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RESUMEN

Escherichia coli es considerada microbiota normal en mamiferos terrestres,
acuaticos y aves. Se puede clasificar en tres grupos: cepas comensales, cepas
patdgenas intestinales y cepas patdogenas extraintestinales. Para su
identificacion se ha utilizado diferentes metodologias, que incluyen la serologia,
los factores de virulencia, determinacién de islas de patogenicidad, toxinas y
grupos filogenéticos, entre otros. Sin embargo, existe escasa informacion sobre
E. coli en mamiferos marinos y la poca informacion disponible procede de
animales varados o muertos, por lo que es necesario ampliar el conocimiento y
generar mas informacion que servira como base de datos para mejorar
medidas preventivas y de control. El objetivo del presente trabajo fue
caracterizar 19 aislamientos de E. coli de delfines nariz de botella. Los
aislamientos fueron identificados bioquimicamente por medio del sistema
automatizado MicroScan, asi como la presencia de beta-lactamasas de
espectro extendido (ESBL) y la concentracion minima inhibitoria (MIC). Se
determind por medio de la PCR grupos filogenéticos, factores de virulencia por
PCR multiple y tipificacion serolégica mediante el sistema de microaglutinacion
en placa. Los resultados que se obtuvieron en el presente estudio fueron los
siguientes; de los 19 aislamientos 4 presentaron resistencia a
ampicilina/sulbactam (A/S), 8 a ampicilina (Am), 2 a amoxicilina/acido
clavulanico (Aug), 1 a aztreonam (Azt) y fue positivo a ESBL, 2 a ceftriaxona
(Cax) que también fueron positivos a ESBL, 2 a ceftazidima (Caz) y
presentaron ESBL, 4 a cefalotina (Cf), 2 a cefazolina (Cfz), 5 a ciprofloxacino
(Cp), 2 a cefuroxima (Crm), 5 a gatifloxacino (Gat), 5 a gentamicina (Gm), 5 a

levofloxacino (Lvx), 5 a piperacilina (Pi), 3 a trimetroprim/sulfametoxazol (T/S) y

4



2 a tobramicina (To). En la determinacion de grupos filogenéticos 8 pertenecen
al grupo B2 (42.10%), 6 al grupo A (31.57%), y en menor porcentaje los grupos;
B1 de las cuales 3 muestras fueron positivas (15.78%) y 2 muestra al grupo D
(10.52%). En cuanto a la tipificacion seroldgica; 2 aislamientos pertenecen al
serotipo O15:H7, 2 fueron O32:H42, 2 O25:H4, 2 O170:H16, 1 es O71:H14, 1
0153:H2, 1 O75:H5, 1 0140:H32 y 2 aislamientos son 0163:H19. Un
aislamiento pertenece al serogrupo 0101; y a 3 aislamientos sélo se les
determiné el antigeno flagelar (H:31, H:42, H:2); un aislamiento se determind
como rugoso (OR:H14). Con respecto a los factores de virulencia 4
aislamientos presentaron stx1l, 17 stx2 y 2 aislamientos presentaron el gen
fliCh7. Un aislamiento presentd la combinacion de los genes rfbEgis7 y fliChy,
por lo que este aislamiento de E. coli es de serotipo O157:H7 determinado por
tipificacion molecular; que pertenece o es caracteristico del patotipo de E. coli
enterohemorragicas (EHEC), de igual manera presento el gen eae y los dos
genes de toxina shiga (stx1l y stx2), caracteristico de este patotipo. Es el
primer reporte de un aislamiento O157:H7 que pertenece al patotipo EHEC y
presenta los genes eae, stx1, stx2 y los genes de tipificacién molecular rfbEo1s7

Yy f|ICH7
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l. INTRODUCCION
l.I Delfin nariz de botella (Tursiops truncatus)
l.I.I Clasificacion taxondmica

El delfin nariz de botella es un mamifero marino que pertenece ala orden
cetacea y se podria decir que es el mejor conocido de todos ellos. En la
actualidad, la fauna mundial de cetaceos consta de mas de 86 especies. Esta
orden la integran dos principales subérdenes, los odontoceti (cetaceos
dentados) que incluye a los cachalotes, los zifios, los delfines de rio, los
monodontidos (belugas y narvales), los delfines oceanicos y las marsopas;
formada por 10 familias, 40 géneros y al menos 76 especies, €s un grupo mas
diversificado que el suborden de los mysticeti (cetaceos con barbas), con sélo 4
familias, 6 géneros y al menos 13 especies. Estos dos grupos evolucionaron de
un grupo mas antiguo de ballenas, el Archaeoceti (1, 2, 3, 4, 5).

La familia Delphinidae, es la mas diversa del orden de los cetacea en el
mundo, se conocen como “delfines oceanicos”; comprende varias subfamilias,
17 géneros y por lo menos 36 especies. Incluye todos los delfines clasicos y los
pequefios cetaceos (1, 2, 4, 5). La subfamilia Delphininae es muy extensa
incluye por lo menos 6 géneros y 17 especies, todas ellas marinas. Como
grupo, se encuentran por todo el mundo y ocupan habitats que van desde los
tropicos hasta las frias aguas subpolares y desde aguas costeras y poco
hondas hasta las profundidades del océano (2). El género mas conocido es el
Tursiops al que pertenece el delfin nariz de botella (Tursiops truncatus); es de
tamafio mediano que abarca de 1.9 a 3.8 m de longitud, con mucha variaciéon
entre las poblaciones. El peso promedio es de 200 kg. El tamafio maximo es de

4.3 m de longitud y 650 kg de peso (1).



Clasificacion taxondmica

Reino: Animal

Filo: Cordados
Subfilo: Vertebrados
Clase: Mamiferos
Orden: Cetacea
Suborden: Odontoceti
Familia: Delphinidae
Subfamilia: Delphininae
Género: Tursiops
Especie: Truncatus

Nombre cientifico:

Nombre comun:

Tursiops truncatus
Tonina, tursion, delfin nariz de botella, delfin mular comdn,
bufeo, delfin oceénico y delfin nariz de botella comun (4, 6).

[.I.Il Situacion actual del Tursiops truncatus

El delfin nariz de botella no se encuentra enlistado por la Union Mundial

para la Naturaleza (IUCN), pero si lo esta en el Apéndice Il de la Convencion
sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora
Silvestres (CITES). En el Apéndice Il se incluyen especies que no se
encuentran necesariamente en peligro de extincion, pero cuyo comercio debe
controlarse a fin de evitar una utilizacion incompatible con su supervivencia (7).
Se ha realizado un estatuto especial en el Anexo Il de la Directiva de la Union
Europea de Habitats. En el cual se establece que la caza comercial de
cetaceos del Mar Negro, incluyendo delfines nariz de botella est4 prohibida
desde 1966 en la ex Union Soviética, Bulgaria y Rumania, en 1983 en Turquia
(8). Las cazas dirigidas contindan en Perq, Sri Lanka y Japon para consumo
humano. En Estados Unidos, México, Cuba y Jap6n se capturan ejemplares

vivos para exhibicion en acuarios (9).



l.I.III Normatividad en México

La actividad que realiza el delfin nariz de botella que se encuentra en
cautiverio ya sea en sistemas abiertos o cerrados esta basada en exhibicion,
espectaculo, nado con delfines y delfinoterapia; por lo que existen leyes,
reglamentos y normas que establecen las condiciones y manejo del
confinamiento de las especies y sus habitats.

En México la Ley General de Vida Silvestre esta sujeta a establecer la
concurrencia del Gobierno Federal, de los Estados y de los Municipios, en el
ambito de sus respectivas competencias, relativa a la conservacion y
aprovechamiento sustentable de la vida silvestre y su habitat en el territorio de
la Republica Mexicana y en las zonas en donde la Nacion ejerce su jurisdiccion
(20).

La preocupacién por la conservacion de los cetaceos en México también
se ve reflejada en las Normas Oficiales Mexicanas. Las Normas que estan
relacionadas con la proteccion de los cetaceos en México son: NOM-012-
PESC-1994, NOM-EM-074-ECOL-1996, NOM-ECOL-131-1998, NOM-ECOL-
059-2001 que establecen la categoria de riesgo de las especies de flora y
fauna de México; NOM-EM-PESC-2001, establece los lineamientos para la
captura incidental de organismos juveniles de atun y delfines; NOM-EM-135-
Semarnat-2001 que establece los lineamientos regulatorios para la captura,
transporte, manejo y condiciones de cautiverio de mamiferos marinos,
principalmente delfines y la NOM-ECOL-136-2002, que especifica las

regulaciones existentes para los mamiferos marinos en cautiverio (10).
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l.I.IV Localizacion geografica

Europa Este de Norte América América del Australiay Océano Indico

América Latina Norte Occidental | Nueva Zelanda y Asiatico

e Gran Bretafia Los Maritimos Caribe e Baja e OQOeste, Sury | e Maldivas

e lIrlanda en Canada Ecuador California Oriente de | ¢ SriLanka

e Golfo de Vizcaya Florida (EUA) Islas (México) Australia e Japon

e Canarias Bahamas Galapagos | ¢ Hawai (EUA) | e Nueva

e Madeira Brasil Zelanda

e Azores Argentina

e Mediterrdneo Chile

(11)
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Fig. 1. Mapa de distribucion geogréfica. Elaborado por la Bidloga Laura Patricia Yafiez Villa (ARGIS
version 9.3)
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[.ILV Anatomia del delfin

Las caracteristicas mas evidentes debido a la evolucién son la ausencia
total de las extremidades posteriores y orejas, los genitales no se encuentran
expuestos. El cuerpo es perfectamente liso y desprovisto de pelo. La parte
caudal se ha ampliado en un par de aletas horizontales que constituyen el
aparato locomotor. Las extremidades anteriores son muy reducidas y no hay
digitos separados, ya que se han modificado para formar las aletas. Las fosas
nasales estan situadas en la parte superior de la cabeza y se unen para formar
el espiraculo; el meldn se considera como una modificacion del labio superior y
es relacionado con el sistema de ecolocalizacion (12) (Fig. 2).

El cerebro es largo con pliegues, muy parecido al del humano a
diferencia de otros mamiferos. La modificacion del craneo, esqueleto y los
musculos se deben a las tensiones mecanicas a las que estan expuestos en el
medio maritimo, mientras que las de los sistemas respiratorio, circulatorio,
digestivo y urogenital son adaptaciones a los procesos fisiologicos y mecanicos
del medio acuatico. La epidermis es una capa de epitelio queratinizado como
en la superficie de la piel del hombre, no presenta foliculos pilosos ni poros
para eliminar el sudor o poder llevar a cabo la transpiracidén, su textura es
suave. La epidermis es introducida en una serie de canales paralelos, como los
de las manos vy los pies de los humanos, estos no son visibles y se extienden
sobre toda la superficie del cuerpo. Ya que los canales se encuentran en la
direccion del flujo del agua sobre el cuerpo, se cree que es para contrarrestar el
esfuerzo durante la aceleracion rapida en el nado. Detras de la dermis se
encuentra una capa gruesa de grasa, actlia como aislante térmico y resulta de

la formacion del tejido adiposo (12).
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Fig. 2. Anatomia del delfin. Tomado de Neurociencia y comportamiento. Universidad de Sevilla
Espafia. http://alojoptico.us.es/portaleto/sonar_delfin/PAGINAY%20WEB/anatomia.htm.
Modificado por el Ingeniero Adrian Santillan Carmona

[.I.LVI Enfermedades

En los ultimos afios, se ha reconocido que la infeccién por morbilivirus y
las fitotoxinas, son la causa principal de mortalidad en poblaciones de
mamiferos marinos silvestres (13). Diversos factores como la propagacion de
bacterias, la contaminacién relacionada a la descomposicion post-mortem, la
toma de muestra y el medio acuatico en donde habitan los delfines, dificultan
cuantificar el papel de las enfermedades bacterianas en la morbilidad y
mortalidad de los mamiferos marinos en la vida silvestre (13, 14).

Se ha observado que los cetaceos tienen una alta susceptibilidad a las
enfermedades respiratorias de origen bacteriano, entre ellas la neumonia
ocupa el primer lugar. En una poblacion representativa de cetaceos
diagnosticados con problemas en el tracto respiratorio, se ha aislado
frecuentemente a Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa, asi
como Aerobacter spp., Proteus mirabilis y Escherichia coli (13, 15, 16, 17). La
Pasteurelosis es una enfermedad relacionada con los rumiantes y conejos, sin

embargo se ha llegado a presentar en delfines asociada a una
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bronconeumonia (16). Distintos autores han mencionado a Pasteurella
multocida como causante de enteritis y Mannheimia haemolytica se ha
reportado como causante de traqueitis hemorragica (13).

Erysipelothrix rhusopathiae, agente causal de la erisipela en cerdos y pavos, se
ha observado en cetaceos en cautiverio provocado por la ingesta de pescado
contaminado. La Erisipela tiene dos presentaciones; la septicémica, la cual
frecuentemente culmina con la muerte del animal y la forma dermatoldgica,
caracterizada por placas en la piel en forma de rombos grisaceos la cual se a
presentado en cetaceos (15, 16).

Brucella sp. es una bacteria que constantemente se le relaciona con rumiantes
y cerdos. Sin embargo a mitad de los afios noventa, fue aislada de focas,
delfines, marsopas y ballenas; se relaciona con abortos y meningoencefalitis,
las cepas aisladas son genéticamente distintas a las que se encuentran en
mamiferos terrestres, por lo que se han propuesto dos nuevas especies,
Brucella pinnipedialis y Brucella ceti (18). En el delfin nariz de botella (T.
truncatus) en cautiverio, ha sido aislada de un caso de aborto, de lesiones
cutaneas, neumonia, ganglios linfaticos e higado, ocasionando inflamacién
granulomatosa multifocal (13, 15, 19).

Los vibrios se han aislado rutinariamente de heces, espiraculo y faringe de
delfines sanos y enfermos (20, 21). Existen reportes de nocardias patdgenas
(N. asteroides y N. brasiliensis) en cetaceos (22).

Se han reportado diferentes virus que afectan al delfin, morbilivirus,
papilomavirus, poxvirus Yy calicivirus; dentro de estos Morbilivirus, es
considerado como un patégeno de mayor importancia en vida libre (22, 23).

Dentro de las enfermedades micéticas se ha reportado Aspergilosis pulmonar,
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Candidiasis cutanea y Lobomicosis. En cuanto a los parasitos que los afectan

estan los protozoarios y helmitos (14).

[.LLVII Microbiota

El término microbiota normal incluye bacterias en mayor proporcion,
protozoos y hongos que habitan en diferentes regiones anatémicas, las cuales
tienen una estrecha relacion con el hospedero y de esta forma se genera una
homeostasis (24, 25, 26).

La microbiota normal que habita en el intestino de mamiferos esta
compuesta por cinco filos; Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria,
Proteobacteria y Fusobacterias. Las Firmicutes representan un 65% de la
microbiota y las Bacteroidetes un 25%. Estas proporciones pueden variar entre
individuos debido a los cambios en la composicion de la misma; ya que pueden
ser afectados por la dieta y exposicion a antibiéticos como a la ampicilina,
gentamicina, metronidazol, neomicina y vancomicina, los cuales reducen
bacterias del filo Firmicutes mientras que incrementa la proporcion de las
bacterias Bacteroidetes (27, 28, 29, 30, 31).

Las bacterias comensales que residen en el intestino tienen funciones
diferentes. Dentro de las cuales estd; proporcionar una capa de protecciéon
contra la colonizacion e invasion de agentes patégenos (32, 33) y un desarrollo

apropiado del sistema inmunoldgico (34).
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l.I Escherichia coli

Escherichia coli es un bacilo gramnegativo, mévil y anaerobio facultativo
gue pertenece a la familia Enterobacteriaceae, es considerada microbiota
normal, principal organismo y habitante en el tracto intestinal de humanos
sanos, mamiferos terrestres, acuaticos y aves en las que el aislamiento de la
bacteria en heces ha sido menor; es un habitante secundario en agua y
sedimentos. Se considera una bacteria muy versatil, ya que puede ser una
bacteria comensal o una patdgena provocando enfermedades intestinales vy
extraintestinales afectando a los humanos y a otros mamiferos. La mayoria de
la poblacién de E. coli que se encuentra en la microbiota normal no son
patogenas, pero E. coli productora de la toxina shiga (STEC) es considerada
microbiota normal en bovinos y otros rumiantes, sin embargo en humanos es
altamente patdégena (EHEC). El conocimiento del papel de las bacterias es
importante, para evaluar el estado de salud y la rehabilitacion en animales (35,
36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 14).

E. coli se puede clasificar en tres grupos: cepas comensales cuando no
adquiere los elementos genéticos que codifican para los factores de virulencia
las cuales se encuentran en un equilibrio homeostatico con el huésped, cepas
patogenas intestinales (ETEC, STEC/EHEC, EIEC, EAEC, EPEC y DAEC) (Ver
L.ILI) y cepas patdgenas extraintestinales (APEC, UPEC y MNEC) (Ver LILII)
(38, 36). Los factores de virulencia especificos que ha adquirido E. coli, se
deben a las adaptaciones de sus clonas que les han permitido establecerse a
nuevos nichos y causar una amplia variedad de enfermedades (43). En la
mayoria de las enfermedades E. coli patdgena, se asocia con genes de

virulencia codificados por plasmidos, bacteriéfagos o islas de patogenicidad
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(PAI). Estos genes, incluyen a los genes de plasmidos que codifican para
enterotoxinas y fimbria o pili, fagos que codifican para toxina shiga (Stx) y los
genes de PAI que codifican para la union y eliminacion de microvellosidades
comunmente referidas en inglés como “attaching and effacing lesions” (AE), en
E. coli enteropatégenica (EPEC) y E. coli enterohemorragica (EHEC) vy los

genes pap, hly y cnfl en E. coli uropatégena (39).

l.Il.I Cepas comensales

Mantienen una relacion con el huésped formando una homeostasis,
donde uno de los organismos se beneficia de la interaccion entre ellos.
Mientras el huésped le proporciona un ambiente estable a la bacteria, esta
previene la colonizacidon por patdogenos a travées de la produccion de
bacteriocinas. Las cepas comensales de E. coli constituyen gran parte de la
microbiota del intestino de varias especies (44, 45, 46), su concentracion en
intestino delgado es baja pero esta incrementa progresivamente en el intestino
grueso, principalmente ciego y colon; dicha concentracion esta determinada por
diferentes factores como son: tamafio corporal, morfologia intestinal, dieta,
tiempo de retencién de la ingesta y microbiota, todos determinados por el tipo
de hospedero (39, 44, 46).

Estas cepas estan perfectamente adaptadas a la simbiosis y carecen de
factores de virulencia y generalmente pertenecen a los grupos filogenéticos A 'y
B1 (45, 46).

Debido a las diferentes interacciones que tiene con el huésped, la
estructura genomica de E. coli resulta o se compone de un nucleo universal de

genes y un acervo genético flexible, que es un clon especifico el cual puede
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incluir genes de virulencia. Aunque E. coli comensal no esté relacionada con la
presentacion de la enfermedad estas pueden transportar algunos genes de
virulencia. Es importante el entendimiento del rol de las comensales en la
adquisicion y mantenimiento de varios genes de virulencia, por lo que es

esencial la investigacion de la evolucion y su origen (47).

LIL.Il Cepas patdégenas extraintestinales

Se denominan ExPEC y se pueden presentar en individuos de cualquier
edad, involucrando diferentes drganos o sitios anatémicos; son la causa de un
amplio espectro de infecciones como intrabdominales, neumonia, intravascular,
osteomielitis e infeccién de tejido blando y colibacilosis en aves. Las cepas que
pertenecen a EXPEC han sido clasificadas como E. coli uropatégena (UPEC),
E. coli patdgena aviar (APEC) y E. coli asociada a meningitis (MNEC) (48, 36,

49, 50).

LILIII Cepas patdégenas intestinales

Con base a los mecanismos de virulencia, se reconocen 6 categorias
patdgenas las cuales se determinan segun el patotipo o patovar: cepas
enterotoxigénicas (ETEC), enterohemorragicas/productoras de la toxina Shiga
(STEC/EHEC), enteroinvasivas (EIEC), enteroagregativas (EAEC),
enteropatdgenas (EPEC) y adherentes difusas (DAEC) (51).
Escherichia coli Enterotoxigénica (ETEC) son la principal causa de diarrea
secretoria en humanos y animales (52). La virulencia de ETEC se cree que
esta asociada con la produccion de fimbrias y endotoxinas (53, 54, 55). Las

fimbrias van a participar en la adhesion de la bacteria a la superficie del epitelio
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celular del huésped, permitiendo la colonizacion bacteriana. Las fimbrias que
producen las cepas de ETEC son diversas (F4, F5, F6, F18 6 F41), estéas
fimbrias al parecer se unen a glicoconjugados de los enterocitos, la ausencia
de los glicoconjugados hace que los hospederos desarrollen resistencia a la
colonizacion bacteriana (56, 53, 57, 58, 59, 36). Las enterotoxinas incluyen a la
termoestable (STa y STb) y termolabil (LT), se ha observado que alteran la
homeostasis del liquido intestinal provocando hipersecrecién de liquido y
electrolitos a través de la activacion de la adenilato ciclasa por LT o la guanilato
ciclasa por STa en células de la mucosa intestinal. Hay dos principales tipos de
LT encontrada entre las cepas de E. coli; LT-1 y LT-Il. LT-I se asocia con las
enfermedades diarreicas de los seres humanos y animales, mientras que LT-II
se asocia tipicamente con la enfermedad diarreica en los animales. ST son
pequefias moléculas monoméricas y puede estar asociada con la enfermedad
humana o animal. STa y STb se diferencian entre si tanto en su estructura y
actividad de la enzima. STa es producida por ETEC y otras bacterias, mientras
STb sélo se encuentra asociado con ETEC (60, 61, 62).

Escherichi coli enteroinvasiva (EIEC) causa un amplia gama de
enfermedades en humanos, entre ellas diarrea, disenteria y colitis inflamatoria
invasiva, con sintomas similares a la shigelosis en nifios y adultos.
Bioquimicamente y genéticamente esta estrechamente relacionada con
Shigella spp. La patogénesis de EIEC implica la invasion celular, lisis de la
vacuola endocitica y la propagacion dentro de las células epiteliales
adyacentes. Requiere de genes especificos de virulencia los cuales se

encuentran en un plasmido de 140 MDa (pInv) (36, 37, 40).
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A pesar de ser un patégeno humano, hay poca investigacion para identificar los
factores individuales de riesgo de infeccion, posibles reservorios, o incluso las
tasas de infeccién (63).

Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) es un patdégeno asociado a diarrea
persistente en humanos. Se define por su patrén de adherencia agregativa
(AA) y se caracteriza por su fenotipo de “Stacked brick” (ladrillos apilados) en
las superficies de las células HEp-2 y HelLa. Las EAEC son un grupo
heterogéneo de bacterias que muestran una amplia gama de factores de
virulencia, los cuales han sido localizados en un plasmido de 60-65MDa que
recibe el nombre de adherencia agregativa (pAA), dentro de este plasmido se
incluye el gen AspU que codifica para una proteina de 14 kDa y el gen AggR, el
cual codifica para el activador transcripcional de la fimbria de adherencia
agregativa (AAF/1) (36, 64, 65, 66, 67, 68).

Escherichia coli enteropatégena (EPEC) causa diarrea en humanos y en
animales. E. coli enteropatégena se divide en dos subgrupos: tipicas y atipicas.
EPEC atipica carece del plasmido factor de promocién de la adhesion (EAF) y
bfp (conjunto formador de pili o fimbria), es positiva al gen escv; mientras que
EPEC tipica presenta EAF, bfp y escv; por lo que las cepas de EPEC atipicas
pueden ser menos virulentas. La patogenia de EPEC se basa en la unién de
estas bacterias con células epiteliales del intestino, asi se lleva a cabo las
lesiones referidas en ingles como “attaching and effacing lesions” (AE) (unién y
eliminacion de microvellosidades). Los factores de virulencia se encuentran en
la isla de patogenicidad LEE (locus de eliminacion de enterocitos) y en el

plasmido EAF (37, 69, 70).
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Escherichia coli adherente difusa (DAEC) coloniza intestino delgado y causa
un sindrome de diarrea acuosa en nifilos y adultos (71, 36). Es un grupo
heterogéneo y se define por generar un patrén de adherencia difusa (DA), en el
cual, las bacterias se adhieren de manera uniforme a la superficie de las
células HEp-2 y de las células HelLa. Este patron esta mediado por proteinas
codificadas por una familia de operones, incluye fimbria de superficie (Dr y
F1845) las que confieren el fenotipo DA y adhesinas (AFA) (71, 48, 72, 36).

Escherichia coli enterohemorragica/productora de la toxina Shiga
(STEC/EHEC) es un conjunto de E. coli patégenas que puede causar diarrea o
colitis hemorragica en humanos, en ocasiones la colitis deriva en sindrome
urémico hemolitico (SUH). El serotipo de E. coli O157:H7 que pertenece a este
patotipo es muy estudiada, ya que ha sido reconocida como la causa de este
sindrome desde la década de 1980 (73, 74). Los reservorios naturales de la
0157:H7 son los rumiantes (bovinos y ovinos), pero en estos pertenece a
STEC E. coli productora de la toxina shiga. Estos rumiantes eliminan a la
bacteria por heces y los humanos la adquieren por tener contacto directo con
las heces, suelo o agua contaminados, o a través de la ingesta de carne molida
mal cocida, otros productos de animales o vegetales y frutas contaminadas (73,
74, 75). La patogenicidad de esta cepas de E. coli es en gran parte, debido al
hecho de que expresan los genes de las toxinas Shiga (stx) y el gen eae de la
intimina, un factor de virulencia que es una proteina de membrana externa. El
transporte de stx y eae que posee E. coli en los animales salvajes no ha sido
investigado a fondo. Algunas aves silvestres viven en habitats humanos y otros
migran a plantas de tratamiento de residuos, mercados, zonas de pastoreo

para ganado y en granjas de cerdos. Esta interaccion entre humanos y aves
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silvestres, hace que estas aves sirvan como vehiculos para la propagaciéon de
las infecciones zoonoticas (76, 77, 78, 79).

Otros serogrupos gue pertenecen a este patotipo son 0157:H (no movil), 026,
0103, 0111, 0145, 091, 0104, 0113, 0117, 0118, 0121, 0128, entre otros.
La O157:H7 es una cepa homogénea y presenta los factores de virulencia
relacionados con colitis hemorragica y SUH, pero los otros serogrupos pueden
ser mas heterogéneos, esto quiere decir que pueden presentar uno, ambos o
ningun factor de virulencia, de esta forma los serogrupos difieren entre si.
Debido a que muchos factores de virulencia se llevan en los plasmidos o en
bacteriéfagos, pueden surgir nuevas cepas que poseen nuevos patrones de

enfermedad y sean dificiles de clasificar (80, 81, 82, 83).

LILIV Identificacion de Escherichia coli

La diferenciacion de E. coli en varios tipos es importante, para distinguir
los tipos patégenos de los no patégenos, asi como para la realizacion de
investigaciones epidemioldgicas. La serotipificacion es un método bien
establecido y valioso que fue desarrollado con base en las diferencias de los
antigenos O, K, F y H, determinadas por la porcion polisacarida de
lipopolisacéarido (LPS), por el polisacarido capsular, por las fimbrias y proteinas
flagelares, respectivamente. En la actualidad los antigenos K no se determinan
de rutina en la serotipificacion, esta generalmente se realiza con los antigenos
O, del cual existen 186 variedades y el antigeno H, del cual existen 56

variedades que se han registrado oficialmente y nombrados por numeros
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sucesivos en orden de su descripcion: H1 a H12, H14 a H21, H23 a H49 y H51
a H56 (84, 85, 39, 86).

Asimismo, se menciona que para realizar una identificacion completa se debe
de incluir una gran variedad de factores de virulencia y grupos filogenéticos (87,

41).

I.Il.V Factores de virulencia de EHEC

La toxina Shiga forma parte de la familia de proteinas citotoxicas. Esta
toxina se divide en dos grupos Stx1 y Stx2; son codificados por genes (stx1 y
stx2) que se encuentran en fagos lambdoides lisogénicos. Stx1 es indistinguible
de la toxina Shiga producida por Shigella dysenteriae; Stx2 es una molécula
mas divergente, y sélo tiene el 56% de homologia de aminoacidos con la Stx1.
Existen varios subtipos de Stx2 (Stx2c, Stx2v, Stx2e, etc) los cuales difieren en
algunos aminoécidos, pero se ha reportado que podrian diferir en su actividad
bioldgica (88, 89, 90, 46).

La Stx esta compuesta estructuralmente por una subunidad A de 32 kDa
con un fragmento Al enzimaticamente activa de 27.5 kDa y un pentadmero de
subunidad B de 7.5 kDa (88, 89, 91).

Los receptores para la Stx se encuentran principalmente en las células
de Paneth (mucosa intestinal y epitelio celular del rifién) en humanos, los
rumiantes no presentan estos receptores en el tracto intestinal por lo que la
colonizacion en ganado es asintomatica (92, 93). El pentamero subunidad B se
une al receptor especifico Gbsz (glicolipido de superficie Illamado

globotriaosilceramida) en el caso de Stx1l y Stx2; Gb, para Stx2e. La toxina
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entra a través de depresiones revestidas de clatrina y continta con el trasporte
por el aparato de Golgi y de ahi al reticulo endoplasmico rugoso donde es
liberado al citoplasma (88, 94, 95). La subunidad A inhibe la sintesis de
proteinas de la célula huésped por medio de una actividad de N-glicosidasa
que elimina un residuo de adenina del ARNr (96).

La produccion de la Stx1 de E. coli y S. dysenteriae es reprimida por la
disminucién de hierro y la temperatura, sin embargo la produccion de Stx2 no
es afectada por estos factores (90).

La intimina es una proteina de membrana externa (94-97 kDa); es el

factor de colonizacién intestinal ya que se encarga de la adherencia a
enterocitos (97, 98). Es codificada por el gen eae y se expresa en EPEC y
EHEC (97, 36); el cual es parte de una isla de patogenicidad llamada LEE de
36.5kb (locus de eliminacion de enterocitos), junto con Tir (receptor de
translocacion de intimina). Tir es una proteina que se secreta por la via de tipo
[ll que se inserta en la membrana de la célula huésped (99, 100).
Se han realizados ensayos de PCR identificando 17 variantes genéticas de
intimina (a1, a2, B1, ¢R/B B2, d/k/B2 O, y1, B/y2, €1, v R/e2, (, n, 11, yR/N2, A,
uB, vB, ¢B) (101, 102, 103, 104), estas variantes se deben a su C-terminal de la
region (105, 106).

El serotipo O157:H7, incluye marcadores especificos como rfbEpis7 y
fliCh7. El gen rfbEo1s7 codifica para la biosintesis del antigeno lipopolisacarido
0157 (107, 108). La region rfb esta compuesto por 12 genes entre ellos cuatro
genes de la via del PIB-L-fucosa (manB, manc, gmd, y fcl), un gen perosamina
sintetasa (también conocido como rfbE), un gen acetiltransferasa (wbdR), tres

genes glicosilo transferasa (wbdN, wbdO, y wbdP), el gen de la S-unidad de

24



flippase (wzx), el gen de la polimerasa antigeno O-(Wzy), y una unidad de
repeticion H (109, 110). Estos genes codifican para la sintesis de las cadenas
laterales O que otorgan la especificidad al serogrupo (46, 111).

El gen fliCy7 codifica para el antigeno flagelar H7 (107). La tipificacion
molecular de los genes fliC permiten tipificar aislamientos de E. coli flagelares
de los no flagelares. El antigeno H de E. coli es especifico Unicamente para
una subunidad estructural (flagelina) codificada por el fliC que a su vez

determina el antigeno H (112, 46).

l.ILVI Grupos filogenéticos

Estudios filogenéticos realizados mediante electroforesis de enzimas
multilocus, mostraron que las cepas de Escherichia coli se pueden dividir en
cuatro grupos filogenéticos principales (A, B1, B2, D). Recientemente se ha
propuesto un quinto grupo (E) (87, 47, 113).

Duriez et al., al igual que otros autores mencionan; que los grupos
filogenéticos presentan diferencias las cuales estan influenciadas por las
condiciones y fronteras geograficas, factores dietéticos, el uso de antibidticos y
Su resistencia, la capacidad para aprovechar diferentes fuentes de azUcares,
los nichos ecoldgicos y el clima; son factores propuestos que influyen en la
distribucion de los grupos filogenéticos en E. coli (114, 115, 116).

Las cepas patogenas extraintestinales por lo general tienden a
pertenecer al filo-grupo B2 y en menor numero al D, las cepas comensales y

patdgenas intestinales pertenecen a los grupos Ay B1 (117, 118, 119, 115).
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La agrupacion filogenética se puede realizar por electroforesis de
enzimas multilocus o ribotipificacion, ambas técnicas de referencia son
complejas y requieren de mucho tiempo y de una colecciébn de cepas ya
descritas (84, 113), por lo que Clemont et al, desarrollaron un método basado
en la PCR mudltiple que permite asignar a las cepas de E. coli a un grupo
filogenético, utilizando marcadores genéticos; dos genes chuA que codifica
para una proteina de membrana externa necesario para el transporte del grupo
hemo en E. coli enterohemorragica O157:H7 y yjaA el cual se identifica en la
secuencia del genoma de E. coli K-12 codifica para una proteina de la
membrana externa no caracterizada cuya funcion es desconocida y un
fragmento de ADN TspE4.C2 que codifica para una lipasa esterasa (Fig. 3). El
enfoque de este método es sobre la presencia o ausencia de dichos

marcadores (120, 121, 122).

chuA
+ =
- -
B2oD B1oA
yjaA TspE4.C2

/N [\
® 6 o o

Fig. 3. Arbol dicotémico interpretativo de los diferentes grupos filogenéticos de E. coli en funcion
de la presencia o ausencia de los genes chuA, yjaA y el fragmento TspE4.C2. Tomado de Clermont
et al., 2000. Disefio modificado por Adriana Yafiez Villa (ConcepDraw office).
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l.IIl Determinacion de microorganismos bacterianos en el Delfin

En el delfin nariz de botella se han realizado estudios para determinar los
microorganismos que se encuentran en muestras tomadas del recto y
espiraculo, donde se han aislado 1,871 especies de las cuales se encuentran;
Vibrio sp., Pseudomonas sp., E. coli y Staphylococcus sp. Las bacterias
entéricas son aisladas con mayor frecuencia en animales que se encuentran
cerca de las zonas costeras, esto puede estar relacionado con la calidad del
agua afectada por el escurrimiento de la tierra (14, 123). A pesar de las
numerosas infecciones bacterianas en los delfines nariz de botella, amplias
evaluaciones de los patdgenos bacterianos en las poblaciones de este
mamifero son dificiles debido a la proliferacién bacteriana y la contaminacién
asociada a la descomposicion post-mortem, toma de muestra, agua del
océano, entre otros. Para evaluar el riesgo relativo de los diversos
microorganismos bacterianos del delfin, se propuso un sistema de clasificacion
de riesgo para los patdgenos bacterianos que son considerados de alto riesgo
para la salud humana; el cual cuenta con cinco categorias: (i) tejido anormal o
signo clinico relevante, (ii) histopatologia anormal o recuento de globulos
blancos indicativa de una infeccidén bacteriana, (iii) confirmado o se sospecha
firmemente la etiologia de la morbilidad segun lo evaluado por un veterinario,
(iv) confirmada o se sospecha firmemente la etiologia de la mortalidad segun lo
evaluado por un patélogo, y (V) sin evidencia de co-infeccién de virus y hongos
gue se encuentre por histopatologia u otras herramientas de diagnostico. La
importancia de crear este tipo de sistema, puede ser de gran ayuda para las
futuras evaluaciones de riesgo de bacterias que involucran mamiferos marinos

gue viven en una variedad de entornos, incluyendo los delfines que viven en
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instalaciones de aguas cerradas o en los que viven en el océano abierto (13,
124, 125, 126). En el caso de los delfines criados en cautiverio es muy
importante conocer las causas de mortalidad neonatal ya que estos problemas
a menudo se desconoce; se ha reportado (Elk MW, 2007), el caso de un delfin
nariz de botella macho de 3 dias de edad muerto por una E. coli septicémica la
cual fue aislada en cultivo puro de varios 6rganos (cerebro, higado, rifidn,
pulmén, musculo, médula espinal, bazo, pancreas, estbmago e intestino), oro-

nasales, epidermis y heces de delfines (127).

[l. Justificacion

La informacion que existe sobre la microbiota normal y bacterias en el
delfin nariz de botella es escasa. Por lo que es importante identificar de manera
global y en forma especifica la presencia de E. coli en la microbiota de estos
organismos. De tal manera que el conocimiento y la informacidon generada
servird para poseer una base de datos que funcione para mejorar medidas
preventivas y de control, ya que estos animales se encuentran en contacto
directo con los humanos; lo cual contribuira a disminuir los problemas que se
presenten en los delfines en cautiverio, causados o que estén asociados a E.
coli. Asimismo, la identificacion de E. coli que se encuentra en los delfines
ayudara a determinar si son portadores de cepas patdgenas de importancia

para la salud humana.
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[ll. Hipotesis
Las cepas comensales de E. coli del delfin nariz de botella clinicamente

sano son genética y serolégicamente similares entre ellas.

IV. Objetivo General
Caracterizacion genética y serolégica de cepas comensales de E. coli,

del delfin nariz de botella (Tursiops truncatus).

V. Objetivos Especificos

1.- Identificar bioquimicamente cepas de E. coli en delfin nariz de botella
clinicamente sano y serotipificacion mediante antigenos O y H.

2.- Establecer la susceptibilidad a quimioterapéuticos por medio de la
determinacion de la concentracion minima inhibitoria (MIC).

3.- Determinar grupos taxonomicos mediante la deteccion de los genes chuA,
yjaA y un fragmento de ADN TspE4.C2.

4.- Determinar factores de virulencia mediante la deteccién de los genes eae,

stx1 y stx2 y marcadores de tipificacién molecular rfbEo;s7 Y fliChy7.
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VI. Material y Métodos
Muestras

Se trabajo con 19 cepas de E. coli obtenidos previamente de la region
anal de delfines clinicamente sanos en cautiverio y en vida libre. 5 aislamientos
provenientes de animales del parque Atlantis, 4 aislamientos de Ixtapa-
Ziuhatanejo, 6 aislamientos de Cancun y 4 aislamientos provenientes de
animales de vida libre (recién capturados). La siembra de los aislamientos se
realiz6 en medios de cultivo de agar MacConkey, agar Soya Tripticaseina
(TSA) y ChromoAgar orientador. Las colonias que fueron positivas a la
fermentacion de la lactosa fueron seleccionadas para su identificacion y

extraccion de ADN.

Identificacion

Las cepas fueron sembradas en agar MacConkey e incubadas a 37°C
durante 24 h. La identificacién y susceptibilidad se realiz6 en el laboratorio
clinico del hospital “Dr. Manuel Gea Gonzélez” utilizando el sistema
automatizado MicroScan (DADE BEHRING) (Fig. 4), asimismo, se determind la
presencia de beta-lactamasas y la concentracion minima inhibitoria (MIC)
mediante el mismo sistema; los quimioterapéuticos que se utilizaron fueron los
siguientes: amikacina, amoxicilina/acido clavulanico, ampicilina/sulbactam,
ampicilina, aztreonam, cefazolina, cefepima, cefotaxima, -ceftazidima,
ceftriaxona, ciprofloxacina, gatifloxacina, gentamicina, imipenem, levofloxacina,

piperacilina/tazobactam, piperacilina, tobramicina, trimetroprim/sulfametoxazol.
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Posteriormente las cepas se sembraron en agar TSA e incubaron a 37°C
durante 24 horas y se almacenaron a -80°C en una suspension de caldo

infusién cerebro corazon-glicerol 50% hasta ser utilizadas.

Fig. 4. Placa de panel tipo 30 para identificacién de bacterias Gram negativas para MicroScan.

Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realizd utilizando la técnica descrita por
Pitchner et al (1989) empleando tiocinato de guanidina (128). Las cepas se
cultivaron en 5 ml de caldo LB e incubadas a 37°C por 18 h, posteriormente se
centrifugaron a 8000 x g y la pastilla bacteriana se lisé con 550 pl de buffer de
lisis (Tiocinato de Guanidina 5M, EDTA 0.1M, Sarkosyl 0.5% (p/v)),

posteriormente se agrego 250 ul de acetato de amonio 7.4 M y se mezclo por 5
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min, asimismo, se coloco 550 pl de cloroformo y se centrifug6 a 8000 x g por 10
min, se obtuvo el sobrenadante y el ADN se precipitdé con etanol al 100% y se
realizaron 2 lavados con etanol al 70%. EIl pellet de ADN se dejo secar y
posteriormente fue resuspendido en agua estéril grado biologia molecular y se
almaceno a 4°C hasta su uso. El ADN se visualizo en gel de agarosa al 1.5% vy

2% tefido con bromuro de etidio.

Determinacion de grupos filogenéticos

Se realiz6 la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) mdultiplex para
identificar los grupo filogenéticos, los iniciadores utilizados fueron descritos por
Clermont O (120), para detectar los genes chuA, yjaA y el fragmento de ADN
TSpE4.C2. Los iniciadores utilizados para chuA fueron: chuA.l1 (5-
GACGAACCAACGGTCAGGAT-3) y chuA.2 (5-
TGCCGCCAGTACCAAAGACA-3’) con un producto de amplificacion de 279 pb,
para yjaA: vVjaA.l (5-TGAAGTGTCAGGAGACGCT-3) y vyjaA.2 (5-
ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC-3’), con un producto esperado de 211 pb y
para TsSpE4.C2: TspE4C2.1 (5-GAGTAATGTCGGGGCATTCA-3) vy
TspE4C2.2 (5-CGCGCCAACAAAGTATTACG-3), con un producto de
amplificacion de 152 pb (89). Las condiciones de amplificacion fueron las
siguientes: Desnaturalizacion inicial por 5 min a 95°C; 30 ciclos de 30 s a
95°C, 30 s a59°C, y 30 s a 72°C; y una extension final de 5 min a 72°C. Los
productos de PCR se visualizaron en geles de agarosa al 1.5y 2% tefiido con
bromuro de etidio. Los grupos filogenéticos fueron determinados en base a la

presencia o ausencia de los genes (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Combinacion de genes para determinar los Grupos
Filogenéticos

Gen Grupo
chuA yjaA TsSpE4.C2 Filogenético
- - - A
- - + B1l
+ + - BZ
+ - - D

(120).

Determinacion de factores de virulencia de EHEC

La determinacion de los factores de virulencia se realizo de acuerdo a lo
descrito por DebRoy y Roberts (129). Los genes que se identificaron fueron;
eae, stx1, stx2, rfbEopis7 Yy fliCh7. Se realizaron reacciones de PCR multiplex
donde se incluyeron los genes eae, stx1, asi como rfbEo;s7 Y fliCy7; para el gen
stx2 se realizd una reaccion individual de PCR. Los iniciadores que se
emplearon para la deteccion genética fueron los siguientes; eae.l (5-
GTGGCGAATACTGGCGAGACT-3) y eae.2 (5-
CCCCATTCTTTTTCACCGTCG-3) con un producto de amplificacién de 890
pb;  stxl.l1  (5-ACACTGGATGATCTCAGTGG-3) y stxl1.2  (5-
CTGAATCCCCCTCCATTATG-3) con un amplicon de 582 pb; stx2.1 (5-
GGCACTGTCTGAAACTGCTCC-3) y stx2.2
(TCGCCAGTTATCTGACATTCTG) producto de amplificacion 255 pb; rfbEoisy.
1 (5-AACGGTTGCTCTTCATTTAG-3) y rfbEo1s7. 2 (5-
GAGACCATCCAATAAGTGTG-3’) con un producto de amplificacion de 678 pb;

fliCh7. 1 (5-TACCACCAAATCTACTGCTG-3) y  fliCur. 2 (5-
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TACCACCTTTATCATCCACA-3) amplicon de 560 pb (129). Las condiciones
gue se usaron para el programa de la PCR para los genes stx1 y eae, asi como
stx2 fueron: la desnaturalizacion inicial consistiéo de 5 min 94°C, 30 ciclos de 30
s a94°C, 30 s a56°C y 45 s a 72°C; la extension final de 72°C por 7 min. El
programa para los genes rfbEoss7, fliCh7 consistio en: desnaturalizacion inicial 5
min a 94°C, 30 ciclos de 30 s a 94°C, 30 s a 56°C, y 45 s a 75°C; extension
final 7 min a 72°C. Los productos amplificados se observaron en un gel de

agarosa al 1.5 y 2% tefiidos con bromuro de etidio.

Tipificacién serolégica

Las cepas fueron serotipificadas utilizando el sistema de
microaglutinacion en placa (96 pozos). La serotipificacion se realizd en el
Laboratorio de Bacteriologia que se encuentra ubicado en la Torre de
Investigacion de la Facultad de Medicina de la UNAM; la metodologia que se
empleé fue de acuerdo a lo descrito por Orskov F y Orskov | (130) y a lo
establecido por el Bidlogo y M en C Navarro Ocafia Armando responsable del
Laboratorio de Bacteriologia. Para la obtencion del antigeno somético (O) las
cepas se sembraron por estria cerrada en tubos con agar inclinado de Soya
Tripticaseina (TSA), se incubaron a 37°C por 24 h; posteriormente se agrego
10ml de solucion salina (S.S) se agito para obtener el sobrenadante y se
deposito en otro tubo para bafio Maria a 110°C por 1 h; se dejaron enfriar a
temperatura ambiente, se agrego 15ml de formalina a cada tubo y se
almacenaron hasta su uso. En el caso del antigeno flagelar (H) se sembraron

por picadura en tubos de Craigie con agar semisolido, se incubo a 30°C
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durante 21 dias, seguidamente se sembro el antigeno flagelar en biotriptasa
incubados a 28°C por 24 h; después se les agrego de 5 a 10ml de formalina.
Se utilizé antisuero de conejo contra los 186 antigenos somaticos (O) y
antisueros monovalentes contra los 56 antigenos flagelares (H) del esquema
de tipificacion (el esquema antigénico fue actualizado por el Dr. Flemming
Scheutz del The International Escherichia and Klebsiella Centre (WHO) en
Copenhagen).
Para la reaccion de microaglutinacion en placa se realizaron diluciones de los
antigenos; se llevaron a cabo tres titulaciones para cada antigeno, donde las
dos primeras se utilizo antisueros diluidos y en la ultima se utilizo antisuero
puro de E. coli. En la tipificacion del antigeno O se incubo a 50°C por 24 h en
estufa de cultivo, la lectura se realizé después de las 24 h. El antigeno flagelar
se incubo a 50°C por 2 h en estufa de cultivo, posteriormente se realizo la
lectura.
Se incluyeron sueros especificos para definir el serogrupo de E. coli. En la
tipificacion serologica se incluyeron 45 sueros anti-O de Shigella spp., (S.
dysenteriae O1-015; S. boydii 01-020; S. flexneri O1-O6, con sus subtipos ay
b de O1, 02, 03, 04 y O5 ademas las variedades X e Y; S. sonnei | y Il) para

evitar una reaccion cruzada (Cuadro 2).

Cuadro 2. Lectura de microaglutinacioén en placa

Microaglutinacion

O,

©)

@

&

&

Interpretacion

Negativa

1+
Positiva

2+
Positiva

3+
Positiva

4+
Positiva
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VIl. Resultados
VILI Identificacion y susceptibilidad

La identificacion de los 19 aislamientos se realizé6 mediante el método
automatizado MicroScan (DADE BEHRING), fueron referidos con el 99.99% de
pertenencia al género y especie de Escherichi coli; al mismo tiempo se
determiné la presencia de beta-lactamasas de espectro extendido (ESBL) vy la
concentracibn  minima inhibitoria  (MIC), utilizando los siguientes
guimioterapéuticos: amikacina (Ak), amoxicilina/acido clavulanico (Aug),
ampicilina (Am), ampicilina/sulbactam (A/S), aztreonam (Azt), cefazolina (Cfz),
cefepima (Cpe), cefotetan (Ctn), ceftazidima (Caz), ceftriaxona (Cax),
cefuroxima (Crm), cefalotina (Cf), ciprofloxacino (Cp), gatifloxacino (Gat),
gentamicina (Gm), imipenem (Imp), levofloxacino (Lvx), piperacilina (Pi),
piperacilina/tazobactam (P/T), tobramicina (To) y trimetoprim/sulfametoxazol
(T/S). De los 19 aislamientos se demostré la susceptibilidad de 11 a A/S, 19 a
Ak, 11 a Am, 12 a Aug, 18 Azt, 17 Cax, 17 Caz, 9 Cf, 16 Cfz, 14 Cp, 19 Cpe, 17
Crm, 18 Ctn, 14 Gat, 14 Gm, 19 Imp, 14 Lvx, 19 P/T, 11 Pi, 16 T/S, 13 To. Se
determindé como intermedio de los 19 aislamientos a los siguientes
guimioterapéuticos: 4 a A/S, 5 a Aug, 6 Cf, 1 Cfz, 1 aCtn, 3 Pi,y4 aTo. De los
19 aislamientos presentaron resistencia 4 a la A/S, 8 a Am, 2 a Aug, 1 a Azt, 2
aCax,2aCaz,4acCf,2acCfz,5aCp,2aCrm,5aGat,5aGm,5alvx,5a

Pi,3aT/S,y 2 aTo. De los cuales 2 aislamientos presentaron ESBL (Tabla 1).
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Tabla 1. MIC de 19 aislamientos de Delfin nariz de botella

Quimioterapéutico Susceptibilidad
A/S 11 4 4

Ak 19

Am 11 8
Aug 12 5 2
Azt 18 1*
Cax 17 2*
Caz 17 2%
Cf 9 6 4
Cfz 16 1 2
Cp 14 5
Cpe 19
Crm 17 2
Ctn 18 1

Gat 14 5
Gm 14 5
Imp 19

Lvx 14 5
PIT 19

Pi 11 3 5
T/S 16 8
To 13 4 2

* Aislamientos que presentaron resistencia al quimioterapéutico y fueron positivos a la presencia
de ESBL.

VILII Grupos filogenéticos

En la determinacion de los grupos filogenéticos se utilizaron dos
marcadores genéticos (chuA y yjaA) y un fragmento de ADN TspE4.C2. Se

realizé la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y se obtuvieron los
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siguientes grupos filogenéticos; 8 aislamientos pertenecen al grupo B2, 6

aislamientos al grupo A, 3 al grupo Bl y 2 al grupo filogenético D (Tabla 2)

(Fig. 5).
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Tabla 2. Grupos filogenéticos

Aislamiento | chuA | yjaA | TspE4.C2 Grupo
filogenético
+ + - B2

+

=+

+

+

B2
B2
A
A
Bl
B2
A
D

B2

B2

B2

B2

Bl
Bl
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chuA 279pb
300pb
200pb
100pb

yjaA 211pb

Fig. 5. Amplificacién de los genes chuA, yjaA y fragmento TspE4.C2. Carril 1 marcador de peso
molecular 100pb; carril 2 control negativo E.coli K-12; carril 3 control negativo DH5; carril 4 control
negativo HB101; carril 5 control positivo O157:H7 (EHEC); carril 6 aislamiento 12; carril 7
aislamiento 14; carril 8 aislamiento 13; carril 9 aislamiento 3; y carril 10 aislamiento 7. Gel de
agarosa al 2%tefiido con bromuro de etidio.

VII.III Factores de virulencia de EHEC

Para determinar la presencia de los genes de virulencia del patotipo
EHEC (eae, stxl, stx2, rfbEois7, fliChs) se utilizé la PCR con lo que se
determino: 1 aislamiento que presentd el gen eae, 5 que presentaron el gen
stxl (Fig. 6), 18 stx2 (Fig. 7), 1 rfbEois7 y 3 fliCy7 (Fig. 8). Dentro de estos
aislamientos sélo uno present6 los genes caracteristicos de la EHEC, siendo

positivo para todos ellos (Tabla 3).
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Tabla 3. Genes de virulencia (EHEC)

Casiamento | ase | s | sz | oo | cer
1 + +

2 +
3 +
4 +
5 +
6 + +
7 +
8 +
9 + +
10 +
11 i
12* + + + + +
13 + +
14 + +
15 +
16 +
17 + +
18
19 +

*Aislamiento con los genes del patotipo EHEC (0O157:H7)
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eae 890pb
stx1 582pb

800pb

500pb

100pb

Fig. 6. Amplificacion de los genes eae y stx1. Carril 1 marcador de peso molecular 100pb; carril 2
control positivo O157:H7 (EHEC); carril 3 aislamiento 12; carril 4-7 aislamientos 6, 9, 13y 17; carril
8 control negativo. Gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio.

200pb stx2 255pb

100pb

Fig. 7. Amplificacion del gen stx2. Carril 1 marcador de peso molecular 100pb; carril 2 control
positivo 0157:H7 (EHEC); carril 3 aislamiento 1; carril 4 aislamiento 2; carril 5 aislamiento 3; carril
6 aislamiento 4; y carril 7 aislamiento 5. Gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio.
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rbe0157 678pb

600pb fliCy7 560pb

500pb

100pb

Fig. 8. Amplificacion de los genes rfbEopis7 y fliCyz. Carril 1 marcador de peso molecular 100pb;
carril 2 control positivo 0157:H7 (EHEC); carril 3 aislamiento 12; carril 4 aislamiento 1; carril 5
aislamiento 14;y carril 6 control negativo. Gel de agarosa al 2%tefiido con bromuro de etidio.

VILIV Serotipificacion

Se determinaron los antigenos somatico (O) y flagelar (H) para

determinar el serotipo, por medio de la microaglutinacién en microplaca.

Los serotipos fueron los siguientes: O15:H7, 032:H42, 0O25:H4,
0170:H16, O163:H19, O71:H14, O153:H2, O75:H5, 0140:H32; serogrupo
0101. De los 19 aislamientos solo presentaron los siguientes antigenos
flagelares: H31, H42, H2. Y un aislamiento OR:H14 (cepa rugosa), a la que se

le realizé una segunda serotipificacion (Tabla 4) (Fig. 9).
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Tabla 4. Serotipificacion

oot Lusime ool el e hsmro

O15:H7 1,14 0101 H:31 OR:H14
032:H42 2,10 H:42 11
025:H4 3,15 H:2 13
0170:H16 4,8
O71:H14 6
0153:H2 9
O75:H5 16
0140:H32 17

0163:H19 18, 19
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Fig. 9. Lectura de la microaglutinacion en placa. En la columna 2 se observa una microaglutinacion
negativa; en la columna 3 se observa una microaglutinaciéon positiva de dos puntos (2+); y de la
columna 8 ala 12 es una respuesta positiva de 4 puntos (4+).
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VIV Resultados generales de grupos filogenéticos, factores de

virulencia, serotipificacién y antibiograma.

Integrando la informacion obtenida de las técnicas realizadas de los 19
aislamientos, se observo la correlacion entre los diferentes resultados de cada
aislamiento, donde los aislamientos con grupo filogenético de cepas
comensales (A, Bl) presentaron genes de virulencia (stxl, stx2); los
aislamientos con filo-grupos de cepas patdgenas (B2, D) mostraron ademas de
los genes que codifican para la toxinas, los genes eae, rfbEois7 y fliCh7 (Tabla
5).

Estableciendo una relacion de la resistencia y susceptibilidad a los
antibioticos, se observo que los aislamientos con grupo filogenético comensal
(A), mostraron resistencia y presencia de ESBL a mas de un antibiético, asi
como antibiéticos clasificados como intermedio; los aislamientos con filo-grupo
B1 fueron susceptibles a los 21 antibidticos a diferencia del grupo A. En cuanto
a los filogrupos de cepas patogenas (B2, D); B2 fue heterogéneo ya que fue
susceptible, resistente, intermedio y ESBL a diversos antibioticos, al igual que

el grupo D este grupo no presenté ESBL (Tabla 6).
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Tabla 5. Resultados generales

Grupos Filogenéticos
(GF) GF Genes de virulencia Serotipo

Aislamiento ChuA yjaA TsPF4C2 eae stxl stx2 rfbEpis7 fliChzr
1 + + - B2 - - + - + O15:H7
2 + + - B2 - - + - - 032:H42
3 + + - B2 - - + - - 025:H4
4 - - - A - - + - - 0170:H16
5 - - - A - - + - - O101:HNT
6 - - + B1 - i i - - O71:H14
7 A i - B2 - - o - - ONT:H31
8 - - - A - - + - - 0170:H16
9 + - - D - + + - - 0153:H2
10 - - - A - - + - - 032:H42
11 - - - A - - + - - ONT:H42
12 + + - B2 + + + + + OR:H14
13 + - - D - + + - - ONT:H2
14 + 45 - B2 - - + - + O15:H7
15 + 4 - B2 - - + - - 025:H4
16 + 1 - B2 - - + - - O75:H5
17 - - - A - + + - - 0140:H32
18 - - + B1 - - - - - 0163:H19
19 - - + B1 - - + - - 0163:H19

No tipificable (NT).
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Tabla 6. Relacion resistenciay susceptibilidad, GFy GV

Aislamiento |GF Genes de Serotlpo Susceptlble ReS|stentey ESBL |Intermedio |
virulencia

2

ol

©O© 0 N O

11
12

13
14
15

16
17
18
19

BZ

B2

B2

D
B2
B2

B2
A
Bl
Bl

Stx2, f|ICH7
Sstx2
Sstx2

Stx2
stx2

stx1, stx2
Stx2
stx2

stx1, stx2

Stx2

Stx2

eae,stx1, stx2,
I’be0157, ﬂICH7

stx1, stx2
Stx2, f|ICH7
stx2

Sstx2
stx1, stx2

Stx2

O15:H7
032:H42

025:H4

0170:H16
O101:HNT

O71:H14

ONT:H31
0170:H16
0153:H2

032:H42

ONT:H42
OR:H14

ONT:H2
O15:H7
025:H4

O75:H5
0140:H32
0163:H19
0163:H19

9

12

20
12

21*
21*
20
11

21*
11

14
20
12

21*
21*
21*
21*

ESBL (Cax, Caz). Am, A/S, Ctn, Pi,
Aug, Cf, Cfz, Crm, To

Gm
A/S, Am, Cp, Gat, Cf, To
Gm, Lvx, Pi

- Cf
A/S, Am, Cp, Gat, Aug, Cf
Lvx, Pi, T/S

Cf -
Am, Cp, Gat, Lvx, A/S, Aug,
T/S, To Cf, Pi

ESBL (Azt, Cax, Caz). A/S, Pi, To
Am, Aug, Cf, Cfz,

Crm, Gm
A/S, Am, Cp, Gat, Aug, Cf, To
Gm, Lvx, Pi
Am, Gm, Pi, T/S, To A/S, Aug
- Cf

A/S, Am, Cf, Cp, Gat, Aug, Cfz
Lvx, Pi

*Se utilizo 21 quimioterapéuticos para determinar la susceptibilidad.
Grupos filogenéticos (GF)
Genes de virulencia (GV)
Amoxicilina/acido clavulanico (Aug), ampicilina (Am), ampicilina/sulbactam (A/S), aztreonam (Azt),
cefazolina (Cfz), cefotetan (Ctn), ceftazidima (Caz), ceftriaxona (Cax), cefuroxima (Crm), cefalotina
(Cf), ciprofloxacino (Cp), gatifloxacino (Gat), gentamicina (Gm), levofloxacino (Lvx), piperacilina
(Pi), tobramicina (To) y trimetoprim/sulfametoxazol (T/S).
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VIII. Discusién

Escherichia coli es un organismo comensal o un patégeno potencial,
dependiendo de la cepa. El conocimiento de los mecanismos de trasferencia de
ADN proporciona caracteristicas de resistencia a antibiéticos en E. coli;
situacion mas estudiada en comparacién con las otras especies bacterianas. La
resistencia a los antibiéticos de bacterias coliformes de la microbiota puede
tener un impacto en la patogenicidad de E. coli. Por lo que, es considerado
como un buen candidato para los estudios sobre el nivel de resistencia a
antibidticos de la microbiota del tracto intestinal (25). Las investigaciones de la
prevalencia de la resistencia de esta bacteria en diferentes poblaciones de
animales y de humanos, hace que sea posible comparar y detectar la posible
transferencia de resistencia a las bacterias de los animales para los seres

humanos y de los seres humanos a los animales (131).

En este estudio se analizaron 19 aislamientos de delfin nariz de botella,
donde se observd que los aislamientos provenientes de los delfines que se
encuentran en cautiverio (sistema cerrado y abierto) y en contacto directo con
los humanos, presentaron un nivel de resistencia a diversos antibibticos
(amoxicilina/ac. clavulamico, cefalotina, cefazolina, cefuroxima, gentamicina,
ampicilina/sulbactam, ampicilina, ciprofloxacino, gatifloxacino, levofloxacino,
piperacilina, trimetoprim/sulfametoxazol y tobramicina) y produccién de ESBL
asociada a ceftriaxona, ceftazidima y aztreonam. En cambio los aislamientos
procedentes de los delfines que se encuentran en vida libre mostraron

sensibilidad a los 21 antibiéticos utilizados.
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Se ha reportado que el incremento de poblacion en zonas costeras, influye en
el estrés ambiental sobre los ecosistemas marinos (132). Los cambios en el
medio ambiente como resultado de actividades antropogénicas puede influir en
la proliferacion y la distribucion de bacterias coliformes fecales y patégenos
potenciales, incluyendo a E. coli (133). De acuerdo con el estudio realizado por
Osterblad et al., (2000) donde se analizaron 3 grupos de muestras de heces de
humanos; encontraron que el nivel de resistencia de E. coli era proporcional al
nivel de exposicion de la flora intestinal a los antibidticos y en comparacion con
las otras enterobacterias fue la responsable de la mayor parte de las
resistencias encontradas (ampicilina, estreptomicina, cloranfenicol, tetraciclina,
sulfametoxazol, trimetropim, cotrimoxazol, acido nalidixico, cefalotina,
cefuroxima, gentamicina, amoxicilina/acido clavulamico), también encontraron
gue es el principal portador de las combinaciones de resistencia que suelen ser

transferibles en la microbiota intestinal.

De acuerdo a Bogaard et al., (2000) sugiere que la transferencia de las cepas
resistentes de los animales a los humanos tiene una correlacion positiva con
las cantidades de antibitticos a los que estan expuestos la poblacién animal.
Ademas, se ha demostrado que dicha resistencia en la microbiota intestinal se
da por una alta densidad bacteriana en un entorno determinado, junto con una
gran reserva geneética permiten el intercambio genético entre las bacterias; este
intercambio genético se puede transferir de manera horizontal (44, 135, 136).
Algunos estudios han documentado que aislamientos de E. coli resistentes a
antibiéticos, son también productoras de betalactamasas (ESBL) como: blargm-

1, gnrB, blacmy-26, blashv-3s, blaoxy-2 ¥ blactx-m-2; por 1o que ciertos autores
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sugieren que un incremento de ESBL en E. coli podria ser atribuido a la
expresion clonal de blactxw (137, 138, 139). Estos genes de resistencia se
pueden encontrar en elementos moviles como son plasmidos, transposones e
integrones (140). Las bacterias multiresistentes asociadas a integrones y
productoras de ESBL son un problema grave, ya que limitan severamente las
opciones terapéuticas contra las infecciones humanas y animales (140, 141).
Estos integrones son herramientas moleculares altamente eficientes utilizadas
por las bacterias para la adquisicion y expresion de resistencia microbiana

(135).

Se han realizado estudios en otras especies donde se aislé a E. coli y se
determind que estas cepas son resistentes a quimioterapéuticos, por ejemplo,
Edge et al., (2005) que identificaron que las heces de los gansos salvajes,
patos y gaviotas pueden ser un factor destacado de la resistencia en E. coli.
También, Literak et al., (2010) demostraron la ocurrencia de aislados de E. coli
productoras de ESBL; asi como aislamientos con plasmidos que codifican la
resistencia a fluoroquinolonas, en heces de gaviotas a aves acuaticas en la
costa del Mar Baltico. Mencionan que estas aves pueden ser reservorios y
vectores de cepas de E. coli; por el tipo de busqueda de alimento, ya que
pueden ir a zonas agricolas, rurales, urbanas, basureros y plantas de
tratamiento de aguas residuales. Por lo tanto, pueden adquirir facilmente
bacterias resistentes de los animales domésticos y fuentes humanas. Estas
aves acudticas excretan grandes cantidades de coliformes fecales y son

tedricamente capaces de afectar la calidad del agua. En otro estudio analizan
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los sedimentos de la costa marina y mencionan que dichos sedimentos

representan un reservorio potencial de E. coli patégenas (144).

En el delfin nariz de botella se ha identificado la colonizacion de E. coli en
multiples areas geograficas, incluyendo las poblaciones de estuarios (145,
146); han reportado que la colonizacion es mayor al 69% con un 25% de cepas
resistentes a antibioticos (147). Un estudio similar al nuestro, elaborado por
Schaefer et al.,, (2009) analizan muestras de espiraculo, heces y fluidos
gastricos de delfines nariz de botella que habitan en estuarios de la Laguna
India River (Florida) y de Charleston (Carolina del Sur), en donde aislan a E.
coli con mayor frecuencia. Estos aislamientos mostraron una alta incidencia de
resistencia a la ampicilina, amoxicilina/ac. clavulanico, cefalosporina y
eritromicina. Los autores proponen que la escorrentia agricola y la descarga de
los desechos humanos que contienen antibiéticos u organismos resistentes
podrian ser los responsables. Mencionan que los organismos resistentes de
humanos y animales posiblemente son trasferidos al medio ambiente marino y
colonizar a los delfines que habitan en aguas costeras. Alternativamente, la
descarga de los productos farmacéuticos en el medio marino tal vez es
responsable del desarrollo de resistencia seguida por la exposicién de las
bacterias nativas y el intercambio genético selectivo. Sin embargo, los estudios
realizados no han tratado de determinar si los patrones de colonizacién de E.
coli entre los delfines nariz de botella estan asociados con factores de riesgo
ambientales (148). En comparacion al presente estudio, se observé que la
mayoria de los aislamientos presentaron una alta susceptibilidad a ampicilina y

a amoxicilina/ac. clavulanico. En el caso de resistencia a estos
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guimioterapéuticos, 8 aislamientos fueron resistentes a ampicilina y 2 a

amoxicilina/ac. clavulanico.

Los resultados obtenidos de los 19 aislamientos donde se determinaron
los grupos filogenéticos y la presencia de genes de virulencia de EHEC (eae,
stx1, stx2), junto con dos marcadores para tipificacibn molecular del
lipopolisacarido O157 y el antigeno flagelar H7 (rfbEo1s7 y fliCh7); se observé la
predominancia de los filo-grupos B2 y A; y el resto de los aislamientos en
menor numero al grupo filogenético B1 y D. Los 4 grupos filogenéticos
mostraron la presencia de los tres genes de virulencia que se investigaron en
este estudio, con mayor ocurrencia el gen stx2 el cual se determiné en 18
aislamientos; el gen stx1 solo en 5 aislamientos; un aislamiento fue positivo a la
presencia de eae, stx1, stx2, ademas de presentar los dos marcadores para la
tipificacion molecular (rfbEois7 y fliCh7); por lo tanto se obtuvo un hallazgo de
una cepa O157:H7 en el delfin nariz de botella (Tabla 5). La mayoria de los
aislamientos corresponden al filo-grupo B2 que es caracteristico de las cepas
patdgenas extraintestinales, seguido por el grupo A al que pertenecen las
cepas comensales. Las cepas patdégenas intestinales y comensales se
encuentran en los grupos A y B1, mientras que las extraintestinales a los filo-
grupos B2 y en menor numero al grupo D (117, 118, 119, 115). En
comparacion con lo que demostré Walk et al., (2007) donde determinan que la
mayoria de las cepas de E. coli que pueden persistir en el ambiente pertenecen
al filo-grupo A y B1 (149). Y las cepas que son aisladas con menor frecuencia
del medio ambiente, peces, ranas y reptiles pertenecen al filo-grupo B2 y D

(116). La distribucion de las cepas a los diferentes grupos filogenéticos es
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influenciada por diferentes factores; se han realizado estudios para identificar
los factores que determinan la asociacion entre el tipo de cepa y huésped (150,
151). Diversos autores indican que estos factores estan relacionados con las
condiciones y fronteras geogréficas, factores dietéticos, uso de antibioticos y su
resistencia, la capacidad de aprovechar azlcares, nichos ecologicos y el clima
(114, 115, 116).

Johnson et al., (2001) al igual que Boyd et al., informaron que las cepas de E.
coli del grupo filogenético B2 presentan mas factores de virulencia seguidos por
el grupo D, en relacion a los filo-grupos A y B1. Algunos autores analizaron la
distribucion de los grupos filogenéticos principales entre las cepas de E. coli
aisladas de las heces humanas y animales. Uno de estos autores es Escobar-
Paramo et al.,, (2006) que al analizar aislados de E. coli de heces de aves,
mamiferos no humanos y humanos; observa la prevalencia de los grupos D y
Bl en aves, A y B1 en mamiferos no humanos y A y B2 en humanos.
Determina que el efecto de la relacion de asentamientos humanos con
animales puede influenciar el grupo filogenético al que pertenecen las cepas de
animales silvestres. Por lo tanto, concluye que el principal factor que da forma a
la estructura genética de las poblaciones de E. coli es la domesticacion.

En otro estudio elaborado por Camila et al., (2010) analizan la distribucion de
grupos filogenéticos de E. coli en heces de humanos, cerdos, pollos, ovejas,
cabras y vacas; y determinar un posible indicador sobre la contaminacién al
medio ambiente. Determinaron que los mamiferos omnivoros presentaron una
prevalencia del filo-grupo A, mientras que los mamiferos herbivoros la
prevalencia es del grupo B1; ellos establecen que el grupo filogenético B2

podria ser un buen indicador de contaminacion fecal humana. También, Baldy-
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Chudzik et al.,, (2008) realizan un estudio donde analizan antecedentes
filogenéticos, perfiles de genes de virulencia y diversidad genomica de
Escherichia coli comensal, aisladas de diez especies de mamiferos que se
encuentran en el zoologico de Polonia. Observan que la prevalencia de los
aislamientos de herbivoros pertenecen al grupo filogenético B1, los carnivoros
a Ay los omnivoros a B1. Los filo-grupos D y B2 fueron determinados en todas
las especies pero en menor nimero. En cuanto a los genes de virulencia (eae,
stx1, stx2) se agruparon en el filo-grupo B1 de las especies de herbivoros.

Por otra parte, DebRoy et al., (2006) desarrollan un ensayo de PCR para la
deteccion de STEC/EHEC en muestras fecales de animales de zooldgicos. El
protocolo que desarrollaron se ha aplicado con éxito en estos animales, ya que
se aislaron E. coli de heces y detectaron los genes stx1, stx2, eae y los genes
gue determinan el antigeno somatico 0157 y el flagelo H7 (rfbEois7 y fliCwy7).
Concluyen que la finalidad de crear protocolos es para prevenir la transmision
de enfermedades zoonoticas en lugares de exposicion animal. Estos estudios
no se han reportado en el delfin nariz de botella; pero si hay reportes en
analisis de agua de lluvia en el sureste de Queensland, Australia, donde
Ahmed et al., (2011) determinaron grupos filogenéticos y factores de virulencia;
observaron una alta prevalencia de los grupos A y D, en menor numero los
grupos B2 y B1l. Detectaron que el gen eae se encontré con un porcentaje
mayor en los aislamientos que pertenecen al filo-grupo B2 y D, con un
porcentaje menor en A y Bl. Los genes stxl y stx2 no se detectaron en
ninguna de las 200 cepas analizadas. Otro estudio que se ha realizado y se
puede relacionar con el habitad del Tursiops truncatus; es el elaborado por

Luna et al., (2010) ellos analizan sedimentos marinos costeros y determinaron
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Si estos son portadores de genes de virulencia. Encontraron que el porcentaje
de principales filo-grupos en sedimentos marinos fueron 60%, 25%, 21% Yy
19%, A, B1, D y B2 respectivamente. En el cual, el grupo B2 es el que presentd
mas genes de virulencia que en el D; el gen eae tuvo un porcentaje de 9.5 en
B2 y 8.7 en D; los genes que no se encontrado fueron stx1l y stx2, en este
estudio realizado por Luna et al.

La serotipificacion es un método bien establecido, el cual fue
desarrollado con base a las diferencias de los antigenos O, K, Fy H. En la
actualidad ya no se determinan los antigenos K, ni F. Existen 186 serogrupos O
y 56 antigenos flagelares, sin embargo la cantidad de estos antigenos cambian
constantemente al descubrir nuevos serotipos (85, 86, 39, 87). Aunque es un
método ya establecido, no ha habido reportes sobre seratipificacién de E. coli
en muestras procedentes de delfin nariz de botella (T. truncatus); en el
presente estudio se realizo la serotipificacion de E. coli de heces procedentes
del delfin nariz de botella. Se analizaron 19 aislamientos donde se encontré los
siguientes serotipos: O15:H7, 0O32:H42, 0O25:H4, 0170:H16, O71:H14,
0153:H2, O75:H5, 0140:H32, 0163:19; se determiné un serogrupo 0101, un
aislamiento rugoso OR:H14, el cual fue positivo a los dos marcadores de
tipificacion molecular rfbEo1s57 y fliCyz; determinando una cepa O157:H7 y los
siguientes antigenos flagelares: H31, H42 y H2 (Tabla 4). De los serotipos y
serogrupo gque se reporta en la literatura son 025:H4, 0163:H19 y 0101, de los
demas no se han reportado. El serotipo O25:H4 ha sido reportado en varios
trabajos, en donde se ha observado que este serotipo pertenece a las EXPEC,
gue es un serotipo muy conocido por estar asociado con infecciones urinarias,

ademas de ser un serotipo clasico en humanos. Este serotipo se relaciona con
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las E. coli productoras del clon CTX-M-15, que se caracteriza por pertenecer al
grupo filogenético B2, serotipo O25:H4 y tipo de secuencia de 131 (ST131), las
cuales produce pB-lactamasas de espectro extendido; O25:H4 parece ser el
responsable de una gran parte de la epidemia internacional de E. coli
productora de CTX-M (157, 158, 159, 160, 161, 162). En nuestro estudio, el
serotipo O25:H4 pertenece al filo-grupo B2 y presenta resistencia a varios
antibidticos (Tabla 6). Sin embargo, no se puede hablar de un serotipo 025:H4-
ST131 ya que no se determind la secuencia de 131 (ST131). En cuanto al
serotipo 0163:H19 se detectd en algunos estudios; donde se ha aislado E. coli
de plantas procesadoras de borregos, de heces provenientes de ganado
clinicamente sano (vacas, cerdos y cabras) y de pacientes con sindrome
urémico hemolitico (SUH). En estos estudios determinan la presencia de genes
de virulencia donde el serotipo 0163:H19 de animales presentan el gen stx2;
los aislados de pacientes no presentan genes de la toxina shiga (stx) (163, 164,
165).

En relacion con los resultados obtenidos en el presente estudio; los dos
aislamientos originarios de delfin nariz de botella con serotipo O163:H19; uno
de ellos presento el gen stx2, en el otro aislamiento no se detectd ningun gen
de virulencia analizado en este estudio. Por otra parte, un estudio elaborado
por Fratamico et al., (2004) que determinan la prevalencia de E. coli
productoras de toxina shiga en heces de cerdos en Estados Unidos. Aislaron
STEC/EHEC que pertenecen a diferentes serogrupos entre estos 0101, el cual
presento el gen stx2; estos autores indican que la cepa de E. coli serogrupo
0101 se encuentra relacionado con el humano. Comparando este articulo con

el presente estudio, el aislamiento de E. coli con serogrupo O101 proveniente
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del delfin nariz de botella también presenta el gen stx2, al igual que en el

estudio elaborado por Fratamico.

Se elabor6 un estudio diferente al nuestro en cuanto a la especie animal donde
Krause et al., (2004) aislaron una E. coli con antigeno somatico no determinado
y H2 (ONT:H2) de gatos, esta cepa presentd el gen de la intimina (eae).
Relacionando este estudio con el resultado de los delfines, el aislamiento
ONT:H2 en delfin presentd los genes de virulencia stx1 y stx2; pero no se
detectd el gen de intimina. La serologia al igual que grupos filogenéticos y
factores de virulencia no se reportan en el delfin nariz de botella, por lo que los
resultados no se pueden comparar al 100% ya que se habla de otras especies

y de muestras en donde se han aislado.
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IX. Conclusion

Este fue el primer trabajo en el mundo donde se realiza una
identificacion completa de Escherichia coli en el delfin nariz de botella.
Que comprende identificacion bioquimica, determinacion de grupos
filogenéticos, factores de virulencia de EHEC, serotipificacion vy

concentraciéon minima inhibitoria (MIC).

Se encontré que los delfines analizados presentan aislamientos que
pertenecen al filo-grupo B2 y A. Estos son positivos a los genes stx1 y

stx2.

La serotipificacion demostré una gran variedad de serotipos y la mayoria

pertenece al patotipo STEC.

La mayoria de animales en cautiverio presentaron aislamientos con

resistencia a diversos antibiéticos.

Es el primer reporte de un aislamiento O157:H7 que pertenece al
patotipo EHEC el cual presenta los genes eae, stx1, stx2 y los genes de

tipificacién molecular rfbEpis7 y fliCh7.
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