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Resumen

Escherichia coli es un importante comensal de la microbiota intestinal del hombre y los
animales; no obstante, algunas cepas son de gran relevancia en diversas patologias
intestinales y extraintestinales. El objetivo de este trabajo fue determinar las caracteristicas
serologicas, grupos filogenéticos, resistencia microbiana y factores de virulencia en 22
aislamientos de E. coli comensal del tracto gastrointestinal del ciervo rojo (Cervus
elaphus). La determinacion de la concentracion minima inhibitoria (MIC) demostr6 que la
mayoria de los aislamientos fueron sensibles a todos los quimioterapéuticos probados y
tan solo 3 aislamientos mostraron resistencia. En relacion a los grupos filogenéticos se
encontraron los cuatro filo-grupos, 6 muestras pertenecieron al grupo A, 4 al grupo B1, 3 al
grupo B2 y 9 al grupo D. Con respecto a los factores de virulencia se identificaron los
genes stxl (17/22), stx2 (12/22), bfp (6/22), st (12/22) y eae (4/22). Los serotipos
encontrados fueron 5 aislamientos positivos a 06, 3 a 070, 3 a 023, 6 no fueron
identificados y los serotipos O5, O75, 091, 038 y solo se obtuvo un aislamiento rugoso,
para los antigenos flagelares, se identificaron 7 aislamientos no moviles, 5 que
pertenecieron a H21, 4 al H34, 1 al H9, 2 para H16 y H25 y un aislamiento no fue
tipificable (NT). El presente estudio representa el primer trabajo de caracterizacion de

cepas de E. coli comensal en ciervo rojo (Cervus elaphus), realizado en México.



Abstract

Escherichia coli is an important commensal in human and animal intestinal microbiota.
However, some strains are of great relevance to a variety of intestinal pathologies. The
objective of this work was to determine serologic characteristics, phylogenetic groups,
resistance, and virulence factors of 22 isolates of commensal E. coli from the
gastrointestinal tract of the red deer (Cervus elaphus). The determination of the minimal
inhibitory concentration (MIC) showed that the majority of isolates were sensible to all the
chemotherapeutics proved and only 3 isolates showed resistance. In relation to the
phylogenetic groups, we found the 4 phylogenetic groups, 6 samples belonged to group A,
4 to group B1, 3 to group B2 and 9 to group D. In respect to the virulence factors the genes
stx1 (17/22), stx2 (12/22), bfp (6/22), st (12/22) y eae (4/22) were identified. The serotypes
were 5 positive O6 strains, 3 positive O70, 3 positive 023, and 6 were non typificable and
from serotypes O5, 075, 091, 038 and rough only one isolate was positive, for the flagelar
antigen, 7 isolates were identified as non mobile, 5 belonged to H21, 4 to H34, 1 to H9, 2 to
H16 and H25 and 1 isolate was non typificable (NT).

The present study represents the first work in characterization of commensal E. coli strains

in red deer (Cervus elaphus) from Mexico.
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1. INTRODUCCION

En Meéxico, la crianza y aprovechamiento del ciervo rojo (Cervus elaphus) puede hacerse
de manera legal solo en las Unidades de Manejo y Aprovechamiento Sustentable (UMAS),
las cuales promueven esquemas alternativos de produccion compatibles con el cuidado del
ambiente®. El ciervo rojo (Cervus elaphus) pertenece a la familia Cervidae, es el venado
mas grande introducido en México y se considera una especie exdtica. Su habitat principal
son los bosques de encino y mixtos (encino y pino) con pastizales naturales. Actualmente la

especie se encuentra introducida en las UMAS, principalmente en el Norte de México®.

La carne de venado es consumida por cazadores, sus familias y conocidos. Sélo cantidades
minimas se venden en el comercio regular. Por lo tanto, s6lo una pequefia parte de esta
carne estd sujeta a inspeccion sanitaria. Los animales son cazados y despiezados por lo
general al aire libre o en graneros, garajes, sotanos o cocinas. Este tipo de practicas en gran
medida aumenta el riesgo de contaminacion fecal de la carne, reduciendo la calidad del
producto. Las heces de cérvidos silvestres pueden contaminar las aguas superficiales, que a
su vez puede llegar a ser utilizada como agua potable para seres humanos o animales
domésticos®. Cuando se manejan especies silvestres, se debe tener en cuenta el posible
efecto negativo sobre las poblaciones nativas y su habitat, tales como posibles
enfermedades que puedan ser transmitidas por los ciervos a la fauna silvestre, animales

domésticos e incluso para el hombre, de este efecto no se tienen estudios en México®.

Bacterias enteropatdgenas como E. coli, se han identificado en muestras de heces de
animales domésticos v silvestres®*, por lo que, el posible papel de ciervos silvestres en la
epidemiologia de E. coli ha empezado a recibir mayor atencidén, mas aun cuando algunas

infecciones humanas se han asociado con carne de venado mal cocinada o procesada®®.
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1.1 Escherichia coli

Bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo de la familia Enterobacteriaceae’,
predominante de la microbiota normal del colén de los vertebrados, normalmente coloniza

8-9

el tracto gastrointestinal dentro de las primeras horas de vida °~, la bacteria obtiene

nutrimentos y beneficios sin causar ningun tipo de enfermedad y a cambio produce

nutrientes como vitamina K, riboflavina y vitamina B1,'***.

1.2 Filogrupos de Escherichia coli

Herzer y colaboadores'® desarrollaron un sistema de clasificacién basado en el analisis de
los patrones de movilidad electroforética de 38 enzimas metabolicas de la estructura
poblacional de una coleccion de 72 cepas de referencia de E. coli de diversos origenes. Los
andlisis filogenéticos de esta coleccidon revelaron 4 grupos filogenéticos principales,
designados como A, B1, B2 y D ademés de dos grupos accesorios denominados C y E***3,

Estudios de bibliotecas gendmicas realizados en cepas pertenecientes a los diferentes
grupos filogenéticos pusieron en evidencia genes o fragmentos de DNA especificos de cada
grupo, sugiriéndo asi, su uso como marcadores moleculares de cada uno de los grupos
filogenéticos existentes. Con base en estos estudios, Clermont y colaboradores™ en el afio
2000 desarrollaron una técnica de deteccion de los grupos filogenéticos de E. coli, basada
en la presencia o ausencia de los genes, chuA (necesario para el transporte del grupo hemo
en E. coli O157:H7 enterohemorragica) y yjaA (identificado en el genoma de E. coli K-12,
con funcion desconocida) y un fragmento de DNA Ilamado TSPE.C2 que codifica como

parte de una esterasa lipasa™®.

Los genes utilizados para determinar los grupos filogenéticos tienen una relacion
dicotdmica que se utiliza para distinguir los cuatro grupos filogenéticos a partir de la
identificacion de las regiones génicas mencionadas, mediante la amplificacion de DNA por

la reaccion en cadena de la polimerasa (Fig. 1).
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Fig. 1. Arbol dicotémico interpretativo de los diferentes grupos filogenéticos de E. coli en funcion de la
presencia o0 ausencia de los genes chuA, yjaA y del fragmento TSPE4.C2. Tomado de Clermont et al., 2000.

Posteriormente Tenaillon y colaboradores en el 2010°, basandose en los estudios de Clermont y
colaboradores™ mencionan que la técnica de PCR triple permite asignar a las cepas uno de los
cuatro grupos filogenéticos principales (A, B1, B2 y D), ya que desde su introduccion en el afio
2000, ha sido ampliamente utilizado debido a su simplicidad y rapidez. ElI método, basado en un
PCR triple, utiliza la combinacion de los genes: chuA, yjaA y TspE4.C2, la precision con la que

el método asigna correctamente las cepas a su grupo filogenético es del 99%".

Los grupos A 'y B1 se consideran grupos “hermanos” y el grupo B2 es considerado por algunos
como el representante del linaje ancestral de E. coli*®. Las cepas de los cuatro grupos difieren en
sus caracteristicas fenotipicas, incluyendo su capacidad para utilizar diferentes carbohidratos,
resistencia a los antibidticos y tasa de crecimiento'®. El tamafio del genoma varfa entre los
cuatro filo-grupos, las cepas que pertenecen a los grupos A y B1 tienen genomas mas pequefios
comparados con las cepas que pertenecen a los grupos B2 o DY. La distribucién
(presencia/ausencia) de una variedad de genes que se cree caracterizan a una cepa para causar

enfermedad extraintestinal también varfa entre las cepas de los cuatro filo-grupos®®,
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1.3 Tipos de E. coli

Dentro de la biota existen cepas de E. coli que pueden ser patdgenas y causar dafio produciendo
diferentes cuadros clinicos. Las cepas de E. coli de importancia bioldgica se clasifican en tres
grupos: cepas comensales, patogenas intestinales (entéricas o diarreogénicas) y cepas
patdgenas extraintestinales. La patogenicidad de estos tipos de E. coli se debe a que cuentan
con factores de virulencia especificos que le confieren mayor habilidad para adaptarse a un
nuevo nicho ocasionando un amplio espectro de enfermedades. E coli patogena intestinal se
divide en seis patotipos: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterohemorragica (EHEC),
E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasiva
(EIEC) y E. coli de adherencia difusa (DAEC). Las cepas patégenas intestinales se incluyen en
los grupos filogenéticos B2, D o en linajes no clasificados®. Las cepas patgenas de E. coli
extraintestinales, se denominan EXPEC y pueden presentarse en individuos de cualquier edad e
involucra casi cualquier 6rgano o sitio anatdmico ocasionando infecciones de tracto urinario
(ITU), meningitis, infecciones intrabdominales, neumonia, infeccion intravascular,
osteomielitis e infeccion de tejido blando y colibacilosis en aves. Actualmente las cepas
extraintestinales han sido clasificadas como E. coli asociada a meningitis (MNEC), E. coli
patégena aviar (APEC) y E. coli uropatégena (UPEC) 22!, Existen escasos estudios que
caracterizan cepas comensales de E. coli, por lo cual la importancia de estudiar cepas
comensales reside en explicar como bacterias comensales se convierten en patogenas y pueden

representar problemas de salud en humanos, animales domésticos y silvestres?.
1.4 Escherichia coli comensal

Escherichia coli tiene la interesante caracteristica de ser tanto un comensal intestinal como un
patdgeno versatil, causando enfermedades intraintestinales como extraintestinales. Por lo que
se le considera el candidato perfecto para estudiar la transicién entre comensalismo vy
patogenicidad y como la estrecha relacion entre una bacteria y su huésped puede oscilar entre
el mutualismo, comensalismo y oportunismo o incluso de patogénesis especializada. Aunque
las cepas patdgenas han sido extensivamente investigadas, pocos estudios se han centrado en
las cepas comensales, ahondar en su conocimiento podria permitir entender los mecanismos de

virulencia y resistencia a los antimicrobianos de las cepas patdgenas. La presion de seleccion
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en los habitats de las cepas comensales pueden promover la presencia de factores de virulencia
y resistencia a los antibioticos, lo que hace de las cepas de Escherichia coli comensal posibles

reservorios de cepas virulentas y resistentes”.

La definicion de E. coli comensal reside en la relacion entre esta bacteria y el huésped, en el
cual uno de los dos organismos se beneficia de la interaccion entre ellos, mientras que el otro
no es ni perjudicado ni beneficiado. ElI huésped proporciona nutrientes, ambiente estable y
proteccidn contra el estrés ambiental, transporte y diseminacion a la bacteria, ella por su parte
provee de algunos beneficios al huésped como son el prevenir la colonizacion por patdégenos a

través de la produccion de bacteriocinas y otros mecanismos”.

Las cepas de E. coli comensal constituyen gran parte de la microbiota del intestino de humanos
sanos, mamiferos y aves. Son cepas perfectamente adaptadas a la coexistencia con su
hospedador y no desarrollan sintomatologia en dicho huesped, excepto en casos de
inmunosupresion. Generalmente pertenecen a los grupos filogenéticos A 'y B1 y se caracterizan
por carecer de los factores de virulencia que estan presentes en cepas patdgenas'®. En el tracto
digestivo, las cepas comensales de E. coli se encuentran en el intestino grueso, especialmente

ciego y colén®.

Los huéspedes de E. coli son variables desde muchos aspectos como tamafio corporal,
morfologia intestinal, dieta, tiempo de retencién de la ingesta y microbiota. Estas
caracteristicas pueden tener influencia sobre la prevalencia y densidad de E. coli, que puede
variar de 0% a 100% aungue en humanos es mayor al 90%, mientras que en animales
domeésticos no hay datos al respecto; en animales silvestres la prevalencia se encuentra en un
rango de 10 a 55%, la concentracién por gramo de heces varia en humanos de 107-10°
unidades formadoras de colonias (UFC), mientras que en animales domésticos va de 10*-10°
UFC, no hay datos relacionados con UFC en animales silvestres. Los principales grupos
filogenéticos que se han encontrado en humanos son A y B2, en animales domésticos y
silvestres son el B1. Es comun encontrar genes de virulencia extraintestinales en aislados de
humanos, sin embargo, en animales domésticos y silvestres son raros. La resistencia a

antibidticos tanto en humanos como en animales domésticos es comdn, pero en animales

14



silvestres es minima o nula, por otra parte, la prevalencia de integrones en humanos es mayor

en relacién con las especies domésticas e inexistentes en animales silvestres (Cuadro 1)°.

Cuadro 1. Caracteristicas de Escherichia coli comensal en la microbiota

Caracteristicas Animales Animales
Humanos domésticos silvestres
Prevalencia (%) 90 Sin datos 10-55
Cantidad (UFC por heces) 107-10° 10%-10° Sin datos
Principales grupos filogenéticos Ay B2 B1 B1
Genes de Virulencia Extraintestinales Comdn Raros Raros
Puntuacion de resistencia a antibioticos* 18 11 0-7
Prevalencia de integrones 16 7 0

*El nivel de resistencia es definido como (R/na) x 100, donde n es el nimero de cepas probadas, A es el nimero de
antibidticos probados y R es la suma del nimero de cepas resistentes a cada uno de los antibidticos. Tomado de Tenaillon
y colaboradores, 2010.

1.5 Patotipos y patogenésis de Escherichia coli intestinal
1.5.1 Escherichia coli Enteropatégena (EPEC)

Esta implicada como una de las causas de diarrea en varias especies animales, principalmente,
en conejos, cerdos y perros. Estas cepas inducen lesiones A/E (adherencia intima y
esfacelamiento) en la mucosa intestinal y son agrupadas en una categoria llamada E. coli de
adherencia intima y esfacelamiento (AEEC), las cuales incluyen cepas EHEC positivas a la isla
de patogenicidad LEE. El ganado, ovejas y cerdos sanos parecen ser importantes reservorios de
AEEC?. EPEC es reconocida por dos fenotipos que se observan in vitro e in vivo, adherencia
intima y esfacelamiento (AE) y adherencia localizada (LA). El fenotipo AE, es caracterizado
por la destruccion de la microvellosidad y la formaciéon del pedestal debajo del cual las
bacterias se encuentran adheridas y es mediado por los genes presentes en una isla de
patogenicidad (LEE)*. LA es un patron distintivo de adherencia a las células epiteliales en

EPEC, en el cual la bacteria forma grupos de células estrechamente unidas®>%.
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1.5.2 Escherichia coli Enterohemorragica (EHEC)

Dentro de las cepas enteropatdgenas mas estudiadas se encuentra una cepa que pertenece al
grupo de las enterohemorragicas y corresponde al serotipo O157:H7, al cual se le relaciona con

brotes de diarrea, colitis hemorréagica y sindrome urémico hemolitico alrededor del mundo®’.

Los rumiantes (predominantemente borregos y cabras) pueden servir como reservorio de cepas
EHEC que son potencialmente patogénicas para humanos?®*°. Se han reportado brotes de
EHEC asociados con ferias agricolas y zoolégicos en Estados Unidos ** y Europa®. EHEC
ha sido aislada en ciervos silvestres®, por lo que se les ha implicado en la transmision de E.
coli O157:H7 en humanos en Jap6n®* y Estados Unidos® la enfermedad se puede transmitir a
los humanos por ingestion de alimentos o agua contaminados con heces, o0 por contacto directo
con animales infectados® %7,

La cepa O157:H7 se ha encontrado en heces de venados (Odocoileus virginianus), lo que
representa directa o indirectamente riesgo zoonotico para cazadores, consumindores y otros en
contacto con las heces de venado incluyendo fauna silvestre y animales de granja®®. Debido a
que existe potencial interaccion entre el ganado y ciervos en libertad en situacion de pastoreo,
el ganado podria no ser la tnica fuente de E. coli O157:H7, ya que puede ocurrir transmision

entre especies™.

Las cepas de este tipo, tienen como principal factor de virulencia a la citotoxina stx, la cual esta
codificada en un bacteriéfago insertado dentro del cromosoma, la familia stx contiene dos
grandes grupos llamados stx1 y stx2, una cepa de EHEC puede expresar Unicamente stx1, stx2
0 ambas. Estas cepas son portadoras de un plasmido que codifica una hemolisina, también
Ilamada enterohemolisina (ehx). Se ha reconocido un factor de adherencia intestinal que ha
demostrado jugar un rol importante en la colonizacion intestinal in vivo en un modelo animal

la proteina de membrana externa llamada intimina, proteina codificada por el gen eae®.
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1.5.3 Escherichia coli Enterotoxigénica (ETEC)

Se considera que esta cepa es la causa mas comun de diarrea por E. coli en animales de granja®
es definida como la cepa de E. coli que elabora al menos una de las enterotoxinas: ST
(termoestable, resistente al tratamiento de 100° C por 15 min) a menudo, ha sido caracterizada
como STa (o ST1) y STbh (o STH) basado en su tamafio, estructura molecular y actividad
bioldgica’ y LT* (termolabil, se inactiva a 60° C por 15 min) ambas toxinas son codificadas

por plasmidos*.

Las cepas de ETEC son consideradas generalmente como representantes de un prototipo
patogénico: el organismo se adhiere mediante fimbrias al epitelio lo que permite la
colonizacion a la superficie de la mucosa del intestino delgado donde elabora sus enterotoxinas,

42-43

dando lugar a un estado secretorio causando diarrea a través de la accion de las

enterotoxinas (LT y ST)**lo que puede conducir a deshidratacion, languidez y muerte’.
1.5.4 Escherichia coli Enteroagregativa (EAEC)

Es considerada como la segunda causa de diarrea en humanos después de ETEC, se caracteriza
por adherirse a las células HEp-2 en un patron conocido como autoagregativo, en el cual las

8 mediante la fimbria de adherencia

bacterias se adhieren entre si como “ladrillos apilados”
agregativa AAFs (aggregative adherence fimbriae) codificada por genes que se encuentran en

una familia de plasmidos de virulencia llamados pAA®.

1.5.5 Escherichia coli Enteroinvasiva (EIEC)

Esta relacionada genéticamente con Shigella spp.*®*’

por lo que sus caracteristicas patogénicas
son semejantes a ésta. EI modelo actual de patogénesis de EIEC inicia en la mucosa coldnica
con el ingreso de la bacteria a la célula epitelial, lisis de la vacuola endocitica, multiplicacién
intracelular, movimiento direccional a través del citosol y extension dentro de las células
epiteliales adyacentes. Los genes necesarios para la invasividad de EIEC se encuentran en un

plasmido (pInv)®.
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1.6 Genes de Virulencia
En los diferentes patotipos de E. coli existen genes especificos que caracterizan a cada grupo.
1.6.1 Toxinas Shiga (stx1, stx2)

Las toxinas Shiga pertenecen a una familia de proteinas citotoxicas “®. La toxina mayoritaria
es la Stx (Stx1) que es idéntica a la toxina Shiga de Shigella dysenteriae y Stx2, que a su vez es
homéloga en un 56% a Stx1”*3®. Se han descrito variantes de Stx2 (Stx2c, Stx2v, Stx2vhb,
Stx2e, etc.) las cuales difieren Unicamente en algunos aminoécidos sin tener consecuencias en
la toxicidad® *® aunque recientemente se ha reportado que podrian diferir en su actividad

bioldgica®.

La estructura de Stx tiene una subunidad A-B. La subunidad A es la porcion biol6gicamente
activa de la toxina la cual permite a la toxina llegar al ribosoma eucariota donde impide la

84849 y la subunidad B une la toxina al receptor

sintesis de proteina provocando muerte celular
glicolipido de la membrana, llamado globotriaosilceramida o mejor conocida como Gbs; para
Stx1y Stx2 o Gby para Stx2e y Stx2ev"®*%  os receptores se encuentran principalmente en
las células de Peneth, en la mucosa intestinal en humanos® y en la superficie del epitelio
celular del rifion®. El ganado carece de estos receptores en el tracto intestinal, lo cual puede

explicar porque en el caso de EHEC la colonizacion en ganado es asintomatica™.
1.6.2 Toxina termo labil (Lt)

La toxina Lt est4 estrechamente relacionada con la enterotoxina expresada por Vibrio cholera®
comparte caracteristicas de estructura, secuencia de proteinas, receptor primario, actividad
enzimatica y actividad en ensayos de cultivo celular. Los dos principales grupos de LT, son
LT-1'y LT-II. LT-1 es expresada por cepas E. coli que son patdgenas tanto para humanos como
para animales. LT-1I se encuentra principalmente en aislados de E. coli de animales y
raramente en aislados de humanos, pero ni en animales ni humanos se ha visto asociada con

enfermedad™.
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Los genes que codifican LT (elt o etx) residen en plasmidos que también pueden contener
genes que codifican ST y/o antigenos del factor de colonizacion (CFAs). La toxina termolabil

provoca un cuadro caracteristico de diarrea osmotica®.
1.6.3 Toxina termo-estable (St)

En contraste con las grandes toxinas Lt oligoméricas, las St son toxinas monomeéricas que
contienen multiples residuos de cisteina, los enlaces disulfuro le permiten ser estable a elevadas
temperaturas. Los genes para ambas toxinas (Lt y St) se encuentran predominantemente en
plasmidos, y algunos genes que codifican para St han sido asociados a transposones. La toxina
STa (llamada ST-1) es producida por ETEC y otras bacterias Gram negativas incluyendo
Yersinia enterocolitica y V. cholerae® ™.

STa: es un péptido de 18 a 19 aminoacidos. Tiene dos variantes, STp (ST porcina o STla) y
STh (STh humana o STIb), después de su descubrimiento en cepas aisladas de cerdos y seres
humanos®®. La toxina se une a los receptores de guanilato ciclasa en el borde en cepillo del
epitelio intestinal donde estimula su actividad lo cual conduce a un aumento de los niveles
intracelulares de GMP ciclico lo que resulta en la alteracion de la absorcion de Na* y H,O

dentro del lumen intestinal, provocando asf un cuadro diarreico®.

STh: induce dafio histoldgico en el epitelio intestinal que consiste en la pérdida y atrofia de

vellosidades en las células epiteliales®.
1.6.4 Intimina (eae)

La proteina intimina, es responsable de la adherencia y es codificada por el gen eae, el cual es
parte de una isla de patogenicidad llamada locus de esfacelamiento en enterocito (LEE)®°%",
La LEE es un fragmento de ADN que consiste de 41 genes, organizados dentro de 5 operones
(LEE 1-5)*®. LEE codifica los componentes estructurales de un sistema de secrecion tipo 111,
reguladores, translocadores, chaperones, moléculas efectoras que alteran los diversos procesos
de sefializacion celular™. Actualmente se han hecho ensayos de PCR identificando 17 variantes
genéticas de intimina (al, a2, B1, ER/B B2, 6/x/p2 O, y1, 6/y2, €1, v R/e2, {, n, 11, uRA2, A, uB,

VB, %B)60-62’56'58.

19



1.6.5 rfbEoss7: codifica para la biosintesis del lipopolisacarido O157. La region rfb es un lugar
complejo; varia en tamafio entre 8 y 14 kb y contiene de 8 a 14 genes que codifican las enzimas
necesarias para la sintesis de las cadenas laterales O que confieren la especificidad al

serogrupo®®°,

1.6.6 fliCy7: Los genes fliC codifican para antigenos flagelares H7 y H6 revelando secuencias
muy similares entre cepas que pertenecen al mismo tipo H pero de diferentes serotipos®®®’.
Ademas, la tipificacion molecular de los genes fliC permite identificar los aislamientos de E.
coli flagelares de los no flagelares®® .

1.6.7 bfp: (bundle-forming pilus), es responsable de la adhesion localizada de la bacteria a las
células HelLa in vitro™, ademas se le atribuye la formacién de microcolonias, promoviendo la
interaccion bacteria-bacteria y bacteria enterocito’®".

1.6.8 ipaH: ipa (invasion plasmid antigens) es una proteina, producida por Shigella, al igual

que otros efectores de Shigella, ipaH se localiza en plasmidos®,
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2. Justificacion

Escherichia coli es uno de los principales habitantes del tracto intestinal de una amplia
variedad de especies incluyendo animales domésticos y silvestres, se le puede encontrar como
comensal 0 patégeno lo que le permite ser un modelo idéneo para estudiar la transicion de
organismo comensal a patégeno a través de diversos mecanismos que involucran la
transferencia de material genético. Actualmente existen escasos reportes sobre aislamientos
comensales de E. coli particularmente en animales silvestres, en México el ciervo rojo es una
especie cuyo fin es principalmente cinegético por lo que estd en contacto con otras especies
incluidas el humano, esta relacion permite tomar como base aislamientos de bacterias
comensales para determinar la presencia de patdgenos que puedan representar un riesgo de
salud tanto para humanos como animales, asi como su posible asociacion con el medio
ambiente, por lo cual es importante la identificacion de grupos filogenéticos, resistencia a

quimioterapéuticos, serotipificacion y factores de virulencia en aislamientos comensales.
3. Hipotesis

Los aislamientos comensales de E. coli procedentes de ciervo rojo no presentan caracteristicas
de cepas patogenas, ya que dichas cepas pertenecen a determinados grupos filogenéticos y
serotipos ademas de poseer factores de virulencia particulares y patrones de resistencia

antimicrobiana que no presenta E. coli comensal.
4. Objetivo General

Determinar las caracteristicas seroldgicas, filogenéticas, factores de virulencia y resistencia
microbiana en aislamientos de E. coli comensal del tracto gastrointestinal del ciervo rojo

(Cervus elaphus).
4.1 Objetivos especificos

o Determinar la resistencia y susceptibilidad mediante la concentracion minima
inhibitoria (MIC) de las cepas aisladas
« ldentificar los serotipos (O-H)
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o Determinar los grupos filogenéticos (A, B1, B2, y D) mediante la identificacion de
los genes chuA, yjaA, TSPF.C2
« ldentificar los genes de virulencia eae, stx1, stx2, rfbEo;s7, fliCh7, bfp, It, st, e ipaH

5. MATERIAL Y METODOS
5.1 Coleccion de muestras

Se utilizaron 22 hisopos rectales en 22 animales (ciervo rojo; Cervus elaphus). Cada hisopo
fue introducido al recto del animal y girado repetidas veces e introducido al medio de
transporte AMIES con carbon activado y enviado al laboratorio de bacteriologia del
INIFAP para su posterior analisis. Las muestras fueron obtenidas de animales clinicamente
sanos, provenientes del Area Natural Protegida Sierra Fria, Aguascalientes (ANPSF). Los
hisopos fueron sembrados en agar MacConkey y agar cromogénico diferenciador. Las
colonias positivas a la fermentacion de la lactosa fueron seleccionadas para su

identificacion final por medio del sistema automatizado MicroScan (DADE BEHRING).
5.1.2 Aislamientos y ensayo de concentracion minima inhibitoria (MIC)

Los aislamientos de E. coli fueron sembrados en agar MacConkey y agar Soya
Tripticaseina (TSA) se incubaron a 37°C durante 24 h. Cada aislamiento fue resembrado en
dos placas, el primer cultivo se utiliz6 para hacer extraccion de DNA (TSA) y el segundo
para almacenarlo a -80°C en un medio liquido de caldo infusion cerebro corazén-glicerol al
50%. Los aislamientos fueron identificados en el laboratorio clinico del hospital “Dr.
Manuel Gea Gonzalez” utilizando el sistema automatizado MicroScan (DADE BEHRING),
asi mismo se determind la presencia de beta-lactamasas y la concentracion minima
inhibitoria (MIC) mediante el mismo sistema que utiliza los siguientes quimioterapéuticos:
amicacina, 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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5.1.3 Extraccion de DNA

La extraccion de DNA cromosémico se realizé con la técnica de tiocinato de guanidina,
descrita por Pitcher y colaboradores”. El crecimiento bacteriano de 5 ml en caldo infusién
cerebro corazén fue centrifugado a 8000 rpm durante 10 min, la pastilla bacteriana fue
lisada con una solucion de tiocianato de guanidina 5 M, posteriormente se adicion0 acetato
de amonio 7.5 M, se mezcl6 y se adiciono cloroformo-alcohol isoamilico. Se centrifugo y
se tomo el sobrenadante, finalmente se obtuvo el DNA con pipeta, fue lavado tres veces
con etanol al 70%, y el pellet de DNA se dejo secar para posteriormente resuspenderlo en
agua destilada estéril y ser utilizado. EI producto de DNA se visualizé en gel de agarosa al
1.5% y 2% tefiido con bromuro de etidio.

5.1.4 Serotipos

La serotipificacion de los aislamientos de E. coli se realiz6 en la Facultad de Medicina de
la UNAM. La metodologia se realizé de acuerdo a lo descrito por @rskov F y @rkov’. Se
serotipificaron 22 aislamientos de E. coli comensal obtenidos de muestras de ciervo rojo
(Cervus elaphus) empleando suero de conejo contra los antigenos somatico (O) y flagelar
(H) del esquema de tipificacidn. De los aislamientos se obtuvieron los antigenos somaticos
y flagelares a los cuales se les hicieron diluciones para la reaccién de microaglutinacién en
microplaca con antisueros preparados en conejo contra los 186 antigenos somaticos

conocidos. Los antigenos flagelares se determinaron usando 56 antisueros monovalentes.

El esquema antigénico fue actualizado por el Dr. Flemming Scheutz del The International
Escherichia and Klebsiella Centre (WHO) en Copenhagen. Ademas se utilizaron sueros
especificos para definir el serogrupo de E. coli. En la tipificacion serolégica se incluyeron
45 sueros anti-O de Shigella spp., (S. dysenteriae O1-015; S. boydii 01-020; S. flexneri
01-06, con sus subtipos a 'y b de 01, 02, O3, 04 y 05 ademas las variedades X e Y; S.

sonnei |y I1).
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5.1.5 Determinacién de grupos filogenéticos

Se realizaron reacciones de PCR mudltiples para identificar el grupo filogenético de los
aislamientos, los iniciadores utilizados fueron descritos por Clermont y cols™, para detectar
los genes chuA (279 pb), yjaA (211 pb) y TspE4C2.1. (152 pb). Las condiciones de PCR
consistieron en 5 min a 94°C de desnaturalizacion inicial seguido de 30 ciclos por 30s a
94°C, 30s a 55°C y 30s a 72°C y una extension final de 7 min a 72°C. Con base en la
presencia 0 ausencia de dichos genes se determind el grupo filogenético al que
pertenecieron los aislamientos. El grupo filogenético de cada aislamiento fue determinado
por la presencia (positivo +) o ausencia (negativo -) de la combinacién de chuA, yjaA'y
TSPE4.C2, en este orden para el fenotipo A la combinacién es - - - y -+-, para B1 - - +, en

el caso de B2 el fenotipo es ++- y +++, la combinacion para el fenotipo D es + - -**.
5.1.6 Identificacién de factores de virulencia

La identificacion de los factores de virulencia se realizd de acuerdo a lo descrito por
DebRoy y Roberts™, y Tornieporth y colaboradores™. El total de genes a identificar fueron;
eae, stxl, stx2, rfbEqss7, fliCyy, bfp, It, st, ipaH, se realizaron reacciones de PCR multiples
donde se incluyeron los genes eae, stx1, y rfbEo;s7, fliCH7, asi como It y st posteriormente se

incluyeron individualmente los genes stx2, bfp e ipaH (Cuadro 2)™'

. El programa
empleado fue el siguiente: para los genes bfp, It, st e ipaH, se utilizaron 30 ciclos,
desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 min, desnaturalizacién 94° C por 1 min, la alineacién
de 56°C por 2 min y la extension de 72°C por 1 min, la extension final fue de 72°C durante
7 min’®. Para los genes stx1 y eae, asi como stx2 el programa utilizado fue de 30 ciclos, la
desnaturalizacion inicial consistio de 94°C por 5 min, la desnaturalizacion fue de 94°C 30 s,
la alineacion de 56°C por 30 s, la extension de 72°C 45 s y la extension final de 72° por 7
min. El programa para los genes rfbEo;s7, fliCh7 consistié de 30 ciclos, desnaturalizacion
inicial a 94°C por 5 min, desnaturalizacion a 94°C por 30 s, alineacién a 56°C por 30 s,
extension a 75°C por 45 s y extension final a 72°C por 7 min. Los productos amplificados

se observaron en un gel de agarosa al 1.5 y 2%.
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Cuadro 2. Iniciadores para la identificacion de factores de virulencia

Gen

Secuencia de iniciadores (5- 3")

Posicién (amplicén)

eae

GTG GCG AAT ACT GGC GAG ACT
CCC CATTCTTTT TCACCG TCG

2518-3408 (890 pb)

stx1

ACA CTG GAT GAT CTC AGT GG
CTG AATCCCCCTCCATTATG

938-1520 (582 pb)

stx2

GGC ACT GTC TGA AAC TGC TCC

TCGCCAGTTATC TGACATTCTG

603-857 (255 pb)

I‘fb E0157

AAC GGT TGC TCT TCATTT AG
GAG ACC ATC CAATAAGTG TG

287-964 (678 pb)

fliC7

TAC CACCAAATCTACTGC TG
TAC CACCTT TAT CAT CCACA

735-1294 (560 ph)

bfp (EPEC)

CAATGGTGC TTGCGCTTGCT
GCC GCTTTATCC AACCTG GT

119-443 (324 ph)

LT (ETEC)

GCG ACA AAT TAT ACC GTG CT
CCG AAT TCT GTT ATATAT GT

59-765 (708 pb)

STa (ETEC)

CTGTATTGTCTTTTT CACCT
GCA CCC GGT ACA AGC AGG AT

79-260 (182 pb)

ipaH (Shigella spp. y EIEC)

GCT GGA AAAACT CAGTGCCT
CCAGTCCGT AAATTCATTCT

1061-1484 (424 pb)
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6. RESULTADOS
6.1 Identificacion de aislamientos y resistencia a quimioterapéuticos

Los 22 aislamientos fueron identificados utilizando el método automatizado MicroScan
(DADE BEHRING) en el cual se demostrd que pertenecen al género y especie E. coli con
un porcentaje de identidad del 100%. A cada aislamiento se le determiné la concentracion
minima inhibitoria (MIC), utilizando los siguientes quimioterapéuticos: amicacina,
amoxicilina/acido clavulanico, ampicilina/sulbactam, ampicilina, aztreonam, cefazolina,
cefepima, cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxona, ciprofloxacina, gatifloxacina, gentamicina,
imipenem, levofloxacina, piperacilina/tazobactam, piperacilina,  tobramicina,
trimetroprim/sulfametoxazol. De los 22 aislamientos Unicamente 3 muestras mostraron
resistencia, un aislamiento mostré resistencia a 7 antimicrobianos: ampicilina, aztreonam,
cefazolina, cefepima, cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxona y piperacilina, asi como positivo
a la presencia de beta-lactamasas de espectro extendido (ESBL), otro aislamiento fue
resistente a la ampicilina/sulbactam, ampicilina, piperacilina 'y a
trimetoprim/sulfametoxazol, finalmente un tercer aislamiento mostré resistencia a la
ampicilina, ampicilina/sulbactam vy a trimetoprim/sulfametoxazol, en las tres muestras se
presentd sensibilidad al resto de los quimioterapéuticos utilizados, las muestras restantes

fueron sensibles a todos los antimicrobianos (Cuadro 3).

Cuadro 3. Perfil de resistencia en los 22 aislamientos de ciervo rojo

Sensibles 19
Amp/Sulbactam 2
Ampicilina 3
Aztreonam 1
Cefazolina 1
Cefepima 1
Cefotaxima 1
Ceftazidima 1
Ceftriaxona 1
Piperacilina 2
Trimet/sulfametoxazol 2
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6.2 Grupos Filogenéticos

Para la determinacion de los grupos filogenéticos se utilizaron los genes chuA, yjaA, y
TspE4C2.1, con base en la presencia 0 ausencia de estos se determinan los grupos
filogenéticos en A, B1, B2 y D. Se detect6 la presencia del gen chuA en 12 aislamientos,
para el caso de yjaA, 4 aislamientos fueron positivos, TSPE4.C2 estuvo presente en 8
aislamientos (Figura 1). Del total de las muestras 6 pertenecieron al grupo A, 4 al grupo B1,

3 al grupo B2 y 9 al grupo D (Cuadro 4).
6.3 Genes de virulencia

Se utilizé el método de PCR para identificar la presencia de 9 genes de virulencia (eae,
stx1, stx2, rfbEo1s7, fliCH7, bfp, It, st, ipaH). Se identificd el gen eae en 4 aislamientos, para
el gen stx1l se obtuvieron 17 aislamientos positivos, para el gen stx2, se obtuvieron 12
aislamientos positivos, para los genes rfbE, fliC, ipaH y It, no se obtuvieron muestras
positivas. El gen bfp estuvo presente en 6 aislamientos. Finalmente, del gen st, 12
aislamientos resultaron positivos (Fig. 2). Del total de los aislamientos solo uno no fue
positivo a ningun gen, 4 fueron positivos a 1 gen, 6 a 2 genes, 9 a 3 genes y 2 a 4 genes
(Cuadro 4).
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Cuadro 4. Resultados globales del analisis sobre grupos filogenéticos, factores de

virulencia y serotipificacion

Genes Grupos G Genes de Virulencia Serogrupos
Filogenéticos (GF)
Aislamiento | chuA | yjaA | TsPF4C2 eae | stxl | stx2 | rfbE | fliC | bfp ipaH It | st | Somatico | Flagelar
1 + - - D - + - - - - - - - Rg NM
2 . > - A - + + - - + - - - 0? H21
3 + - - D + + + - - - - - - o? H21
4 = = - A - + + - - + - - - 0? H21
5 - - - A + + - - - + - - - o? H21
6 + o - D - + = = = + - - - O? H21
7 - - - A - + - - - - - - - 070 NM
8 + = - D - - - - = + = = + 05 NM
9 + - - D | - - + - - - - B 070 NM
10 = + + B = + + - - - - - + 091 NM
1

11 - + + B - - + - - - - - + 0? NM
1

12 ; T T B _ + + - - - 2 - |+ 0o70 NM
1

13 + + + B - + + - - + - - + 023 H16
2

14 + - - D - + + - - = - - + 023 H16

15 + - - D - + - - - - - - - 023 H25

16 + = - D - + + = = = = - + 038 H25

17 + + + B + + + - - - - - + 06 H34
2

18 + + + B = = = - - - - - - 06 H34
2

19 + - + D + + - - - - - - - 06 NT

20 = = + B = + + = = - - - + 06 H34
1

21 - - - A - - - - - - - - + 06 H34

22 - - - A - + - = = - - - |+ 0o75 H9
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500 p
300p 08pb Gen It
100 p 82pb Gen st

Fig. 2. Amplificacion de los genes It y st. Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de
etidio. Carril 1 marcador de peso molecular 100pb; carril 2 control positivo gen It:ETEC,;

control positivo It-st:ETEC; carril 3-9 aislamientos: 15,16,14,20,21,22; carril 10 control

negativo.

324pb  Gen bfp

Fig. 3. Amplificacion del gen bfp. Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio.
Carril 1 marcador de peso molecular 100pb; carril 2 control positivo gen bfp:EPEC; carril

3-6 aislamientos: 2,4,5,6.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M1 12 13

200pb €—255pb Gen stx2

100pb

Fig. 4. Amplificacion del gen stx2. Gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio.
Carril 1 marcador de peso molecular 100pb; carril 2 control positivo gen stx2: EHEC; carril
3-13 aislamientos: 2,3,4,9,10,11,12,13,14,16,17,20.

2036 pb
1636 pb

1018 pb e} 890 pb Gen eae
582 pb Gen stx/

Fig. 5. Amplificacion de los genes stx1 y eae. Gel de agarosa al 2% con bromuro de etidio.
Carril 1 marcador de peso molecular 1kb; carril 2 control negativo; carril 3-6 aislamientos
negativos para el gen eae y positivos para el gen stx1.Carril 7-8 aislamientos positivos a
ambos genes, carril 9 aislamiento negativo para ambos genes; carril 10 aislamiento positivo

ambos genes, carril 11 aislamiento positivo al gen stx1.
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6.4 Serotipificacion

Los resultados mostraron que de los 22 aislamientos, solo un aislamiento presentdé un
fenotipo rugoso (Rg), 6 muestras fueron no tipificables, 3 muestras correspondieron al
serotipo O70, 3 aislamientos con el serotipo 023, 5 aislamientos pertenecieron al serogrupo
O6 y se encontraron aislamientos positivos a los serotipos O5, 091, 038 y O75.

Con respecto a los aislamientos que presentaron flagelo de las 22 muestras, 6 fueron
identificados con H21, 4 con H34, 2 con H16 y 2 méas con H25, un aislamiento fue
identificado con H9 y finalmente 7 muestras no fueron moviles al no mostrar crecimiento
flagelar (Cuadro 4).

7. DISCUSION

Se evaluaron las relaciones entre los grupos filogenéticos, la presencia de genes de
virulencia, asi como la susceptibilidad a quimioterapéuticos y serotipificacion (Cuadro 5).
La asociacion entre las variantes analizadas mostré sorpresivamente la presencia de 12
aislamientos de un total de 22 identificados dentro de los grupos B2 y D lo cual representa
mas de la mitad de muestras ubicadas en filo grupos que no son caracteristicos de cepas de
E. coli comensal, aunado a esto amplificaron genes de virulencia incluso en muestras que se
identificaron dentro del filo grupo A y B1 lo que indica que aunque estas cepas podrian ser
no patdgenas cuentan con genes que les provee del potencial para serlo o bien que el portar
dichos genes no necesariamente indica que vayan a expresarlos. Otro punto importante a
destacar en nuestros resultados es la baja resistencia encontrada en los aislamientos, tan
solo tres muestras de 22 aislamientos se observaron resistentes a mas de un
quimioterapéutico, lo mas sobresaliente es que dos de esas muestras se encontraban dentro
del filo grupo A y uno en el grupo D, por otra parte 8 serotipos estuvieron presentes en el
filo grupo A, 4 en B1, 6 en B2 y 11 en D, el comportamiento tanto de genes de virulencia
como de serotipos en los aislamientos analizados nos dan una idea al respecto de como es
que efectivamente el genoma de E. coli muestra gran plasticidad al permitir el intercambio
de informacidn genética entre cepas comensales y patdgenas mediante mecanismos de

transferencia genética ya conocidos.
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Cuadro 5. Asociacion de los resultados de grupos filogenéticos, genes de virulencia,

sensibilidad antimicrobiana y serotipificacion

GF | GV |MIC|O070| O6 |075|/091(023| O5 |038| 0? |H21| H9 |H34|H16|H25/NM | NT
mA|6|13/2 111|000 |0|3|3]1|1|0|0{|1

mB1/ 4|12, 0|1(1f0|21 00|01 |0]O0])1
B23|8,0}0|2|0|(0|1|0]0O|]0|0|0|2|1]0]O0

NM: no mévil, NT: no tipificable, O?: no tipificable

Al determinar los grupos filogenéticos se observaron resultados interesantes e inesperados
debido a que mas de la mitad de los aislamientos estudiados se encontraron dentro de los
grupos B2 y D, esto es notable ya que las cepas comensales comunmente no pertenecen a
dichos grupos que son caracteristicos de cepas patogenas, existen diversos factores que
pueden intervenir en la distribucion de las cepas a los diferentes filo grupos, algunos
estudios han empezado a buscar los factores que determinan las asociaciones entre el tipo
de cepa y huésped, no resulta facil si se tiene en cuenta que incluso entre especies existe
gran variacion, tan solo los animales representan un grupo muy complejo debido a la gran
diversidad de sus poblaciones que incluyen mamiferos silvestres y domésticos, aves y
reptiles. Los factores que determinan la estructura genética de la poblacién de E. coli puede
dividirse en caracteristicas propias del huésped (dieta, morfologia intestinal y masa
corporal) y ambiente, ambos factores parecen ser predictores importantes de la distribucién
filogenética de los grupos’™ ’. Por otro lado, se ha observado que la complejidad fisica del
intestino grueso en los herbivoros y omnivoros parece favorecer a las cepas B2, asimismo,
se ha reportado que podrian existir diferentes nichos en el intestino, como las cepas del
grupo A que es mas probable aislar en el tracto gastrointestinal superior, y las cepas Blen

las heces '®
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Un estudio realizado en Australia por Gordon y Crowling’” con aislamientos pertenecientes
a vertebrados silvestres observan que cepas identificadas en el grupo Bl provienen
principalmente de mamiferos carnivoros y cepas del grupo B2 corresponden a herbivoros,
omnivoros y especies rumiantes, y las cepas del grupo A y B1 pueden ser recuperadas de
cualquier grupo de vertebrados, mientras que las cepas del grupo B2 y D parecen ser
“especialistas”, dado que se limitan en gran medida a vertebrados endotérmicos, sin
embargo las cepas del grupo B2 parecen ser las mas especializadas debido a que
predominan en los mamiferos rumiantes, por lo que la complejidad fisica del intestino en
herbivoros determina la presencia del filo-grupo B2. Por otra parte Escobar-Paramo y cols’
determinan que las fuerzas que intervienen en la estructura genética de E. coli comensal
pueden ser el ambiente, seqguido del efecto de domesticacion, clima, dieta y masa corporal,
y que el efecto de la relacion de asentamientos humanos con animales puede influenciar el
grupo filogenético al que pertenecen las cepas de animales silvestres que de acuerdo a este
estudio mayoritariamente pertenecen al grupo B2 y D y pocas cepas pertenecen al grupo A

y B1 en comparacion con animales domésticos.

En este estudio los resultados entre grupos filogenéticos y genes de virulencia mostraron la
combinacién de genes de virulencia identificados en el filo-grupo B2 (eae,stx1,stx2,bfp,st)
y B1 (stx1,stx2,st), mientras que los aislamientos restantes fueron identificados dentro de
los filo-grupos A y D mostraron menor nimero de genes de virulencia pero mayor nimero
de aislamientos positivos a dichos genes, el factor de virulencia con mayor frecuencia
encontrado fue el gen stx1 con 17 aislamientos positivos, en menor numero estuvieron los
genes stx2 y st los cuales se encontraron en 12 aislamientos, mientras que para los genes
bfp y eae se encontraron tan solo en 6 y 4 aislamientos positivos respectivamente, estos
resultados coinciden con el estudio de Baldy-Chudzik y cols®® donde utilizaron 300 cepas
de E. coli comensal recuperadas de animales sanos (mamiferos herbivoros, carnivoros y
omnivoros) de un zoologico en Polonia, en los animales herbivoros encontraron
aislamientos positivos a genes de virulencia (eae, stx1, stx2) que pertenecieron a muestras
que fueron identificadas dentro del filo-grupo B1, lo cual también coincide con Girardeau y
cols®! quienes mencionan que E. coli productora de toxina Shiga del ganado se clasifica con

mas frecuencia en el grupo B1 que en el grupo D, en el presente estudio se encontraron 4
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aislados que corresponden al grupo de las EHEC cuyos genes de virulencia fueron eae y

stx1, stx2 o ambos.

Los resultados referentes a la sensibilidad a quimioterapéuticos demostraron que de los 22
aislamientos al menos tres de ellos presentaron resistencia a mas de un quimioterapéutico y
el resto fue sensible a todos los antibidticos (Cuadro 3), se ha demostrado que la microbiota
comensal y especialmente la microbiota intestinal, tiene un papel importante en la
resistencia a los antibi6ticos®®, ya que una alta densidad bacteriana junto con una gran
reserva genética combinada con elevada exposicion a antibiéticos utilizados tanto en
medicina humana como en medicina veterinaria, es una explosiva combinacion para la
seleccion de resistencia a los antibidticos en la microbiota comensal®. Ademas de la
exposicion a los antibidticos, los antecedentes genéticos de la cepa también parecen afectar
los patrones de resistencia a los antibidticos. En el presente estudio de los tres aislamientos
que presentaron resistencia, dos se identificaron dentro del filo-grupo A y uno en el filo-
grupo D, estos resultados son similares a otros en donde se revela que cepas del filo-grupo
A® y algunas cepas del filo-grupo D% son particularmente permisivas al desarrollo de
resistencia a cefalosporinas de tercera generacion, como en el estudio actual donde se
observo resistencia a cefalosporinas de 12 (Cefazolina), 3% (Cefepima) y 42 (Ceftazidima)
generacion. Por el contrario las cepas del filo-grupo B2 son menos resistentes que otras
cepas, independientemente de los mecanismos moleculares involucrados en la adquisicién
de la resistencia (por ejemplo mutacion o adquisicion de genes), y tener menor prevalencia
de integrones en cepas de E. coli comensal de huéspedes humanos® y animales®. Se ha
descrito que la resistencia en cepas de E. coli intestinal es promovida por exposicion
reciente a los antibiéticos®”, dieta® e higiene deficiente®. Las poblaciones de Escherichia
coli estan estructuradas en cuatro principales grupos filogenéticos A, B1, B2, y D** y los
aislados del grupo filogenético B2 parecen ser los menos resistentes a los antibi6ticos’"®.

Gran cantidad de especies bacterianas estan presentes en alta densidad en un entorno que
permite intercambio genético entre bacterias, que a su vez pueden difundir entre los
ecosistemas a través del contacto entre humanos y animales, la cadena alimentaria y el
reciclado de los residuos animales como fertilizante. Algunos estudios han documentado la

prevalencia de bacterias multiresistentes asociadas a integrones, herramientas moleculares
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altamente eficientes utilizadas por las bacterias para la adquisicion y expresion de
resistencia microbiana en microbiota comensal humana® ademés se ha reportado que los
genes de resistencia antimicrobiana se pueden encontrar en elementos méviles como son

plasmidos, transposones e integrones™.

Un hecho realmente importante a considerar es que actualmente uno de los mayores
problemas es la creciente resistencia a los antibioticos que se observa en muchas especies
bacterianas de origen animal, humano y procedente de alimentos, por lo que encontrar
resultados como los de este estudio nos indica que el manejo de los animales en la reserva
donde se obtuvieron las muestran es el adecuado y que pese a que en ese lugar cohabitan

otras especies la resistencia microbiana es baja.

La serotipificacion es un método bien establecido que fue desarrollado con base en las
diferencias en los antigenos O, K y H determinados por la porcién del lipopolisacarido
(LPS), polisacérido capsular y proteinas flagelares, respectivamente®. Existen 186
serotipos O y 56 antigenos flagelares (H), sin embargo estas cifras siguen en constante
cambio, al identificar nuevos serotipos®. En la literatura no se han reportado estudios sobre
la utilizacion de la técnica de serotipificacion en aislamientos de E. coli comensal y menos
aun en muestras pertenecientes a ciervo rojo (Cervus elaphus) en México. El aislamiento
que presentd el tipo rugoso pudo originarse por mutaciones que afectan cualquiera de los

diferentes pasos en la biosintesis de la cadena O, del lipopolisacarido®*.

En este estudio se observaron los serogrupos 05, 06, 023, 038, 070, 075 y 091 algunos
aislamientos no fue posible identificarlos debido a que el serogrupo no estaba dentro de los
utilizados o porque corresponden a un serogrupo no identificado, sugiriendo que dichos
serogrupos podrian ser especificos para esta especie animal. En un estudio realizado en
Espafia por Sanchez y cols en el 2009% se reportan los serogrupos encontrados en muestras
de varias especies de cérvidos que son O2, 08, 0128, 0146, 0166 y 0174, el serogrupo
mas frecuentemente encontrado fue el O146. Los serogrupos 020, 025, 0166, 0171, 0174
y 0176 no se habian encontrado previamente en rumiantes salvajes. Estos datos no
concuerdan con lo reportado en este estudio pero dan idea de los serogrupos que se pueden

encontrar en las especies de cérvidos silvestres.
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En la identificacion de serogrupos el O6 fue el mas frecuente con 5 aislamientos positivos,
seguido de los serogrupos O70 y 023 con tres aislamientos positivos cada uno, en menor
namero estuvieron los serotipos O5, 038, O75 y 091 con tan solo un aislamiento positivo,
sin embargo seis aislamientos no fueron identificados y uno presento caracteristicas de cepa
rugosa (Cuadro 4). De estos serogrupos el O6 se ha visto involucrado como causa de
enfermedad extraintestinal tanto en perros como en ganado bovino®, asi como en gatos y
humanos®. Mientras que el serotipo O5 ha sido relacionado con enfermedad también en
ganado vacuno, ademés de ganado ovino®. El resto de los serogrupos no han sido
reportados en animales, sin embargo a dichos serogrupos (023, 038, 070, O75 y 091) se
les relaciona con enfermedad en humanos®. Por otra parte, los antigenos flagelares, nos
proporcionan informacion interesante de como se comportan los aislamientos de este

estudio, ya que se encontro diversos serotipos como el H9, H16, H21, H25 y H34.

El presente estudio representa el primer trabajo de caracterizacion de cepas de E. coli
comensal en ciervo rojo (Cervus elaphus), realizado en México, sin embargo es necesario

realizar mas estudios para ampliar los hallazgos obtenidos en el presente trabajo.
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8. CONCLUSION

e Este es el primer trabajo de cepas comensales de E. coli en ciervo rojo (Cervus
elaphus) realizado en Meéxico donde se determinan grupos filogenéticos,

sensibilidad a quimioterapéuticos, genes de virulencia y serotipificacion.
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