr con agua bidestilada 2 1080 m)

NaOH 0.5M, NaCl 1.3M
15.99gr. de NalH
87.6 gr de Nall
Aforer con agua bidestilada 2 1000
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Tris-fICE §.38, HaCl 1.5, pH=74
60.57 gr. de Trisma base

87.6 gr. de Nall

Aforar con agna bidesiilada a 1000

S8C 20X

88.2 gr. de cifrato de sadio

175.2 gr. de WaCl

Aforar cor agua bidsstilada 2 1060

Southern biot con dioxigening

88X 20X
S8

SCLUCIONES DE LAVADO

1.-BEC 2ZX/8D8 §.1% {vol. final de 260 mi)
20 mi de SSC 20X

2 pi de DS 2110%

178 ml de agua bidestilada

2.-88C 9.1X/3DS 0.1%

I m! de SSC 20X

1ot de DS al10%

197 mi de agua bidestilada

BUFFER DE HIBRIDACION

Pars un volirnen final de 100 md

25 mi de 38C 20X

0.1 gr de n-lauril sarcosing

10 mi de solucitn de bloguee Dig High Prime (Mannheim-Boshringer?
64.8 mi de agua desiilada estéril

260 m! de SDS al 10%

BUFFER DE MALEICO

Para nr volumen final de 500wl

5.8 gr. de acido maleico

438 gr. de Na i

Aforar & 500 ml v ajestar sl pH 2 7.5

BUFFER DE LAVADO
400 mi de buffer do maleico
1.2 mide Tween 20v7y

BUFFER DE EQUILIBRAR

Pars un vohunan {inal de 200mi
20 mi de Tris-hase-HCl 1M

4 ol Ge Weli 5M

Smlde Mgl IM

Aforar 2 200 mi con ague desiifane
AjustarelpHl a 9.8

Prepare al momento de usar

&7
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