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RESUMEN

Escherichia coli forma parte de la microbiota del intestino de los humanos saludables, asi
como de otros mamiferos y aves, pero en ciertas circunstancias, cuando se rompe la barrera
gastrointestinal, es capaz de causar infeccion. Ademas, existen clones de E. coli que han
adquirido atributos de virulencia especificos que le permiten causar un amplio espectro de
enfermedades, entre las que se incluyen enfermedad diarreica entérica y enfermedad
extraintestinal (infecciones urinarias, meningitis, sepsis). Dentro del grupo de las E. coli
diarreogénicas, las cepas de E. coli productoras de toxina Shiga (STEC) son altamente
patogénicas para los seres humanos, siendo los bovinos y otros rumiantes su principal
reservorio.

La DNT es una de las dos enfermedades infectocontagiosas mas frecuentes a nivel mundial
en terneros, y E. coli enterotoxigénica es uno de los 5 agentes infecciosos mas comunmente
asociado a la enfermedad en los primeros 5 dias de vida de los terneros. Ademas, otros
patotipos como E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli necrotoxigénica (NTEC) y STEC
pueden también causar enfermedad en los bovinos.

La estructura poblacional de E. coli es mayormente clonal, reconociéndose actualmente 8
grupos filogenéticos (A, B1, B2, C, D, E, F y clado |). La determinacion de dichos filogrupos se
ha propuesto como una herramienta simple para asociar las cepas de E. coli a su fuente de
origen. Con la finalidad de determinar los grupos filogenéticos de una coleccion de
aislamientos de STEC, aisladas de heces de terneros, en este trabajo se puso a punto la
técnica de PCR cuadruple a tiempo final, para la amplificacion de los genes chuA, yjaA,
tspE4.C2 y arpA de E. coli. El grupo B1 fue el mas representado de la coleccién con 9
aislamientos, 6 aislamientos de STEC se asignaron al grupo E, 2 fueron asignados al grupo A,
2 al grupo Cy 1 al grupo F.

El uso indiscriminado de antibioticos, la automedicacion y los tratamientos inadecuados e
inconclusos son algunas de las razones que han llevado a que la resistencia a los
antimicrobianos haya alcanzado niveles criticos a nivel mundial, lo que ha acarreado
importantes problemas de salud, asi como grandes pérdidas econdmicas en la clinica
humana y en el sector productivo. En este trabajo se estudio la susceptibilidad a antibidticos
de los aislamientos de STEC, y en aquellos aislamientos que presentaron resistencia a
fluoroquinolonas y fosfomicina, se les realiz6 la busqueda de genes responsables de conferir
estas resistencias mediante PCR. Los mayores niveles de resistencia y susceptibilidad
intermedia se observaron para ampicilina (80%) seguido de cefuroxime (60%). Un aislamiento
presento resistencia intermedia a las tres quinolonas estudiadas. Ademas, 1 aislamiento fue
resistente a gentamicina y 2 aislamientos a fosfomicina. De los dos aislamientos analizados
para el gen fosA7 solo uno de ellos resulto positivo.

A partir de los resultados obtenidos, podemos afirmar que los aislamientos de STEC
obtenidos de heces de terneros asociados a DNT pertenecen a diferentes grupos
filogenéticos. Por otro lado, si bien se detectaron patrones de resistencia a algunos
antibidticos y genes de resistencia transferibles (fosA7), solo uno de los aislamientos
analizados present6 un perfil de multirresistencia.



1.  Introduccion
1.1 Enfermedades infectocontagiosas en el ganado

En Uruguay la produccién pecuaria tradicionalmente ha sido de tipo extensiva, pero
recientemente la intencion por parte de los productores de mejorar la eficiencia ha
llevado a que se tienda a la intensificacion. Los sistemas intensivos pueden mejorar la
eficiencia productiva complementando las situaciones deficitarias en diferentes zonas
y épocas del afio. Sin embargo, el estrés y la elevada concentracién de animales
pueden favorecer la difusion de enfermedades infectocontagiosas mas rapidamente
qgue en sistemas extensivos tradicionales (Odedn et al, 2001). En nuestro pais, desde
hace ya unos afios existe una tendencia a la intensificacion de los sistemas, con la
finalidad de mejorar la eficiencia y con ello la rentabilidad. Ademas, el sistema
ganadero ha sufrido una disminucién del area destinada a la cria de ganado y a la
lecheria, principalmente debido a un importante incremento de las areas destinadas a
la forestacion y a la agricultura del secano. Acompafando este escenario, la cria de
rumiantes en nuestro pais se encuentra desafiada por el incremento de la demanda
de consumo, la necesidad de agregar valor a la produccién y la exigencia de un
marco normativo internacional orientado a la producciéon saludable (Anuario de la
Direccion de Estadisticas Agropecuarias DIEA, 2019).

Ademas del estrés generado por las condiciones de hacinamiento y la higiene en los
establecimientos ganaderos, uno de los principales factores determinantes para la
ocurrencia de enfermedades infectocontagiosas es el consumo de calostro en las
primeras horas de vida de los terneros (Lorenz et al, 2011). La ausencia en el
consumo de este impide la correcta transmisién de anticuerpos de forma pasiva, lo
que se ha visto que condiciona el desarrollo del neonato, su falta de vigor y el
desarrollo de acidosis, pero, sobre todo, aumenta la ocurrencia de enfermedades
bacterianas y virales, entre otras (Radosttis, 2007).

Entre las enfermedades mas comunmente detectadas en los bovinos se encuentran la
queratoconjuntivitis infecciosa bovina, la clostridiosis, la neumonia y la diarrea
neonatal, siendo las 2 ultimas las mas frecuentes a nivel mundial en terneros (Lorenz
et al, 2011; Angelos, 2015; Kolenda et al, 2015; Murray et al, 2016). En particular, la
Diarrea Neonatal en Terneros (DNT) es una enfermedad que presenta una etiologia
compleja, donde varios agentes infecciosos pueden estar asociados a los brotes,
tanto individualmente como en combinacion. Los rotavirus, coronavirus, Escherichia
coli, Cryptosporidium parvum y Clostridium perfringens suelen ser los cinco agentes
infecciosos mas comunmente asociados a la DNT (Kirisawa et al, 2007; Foster y
Smith 2009). En este sentido, la prevalencia de cada patdégeno y la incidencia de la
enfermedad pueden variar entre las regiones geograficas donde se encuentran los
rodeos. Trabajos recientes demuestran que Cryptosporidium spp., rotavirus,
coronavirus y E. coli patdbgenas de animales y de humanos son detectados en casos
de DNT en Uruguay, presentando soélo los tres primeros una asociacion



estadisticamente significativa con los sintomas de la enfermedad (Umpiérrez et al,
2016; 2017; 2020; Caffarena, 2017).

1.2 Escherichia coli

Escherichia coli pertenece a la familia Enterobacteriaceae y comparte las
caracteristicas de la familia, como ser, bacilo Gram negativo, oxidasa-negativo,
fermentador de la glucosa y no exigente desde el punto de vista nutricional. Ademas,
es anaerobio facultativo, puede ser movil o no mévil y puede presentar flagelos
peritricos (Croxen et al, 2013). Ademas, E. coli forma parte de la microbiota del
intestino de los humanos saludables, asi como de otros mamiferos y aves (Russo et
al, 2000). Si bien normalmente se encuentra en el lumen intestinal sin causar dafo, si
el huésped se encuentra inmunodeprimido o debilitado, o si son violadas las barreras
gastrointestinales, incluso una cepa de E. coli no patdégena es capaz de causar
enfermedad (Gyles et al, 2010).

Existen un gran numero de clones de E. coli que han adquirido atributos de virulencia
especificos denominados patotipos. Esto les permite causar un amplio espectro de
enfermedades, entre las que se incluyen enfermedad diarreica entérica (E. coli
diarreogénicas), infecciones del tracto urinario (ITU) y sepsis/meningitis (Kaper y
O’Brien, 2014). En la mayoria de las enfermedades, la patogenicidad esta asociada a
genes de virulencia ubicados en plasmidos (genes codificantes de enterotoxinas y
fimbrias), bacteriéfagos (genes de las toxinas Shiga) e islas de patogenicidad (genes
de adhesion y borramiento) (Gyles et al, 2010). Esto le confiere una gran plasticidad
genomica y una gran capacidad de adaptarse a nuevos nichos (Fig. 1).

AIEC ETEC
? CF,LT and/or ST
pAA stx2
EPEC T Escherichiacoli \ » EAEC \ » STEC O104:H4
LEE, nle,
bfp? Afa/Dr LEES, nleS,
stx
DAEC STEC
Shigella PAls, pINV, stxt \
antivirulence genes, t Primarily S. dysenteriae 1
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1 Typical EPEC
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Figura 1. Vista general de la adquisicion y pérdida de genes para diferentes patotipos de
Escherichia coli. Tomada de Croxen et al, 2013.



Dentro del grupo de E. coli diarreogénicas (DEC) se encuentran distintos patotipos de
E. colii E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli productora de toxina
Shiga/enterohemorragica (STEC-LEE positiva), E. coli productora de toxina Shiga
(STEC-LEE negativa), E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC),
E. coli enteroagregativa (EAEC) y E. coli de adherencia difusa (DAEC). Por otro lado,
se designan como E. coli patégenas extraintestinales (ExPEC) a las cepas que
causan un amplio rango de infecciones extraintestinales, tales como E. coli
uropatogénica (UPEC), E. coli necrotoxigénica (NTEC), E. coli patdbgena de aves
(APEC) y E. coli asociada a sepsis y meningitis (NMEC) (Nataro y Kaper, 1998). Las
cepas ExPEC no se caracterizan por la presencia de un factor de virulencia particular,
pero normalmente tienen un gran numero de factores de virulencia que pueden variar
entre las diferentes cepas. Estos incluyen factores que contribuyen a la colonizacion
bacteriana, resistencia a los efectos bactericidas del complemento y la fagocitosis, y
actividad toxica (Gyles et al, 2010) (Fig. 1).

A continuacion, se describen brevemente los distintos patotipos de E. coli
principalmente asociados a enfermedad diarreica en animales.

1.2.1 Escherichia coli enterotoxigénica

ETEC es uno de los patotipos mas importante como agente primario de diarrea, que
afecta principalmente la vida de los terneros en su primera semana de vida (Nagy y
Fekete 1999; 2005). La infeccion por ETEC se caracteriza por una diarrea acuosa,
deshidratacién progresiva, acidosis, pérdida de elasticidad de la piel, hundimiento de
los ojos, debilidad, hipotermia y coma, llevando en casos muy severos a la muerte de
los animales (Foster y Smith, 2009; Gyles y Fairbrother, 2010). La via de transmision
es en general la fecal-oral, debido a la contaminacién ambiental y el hacinamiento de
los animales de los establos (Foster et al, 2009). Este grupo ademas puede provocar
diarrea en humanos, tanto en nifios como en adultos (Nataro y Kaper, 1998).

Las cepas de ETEC se caracterizan por la produccién de enterotoxinas y adhesinas
que se adhieren al epitelio intestinal y promueven su colonizacion. Las enterotoxinas
producidas por ETEC pueden ser termoestables (STa, STb, o enterotoxina
termoestable de EAEC EST1) o termolabiles (LTI y LTIl a, b y c) (Joffré et al, 2016;
Nawar et al, 2010). Si bien las enterotoxinas provocan cambios en el metabolismo del
fluido intestinal, no producen lesiones patolégicas ni cambios morfolégicos en la
mucosa intestinal (Gyles et al, 2010).



1.2.2 Escherichia coli enteropatogénica

EPEC causa diarrea no invasiva en el ser humano y en distintas especies animales
como bovinos, cerdos, perros, entre otros, y se encuentra especialmente asociada a
la DNT en terneros neonatos (Gyles et al, 2010). Las cepas de EPEC inducen
lesiones caracteristicas en la mucosa intestinal cuando se adhieren de forma intima al
epitelio. Como consecuencia de esta unién, se “borran” las microvellosidades del
intestino y se forman estructuras en forma de “pedestal’. Este tipo de unién, llamado
de adhesién y borramiento (A/E, attachment and effacement) esta presente ademas
en algunas cepas de STEC. La capacidad de unirse de forma intima y de borrar las
vellosidades intestinales esta codificada en la isla de patogenicidad LEE (del inglés
locus of enterocyte effacement), la cual codifica las proteinas del sistema de secrecién
de tipo Il (SST3), involucradas en la adherencia intima de la bacteria al epitelio del
hospedador y en la transduccion de senales en el enterocito (Nataro y Kaper 1998;
Dean y Kenny, 2009).

La isla de patogenicidad LEE de E. coli O157 es una de las mas estudiadas. Consta
de un fragmento de ADN de 36,5 kb y contiene 41 genes, organizados en cinco
operones (LEE 1-5). Uno de sus genes mas importantes es el gen eae, que codifica
la proteina de membrana intimina (Eae), la que funciona como adhesina y es
inductora de respuestas inmunes TH1 en el hospedador, entre otras funciones.
Actualmente, se reconocen al menos 21 variantes de intimina en STEC y EPEC
debido a variaciones en la secuencia de aminoacidos, principalmente en la region C-
terminal de la proteina (Gyles et al, 2010).

1.2.3 E. coli necrotoxigénica y E. coli de adherencia difusa

Otros patotipos que pueden encontrarse asociados a diarrea en terneros son NTEC y
DAEC (Gyles y Fairbrother, 2010). DAEC incluye cepas de E. coli diarreogénicas que
si bien se adhieren al epitelio intestinal no presentan un patrén clasico de adhesion en
cultivos de células Hep-2, como si lo tienen las cepas del grupo A/E (Croxen et al,
2013). Esta adherencia estd mediada por la adhesina AIDA, uno de sus principales
factores de virulencia, la cual también se encuentra presente en cepas de ETEC y
STEC. Por otro lado, el patotipo NTEC, perteneciente al grupo de las ExXPEC, se
define por la produccion de factores necrotizantes citotdxicos (CNFs, del inglés
cytotoxic necrotizing factors) asi como varias adhesinas fimbriales y no fimbriales. En
particular la variante NTEC1 es responsable de infecciones diarreogénicas y de
infecciones extraintestinales en animales domésticos y de granja (De Rycke et al,
1999).



1.2.4 E. coli productora de toxina Shiga

Las cepas STEC son altamente patogénicas para los seres humanos, y los bovinos y
otros rumiantes son su principal reservorio (Gyles et al, 2010). Es un patégeno
zoonodtico causante de enfermedad diarreica, la cual puede variar desde infecciones
leves hasta sindromes mas complejos como la Colitis Hemorragica (CH) y el
Sindrome Urémico Hemolitico (SUH) (Tozzoli y Scheutz, 2014). Usualmente se
propaga a través de la ruta fecal-oral, directamente a través del contacto con heces
de animales colonizados, o indirectamente a través de alimentos y agua
contaminados (Caprioli et al, 2005; Daly et al, 2016). Si bien su principal reservorio es
el rumen o intestino de los bovinos se ha aislado también de animales domésticos
como cabras, caballos, perros, corderos y cerdos (Gyles et al, 2010; Mainil y
Fairbrother, 2014).

La mayor cantidad de las infecciones que se detectan en los seres humanos se deben
al consumo de carne poco cocida, vegetales y productos lacteos contaminados y al
contacto con agua contaminada, pero también se han reportado infecciones debidas
al contacto directo con animales y con el ambiente donde se encuentran los rumiantes
y debidas al contacto de persona a persona (Erickson et al, 2007; Kintz et al, 2017).
Asimismo, STEC puede causar enfermedad en los animales, asociandose a casos de
diarrea en terneros jovenes (Mainil y Fairbrother, 2014).

1.2.5 Clasificacion de las Toxinas Shiga

Las toxinas Shiga son los principales factores de virulencia que caracterizan a las
STEC (Croxen et al, 2013). Pertenecen al grupo de proteinas AB5 y estan formadas
por una subunidad A con actividad ARN-glicosidasa y 5 unidades B idénticas que
median la unién con el receptor globotriaosylceramida (Gb3) de las células eucariotas
(Melton-Celsa, 2014). Su funcion es inhibir la sintesis proteica en células eucariotas lo
cual realizan mediante la formacion de un complejo y remocién de un residuo de
adenina del ARN ribosémico 28S de la subunidad 60S, modificando asi el sitio de
acoplamiento del aminoacil ARNt (Juillot y Romer, 2014).

Se clasifican en dos tipos, Stx1 y Stx2, donde hasta el momento Stx1 tiene 4 subtipos
(a, c, d, e) (Probert et al, 2014), y Stx2 tiene 11 subtipos (a, b, ¢, d, e, f, g, h, i, |, k)
(Yang et al, 2020). Las cepas de STEC pueden expresar una o ambas variantes en
simultdneo, o incluso una combinacién de subtipos de un mismo tipo (Croxen et al,
2013). Stx1 y Stx2 son codificadas en bacteriéfagos tipo lambda (profagos) integrados
al cromosoma, los cuales pueden volverse liticos en situaciones de estrés. Ademas,
estas toxinas podrian ser liberadas por células bacterianas lisadas durante el ciclo
litico del fago (Croxen et al, 2013). Tanto las STEC que expresan Stx1 como las que
expresan Stx2 pueden provocar enfermedad en los seres humanos, asi como diarrea
en terneros y cerdos (Croxen et al, 2013). Aunque, se ha demostrado que la gravedad
de los brotes que pueden causar depende del subtipo de toxina que expresa una
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cepa. Con respecto a esto, los subtipos Stx2a y Stx1a se asocian comunmente con
enfermedades muy graves en humanos (Scheutz, 2014).

1.2.6 Ingreso al organismo y mecanismo de accién de las toxinas Shiga

Tipicamente, Stx se produce en el colon de los animales infectados y puede viajar a
través del torrente sanguineo hasta el rifiéon donde dafia las células endoteliales y
altera la microvasculatura. EI mecanismo de accién de la toxina incluye la unién de la
Stx a su receptor glicolipido de alta afinidad, globotriaosilceramida (Gb3), en la
superficie de las células epiteliales o endoteliales del huésped, para luego ser
internalizado por endocitosis mediada por el receptor (Fig. 2). Luego de la
transferencia retrograda a través del aparato de Golgi, la toxina se asocia con el
reticulo endoplasmatico rugoso, desde el cual es liberada al citosol (Sandvig y Van
Deurs, 2002). Durante el transporte de Stx, el clivaje de la unidad A por la enzima
furina y la reduccion de un puente disulfuro resulta en la separacion de un pequefio
fragmento A2 del fragmento A1 (27 kDa). A continuacion, el fragmento A1 interactua
con el fragmento A2 y cataliza la remocion de un residuo, especifico de adenina, lo
que finalmente provoca la inhibicién de la sintesis de proteinas. Esta inhibicion
involucra la terminacién de la cadena peptidica en la etapa de unién del aminoacil-
ARNLt al sitio aceptor del ribosoma, lo que resulta letal para la célula hospedadora
(Suh et al, 1998). Asimismo, se ha reportado que las toxinas Shiga también inducen
vias de senalizacion que resultan en apoptosis celular (Heyderman et al, 2001) (Fig.
2).
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Figura 2. Via retrograda de ingreso de la toxina Shiga a la célula del hospedador. Tomada de
Melton- Celsa, 2014.

1.2.7 STEC LEE-positivas y STEC LEE-negativas

Ademas de la produccion de Stx, la mayoria de estas cepas contienen la isla de
patogenicidad LEE que codifica para el SST3 y proteinas efectoras. Como se explicé
previamente, dichas proteinas le dan la capacidad de producir lesiones del tipo A/E en
las vellosidades intestinales (Nataro y Kaper, 1998; Kaper y O'Brien, 2014). Las
cepas STEC que presentan esta isla de patogenicidad se denominan STEC-LEE
positivas, mientras que las cepas STEC que carecen de dicha isla se denominan
STEC-LEE negativas (Nataro y Kaper, 1998).

1.3 Colitis Hemorragica y Sindrome Urémico Hemolitico

Dentro de las enfermedades causadas en los seres humanos por cepas de STEC
(tanto LEE positivas como LEE negativas) se destaca la CH y el SUH (Lukjancenko et
al, 2010; Kaper y O'Brien, 2014). La sintomatologia de la CH puede variar de paciente
a paciente, incluyendo calambres abdominales severos, deposiciones sanguinolentas,
fiebre baja o ausencia de ella y evidencia de edema mucosal coldnico, erosion y
hemorragia. Por otro lado, el SUH fue descrito por primera vez por Gasser y
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colaboradores (1955) en Suiza, como un sindrome cuyos sintomas incluyen falla renal
aguda, trombocitopenia y anemia hemolitica microangiopatica (Von Gasser et al,
1955). En 1983, Karmali y colaboradores relacionaron la ocurrencia de casos de SUH
con la presencia de cepas STEC en las deposiciones de los pacientes. Desde
entonces, un gran numero de brotes de SUH se han reportado mundialmente, algunos
de ellos con elevados indices de morbimortalidad (Kaper et al, 2004).

Actualmente, el SUH es una de las mayores causas de falla renal aguda en nifios a
nivel mundial (Croxen et al, 2013), siendo responsable de 2,8 millones de infecciones,
3890 casos de SUH y 230 muertes por afio (Galarce et al, 2020). En Uruguay, al igual
que en Brasil, no son frecuentes los casos de SUH ni de CH, y en particular los casos
de SUH tienen una incidencia de 4 o 5 cada 100.000 nifos (Blanco et al, 2004). Por
otro lado, en Argentina, considerado el pais con mayor incidencia de SUH en nifios
menores de 5 afos, se reportan 300/400 casos al afio (Blanco et al, 2004).

Las cepas de STEC pueden ser transmitidas a los seres humanos a través del agua
contaminada, alimentos o de persona a persona. En la mayoria de los casos
reportados, la causa de contagio se debe al consumo de alimentos contaminados,
particularmente carne de origen bovino (Nataro y Kaper, 1998). Actualmente, en
paises como Japon, si un paciente con SUH presenta toxina Shiga en las heces,
anticuerpo aglutinante de antigeno O ¢ anticuerpo anti-toxina Shiga en el suero debe
ser reportado a las autoridades de la salud como infectado por
STEC/enterohemorragica (Terajima et al, 2014). En Uruguay, desde el ano 2008 los
casos de SUH son de denuncia obligatoria. Sin embargo, al no figurar como entidad
claramente definida, el equipo de salud no los reconoce como sujeto a notificacion
obligatoria y por lo tanto no denuncia todos los casos, lo que determina que no haya
un registro adecuado de los mismos (Decreto N° 41/012, MSP).

1.4 Serogrupos y brotes por STEC

Una de las técnicas mas utilizadas para clasificar las distintas cepas de E. coli es la
serotipificacion. La misma se basa en las diferencias antigénicas observadas en el
antigeno O (porcion mas externa del lipopolisacarido), y el antigeno H (proteinas
flagelares) presentes en cada cepa. Actualmente se describen 174 antigenos O y 53
antigenos H distintos, los cuales varian segun su frecuencia y sintomatologia (Gyles
et al, 2010). Tradicionalmente, para la identificacion de los serogrupos se necesitaba
contar con antisueros para todos los antigenos existentes. Hoy en dia, ademas, se
pueden determinar los serotipos de STEC (composicién del antigeno O) mediante
técnicas de biologia molecular (PCR) o secuenciacion gendémica (Gyles et al, 2010).

La relevancia de STEC en la salud publica fue reconocida en 1982, cuando surgieron
2 brotes en Estados Unidos asociados al consumo de hamburguesas de una
reconocida cadena de comida rapida contaminadas con E. coli O157:H7, un serotipo
considerado infrecuente hasta el momento (Scheutz, 2014). Otros ejemplos de
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importantes brotes son el ocurrido en 1999 debido al consumo de agua contaminada,
con 781 personas infectadas, considerado el mayor ocurrido en Estados Unidos hasta
el momento (Rangel et al, 2005). En 2006, tuvo lugar un brote causado por espinaca
contaminada, relevante debido a que el 29% de los pacientes desarrollaron SUH,
reflejando un aumento en su incidencia con respecto a brotes anteriores (15-20% de
los pacientes) (Pacheco et al, 2012). En 2011, en Alemania, el consumo de coles
contaminados dio lugar a uno de los mayores brotes de gastroenteritis y SUH
reportados hasta el momento, en el que 54 personas fallecieron. Las semillas de los
coles se encontraban contaminadas con E. coli productora de toxina Shiga del
serotipo O104:H4, un serogrupo que hasta ese momento no estaba relacionado a
STEC, pero que adquirié la capacidad de expresar las toxinas Shiga (Scheutz, 2014;
Burger, 2012). El mismo afio, en Japon ocurrié un gran brote provocado por O111:H8
en el que 5 pacientes fallecieron (Terajima et al, 2014).

1.5 Grupos filogenéticos de Escherichia coli

Menos de 2000 genes de los entre 4200 y 5500 que posee E. coli en su genoma son
conservados entre todas las cepas de la especie (genoma core). Ademas, estudios
del repertorio del pan genoma muestran que comprende 15741 familias génicas, de
las cuales solo el 6% se encuentran representadas en todos los genomas. De esta
manera, el genoma variable o accesorio conforma mas del 90% del pan genoma y un
80% de un genoma tipico (Lukjancenko et al, 2010). Las mutaciones, inserciones,
deleciones, rearreglos, duplicacion y el flujo continuo de genes localizados en
elementos mdviles como transposones, integrones, bacteriéfagos, plasmidos,
elementos de insercién o islas de patogenicidad dan lugar a nuevas combinaciones
de genes que aceleran la adaptacion de E. coli a variados ambientes y estilos de vida,
llevando al surgimiento de nuevas cepas mas virulentas y con capacidad de causar
enfermedad (Muniesa et al, 2014).

Existen varias formas de abordar la clasificacion de las distintas cepas de E. coli. Una
de ellas es, como se mencioné6 mas arriba, la serotipificacién. Por otro lado, las
técnicas moleculares son una forma rapida de detectar e identificar los diferentes
patotipos. La deteccién de los distintos genes de virulencia permite ubicar las cepas
en grupos definidos como son el grupo de las DEC o ExXPEC, de acuerdo con la
combinacion de genes que presenta (Croxen et al, 2013). Es una técnica ampliamente
utilizada y aceptada. Sin embargo, y debido al flujo continuo de genes de virulencia
presentes en plasmidos, fagos y elementos de insercién, cada vez se hace mas
compleja la determinacién de patotipos.

Por otro lado, y a pesar de la gran diversidad de fenotipos y de combinaciones de
factores de virulencia, la estructura poblacional de E. coli permanece
mayoritariamente clonal (Touchon et al, 2009). Actualmente, las cepas de E. coli,
tanto las patogenas del grupo DEC y ExXPEC como las comensales, pueden
agruparse en ocho grupos filogenéticos, siete de los cuales pertenecen a E. coli sensu
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stricto (A, B1, B2, C, D, E, F) y uno corresponde a E. coli clado | (Clermont et al,
2013). En este sentido, en su trabajo de 2013, Clermont y colaboradores desarrollaron
un método de PCR multiple que permite asignar una determinada cepa de E. coli al
filogrupo al cual pertenece. Es un método rapido y sencillo de realizar, y en los casos
en que dicha PCR no permite la asignacion directa a un filogrupo, se determinaron
amplificaciones adicionales para la confirmaciéon adecuada del filogrupo (Tabla 1).

Tabla 1: Genotipos cuadruples y pasos requeridos para asignacion de E. coli a grupos
filogenéticos sugeridos por Clermont y colaboradores (2013).

Genotipo cuadruple

arpA chuA yjaA tspE4.C2 Filogrupo Paso confirmatorio
(400 pb) (288 pb) (211 pb) (152 pb)

+ - - - A
+ - - + B1 e
- + - - F ———
- + + - B2 ——
- + + + B2 —
- + - + B2 —
+ - + - AoC PCR grupo C (si da negativo es A)
+ + - - DoE PCR grupo E (si da negativo es D)
+ + - + DoE PCR grupo E (si da negativo es D)
+ + + - E o Clado | PCR grupo E y con cebadores de clado triptico
- - + - Clado 1o/l PCR con cebadores de clado criptico
- - - Clado lll, IVoV PCR con cebadores de clado criptico
- - - + Desconocido MLST

- + + Desconocido MLST
+ - + + Desconocido MLST
+ + + + Desconocido MLST

Confirmar E. coli con genes uidA o gadA/Bd.

- - - - Desconocido Si da positivo, confirmar con cebadores de

clado criptico y/o MLST

Los genes utilizados en esta metodologia son chuA, yjaA, tspE4.C2y arpA (Fig. 3). El
gen chuA codifica para un transportador hemo en E. coli O157:H7 y esta presente en
todas las cepas pertenecientes a los filogrupos B2 y D. El gen yjaA, cuya funcion es
desconocida, fue inicialmente identificado en E. coli K-12 y permite una perfecta
discriminacion entre las cepas del grupo B2 (100% positivas) y las cepas del grupo D
(100% negativas). ElI fragmento tspE4.C2, perteneciente a la libreria de los
desarrolladores de esta técnica y que fue caracterizado en 2008 por Gordon y
colaboradores como un posible gen estearasa lipasa (Gordon et al, 2014), permite
distinguir las cepas pertenecientes al grupo B1 (en las cuales esta presente) y el
grupo A (en las que no se encuentra presente). Finalmente arpA es un gen que actua
como control interno de la calidad del ADN ya que con su adicidén se espera que todas
las cepas de E. coli y Clado | presenten al menos un producto de PCR cuando es
analizada con la PCR cuadruple. Ademas, permite la distincién de los filogrupos F y D
ya que este gen se encuentra en todos los filogrupos a excepcion de B2 y F (Clermont
et al, 2013).
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Figura 3. Perfiles de PCR cuadruple del nuevo método de tipificacion de Clermont. Tomada
de Clermont et al, 2013.

Gracias a la aplicacion de esta técnica, las cepas virulentas del grupo EXPEC se han
asignado mayormente al grupo B2 y en menor medida al D, mientras que las
comensales al grupo A (Bingen et al, 1998, Chakraborty et al, 2015). Por otro lado, los
patotipos diarreogénicos del grupo DEC se ha visto que derivan de los filogrupos A,
B1 6 D (Russo et al, 2000). De la mano de estos resultados, se ha reportado que en
los mamiferos existiria una asociacion entre el clima donde habita el animal, su dieta y
su peso corporal, con la abundancia relativa de cepas de E. coli pertenecientes a los
filogrupos A, B1, B2 y D, sugiriendo que los distintos grupos pueden tener distintos
nichos (Gordon et al, 2008).

Acorde a todo lo expuesto, la clasificacion de las cepas de E. coli a partir de la
asignacion de grupos filogenéticos resultaria muy efectiva para una rapida
aproximacion al patotipo y su posible rol como agente primario de diarrea.

1.6 Resistencia a los antibiéticos - emergencia sanitaria

Los antibiéticos han sido utilizados desde su descubrimiento tanto en la medicina
humana como veterinaria para tratar y prevenir diversas enfermedades
infectocontagiosas. Casi simultdneamente con su descubrimiento, comenzaron a
detectarse resistencias a los mismos. Una de las razones del aumento en las
resistencias es el uso indiscriminado de antibidticos, automedicacién y tratamientos
inadecuados e inconclusos, lo que ha acarreado importantes problemas de salud, asi
como grandes pérdidas econdmicas en la clinica humana y en el sector productivo
(Constable et al, 2004). Es importante resaltar también que, en el contexto de la
clinica veterinaria, por décadas, los antibiéticos se administraron en dosis
subterapéuticas en los terneros como “promotores de crecimiento” aunque su uso ya
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fue prohibido en la Unién Europea (Berge et al, 2005). En nuestro pais rige desde
2011 un decreto que prohibe su utilizacién en bovinos y ovinos (N° 98/011).

La iniciativa “Una Salud”, desplegada por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) y
la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE) es un plan de accion mundial que
busca vincular los conceptos salud animal-salud humana, instrumentar la vigilancia de
enfermedades infecciosas en un marco de interaccion hombre-animal-ambiente
(Shrivastava et al, 2018). La OMS liberd una lista de patégenos prioritarios resistentes
a antibidticos que incluye doce grupos de bacterias clasificadas en tres categorias: de
relevancia critica, de relevancia alta y de relevancia media. Esta iniciativa permite
materializar la vigilancia mundial, mejorar la conciencia, y establecer estrategias
efectivas para disminuir el aumento de las enfermedades infecciosas y disminuir la
ocurrencia de resistencias a los antimicrobianos. Asociado a esto, podemos encontrar
a las enterobacterias resistentes a carbapenems y cefalosporinas de tercera
generacion dentro del grupo de microorganismos criticos, entre otros.
(http://www.oie.int/en/for-the-media/onehealth/). (Fig.4).

En la 6° revisidon de su lista de antimicrobianos de importancia critica para la medicina
humana, la OMS clasificé los antibidticos de uso humano en tres grandes grupos
(importancia critica, muy importantes e importantes) de acuerdo con su importancia
para la salud humana, muchos de los cuales son utilizados en el ambito veterinario.
Dicha lista, considera a cefalosporinas (de tercera, cuarta y quinta generacion),
polimixinas, quinolonas, entre otros, como antibiéticos de importancia critica. El
objetivo de esta es, entre otras acciones, la reduccién general del uso de todas las
clases de antimicrobianos de importancia médica en los animales destinados a la
produccién de alimentos y una restriccion completa del uso de todas las clases de
antimicrobianos de importancia médica para estimular el crecimiento de los animales
destinados a la produccion de alimentos (OMS, 2017) (Fig. 4).
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Antimicrobianos de importancia médica

Muy importantes

Importantes

Clase de antimicrobiano

Criterio / Factor de priorizacion (Si=e)

ANTIMICROBIANOS DE IMPORTANCIA CRITICA

c1[c2]pP1]p2]

MAXIMA PRIORIDAD

:§ Cefalosporinas (de tercera, cuarta y quinta generacion)
= Glicopéptidos
Macrdlidos y cetdlidos

Polimixinas

Quinolonas

GRAN PRIORIDAD

Aminoglucosidos

Ansamicinas

Carbapenémicos y otros penémicos

Glicilciclinas

Lipopéptidos

Menobactamicos

Oxazolidinonas

Penicilinas (antipseudomonales)

Penicilinas (aminopenicilinas)

Penicilinas (aminopenicilinas con inhibidores de la 6-laclamasa)

Derivados del dcido fosfonico

Farmacos para tratar tinicamente Ia tuberculosis/enfermedades
micobaclerianas

ANTIMICROBIANOS MUY IMPORTANTES
Amidinopenicilinas

Cefalosporinas (de primera y segunda generacion) y
cefamicings

Lincosamidas

Penicilinas (amidinopenicilinas)

Penicilinas (antiestafilocdcicas)

Penicilinas (de espectro reducido)

Avcidos pseudomdnicos

Riminofenazinas

Antibacterianos esteroideos

Estreptograminas

Sulfonamidas, inhibidores de la dihidrofolato-reductasa y
combinaciongs

Sulfonas

Tetraciclinas

ANTIMICROBIANOS IMPORTANTES
Aminociclitoles

Polipéptidos ciclicos
Nitrofurantoinas
Nitroimidazoles

Pleuromutilinas

c1 [c2|P1|pP2]P3

Criterio 1

Clase de antimicrobianos que
constituye uno de los pocos o
el Unico tratamiento disponible
para tratar infecciones bacteria-
nas graves en humanos.

C2 | Criterio 2

Clase de antimicrobianos utiliza-
da para tratar infecciones huma-
nas causada por: 1) bacterias
que pueden ser transmitidas a
los humanos a partir de fuentes
no humanas, o 2) bacterias que
pueden adquirir genes de resis-
tencia a partir de fuentes no hu-
manas.

P1 | Factor de priorizacién 1

Gran nimero de personas en la

comunidad o en determinados
grupos de alto riesgo (por ejem-
plo, pacientes con infecciones
graves en centros sanitarios)
afectadas por enfermedades
para las cuales son muy pocos
los antimicrobianos que se pue-
den elegir.

P2 | Factor de priorizacién 2

Clase de antimicrobianos de
uso muy frecuente en cualquier
indicacion medica humana o en
determinados grupos de alto
riesgo (por ejemplo, pacientes
con infecciones graves en cen-
tros sanitarios), dado que dicho
uso puede favorecer la seleccion
de resistencias.

P3 | Factor de priorizacion 3

Clase de antimicrobianos que se
utiliza para tratar infecciones hu-
manas en las que ya hay numero-
sas pruebas de la transmision de
bacterias resistentes (por ejemplo,
especies de Salmanella spp. no
tifoideas y Campylobacter spp.)
0 genes de resistencia (E. cofi y
Enterococcus spp.) a partir de
fuentes no humanas.

Figura 4. Categorizacion y priorizacion de los antimicrobianos clasificados como importantes,
muy importantes o de importancia critica. Tomada de 62 revision de la Lista OMS de
Antimicrobianos de Importancia Critica para la Medicina Humana.

Los antibidticos mas utilizados en animales incluyen los B-lactamicos,
aminoglucésidos y fluoroquinolonas (Constable et al, 2004), que a su vez son muy
utilizados para el tratamiento de enfermedades infecciosas en los seres humanos, por
lo que el mal uso de estos puede tener un impacto directo en la salud humana.
Algunos ejemplos de esto se reportan en trabajos donde se han detectado restos de
ciprofloxacina en productos derivados de animales de consumo, como leche,
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pescado, rifiones, higado de ternero, gallina y cerdo (Cheng et al, 2014). Asimismo,
se ha demostrado con respecto a oxiiminocefalosporinas, cloranfenicol vy
fluoroquinolonas, que pequefios aumentos en su utilizacion a nivel veterinario se
reflejan en un gran aumento de resistencia antimicrobiana en E. coli aisladas de
animales para el consumo humano (Chantziaras et al, 2014). En particular, en paises
de la regién como Chile, ya se ha reportado la ocurrencia de cepas de STEC que
presentan resistencia contra antimicrobianos considerados criticos en la medicina
tanto humana como veterinaria, representando una amenaza para la salud publica y
animal (Galarce et al, 2020).

1.7 Mecanismos de resistencia

En lo que refiere a los tipos de resistencia, existen diversos mecanismos capaces de
conferir resistencia antibiética. Estos podemos dividirlos en mecanismos intrinsecos o
adquiridos. La resistencia intrinseca ocurre cuando una especie, grupo o familia
bacteriana es resistente a un antibiético en particular o incluso a todos los miembros
de una clase antibacteriana en particular, lo cual no es variable para la poblacién
bacteriana. Tal es el caso de la resistencia natural a la vancomicina por parte de los
Gram negativos (Breijyeh et al, 2020). Por otro lado, la resistencia adquirida resulta de
la ocurrencia de mutaciones al azar o por la adquisicion de nuevo material genético.
Una simple mutacién en un gen clave puede reducir la sensibilidad de la bacteria a un
agente antibacteriano, siendo suficiente para permitir la supervivencia inicial de
microorganismos hasta que adquiera mutaciones o informacién genética adicional,
resultando en una resistencia. Ademas, la presencia de mecanismos de resistencia en
elementos génicos moviles o movilizadores, como plasmidos, integrones,
transposones o secuencias de insercion, favorecen la diseminacion horizontal de los
genes de resistencia entre células bacterianas pertenecientes a especies distintas o
relacionadas entre si (Tenover et al, 2006). Las variantes pueden volverse
dominantes y diseminarse entre los diferentes hospederos animales. Cuanto mayor
sea el uso de antibidticos, mayor es la posibilidad de que las cepas patdogenas
adquieran resistencia a los mismos (Phillips et al, 2003).

Existen diferentes mecanismos de resistencia a la accion de los antimicrobianos por
parte de los microorganismos:

1) Inactivacion enzimatica: puede producirse por hidrélisis o por modificaciones no
hidroliticas tales como las acetilaciones, adenilaciones o fosforilaciones
inactivantes de aminoglucésidos. Ej: enzimas Aac(6’)lb acetilantes de
aminoglucésidos en E. coli (Robicsek et al, 2006).

2) Modificaciones en el sitio blanco: la alteracion del sitio blanco por mutaciones
puntuales de los genes codificantes o debido a procesos de recombinacion es
uno de los principales mecanismos de resistencia descrito. En este mecanismo
ocurre la alteracién de un gen que codifica para una proteina que sustituye
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funcionalmente a las moléculas inhibidas por el antibiético o genera la
hiperproduccion de moléculas blanco. Ej: modificacion del PBP (del inglés
penicilin binding proteins) en Streptococcus pneumoniae (Hakenbeck et al,
1999).

3) Alteraciones de la permeabilidad: éstas se deben a la pérdida de expresion de
proteinas de membrana externa o porinas. Los antibidticos son capaces de
atravesar la membrana a través de estas proteinas localizando luego su sitio
blanco. Su pérdida de expresion lleva a un menor volumen de entrada de
antibioticos. Ej: pérdida de la porina OprD en aislamiento clinicos de
Pseudomonas aeruginosa (Vila et al, 2010).

4) Bombas de expulsion activa: las bombas de eflujo consisten en complejos
proteicos transmembrana que llevan a la expulsién del antibiético. Es
considerado un mecanismo inespecifico, que afecta a diferentes grupos de
antibiéticos como B-lactamicos, quinolonas, tetraciclinas y cloranfenicol. Ej:
bombas AcrB en E. coli (French et al, 2008).

Brevemente mencionaremos los principales grupos de antibidticos utilizados en la
practica humana y animal, y los mecanismos de resistencia involucrados.

1.7.1 B-lactamicos

Estos antibiéticos comprenden una de las principales familias de antibiéticos
ampliamente utilizados en la practica clinica. Pueden ser de origen natural o
semisintéticos y poseen un anillo B-lactamico en su estructura. Actuan inhibiendo la
ultima etapa de la sintesis del peptidoglicano siendo asi bactericidas. Se clasifican en
cuatro subgrupos: penicilinas, cefalosporinas (primera a quinta generacion),
monobactams y carbapenemes (Vignoli et al, 2019).

La resistencia a B-lactamicos pueden estar dada por tres mecanismos: alteracion del
sitio blanco de accion; trastornos de permeabilidad y bombas de eflujo; e hidrélisis
enzimatica mediada por B-lactamasas, siendo este ultimo el principal mecanismo
observado (Murray et al, 2016).

Las PB-lactamasas atacan la union amida del anillo B-lactamico produciendo la
hidrolisis de este con la pérdida total de actividad antibiética de la molécula (Mandell
et al, 2015).

Desde el punto de vista estructural existen cuatro clases de enzimas, pero el analisis
de las secuencias de los genes codificantes muestra que, hoy en dia existen mas de
300 enzimas surgidas como resultado de mutaciones puntuales que involucran,
fundamentalmente, el sitio activo de las mismas y que en general alteran el perfil de B-
lactamicos capaz de hidrolizar. Puesto que muchos de estos genes se encuentran
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asociados a elementos genéticos méviles como integrones y transposones tanto en
plasmidos o en el cromosoma, las B-lactamasas se han diseminado en una gran
variedad de especies (Catarina et al, 2010).

1.7.2 Quinolonas

Las quinolonas comprenden un grupo de antibiéticos enteramente sintéticos cuyo sitio
blanco de accion son las ADN girasas y las topoisomerasas de tipo V. Estas enzimas
se encuentran codificadas por los genes gyrA y gyrB o parC y parE, y son
responsables de generar el superenrollamiento del ADN bacteriano; reducir la tension
topoldgica durante la replicacion y transcripcion; y liberacion del ADN concatenadas
luego de la replicacion. La formacion del complejo ADN clivado-girasa-quinolona lleva
a un desalineamiento del ADN impidiendo la replicacion de este, y dado la falta de
religado del ADN una vez clivado, el efecto de este antibiético es bactericida (Drlica et
al, 1997).

A su vez, las quinolonas pueden subdividirse en generaciones. La primera generacion
incluye al acido nalidixico y al acido pipemidico; la segunda generacion, quienes
agregan un grupo fluor en el carbono 6 incluyen la norfloxacina y ciprofloxacina; la
tercera generacion, levofloxacina y gatifloxacina; y cuarta generacion, moxifloxacina y
trovafloxacina (Oliphant et al, 2002).

Uno de los principales mecanismos de resistencia a las quinolonas se debe a la
acumulacion de mutaciones en los genes gyrA/B y parC/E. Estos mecanismos, junto
con el aumento de la impermeabilidad bacteriana o sobreexpresion de bombas de
eflujo, tradicionalmente fueron clasificados como de origen cromosomico. Sin
embargo, a partir de 1998, se comenzaron a describir una serie de mecanismos de
resistencia transferibles (Rodriguez et al, 2016).

El primer mecanismo de resistencia plasmidica a quinolonas se denomind Qnr. Esta
proteina es capaz de unirse a la girasa y alterar la conformacioén del bolsillo de union
al antibiético, de tal manera, que este reconozca su sitio menos eficientemente. Hoy
en dia se describen una gran variedad de proteinas Qnr: QnrA, QnrB, QnrS, QnrC,
QnrE, QnrD y QnrVC (Rodriguez et al, 2016). Por otro lado, se han descrito
mecanismos transferibles de resistencia a quinolonas codificantes de bombas de
expulsion activa como ser, gepA y ogxAB (Hansen et al, 2007; Yamane et al, 2007).
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1.7.3 Aminoglucésidos

Los aminoglucosidos son antibidticos que presentan dos o0 mas aminoazucares
unidos por enlaces glucosidicos a un anillo aminociclitol y dentro del grupo se
distinguen las familias; Estreptomicina, Kanamicina, Gentomicina y Neomicina. Actuan
bloqueando la sintesis proteica de la bacteria mediante la unién con la subunidad 30S
del ribosoma, interfiriendo con la lectura correcta del cdédigo genético (Murray et al,
2016).

La resistencia transferible a aminoglucésidos estd dada fundamentalmente por
inactivacion enzimatica y modificaciones postranscripcionales del sitio blanco
(metilaciéon del ribosoma bacteriano). Se describen tres grandes grupos de enzimas
capaces de inactivar aminoglucosidos: N-acetiltransferasas (AAC), O-
nucleotidiltransferasas (ANT) y O- fosfotransferasas (APH) (Ramirez et al, 2010).

Una variante de gran importancia es la variante alélica AAC(6’)Ib-cr, la cual confiere
resistencia a kanamicina, amikacina y tobramicina, ademas de agregar resistencia a
fluoroquinolonas, como ser, ciprofloxacina y norfloxacina (Parck et al, 2006).

Recientemente, se ha descrito un mecanismo de resistencia a practicamente todos
los aminoglucésidos de uso clinico en humanos (a excepcion de estreptomicina). Este
corresponde a un grupo de enzimas capaces de metilar el rRNA 16S bacteriano
(ArmA, RmtA-D y NpmA) (Galimand et al, 2003).

1.8 Antecedentes en Urugquay

El estudio de E. coli como agente etiolégico de la DNT es una linea de investigacion
del Depto. de Microbiologia del IIBCE, desarrollada principalmente por una creciente
demanda de conocimientos tanto desde un punto de vista cientifico como con un foco
en la salud asociada a sistemas productivos a nivel nacional. Estudios realizados a
partir de heces de terneros afectados con DNT, de terneros muertos y de terneros
sanos, dirigidos a detectar y caracterizar molecularmente aislamientos de E. coli
bovinos permitieron detectar genes de virulencia compatibles con los patotipos ETEC,
NTEC, EPEC y STEC, con una alta prevalencia en animales sanos, lo que indicaria
una circulacién en el ganado de cepas patégenas tanto para los seres humanos como
para los animales (Umpiérrez et al. 2016; 2017; 2020). Ademas, se ha determinado
que los perfiles de virulencia de los aislamientos de E. coli asociados a mortalidad de
terneros son diferentes de los perfiles que presentan los animales enfermos con DNT
o los que estan sanos, teniendo los asociados a mortalidad un perfil con mayor
prevalencia de genes que codifican a toxinas que a fimbrias u otras adhesinas
(Fernandez et al, 2019). Asimismo, la clonalidad de aislamientos de STEC de origen
bovino en Uruguay fue determinada por electroforesis en campo pulsado, donde se
demostré que los mismos no estan clonalmente relacionados (Umpiérrez et al, datos
no publicados).
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Si bien se propone en diversos trabajos una asociacién entre los distintos patotipos y
los diferentes grupos filogenéticos en E. coli, no hay estudios previos realizados al
respecto en STEC de origen bovino en nuestro pais.

Paralelamente, y en lo que respecta a la resistencia a antimicrobianos, estudios
previos realizados en aislamientos de E. coli de otros patotipos, distintos de STEC,
pero del mismo muestreo animal, han demostrado niveles de resistencia a
fluoroquinolonas (36%). En esos aislamientos, se describe la presencia de los genes
de resistencia a los mismos, qnrB2 y qnrS1. Asimismo, en dicho trabajo se determiné
que los niveles de resistencia a cefalosporinas de tercera generacion fue del 3%,
asociado a la presencia de blactx-m-14 (Umpiérrez et al, 2017). Mientras que, en
muestreos similares, y en un periodo posterior, se detectaron aislamientos de E. coli
portando los genes qnrB19, qnrE1, qnrS1 y B-lactamasa de espectro extendido
(BLEE) de tipo CTX-M-15 (Coppola et al, 2020). Por otro lado, en muestras de STEC,
NTEC y EPEC obtenidos de terneros muertos, se determind que 44% de los
aislamientos fueron resistentes a ciprofloxacina, encontrandose el gen qnrB
(Fernandez et al, 2019).
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2.  Objetivo general

Determinar los grupos filogenéticos de una coleccion de aislamientos de STEC
aisladas de terneros menores a 35 dias mediante la técnica de PCR convencional y
caracterizar la resistencia a antibidticos y la ocurrencia de mecanismos de resistencia
transferibles de dicha coleccion.

2.1 Objetivos especificos

e Poner a punto la técnica de PCR convencional para la deteccidon de los genes
chuA, yjaA, tspE4.C2 y arpA de E. coli.

e Confirmar la identidad de las secuencias de los genes amplificados por
secuenciacion y comparacion con los bancos de datos.

¢ Asignar las cepas a los grupos filogenéticos A, B1, B2, C, D, E y F de acuerdo
con la presencia o ausencia de los genes chuA, yjaA, tspE4.C2 y arpA de E.
coli.

e Determinar los perfiles de resistencia a antimicrobianos

o Detectar la presencia de genes de resistencia transferibles en los aislamientos
STEC de la coleccién analizada.
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3. Estrategia experimental
3.1 Aislamientos de E. coli de origen bovino

Se analizd una coleccion de 20 aislamientos de E. coli STEC-LEE positivas del
Departamento de Microbiologia del Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente
Estable (IIBCE), aisladas a partir de terneros afectados con DNT y terneros sanos
(Tabla 2). La identificacion primaria de los aislamientos de Artigas fue realizada en
2014 por investigadores del Depto. de Microbiologia del IIBCE (Tabla 2), mientras que
la colecta e identificacion primaria de los aislamientos colectados en los
departamentos de Colonia, San José y Florida entre 2015 y 2017 fue realizada por
investigadores del Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria (INIA), La
Estanzuela, en el marco de un proyecto de investigacién en colaboracién entre la
Plataforma de Sanidad Animal y el Departamento de Microbiologia del IIBCE (Tabla 2)
(Umpiérrez et al, 2017; 2020). La subtipificacion de las toxinas Shiga y la
determinacién de los serogrupos de dichos aislamientos fueron previamente
realizados por nuestro grupo de trabajo (Ernst, 2017; Umpiérrez et al, datos no
publicados).

3.2 Extraccion de ADN

La extraccion del ADN gendmico se realizé por el método de lisis térmica. Todas las
cepas se cultivaron a 37°C en placas de Agar Soya Tripticasa (TSA) durante 18-24 hs.
Transcurrida la incubacion, se picaron 5 colonias aisladas de cada aislamiento, las
cuales se resuspendieron en 500 pL de agua destilada. Cada suspensién permanecié
durante 10 minutos a 100°C y la fraccion de ADN total se obtuvo mediante
centrifugacién. El ADN fue almacenado a -20°C hasta su uso.

La concentracién y calidad del ADN obtenido se determiné usando Nanodrop (Thermo
Scientific).
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Tabla 2. Aislamientos de STEC utilizados en este trabajo, clasificados por animal y
sintomatologia, ano de colecta, origen geografico, subtipo de toxina Shiga y serogrupo
determinado por PCR. n/d: no determinado.

Subtipificacion STEC-LEE +

. . . . Serogrupo
Aislamiento Animal Sintomas , .
pNT  Origen  Afio stx1 stx2 (PCR)
Eae
atc a e
1
X o111
(72'1 ) 1 si Artigas 2014
(74.2) X o111
3 . .
(16.16) 2 mortalidad Colonia 2015 X X o111
4 . .
(AG2.1) 3 Si Colonia 2016 X X n/d
5
(AD 1.2) X n/d
6
(AD1.5) X X n/d
7
(AD1.6) 4 X n/d
8
(AD1.7) X X o111
9
(AD1.9) X X n/d
10 . San
(AD3.2) 5 Si José 2016 X X o111
11
(AD 3.9) X o111
12 X n/d
(AD7.2)
13
(AD 7.4) 6 X 0111
14
(AD7.5) X n/d
15
(AD7.10) X o111
16
X X n/d
(AC1:3.1) 7 no Colonia 2016
(AC3.10) X 0103
18
(BJ1.3) X X 0103
19 . .
(BJ1.5) 8 Si Florida 2017 X X X 0103
20
(BJ1.10) X X 0103
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3.3 PCR cuadruple

Se realizé la puesta a punto de la técnica de PCR cuadruple a tiempo final para la
amplificacion de los genes chuA (codifica para un transportador hemo), yjaA (funciéon
desconocida), tspE4.C2 (gen estearasa lipasa) y arpA (proteina regulatoria Ankyrin-
like), de acuerdo con lo establecido por Clermont y colaboradores (2013) (Tabla 3).
Como controles positivos se utilizaron cepas de E. coli de los bancos maestros del
Depto. de Microbiologia del IIBCE y del Depto. de Bacteriologia y Virologia del
Instituto de Higiene. Los productos de PCR fueron visualizados mediante la
realizacion de electroforesis en geles de agarosa al 2%, posteriormente tefiidos con
GelRed y observados bajo luz UV.

La identidad de cada uno de los amplicones obtenidos se confirmé mediante el
secuenciado de los mismos en el servicio brindado por MACROGEN (Corea del Sur).
Las secuencias obtenidas se editaron con el programa bioinformatico de libre acceso
BioEdit (versién 7.5.0.3) y se evalu6 su homologia con las secuencias presentes en la
base de datos publica del NCBI.
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Tabla 3: Cebadores y condiciones de PCR utilizados para la determinacion de los distintos grupos filogenéticos.

Tamano

Mezcla de reaccion

PCR Cebador Secuencia (5--3") (pb) (vol. final 25 pl) Ciclado Referencia
chuA.1b ATGGTACCGGACGAACCAAC
288
chuA.2 TGCCGCCAGTACCAAAGACA
. 2,5 yl de 10X 4 minutos a 94°C,
yjaA.1b CAAACGTGAAGTGTCAGGAG 11 2 mM de dNTP (5 segundos a
. 2 U de Taq polimerasa y 94°C, 20
Cuédruple yiaA.2b AATGCGTTCCTCAACCTGTG 2 ul de ADN (concentracion segundos a 59°C, Clermont et al,
aproximada de 100 ng/ ml) 20 segundos a 2013
TspE4C2.1b CACTATTCGTAAGGTCATCC 150 Cebadores: 20 pmol, excepto 72°C) 30, 5
TspE4C2.2b AGTTTATCGCTGCGGGTCGC para ACGK-E égo Pm?)') y. ArpAlr  minutos a 72°C
pmol).
AceK.f AACGCTATTCGCCAGCTTGC
400
ArpA1.r TCTCCCCATACCGTACGCTA
ArpAgpE.f GATTCCATCTTGTCAAAATATGCC :
4 minutos a 94°C,
2,5 pl de 10X (5 segundos a
2 mM de dNTP 94°C. 20
Grupo E 301 2 U de Taq polimerasa se undos’a 57°C Clermont et al,
P AOAGOE AA AATTCCCAAGA 2 ul de ADN (concentracién 2% oudos o 2013
PAGPE.f GAAAAGAAAAAG CCCAAGAG aproximada de 100 ng/ ml) 72009) %30. 5
Cebadores: 20 pmol. minutos a 72°C
trpAgpC.1 AGTTTTATGCCCAGTGCGAG 4 minutos a 94cc.  clermont etal,
2,5 pl de 10X (5 segundos a ’ 2013
2 mM de dNTP 5 4%0 2
Grupo C 219 2UdeTaq pollmerasa” segundos a 59°C,
2 pl de ADN (concentracion 20 d
trpAgpC.2 TCTGCGCCGGTCACGCCC aproximada de 100 ng/ ml) S$egundos a

Cebadores: 20 pmol.

72°C) x30, 5
minutos a 72°C
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3.4 Asignacion de grupos filogenéticos

La asignacion de los grupos filogenéticos de los aislamientos de STEC se realizo
empleando PCR cuadruple, puesta a punto en este trabajo (Tabla 3). Una vez
obtenidos los resultados, los mismos fueron analizados y se les asigno el grupo
filogenético (A, B1, B2, C, D, E y F) de acuerdo con la presencia o ausencia de los
genes chuA, yjaA, tspE4.C2 y arpA, siguiendo los lineamientos propuestos por
Clermont y colaboradores (2013) (Tabla 1).

Posteriormente, se analizé el genotipo obtenido con la correspondiente asignacion
del grupo filogenético. En los casos en los que no fue posible realizar la asignacién
de grupo a partir de la PCR cuadruple, se realizd la confirmacién con cebadores
especificos para dichos grupos de acuerdo con lo propuesto por Clermont y
colaboradores (2013) (Tabla 1).

3.5 Estudios de susceptibilidad

Los estudios de susceptibilidad a antibiéticos se realizaron por el método de disco-
difusion de Kirby-Bauer en agar Mueller-Hinton siguiendo las normas de European
Committe on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) y VETO08 (Performance
Standards for Antimicrobial Disk and Dilution Susceptibility Test for Bacteria
Isolated From Animal 2018). Se evaluo la resistencia a los siguientes antibidticos:
ampicilina (AMP), cefuroxime (CXM), acido nalidixico (NA), ciprofloxacina (CIP),
enrofloxacina (ENR), gentamicina (CN), amikacina (AK), trimetoprim-
sulfametoxazol (SXT) y fosfomicina (FOT) (Oxoid). El control de calidad fue
realizado utilizando la cepa de E. coli ATCC (American-Type Culture Collection)
25922.

3.6 Busqueda de genes de resistencia transferible a fluoroquinolonas y
fosfomicina

En aquellos microorganismos que se detectd resistencia a fluoroquinolonas y
fosfomicina, se realiz6 la busqueda de genes responsables de conferir estas
resistencias mediante PCR. En el caso de los aislamientos resistentes a
fluoroquinolonas se llevd a cabo la busqueda de genes codificantes de las
proteinas pentapeptidicas, Qnr (qnrA, qnrB, qnrC, qnrD y gnrS,) mientras que, para
fosfomicina, los genes fos (fosA, fosB, fomA, fomB, fosA3, fosC2 y fosA7) (Céppola
et al, 2020).

Las condiciones de amplificacion para la identificacion de los distintos genes de
resistencia analizados se describen en las Tablas 4 y 5.
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Tabla 4: Cebadores y condiciones de PCR utilizados para la determinacion de genes de resistencia a quinolonas mediados por plasmidos.

Genes Cebador Secuencia (5'-3') Tamano Mezcla de Reaccion (Volumen final 25ul) Ciclado Referencia
B E GATCGTGAAAGCCAGAAAGG 0.2 mM de dNTPs,
q ACGACGCCTGGTAGTTGTCC 0,5 1M do cads Ssbador 5 min a 94°C, [1 min a 94°C, 1 min a
qnrB 469 pb ‘2 g ul de ADN molde ’ 52°C, 1 min a 72°C] x 30, extension 10
anrB R 1.25 U de Taq Polimerasa y min a 72
1X de Buffer de la enzima
qiaf  NTTTCTCACGCCAGGATTTG 5 min a 94°C, [1 min a 94°C, 1 min a
qnrA 516 pb 53°C, 1 min a 72°C] x 30, extension 10
gnrA R GATCGGCAAAGGTTAGGTCA min a 72° Céppola et al,
qnrC F GGGTTGTACATTTATTGAATC % m'\'\//'l ze ?\ANTCT; 5 min a 94°C, [1 min a 94°C, 1 min a 2020
qnrC qnrC R CACCTACCCATTTATTTTCA 307 pb 05 quge Ca?ja gebazjor 50°C, 1 mina 7nfl;Cg );SOO, extension 10
gnfDF  CGAGATCAATTTACGGGGAATA 1 2255U Hc'j d% ADy r|h°'de’ 5min a 94°C, [1 min a 94°C, 1 min a
anD anD R AACAAGCTGAAGCGCCTG 580 pb y ']X de Beuffzg deollameer::frra]a 51°C, 1mina 7;';(.2 );SP, extension 10
anrS F ACGACATTCGTCAACCTGCAA 5 min a 94°C, [1 mina 94°C, 1 min a
qnrS qnrS R TAAATTGGCACCCTGTAGGC 417 pb 53°C, 1 mina Ei;Cg );SP extension 10
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Tabla 5: Cebadores y condiciones de PCR utilizados para la determinacion de resistencia a fosfomicina.

Genes Cebador Secuencia (5°--3") VB Mezcla.l’de Ciclado Referencia
(pb) reaccion
fosA fosAF ATCTGTGGGTCTGCCTGTCGT 5 min a 94°C, [1 min a 94°C, Hou 2011 v Garcia-Fulqueiras
271 1 min a 56°C, 1 min a 72°C] x y 2019 9
fosAR ATGCCCGCATAGGGCTTCT 30, extension 10 min a 72°
fosB fosB F AATCGGATTTTAGTGTGGAAACA 5 min a 94°C, [1 min a 94°C,
420 1 min a 58°C, 1 min a 72°C] x Xu 2013
fosB R GGGTAATCGGATAATAGTGTGGA 30, extensién 10 min a 72°
fomA fomA F GGGGGATCCACGCCCGATTTCTTGGCC
795 Kobayashi 2000
fomAR GGGGGATCCCGCAGAAGCAGTCGTGGTG 5 min a 94°C, [1 min a 94°C,
0.2 mM de 1 min a 60°C, 1 min a 72°C] x
fomB fomB R GGGGGATCCCTGGAAAACCTCACGATCCGC . 30, extensién 10 min a 72°
dNTPs, 2.0 mM )
991 de MaCI2. 0.5 Kobayashi 2000
fomB R GGGGGATCCTTCGGCAAGCTGCTTGAGCGTC gtle,
MM de cada
fosA3  fosA3F TGAATCATCTGACGCTGG cebador, 2.5 ul
de ADN molde,
404 1|52? U de Taq 5 min a 94°C, [1 min a 94°C, Garcia-Fulgueiras 2019
fosA3 R TCAATCAAAAAAGACCATC 1X%'m§r?fsa z 1 min a 45°C, 1 min a 72°C] x
€ bufler de 30, extension 10 min a 72°
la enzima
5 min a 94°C, [1 min a 94°C,
fosC2 fosC2 F CGTTCCGTGGAGTTCTATAC 1 min a 54°C, 1 min a 72°C] x
334 30, extension 10 min a 72° Nakamura 2014
fosC2 R CTTGATAGGGTTTAGACTTC
5 min a 94°C, [1 min a 94°C,
fosA7 fosA7 F ATGCTTCAATCTCTGAACCAC 1 mina 56°C, 1 mina 72°C] x Estos cebadores fueron disefiados
409 30, extension 10 min a 72° en el Laboratorio de Resistencia a
antibidticos por Vignoli R 2020
fosA7R CCGAAACGCATTCCAGAGTA
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4 Resultados
41 PCR cuadruple

Se puso a punto la técnica de PCR cuadruple a tiempo final para la amplificacion
de los genes chuA, yjaA, tspE4.C2 y arpA y la PCR de confirmacion de los grupos
C y E de acuerdo con lo propuesto por Clermont y colaboradores (2013). Los
cebadores y las condiciones de PCR utilizados para la determinacién de los
distintos grupos filogenéticos se detallan en la Tabla 3.

En la figura 5 se muestran los resultados de los amplicones obtenidos a partir de la
PCR cuadruple.

arpA

chuA

yjaA
tspE4,C2

Figura 5. PCR cuadruple para los genes chuA, yjaA, tspE4.C2, arpA. Pocillo 1: Marcador
de tamafio molecular 1KbPlus (Thermo), Pocillo 2 — 4: muestras problema, Pocillo 5:
control positivo gen arpA, Pocillo 6: control positivo gen arpA y chuA, Pocillo 7: control
positivo chuA, yjaA y tspE4.C2, 8: control negativo para todos los genes.

Los amplicones obtenidos para los genes chuA, yjaA, tspE4.C2, arpA (de grupo Ay
E) y trpA (de grupo C) se secuenciaron en el servicio de MACROGEN (Fig. 6) y las
secuencias consenso generadas se compararon con secuencias de referencia
publicadas en la base de datos del NCBI, confirmandose la identidad de cada uno
de los genes (Fig. 7).

60 10 100 110 120 130
ACACAT TGC TGCACAATATAT TAAT GATATTTATCAGAATGTT GACTACAAACCCCATCAAGATGATTACTCTTCAGCTGAAAAAT

Flgura 6. Resultado |Iustrat|vo de uno de los cromatogramas obtenldos de Ia secuenciacion
del amplicon del gen arpAgpE, analizado con el programa BioEdit (version 7.5.0.3).
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Score Expect Identities Gaps Strand
510 bits{276) le-140 276/276(100%) 0/276(0%) Plus/Plus

Features: pifunctional isocitrate dehydrogenase kinase/phosphatase

Query 1 CCGTCACGGGCGTGTGGTTTTTTATGATTACGATGAAATTTGCTACATGACGGAAGTGAA 6@

COLELLEEL L LR e et e L L L L
Sbjct 5122928 CCGTCACGGGCGTGTGGTTTTTTATGATTACGATGAAATTTGCTACATGACGGAAGTGAA 5122979

GCCGCGCTACCCGGAAGACGAACTTGCCAGCGAACCGTGGTA 128

C
CELLLLELELEE Lt LR L
GCCGCGCTACCCGGAAGACGAACTTGCCAGCGAACCGTGGTA 5123839

Query 61 TTTCCGCGATATCCCGCC
Sojct 5122980 THULGGATATLALL
s nntithomorittmmnithmatiniinonns
Sbjct 5123048 CAGCGTCTCGCCGGGCGATGTTTTCCCGGAAGAGTTTCGCCATTGGCTATECGCCGACCC 5123899
Query 181 GCGTATTGGTCCGCTGTTTGAAGAGATGCACGCCGACCTGTTCCGCGCTGATTACTGGCG 248
Sojee 5123100 SCTATIATAHEHEAMAMEALUALHHIEULUIAIGN. 13150
Query 241 AAAACCGCATACGTGAAGGGCATGTGEA 276
|||||I||||||||||'|||||||||I|I'|||||I

Sbjct 5123166 CAAAACCGCATACGTGAAGGGCATGTGGA 5123195

Figura 7. Ejemplo de porcentaje de identidad entre la secuencia obtenida para el amplicon
de arpA y la secuencia de la E. coli O157:H7 FRIK804. Herramienta: BLAST.

4.2 Asignacion de grupo filogenético

La totalidad de los aislamientos fueron asignados a un grupo filogenético,
encontrandose representados en la muestra los filogrupos A, B1, C, E y F. El grupo
B1 fue el mas representado entre los aislamientos STEC (n=9). El resto de los 20
aislamientos analizados se asignaron de la siguiente manera: 6 se asignaron al
grupo E, 2 fueron asignados al grupo A, 2 al grupo C y 1 al grupo F. Respecto a los
aislamientos y los animales, se encontraron aislamientos de distintos animales con
el mismo filogrupo y también aislamientos de un mismo animal con filogrupos
diferentes. En la Tabla 6 se muestran los resultados obtenidos por aislamientos
estudiados.

Los 2 aislamientos asignados al filogrupo A (aislamientos 3 y 4) presentaron el
mismo genotipo (arpA+). Estos aislamientos tienen procedencias distintas y
diferencias en los genes de virulencia stx, siendo ademas el aislamiento 3 un
aislamiento obtenido de una muestra de intestino de un caso de mortalidad por
DNT vy el aislamiento 4 obtenido de heces de un ternero con sintomas de DNT,
pero sin mortalidad al momento de toma de la muestra (Tabla 6).
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Tabla 6: Genotipos obtenidos vy filogrupos asignados para todos los aislamientos de STEC

Aislamiento Animal

Genes

arpA chuA yjaA tspE4.C2 arpAgpE trpAgpC

Filogrupo

1(74.1) ) X X B1
2 (74.2) X X B1
3 (16.16) 2 X A
4 (AG2.1) 3 X A

5 (AD 1.2) X X E
6 (AD1.5) X X E
7 (AD1.6) 4 X F
8 (AD1.7) X X B1
9 (AD1.9) X X X E
10(AD32) . X X B1

11 (AD 3.9) X X X E

12 (AD7.2) X X B1

13(AD74) X X C

14 (AD7.5) X X C

15 (AD7.10) X X X E

16 (AC3.1) X X B1

17 (AC3.10) ' X X B1

18 (BJ1.3) X X X E
19 (BJ1.5) 8 X X B1
20 (BJ1.10) X X B1

En el caso de los aislamientos asignados al filogrupo E, se encontraron 3 genotipos

distintos

(arpA+/chuA+,

arpA+/chuA+/yjA+,

arpA+/chuA+/tspE4.C2+).

Estos

aislamientos tienen representantes de distintos serogrupos, aunque la mayoria no
tiene serogrupo determinado. Sélo el aislamiento 9 fue identificado como 0111 y el
aislamiento 18 como O103. Si bien se encontré6 que todos estos aislamientos
presentan stx7, dos de ellos tenian el subtipo a+c mientras el resto presenté el

subtipo a (Tabla 7).
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Tabla 7: Subtipificacion STEC-LEE +, serogrupo, genotipo obtenido y filogrupo asignados

para todos los aislamientos de STEC

Subtipificacion STEC-LEE +

Aislamiento stx1 stx2 Se{f,’g%” Genotipo Filogrupo
eae
a atc a e
(7;1I 1) X X 0111 arpA / tspE4.C2 B1
(7421 2) X X 0111 arpA / tspE4.C2 B1
3
(16.16) X X 0111 arpA A
4 arpA / chuA /
(AG2.1) X X n/d tspE4.C2 A
(AD51 2) X X n/d arpA / tspE4.C2 E
(AD61 5) X X n/d arpA / tspE4.C2 E
7
(AD1.6) X X n/d chuA F
(AD81 7) X X o111 arpA / tspE4.C2 B1
9 arpA / chuA /yjaA/
(AD1.9) X X n/d arpAgpE E
(Aég 2) X X 0111 arpA / tspE4.C2 B1
11 arpA / chuA/
(AD 3.9) X X o111 tspE4.C2 /arpAgpE E
12 X X n/d arpA / tspE4.C2 B1
(AD7.2) -
13 X X 0111 arpA/yjaA/ c
(AD 7.4) trpAng
14 X X n/d arpA/yjaA/ c
(AD7.5) trpAgpC
15 arpA/yjaA/
(AD7.10) X X o111 tspE4.c2 / E
arpAgpE
(Aég 1) X X n/d arpA / tspE4.c2 B1
(Ac1371 0) X X 0103 arpA / tspE4.c2 B1
18 arpA / chuA/
(BJ1.3) X X X 0103 tspE4.C2 /arpAgpE E
19 X X X 0103 arpA / tspE4.C2 B1
(BJ1.5)
(B J2101 0) X X X 0103 arpA / tspE4.C2 B1
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4.3 Resistencia a antibioticos

4.3.1 Estudios de susceptibilidad antibidtica

Mediante el método de disco difusion de Kirby-Bauer se determiné la
susceptibilidad antibidtica de los distintos aislamientos de STEC (Fig. 8).

Figura 8. Antibiograma por disco-difusion. Se observan los halos de inhibicion de 5 de los
antibidticos testados para una de las cepas problema.

En la Tabla 8 se presentan los diametros correspondientes a los halos de inhibicién
obtenidos a partir de los antibiogramas que se realizaron para cada aislamiento de
STEC de manera individual.
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Tabla 8. Halos de inhibicién antibiética (mm) observados (puntos de corte definidos por
EUCAST, VET08).

Antibiético
Aislamiento

AMP CXM CAZ NA CIP ENR AK CN SXT FOT
(7 i 1) 17 22* 30 24 30 28 21 20 29 33
(7421'2) 17* 24 32 24 33 28 22 19 30 29
(1 6:.)’1 6) 6 22* 30 26 31 33 25 8 25 17
( AC?Z. 1) 25 24 35 28 38 30 22 22 31 20
( AD51 2) 17 20* 29 23 30 25 20 20 29 25
( AD€'1 5) 15* 18 28 20 28 23 20 18 27 24
( AD7‘| 6) 14+ 20" 27 23 28 24 19 19 26 24
(AD8‘| 7 6 22* 30 23 35 31 21 18 20 30
( AD9‘| 9) 6 22* 30 25 36 32 23 20 24 34
( AI:1)g.2) 6 24 30 23 36 33 22 20 23 29
(A[; 13_9) 14* 23 28 15 24 22 23 20 29 33
( A|:1)$ 2) 6 22* 30 23 35 31 21 20 23 30
(AI:; ?;_4) 19 23 27 23 30 32 21 20 29 34
(A[1)‘71.5) 16* 20* 28 23 30 27 22 22 28 27
(AD175.1 0) 17 22* 28 24 30 28 20 21 28 33
( Aégj ) 17 20* 28 21 30 30 23 20 29 33
(AC137.1 0) 19 23 27 22 34 29 21 20 28 33
(BJ ?.3) 20 23 31 26 33 30 21 19 26 31
(B?J?.S) 16* 20* 28 23 35 29 22 22 29 32
B J21(_)1 0) 14* 24 32 25 36 30 23 19 34 30

AMP, Ampicilina; CXM, Cefuroxime; CAZ, Ceftazidime; NA, Acido Nalidixico; CIP, Ciprofloxacina; ENR,
Enrofloxacina; AK, Amikacina; CN, Gentamicina; SXT, Trimetoprim-sulfametoxazol; FOT, Fosfomicina. Se
marcan en sombreado y con asteriscos los valores pertenecientes a la categoria de resistentes y sensibilidad
intermedia, respectivamente.
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En la Fig. 9 se muestra los niveles de sensibilidad a los distintos antibioticos
utilizados. Los mayores niveles de resistencia y susceptibilidad intermedia se
observaron para ampicilina (80%) seguido de cefuroxime (60%). Solo uno mostré
multirresistencia evidente (AMP, CN y FOT). Un aislamiento presentd resistencia
intermedia a las tres quinolonas estudiadas. Por otro lado, todos los aislamientos
presentaron sensibilidad a ceftazidime, amikacina y trimetoprim-sulfametoxazol
(Fig. 9)

100%

90% 4
80% 8
70%
60%
50% 0 19 19 19 5 19 5, 18
40%
30%
20%
10%
0% HE N e || -

AMP  CXM CAZ NA CIp ENR AK CN SXT FOT

M RESISTENTE ~ m RESISTENCIA INTERMEDIA SENSIBLE

Figura 9. Porcentajes la resistencia o sensibilidad antibiotica de los aislamientos de STEC.
En cada barra se indica el nimero de aislamientos resistentes o sensibles a cada
antibidtico.

4.3.2 Busqueda de mecanismos de resistencia a fluoroquinolonas y fosfomicina

Dado la presentacién de resistencias intermedias en el aislamiento AD3.9, se
realizé la busqueda de mecanismos de resistencia transferible a fluoroquinolonas,
como ser los genes gnrA, qnrB, qnrC, qnrD, gnrE, qnrVC y gnrS. El aislamiento
AD3.9 fue negativo para todos los genes de resistencia a fluoroquinolonas
testeados.

Por otro lado, los aislamientos 16.16 y AG2.1 se consideraron resistentes a
fosfomicina. El punto de corte de EUCAST para dicho antibiético indica que los
aislamientos con un halo <24mm son resistentes. Debido a esto, llevamos a cabo
la busqueda de genes de resistencia a fosfomicina (fosA, fosB, fomA, fomB, fosA3,
fosC2y fosA7), siendo sélo el aislamiento 16.16 positivo para fosA7 (Fig. 10).
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400pb
200pb

— 409pb

Figura 10. PCR para fosA7. Carril 1, marcador de peso molecular Hyper Ladder 1kb; carril

2, aislamiento 16.16. La flecha indica el amplicdn obtenido para el aislamiento 3 (16.16).

4.3.3 Confirmacién de la identidad del gen fosA7

La secuenciacion del amplicon fosA7 del aislamiento 16.16, revel6 una identidad
del 100% con respecto al gen fosA7 de la secuencia de E. coli 210205630
(NG_067231.1) (Fig. 11).
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Figura 11. Alineamiento de la secuencia obtenida para el amplicon de fosA7 del
aislamiento 16.16 y la secuencia de la cepa de referencia E. coli 210205630.

Herramienta: BLAST.
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5 Discusion

En nuestro pais se observa desde hace unos afios una tendencia a la disminucion
del area destinada a la cria de ganado de carne y de lecheria, lo que
paulatinamente esta llevando a la intensificacion de los sistemas de produccion
animal (Anuario de la Direccion de Estadisticas Agropecuarias DIEA, 2019). En
estas situaciones se genera una difusién de microorganismos, capaces de generar
enfermedades infectocontagiosas, mas rapida que la que se observa en sistemas
extensivos tradicionales (Odedén et al, 2001). La DNT es una de las dos
enfermedades infectocontagiosas mas frecuentes a nivel mundial en terneros
(Lorenz et al, 2011; 2015; Kolenda et al, 2015), y E. coli es uno de los 5 agentes
infecciosos mas comunmente asociados a la enfermedad (Kirisawa et al, 2007;
Foster y Smith, 2009).

Si bien E. coli forma parte de la microbiota del intestino de los humanos saludables,
asi como de otros mamiferos y aves y no causa dafo, en ciertas circunstancias es
capaz de causar enfermedad (Russo et al, 2000; Gyles et al, 2010). Un gran
numero de clones de E. coli han adquirido atributos de virulencia especificos que
les permite causar un amplio espectro de enfermedades, entre las que se incluyen
enfermedad diarreica entérica, infecciones del tracto urinario y sepsis/meningitis
(Kaper y O'Brien, 2014). Dentro del grupo de E. coli diarreogénicas (DEC), las
cepas STEC son altamente patogénicas para los seres humanos, siendo causante
de enfermedades como la CH y el SUH (Lukjancenko et al, 2010; Kaper y O Brien,
2014). Ademas, existen reportes de casos de diarrea en terneros jévenes debidos a
STEC (Mainil y Fairbrother, 2014). Los bovinos y otros rumiantes son el principal
reservorio de las cepas STEC (Gyles et al, 2010) y su propagacion puede
producirse a través de la ruta fecal-oral, ya sea directamente a través del contacto
con heces de animales colonizados, o indirectamente a través de alimentos y agua
contaminados (Caprioli et al, 2005; Daly et al, 2016).

Para poder estudiar la epidemiologia y comprender la especializacion de nicho que
tiene E. coli, tanto las comensales como las causantes de enfermedad en los seres
humanos y en los animales, resulta esencial estudiar la ecologia, la adaptacién a
los nichos que coloniza y la diversidad genética (Clermont et al, 2008). Las técnicas
de biologia molecular como la PCR son una herramienta muy utilizada visto que
permiten entre otras cosas detectar diferentes genes de virulencia, a partir de lo
que se clasifican las variantes de E. coli en virotipos. Asimismo, si se estudia la
estructura poblacional de este microorganismo se observa que es mayoritariamente
clonal, describiéndose actualmente 8 grupos filogenéticos de E. coli (A, B1, B2, C,
D, E, F y clado | (Touchon et al, 2009; Clermont et al, 2013). Las cepas de E. coli
de origen animal (incluyendo estas cepas patdgenas para humanos) no son
facilmente distinguibles de las cepas ambientales a nivel fenotipico (Jang et al,
2017).
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La determinacién de dichos filogrupos se ha propuesto como una herramienta
simple para asociar las cepas de E. coli a su fuente de origen. Clermont y
colaboradores desarrollaron en 2013 un método que permite asignar de forma
rapida y sencilla el grupo filogenético a una determinada cepa de E. coli mediante
una PCR cuadruple a tiempo final. Con la finalidad de determinar los grupos
filogenéticos de una coleccion de aislamientos de STEC aisladas de terneros, en
este trabajo se puso a punto la técnica de PCR cuadruple a tiempo final, para la
amplificacion de los genes chuA, yjaA, tspE4.C2 y arpA de E. coli, mencionada
anteriormente. Se modificaron las condiciones del ciclado y la mezcla de reaccion,
y los amplicones obtenidos se confirmaron mediante secuenciacion y analisis
bioinformaticos. Una vez que se contdé con el PCR cuadruple, se asignaron los
filogrupos. El grupo B1 fue el mas representado entre los aislamientos STEC.
Ademas, se observo la ocurrencia de mas de un filogrupo por animal. El grupo con
mayor representacion fue el B1 con un 48% de las muestras, lo cual coincide con
Russo y colaboradores (2000) y Pupo y colaboradores (1997), quienes que
proponen que los patotipos diarreogénicos del grupo DEC derivan de los filogrupos
A, B1 6 D. Estudios de secuenciacién gendmica han demostrado también que el
filogrupo B1 agrupa a la mayoria de las cepas STEC no-O157, como las que se
utilizaron en este trabajo, exceptuando al serogrupo 0145 (Denamur et al, 2020). El
hecho de que no se encontraran aislamientos pertenecientes al grupo D y que el
grupo A no tuviera una representacién mayor a los demas podria explicarse por un
numero bajo de muestras. Este resultado también concuerda con el hallazgo de
Morcatti Coura y colaboradores (2015), quien propone que los filogrupos B1 y E
estan mayormente asociados a E. coli aisladas de ganado. No se encontré relacion
ente los aislamientos que pertenecieron a un mismo grupo filogenético y el
serogrupo o el perfil de genes de virulencia stx. Si bien Johnson y colaboradores
(2002) encontraron que las cepas pertenecientes a los filogrupos B2 y D contenian
mayor cantidad de factores de virulencia que las de los filogrupos A y B1, no fue
posible sacar conclusiones al respecto por las caracteristicas y bajo numero de los
aislamientos analizados en este trabajo. Por otro lado, en este trabajo pudimos
determinar que en las heces de terneros coexisten aislamientos de STEC con
diferente parentesco, pertenecientes a distintos grupos filogenéticos, situacién que
era previsible si se tiene en cuenta la gran diversidad y variantes patogénicas
descritas de este microorganismo (Gyles et al, 2010).

Paralelamente a los ensayos de asignacion de filogrupo se realizé la
caracterizacion de la resistencia a antibidticos y la busqueda de mecanismos de
resistencia transferibles a fluoroquinolonas y fosfomicina. Se determindé un alto
porcentaje de resistencia a ampicilina y cefuroxime. El alto porcentaje de
aislamientos resistentes a ampicilina concuerda con el hecho de que los B-
lactamicos, junto a las fluoroquinolonas, son algunos de los antibidticos mas
utilizados en los animales (Constable et al, 2004).
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Dado los perfiles de resistencia a los [B-lactamicos (resistencia/ resistencia
intermedia solamente a ampicilina y cefuroxime) podemos decir que nos
encontramos frente a una (-lactamasa de espectro ampliado (BLEA) o
hiperexpresion de AmpC en E. coli (Navarro et al, 2010). Las BLEA, suelen ser
mecanismos de resistencia frecuente en aislamientos de E. coli, sin embargo, su
deteccién no representa un “problema” ya que no confieren resistencia a B-
lactamicos considerados de uso critico por parte de la OMS, como ser
cefalosporinas de tercera y cuarta generacion. Por otro lado, es necesario tener
presente estos mecanismos de resistencia, ya que varias de las B-lactamasas de
espectro extendido derivan de modificaciones en el sitio activo de las BLEA,
aumentando asi su perfil de hidrdlisis (Bush et al, 2010; OMS, 2017). Asimismo, E.
coli presenta una B-lactamasa cromosémica de tipo AmpC que normalmente se
expresa a muy bajos niveles sin presentar importancia clinica, sin embargo, su
hiperproduccion puede afectar hasta cefalosporinas de segunda y tercera
generacion dependiendo de los niveles de expresién (Navarro et al, 2010). De
acuerdo con lo propuesto por Galarce y colaboradores (2010) la resistencia a los -
lactamicos es la mas frecuente en ganado bovino y suinos en Chile, lo cual
coincide con en nuestro trabajo. En dicho estudio se determiné una alta presencia
de genes de resistencia a B-lactamicos, la cual en el caso de ampicilina no
reflejaba la resistencia encontrada a nivel fenotipico, explicando dicha diferencia
por un nivel bajo de expresion génica. Asimismo, Umpiérrez y colaboradores (2017)
en un estudio realizado sobre muestras de E. coli de origen bovino en Uruguay
determinaron la presencia de genes blacTtx-m-14 en tres aislamientos, los cuales
codifican a BLEE del tipo CTX-M-14, mientras que el trabajo llevado a cabo por
Coppola y colaboradores (2020) se demostré la presencia de E. coli de origen
bovino con BLEE del tipo CTX-M-15. En nuestro trabajo no observamos dichos
mecanismos de resistencia.

Por otro lado, se observd un aislamiento con resistencia intermedia a acido
nalidixico, ciprofloxacina y enrofloxacina. Umpiérrez y colaboradores (2017)
describen en su estudio la presencia de los genes de resistencia a fluoroquinolonas
qnrS1y qnrB2, siendo los primeros que describen la presencia del gen gnrS1 en E.
coli en el pais. Ademas, Céppola y colaboradores (2020) describen en animales de
produccion (bovinos, suinos y aves de corral) los genes qnrB19, qnrE1 y qnrS1.
En nuestro trabajo, el aislamiento que demostrd resistencia a acido nalidixico,
ciprofloxacina y enrofloxacina fue analizado para la deteccién de mecanismos de
resistencia transferible a fluoroquinolonas, siendo negativo para todos ellos, lo que
contrasta con lo observado previamente donde se observaron aislamientos de
origen bovino con genes de resistencia transferibles a quinolonas (qnrB2 y qnrS1)
(Umpiérrez et al, 2017). Dicha resistencia puede deberse a mutaciones puntuales
en las girasas. Esto podria confirmarse mediante secuenciaciéon de los genes gyrA
y gyrB para luego realizar el analisis de la region determinante de resistencia a
quinolonas (QRDR). Dicha region se encuentra dentro de los genes antes
mencionados y es alli donde se localizan las mutaciones que conllevan al aumento
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de la resistencia a quinolonas. Estas mutaciones llevan a cambios aminoacidicos
en las posiciones 83 y 87 de GyrA, el cual es el sitio de unién al ADN clivado
transitoriamente. Mientras que en GyrB el cambio aminoacidico ocurre en el centro
de la subunidad B de la girasa. La combinacion de varias mutaciones en estas
zonas y/o asociado a un gen transferible de resistencia a quinolonas, es lo que
conduce a un alto nivel de resistencia a los mismos (Aldred et al, 2014). De
acuerdo con trabajos realizados por Chakraborty (2015), los filogrupos A y B1
suelen presentar mayor resistencia a ciprofloxacina. En nuestro trabajo, el
aislamiento que presenté resistencia intermedia a ciprofloxacina fue asignado al
grupo filogenético E, no encontrandose una relacién entre el grupo filogenético y la
presencia de dicha resistencia.

Asimismo, se observo resistencia a fosfomicina en dos aislamientos, detectandose
en uno de ellos el gen fosA7. La presencia de este mecanismo de resistencia
representa un problema para la salud humana y animal, dada la posibilidad de
transferencia de dicho mecanismo entre ambos. Particularmente, la fosfomicina es
un antibidtico considerado de reserva para el uso clinico en humanos, segun la lista
OMS AWARE (https:
//who.int/medicines/news/2019/WHOQO _releases2019AWaRe_classification_antibiotic
s/en/). Este subgrupo de antibidticos debe reservarse para el tratamiento de
infecciones confirmadas o sospechosas debidas a organismos multirresistentes, y
ser utilizados como de "ultimo recurso” en la salud humana. De alli la importancia
de la deteccion de dichos mecanismos de resistencia a nivel animal, el cual puede
tener un impacto de la salud humana como lo establece el concepto de “Una Salud”
(http://www.oie.int/en/for-the-media/onehealth/).

Si bien el gen fosA7 fue descubierto y localizado a nivel cromosdémico unicamente
en Salmonella (Rehman et al, 2017) estudios posteriores realizados en Estados
Unidos determinaron su presencia en muestras de E. coli en un plasmido
conjugativo (Balbin et al, 2020). La presencia de este gen en aislamientos
provenientes de terneros y la posibilidad de transmision de este tipo de resistencia
a los seres humanos representa una posible amenaza al uso de fosfomicina como
tratamiento de las infecciones urinarias, entre otras.

A partir de los resultados obtenidos, podemos afirmar que los aislamientos de
STEC obtenidos de heces de terneros asociados a DNT pertenecen a diferentes
grupos filogenéticos. Por otro lado, si bien se detectaron patrones de resistencia a
algunos antibioticos, solo uno de los aislamientos analizados presenté un perfil de
multirresistencia dado que presento resistencia a tres familias de antimicrobianos
de uso habitual en la clinica (Magiorakos et al, 2012).
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6. Perspectivas

Ampliar los estudios de filogrupos a otros patotipos de E. coli obtenidos de casos
de DNT y de mortalidad de terneros en Uruguay.

Secuenciar los genes gyrA 'y gyrB y analizar la regién determinante de resistencia a
quinolonas (QRDR).

Realizar ensayos de conjugacion del gen fosA7 entre aislamientos de E. coli de
origen bovino y E. coli K12 de laboratorio.
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