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Resumen

Las cepas de Escherichia coli productoras de toxina Shiga (STEC) pueden causar en nifios menores de cinco afios
infecciones leves, asintomadticas, diarrea acuosa y diarrea con sangre o procesos mas severos como colitis
hemorragica o sindrome urémico hemolitico (SUH). El SUH puede ser mortal en la etapa aguda o dejar secuelas
a largo plazo que requieren didlisis cronica o trasplante renal, siendo la primera causa de insuficiencia renal
aguda en nifios pequefios. En adultos, la complicacidon se presenta habitualmente en forma de purpura
trombdtico trombocitopénico. Las cepas STEC pueden ser responsables de infecciones del tracto urinario con

desarrollo posterior o no de casos de SUH.

El ganado bovino constituye el principal reservorio de STEC y es un eslabén importante en el control de la
diseminacién de estos agentes. La transmision de este agente se puede dar por contacto con animales, por

contacto directo entre personas o por la ingesta de alimentos contaminados con heces de estos animales.

El diagndstico y evaluacion de la capacidad patogénica de STEC, basado en la deteccidn de los genes stx y eae
(entre otros), tiene limitaciones. A nivel mundial aparecieron cepas stx positivas y eae negativas con capacidad
patogénica definida, por lo cual pensar solo en estos dos genes a la hora de realizar un tamizaje no seria
adecuado o completo. Es necesario ampliar las secuencias blanco a estudiar para realizar un diagnéstico
completo de la presencia de STEC con mayor capacidad para producir dafio en seres humanos. Los estudios
locales existentes sobre la distribucion y caracteristicas de los atributos de virulencia tipicos (stx y eae) y de
atributos de virulencia adicionales en cepas de STEC 0157:H7 y no-O157 no permiten aportar datos para el
disefio de nuevas secuencias blanco a ser utilizadas en el diagndstico o para valorar la capacidad patogénica de

las cepas STEC circulantes.

El objetivo del presente trabajo fue realizar la caracterizacién de un conjunto de cepas locales de Escherichia coli
productoras de toxina Shiga aisladas entre 2005 y 2017, a partir de alimentos, bovinos y casos clinicos, e

identificar nuevas secuencias blanco que ayuden a su deteccidn y control.

Los aislamientos y la caracterizacion bioquimica se realizaron por técnicas clasicas, se confirmé el
serogrupo/serotipo por PCR. Las cepas fueron genotipificadas por Electroforesis de Campo Pulsado (PFGE).
También se realizd MLST a un conjunto seleccionado de cepas. Se estudiaron las variantes de los genes stx y de

los genes eae, asi como la presencia de otros genes implicados en la virulencia por PCR. Esto permite conocer la

10
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distribucion de los diferentes atributos de virulencia y sus variantes. También se analizaron los sitios de insercion

de la isla de patogenicidad LEE, asi como los clados a los que pertenecen las cepas 0157.

Se estudid la distribucidn de los perfiles de sensibilidad/resistencia frente a diferentes antibidticos de uso comun
en la clinica humana y veterinaria, a los efectos de conocer la contribucidn relativa de estos agentes zoondticos

a la carga local de resistencia antimicrobiana.

Asimismo, se realizd un estudio bioinformatico de decenas de miles de genomas completos de E. coli con el
objetivo de identificar genes relacionados a la patogenicidad y secuencias blanco (genes) que puedan ser usados
como marcadores moleculares asociados a STEC y/o a los diferentes serotipos de STEC, y obtener secuencias
blanco candidatas a ser utilizadas a futuro para su diagndstico y/o evaluacidn de su potencial patogénico. Se
realizé la secuenciacion completa de 10 genomas, 3 pertenecientes al clado 8 y 7 provenientes de aislamientos
clinicos con el objetivo de realizar MLST, buscar la presencia de los genes candidatos a los efectos de evaluar su

presencia en cepas locales y detectar la presencia de genes de resistencia a antibiéticos.

Segun los resultados obtenidos, en el conjunto de cepas analizadas, el serotipo mas frecuente en alimentos
correspondid a 0157:H7, seguido por el serotipo 026. Con respecto a los serogrupos/serotipos presentes en los
casos clinicos estudiados en esta tesis correspondieron a: 0157:H7 (uno de un caso de ITU), 0145 (dos de dos
casos de SUH), 026 (uno de un caso de SUH), 026:H11 (uno de un nifio con diarrea sangrinolienta), 0153:HNT
(uno de un nifio con diarrea) y 0111 (uno de un nifio con SUH). Los cuatro aislamientos obtenidos de ganado,

dos correspondieron a 0157 y dos a 026.

Los resultados del MLST y de la PFGE son concordantes y apoyan la idea de clonas circulantes que aparecen

tanto en ganado, como en los alimentos y en los casos clinicos y persisten a lo largo de los afios.

Se han podido conocer las distribuciones de los genes stx y sus variantes, siendo stx2 la de mayor prevalencia
en el total de aislamientos estudiados. Con respecto a las variantes, stxla es la mas frecuente en el total de
aislamientos, mientras que si el andlisis lo realizamos solo en los aislamientos humanos las variantes a y ¢
presentaron la misma frecuencia. Con respecto al gen stx2, stx2c es la variante con mayor prevalencia si el
analisis se realiza con respecto a los aislamientos 0157 y a los totales, en cambio si se analizan las cepas no-
0157, asi como los aislamientos de origen humano, la variante 2a es la que presenta mayor prevalencia. La

combinacidn de las variantes 2a, c y d (la variante d deberia ser confirmada por WGS (secuenciacién genémica))
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resultd ser la mas frecuente tanto en los aislamientos 0157 como en el total, mientras que la combinaciéon 2 ay

2 c fue la mas frecuente en las cepas no-0157 y en las humanas.

Se determind la distribucion del gen eae que codifica para la proteina de membrana externa intimina,
responsable de la adherencia estrecha de STEC con los enterocitos, y sus variantes Y1 y B1. La variante Y 1 se
presenta con alta frecuencia, resulto ser la Unica identificada en las cepas 0157, mientras que la variante B1 fue
determinada en un 12% de las cepas estudiadas. En las cepas no-0157 solo se identificd esta ultima. En los
aislamientos de origen humano se encontraron ambas variantes, siendo la 1 la mas frecuente. Este hecho esta

relacionado a los serotipos correspondientes a las cepas de este grupo.

Se evidenciod una rica distribucion de los factores de virulencia adicionales. En todos los casos se presentaron
con una mayor frecuencia en las cepas 0157 que en las no-0157. Esto puede deberse en parte a los cebadores

utilizados, ya que muchos de ellos fueron desarrollados para 0157.

Solo tres cepas se identificaron como pertenecientes al clado 8. Cabe destacar que dos de las cepas que
correspondieron a este clado se asociaron en el mismo pulsotipo en la PFGE, por lo cual presentarian perfiles
genéticos similares (97% de identidad). La baja incidencia de estos clados hipervirulentos en nuestro pais podria
entonces ser uno de los factores que explicaria las diferencias en lo que respecta a la distribucion de los distintos

serotipos STEC asociados a casos de SUH entre Uruguay y Argentina.

En lo que respecta a los sitios de insercion de la Isla de Patogenicidad LEE (pheU, selC y pheV), muchos de los
aislamientos presentaron mas de un sitio ocupado; en estos casos se podria saber cudles son los sitios ocupados,

pero no se podria afirmar en cudl de estos sitios se encuentra la isla que codifica para eae.

La tasa de resistencia encontrada en este conjunto de STEC (10%) sugiere que su contribucidn local a la carga de
resistencia a los antimicrobianos es similar a la observada en Argentina y menor que la reportada en Brasil. Sin
embargo, los genes responsables, probablemente se encuentren ubicados en integrones de clase 1, pudiendo
ser facilmente transferibles a otras bacterias Gram-negativas intestinales. La alta carga de genes de resistencia
encontrados, incluso en aislamientos susceptibles, sugiere que estos patégenos podrian contribuir al problema
de la resistencia a los antimicrobianos, destacando el papel local de STEC como reservorio de genes de

resistencia transferibles, aunque es de destacar que no todos los genes encontrados son transferibles.
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Se han podido identificar 40 secuencias relacionadas a STEC que podrian servir para comprender aspectos de la
biologia de STEC y evaluacion de la capacidad virulenta. Dentro de ellas se determinaron doce secuencias blanco
gue podrian ser utilizadas como marcadores moleculares para apoyar el diagndstico de este patdégeno. También
se identificaron 3 secuencias que parecerian tener interés bioldgico, y ser candidatas a blancos para drogas que

bloqueen la expresion de STX.

Se han secuenciado y ensamblado de novo 10 genomas de cepas locales, con buena calidad de ensamblado, en
los cuales se ha podido realizar el MLST, busqueda de genes de resistencia a antibidticos y donde se encontraron
las 40 secuencias relacionadas a STEC determinadas previamente, y en los mismos rangos de identidad en que
fueron validadas. Dentro de los 37 genes se encuentran los zzzz.12163 (codifica para una proteina inhibidora de
la exonucleasa bacteriana), zzzz.3399 y zzzz.3404 (estos ultimos codifican para un efector del sistema de
secrecion de tipo lll), que al parecer presenta un enorme interés bioldgico porque podrian servir como blanco
para drogas. Los resultados obtenidos en relacién a la presencia de los genes candidatos a marcadores
moleculares tanto para comprender la biologia de STEC, como los que fueron propuestos para el diagndstico, o

posibles blancos para drogas, son alentadores a su uso.

Palabras clave: E. coli enterohemorragica, STEC, serotipos, PFGE, MLST, genes de virulencia, clados, genes de

resistencia, marcadores moleculares, secuenciacion genédmica, gendmica comparativa.
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Introduccion

Generalidades de Escherichia coli

Dentro del conjunto de bacterias asociadas a diarrea en seres humanos se destaca el
patégeno entérico Escherichia coli. E. coli pertenece a la familia Enterobacteriaceae, integrada
por bacilos Gram negativos no esporulados, méviles con flagelos peritricos o inmdviles,
aerobios-anaerobios facultativos, capaces de crecer en agar MacConkey, catalasa positivos y
oxidasa negativos. Se trata de bacterias de crecimiento rapido y de amplia distribucion en el
ambiente; forman parte de la microbiota de diferentes seres vivos. E. coli es la bacteria
anaerobia facultativa predominante de la microbiota coldnica del ser humano; coloniza el
tracto gastrointestinal del nifio a las pocas horas de nacido y establece una relacion con el
hospedero de "mutuo beneficio". La mayoria de las cepas de E. coli son comensales, pero
algunas de ellas pueden causar enfermedad tanto en el hombre como en los animales. Las
cepas patogénicas de E. coli son muy diversas; ciertos patotipos o virotipos causan
enfermedad entérica y son conocidos como E. coli diarreogénicos (ECD), otros son
responsables de procesos patoldgicos extraintestinales (ExPEC) como infecciones del tracto

urinario, meningitis y sepsis (Kaper et al., 2004).

El concepto de patotipo/virotipo se utiliza para definir un conjunto de cepas de E. coli que
presentan mecanismos patogénicos similares, causan enfermedades parecidas y muestran

una epidemiologia caracteristica.
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Escherichia coli productor de toxina Shiga (STEC)

Las cepas de E. coli diarreogénicas (ECD) comprometen fundamentalmente el tracto
gastrointestinal de los seres humanos y en algunos casos de animales, incluidos aquellos
destinados al abasto. Estas cepas no habitan normalmente en el tubo digestivo de los seres
humanos, son de origen exdgeno y se transmiten directamente de persona a persona, de
animal a persona, o indirectamente a través de agua y/o alimentos contaminados. De acuerdo
a sus mecanismos patogénicos principales este conjunto de cepas se divide actualmente y de
forma esquematica en 6 virotipos o patotipos: E. coli enterotoxigénico (ETEC) productor de
enterotoxinas termolabiles o termoestables (LT y ST, respectivamente), E. coli productor de
toxinas tipo Shiga (STEC), E. coli enteroinvasor (EIEC), E. coli enteroagregativo (EAEC), E. coli
enteropatogeno clasico (EPEC) y E. coli con adherencia difusa (DAEC) (Nataro et al., 1998).
Ultimamente se ha propuesto un nuevo patotipo denominado AIEC (E. coli adherente e
invasor), vinculado con la enfermedad de Crohn. Sin embargo, debemos tener en cuenta que
existen aislamientos que cumplen con la definicion de 2 patotipos o incluso de E. coli
diarreogénicas (ECD) y E. coli patégenas extraintestinales (ExPEC), lo cual quedd claramente
manifestado luego del brote de 2011 en Alemania con una cepa hibrida (0104:H4) que
portaba factores de virulencia de dos patotipos de ECD diferentes (E. coli enteroagregativa y
E. coli productora de toxina Shiga) (Bielaszewska et al., 2011). Es por este motivo, que esta
clasificacién presenta sus limitaciones, y dada la plasticidad del genoma de E. coli surge la
duda de si es vdlida la clasificacién en patotipos en la era de la secuenciacién del genoma
completo o WGS (del inglés Whole Genome Sequencing) (Robins et al., 2016; Santos et al.,

2020.
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Los aislamientos de E. coli se diferencian serolégicamente por los antigenos somaticos (O),
flagelar (H) y capsular (K). Hasta el presente se han identificado mas de 181 antigenos Oy 53
antigenos H. En cada aislamiento se puede definir el serogrupo por el antigeno O, mientras
gue los serotipos vienen dados por combinaciones de antigenos O y H. Es de destacar que las
cepas patogenas de E. coli poseen diferentes tipos de factores de virulencia que contribuyen
conjuntamente a potenciar su patogenicidad; esto motiva que la virulencia de E. coli sea
considerada como un fenédmeno multifactorial (Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y

Nutriciéon AESAN, 2012).

Las cepas STEC son aquellas que producen al menos un tipo de citotoxinas llamadas toxinas
Shiga (Stx), denominadas asi por su similitud estructural y funcional con las citotoxinas
producidas por cepas de Shigella dysenteriae serotipol. En un primer momento se las
denomind Verotoxinas por su capacidad de producir un efecto citotéxico sobre células Vero
(Knowalchuk et al., 1977), por lo cual las terminologias STEC y VTEC tienen el mismo
significado. Las toxinas Shiga son un tipo de toxina AB5 que consiste en una subunidad A
monomérica, enzimaticamente activa, unida no covalentemente a una subunidad B
pentamérica, responsable de unirse al glucoesfingolipido globotriaosilceramida (Gb3,
también conocido como antigeno del grupo sanguineo CD77 o Pk), un receptor especifico en
la superficie celular (Johannes et al., 2010; Joseph et al., 2020). Se dividen en 2 categorias Stx1
y Stx2, inmunoldgicamente distintas, las cuales comparten la misma estructuray funcién, pero
solo presentan un 50% de homologia. Dentro de cada una existen subtipos o variantes (Joseph
et al., 2020). La produccidn de estas toxinas representa el principal factor de virulencia de las
cepas STEC y define el patotipo. En general las cepas productoras de Stx2 producen

enfermedades mas severas (Varela et al.,, 2008; Byrne et al., 2014; Matussek et al., 2016).
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Estas toxinas son muy potentes ya que presentan la habilidad de inhibir la sintesis proteica en
las células eucariotas. Pertenecen a la familia de proteinas inactivadoras de ribosomas (Walsh

et al., 2013).

Mecanismo de accion de la toxina Shiga

La base patogénica del SUH esta determinada por el dafio de las células endoteliales de los
pequefios vasos del colon, rindn y sistema nervioso central. Los mecanismos que gobiernan
la circulacion de la toxina Shiga desde el intestino a los érganos diana aun no se conocen
completamente, pero se sabe que la misma difunde muy rapidamente a los tejidos afectados,
ya que presenta un tiempo de vida media en suero de 5 minutos. Como se menciond
anteriormente su receptor en humanos es el Gb3 que se expresa en podocitos, células
endoteliales microvasculares, plaquetas, linfocitos B del centro germinal, eritrocitos y

neuronas (Joseph et al., 2020).

Después de la lisis bacteriana, las toxinas Shiga liberadas por las bacterias atraviesan la
barrera intestinal. Los enterocitos normales no expresan Gb3. Por tanto, se cree que Stx se
transloca a través de la unidn estrecha del epitelio intestinal al unirse a Gb3 expresado en las
células de Paneth, que estan asentadas en las criptas profundas del intestino delgado. De esta
forma ganan acceso a la circulacion sanguinea donde tienen acceso a sus tejidos diana (Joseph

et al., 2020).

Una vez alli, su subunidad B se une a su receptor Gb3. Posteriormente el complejo toxina -
receptor se internaliza por endocitosis. La subunidad A tiene 2 fragmentos (Al y A2), que a
nivel del endosoma se mantienen unidos por enlaces disulfuro. La toxina evita la degradacién
lisosomal y se dirige hacia el reticulo endopldasmico, donde se reduce la unidn disulfuro y se

produce la activacidon de la misma por escision en sus dos fragmentos. Esto posibilita que Al
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se transloque al citoplasma donde puede ejercer sus efectos citotdxicos que consisten en
escindir un residuo de adenina del ARN 28S, de la subunidad ribosémica 60S, inhibiendo asi
la sintesis de proteinas y desencadenando las respuestas de estrés ribotdxico del reticulo
endoplasmico. Ademas, se activan multiples vias de sefializacién de estrés y apoptéticas, y
estimula la produccion de citocinas inflamatorias por las células diana (Kavaliauskiene et al.,

2017; Joseph et al., 2020) (ver imagen 1).

Existen otros dos mecanismos para el ingreso a la célula y la distribucién de la toxina hacia
diferentes érganos ademas de la endocitosis recién descripta, ellos son a) Macropinocitosis
(MPC): permite la entrada de Stx cuando el receptor Gb3 no es expresado por la célula, como
en el caso de los enterocitos. La MPC ocurre independientemente de T3SS y de la intimina, es
decir, es estimulada por la reorganizacion de la actina mediante la proteina P secretada por
E. coli (EspP: E. coli secreted protein P) y b) Transcitosis: mediante vesiculas bacterianas la
toxina pasa de un espacio extracelular a otro. Este mecanismo aun esta en estudio (Farfan et

al., 2016).

@ AN Cytokine production

Imagen 1. Trafico intracelular y citotoxicidad de la toxina Shiga (tomado de Joseph et al., 2020).

18



Caracterizacion fenotipica y genotipica de cepas de Escherichia coli productoras de toxina shiga (0157 y no-O157) provenientes de alimentos, ganado y casos clinicos. Identificacion de
nuevos blancos ttiles para su deteccion y control

Variantes de toxina Shiga

Los dos tipos de toxina Shiga Stx1 y Stx2, como se menciond anteriormente se subdividen en
subtipos. En el caso de Stx1 se han descripto los subtipos Stx1a, Stx1c, Stx1d, y recientemente
Stx1le, el cual fue reportado en Enterobacter cloacae, siendo este un subtipo novedoso, ya que
presenta reactividad limitada con anticuerpos anti-Stx1. Para Stx2 los subtipos determinados
hasta el momento segun el ultimo informe de la Autoridad de Seguridad Alimentaria Europea
(EFSA) son 12, siete bien caracterizados (Stx2a, Stx2b, Stx2c, Stx2d, Stx2f y Stx2g), cada uno
de los cuales se divide en variantes que se diferencian en uno o dos aminodcidos (Scheutz et
al., 2012; FAO, 2018). Recientemente se han reportado cinco nuevas variantes para stx2
(stx2h, stx2i, stx2j, stx2k y stx2l). En la actualidad, no existe un protocolo validado para la

deteccion y subtipificacidon de estos nuevos subtipos stxle y stx2h-stx2l (EFSA, 2020).

Dentro del tipo Stx2, los subtipos Stx2a, Stx2c y Stx2d activable, estan asociados con un riesgo
mayor de enfermedad humana (Bielaszewska, et al., 2006a; Scheutz et al., 2012; Fierz et al.,
2017). Por el contrario, Stx2e se asocia principalmente con la enfermedad edematosa porcina
y Stx2f se aislo por primera vez de las heces de palomas salvajes (Schmidt et al., 2000; Scheutz
et al., 2012). Estos subtipos en pocas ocasiones se han reportado asociados a casos de
enfermedad en humanos (Friedrich et al., 2002; Prager et al., 2009; Fuller et al., 2011; Fiesema
et al., 2014; DeRauw et al., 2018; Joseph et al., 2020).

Los genes que codifican estas toxinas se encuentran en fagos temperados integrados en
diferentes sectores del genoma bacteriano. Hasta el momento se han descrito nueve sitios de
insercidon wrbA, yehV, yecE, sbcB, Z2577, ssrA, prfC, argW, torS-torT (Schmidt, 2001; Serra et

al., 2007).
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Factores de virulencia adicionales de STEC

Una reciente revision de la Autoridad de Seguridad Alimentaria Europea (EFSA), que utilizd
trabajos y reportes publicados entre 2012 y 2019, establecid que, desde el enfoque molecular,
todas las cepas STEC pueden considerarse patdgenas y capaces de causar enfermedad.
Asimismo, expresé que futuros estudios que utilicen herramientas como la secuenciacion del
genoma completo (WGS), buscaran genes de virulencia adicionales, o combinaciones de estos
gue estén mas asociados a enfermedad grave en seres humanos. Sefialé que cualquier
prediccidn con respecto a la severidad del caso clinico siempre serd incierta ya que la sola
presencia de el o los genes de virulencia no establece una respuesta lineal, porque el tipo de
respuesta de un organismo es un suceso multifactorial, que entre otros depende de la
expresion de estos genes en las diferentes cepas bacterianas y del estado inmunolégico del

huésped (EFSA, 2020).

Gen eae codificador de intimina y factores de virulencia adicionales

Si bien la produccidn de toxinas Shiga es el atributo de virulencia que define este patotipo, las
cepas STEC producen otra cantidad de factores que participan en la patogenia (Karmali, 2004;
FAO, 2018; EFSA, 2020). Uno de los factores principales de virulencia reportados para las
cepas STEC es producido por el gen eae. La presencia o ausencia de este gen nos permite
hablar de STEC eae+y STEC eae-. E. coli enterohemorragico (un subgrupo dentro del conjunto
de STEC definido en funcion de su potencial patogénico y capacidad de producir brotes de
enfermedad severa), es responsable de los procesos mas severos en el hombre como se
presentard mas adelante (Joseph et al., 2020). El gen eae codifica para la proteina de
membrana externa intimina, responsable de la adherencia estrecha de STEC y EPEC con los

enterocitos. Este gen se encuentra en la isla de patogenicidad denominada LEE (del inglés
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locus of enterocyte effacement) (ver imagen 2). Esta isla que posee 41 genes y esta organizada
en 7 operones (LEE de 1 a 7), y cuenta ademas con unidades de transcripcion individuales
(etgA, cesF, map y EscD). Posee asi todos los genes para producir un tipo de lesion A/E (por
los términos en inglés Attaching and Effacing), explicada mas adelante en esta tesis. Cabe
sefialar que LEE presenta los mismos genes en EHEC y en EPEC y en el mismo orden (Kaper et

al., 2004; Gaytan et. al., 2016; Joseph et al., 2020).

- e e -
LEE6 LEE] LEE? LEE2 LEE3 LEES LEE4
— i -

Y
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Efectores ® Aparato de exportacion Complejo ATPaszs

®  Regulzdores Transcripcionales o EnZima Litica PG Intimina
Chaperonas ® Complejode agujas ® Translocadores

Imagen 2. Estructura de la isla de patogenicidad LEE de la cepa de E. coli E2348/69 (EPEC, 0127:H6). Los genes se colorearon
de acuerdo a su categoria funcional. La organizacion en operones de la isla (de LEE 1 a LEE 7 se indica con flechas sobre los
genes mientras que las unidades de transcripcion individuales aparecen sin flecha (etgA, cesF, map y EscD) (tomado de

Gaytan et al., 2016).

Dentro de esta isla también se encuentran otros genes involucrados en la patogenia de STEC,
los que codifican para los distintos componentes del sistema de secrecion tipo Il (T3SS), que
forman el complejo de aguja y se encuentran ubicados en LEE1, LEE2 y LEE3; para diferentes
proteinas efectoras esp (del inglés E. coli secreted proteins), genes ubicados en LEE2, LEE3,
LEE4 y LEE6; y para el receptor traslocado de intimina (Tir) (en LEE5), entre otros (Kaper et al.,

2004; Gaytan et al., 2016).

Se han descrito 3 sitios cromosdmicos en los cuales se puede insertar LEE y corresponden a

genes que codifican ARNs de transferencia (selC, pheU, y pheV). pheV 'y pheU son genes que
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codifican para ARNt de fenilalanina, mientras que en selC se encuentra el gen para el ARNt de
selenocisteina. El estudio de los mecanismos de origen de LEE y la diseminacién entre cepas
de E. coli es importante para comprender los procesos de evolucion y la aparicion de estas

bacterias patdgenas (Jerse et al., 1990; McDaniel et al., 1995).

Como se menciond mas arriba, las cepas STEC eae + forman parte de un grupo de patégenos
gue presentan un mecanismo de patogenicidad similar, el cual se caracteriza por producir un
dafio histologico muy particular en las células del intestino del hospedero, denominado lesidn

A/E (ver imagen 3).

Enterocito

Imagen 3. Esquema de adherencia de EPEC tipica y STEC. Lesion A/E (Tomado de Farfan et al., 2016).
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Caracteriza este tipo de lesiones el borramiento de las microvellosidades epiteliales y la
posterior formacion del pedestal (estructuras que sobresalen y son ricas en actina), que
permite una interaccion intima entre la bacteria y la célula intestinal (Nataro et al., 1998;
Farfan et al., 2016). Este mecanismo se inicia con la adhesion a células epiteliales intestinales
por medio de la fimbria larga polar Ipf (del inglés long polar fimbriae). El T3SS (ver imagen 4)
permite el ingreso a las células del huésped de proteinas bacterianas efectoras gracias a una
compleja estructura filamentosa que posibilita que estos patdégenos ensamblen en la
membrana citoplasmatica de las células eucariotas un poro de translocacién a través del cual
inyectan las proteinas efectoras directamente en el citoplasma. El montaje de este complejo
sistema se encuentra estrictamente regulado por chaperonas que trabajan en coordinacion
con dos interruptores moleculares y la llamada plataforma de clasificacién (Gaytan et al.,
2016). Una de las proteinas traslocadas es Tir, la cual una vez que se encuentra en la célula
del huésped se inserta en su membrana citoplasmatica exponiendo su region extracelular que
funciona como receptor de la intimina permitiendo asi la unién estrecha de STEC (Kaper et

al,, 2004).

23



Caracterizacion fenotipica y genotipica de cepas de Escherichia coli productoras de toxina shiga (0157 y no-O157) provenientes de alimentos, ganado y casos clinicos. Identificacion de
nuevos blancos ttiles para su deteccion y control

Tl

X

Imagen 4. Esquema de la estructura del T3SS. Como puede observarse presenta un core central con mdltiples anillos
incrustados en la membrana bacteriana, una varilla interna peripldasmica, un aparato de exportacién transmembrana en la
membrana interna y componentes citosélicos, que incluyen una complejo ATPasa y el anillo en C. Ademas, se ensamblan dos
apéndices huecos distintos en la cara extracelular del cuerpo basal creando un canal para la secrecién de proteinas: una

aguja de aproximadamente 23 nm y un filamento que se extiende hasta 600 nm (tomado de Gaytan et al., 2016).

La presencia del gen eae permite clasificar a las cepas STEC como eae+ y eae-, y valorar su
capacidad patogénica. En general, la presencia de ege se asocia a cuadros mads graves. Sin
embargo, cabe destacar que se han reportado cepas STEC eae- que también son capaces de
producir enfermedad severa en el hombre (como veremos mads adelante), las cuales utilizan
otros mecanismos de adherencia diferentes a intimina, como la adhesina autoaglutinante

STEC (Saa) o el regulador transcripcional AggR, que es caracteristico de E. coli
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enteroagregativa (EAEC). Un ejemplo lo constituyd la cepa responsable del brote en Alemania
en el afio 2011, correspondiente al serotipo 0104:H4 que causod el mayor brote de Europa.
Esta cepa consistia en una E. coli enteroagregativa (EAEC), probablemente originaria de Africa,
gue adquirio el bacteriéfago que codifica Stx2 (cepa hibrida EAEC-STEC). Entre 1992 y 2012,
se describieron cuatro cepas hibridas EAEC-STEC de diferentes serotipos que provocaron un
pequefio brote y seis casos esporddicos de SUH (Bielaszewska et al., 2011; Beutin et al., 2012;
Joseph et al., 2020; EFSA, 2020). Estos son ejemplos de la gran variabilidad y versatilidad
gendmica asociada a E. coli en general y a STEC en particular, lo cual desafia los conceptos de
seropatogenicidad de STEC clasicos propuestos por Karmali et. al., en 2003, debido a que la
complejidad de STEC dificulta la posibilidad de definir si una cepa es o no patégena y a qué
virotipo corresponde. La gran plasticidad de su genoma le permite adquirir factores de
virulencia de otros organismos, lo que lleva a la aparicidn de éstas cepas hibridas (definidas
como portadoras de genes de virulencia de distintos virotipos diarreogénicos) emergentes de

manera impredecible (EFSA, 2020; Santos et al., 2020).

Otros genes de virulencia descriptos

Se sabe que otras estructuras de la superficie bacteriana participan de la adherencia de STEC
a diferentes células eucariotas. Entre estas se encuentran: long polar fimbriae (Lpf),
hemorragic coli pillus (HCPA), E. coli common pilus (ECP), F9 fimbriae e IrgA Homologue

Adhesin lha (Mahajan et al., 2009; Kudva et al., 2012; AESAN, 2012).

Por otra parte, el plasmido pO157 de STEC codifica para otros factores de virulencia,
aportando genes para catalasa-peroxidasa (KatP), adhesina ToxB57, metaloproteasa

dependiente de zinc (StcE) y para la enterohemolisina (Ehx), cuyas funciones estan
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principalmente enfocadas a mediar la union a la célula hospedera, degradacion de mucinas y

glicoproteinas, y regular mecanismos de inflamacion y citotoxicidad (Farfan et al., 2016).

También encontramos la proteina EspJ, asociada a un mecanismo para asegurar que las
bacterias no sean internalizadas por las células fagociticas que se reclutan en la luz del
intestino como resultado de la inflamacion, una vez que se establece la colonizacion del
epitelio, o después de que se haya montado una respuesta inmune adaptativa (Marchés et
al., 2008). La misma forma un operén con Tccp (proteina de acoplamiento Tir-citoesqueleto),
otra de las proteinas efectoras de STEC, y ambas estan codificadas en el profago CP-933U
(Garmendia et al., 2005; Matussek et al., 2017). Tccp es una proteina que participa en el
ensamblaje de actina en la formacidn del pedestal, como molécula adaptadora,
desencadenando la polimerizacidon de actina localizada junto a EspF. Tccp consta de una
region N terminal Unica de 80 aminodcidos, que esta involucrada en la translocacion de
proteinas y varias repeticiones idénticas de 47 residuos de prolina (Garmendia et al., 2004;

Garmendia et al., 2006; Ogura et al., 2007).

STEC 0157 vs. no-0157

Actualmente se describen mas de 400 serotipos STEC, siendo los mas frecuentes e
importantes como agentes de enfermedad humana: 0157:H7, O157:H- y dentro de los
no-0157 para Europa los serogrupos mads importantes son 026, 0103, 091, 0146 y 0145
mientras que para Estados Unidos los conocidos big six incluyen: 026, 045, 0103, 0111, 0121
y 0145. Existe amplia variacion geografica con respecto a la prevalencia de los serotipos STEC:
hay paises como el nuestro y Brazil en donde predominan los cultivos no-0157; por otra parte,

en Argentina predominan los cultivos 0157:H7. Es asi que una forma util de clasificacién de
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las cepas STEC es en 0157 y no-0157 (Nataro et al., 1998; AESAN, 2012; EFSA, 2020) (ver

imagen 5).

E. coli

No 0157

O157:H7

Imagen 5. Clasificacion de STEC en 0157 y no-0157.

Las cepas STEC se han convertido en un importante patégeno transmitido por alimentos, pero
como hemos mencionado hay un subgrupo de ellas que producen cuadros mas graves y estan
mas asociados a brotes, denominado EHEC. Algunas de estas cepas STEC no solo producen
stx, sino que ademas causan lesiones de tipo A/E, poseen un plasmido de virulencia de 60-
Mda, y se denominan EHEC tipicas. Dentro de ellas se encuentran cepa de los serotipos
0157:H7,026:H11, 0103:H2, 0111:H8, 0121:H19 y 0145:H28. Por otra parte, las cepas STEC
asociadas a enfermedad severa en seres humanos que no producen lesion A/E y no poseen el
mencionado pldsmido, y se asocian con colitis hemorrdgica o SUH, se denominan EHEC
atipicas. Estas incluyen cepas de los siguientes serotipos 091:H21, 0113:H21, 0104:H4,
0104:H21, 0104:H28, 076:H19, 0128:H2, 0146:H28. Encontramos un grupo mas
recientemente definido como las EHEC “emergentes” que abarcan los serotipos O5:H,

015:H2, 045:H2, 055:H7, 0103:H25/H11, 0118:H16, 0123:H11, 0165:H25, 0172:H25,
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0177:H, 059:H19, 0102:H6, 0174:NM y 0174:H21, 063 (Gould et al., 2013; EFSA BIOHAZ,
2013; Oderiz et al., 2018; EFSA, 2019). Ademas, un serogrupo inusual, 080, esta surgiendo
actualmente en Francia y Europa (Mariani-Kurkdjian et al., 2014; Soysal et al., 2016; Fierz et
al., 2017; Wijnsma et al., 2017; Cointe et al., 2018; Niiesch-Inderbinen et al., 2018; Joseph 4.,

2020).

STEC y su capacidad de producir enfermedad

Como se menciond anteriormente, la patogenia de STEC es muy compleja e implica la
expresion y/o sobreexpresién de una variedad de genes, incluidos algunos cuyo producto
génico no estd directamente involucrado en la virulencia (p. ej. genes asociados al
metabolismo). Si bien Stx es el factor de virulencia principal de STEC y el que define este
virotipo diarreogénico, la presencia del gen que codifica Stx no necesariamente indica
expresion (Gardette et al.,, 2019; EFSA, 2020). El ambiente en el cual STEC se desarrolla
también modifica su expresién génica. Apoyan esta idea trabajos como el realizado por
Goswami et al., en el 2015, donde se co-cultivaron cepas 0157: H7 con E. coli comensales y
esto produjo un aumento en la produccién de Stx2 y asi la virulencia de las cepas 0157: H7

en ratones, lo que sugiere que hay un efecto sinérgico con la microbiota intestinal.

Las infecciones por STEC ocurren a cualquier edad; sin embargo, en nifios menores de cinco
anos pueden producir infecciones leves, asintomaticas, diarrea acuosa y diarrea con sangre
(DS) o procesos mas severos como colitis hemorragica (CH) o sindrome urémico hemolitico
(SUH), el cual puede ser mortal en la etapa aguda o dejar secuelas a largo plazo que requieren
dialisis cronica (20% de los nifios) o trasplante renal. El resultado de esta interaccién no
depende Unicamente de los factores de virulencia presentes en STEC, sino que también

depende de factores humanos. La edad se asocia con un mayor riesgo de infeccién grave por
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STEC, como fue el caso de una familia en Finlandia, donde en cinco miembros se aislé una
cepa O78:H- positiva para stxlc y eae. Los padres y los hermanos mayores no presentaron
sintomas, en cambio el nifio de 2 afios desarroll6 SUH (Lienemann et al.,, 2012). EI SUH es la
primera causa de insuficiencia renal aguda en niflos pequefios. En adultos, la complicacion se
presenta en forma de purpura trombdtico trombocitopénico (PTT) ya que el compromiso
vascular renal es casi nulo en este grupo etario (Nataro et al., 1998; Kaper et al., 2004). Un
estudio retrospectivo realizado en Japdn en el afio 2016 por el grupo de Fuji y colaboradores,
indicé que las mujeres adultas (mayores de 20 afios) eran significativamente mds propensas
a desarrollar SUH que los hombres adultos, y lo asocié con una mayor cantidad del receptor
Gb3 detectado en los tubulos renales distales y colectores en las mujeres (Fujii et al., 2016).
Estos ejemplos sugieren que la genética humana y la susceptibilidad individual incluida la
inmunosupresion, el género, la edad y las enfermedads subyacente pueden afectar en gran

medida el resultado de la enfermedad.

Por otra parte, algunas cepas de STEC definidas como heteropatdgenas (portadoras de genes
de DEC y EXPEC como femA y otros del virotipo UPEC) pueden ser responsables de casos de
infecciones del tracto urinario (ITU), sobre todo en sujetos afiosos con factores
predisponentes evidentes (Karmali et al., 2003; Gadea et al., 2012; Rivas et al., 2016). Algunos

de estos individuos pueden desarrollar SUH.

Se estima que STEC produce alrededor de 3 millones de enfermedades agudas al afio y
conducen a casi 4000 casos de SUH (Majowicz et al., 2014; Joseph et al., 2020). A su vez STEC
0157:H7, seria responsable de un milléon de casos de diarrea y cerca de 2000 casos de SUH al

ano en todo el mundo (Majowicz et al., 2014; Joseph et al., 2020)
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Evolucion cronoldgica de la infeccion

Las infecciones producidas por STEC presentan una amplia gama de gravedad, desde
portadores asintomaticos sin ninguna manifestacién clinica, hasta personas que fallecen a
causa de SUH. Es importante una rapida asociacién de los sintomas de DS, CH o SUH con una
posible infeccion por STEC, a los efectos de proporcionar un tratamiento médico adecuado y
también con el fin de adoptar medidas epidemioldgicas tendientes a indentificar otros casos
y a encontrar la fuente de contaminacion para evitar su diseminacién masiva. Sin embargo,
las presentaciones clinicas son enganosas y difieren mucho con la edad del paciente,
principalmente en adultos, lo que conduce a un sub-diagndstico y también a cometer errores

en los tratamientos médicos indicados (Clogher et al., 2012; Joseph et al., 2020).

La evolucidn cronolégica mas comun en nifos pequeios se presenta en el esquema 1. Como
puede observarse la infeccidn por STEC se produce 3 o 4 dias antes del inicio de los sintomas.
En el dia 1 comienzan sintomas inespecificos como el dolor abdominal, diarrea sin sangre,
fiebre y vémitos que se observan en el 14 al 33% de los pacientes. El tercer dia aparece la
diarrea sanguinolenta, la cual se evidencia en el 70 a 80% de los pacientes. En el dia siete,
mientras que el 90% de los pacientes evoluciona favorablemente y se recuperan sin secuelas,
el 10% evoluciona a Sindrome Urémico Hemolitico. De estos, el 67 a 70% se recupera
completamente mientras que el 30% presenta secuelas a largo plazo que como ya hemos

mencionado requiere didlisis o trasplante renal y del 1 al 3% muere.
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Esquema 1. Evolucién cronoldgica de la infeccién por STEC (adaptado de Farfan et al., 2016; Joseph et al., 2020).

En Uruguay ocurren entre 10-15 casos de SUH por afio, por lo tanto, habria entre 100-150

infecciones por STEC anuales (Varela et al., 2008; Varela et al., 2015).

Reservorios Naturales y Vias de Transmision de STEC

Los rumiantes, especialmente el ganado bovino, constituyen el principal reservorio de STEC
en general y de las cepas O157:H7 en particular. Los animales adultos son en general
portadores asintomaticos de estos gérmenes, pero los mas jévenes incluyendo: terneros
post-destete pueden padecer enfermedad que afecta su desarrollo (Nataro et al., 1998;

Pistone et al., 2005; Joseph et al., 2020) (ver imagen 6).

El ganado ovino también se considera reservorio de STEC, aunque con menor tasa de
prevalencia. En algunos paises como Australia las ovejas tienen una mayor importancia como
reservorio de este patégeno (Parma et al., 2000; Gyles et al., 2007; CDC, 2008; Joseph et al.,

2020).
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La transmisidn a los seres humanos de estos agentes ocurre por la via fecal-oral y se produce
de formas diferentes: por contacto directo con animales contaminados, por el contacto
directo entre personas, o indirecta por la ingestiéon de alimentos o agua contaminada con

heces (Terajima et al., 2017).

También se han aislado cepas STEC de animales domésticos sanos como cabras, gatos y
perros, hallando una prevalencia del 13.8% en gatos y 4.8% de perros en Dinamarca (Beutin
et al. 1993), y 4.0% en perros y 4.2% en gatos en Argentina (Gallego et al. 2006; Bentancor,

2006). También se han aislado a partir de gaviotas, conejos y pollos.

11. Contaminacion de
personas por uso de
aguas contaminadas
{nadar o beber).

2. Excrecion fecal
que conduce a
contaminacion
ambiental.

—il

3. Contaminacion de agua.

9. Contaminacion de

limentos por provenir 5. Contaminacién de frutas y

rne contaminada. vegemlﬂ por riego, otms

6. Contaminacion
humanos por contal
el animal.

7. Confaminacidén de personas
por c cto directo con las
heces el animal.

&. Contaminacion de perscnas por

" LB @ -~AR consuma de alimentes contaminados.
12. Contacto con 10. Contacto persona

— persona.

otros reservorios.

Imagen 6. Vias de transmision de STEC (imagenes tomadas de https://pixabay.com/es/).

Con respecto a la transmision de STEC por el consumo de alimentos, hasta hace unos afos se
atribuia principalmente al consumo de carne de res molida contaminada, principalmente

hamburguesas. Un ejemplo lo constituye un gran brote que se reportd en el afio 1999,
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causado por 0157:H7 (Tuttle et al., 1999). Argentina, donde el SUH es endémico, ha realizado
extensos trabajos con las carnicerias por medio de politicas gubernamentales. El Programa
Carnicerias Saludables, desarrollado por investigadores de la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata (UNLP), logré reducir el riesgo de
contaminacidn por Escherichia coli, Salmonella y Listeria en mas de 3.500 carnicerias de 180

municipios de la Argentina (Leotta et al., 2014).

Los brotes mas recientes se han asociado con productos lacteos crudos, espinacas, agua

potable o coles (Salvatori et al., 2009; Buchholz et al., 2011; Joseph et al., 2020).

Con respecto a las otras vias de transmisién de STEC, en un analisis retrospectivo de 350
brotes en los EE. UU entre 1982 y 2002, Rangel et al. encontraron que el 52% de los brotes
fueron transmitidos por alimentos: 21% por consumo de carne molida, el 14% resulté de
transmisidon de persona a persona, mientras que en el 6% de los casos el agua de recreacién
fue la via de transmisién. No es menor el dato de que en el 21% de los casos no se pudo
determinar la via de transmisién y el alimento implicado (Rangel et al., 2005; Joseph et al.,

2020).

En Europa en el periodo 2010-2017 los alimentos mas frecuentemente relacionados con
brotes de STEC fueron en orden descendiente, carne bovina, seguido de vegetales, jugos,

leche y quesos (EFSA y ECDC 2019).

En lo que respecta a la transmisidn alimentaria, hay que destacar que la importancia de esta
via no depende Unicamente de la presencia de STEC en lo consumido, sino que también

participan otros factores como los habitos alimenticios y culinarios, incluyendo conocimientos
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de los manipuladores sobre todo relacionados a tiempos y temperaturas de coccién, manejo

seguro y también conservacién de los alimentos.

Tratamiento para la infeccion por STEC

No hay tratamiento especifico para la infeccidén por STEC en seres humanos, sin embargo, se
han desarrollado nuevos enfoques terapéuticos y novedosas estrategias que podrian
contribuir a controlar la infeccion y/o a evitar la enfermedad. Dentro de ellas se encuentran
i) la terapia con anticuerpos (dirigidos a Stx, a Intimina, o contra el componente 5 del
complemento (C5)); ii) analogos de los receptores de toxinas Shiga, lo cual provocarian una
interferencia de la unién y captacién intracelular de Stx, asi como inhibicion de su direccion
intracelular temprana al aparato de Golgi y el reticulo endoplasmico. Una de esas sustancias
es la cloroquina, una base débil que puede difundirse a través de las membranas y acumularse
en los compartimentos acidos; iii) terapia con fagos, por aplicacion de fagos liticos para matar
y disminuir el nimero de patégenos en alimentos, reservorios animales o pacientes (Miihlen

y Dersch, 2020).

El uso de algunos antibidticos durante la fase diarreica de la infeccién no esta recomendado,
o por lo menos no hay acuerdo entre los expertos, ya que podria aumentar las chances de
desarrollar complicaciones severas como SUH o PPT al inducir la expresion de Stx (Wong et
al., 2000). Algunos antibidticos usados en terapia humana o en la alimentacién animal como
promotores de crecimiento pueden estimular la induccion de los fagos como por ejemplo las
guinolonas, la ciprofloxacina o el trimethorprim-sulfametoxazol (Kimmitt et al., 2000; Zhang
et al., 2000). Segun los trabajos reportados por Kriiger y Lucchesi en el 2011, ciertos agentes
externos, como la radiacién con luz UV o la exposicidon a mitomicina C, pueden inducir el ciclo

litico a través de la activacion del sistema SOS. Se ha encontrado también que estos fagos
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podrian ser inducidos por compuestos quelantes, a través de mecanismos independientes a

la respuesta SOS (Imamovic y Muniesa, 2012).

Los intentos de controlar las infecciones por STEC en los seres humanos se centran
fundamentalmente, en buscar la disminucion de la contaminacion de las carcasas con heces,
lo cual se produce principalmente en la faena, esto se lograria disminuyendo la prevalencia y
la excrecidn de E. coli patégenas en el ganado y en sus heces (Colavita, 2012; Grispoldi et. al,
2017). En este sentido se puede actuar a diferentes niveles: realizando una limpieza correcta
de las carcasas de los animales faenados con agua potable, utilizando algunos desinfectantes
permitidos, realizando la faena siguiendo las normas de buenas practicas de higiene con el
Analisis de Peligros y Puntos Criticos de Control (HACCP) o utilizando antibidticos previos a la
faena para reducir la carga de STEC y de otras bacterias en la microbiota intestinal, entre otros
(Loneragan et al., 2005). Sin embargo, algunas de estas medidas presentan inconvenientes
potenciales; como por ejemplo el uso indiscriminado de antibidticos en el ambito veterinario.
Esta prdctica selecciona cepas bacterianas resistentes que luego podrian trasmitirse a los
seres humanos. En este sentido es importante desarrollar tecnologias alternativas al uso de
antibidticos para evitar el aumento de cepas que presenten diferentes perfiles de resistencia,
como ser el agregado de prebidticos en la dieta del animal que conduce a una reduccién de

la prevalencia de este microorganismo en las heces (Grispoldi et. al, 2017).

Otra estrategia mas segura y confiable para la prevencidn de la diseminacién de STEC es a
través del control de estas bacterias en el reservorio bovino, basada en la inmunizacion activa
de estos animales. Diferentes estructuras de superficie que participan en la adherencia de
STEC a los enterocitos se han ensayado como vacunas. En ese sentido, la proteina de

membrana externa intimina, codificada por el gen eae, ha sido utilizada en modelos murinos
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con resultados alentadores (Nart et al., 2008; Victor et al., 2013). Stx podria actuar como un
agente inmunomodulador durante las infecciones por STEC en el ganado y es un factor de
virulencia presente en todas las cepas de STEC, por lo cual lo convierte en un candidato para
el desarrollo de vacunas solo o combinado con otros factores de virulencia (Kerner et al.,

2015).

Como se menciond anteriormente otras estructuras también participan en la adherencia de
las cepas STEC a células eucariotas. Las mismas también podrian utilizarse como inmundgenos

potenciales para el ganado bovino.

Situacion de Uruguay y la region

En Uruguay se estima, como se menciond anteriormente que ocurren entre 10 y 15 casos
nuevos de SUH por afio, y la tasa de incidencia es de 4 a 5/100.000 nifios menores de 5 afios,
aproximadamente (Varela et al, 2008; Varela et al., 2015). En los casos de SUH con
recuperacion del agente predominan los cultivos STEC no O157. El Departamento de
Bacteriologia y Virologia del Instituto de Higiene de la Facultad de Medicina, ha demostrado
la presencia de STEC 0157:H7 asociado a SUH en una nifia de Melo, en pacientes afiosos con
ITU sin SUH y en carne picada para consumo humano (Gadea et al., 2004; Varela et al., 2008;
Gadea et al., 2012; Varela y Schelotto, 2015).

En Argentina, la OPS considera que el SUH es endémico, con 400 casos nuevos por afio, es de
notificacion obligatoria y dispone de un correcto sistema de vigilancia. Presenta una tasa de
6.5/100.000 nifios menores de 5 afios y entre 12.2 y 14/100.000 nifios menores de 1 afio; la
mayoria producidos por cepas STEC 0157:H7 (Melli et al., 2015; Rivas et al., 2006; Oderiz at
al., 2018; Joseph et al., 2020). Esta situacidon representa una diferencia importante con

respecto a lo que ocurre en Uruguay en cuanto a la distribucién de serotipos STEC asociados
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a SUH. Las diferencias observadas con Argentina pueden deberse a varios factores, algunos
conocidos y otros no tanto. En Argentina es frecuente el sistema feed-lot o engorde intensivo
del ganado vacuno a corral, en tanto en Uruguay se hace principalmente a pradera. En aquel
tipo de sistemas los animales se alimentan con granos de salvado, cebada o maiz. Esto, junto
al estrés del encierro, produce alteraciones en la ecologia intestinal del ganado que a su vez
favoreceria la eliminacién de STEC 0157 en mayores cantidades y por periodos prolongados.
Algunos de estos animales excretan de forma intermitente mas de 10* UFC/g de heces de
0157 y se denominan “supershedders” (Callaway et al., 2009).

Otros factores, como relacidon cabezas de ganado vacuno/habitantes, higiene durante la
faena, habitos culinarios o potencial virulento de las cepas STEC prevalentes, podrian ser
responsables de las diferentes incidencias observadas en distintos paises. En Uruguay hay una
relacion alta entre cabezas de ganado y habitantes (12 millones/3,3 millones), similar o
incluso mayor a la informada en Argentina; sin embargo, el nimero de casos de SUH es similar
o levemente menor vy la distribucion de serogrupos es diferente (Gadea et al., 2004; Varela y
Schelotto, 2015).

Otro factor podria ser la circulaciéon en Uruguay de cepas STEC 0157:H7 diferentes a las

prevalentes en Argentina (Amigo et. al., 2015).
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Deteccion de STEC

Con respecto a la deteccidn de STEC en diferentes matrices, se han desarrollado una variedad
de pruebas de laboratorio basadas en estrategias diferentes que se pueden usar combinadas:
enriquecimiento previo de la muestra, cultivos en medios selectivos, medios cromogénicos,
etc., utilizacion de kits basados en reacciones antigeno-anticuerpos y amplificacion de acidos
nucleicos (AAN). Sin embargo, el brote de infeccion por STEC 0104:H4 que ocurrié en
Alemania en 2011, y que caus6 3816 casos incluyendo 845 SUH y 54 muertes, puso de
manifiesto las limitaciones de algunas de estas aproximaciones para detectar y controlar la
difusion de estos agentes desde su reservorio animal al intestino de los seres humanos
(Bielaszewska et al., 2011; Beutin et al., 2012; Joseph et al., 2020).

Clasicamente el diagndstico de la presencia de este patdégeno basado en AAN, ya sea en las
muestras clinicas, en alimentos y en ganado presentaba el desafio de que se debia asegurar
la presencia de los genes stx y eae para asi poder confirmar la presencia de STEC y evaluar la
capacidad patogénica de la cepa. Sin embargo, como vimos antes, aparecieron a nivel mundial
cepas stx positivas y eae negativas con la capacidad patogénica definida, por lo cual hoy en
dia pensar solo en estos dos genes a la hora de realizar un screening y evaluacién de su

potencial para causar dafio no es adecuado.

Parece necesario ampliar las secuencias blanco a estudiar (llegando como extremo al WGS)
para realizar un diagndstico mas confiable de la presencia de STEC patdgena. En ese sentido
algunos paises, siguiendo la opinién de expertos incorporaron en 2013 la deteccidn de genes
como aggR (activador transcripcional), aaiC (proteina secretada secretada por EAEC) omo

marcadores de potencial patogénico.
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Actualmente, algunos expertos sostienen que todas las cepas de STEC son capaces de
producir dafio en seres humanos, incluyendo enfermedades severas. En esto se basan algunas
autoridades sanitarias para rechazar partidas de carne que Uruguay exporta a determinados

mercados.

Cabe recordar que los alimentos son matrices complejas y pueden contener por tanto una
variedad de STEC. Los estudios locales existentes sobre la distribucion y caracteristicas de los
atributos de virulencia tipicos (stx y eae) y de atributos de virulencia adicionales en cepas de
STEC O157:H7 y no-0O157 aportan datos parciales para la identificacién de nuevas secuencias
blanco a ser utilizadas en el diagndstico o para valorar la capacidad patogénica de las cepas

STEC circulantes.

El desarrollo y aplicacién de diferentes herramientas moleculares han permitido, por un lado,
la comparacion de cepas STEC de diferentes origenes; en este sentido se destaca el valor de
la recuperacioén y estudio de las cepas STEC circulantes en una region. Por otra parte, resulta
importante establecer una aproximacién de laboratorio a la definicion de su potencial
patogénico para los seres humanos, asumiendo sus limitaciones y cambios que pueden
ocurrir con el tiempo. Entre estas herramientas se encuentran la caracterizacion del tipo de
toxina Shiga producida y sus variantes, la tipificacion por clados, la determinacion del sitio de
insercion de genes clasicos de virulencia (bacteriéfagos temperados con los genes stx e isla
de patogenicidad LEE), y la presencia de genes accesorios de virulencia.

Utilizando estas herramientas Manning et al. describieron la clona hipervirulenta de STEC
0157 responsable del brote del 2006 en USA, asociado al consumo de espinacas crudas

(Manning et al., 2008).
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Un estudio hecho en Argentina, mostré que la mayoria de las cepas STEC 0157:H7 de
diferentes origenes pertenecieron al clado 8, con el profago stx2 integrado en el sitio argW
portando varios genes accesorios de virulencia (Mellor et al., 2012).

La electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) y el multilocus sequence typing (MLST) se
utilizan a menudo para comparar las cepas a nivel molecular. Estas técnicas han sido muy
utilizadas en estudios de brotes y en las ETAs (enfermedades transmitidas por alimentos),
porque permiten identificar una especie de “huella” molecular de las cepas implicadas y
compararlas. También son utiles para saber si una cepa determinada persiste en un
establecimiento por largos periodos de tiempo, asi como para conocer la variabilidad de las

cepas circulantes (Toth et al., 2009; Braga et al., 2017; Oderiz et al., 2018).

Por otra parte, los estudios gendmicos de E. coli WGS (del inglés whole genome sequence),
muestran una amplia diversidad gendmica relacionada con las estructuras, posiciones y
contenido genético de los bacteriéfagos y una importante variabilidad de genes putativos de
virulencia. Esto lleva a que la WGS cobre vital importancia en la clasificacién de cepas como
patdgenas y no patdgenas, asi como en la determinacién de nuevos atributos de virulencia, o
en la identificacion de nuevas secuencias que puedan ser utilizadas como marcadores
moleculares adicionales en el diagndstico de este patdgeno (Thét et al., 2009; Denamur et al.,
2020; Touchon et al. 2020). También ha resultado de utilidad para la deteccion de brotes vy |a

vigilancia epidemioldgica tal como lo reportan Holmes et al., en el 2015.

El estudio de STEC es relevante por el impacto en la salud publica, ya explicado, y por el
impacto econdmico. Dada la importancia de E. coli 0157:H7 como productora de casos
clinicos de enfermedad gastrointestinal, hospitalizacién y muerte en seres humanos, este

serotipo fue declarado adulterante de productos carnicos no-intactos por el Departamento
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de Agricultura de los Estados Unidos (USDA) en el afno 1994. M4as tarde, en Setiembre de 2011,
seis serogrupos STEC, 026, 045, 0103, 0111, 0121 y 0145 fueron también declarados
adulterantes de productos carnicos debido al elevado numero de casos en los Estados Unidos

asociados a estos serogrupos STEC no-0157 (USDA, 2021).

La presencia de STEC en carne para consumo humano se considera por tanto, peligrosa para
la salud y constituye causa de rechazo para estos productos exportados a Europa

(https://webgate.ec.europa.eu/rasff-window/portal/?event=searchResultList) y a EEUU

(https://www.fsis.usda.gov/inspection/import-export/international-reports/import-and-export-

data) quienes son importantes compradores de nuestras carnes y muy exigentes en lo que

respecta a requisitos sanitarios.

Mas de 400 mil toneladas peso canal por afio son exportadas a mas de 140 mercados entre
los que se destacan la Unidn Europea, Estados Unidos, Canadd, China, entre otros. Entre junio
de 2019 y junio de 2020 esto representd un total de 1.700.000 ddlares aproximadamente
(INAC, 2020). La exportacion de carne en nuestro pais representa cerca del 20% de todas las
exportaciones de bienes. En los ultimos anos han ocurrido cambios en los sistemas
productivos que modificarian la prevalencia de ciertos microorganismos patdogenos que
podrian afectar el acceso a mercados, haciendo necesario el uso de nuevos sistemas de

monitoreo para conservar y mejorar las condiciones actuales.

Hay que destacar que las exigencias de los mercados compradores también han ido variando
a medida que pasd el tiempo, y avanzé el conocimiento de la biologia, patogenia,
epidemiologia y gendmica de las cepas STEC. Por ejemplo, EEUU (que antes solo exigia libre
de STEC 0157:H7) ahora rechaza un producto si también presenta cepas de E. coli portando

genes stx y eae (en los serotipos conocidos como las big six: 026, 045, 0103, 0111, 0121y
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0145) mientras que Europa actualmente rechaza la carne con la sola presencia de genes stx.

En la imagen 7 se presenta una linea de tiempo para dos de nuestros principales mercados,

EEUU y Europa para explicar los cambios tanto en lo conceptual como en lo reglamentario y

mostrar algunos de los acontecimientos relacionados a estos patégenos.

Imagen 7. Linea de tiempo de los aspectos reglamentarios y conceptuales mas importantes relacionados a STEC a) USDA de

EEUU (USDA, 2021). b) FSIS de Unidn Europea (EFSA 2009; EFSA BIOHAZ Panel, 2013; EFSA and ECDC 2018; EFSA and ECDC

2019; EFSA, 2020).

31 de marzo, 2004: F SIS revises FSIS Directive
10,010.1, “Microbiological Testing Program and
a) Other Verification Activities for Escherichia coli
0157:H7 in Raw Ground Beef Products and Raw

Ground Beef Components and Beef Patty

1993: brote importante de E. coli 0157: H7 en el "
Components.

Noroeste de EEUU asociado con el consumo de
carne molida poco cocido

Enero de 2003: la industria de la carne de vacuno

tiene una cumbre para crear un plataforma
1994: FSIS declara E. coli 0157: H7 unificada y completa con el objetivo de definiry
documentar las practicas de la industria para
reducir E. coli 0157: H7

como un adulterante.

Noviembre de 2012. CEN ISO/TS 13136.
Microbiology of food and animal feed - Real-
time polymerase chain reaction (PCR)-based
method for the detection of foodborne
pathogens - Horizontal method for the
detection of Shiga toxin-producing
Escherichia coli (STEC) and the
determination of 0157, 0111, 026, 0103
and 0145 serogroups (ISO/TS 13136:2012).
Se basa en la deteccion de stx1, stx2 y eae el
panel 1y 0157:H7 y top six el panel 2.

/ Setiembre de 2011, seis serogrupos STEC, 026,
Junio-octubre 2002: CDC, el departamento de 045, 0103, 0111, 0121y 0145 fueron también
salud de Estado y FSIS investigan brotes declarados adulterantes de productos carnicos
multiestatal causados por E. coli 0157: H7.

s

Octubre de 2005. Se introduce un nuevo

19 de enero de 1999: FSIS publica método de screening (Bax) para reducir
“Beef Products Contaminated with E.

el nimero de positivos que luego no son
coli 0157:H7,” para explicar la Politica

confirmados.

1

Abril 2012. Chapter new, revised, or
archived: MLG 5B Appendix 1.01 Title:
Primer and Probe Sequences and
Reagent Concentrations for non-0157

de la agencia con respecto a la
inspeccion y ejecucion de productos

Shiga Toxin-Producing Escherichia coli

carnicos que contienen E. coli 0157:

(STEC) Real-Time PCR Assay

\

2015-Chapter new, revised, or

H7. Abril de 2004: CDC lanza sus cifrasanuales de 2003
Datos de FoodNet. Los datos revelan que la tasa de
\ enfermed de E. coli 0157: H7 esde 1,1
Octubre de 1997: el FSIS cambid su metodologia enfermedades por cada 100.000 personas.
de laboratorio para incrementar la cantidad AN
analizada desde una muestra de 25 g hasta una En el afio 2002 la FSIS realiza una serie de
muestra de 325 g para proporcionar mayor documentos guia para ayudar a la industria a
sensibilidad de deteccion. combatir la E. coli 0157:H7.

\

7 de setiembre de 2001: FSIS publica “Draft Risk
Assessment of the Public Health Impact of
Escherichia coli 0157:H7 in Ground Beef.”

archived: MLG 5.09 Title:
Detection, Isolation and
Identification of Escherichia
coli 0157:H7 from Meat
Products and Carcass and
environmental Sponges
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Directiva 2003/99/EC, estipula que los estados miembros
(EM) deben investigar la presencia de STEC en el momento
mas apropiado de la cadena alimentaria. La Directiva no es
explicita sobre la estrategia de muestreo y los datos
generados por los EM se basan en investigaciones con
muestreo no armonizado y se obtienen con diferentes
métodos analiticos, al menos en lo que respecta a las
muestras de animales. La Directiva no Indique detalles
estrictos de los requisitos de notificacion obligatoria. Por lo
tanto, los datos de seguimiento de STEC de acuerdo con la
Directiva 2003/99/CE no son comparables entre EM y
excluyen posteriores analisis tales como evaluar las
tendencias temporales y espaciales a nivel de la UE. Los
sesgos de muestreo y las inexactitudes debidas al nimero
limitado de muestras examinadas impiden la evaluacién de
la prevalencia o estimaciones precisas de la prevalencia en

EFSA BIOHAZ Panel 2013. Una opinidn cientifica
posterior de la EFSA, animo a los EM a ampliar el
seguimiento y los datos de informe sobre los
serogrupos de STEC “Scientific Opinion on the
public health hazards to be covered by inspection
of meat from sheep and goats”.

2018 Reportes EFSA y ECDC, JEMRA FAO/WHO y
NACMCF recomiendan reportar la presencia de los
principales genes de virulencia, considerando el
desarrollo mas reciente de esos afios en pruebas
de STEC y evaluacién de riesgos. “The European
Union summary report on trends and sources of
zoonoses, zoonotic agents and foodborne
outbreaks in 2017” (EFSA).

\

EFSA and ECDC 2019. SCIENTIFIC REPORT The

determinadas categorias de alimentos. European Union One Health 2018 Zoonoses

Report, ISO 13136:2012, metodologia utilizada
para los analisis.

B
EFSA BIOHAZ Panel, 2020. Scientific Opinion on
the pathogenicity assessment of Shiga toxin-
producing Escherichia coli (STEC) and the public
health risk posed by contamination of food with
STEC. Esta opinion establece que las cepas

portadoras de genes stx son consideradas
patdégenas.

EFSA 2009 - Para mejorar la calidad de los datos
del seguimiento de STEC en la UE, la EFSA emitid
especificaciones para el seguimiento armonizado
y la notificacién de STEC en animales y productos
alimenticios en 2009. “SCIENTIFIC REPORT OF
EFSA Technical specifications for the monitoring
and reporting of verotoxigenic Escherichia coli

(VTEC) on animals and food VTEC surveys on
animals and food)”

2013. EU-RL VTEC_Method_02_Rev 0. “Identification and
characterization of Verocytotoxin-producing Escherichia coli (VTEC)
by Real Time PCR amplification of the main virulence genes and the
genes associated with the serogroups mainly associated with severe
human infections”. EU Reference Laboratory for E. coli Department
of Veterinary Public Health and Food Safety Unit of Foodborne
Zoonoses Istituto Superiore di Sanita. Método basado en 1SO
13136:2012. Detecta presencia de genes stx1, stx2 y eae para definir
presencia de STEC patdgena.

/
2013. EU-RL VTEC_Method_performance_CEN
ISO/TS_13136:2012_Rev.0. CEN ISO/TS 13136:2012
Report on the primary validation of the PCR screening

reactions and the determination of the performance
parameters, based on the results of the analytical tests
carried out within the EU-RL VTEC proficiency testing

program (2009-2012). EU Reference Laboratory for E. coli
Department of Veterinary Public Health and Food Safety
Unit of Foodborne Zoonoses Istituto Superiore di Sanita.
Método basado en ISO 13136:2012. Detecta presencia de
genes stx1, stx2 y eae para definir presencia de STEC

patdgena.
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Hipotesis

Las cepas de Escherichia coli productoras de toxina Shiga poseen otros genes aparte de los
gue definen este virotipo, que pueden ser identificados y utilizados como blancos para apoyar
el diagnostico microbioldgico; y de esa forma aportar conocimientos Utiles para el control de

este tipo de patogenos.
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Objetivos generales

Caracterizar un conjunto de cepas de Escherichia coli productoras de toxina Shiga (0157 y no-
0157) aisladas de alimentos, bovinos y casos clinicos en nuestro pais entre el 2005 y el 2017.
Colaborar en la generacién de una base de datos nacional de este patdgeno. Identificar
nuevas secuencias genéticas “blanco” que ayuden a la deteccién y el control de este

patdgeno.

Objetivos especificos

Completar la caracterizacién bioquimica de un conjunto de cepas STEC pertenecientes al
banco de cepas del Departamento de Bacteriologia y Virologia del Instituto de Higiene de la

Facultad de Medicina, mas las aisladas en el transcurso del doctorado (57 en total).

Realizar la confirmacién del serogrupo/serotipo.

Genotipificar las cepas por Electroforesis en Gel de Campo Pulsado (PFGE).

Realizar MLST a un grupo seleccionado de cepas.

Conocer las variantes de los genes stx.

Establecer las variantes de los genes eae.

Buscar la presencia de otros genes implicados en la virulencia, principalmente genes

relacionados a la adherencia bacteriana a células eucariotas.

Buscar los sitios de insercidn de la isla de patogenicidad LEE.

Determinar los clados de virulencia a los que pertenecen las cepas 0157:H7.

Determinar los perfiles de resistencia a antibidticos.
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Buscar marcadores moleculares que aporten a un nuevo abordaje en diagndstico.
Realizar la validacidén de los genes candidatos a ser utilizados como marcadores moleculares.

Realizar la secuenciacion genémica completa y el ensamblado de un conjunto seleccionado

de cepas.
Buscar la presencia de los genes candidatos en los genomas ensamblados de cepas locales.

Buscar genes relacionados a resistencia antimicrobiana en los genomas ensamblados de

cepas locales.
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CAPITULO 1
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CAPITULO 1. Caracterizacién bioquimica, confirmacion del
serotipo/serogrupo y caracterizacion genomica (PGFE y MLST) de las

cepas en estudio

El objetivo del presente capitulo fue realizar la caracterizacion de 50 cepas locales de
Escherichia coli productoras de toxina Shiga aisladas de alimentos, bovinos y casos clinicos, y

7 cepas provenientes de controles interlaboratorio o cepas de coleccién (n=57).

Los aislamientos y la caracterizacidon bioquimica se realizaron por técnicas microbioldgicas
clasicas, y se confirmé el serogrupo/serotipo por PCR para el caso de 0157. Para las no-0157,
se usaron sueros preparados localmente y fueron reconfirmadas en México. Las cepas fueron
genotipificadas por Electroforesis de Campo Pulsado (PFGE) lo cual proporciona una base de
pulsotipos de cepas locales de STEC. Ante la sospecha de brote de ETA se podria buscar la
relacion del pulsotipo implicado de la cepa problema con el posible origen de la misma por
comparacion de los perfiles y de esta forma analizar si la cepa problema ya fue identificada
en alimentos, para tener una idea del posible alimento involucrado. La PFGE nos permitira
ver cambios a nivel genético de las cepas a corto plazo. Sumados estos resultados a los
obtenidos por Multilocus Sequence Typing (MLST), podremos determinar su distribucion
filogenética y estructura poblacional, asi como tener una idea de la diversidad genética

asociada a este patégeno y de la relacidon clonal entre los aislamientos.

48



Caracterizacion fenotipica y genotipica de cepas de Escherichia coli productoras de toxina shiga (0157 y no-O157) provenientes de alimentos, ganado y casos clinicos. Identificacion de
nuevos blancos ttiles para su deteccion y control

Metodologia

Cepas

Se analizaron aislamientos STEC 0157 y no-0157 obtenidos entre 2005 y 2017 a partir de
seres humanos, bovinos y alimentos, conservados en el cepario del Departamento de
Bacteriologia y Virologia. Los Unicos datos que se utilizaron para el analisis final fueron: origen

del aislamiento, serogrupo/serotipo y cuadro clinico para el caso de cepas de origen humano.

Aislamientos

En el marco de la tesis se realizaron aislamientos de muestras clinicas de pacientes
(principalmente nifos), sospechosos de padecer Sindrome Urémico Hemolitico (SUH). Se
procesaron entre el 2018 y el 2020, 12 muestras de heces, y se recuperaron dos cepas, una
del serogrupo 0111 incluida en esta tesis y una del serogrupo 026 no incluida, segun
procedimientos previamente descriptos en el laboratorio (Varela et. al, 2008). Brevemente,
para la busqueda de STEC, las muestras de heces se sembraron directamente en placas de
agar MacConkey lactosa, agar MacConkey sorbitol (SMAC) (Oxoid Ltd., Basingstoke,
Hampshire, UK) y en caldo digerido triptico de soja (TSB) (Becton Dickinson France S.A.S., Le
Pont de Claix, France) suplementado con 50 pg/L de cefiximay 2,5 mg/L de telurito de potasio
(bioMérieux Marcy/Etoile, France) (CT-TSB), seguido del aislamiento en placas de SMAC luego
de 6 horas de incubacion a 37°C. Para la extraccion de ADN se resuspendio una ansada de la
zona de crecimiento confluente de cada una de las placas de SMAC en agua ultrapura Milli-Q,
se calentd a 100°C durante 10 minutos y luego se centrifugd a 13.000 rpm durante 5 minutos.
El mismo procedimiento de extraccién se realizd a partir de mezclas de colonias sorbitol

positivas y negativas a los efectos de identificar colonias sospechosas. Por nifo estudiado se
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analizaron entre 30 y 50 colonias. Posteriormente se realizé amplificacion para los genes stx
segun los procedimientos descriptos mas adelante en esta tesis. En caso de obtenerse
resultados positivos, se reestudiaron las colonias individuales, para identificar y conservar los

cultivos positivos.

Extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN de los aislamientos puros, los mismos se sembraron en placas de
agar TSA y 5 colonias se resuspendieron en 150 puL de agua MQ, la suspensién se calenté a
100°C durante 10 minutos, se enfrid hasta 4°C y luego se centrifugd a 13.000 rpm durante 5
minutos.

Se utilizaron 2,5 pL del sobrenadante como ADN molde en las distintas reacciones de

amplificacién llevadas a cabo (Varela et. al, 2008; Varela y Schelotto, 2015).

Caracterizacion Bioquimica

Para establecer el biotipo de las cepas STEC 0O157:H7 se realizaron las siguientes pruebas
bioquimicas: produccién de acido a partir de dulcitol, rafinosa, sorbitol y ramnosa; y de lisina-
decarboxilasa siguiendo procedimientos estandares (Ewing, 2005). Para la identificacién del

resto se realizd APl 20 E.

Deteccion del serogrupo/serotipo

La deteccidn del serogrupo se realizé por PCR o por aglutinacidn en lamina y confirmacion

en tubo segln lo acordado con el Prof. Armando Navarro, UNAM, México.
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La serotipificacion por aglutinacién se realizd segun el procedimiento descrito por Orskov y
Orskov (1984). Se emplearon sueros especificos anti-O y anti-H para 174 antigenos somaticos

y 56 flagelares.

Electroforesis en Gel de Campo Pulsado

La Electroforesis en Gel de Campo Pulsado (PFGE) se realizé siguiendo el protocolo

estandarizado por PulseNet (http://www.cdc.gov/pulsenet/pathogens/index.html) para E.

coli 0157:H7 (Ribot et al., 2006). Los ensayos fueron llevados a cabo en el Departamento de
Bacteriologia y Virologia del Instituto de Higiene. Para el analisis de similitud se utilizo el
programa Bionumerics, habiéndose determinado los pulsogrupos (mas de 80% de homologia)

y los pulsotipos presentes (mas de 95% de homologia).

MLST

Se realizé6 MLST a un grupo seleccionado de cepas, entre las que se incluyeron los casos
clinicos (7 cepas) y las cepas de 0157 caracterizadas como pertenecientes al clado 8 (3 cepas),
ya que junto al clado 2, son los clados mayormente asociados a enfermedad en humanos

(CDC, 1993; CDC, 2006; FDA, 2007; Manning et al., 2008).

MLST se realizd acorde al procedimiento definido para E. coli en el sitio web

(http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Ecoli) utilizando cebadores para regiones internas de

siete genes housekeeping (adk, fumC, gyrB, icd, mdh, purA, and recA). Las secuencias vy las
condiciones de ciclado se presentan en el anexo I. Los amplicones producto de la reaccion de
PCR fueron purificados con el kit de purificacion QIAquick PCR (Qiagen). La concentraciény

calidad del ADN fue evaluada con un espectrofotémetro Nanodrop 2000 UV (Thermo Fisher
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Scientific). Posteriormente se enviaron los fragmentos obtenidos al Instituto Pasteur de

Montevideo para su secuenciacion.

Las secuencias fueron analizadas utilizando el programa Chromas 2.6.6 (Technelysium,

Australia).

Debido a problemas en la calidad de las secuencias obtenidas del MLST, se decidié secuenciar
completamente los 10 aislamientos (ver capitulo 5) y a partir de los genomas ensamblados

realizar el MLST.

Los genomas se analizaron en https://pathogen.watch/ , que asigna los secuenciotipos

utilizando los datos de Enterobase (http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Ecoli) y del Instituto

Pasteur de Francia (http://bigsdb.web.pasteur.fr/ecoli/).

Posteriormente se realizaron analisis BURST (del inglés Based Upon Related Sequence Types
(con 5 0 mas matches y el esquema de Atchman (Atchman M., 2008)), a partir de los perfiles
ST determinados en la pagina PubMLST,

(https://pubmilst.org/bigsdb?db=pubmlst escherichia seqdef&page=profiles). BURST es un

algoritmo de agrupacién novedoso disefiado para su uso con datos de MLST microbianos,
desarrollado por Ed Feil (Universidad de Bath). El algoritmo evalla la distancia genética entre
cepas utilizando una matriz de distancias por pares basada en perfiles alélicos. El principio del
agrupamiento BURST es combinar cepas con un numero limitado de desajustes en los perfiles

alélicos en un complejo clonal (Feil et al., 2004) .
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Resultados y Discusion

Caracterizacion Bioquimica, serogrupos/serotipos

En la tabla 1 se presenta el conjunto de aislamientos objeto del presente trabajo. Los mismos
corresponden a todos los cultivos 0157 enviados a nuestro laboratorio para su confirmacion
y los cultivos recuperados de casos de SUH enviados para busqueda de STEC. En la misma se
detalla: el afo de aislamiento, el origen de los mismos (alimento, ganado, caso clinico, cepas
de referencia o control), asi como el serotipo correspondiente. Del total de los aislamientos
analizadas, 50 corresponden a cepas locales de STEC, uno corresponde a un control
interlaboratorio, seis son cepas de coleccion, y se utilizé un control negativo (cepa 22, que no
corresponde a E. coli). De los 50 aislamientos locales, 39 provienen de alimentos (carne),

cuatro son de origen bovino y siete son de origen clinico (grafico 1).

ORIGEN DE LOS AISLAMIENTOS ESTUDIADOS

Clinico
14%

Bovinos
% &

Alimentos
78%

Grafico 1. Origen de los aislamientos estudiados, se informa el % con respecto a las

cepas locales (N=50).
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Tabla 1. Cepas estudiadas (n=57), origen, afio de aislamiento y serotipo

correspondiente.

Cddigo de Origen Afio de Serotipo/Serogrupo
aislamiento aislamiento
1 Alimentos 2012 O157:H7
2 Alimentos 2014 O157:H7
3 Alimentos 2013 O157:H7
4 Alimentos 2015 O157:H7
6 Alimentos 2013 O157:H7
7 Alimentos 2012 O157:H7
8 Alimentos 2014 O157:H7
9 Alimentos 2013 O157:H7
10 Alimentos 2013 O157:H7
12 Alimentos 2013 O157:H7
13 Alimentos 2013 O157:H7
14 Alimentos 2013 O157:H7
15 Alimentos 2014 O157:H7
16 Alimentos 2014 O157:H7
17 Alimentos 2014 O157:H7
18 Alimentos 2014 O157:H7
19 Alimentos 2013 O157:H7
20 Alimentos 2012 O157:H7
21 Hamburguesa 2011 O157:H7
23 Alimentos 2011 O157:H7
24 Humano (URO) 2011 O157:H7
25 Animal 2011 O157:H7
27 Alimentos 2012 0157
28 Alimentos 2012 O157:H7
29 Alimentos 2012 0157
30 Alimentos 2013 O157:H7
31 Alimentos 2013 O157:H7
34 Alimentos 2016 O157:H7
35 control interlaboratorio 2016 O157:H7
36 Alimentos 2016 O157:H7
39 Alimento carne picada 2008 O157:H7
40 Alimento 2008 O157:H7
41 Alimento carne picada 2005 O157:H7
42 Alimentos O157:H7
43 Alimentos 2010 O157:H7
44 Cuero Ganado 2010 O157:H7
45 Alimentos 2009 O157:H7
46 Carne 2009 O157:H7
47 Carne 2009 O157:H7
48 Carne 2010 O157:H7
49 Alimentos 2017 O157:H7
50 Humano (sindrome 2017 0145
urémico hemolitico
nifio)
51 Alimentos 2017 O157:H7
52 Humano (sindrome 2013 0145
urémico hemolitico)
54 Humano (sindrome 2013 026
urémico hemolitico)
56 Alimentos 2012 0103
59 MALBRAN cepa 2011 0145
coleccion
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60 Humano (diarrea con 2009 026:H11

sangre)
61 Humano (diarrea con 2009 O153:HNT
sangre)
62 UNAM 2015 cepa 2015 0145
coleccion
63 UNAM cepa de 2015 026:H11
coleccion
64 UNAM cepa de 2015 0103 H2
coleccion
65 UNAM cepa coleccion 2015 O111 :H8
66 UNAM cepa coleccion 2015 O121:H19
67 Ganado 2010 026
68 Ganado 2010 026
69 Humana (sindrome 2017 o111

urémico hemolitico)

La siguiente discriminacidn en serogrupos/serotipos corresponde a las cepas STEC estudiadas
recuperadas localmente (n=50) (grafico 2a). 41 aislamientos pertenecieron al serogrupo
0157, 39 de estas al serotipo 0157:H7 (95.1% de los aislamientos estudiados fueron 0157),
mientras que 9 cepas correspondieron a serotipos no-0157, entre los que se estudiaron 0145
(2), 026 (4, una de las cuales fue 026:H11), 0103 (1), 0153 (1), 0111 (1) (grafico 2b). El
serotipo mas frecuente en alimentos correspondioé a 0157:H7 (36 de 39). Cabe destacar que
hasta hace unos afios era el serotipo relacionado con enfermedad en humanos, por lo cual
era el serotipo buscado por los laboratorios que se encargaban del analisis de alimentos (ver
linea del tiempo mas arriba); esto lleva a que estos datos presenten un importante sesgo y
no puedan tomarse como la distribucion a nivel pais. Este sesgo también se relaciona con las
exigencias sanitarias en los lugares a donde se exportaba carne uruguaya, ademas de la
metodologia y otras variables de analisis. Ahora que los procedimientos de laboratorio
abarcan la deteccién de “todas” las cepas STEC aparecen otros serogrupos/serotipos

reportados en carne bovina uruguaya (portal RASFF, https://webgate.ec.europa.eu/rasff-

window/portal/?event=searchResultList y portal https://www.fsis.usda.gov/recalls).
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DISTRIBUCION DE SEROTIPOS DISTRIBUCION DE SEROGRUPOS
NO-0157

no-0157
i 0153 0111 oL

1% 11%

0103
11%

a ' b - 45%
b i B d
Grafico 2. a) Distribucion de serotipos de cepas locales estudiadas, se informa % con respecto al total (N=50)

b) Distribucidn de serogrupos en las cepas locales no-0157, se informa % respecto al total del grupo (N=9).

Con respecto a los serogrupos/serotipos presentes en los casos clinicos estudiados en esta
tesis correspondieron a: 0157:H7 (uno de un caso de ITU), 0145 (dos de dos casos de SUH),
026 (uno de un caso de SUH), 026:H11 (uno de un nifio con diarrea sangrinolienta), 0153:HNT

(uno de un nifio con diarrea), 0111 (uno de un nifo con SUH) (grafico 3).

AISLAMIENTOS CLINICOS

0111 en SUH 0157:H7 en
14% URO
15%

O153:HNT
14%
0145 en SUH
29%

026:Hllen

diarrea con

sangre
14% \_ 026 en SUH

L 14% 4

Grifico 3. Distribucion de serotipos de cepas locales estudiadas obtenidas de casos clinicos, se

informa % respecto al total del grupo (N=7).
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Electroforesis en Gel de Campo Pulsado

En la imagen 8 se muestra un perfil de campo pulsado de las cepas N2 39 a N2 48, a modo
ilustrativo de los resultados que se obtuvieron con esta técnica. En los carilles 1 y 12 se
observa el patrén de bandas que se obtiene para Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Braenderup, utilizada para normalizar el proceso. Los carriles 2 a 11 corresponden a las cepas

39 a 48 respectivamente.

Imagen 8. Perfil de Electroforesis en Gel de Campo Pulsado de las cepas 39 a 48 (carriles 2 a 11),

y de Salmonella enterica subsp. enterica serovar Braenderup (carriles 1y 12).

En la imagen 9 se presenta el dendograma de las cepas STEC 0157 y no 0157, donde se
observan siete pulsogrupos (definidos por una similitud > 80%). Desde arriba hacia abajo, el
primer pulsogrupo contiene a la mayoria de las cepas (n=32). Dentro de este hay aislamientos
de alimentos y de ganado, todos pertenecientes al serogrupo 0157. A su vez dentro de este
pulsogrupo hay tres pulsotipos (similitud mayor al 95%), con 2 o mas aislamientos. Uno de

ellos contiene 3 aislamientos (cepas N° 42, 47 y 40), otro contiene 5 aislamientos (cepas N°19,
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20, 14, 8 y 23) de los afios 2011, 2012, 2013 y 2014, algunos con identidades de hasta un
100%, lo que nos indica la presencia de variantes circulantes por algun periodo de tiempo. En
el tercer pulsotipo se ubican dos de los aislamientos correspondientes al clado 8 (cepas N° 2
y 4, obtenidas en los afios 2014 y 2015, ambas de alimentos) (A en el dendograma). En el
segundo pulsogrupo que contiene 3 aislamientos, estan ubicadas dos cepas 0157 aisladas en
2010y 2014 y un tercer aislamiento del 2017 proveniente de SUH (cepas 69- serotipo 0111),
gue presenta 81% de similitud con las anteriores (B en el dendograma). En el tercer
pulsogrupo se encuentra una cepa control de 0157 que se asocia con un 85.7% de homologia
con un aislamiento 0111 (C en el dendograma). En el cuarto pulsogrupo se ubican dos cepas
0145 provenientes de SUH, aisladas en los afios 2013 y 2017 (cepas 50 y 52) (D en el
dendograma). Asociadas a estas dos ultimas cepas, con un 76.2% de homologia, encontramos
la cepa 29 (clado 8). Posteriormente se observa una cepa que no aparece dentro de ningun
pulsogrupo, la cepa 46. En el quinto pulsogrupo se encuentran tres cepas, dos provenientes
de seres humanos (una de SUH, E. coli 54 del 2013, y otra de humanos E. coli 60 del 2009),
gue se asocian con una homologia del 86.7%, siendo ambas 026, y una tercera cepa
proveniente de ganado, también 026 (E. coli 67 del afio 2010), que presenta un 80% de
homologia con las anteriores (E en el dendograma). Luego aparece una cepa no asociada a
otros pulsotipos o pulsogrupos que es un aislamiento 026 (E. coli 65), que presenta una
homologia con las anteriores del 74.1%. En el pulsogrupo seis se ubican dos cepas con un
83.3% de homologia, una es la E. coli 61 proveniente de humano (0153) y una cepa de
coleccion (E. coli 63, 026) (F en el dendograma). En el séptimo pulsogrupo se encuentran dos
cepas 0103, que se asocian con un 86.7% de homologia, una es una cepa de coleccion (E. coli

64) y la otra proviene de alimentos (E. coli 56) (G en el dendograma).

58



Caracterizacion fenotipica y genotipica de cepas de Escherichia coli productoras de toxina shiga (0157 y no-0157) provenientes de alimentos, ganado y casos clinicos. Identificacién de
nuevos blancos ttiles para su deteccion y control

La mayoria de los aislamientos de origen humano analizados en esta tesis (presentes en el
Banco del Laboratorio de Bacteriologia) no correspondieron al serotipo 0157. Se observa una
rama con un 74% de identidad que nuclea tres cepas humanas y dos de ganado, todas ellas
026. Las cepas 0145 se presentaron agrupadas, pero no asociadas con la cepa 0145 de
referencia. La cepa 0157 proveniente de humanos se asocié con el pulsogrupo de PFGE que
redane la mayoria de las cepas 0157, y presentd un 85.7% de identidad con una cepa

recuperada de hamburguesas.

La asociacién de dos de los aislamientos del clado 8 en un pulsotipo diferente a las demas
cepas 0157, apoya la hipdtesis de Manning (Manning et al., 2008) que sostiene que el mismo
es un clado emergente con caracteristicas a nivel genético diferentes a los demas clados
circulantes, lo cual podria estar relacionado al hecho de que se presentan como cepas con
alta asociacién a enfermedad severa en humanos. El tercer aislamiento clado ocho
encontrado presentd una alta similitud con dos aislamientos humanos lo cual apoya este

hecho.

En este grupo analizado (n=41), las cepas 0157 del clado 8 representaron el 4,8% de total .
Teniendo en cuenta la distribucion de los serotipos STEC asociados a SUH en Uruguay, vy la
presencia de STEC 0157 en carne picada bovina para consumo humano y otros alimentos de
ese origen, podemos pensar que la mayoria de las cepas STEC 0157 recuperadas de alimentos
o de seres humanos (2 de ITU, una analizada en esta tesis) en ese periodo no tendrian un
elevado poder patdgeno. De todas formas como vimos antes, el resultado final de la

interaccién con STEC depente ademas de factores del hospedero.
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En ese sentido, en Europa en 2018 hubo 411 casos de SUH, y los serogrupos mayormente
recuperados fueron 026 (36,5%), 0157 (28,3%), 0145 (7,6%), 080 (6,7%) y 0111 (4,0%);
mientras que en el 4.0% de los casos el mismo no pudo ser determiando (EFSA, 2019).
Obsérvese que los serogrupos coinciden con los recuperados de seres humanos en este
conjunto de cepas estudiadas. Este resultado estaria a favor de que otros serogrupos no 0157
(026, 0111, 0145) serian los responsables de los casos de SUH en Uruguay ya que la mayoria
de los cultivos 0157 no serian virulentos o hipervirulentos como ocurre con los aislamientos

de ganado y de personas en Argentina.
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Imagen 9. Dendograma de las cepas STEC 0157 y no 0157, donde se detalla la fuente de aislamiento, el afio y el
serogrupo/serotipo. La linea roja indica el 80% de similitud. El recuadro verde muestras las dos cepas que

correspondieron al clado 8 y se asociaron con alta similitud en el dendograma.
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MLST

Se realizaron las PCR para los 7 genes housekeeping mencionados, se confirmd por
electroforesis en geles de agarosa la presencia de una banda Unica de ADN amplificado, y de
buena calidad de ADN a través de las determiancion de las relaciones A260/A280 vy
A260/A230 por nanodrop. Sin embargo, al enviar el ADN purificado a secuenciar, se

obtuvieron secuencias de mala calidad, por lo cual se decidié no continuar estos ensayos.

En las tablas 2 y 3 se presentan los secuenciotipos obtenidos a partir de los genomas
completos para los aislamientos evaluados utilizando los datos de Enterobase y del Instituto
Pasteur de Francia respectivamente. Los resultados obtenidos en ambas bases fueron
concordantes. Todas las cepas 0157 ensayadas correspondieron al secuenciotipo 11, que es
el secuenciotipo mas relacionado a casos clinicos y uno de los predominantes en cepas 0157
(Mellmann et al., 2008). Los aislamientos 2, 4 (clado 8, alimentos) y 24 (no clado 8, ITU) se
ubicaron en el mismo pulsogrupo en la PFGE, mientras que la cepa 29 se asocié en un
pulsogrupo diferente, pero con una similitud del 73 % con las anteriores. Con respecto a los
aislamientos no-0157, las cepas 50 y 52 que presentaron el mismo perfil de MLST (342) se
asociaron en el mismo pulsotipo de PFGE. Las cepas 54 y 60, ambas 026, presentaron el
mismo perfil de MLST y se asociaron en el mismo pulsogrupo de PFGE; ambas fueron
secuenciotipo 21, siendo este uno de los secuenciotipos predominantes en estudios de cepas
no-0157 provenientes de SUH, reportados por otros autores (Mellmann et al., 2008). Como
se menciond en el punto anterior, la cepa 61 (0153, ST 119) resulté ser similar a las cepas 026
en la PFGE, y la cepa 69 (0111) fue similar a las O157. Esta ultima correspondié al
secuenciotipo 16, el cual también fue reportado como uno de los cinco secuenciotipos mas

relacionados a casos clinicos en cepas STEC no-0157 (Mellmann et al., 2008). Los resultados
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del MLST y de la PFGE son concordantes y apoyan la idea de clonas circulantes que aparecen

tanto en ganado, como en los alimentos y en los casos clinicos.

Los analisis Burst realizados mostraron que el ST 119 constituye un singleton, y los
secuenciotipos 21y 16 estarian relacionados en un grupo. Los ST 11 y 342 aparecen como ST

fundadores (ver anexo IX).

Tabla 2. Resultados de MLST de los aislamientos evaluados, utilizando datos de Enterobase (Achtman M., 2008).

MLST- Enterobase

Codigo de Serogrupo/Serotipo Ao Perfil Secuenciotipo

aislamiento

adk fumC gyrB | led | mdh purA recA

2 0157:H7 2014 12 12 8 12 15 2 2
0157:H7 2015 12 12 8 12 15 2
29 0157:H7 2012 12 12 8 12 15 2 2
24 O157:H7 2011 12 12 8 12 15 2 2
50 0145 2017 1 46 69 1 20 34 7
52 0145 2013 1 46 69 1 20 34 7
54 026 2013 16 4 12 16 9 7 7
60 026 2009 16 4 12 16 9 7 7
61 O153:HNT 2009 48 46 43 45 11 34 35
69 o111 2017 6 4 12 16 9 7 12

Tabla 3. Resultados de MLST de los aislamientos evaluados, utilizando datos del Instituto Pasteur de Francia.

MLST - Pasteur

Codigo de = Serogrupo/Serotipo = Ano Perfil
aislamiento

dinB icdA pabB polB | putP @ trpA @ trpB uidA
2 0157:H7 2014 59 110 88 63 93 84 86 83
4 0157:H7 2015 59 110 88 63 93 84 86 83
29 0157:H7 2012 59 110 88 63 93 84 86 83
24 0157:H7 2011 59 110 88 63 93 84 86 83
50 0145 2017 | Nuevo 91 193 3 25 31 18 Nuevo
52 0145 2013 | Nuevo 91 193 3 25 31 18 Nuevo
54 026 2013 5 3 4 52 84 1 4 66
60 026 2009 5 3 4 52 84 1 4 66
61 O153:HNT 2009 11 nuevo nuevo 52 25 31 18 Nuevo
69 o111 2017 5 3 4 52 95 1 4 66
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CAPITULO 2
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CAPITULO 2. Estudio de los genes stx, eae, sus variantes, otros genes de
virulencia, sitios de insercion de LEE y clados de virulencia de las cepas

€1 examen

En el capitulo 2, se estudié por PCR la presencia de los genes stx1, stx2 y eae, y sus variantes,
asi como la presencia de otros genes implicados en la virulencia, principalmente genes
relacionados a la adherencia bacteriana a células eucariotas. Esto permitié conocer la
distribucién de los diferentes atributos de virulencia seleccionados y sus variantes en este

conjunto de cepas.

También se analizaron los sitios de insercion de la isla de patogenicidad LEE, asi como los
clados a los que pertenecen las cepas 0157, a los efectos de profundizar en las caracteristicas

gendmicas y de virulencia de las cepas analizadas, respectivamente.

En comparacién con las cepas de E. coli no patdgenas con tamafios de genoma de 4,5 a 5
Mbp, las E. coli patégenas con frecuencia llevan ADN adicional y alcanzan sus genomas
tamanos de hasta 5.9 Mbp. Este ADN adicional es a menudo localizado en plasmidos, profagos
o islas gendmicas, los cuales podrian adquirirse mediante transferencia horizontal de genes.
Las islas gendmicas son regiones de ADN distintas que suelen ser superiores a 30 kbp, y su
contenido de GC difiere del genoma del hospedador. A menudo estan flanqueados por
secuencias de insercién o repeticiones directas. Cuando en ellas estan presentes genes
adicionales asociados a patogenicidad, son también conocidas como islas de patogenicidad

(PAI) (Saile et al., 2018).
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Metodologia

Deteccion de stx1 y stx2 y sus variantes por PCR

Los genes de virulencia stx1/stx2 se determinaron por multiplex PCR segun el procedimiento
descripto por Pollard et al., 1990, y las variantes de estos genes se analizaron por PCR segun
Scheutz et al., 2012. Para stx1 se analizaron las variantes stx1a, stxic y stx1d mientras que
para stx2 se estudiaron las variantes stx2a, stx2b, stx2c y stx2d. Las variantes stx2e y stx2f se
decidieron no estudiar ya que corresponden a variantes poco asociadas a enfermedad en
humanos: la variante stx2e se la ha relacionado con la enfermedad edematosa en cerdos

mientras que la variante stx2f ha sido vinculada a aves (Friedrich et al., 2002).

Todas las PCR a tiempo final de esta tesis se realizaron en un termociclador GeneAmp®, PCR

System 2700, Applied Biosystem.

Los productos de PCR se separaron por electroforesis en gel de agarosa al 2%, con posterior
tincién con Bromuro de Etidio (Green and Sambrook, 2012) utilizando un marcador de 100 pb

(Biolyne).

Deteccion del gen eae y sus variantes

El gen que codifica para la intimina (eae) y sus variantes eae_y1 y eae_1, se estudiaron por
PCR segun los procedimientos descritos por Gannon y Blanco respectivamente (Gannon et al.,
1993; Blanco et al., 2005). Cabe sefialar que solo se estudiaron dos variantes basados en

resultados anteriores con STEC de estos serogrupos.

Los productos de PCR se separaron por electroforesis en gel de agarosa al 2%, con posterior
tincién con Bromuro de Etidio (Green and Sambrook, 2012) utilizando un marcador de 100 pb

(Biolyne).
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Deteccion de genes asociados con la virulencia

Se selecciond previamente un conjunto de genes de virulencia adicionales de STEC,
principalmente relacionados a estructuras de la superficie bacteriana que participan de la
adherencia a diferentes células eucariotas y otros vinculados a la reorganizacion de la actina
en la formacidén del pedestal. Cabe sefialar que esta es una vision parcial y que claramente es

superada por los resultados que se podrian obtener con la WGS.

PCR para katP. Se realizé la amplificacidn del fragmento de 2126 pb correspondiente al gen

katP, segun el procedimiento descrito previamente (Brunder et al., 1996, Kado et al., 1981).

PCR para espP. Se realizé la amplificacion del fragmento de 1830 pb correspondiente al gen

espP, segun el procedimiento descrito previamente (Pradel et al., 2008, Kado et al., 1981).

PCR para esp]. Se realizé la amplificacion del fragmento de 700 pb correspondiente al gen
espJ, segun el procedimiento descrito previamente (Marches et al., 2008, Garmendia et al.,

2005).

PCR para tccP. La deteccidn de este gen (amplicon 1000 pb), se realizd por PCR segun lo

descrito por Garmendia et al. (Garmendia et al., 2005).

PCR para el gen de Ipf. Se realizé segun el procedimiento descrito por Torres et al. (Torres

et al., 2009), (tamafio de amplicén entre 400-500 pb).

PCR para el gen de hcpA. Se utilizo el procedimiento descrito por Xicohtencatl et al.

(Xicohtencatl et al., 2007), con un tamano de amplicdn entre 800-900 pb.

PCR para el gen de F9 FIMBRIAE. Se realizé siguiendo el procedimiento descrito por van

Wurpel et al. (Wurpel et al., 2014), con un tamafio de amplicdn entre 600-700 pb.
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PCR para el gen iha. Se realiz6 siguiendo el procedimiento descrito por Schmidt (Schmidt et

al., 2001).

Clados de virulencia

Para el caso de los aislamientos STEC 0157 se estudié a qué clado de virulencia pertenecen,
tipificando SNPs (single nucleotide polymorfisms) objetivos, utilizando PCR en tiempo real con
cebadores horquilla. Se utilizo el termociclador RotorGene Q de Qiagen. Los clados 1a3y 8
se identificaron utilizando los SNPs descritos por Riordan et al., en 2008 (ver tablas 4y 5). La
técnica se basa en realizar PCR con dos juegos de primers para definir cada SNP. Para cada
sitio se hacen 2 reacciones. Ambas utilizan un primer comuin C en un caso con un primer de
referencia (R) y en la otra reaccién otro cebador con una mutacidn en la ultima base del
primer diagndstico (D), que pone de manifiesto la sustitucidn. Sila secuencia es mas especifica
para el primer R, por ejemplo, la reaccién de amplificaciéon es mas eficiente, se obtiene mas
ADN vy el valor de CT es menor. Se debe entonces calcular la diferencia de los CT entre el
obtenido con el cebador R y con el D. Hay SNPs que son diagnésticos, por ejemplo, una A
(adenina) en posicion 539 diagnostica clado 8, si no es A hay que seguir analizando para la
siguiente posicién que es la 1060. Las posiciones 539, 1060, 438, etc, son las posiciones del
SNP en el gen de interés, contando a partir del ORF (marco abierto de lectura). Cabe sefialar
gue hay casos en los que el primer D es el forward y otros en los que es el reverse, y se analiza
de diferente manera la letra en esa posicidén: cuando el diagndstico es el reverse, leo la letra

del complementario al primer, mientras que si es forward leo la letra del primer.
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Tabla 4. Primers horquilla y SNP objetivo.

ID* y cebador

ECs2357

539C-RHP

539A-RH

539-F

ECs2521

1060G-FHP

1060T-FHP

1060-R

ECs3881

438C-FHP

438T-FHP

438-R

ECs4130

630C-RHP

630T-RHP

630-F

Objetivo (clados(s))**

R (1-7,9)
D(8)

Common

R (2-9)
D (1)

Common

R (3-9)
D(L,2)

Common

R (4-9)
D(1,2,3)

Common

Secuencia (5°---3")

whx

CCGAGCGTTTTCCAGTGGCTCGG

ACGAGCGTTTTCCAGTGGCTCGT

GAATCTGCAGGCCAAAATTTC

CGTGTAACTGCGCAACTGCCAGAACAGTTACACG

AGTGTAACTGCGCAACTGCCAGAACAGTTACACT

TTCGGAGCCCCGGTTATT

GGTGCACATTACGACTAAGACGTGTGCACC

AGTGCACATTACGACTAAGACGTGTGCACT

GGACAGGCGACCATGCAG

CGGCTTAATCTGTACTGCGTTGATTAAGCCG

TGGCTTAATCTGTACTGCGTTGATTAAGCCA

GGCACCGTTGTGCTGCTTAT

* El identificador de locus (ID) se basa en el genoma publicado de E. coli 0157: H7 Sakai (n2 de acceso a GenBank BAOO00O07). ** El objetivo

del cebador HP es para la secuencia de referencia (R) o de diagnéstico (D); el (los) clado (s) para los que los cebadores HP son especificos se

dan entre paréntesis. Los cebadores comunes son inespecificos. *** Las secuencias de cebadores se basan en la secuencia de E. coli 0157:

H7 Sakai; Las regiones de HP estan subrayadas y los SNP en negrita. (tomado de Riordan et al., 2008).

Tabla 5. Perfiles SNP de cepas.

CLADO™ O CEPAS PERFIL SNP™**
539 (C/A) 1060 (G/C) 438 (C/T) 630 (C/T)
1 c c* T* T*
2 c G T* T*
3 c G C T*
4 c G C C
5 C G C C
6 C G C C
7 c G C C
8 A* G C C
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9 ‘ C G C C
K12 ‘ C G C C
**Basado en el trabajo de Manning et al., 2008. El perfil SNP se asocia con el clado respectivo. El SNP se describe en términos de la
posicién de los nucledtidos dentro del ORF, y el polimorfismo se da en paréntesis. Los asteriscos denotan SNP de diagndstico. (tomado de

Riordan et al., 2008).
Sitios de insercion de la isla de patogenicidad LEE

La ocupacion del sitio de integracion cromosomal del locus de borramiento de enterocitos
(LEE), fue analizada segun el procedimiento descripto por Hauser et. al., 2013. Se estudiaron
los sitios de insercion selC, pheU y pheV. Se utilizd E. coli K12 como control negativo, que no

tiene ninguno de estos sitios ocupados.
Analisis estadistico

Los resultados de frecuencia absoluta entre los grupos 0157 y no-0O157 se compararon
utilizando el test de chi cuadrado, y en caso de corresponder se aplicé la correccién de Yates
(Sokal y Rohlf, 1998), para determinar si habia diferencias estadisticamente significativas
entre las proporciones encontradas de genes. También se realizaron analisis de asociacion
entre la presencia de algunos genes o los sitios de ocupacién de la Isla LEE y los grupos 0157
y no-0157, utilizando el test de chi cuadrado. En los casos en que la frecuencia en alguno de
los grupos fue menor a cinco, se realizo el test exacto de Fisher. Los valores de p <0,05 se
consideraron estadisticamente significativos. Todos los analisis estadisticos se realizaron con

el programa Past (version 4.03) (Hammer y Harper, 2001), y se presentan en el anexo VIII.
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Resultados y Discusion

Deteccion de los genes stx1, stx2 y sus variantes por PCR

Se determiné la distribucidn de los genes stx1, stx2, y sus variantes en todos los aislamientos
(ver tabla 6 donde se presentan los aislamientos locales y anexo |l para las cepas de referencia

y control).

Tabla 6. Distribucion de los genes de virulencia stx1, stx2 en todos los aislamientos locales analizados y

sus variantes.

Variantes stx1 stx2 Variantes stx2

Serotipo/Serogrupo stx1

Aislamiento Origen

Alimentos 0157:H7 A 933) C
_ Alimentos 0157:H7 A/C/D
_ Alimentos 0157:H7 A933)/C C
_ Alimentos 0157:H7 A/C
_ Alimentos 0157:H7 A 933J/C
Alimentos 0157:H7 A933l/C A/C
_ Alimentos 0157:H7 A 933J/C A/C/D
_ Alimentos 0157:H7 A/C/D
Alimentos 0157:H7 A/C/D
Alimentos 0157:H7 A/C/D
Alimentos 0157:H7 A/C/D
Alimentos 0157:H7 A/C/D
Alimentos 0157:H7 A933)/C D
Alimentos 0157:H7 A 933J/C A/C/D
Alimentos 0157:H7 A933)/C D
Alimentos 0157:H7 A933J/C A/D
Alimentos 0157:H7 c/D
_ Alimentos 0157:H7 A933J/C c/D
Hamburguesa 0157:H7 - A/C
_ ND 0157:H7

_ Alimentos 0157:H7 - D
_ Humano 0157:H7 A933l/C A/C
_ Animal 0157:H7 A933)/C A/C/D
Alimentos 0157 A 933) A/C/D
_ Alimentos 0157:H7 A933)/C A/C/D
_ Alimentos 0157 - A/D
_ Alimentos 0157:H7 A933l/C A/C/D
Alimentos 0157:H7 A/C/D
_ Alimentos 0157:H7 A933)/C c/D
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Alimentos
Alimento carne picada

Alimento

»
[y

Alimento carne picada
Alimentos
Alimentos

Cuero Ganado

Alimentos

Carne

H
~N

Carne
Carne
Alimentos

Humano (sindrome
urémico hemolitico
nifio)
Alimentos
Humano (sindrome
urémico hemolitico)
Humano (sindrome
urémico hemolitico)
Alimentos

Humano

[y

Humano
Ganado

Ganado
Humana (SUH)

0157:H7
0157:H7
0157:H7
0157:H7
0157:H7
0157:H7
0157:H7

0157:H7
0157:H7
0157:H7

0157:H7
0157:H7
0145

0157:H7
0145

026

0103
026:H11
O153:HNT
026

026
0111

A933J/C
A933J/C
A933J/C
A933J/C
A933J/C
A933J/C

nd
A 933J/C

nd

A933J/C
A933J/C

A933J/C
nd

+ c/D
+ nd

+ A/C
+ A/C/D
+ A/C/D
+ A/C/D
+ A/C/
+ A/C/D
+ A/C/D
+ A/C
+ A/C
+ A/C/D
+ A/C
+ A/C
+ A/C
+ A

+ nd

+ nd

Al analizar la distribucidon de estos genes en este conjunto de aislamientos locales y en

relacion al serogupo/serotipo (grafico 4, tabla 7 y anexo VIII) se observa que en el caso de los

aislamientos 0157, el 59% de los mismos presentaron el gen stx1, el 95% el gen stx2, y el 51%

combinaciones de ambos. Por lo cual el gen stx2 seria el de mayor prevalencia en las cepas

de este serogrupo analizadas.

Con respecto a los aislamientos no-0157, la distribucion de los genes stx fue la siguiente, 67%

presentaron el gen stx1, 67% el gen stx2 y el 33% de los aislamientos locales combinaciones

de ambos, presentdndose el gen stx2 con igual prevalencia que el gen stx1, y una menor

combinacidn de ambos genes si se compara este resultado con el obtenido en los aislamientos

0157.
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No se observaron asociaciones entre los genes stx1, stx2 o ambos en relacion a los grupos

0157 vs. no-0157 con significancia estadistica (ver anexo VIII).

Si extrapolamos estos resultados al total de aislamientos locales estudiados, el 60% presentd
al gen stx1, el 90% el gen stx2 y el 48% combinaciones de ambos genes. Podemos afirmar
entonces que, el gen stx2 es el que se presenta con mayor prevalencia en este conjunto de
cepas. Si comparamos estos resultados con el analisis realizado en los aislamientos de origen
humano, observamos que en los mismos los porcentajes de prevalencia aumentan para el
gen stx1 (71%), asi como para la combinacion de ambos genes en el mismo genoma (57%),
mientras que el gen stx2 (86%) presenta una prevalencia similar. Por lo cual las cepas STEC
responsables de procesos infecciosos en seres humanos incluidas en este trabajo, son
portadoras de un mayor nimero de estos genes que las cepas recuperadas de alimentos. En
este sentido se deberian estudiar los fagos presentes en el comosoma de cada bacteria ya
gue algunos autores afirman que la presencia de mds de un fago Stx idéntico coexistiendo en
el cromosoma de la misma bacteria, contrariamente a lo que indica la teoria de inmunidad
fagica descrita para el fago A, genera una interferencia, que produce una disminucion en la
induccion de ambos fagos, disminuye por tanto la produccidon de la toxina y como
consecuencia la cepa resultaria menos virulenta. En el trabajo desarrollado por SerraMoreno,
utilizaron una E. coli K12 para colocar las construcciones, la toxina Shiga se cuantifico
mediante inmunoensayos y mediante ensayo de citotoxicidad en células Vero. Los resultados
indican que la presencia de mds de un profago en el cromosoma del huésped podria
considerarse como un mecanismo para permitir la retencion genética en la célula, al reducir
la activacion del ciclo litico y, por tanto, la patogenicidad de las cepas (SerraMoreno et al.

2008).
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Los mismos autores sefialan que los fagos no solo servirian entonces como reservorios para
los genes stx, sino que participarian en la regulaciéon de la produccién de la toxina, siendo la
movilidad de genes mediada por fagos un mecanismo de evolucidén bacteriana altamente
complejo (SerraMoreno et al. 2008). Sin embargo, los resultados en las cepas STEC
recuperadas de seres humanos en el conjunto de cepas locales estudiadas sugieren lo
contrario a lo arriba expresado y serian concordantes con trabajos que reportan que las cepas
de STEC con dos copias de un gen stx produjeron significativamente mds Stx in vitro que las
cepas del mismo serotipo que contenian una sola copia del mismo gen stx (Bielaszewska et
al. 2006b). Por el contrario, se ha identificado alguna evidencia de competencia con Stx en E.
coli 0157:H7 patdgena de tipo salvaje. Se debe profundizar en los estudios de 0157 vs. no-
0157 que mostrarian una tendencia mayor para adquirir material genético incluyendo genes

de resistencia (Sasaki et al., 2012).

% Genes stx

95
100 90 86

80 67 67
59 51 60

60
40
20

0157 (total No 0157 Totales (50) Humanas
41) (total 9) (total 7)

Wstxl  stx2 M stx1/stx2

Grafico 4. Distribucién de los genes de virulencia stx1 y stx2, discriminados por serogrupo
y aislamientos de origen humano informados como porcentaje dentro de cada grupo en

los aislamientos locales.
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Tabla 7. Distribucion en los aislamientos locales de los genes de virulencia stx1, stx2 y sus variantes asociadas a cepas

0157 y no-0157, asi como a aislamientos de origen humano. (nd: no determinado).

Variantes de stx1

Aislamientos stx1 stx2 stx1/stx2 stxla stxlc stx1d stxla,c solo stxla Nd
0157 (total 41) 24 (59%) 39 (95%) 21 (51%) 23 (56%) 21 (51%) 0 (0%) 21 (51%) 2 (5%) 0 (0%)
no-0157 (total 9) 6 (67%) 6 (67%) 3 (33%) 4 (44%) 3 (33%) 0 (0%) 3 (33%) 1(11%) 2 (22%)
Totales (50) 30 (60%) 45 (90%) 24 (48%) 27 (54%) 24 (48%) 0 (0%) 24 (48%) 3 (6%) 2 (4%)
Humanas (total 7) | 5 (71%) 6(86%) | 4(57%) 2 (29%) 2(29%) | 0(0%) 2 (29%) 1 (14%) 2 (29%)
Aislamientos stx2a | stx2 stx2c | stx2d | stx2a/stx2c = stx2a/stx2d = stx2c/stx2 stx2a/stx2c/ | solo solo solo
b d stx2d stx2a stx2c stx2d
0157 (total 41) 28 0 32 28 7 (17%) 2 (5%) 4 (10%) 19 (46%) 0 (0%) 2 (5%) 3(7%)
(68%) (0%) (78%) (68%)
no-0157 (total 9) = 5 0 4 0(0%) | 4(44%) 0(0%) 0(0%) 0 (0%) 1(11%) | 0(0%) 0 (0%)

(56%) | (0%) | (44%)

Totales (50) 33 0 36 28 11 (22%) 2 (4%) 4 (8%) 19 (38%) 102%) | 2(4%) 3 (6%)
(66%) | (0%) | (72%) | (56%)

Humanas (total 5 0 4 0 4(57%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(14%)  0(0%)  0(0%)

7) (71%) | (0%) | (57%) @ (0%)

En la tabla 7 (para los aislamientos locales y anexo Il para las cepas de referencia y control),
también se presenta un resumen de las variantes de los genes stx1 y stx2, discriminadas por
serogrupo, asi como un detalle de los aislamientos de origen humano. Los mismos resultados
se muestran en el grafico 5. Cabe destacar con respecto a esta técnica que al utilizar la
temperatura de annealing reportada en el trabajo original se obtuvieron resultados que no
fueron concordantes con las posteriores secuenciaciones gendmicas, encontrandose varios
falsos positivos para los genes stxlc y stx1ld; este problema esta reportado en el trabajo
original. Por este motivo se debieron repetir los ensayos, modificando en varios grados las
temperaturas de annealing, llegandose a utilizar valores de 68°C con el objetivo de adaptar la
tecnologia a las condiciones y equipos que disponemos en nuestro laboratorio. Teniendo en

cuenta los resultados obtenidos para la variante stx2d, los mismos deberian confirmarse por
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WGS, aunque hay trabajos similares que no usan WGS e informan los resultados de la

tipificacion por PCR.

Se han podido conocer las distribuciones de las variantes de los genes stx1 y stx2 productores
de toxina Shiga. En el caso de stx1 la variante a se presentd con mayor frecuencia tanto al
analizar los aislamientos 0157, los no-0157, asi como el total de cepas, mientras que para los
aislamientos humanos las variantes a y c presentaron la misma frecuencia. Cabe destacar que
en dos de los aislamientos no se ha podido determinar la variante correspondiente a este gen,
pudiendo ser la cuarta variante reportada para el gen stx1, la stxle hasta el momento

relacionada a Enetrobacter cloacae (FAO, 2018).

Con respecto al gen stx2, stx2c es la variante con mayor prevalencia si el analisis se realiza
con respecto a los aislamientos 0157 y a los totales, en cambio si se analizan las cepas no-
0157, asi como los aislamientos de origen humano, la variante stx2a es la que presenta mayor
prevalencia. La combinacién de las variantes a (asociada a procesos severos), c y d (este
resultado deberia ser confirmado), resultd ser la mas frecuente tanto en los aislamientos
0157 como en el total, mientras que la combinacién a y c fue la mas frecuente en las cepas
no-0157 y en las humanas. Con respecto a las cepas 0157 del clado 8, las variantes
encontradas fueron stx2a, stx2c y stx2d (que no se confirmo por WGS) para la cepa N°2, stx2a,
stxc para la cepa N°4 y stx2a y stx2d para la cepa N°29. El haber encontrado la variante a en
una elevada prevalencia (71%) de los aislamientos obtenidos a partir de casos clinicos, es
concordante con lo reportado por otros autores previamente (Friedrich et al., 2002; Beutin et
al., 2012; Joseph et al., 2020), al igual que la combinacidn a y c en aislamientos provenientes

de casos clinicos (Oderiz, et al.,, 2018). La variante stx2a mostrd las tasas mas altas de
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asociacién con SUH, hospitalizacidn y se asocia a casos severos segun el Ultimo informe de la

EFSA (EFSA, 2020).

Variantes de stx1 y stx2
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Grafico 5. Distribucion en los aislamientos locales estudiados de las variantes de los genes
de virulencia stx1 y stx2, discriminados por serogrupo y aislamientos de origen humano

informados como porcentaje dentro de cada grupo.

Deteccion del gen eae y sus variantes

Se determind la distribucion del gen eae que codifica para la proteina de membrana externa
intimina, responsable de la adherencia estrecha de STEC con los enterocitos, y de las variantes
estudiadas Y1 y B1, en los aislamientos objeto de estudio (ver tabla 8, grafico 6, anexo VIII
para las cepas locales y anexo |l para las cepas de referencia y controles). El gen eae se detectd
en el 94% de las cepas estudiadas, estando presente en 38 aislamientos 0157 (93%) y en 9
aislamientos no-0157 (100%). Al realizar el analisis en los aislamientos de origen clinico se

observé que el 100% de los mismos presentaron este gen, de acuerdo con la sugerencia de
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gue su presencia se asocia con su capacidad patogénica, aunque, como vimos antes, su

ausencia no la descarta.

La variante Y1 resulto ser la Unica identificada en las cepas 0157 con una prevalencia del 66%,
no habiéndose encontrado en este serogrupo la variante B1 (lo cual es un resultado
esperable), hubo 11 aislamientos de este grupo que no correspondieron ni a Y1 ni a B1, por
lo cual no se asigno a que variante corresponden. Para las cepas no-0157 solo se identifico la
variante B1, con una prevalencia del 67%. Cabe sefialar que en los aislamientos no-0157 no
se identificd la variante en 3 casos (0103, O153:HNT (caso clinico) y 026 (ganado). En los
aislamientos de origen humano se encontraron ambas variantes, siendo la B1 la mas
frecuente (71%), este hecho esta relacionado a los serotipos correspondientes a las cepas de
este grupo. Por lo tanto, debido a que no se contaba con todos los cebadores y no se
secuenciaron todas las cepas para ver otras variantes asociadas a los serogrupos estudiados
aqui, en un total de 14 cepas no se pudo determinar a qué variante correspondian. Se
observaron asociaciones entre los genes Y1 y B1 en relacidn a los grupos 0157 vs. no-0157

con significancia estadistica (ver anexo VIII).

Ensayos posteriores podrian evaluar otras variantes en este conjunto de cepas ya que solo se
buscaron las variantes previamente mencionadas y se ha reportado previamente que algunas
cepas 0157 portan la variante alfal/2 y cepas 026 la variante B1/2. Por su parte las cepas
045 y 0103 pueden tener la variante épsilon (€), esta variante posee 948 aminoacidos (aa) y
comparte la mayor identidad de secuencia global con intimina B, aunque el andlisis de los
ultimos 280 aa C-terminales sugiere una mayor similitud con las intiminas ay y (Oswald et al.,

2000).
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Tabla 8. Distribucion en los aislamientos locales del gen de virulencia eae y sus variantes asociadas al

serotipo 0157 y no-0157, asi como a aislamientos de origen humano. Se informan los porcentajes

correspondientes en relacidn al total de aislamientos por grupo.

Aislamientos locales

eae variante eae Y1 variante eae B1 ND
38 (93%) 27 (66%) 0 (0%) 11 (27%)
9 (100%) 0 (0%) 6 (67%) 3 (33%)
47 (94%) 27 (54%) 6 (12%) 14 (28%)
7 (100%) 1 (14%) 5 (71%) 1 (14%)

Humanas (total 7)

GEN eae Y SUS VARIANTES Y1 Y B1
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20
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variante eae 681

Grafico 6. Distribucion en los aislamientos locales del gen de virulencia eae y sus variantes

eae Y1 y eae 81, discriminados por serogrupo

informados como porcentaje dentro de cada grupo.

y aislamientos de origen humano

Ensayos futuros deberian evaluar si las cepas 0157 que dieron negativo a gamma 1 podrian

presentar una nueva variante, andlogo a lo reportado previamente en cepas EPEC aisladas de

nifilos en nuestro pais, donde se identificaron dos nuevas variantes (uB and ¢R/B2B) (Blanco

et al., 2006). La regién N-terminal de la molécula de Intimin es conservada, y la secuencia C-
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terminal variable, define al menos 27 subtipos de Intimin diferentes. EHEC O157: H7 se

caracteriza por el subtipo Intimin y1 (Menezes et al., 2011).

Deteccion de genes asociados con la virulencia

En relacion a la presencia de otros genes implicados en la virulencia, principalmente genes
relacionados a la adherencia bacteriana a células eucariotas se analizé la presencia de los
genes tccP, espl, F9, iha, Ipf, hcpA, katP y espP. Se evidencio una rica distribucion de estos
factores de virulencia adicionales (ver tabla 9 para cepas locales y anexo Il para cepas de
referencia y controles). El gen Ipf se detectd en el 88% de los aislamientos, mientras que iha
se presentd en el 86% de los aislamientos (ver tabla 10). En lo que respecta a hcpA se presentd
en el 68% de los casos mientras que F9 es un gen que se detectd en el 92% de los aislamientos
STEC; tccp y esp) son genes que presentaron ambos alta prevalencia en los aislamientos 0157
(95%). KatP se presentd con una prevalencia del 50% en el total de aislamientos, y espP 78%.
En todos los casos se presentaron con una mayor frecuencia en las cepas 0157 que en las no-

0157 con significancia estadistica (ver anexo VIII).

Las cepas O157: H7 contiene dos loci Ipf no idénticos, homdlogos a las fimbrias polares largas
(LPF) de Salmonella enterica serovar Typhimurium. La expresion del operdn Ipf 1 de E. coli
0157:H7 (Ipfl) en E. coli K-12 se ha asociado con una mayor adherencia a las células cultivadas

en tejidos y con la aparicién de fimbrias largas (Farfan et al., 2011).

La adhesina homdloga de IrgA (lha), codificada por iha, es una proteina que confiere
adherencia y también un receptor de siderdforo distribuido entre las cepas de STEC negativas
a LEE, STEC LEE positivas, asi como E. coli uropatdégeno. Se ha reportado la presencia de
diferentes subtipos de iha en cepas de STEC LEE-negativas. Se describid por primera vez como

una adhesina en una cepa STEC 0157: H7, y se denomind “adhesina homdloga IrgA” debido
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a la homologia compartida con la IrgA de Vibrio cholerae. El gen iha se ha encontrado en islas
gendmicas duplicadas (llamadas OI-43 y OI-48), en elementos genéticos mdviles que codifican
otros factores de virulencia implicados en la patogenicidad humana, plasmidos e islas de
patogenicidad (PAIl). Por ejemplo, el plasmido pO113 codifica varias toxinas y adhesinas como
EhxA, Saa, SubAB e Iha; el locus de actividad de protedlisis de PAI (LPA) codifica Espl e Iha. lha
también ha sido encontrado en un nuevo PAI, el Locus of Adhesion and Autoagregation (LAA),
una isla de patogenicidad presente en cepas emergentes de Escherichia coli productoras de

toxina Shiga (Colello et al., 2019).

En las STEC de 0157, el cluster ehx se encuentra en un plasmido llamado pO157. Tres

supuestos genes de virulencia derivados de pO157 son toxB, katP y espP (Fu et al., 2019).

F9 determina las fimbrias responsables del tropismo que exhibe E. coli 0157: H7 para el recto
terminal del ganado. Las fimbrias se denominaron fimbrias de E. coli “F9”, identificadas en la

O-isla 61 (Low et al 2006).

Tccp es propia de STEC, es una proteina de acoplamiento Tir-citoesqueleto (también conocida
como EspF (U), que participa en el ensamblaje de actina en la formacion del pedestal, como
molécula adaptadora, desencadenando la polimerizacidon de actina localizada junto a EspF.
TccP se transporta en el profago CP-933U, formando un operdn con el gen espJ corriente

arriba (Garmendia et al., 2005; Matussek et al., 2017).

Por otra parte, la catalasa-peroxidasa (katP), se encuentra codificada en el plasmido pO157
de STEC junto a otros factores de virulencia, aportando genes para adhesina ToxB57,
metaloproteasa dependiente de zinc (StcE) y para la enterohemolisina (Ehx) (Farfan et al.,

2016).
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Tabla 9. Distribucion de los genes de factores responsables de virulencia adicionales a los tipicos de STEC en

aislamientos locales.

Genes de virulencia adicionales

Aislamiento Origen Serotipo Ipf hcpA Iha F9 tccP espJ katP espP
1 Alimentos 0157:H7 + + + + + + + +
2 Alimentos 0157:H7 + + + + + + - +
3 Alimentos 0157:H7 + + + + + - 4 s
4 Alimentos 0157:H7 + + + + + + - +
6 Alimentos 0157:H7 + + + + + + + +
7 Alimentos 0157:H7 + - + + + + - +
8 Alimentos 0157:H7 + + + + + + o +
9 Alimentos 0157:H7 + - + + + + + +
10 Alimentos 0157:H7 + + + + + + + +
12 Alimentos 0157:H7 + - + + + + + +
13 Alimentos 0157:H7 + + + + + + + +
14 Alimentos 0157:H7 + + + + + + - +
15 Alimentos 0157:H7 + + + + + + o +
16 Alimentos 0157:H7 + + + + + + + +
17 Alimentos 0157:H7 + + - + + + + +
18 Alimentos 0157:H7 + + + + + + + +
19 Alimentos 0157:H7 + + + + + + + +
20 Alimentos 0157:H7 + - + + + + + +
21 Hamburguesa 0157:H7 + - + + + + + +
22 ND 0157:H7 - - - - - - -
23 Alimentos 0157:H7 + - + + + + o +
24 Humano 0157:H7 + - + + + + - -
25 Animal 0157:H7 + - + + + + o +
27 Alimentos 0157 + + + + + + + +
28 Alimentos 0157:H7 + + + + + = + +
29 Alimentos 0157 + + + + + + - +
30 Alimentos 0157:H7 + + + + + + + +
31 Alimentos 0157:H7 + + + + + + - +
34 Alimentos 0157:H7 - + + + + + + +
36 Alimentos 0157:H7 + - + + + - - -
39 Alimento carne 0157:H7 + + + + + + = +

picada
40 Alimento 0157:H7 + - + + + + - +
41 Alimento carne 0157:H7 + + + + + + = +
picada
42 Alimentos 0157:H7 + - - + + + - +
43 Alimentos 0157:H7 + + + + + + + +
44 Cuero Ganado 0157:H7 + + + + + + + -
45 Alimentos 0157:H7 + + + + + + + o
46 Carne 0157:H7 + + + + + + + +
47 Carne 0157:H7 + + + + + + + +
48 Carne 0157:H7 + + + + + + - -

82



Caracterizacion fenotipica y genotipica de cepas de Escherichia coli productoras de toxina shiga (0157 y no-0157) provenientes de alimentos, ganado y casos clinicos. Identificacién de

49
50

51
52

54

56
60
61
67

68
69

Alimentos

Humano
(sindrome
urémico
hemolitico nifio)
Alimentos

Humano
(sindrome
urémico
hemolitico)
Humano
(sindrome
urémico
hemolitico)
Alimentos

Humano
Humano
Ganado

Ganado
Humana (SUH)

0157:H7
0145

0157:H7
0145

026

0103
026:H11
0153:HNT
026

026
0111

nuevos blancos ttiles para su deteccion y control

+ +
¥
+ +
+ +
+ +
+ +

Con respecto a los aislamientos de origen humano, también mostraron una rica distribucion

de estos factores: Ipf e ihA se detectaron en el 57% de los aislados, mientras que se determino

la presencia de hcpA, F9 y espJ, en el 43% de los casos (ver tabla 10 y gréafico 7). Los genes

tccp, espP y katP solo se determinaron en un aislamiento humano (14% de prevalencia), en el

caso de tccp correspondio al serotipo O157:H7, espP al serogrupo 0145 y katP a 026. Estos

son resultados esperables ya que en otros trabajos se han comunicado hallazgos similares

donde el gen tccp fue detectado solo en cepas STEC O157:H7, mientras que las cepas 0145

fueron positivas para espP (Monaghan et al., 2011).

En un trabajo de Garmendia y colaboradores, se analizaron un total de 172 aislamientos de

STEC no-0157, de origenes y fuentes similares, y se encontrd que carecian del gen tccP. Estas

cepas pertenecian a los siguientes serogrupos (el nimero de cepas se indica entre paréntesis):

01 (1), 05 (10), 09 (1), 015 (12), 016 (5), 025 (1), 026 (22), 0111 (46), 0112 (1), 0113 (20),

0116 (1), 0118 (2), 0121 (2), 0123 (1), 0128 (12), 0130 (2), 0145 (5), 0147 (1), 0153 (2),

0163 (6), 0168 (1), NT (13) y R (5) (Garmendia et al., 2005), sin embargo en las cepas locales
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analizadas se encontrdé un aislamiento no-0157 positivo para tccp, correspondiente al
serotipo 0103. Para el caso de STEC 0157:H7, los aislados eran tccP +. Por el contrario, la
presencia de tccP en cepas de STEC pertenecientes a serogrupos distintos de 0157 fue
inesperada, particularmente porque las cepas para las que estan disponibles secuencias de
Tir (por ejemplo, 026 y 0111) poseen un residuo de tirosina homdlogo al de la cepa de EPEC

0127: H6 Y474 (Garmendia et al., 2005).

No llama la atencién que la presencia de estos genes katP y espP sea francamente menor en
los cultivos no-0157 que justamente son los asociados a enfermedad severa en seres
humanos. Este resultado es esperable ya que la posesion de los 3 genes codificados por
plasmidos (katP, ehxA y espP) suele ser indicativa de un plasmido completo (pO157 o sus
homodlogos) presente mayoritariamente en STEC 0157. También puede deberse a que estos
factores de virulencia son mads frecuentes en cepas STEC eae negativas, para aumentar su
capacidad para producir dafio (Kaper et al., 2004). En el caso de las cepas no-0157 analizadas
aqui todas portaban el gen eae y fueron aisladas de individuos enfermos, por lo tanto, es
l6gico pensar desde el punto de vista del “estado de forma” (fitness) de STEC que sin estos

genes “accesorios” seria suficiente para sobrevivir y producir dafio en los seres humanos.

Tabla 10. Distribucion de los genes que codifican factores de virulencia adicionales a los tipicos de STEC asociadas

al serotipo 0157 y no-0157. Se informan los porcentajes correspondientes en relacion al total de aislamientos

locales por grupo.

Genes de factores de virulencia adicionales
hcpA iha F9 tccP espl katP espP

Ipf
Aislamientos
0157 (total 41) 40 (98%) 30 (73%) 39 (95%) 41 (100%) 39 (95%) 39 (95%) 22 (54%) 34 (83%)
no-0157 (total 9) 4 (44%) 4 (44%) 4 (44%) 5 (56%) 1(11%) 3(33%) 3(33%) 5 (56%)
Totales (50) 44 (88%) 34 (68%) 43 (86%) 46 (92%) 40 (80%) 42 (84%) 25 (50%) 39 (78%)
Humanas (total 7) 4 (57%) 3 (43%) 4 (57%) 3 (43%) 1(14%) 3 (43%) 1(14%) 1(14%)
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Grafico 7. Distribucién (%) en aislamientos locales, de los genes de factores de virulencia adicionales de STEC,

discriminados por serogrupo y aislamientos de origen humano informados como porcentaje dentro de cada

grupo.

Clados de virulencia

Se estudiaron los clados a los que pertenecen las cepas 0157:H7, seguin el esquema acotado
de Riordan, habiéndose encontrado que solo tres cepas pertenecen al clado 8, y una sola al
clado 2 (cepa control), siendo estos los clados que junto al clado 3, se presentan con mayor
asociacion en casos de enfermedad severa o clados hipervirulentos en humanos (ver tabla 11
para las cepas locales y controles) (CDC, 1993; CDC, 2006; FDA, 2007; Manning et al., 2008).
En las restantes no se ha podido determinar el clado, pero de acuerdo al perfil de SNP (single
nucleotide polymorfism) obtenido se puede afirmar que no pertenecen al clado 3, por lo cual
podrian ser clado 4, 5, 6, 7 0 9. Cabe destacar que dos de las cepas que correspondieron al
clado 8 se ubicaron en el mismo pulsogrupo en la PFGE y fueron del ST 11, por lo cual
presentarian perfiles genéticos similares (97% de identidad). La baja incidencia de estos
clados hipervirulentos en nuestro pais podria entonces ser uno de los factores que explique

en parte las diferencias respecto a los serogrupos/serotipos prevalentes en los casos de SUH
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entre Uruguay y Argentina, donde el SUH es endémico, predominan los cultivos 0157:H7 y se

presenta el clado 8 con alta prevalencia (Mellor et al., 2012).

Tabla 11. Perfiles de SNP en las posiciones 539, 1060, 438 y 630, de todas los aislamientos

locales y las cepas control.
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Sitios de insercion de la isla de patogenicidad LEE

Se estudiaron los sitios de insercion pheU, selC y pheV, a los efectos de inferir los sitios de
insercién de la Isla de Patogenicidad LEE y otras islas con genes como Fosfoetanolamina
transferasa putativa, Metiltransferasas Z1226a, Sistema toxina-antitoxina tipo IV, Familia de
proteinas Inovirus Gp2. Los sitios no ocupados le permitirian incorporar mas material
genético. Recordar que hay cepas 0157 eae negativas, donde resultaria interesante a futuro
estudiar los sitios ocupados, cuales estan ocupados y con cuales elementos (ver tabla 12 para
las cepas locales y anexo Il para las cepas de referencia y controles). Cabe sefialar que en los
casos que la PCR dio positiva a los productos de amplificacién esperados (ver anexo |), esto
significa que el sitio se encuentra libre, y en los casos que la reaccidon de PCR dié negativa, el
sitio analizado estaria ocupado. Muchos de los aislamientos presentaron mas de un sitio
ocupado, en estos casos se podria saber cudles son los sitios ocupados, pero no se podria

afirmar en cudl de estos sitios se encuentra la isla que codifica para eae.

Tabla 12. Presencia/Ausencia de los productos de PCR para los sitios de insercion de la Isla de

Patogenicidad LEE, pheU, selCy pheV, en los aislamientos locales.

Presencia/Ausencia de los productos de PCR
Origen Serotipo sitio pheU Sitio selC sitio pheV
Alimentos 0157:H7 + - +

— Alimentos 0157:H7 I . :
— Alimentos 0157:H7 + . I
— Alimentos 0157:H7 + - -
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“ Humana (SUH) 0111 - 5 .

En la tabla 13 y gréfico 8 se presenta la ocupacion de los tres posibles sitios descriptos de
integracion de la isla LEE, pheU, selCy pheV, asociados a los serogrupos 0157 y no-0O157 en
aislamientos locales, asi como a aislamientos de origen humano. Puede observarse que en el
total de aislamientos analizados los sitios se/Cy pheV presentan una mayor ocupacion, 90% y
80% respectivamente. Para los aislamientos 0157 la mayor ocupacion se dio en selC (100%),
seguida de pheV (78%) y una muy baja ocupacion para el sitio pheU (5%). Mientras que para
los aislamientos no-0157 los sitios pheU y pheV fueron los mayormente ocupados, 89%, de
todas formas, selC presentd una ocupacion del 44%. Con respeto a los aislamientos de origen
humano los sitios con mayor ocupacion fueron pheU y pheV (71%). Por lo cual los diferentes
serogrupos presentarian diferentes frecuencias de ocupacion. Se observaron asociaciones
entre los sitios ocupados en relacién a los grupos 0157 vs. no-O157 con significancia
estadistica (ver anexo VIII). Estos sitios tienen un importante papel en la adquisicién de
material genético que codifica para otros atributos de virulencia, sistema toxina/antitoxina,
proteinas del metabolismo, etc. Cabe destacar que dentro de STEC los cultivos definidos como
EHEC tendrian mayor cantidad de ARNt que otros patotipos; y no-0157 mds que O157. Estos
sitios permitirian la construccidn temporal de los virotipos. Serd interesante conocer si el ADN
extrano en los diferentes sitios de integracion apoya la virulencia o patogenicidad de las
respectivas cepas o si la ocupacion de los sitios de integracion dificulta la recepcidon de otras
islas de patogenicidad de alto impacto como el LEE y es, por lo tanto, una causa de

disminucion de la patogenicidad, aspectos que podrian ser abordados en futuros estudios.
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Tabla 13. Ocupaciéon de sitios descriptos de integracién de la isla LEE,
pheU, selCy pheV, asociados a los serogrupos 0157 y no-0157, asi como
a aislamientos de origen humano. Se informan los porcentajes

correspondientes en relacion al total de aislamientos locales por grupo.

Ocupacion de los sitios

Aislamientos pheU selC pheV
0157 (total 41) 2 (5%) 41 (100%) 32 (78%)
no-0157 (total 9) 8 (89%) 4 (44%) 8 (89%)
Totales (50) 10 (20%) 45 (90%) 44 (80%)
Humanas (total 7) 5 (71%) 4 (57%) 5(71%)
' Posibles sitios de insercion de la isla de !
100 patogenicidad LEE

100

RN

0157 (total 41) No 0157 (total 9) Totales (50) Humanas (total
7)
sitio pheU M Sitio selC 1= sitio pheV

Grafico 8. Ocupacion de los posibles sitios de insercidn de la Isla de patogenicidad LEE,
discriminados por serogrupo 0157 y no-O157 y aislamientos de origen humano e

informados como porcentaje dentro de cada grupo en los aislamientos locales.
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CAPITULO 3. Estudios de susceptibilidad/resistencia a

antimicrobianos

Como se menciond anteriormente el uso excesivo de antibidticos en medicina humana y
veterinaria aporta presiéon para la seleccidn y consecuente circulacion de bacterias
resistentes. En este sentido las cepas STEC resistentes, generan preocupacion a la salud
publica mundial (Mir et al., 2019). Si bien el tratamiento antibiético en los casos clinicos de
las infecciones producidas por las STEC es controvertido, algunos autores desaconsejan su
uso en la etapa de SUH (Wong et al., 2000; Freedman et al., 2016), mientras que otros apoyan
el uso de antibidticos como gentamicina, azitromicina, fosfomicina y meropenem en el
tratamiento de infecciones humanas por STEC para evitar el desarrollo de las enfermedades
mas graves (lkeda et al., 1999; Nitschke et al., 2012; Mir et al., 2019; Joseph et al., 2020). Esto
abre la posibilidad de un posible régimen de tratamiento para la infeccién por STEC usando
una terapia que combina antibiodticos, un inhibidor transcripcional o inhibidores de la sintesis
proteica (no se sintetizaria la nucleasa entre otras enzimas, STEC no entraria en ciclo litico y
no habria produccién importante de Stx), suministrado antes de o simultdneamente con un

antibidtico como la ciprofloxacina, que elimina eficazmente la infeccidn bacteriana.

Por esto es importante conocer el perfil de sensibilidad o resistencia a los antibioticos,
teniendo en cuenta la capacidad de E. coli para adquirir genes por el mecanismo de
transferencia horizontal tanto con integrantes de la microbiota intestinal humana, como del
ganado bovino, que como hemos mencionado anteriormente constituye el principal

reservorio de este patdgeno (Pistone et al., 2005; Terajima et al., 2017).

92



Caracterizacion fenotipica y genotipica de cepas de Escherichia coli productoras de toxina shiga (0157 y no-O157) provenientes de alimentos, ganado y casos clinicos. Identificacion de
nuevos blancos ttiles para su deteccion y control

El objetivo del presente capitulo fue conocer los perfiles de sensibilidad/resistencia a
antibidticos de uso comun en medicina humana y veterinaria en este grupo de cepas de STEC,

y detectar los genes posiblemente implicados.

Metodologia

Perfiles de sensibilidad/resistencia

Los perfiles de sensibilidad/resistencia a un conjunto de antimicrobianos de uso veterinario y
humano se establecieron por la técnica de disco-difusion en agar, de acuerdo con las

recomendaciones del CLSI (CLSI, 2019).

Las cepas se cultivaron en Mac Conkey Sorbitol (Oxoid) a 35-37°C durante 24 horas. 4 0 5
colonias idénticas se suspendieron en 5 ml de solucidén salina fisiolégica estéril al 0,9% hasta
alcanzar una turbidez de 0,5 McFarland. Usando un hisopo estéril; la suspensién asi obtenida
se sembro en placas con agar Muller-Hinton (Oxoid). Se colocaron discos que contenian los
antimicrobianos seleccionados (Oxoid), y se incubaron a 35-37°C durante 18-24 horas en

aerobiosis.

Se determinaron los didmetros de los halos de inhibicion del crecimiento bacteriano
alrededor de los discos, posteriormente se volvieron a incubar las placas en las mismas

condiciones y se volvio a realizar la lectura de las mismas a las 48 horas.

Los antibidticos ensayados fueron los siguientes: Cetriaxona (CRO), Cefoxitina (FOX),
Cefepime (FEP), Cefuroxime (CXM), Amoxicilina — Acido Clavuldnico (AMC), Ceftazidime (CAZ),
Fosfomicina — trometamol (FOT), Ciprofloxacina (CIP), Gentamicina (CN), Ampicillina (AMP),

Amicacina (AK), Trimetropim sulfametoxazol (SXT), Meropenem (MEM) e Imipenem (IPM).
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La interpretacidn se realizé de acuerdo con los puntos de corte CLSI 2019 (ver anexo lll). Se

utilizd E. coli ATCC 25922 como control.

Busqueda de genes relacionados a resistencia antimicrobiana

A partir de los genomas secuenciados y ensamblados segln los procedimientos que se
presentan en el capitulo 5 se realizé la busqueda de genes que podrian estar relacionados a
la resistencia antimicrobiana en bacterias. Para ello se utilizaron las bases de datos Resfinder

4.1 (Bortolaia et al., 2020) https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/ donde se pueden

encontrar principalmente genes de resistencia adquirida (Ultimo acceso setiembre de 2020)

y CARD (Alcock et al. 2020) https://card.mcmaster.ca/analyze/rgi que reporta principalmente

genes que en general son propios de la bacteria y por mutaciones pueden provocar

resistencia.
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Perfiles de sensibilidad /resistencia

En la tabla 14 se presentan los resultados de los perfiles de sensibilidad/resistencia de los

aislamientos locales ensayados.

Tabla 14. Perfiles de sensibilidad/resistencia de los aislamientos locales estudiados.
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El 10% de los aislamientos STEC estudiados presentaron resistencia a alguno de los
antibidticos probados. En la tabla 15 se presentan las caracteristicas de las cepas que
presentaron resistencia discriminadas de acuerdo a su origen, serogrupo y afio de
aislamiento. La distribucidn de antibidtipos fue la siguiente (AMP, SXT, CN) R, 1 aislado; (AMP,
STX) R, 3 aislados; y (AMP)R, 1 aislado. Como puede observarse la resistencia a ampicilina fue
observada en todas las STEC resistentes (n =5); ademas, 3 aislados también fueron resistentes
a trimetoprim-sulfametoxazol y uno a gentamicina. La beta-lactamasa TEM-1 es la enzima
mas prevalente responsable de la resistencia a ampicilina en bacterias gramnegativas y los

genes codificantes generalmente se encuentran en elementos genéticos moviles.

Como puede observarse en la tabla 15, de las 7 cepas STEC recuperadas de casos clinicos: 3
provenientes de ITU, diarrea con sangre y diarrea sin sangre (serogrupos 0157, 026 y 0153,
respectivamente) y 4 procedentes de SUH (serogrupos 0145 (2), 026 (1), 0111 (1)), solo 2
presentaron resistencia lo que corresponde a un 28,57%. Cabe destacar que ambas cepas
resistentes fueron aisladas de SUH. De las 39 cepas aisladas de alimentos (serogrupos 0157
(38), 0103 (1)), solo una presenté resistencia (2.56%). En ganado de cuatro serogrupos
recuperados (0157 (2), 026 (2), se determind resistencia en dos cepas del serogrupo 026
(50%). Si hacemos el analisis por serogrupo dentro de las cepas que presentaron resistencia,

el 60% corresponden al serogrupo 026, pero dado el bajo numero de aislados resistentes no
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se pueden generalizar estas observaciones con una significancia estadistica.

Con respecto a las resistencias antimicrobianas encontradas, si realizamos el analisis por
serogrupos podemos observar que los aislamientos del serogrupo 026 obtenidos tanto de un
caso clinico de SUH como de ganado y con 3 afos de diferencia (ambos del ST21 y agrupados
en el mismo pulsogrupo, ver tabla 21 e imagen 9), presentaron el mismo perfil de resistencia
(tabla 15). Solo un aislado de los 41 STEC 0157 fue resistente, lo que corresponde a un 2.4%,
mientras que 4 aislamientos de los 9 aislados de STEC no-0157 presentaron algun tipo de
resistencia (44.4%). Estos resultados son concordantes con trabajos anteriormente
reportados que afirman que las cepas no-0157 presentan mayor capacidad de adquisicidn de

genes por transferencia horizontal, incluyendo genes de resistencia (Sasaki et al., 2012).

Tabla 15. Perfiles de sensibilidad/resistencia de los aislamientos locales estudiados

discriminados segun su origen, serogrupo y afio de aislamiento. S: sensible

Antibiotipo Origen Serogroupo Afo
Humano Alimentos Animal

S 5 38 2

CN, SXT, AMP 1 0157:H7 2005

SXT, AMP 2 026 2010

SXT, AMP 1 026 2013

AMP 1 0111 2017

La tasa global de resistencia encontrada en este conjunto de STEC (10%) sugiere que su
contribucién al problema de la resistencia a los antimicrobianos es baja y similar a la
observada en Argentina (2% en La Plata (Oderiz et al., 2018) y mucho menor que la reportada
en Brasil (Assumpcdo et al.,, 2015). Sin embargo, hay que tener en cuenta que los genes
responsables, probablemente se encuentren ubicados en integrones de clase 1, pudiendo ser
facilmente transferidos a otras bacterias Gram-negativas intestinales, como lo demuestran
los trabajos de Nagachinta y Chen del 2009 y 2008 (Nagachinta y Chen, 2008; Nagachinta y

Chen, 2009). Estos autores sugieren que las cepas STEC podrian servir como fuente de genes
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de resistencia a antibidticos diseminados por conjugacidon a células susceptibles de otras
cepas de E. colien un ambiente agricola. Resultados similares fueron obtenidos en los trabajos
de Cocchi et al. (2007) y Colello et al. (2018); los autores estudiaron aislamientos de muestras
humanas y animales y muestras de varios origenes como animales, alimentos y ambientes

agricolas, respectivamente.

Dado que a nivel mundial son numerosas las investigaciones que reportan grandes cantidades
de fagos portadores de genes de resistencia a antibiéticos en muestras con contaminacién
fecal tanto humana como animal, asi como fagos que transportan genes de B-lactamasas
(CTXM y TEM) y sumado al hecho de que los genes de B-lactamasas detectados en fagos son
activos, y su transferencia genera resistencia a antibioticos B-lactamicos en E. coli, resultaria
de interés, realizar estudios en diferentes ambientes y en los alimentos, en relacién a los
bacteriéfagos circulantes en nuestro pais (Colomer-Lluch et al., 2011a; Colomer-Lluch et al.,,

2011b; Imamovic y Muniesa, 2011).

Busqueda de genes relacionados a resistencia antimicrobiana

En la tabla 16 se presentan los dos aislamientos que portaron genes de resistencia en
Resfinder; la tabla con los resultados para los 10 aislados analizados se encuentra en el Anexo
VI. De los aislados que presentaron resistencia en los ensayos de disco difusion, solo fue
secuenciada la cepa de E. coli 69 (serogrupo 0111, aislado de un nifio con SUH resistente a
ampicilina), y los genes de resistencia encontrados fueron: blaTEM-1B, sul2, tet(A) mdfA,
mphB, mef(A), aph (3 ") - Ib, aph (3 ') - la, aph (6) -Id (identidad 100%, y del tamaiio del gen
de referencia). Estos genes estan relacionados a resistencia a ampicilina, tetraciclina y

aminoglucosidos (Bortolaia et al., 2020), y generalmente se ubican en integrones de clase 1,
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como vya lo reportaron Colello et al. (2018), en un estudio realizado en cepas de STEC

recuperadas de animales en la Argentina.

No encontramos estos genes en los otros 9 STEC susceptibles secuenciados. Cabe aclarar que
la sola presencia de un gen relacionado a la resistencia a un determinado antibidtico, no
implica que la bacteria que lo porta tenga dicha resistencia. Sin embargo, la presencia de un
gen de resistencia en un aislado puede afectar el resultado clinico de la terapia
antimicrobiana. Por ejemplo, los paises europeos han utilizado macrélidos como la
azitromicina en el tratamiento de STEC en las primeras etapas de la infeccién humana, sin
ninguna induccion de la expresion de la toxina Shiga, pero el gen mph (A) que confiere
resistencia a la azitromicina podria evitar la aplicacion exitosa de esta terapia. Los genes mas
comunes observados en STEC que se aislan de humanos son, blaTEM-1, strA, strB, sull, sul2,
dfrAy tet (A) mientras que floR, ampC, tet (A), blaTEM y sull han sido identificados en aislados
de STEC bovinos recuperados de granjas y mataderos. Ademas, la resistencia a antibioticos
como ampicilina, gentamicina, estreptomicina, sulfisoxazol, tetraciclina, y trimetoprim-

sulfametoxazol se ha asociado con presencia de integrones de clase 1 (Mir et al., 2020).

Por otra parte, se encontré que la cepa de E. coli 52 (0145:H25) susceptible a todos los
antibidticos probados, portaba el gen fosA7, asociado con resistencia a la fosfomicina. El gen
presentd 100% de Id con el gen de referencia que usa Resfinder, pero con menor tamaiio, lo
cual podria explicar el hecho de no haberse observado esta resistencia en los ensayos
fenotipicos de laboratorio. Este aislamiento también presentd el gen mdf(A) segun esta base
de datos. MdfA es un transportador de multiples farmacos impulsado por el gradiente
electroquimico de protones: es una bomba de eflujo para antibidticos como cloranfenicol,

eritromicina y ciertos aminoglucdsidos y fluoroquinolonas (Edgard & Bibi, 1997).
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Tabla 16. Genes de resistencia adquirida encontrados en cepas locales de STEC,
antimicrobiano relacionado y cédigo de match. (Match 2 indica 100% de ID y menor
largo que el gen de referencia, match 3 indica 100% de ID e igual largo con el gen de

referencia).

CEPA ANTIMICROBIANO MATCH BACKGROUND GENETICO
GEN (NUMERO DE ACCESO)
No mostrado  mdf(A)_Y08743
E. coli 52 Fosfomicina
2 fosA7 (fosA7_LAPJ01000014)
Ribostamicina 3 aph(3')-la (aph(3')-la_V00359)
Kanamicina 3 aph(3')-la (aph(3')-la_V00359)
Paromomicina 3 aph(3')-la (aph(3')-la_V00359)
aph(3")-1b (aph(3")-Ib_AF321551),
E. coli 69
Streptomicina 3 aph(6)-1d (aph(6)-1d_M28829),
aph(6)-Id (aph(6)-1d_AF024602)
Lividomicina 3 aph(3')-la (aph(3')-la_V00359)
Neomicina 3 aph(3')-la (aph(3')-la_V00359)

Los 10 genomas analizados con la base CARD presentaron en el entorno de 50 genes que
podrian estar relacionados a resistencia antimicrobiana; muchos de estos genes forman parte
del genoma de E. coli y por mutaciones pueden conferir esas resistencias como es el caso de
las bombas de eflujo. Los genes encontrados fueron los siguientes: mdtM, CRP, Yojl, PmrF,
acrB, emrY, evgS, E. coli ampC1 beta-lactamase (sin el promotor), acrD, E. coli ampC beta-
lactamase, mdtN, mdtO, mdtP, emrA, rsmA, E. coli mdfA, kdpE, AcrE, ugd, mdtA, mdtB, mdtC,
baeS, baeR, TolC, K. pneumoniae KpnE, K. pneumoniae KpnF, mdtH, E. coli emrE, Haemophilus
influenzae PBP3, E. coli GIpT, (con mutacién confiere resistencia a fosfomicina), E. coli EF-Tu,
E. coli acrR, E. coli soxR, E. coli soxS, E. coli mar, E. coli ampH beta-lactamase, E. coli acrA,
emrK, evgA, eptA, emrR, emrB, AcrS, marA, msbA, bacA, cpxA y H-NS. El detalle de los

mecanismos de resistencia con los que podria estar relacionado cada gen, asi como la
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identidad y el largo del mismo en comparacion con el de referencia de la base, se presentan
en el anexo VII. Los posibles antibidticos relacionados no se presentaron para cada gen dada
la extension de la informacion. En resumen, 35 de estos genes estan relacionados a bombas
de eflujo, tres se relacionan a mecanismos de inactivacion del antibidtico, nueve estan
vinculados a alteraciones del sitio blanco del antibidtico, y tres a combinaciones de ambos
mecanismos. Las clases de drogas relacionadas a los genes encontrados en los genomas de
aislados locales fueron; fluoroquinolona, lincosamida, colorante de acridina, macrdlido,
cefalosporina, tetraciclina, rifamicina, triclosdn, aminoglucésido, cloruro de benzalconio,

rodamina, cefamicina, aminocolidemarina, cefamicolidemarina y nitroimidazol.

La presencia de estos genes de resistencia, incluso en aislamientos susceptibles, sugiere que
estos patdgenos zoondticos contribuyen con el problema de la resistencia a los
antimicrobianos. Los resultados obtenidos aportan conocimientos sobre frecuencia de
resistencia y tipo de genes presentes en un conjunto de aislados de STEC, destacando el papel

local de STEC como reservorio de genes de resistencia transferibles.
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CAPITULO 4
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CAPITULO 4. Estudio bioinformatico de STEC para buscar genes
relacionados a patogenicidad, marcadores moleculares para

diagndstico, y validacion de los mismos

En el presente capitulo se presenta el estudio gendmico de E. coli, basado en una
aproximacion que utiliza Unicamente herramientas bioinformdticas, cuyo objetivo fue
identificar genes relacionados a la patogenicidad que permitan inferir mecanismos de accion,
asi como secuencias blanco (genes) que puedan ser usados como marcadores moleculares

asociados a STEC.

Metodologia

Identificacion de genes candidatos como posibles marcadores moleculares
asociados a STEC

A continuacién, se presenta un esquema de la metodologia empleada (ver esquema 2).
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49000 genomas

+ 1 / Enterobase
tblastn b

Cov 90%
ID stx1A 93,3%, stx1B 94,4%
six2A 69,6%, stx2B 78,2%,

eae 80% coV 70% "
] = = ID 50%

' Grupo 1 | " ! Grupo 3
Poseen los genes No poseen stx
stx1, stx2 o ambos ™ L Grupo 2 pero son eae Grupo 5
y eae (grupo “STEC L] Poseen stx pero son positivos (podrian Grupo 4 no poseen
patégenos 8 eae negativos estar aqui las EPEC con stx parcial asteniess
definidos”, = (STEC patdgenos atipicas y las PO paDgen0s
cldsico, a potenciales) tipicas con bfp) para STEC
reconocido).

CQOV 80%
ID variable
(50% - 95%)

tblastn

Query Pangenoma
(23107 genes)

Esquema 2. Metodologia empleada en el disefio de marcadores moleculares.
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Construccion de una base local e identificacion de genes stx y eae para
clasificar los genomas

Se bajaron 49.000 genomas de E. coli libremente disponibles en la base Enterobase
(https://enterobase.warwick.ac.uk/) a mayo de 2017. Con estas secuencias se cred una base
de datos en formato BLAST nucleotidica para poder realizar la busqueda de secuencias

(Altschul et al., 1990).

Para la clasificacion de los genomas (cepas) se realizdé una busqueda mediante tBLASTn de los
genes stx1, stx2 y eae en los mismos (Altschul et al., 1990). Primero se construyeron los Query
con las secuencias aminoacidicas de las variantes de los genes stx para las subunidades Ay B
(3 para stx1 (variantes a, cy d) y 7 para stx2 (variantes a, b, ¢, d, e, f, g), y con 20 variantes del

gen eage.

Para el caso de los genes stx1 y stx2 subunidades A y B, se obtuvieron las secuencias
realizando un blast con los cebadores descriptos en el trabajo de Scheutz et al., 2012 (ver

tabla 17).

Tabla 17. Secuencias utilizadas para definir el query de stx1 y stx2 y realizar la basqueda de los genes

Gen Variable*  Cepa Referencia** Fuente*** Subunidad Numero de acceso
ok k% % %k %k k ok
stx1 A EDL 933 Scheutz et al., 2012 A 667692802
C BCN26 Shiga- NCBI AB 90969033/90969034
toxin1Csub A
D MHI813 Sub Ay B Scheutz et al., 2012 AB 28192583/28192584
stx2 A VTB60 Scheutz et al., 2012 AB 49425225/49425226
B 03-08304 NCBI B 294719683
C 06-5121 Scheutz et al., 2012 AB 156185969/156185970
D Scheutz et al., 2012 AB 1020994390/1020994391
E Scheutz et al., 2012 AB 295083292/295083293
F P2660 Scheutz et al., 2012 AB 1067639111/1067639112
G Scheutz et al., 2012 AB 65306062/65306063

*variable del gen, **cepa de referencia de la cual se obtuvo la secuencia, ***lugar donde se obtuvo el numero de acceso****subunidad del
gen que amplifica*****numero de acceso (Gi) en NCBI.
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Para el caso del gen eae, se bajaron las variantes descritas previamente (Blanco et al., 2005)
utilizando los niumeros de accesos que figuran en el mismo. Se incluyeron en el analisis todas
las variantes descriptas hasta ese momento: al, a2, 81, éR/B2B, ER/62B, /620, K Y1, Y2/6,

€1, VR, & nl, n2, 11, uR/t2, A, uB, vB y éB.

Posteriormente se realizaron las busquedas en base a similitud en la base de datos con 49.000
genomas con la herramienta tblastn (Altschul et al., 1990). Los parametros para considerar la
similitud fueron una cobertura minima del 90% y para cada una de los genes, stx1A, stx1B,
Stx2A, stx2B y eae se utilizé un valor de corte de identidad basado en la variabilidad observada
en los trabajos en donde se describen las variables. Esta similitud entre las diferentes
variantes de los genes stx y eae respectivamente se calculé utilizando el programa MEGA7

(Kumar et al., 2016) (disponible en https://www.megasoftware.net/). Se definié asi el grupo

de los “STEC patdégenos”, el cual quedd estrictamente definido. Para el grupo de los “no-
patégenos para STEC”, se bajoé la identidad al 50 % y la cobertura al 70 %, es decir se bajaron
los parametros que relajan las restricciones de busqueda. De esta forma tenemos mayor

certeza de que los genomas negativos son efectivamente negativos.

En base a la presencia de los genes stx1y stx2 y el gen eae los genomas bajados de Enterobase

se clasificaron en grupos arbitrarios de acuerdo a los siguientes criterios:

Grupo 1. Poseen los genes stx1, stx2 o ambos stx1/stx2 y son eae+ (se definid asi el grupo de
los “STEC patdgenos”, el cual quedd estrictamente definido) y sobre los cuales se van a definir

las secuencias candidatas a ser utilizadas como marcadores moleculares.

Grupo 2. Poseen los genes stx1, stx2 o ambos stx1/stx2 y son eae- (siendo estas cepas

consideradas “STEC patdgenos potenciales” (hay que destacar que se pueden encontrar en
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este grupo serogrupos o serotipos asociados a brotes de enfermedad severa en humanos
como por ejemplo la 0104:H4 del brote de Alemania, 091 no mévil, 0113:H21, 0174 (Beutin

etal., 2012; Bielaszewska et al., 2011).

Grupo 3. Los genomas que no poseen stx, pero si presentan eae+. En este grupo se
encuentran los aislamientos de EPEC atipicas, las cepas STEC que pudieron haber perdido los
genes stx, (STEC LST, del inglés STEC Lost the Shiga toxin), los EPEC tipicos, y las cepas hibridas

EPEC/ETEC y ExPEC/ EPEC (Bielaszewska et al., 2008; Santos et al., 2020).

Las cepas EPEC se clasifican en dos subtipos, tipicas y atipicas basados en la presencia o
ausencia del plasmido del factor de adherencia de E. coli (pEAF) respectivamente. El no haber
usado el gen bfp u otro marcador para este plasmido no nos permitid realizar esta

diferenciacion (Trabulsi et al., 2002).

Grupo 4. Los genomas que presentaron stx parcial, sea por poseer una sola subunidad o una
fracciéon del gen, esto puede deberse a que perdieron esa parte del gen o a que estan mal

ingresados (algunos de estos podrian corresponder al grupo 2).

Grupo 5. No poseen los genes stx1, stx2 ni eae. Los genomas que no presentaron ninguno de
los tres genes, estos son definidos como “Otros E. coli” (no patégenos para STEC) y aqui
pueden estar los E. coli comensales, otros virotipos diarreogénicos no hibridos (ETEC, EIEC,
EAEC, AIEC) y cepas de E. coli patogeno extraintestinal como UPEC y MAEC “no hetero-

patégenos”.

Los genes que estamos buscando deberian estar en el 95% o mas de los genomas del grupo 1
y en el 5% o menos de los genomas del grupo 5. Estrictamente hablando, nuestros genes

candidatos estarian asociados a la presencia de los genes stx y eae y no a la patogenia. Esta
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asociacién puede ser funcional o de ligamiento fisico. La aproximacién es valida si se considera
gue, aunque no es la patogenia lo que podemos asociar, la presencia de los genes stx y eae

es lo que se utiliza para definir la presencia de los patégenos en muestras.

Busqueda de genes candidatos

Se obtuvo el Pangenoma y el genoma conservado (core genome) de E. coli del trabajo previo
y disponible en PAN-X:Pan-genome Web (pangenome.tuebingen.mpg.de) (Ding et al., 2018).
Para definir la presencia o ausencia de genes se utiliz6 como punto de partida el pangenoma
definido para la especie (23107 genes). Se realizd una busqueda en base a identidad utilizando
el programa tblastn contra la base de genomas de E. coli construida previamente (49000
genomas). A partir de los resultados se analizé la frecuencia de aparicidon de los genes en los
genomas de los diferentes grupos (1 a 5). El objetivo fue identificar genes que al mismo
tiempo estén presentes en el grupo “STEC patdgenos definidos” (grupo 1), con una frecuencia
de aparicién de 95% o mayor, y ausentes en el grupo 5 “Otros E. coli”, o presentes con una
frecuencia de aparicién menor al 5%. Hay que tener en cuenta que en esta oportunidad
dejamos afuera las cepas STEC eae- (grupo 2) que como vimos algunas pueden estar asociadas
a enfermedades severas. Esta situacién pone de manifiesto nuevamente la plasticidad y
evolucidon del genoma de E. coli y destaca las limitaciones de cualquier andlisis feno o
genotipico que intente definir de manera permanente factores de virulencia (E. coli como

otras bacterias estan siempre en construccidén y sometidas a presion de seleccion).

La presencia de un gen en un genoma se definid en base al resultado positivo del tblastn, con
un minimo de 80% de cobertura. Los valores de identidad se fueron variando entre 50% vy
95%, con pasos de 5%. Para cada valor de identidad se definieron los genes o grupos de genes

gue eran candidatos. Este disefio permite explorar la posibilidad de que distintos grupos de
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homodlogos, definidos con distintos grados de variabilidad, estén asociados a la condicion de
estudio (presencia en el mismo genoma de los genes stx y eae). Se incluye la posibilidad de
gue la funcién asociada presente distinto rango de conservacion. Se construyeron asi tablas
de genomas vs. genes (grupo de homalogos) para cada valor de identidad y para cada grupo

de genomas previamente definido.

Se identificaron genes candidatos a ser usados como marcadores moleculares, genes que se
presentaron a una alta frecuencia en el grupo de los genomas “STEC patégenos definidos”

(grupo 1) y baja frecuencia en el grupo “Otras E. coli” (grupo 5).

Para cada marcador candidato se obtuvo la frecuencia de aparicion a los diferentes valores

de identidad, y se construyeron tablas de valores de frecuencia vs. Identidad.

109



Caracterizacion fenotipica y genotipica de cepas de Escherichia coli productoras de toxina shiga (0157 y no-O157) provenientes de alimentos, ganado y casos clinicos. Identificacion de
nuevos blancos ttiles para su deteccion y control

Estudio de los genes candidatos: identificacion funcional en base a

homologia, distribucion taxonémica y clasificacion de los mismos

A los efectos de analizar a qué correspondian los genes candidatos se realizaron por blastn
contra la base de datos del NCBI. Se buscd en cada caso la ruta o mecanismo en el que cada
gen estaba implicado o si la secuencias correspondia a una proteina hipotética. Ademas, se

identificd una distribucion taxondmica tentativa.

Se definieron una serie de criterios de selecciéon de marcadores (para PCR y/o secuenciacion),
se evalud el interés biolégico de cada gen y su posible asociacién con genes ya descriptos

relacionados a patogenicidad.

Criterios para clasificar los genes candidatos como posibles marcadores

moleculares

Genes no considerados como marcadores

1) Genes que aparecen en otras especies con alta identidad (> 65%) (resaltados en azul en

la tabla 19 y en el anexo V).

Genes considerados como marcadores (que requieren disefio de primers especificos para

la especie)

2) Genesque presentan unaidentidad >80% con los genomas de E. coli reportados. Aquellos
genes que presenten alta identidad (>80%) y baja o nula identidad con otras especies

(<65%) se indican en violeta en las tablas 19y 20 y en el anexo IV.

110



Caracterizacion fenotipica y genotipica de cepas de Escherichia coli productoras de toxina shiga (0157 y no-O157) provenientes de alimentos, ganado y casos clinicos. Identificacion de
nuevos blancos ttiles para su deteccion y control

Genes considerados como marcadores (que no requieren disefio de primers especificos

para la especie)

3) Buenos marcadores: los que aparecen solo en E. coli y con identidad mayor al 80%

(marcados en verdes), (secuencias conservadas) (tablas 19 y 20).

4) Posibles marcadores, los que aparecen solo en E. coli, pero con ID menor al 80 (color

asignado en el cddigo amarillo) (secuencias variables).

5) Posibles marcadores, aparecen en E. coli y en E. albertii con alta id mayor al 80%

(destacados en grises) (tablas 19 y 20).
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Validacion de genes candidatos

Con el objetivo de validar los genes candidatos, se descargaron 82257 genomas de Enterobase

(http://enterobase.warwick.ac.uk/, actualizada a febrero de 2020). Los mismos

representaban todos los genomas nuevos de la base, es decir que no se incluyeron los

genomas que se utilizaron para la busqueda de los genes candidatos.

Se cred una base local con los nuevos genomas, los cuales fueron clasificados de la misma
forma, en los cinco grupos que incluian los “STEC patdgenos definidos” (grupo 1) y ““Otros E.
coli” (grupo 5), posteriormente se realizd un tblastn con los genes candidatos con toda esta
base. Aquellos que aparecieron en el grupo definido como “STEC patdgeno definido” en un
95% y menos de un 5% en el grupo “Otras E. coli (no-patégeno para STEC)” (grupo 5) en alguno
de los rangos de variabilidad, establecidos anteriormente, fueron los genes que pasaron la

validacion.

Con los genes que pasaron la validacion y cumplieron los criterios para ser considerados como
marcadores moleculares en diagndstico y a su vez correspondieron a proteinas hipotéticas,
se volvié a realizar tblastn en NCBI, para ver si la secuencia correspondia a un gen completoy

para evaluar si estaba de forma directa o en reverso complementario.
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Resultados y Discusion

Identificacion de genes candidatos a ser utilizados como marcadores
moleculares asociados a STEC

Construccion de una base local y blast con genes stx y eae para clasificar los
genomas

Los 49000 genomas utilizados para la construccién de una base presentaron una distribucion
de sus numeros de contigs y sus N50 como se muestra en los graficos 9a y 9b

respectivamente.

B

Grafico 9. Distribucion del nimero de contigs (a) y del N50 (b) de los 49000 genomas.

Hay que tener en cuenta que los genomas de E. coli ingresados a EnteroBase seguramente
tienen un sesgo (asociados a cuadros mas severos, cepas resistentes, interés econémico o de
laborarotios, epidemiologia particular, etc.) y que seguramente no representan todo el

universo de E. coli.
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Los andlisis de secuencia entre las diferentes variantes de las subunidades (A y B) de stx1y
stx2, reportadas por Scheutz et al., 2012, dieron como resultado una alta similitud. En el caso
de stx1, esto se observd en ambas subunidades, identidad mayor al 93% en todos los casos
(stx1A 93.3% y stx1B 94.4%), mientras que para el gen stx2 la identidad fue mayor al 69%

(Stx2A 69.6 % y stx2B 78.2 %).

Se determind la distribucidn de los genes stx1 y stx2, subunidades A y B, en cada uno de los
genomas de la base (ver tabla 18). 8255 genomas presentaron el gen stx1 (subunidades A y
B), 6645 genomas presentaron el gen stx2 (subunidades A y B), 2559 genomas presentaron
ambos genes con sus dos subunidades, 12341 genomas presentaron el gen stx1, el gen stx2,
0 ambos, estos genomas corresponderian a cepas potencialmente patégenas por poseer los

genes stx que codifican para la toxina Shiga.

Los analisis de variabilidad entre las diferentes variantes de los genes eae dieron como
resultado una identidad minima del 80%. Se determind que 13135 genomas presentaron el

gen eae en alguna de sus 20 variantes descriptas hasta el momento.

Recordemos que la presencia de estos genes es el criterio utilizado para definir aislamientos
STEC en el control de los productos carnicos que ingresan en algunos mercados como el
estadounidense. Se analizaron cuales genomas contaban con los genes, (stx subunidades Ay
B y eae). Como resultado se identificaron 10399 genomas como potencialmente patdgenos
(grupo 1), y 35883 genomas no patogenos para STEC (grupo 5), sobre los cuales se buscaron
secuencias candidatas a ser usadas como marcadores moleculares que apoyen el diagnostico

de cepas STEC eae positivas (definidas aqui como del grupo 1).
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La busqueda de estos genes mediante blast requirié un elevado tiempo de computo, y esto

estd relacionado con el gran nimero de genomas que se incluyeron en las bases.

Tabla 18. Distribucion de los genes stx1 (subunidad A y B),
stx2 (subunidad A y B), y eae en el conjunto de genomas

presentes en Enterobase a mayo de 2017.

Numero de genomas Gen Subunidad

8261 stx1 A

8277 stx1

8255 stx1 AB

6679 stx2 A

7805 stx2

6645 stx2 AB

2559 stx1 y stx2 AB

12341 stxl, stx2 o | AB
ambos

13135 eae ==

7208 stx1 AB y eae AB

5344 stx2 AB y eae AB

2153 stx1AB, stx2AB | AB
y eae

10399 stxy eae AB

1047 stx1+y eae- AB

1301 stx2+y eae- AB

406 stxl, stx2 y | AB
eae-

33902 sin stx1, stx2 ni = AB
eae

35544 sin stx AB

1642 sin stx y eae+ AB
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Genes candidatos

Se encontraron 126 secuencias candidatas, es decir que en al menos un rango de identidad
(conservacion) definido, cumplen con la condicion de estar presente en el 95 % de los
genomas “STEC patdgenos definidos” (grupo 1) y en menos de un 5 % de los genomas
definidos como (“Otras E. coli” no-patdgenos para STEC) (grupo 5). Los marcadores
candidatos se presentan en el anexo IV donde se observa el cddigo interno del gen, la funcién
potencial para los genes que estaban anotados y un color que se definid segun los criterios
previamente establecidos. Cabe destacar que se atribuyd el color rosado cuando el gen
presentd un resultado de blast contra NCBI con pocas cepas y en rojo los genes candidatos
cuya secuencia parece no encontrar identidad con genomas de E. coli u otra especie. Estos
casos pueden asociarse con problemas de anotacién de la secuencia en el pangenoma, las
cuales fueron utilizadas como queries en el blast original. Los posibles genes candidatos
también se encuentran en el Anexo V donde se muestra a que valores de identidad de
secuencias (conservacion) se definen. Como puede observarse 49 secuencias cumplen con los
criterios definidos para ser consideradas genes candidatos a marcadores moleculares que

apoyen el diagndstico de STEC del grupo 1.

Ademas de ser utilizadas en diagndstico, aquellas secuencias que cumplieron la validacién,
pueden servir para comprender aspectos de la biologia de STEC, como por ejemplo
caracteristicas de virulencia. Cabe sefialar que no se identificaron en el estudio genes que se
presenten solo en E. coli, con una homologia inferior al 80% (amarillos segun el cédigo de

colores establecido previamente).
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Validacion de genes candidatos

De las 126 secuencias candidatas 40 cumplieron los criterios de validaciéon, las cuales se
presentan en la tabla 19. 39 de ellas validaron con los mismos valores de identidad que
surgieron en el estudio cuando fueron determinadas como genes candidatos, (ver anexo V),
mientras que la secuencia del gen zzzz.3398 que en el estudio inicial se presentaba como un
candidato en los valores de identidad de 50 a 70%, validé para un rango de identidad menor
del 50 a 65%. Como puede observarse en la tabla 19, siete corresponden a proteinas
hipotéticas, mientras que cuatro de ellas corresponden a proteinas que contienen el dominio
de funcién desconocida (DUF1076); 15 de ellas codifican o estan relacionadas a factores de
virulencia ya descriptos para STEC asociadas a SUH (EHEC), lo que en cierta forma valida la
metodologia aplicada en este trabajo para identificar genes candidatos. Como es sabido, estas
cepas altamente virulentas poseen: i) un plasmido que porta el gen ehxA que codifica para
una hemolisina (HIyA), ii) la isla de patogenicidad denominada LEE (locus of enterocyte
effacement), ubicada en el cromosoma bacteriano que contiene, iii) el gen eae que codifica la
intimina (utilizado para definir el grupo), los genes esp (E. coli secreted proteins), iv) el gen tir
gue codifica para el receptor translocado de intimina y v) los genes para la sintesis del sistema
de secrecidn tipo Il (Varela et al., 2008). Ejemplos de los mismos en este trabajo son el gen
gue codifica para el transportador de hemolisina, espO y su homaélogo, espK, espZ, espB, el
receptor de intimina, grlA, sepl, sepZ y escP. También se encuentran cuatro genes que
codifican para chaperonas del sistema de secrecion tipo Ill como CesD2, CesT, CesF y CesD,

también ubicados en LEE (Gaytan et al., 2016).
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Tabla 19. Genes candidatos que pasaron la validacion.

Cédigo del Gen cg::::* m Identidad | Prediccién funcional en base a h
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2222.12237 149 100% 2,00E-045 100% Proteina hipotética C6981_12205 [Escherichia coli]

1222.3398 100% 2 00E-136 100% Proteina que contiene el dominio DUF1076 [Escherichia
. - (]
! coli]

MULTISPECIES: proteina que contiene el dominio

0, 0,
2272.3405 449 1 0% 100% DUF1076 [Escherichial]

2222.9099 394 100% 5,00E-139 100% Proteina Gp2 de tipo inovirus [Escherichia coli]

2222.9837 407 100% 2,00E-143 100% Chaperona regulada por bfpT [Escherichia coli]

*Puntaje total asignado del resultado del blast. **Cobertura de la secuencia utilizada como punto de partida para la busqueda (query).

***Valor E (estadistico que indica la probabilidad de que la similitud encontrada se deba al azar). Cddigo de colores: i) Azul, genes no
considerados como marcadores, aparecen en otras especies con alta identidad (> 65%), ii) Violeta, genes considerados como marcadores
(que requieren disefio de primers especificos para la especie), presentan una identidad >80% con los genomas de E. coli reportados y baja
o nula identidad con otras especies (<65%), iii) Verde, genes considerados como buenos marcadores (que no requieren disefio de primers
especificos para la especie), aparecen solo en E. coli y con identidad mayor al 80% (verdes), (secuencias conservadas), iv) Amarillos, posibles
marcadores, aparecen solo en E. coli pero con ID menor al 80 (secuencias variables) (no se encontrd ninguno de este categoria), v) Grises,

posibles marcadores, aparecen en E. coliy en E. albertii con alta id mayor al 80%.

El gen que nombramos como zzzz.10095, codifica una subunidad de un transportador de la
toxina alfa-hemolisina (HIyA), relacionado clasicamente con la patogenicidad de las cepas de
E. coli UPEC (uropatdgenos) (HIyA es una proteina secretada, que se encuentra en una isla
gendmica y es producida por muchos tipos de E. coli). HIyA junto al factor necrotizante
citotoxico 1 (CNF-1), pueden alterar las cascadas de sefializacion de las células huésped,
alterando la respuesta inflamatoria e induciendo la muerte celular. Cuando la toxina se
encuentra en altos niveles produciria lisis osmodtica, mientras que a concentraciones sub-
liticas podria modular las rutas de sobrevida de la célula huésped. HlyA es una toxina capaz

de estimular la ruptura de la barrera epitelial y es por tanto responsable en parte de la
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traslocacion de la bacteria desde el tracto digestivo al torrente sanguineo, donde finalmente
se disemina y es capaz de colonizar diferentes tejidos, causando asi la patologia (Bakas et al.,
2013; Dhakal y Mulvey, 2012). HIyA es uno de los cuatro tipos de hemolisina identificados en
E. coli, junto a enterohemolisina transportada por plasmidos y fagos (ehxA, e-hlyA) y
hemolisina silenciosa (sheA). Los genes ehxA y hlyA pertenecen a la familia RTX (repeticién en
la toxina), que estdn muy extendidos entre los patégenos Gram negativos y los eritrocitos
lisos de diferentes especies de mamiferos. El gen ehxA, localizado en el gran plasmido de
virulencia enterohemorragica de E. coli (p0O157), se asocia frecuentemente con enfermedad
diarreica y SUH. La enterohemolisina asociada a bacteriéfagos (e-hlyA) causa la liberaciéon de
la hemolisina silenciosa por lisis de las células bacterianas. La hemolisina silenciosa (sheA),
también llamada citolisina A, codifica una toxina formadora de poros (Lorenz et al., 2013).
El inconveniente es que este marcador indicaria UPEC “puras” y cepas heteropatdgenas de E.
coli (en este caso EXPEC-STEC, como la cepa local 0157:H7 recuperada de un caso de ITU; ver

tabla 6 cepa N224).

También encontramos genes como el zzzz.10586, que a priori, no estarian relacionados
directamente a mecanismos de patogenicidad. El gen zzzz.10586 codifica para una proteina
del sistema de transferencia conjugativa tipo F. El plasmido F, es un ejemplo de plasmido
conjugativo que tiene la capacidad de interaccionar con el cromosoma bacteriano para
integrarse en él. Recordemos que la conjugacion bacteriana es un proceso de transferencia
de informacion genética desde una célula donadora a otra receptora. En este tipo de procesos
se transfiere informaciéon como por ejemplo genes de resistencia a antibidticos (Nagachintay

Chen, 2009; Nagachinta y Chen, 2008).
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También encontramos genes que codifican proteinas relacionadas a fagos. Ejemplos son los
genes zzzz.10691 y zzzz.11713. El primero corresponde a una proteina de transferencia de
ADN de fagos y la segunda es una proteasa de |la proa del fago HK97, en ambos casos los genes
estarian relacionados a las cepas STEC del grupo 1, pero no esta claro si existe una relacion
con la patogenicidad de las mismas o son genes ligados fisicamente a los stx y eae sin estar
relacionados en su funcidon de forma directa. Lo que si es conocido es que una parte
importante del cromosoma de E. coli corresponde a bacteriéfagos, de acuerdo a la
informacién obtenida a partir de los miles de genomas de E. coli que se encuentran
secuenciados. Los bacteriéfagos son un importante mecanismo en la evolucién de E. coli
responsables de la transferencia horizontal de genes, incluidos genes relacionados con
virulencia, encontrdndose dentro de ellos los genes stx, insertos en el genoma de
bacteriéfagos atemperados del tipo lambdoide (fagos Stx) que lisogenizan las cepas de STEC
(Muniesa et al., 2013; Imamovic et al., 2010a; Imamovic et al., 2009). En la literatura se
encuentran numerosos reportes relacionados al estudio de fagos Stx. Se ha demostrado que
los mismos se encuentran presentes en el medio extraintestinal, tanto en forma de particulas
viricas libres como dentro de un grupo de cepas productoras de Stx, quienes bajo ciertas
condiciones, pueden infectar e integrarse en cepas no productoras de Stx, convirtiéndolas en
cepas productoras de toxina (Muniesa et al., 2011; Imamovic and Muniesa, 2011; Imamovic
et al., 2010a; Imamovic et al.,, 2010b; Muniesa et al., 2006). Confirma esta afirmacién la
deteccion de fagos Stx infecciosos en alimentos aptos para el consumo, donde se ha
demostrado que la transduccion del gen stx a cepas no patdgenas puede suceder en matrices

alimentarias (Imamovic and Muniesa, 2011; Imamovic et al. 2009).
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Otro gen relacionado a virus que encontramos es el zzzz.9099, que codifica para una proteina
GP2 del tipo inovirus. Esta proteina esta involucrada en la replicacion del ADN viral. Se une al
origen de la replicacion y escinde el ADN doble cadena intermedio, permitiendo que comience
la replicacion. Esta también involucrada en la generacién de una nueva molécula circular de
cadena Unica lista para ser empaquetada en un viridn, luego del ciclo de replicacion (Murphy,

et al., 1995).

Otro candidato asociado a STEC grupo 1 es el gen zzzz.11331 que codifica para una proteina
de union al ADN de la familia Arc (Anoxic Redox Control). Esta proteina forma parte de la gran
familia del sistema de dos componentes (SCD) de los organismos procariotas. Este tipo de
sistemas le confieren a la bacteria la capacidad de responder a variaciones en las condiciones
del medio ambiente, lo cual le permite su supervivencia y crecimiento. Estos circuitos
moleculares, que permiten integrar sefales del medio exterior y dar respuestas, estan
conformados por una proteina censora que es una cinasa (CS) y una reguladora de la
respuesta (RR). Es asi que los sistemas de dos componentes regulan diversos procesos
celulares como metabolismo energético, motilidad, formaciéon de biopeliculas, quorum
sensing, reconocimiento de hospederos, respuesta a estrés o virulencia. Un ejemplo en
Escherichia coli es el sistema ArcB/A. E. coli cuenta con una estructura formada por cuatro CS
hibridas, BarA, EvgS, TorS y ArcB. El sistema ArcB/ArcA de E. coli regula la expresién de mas
de 300 operones, principalmente relacionados al metabolismo energético, acorde a las

condiciones redox del medio (Nufiez-Oreza et al., 2014).

El gen zzzz.12163 codifica para una proteina inhibidora de la exonucleasa bacteriana (GAM).
Dicha proteina protege el ADN fagico de la degradacién. La accion de la exonucleasa

bacteriana permite que se lleve a cabo el ciclo litico viral, y es cuando ocurre la mayor
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liberacion de las toxinas Stx, determinando una diseminacién masiva en el sujeto infectado
provocando dafio endotelial extenso. Esta proteina podria ademas contribuir a la evolucion
bacteriana por medio de la adquisicion de factores de virulencia por transferencia de ADN de
fagos, a la diseminacién de estos fagos y al aumento de la produccion de STX cuando se dan
determinadas condiciones (Sanchez y Guerrero, 1982). Futuros ensayos deberian evaluar la
posibilidad de que este sea un blanco util para evitar la progresion a SUH, ya que su actuacién
es imprescindible para completar el ciclo litico y porque permite la reproduccién virica. El gen
estd presente en los fagos Stx1y 2, y en fagos de Salmonella, entre otros, por esto no sirve
para el diagndstico (azul), pero parece tener interés biolégico, y ser candidato a un blanco
para drogas que bloqueen el comienzo del ciclo litico y la expresion masiva de Stx. El objetivo
seria usar el producto GAM o tratar con inhibidores de la nucleasa bacteriana (similares a

GAM) para que la bacteria no entre en ciclo litico (kuzminov A., 1999).

Los genes candidatos zzzz.3399 y zzzz.3404, por su parte, codifican para un efector del sistema
de secrecion de tipo lll, el NLeG que codifica para E3, una proteina ligasa de ubiquitina. La
ubiquitinacion es un importante proceso eucariota en el cual se une de forma covalente la
ubiquitina a los residuos de lisina de una proteina diana (Passmore & Barford, 2004). El
objetivo de este proceso es marcar a las proteinas para la degradacion por el proteosoma del
huésped o regular su funcién (Passmore & Barford, 2004). El proceso se da en tres etapas: en
primer lugar, se activa la ubiquitina (por la enzima E1); posteriormente la ubiquitina activada
es transferida a una enzima conjugante (E2) y por ultimo la enzima E3 (ubiquitin ligasa),
cataliza la unidn covalente mencionada anteriormente (Passmore & Barford, 2004). Por este
motivo las enzimas E3 son las responsables de interactuar con los sustratos especificos y

producir su ubiquitinacion. Esta clase de enzimas se dividen principalmente en tres grandes
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grupos de acuerdo al dominio de ubiquitinacién que presentan, pero todos comparten el
hecho de ser altamente conservados en los eucariontes (Zamudio et al., 2012). Este proceso
es un objetivo para algunos patdgenos bacterianos que buscan manipularlo (Dean, 2011). Si
bien inicialmente se creia que el mismo era exclusivo de eucariotas, se ha descubierto que
algunas bacterias patogenas secretan proteinas efectoras durante la infeccidn, similares en
secuencia aminoacidica o estructural a las E3. Al parecer estas bacterias han adquirido estos
genes por transferencia horizontal a partir del huésped. Las E3 bacterianas ubiquitinan
proteinas del huésped de vias de sefializacion, como las cinasas involucradas en la respuesta
inmune. De esta manera, simulan el sistema de ubiquitinacion del huésped y logran marcar
para degradacion proteinas del sistema de defensa del mismo, logrando de esta manera
evadirlo, y tener éxito en la infeccién (Zamudio et al., 2012; Hicks et al., 2010). En la mayoria
de los casos, la poliubiquitinacién dirige las proteinas al proteosoma para su degradacion,
mientras que la monoubiquitinacion puede modular la funcidon de la proteina, como se
demostrd para el efector SopB (Knodler et al., 2009). Por tanto, futuros ensayos deberian
evaluar la posibilidad de que este sea un blanco para drogas que bloqueen su accion, y de
esta forma interferir en la evasidén por parte de la bacteria de la respuesta inmune del

huésped.

El gen zzzz.9837, por su parte, codifica para una chaperona regulada por BfpT (PerA). Ya se
han reportado este tipo de chaperonas asociadas a EPEC tipicas. Este es el caso de TrcA que
estaria implicada en la formacién de microcolonias de EPEC. Al parecer esta proteina
interacciona con la intimina en el citoplasma (Tobe et al., 1999). El BfpT es un regulador
positivo de la expresién, por ejemplo, del operdn bfp de Escherichia coli enteropatogena

clasica (EPEC) (Clarke et al., 2003). Bfp es codificado en el plasmido pEAF y pertenece a la
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Familia AraC de activadores transcripcionales y se requiere para la autoactivacion del operdn
per. Esto llevaria a pensar que las cepas STEC (grupos 1y 2) también cuentan con este sistema
de regulacion, lo que ya fue observado en la cepa hibrida 0104:H4 que causd el brote de
Alemania en el afio 2011. Se sabe que esta cepa cuenta con un regulador de la familia AraC,
que tiene una homologia del 28% con BfpT de EPEC tipica, y que tiene una participacion

directa en la adhesién bacteriana para lograr la infeccion (Lang et al., 2018).

Por ultimo, el gen zzzz.9838 que codifica para un regulador transcripcional de la familia PbsX.
PbsX son proteinas codificadas en un profago de Bacillus subtillis. Este es otro ejemplo de
genes que originalmente se encontraban en otras especies bacterianas y que al dia de hoy

presentan como homalogos en E. coli.

Futuros ensayos podrian evaluar cuales genes no estan presentes en los genomas de las cepas
de los grupos 1 y 2 para definir otros "sitios calientes" (como por ej. donde se ubican LEE,
fagos temperados) que le permitan a una cepa armarse con los genes de virulencia o
resistencia. Asimismo, evaluar aspectos reportados por otros autores que afirman que las
cepas no-0157 aceptan mds genes y que los aislamientos de casos clinicos severos (EHEC)
tienen mas genes de ARNt en su genoma, tal como fue reportado por el grupo de Ogura et
al., en el 2009. Los autores realizaron un estudio de gendmica comparativa de un grupo de E.
coli productor de toxina Shiga (STEC) y llegan a la conclusiéon de que este grupo de cepas
estudiadas posee mds genes para ARNt que otras cepas de E. coli y Shigella. Adema3s,
demostraron que los genes de ARNt son a menudo el objetivo de las inserciones de ADN, para
dos o tres elementos genéticos a la vez. Ensayos posteriores del grupo de Salie et al., del 2018

llegaron a conclusiones similares estudiando los sitios de insercién pheU, pheV 'y selC.
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Marcadores Moleculares para diagndstico

De estas 40 secuencias, 12 cumplen los criterios para ser consideradas marcadores
moleculares para diagnostico de STEC eae+ (grupo 1) (tabla 20). Segun los resultados de la
busqueda en la base de datos GenBank, dos de ellas corresponden a proteinas que solo se
identifican con E. coli con alta identidad y cobertura (verdes). Ambas secuencias no tienen
funcion asignada, también llamadas proteinas hipotéticas. Es interesante observar que en
algunos casos estas secuencias aparecen en directo y en otros casos anotadas como reverso
complementario. Seria interesante a futuro ver donde se ubican estos genes hipotéticos, por
ejemplo, analizar si estan ligados fisicamente a otros genes identificados. El gen zzzz.12242,
por su parte, tiene una regiéon similar a un efector del sistema de secrecidn tipo lll. 7 genes
estan clasificados como “violetas”, es decir son exclusivos de E. coli cuando se establecen
valores de identidad especificos. Estos genes son potenciales marcadores siempre y cuando
se realice un disefio de primers de modo de amplificar una zona exclusiva de E. coli. Estos
genes corresponden a un homaélogo de espO, dos codifican NleG ligasas de ubiquitina, dos
codifican proteinas desconocidas que contienen el dominio DUF1076, también aparece una
proteina desconocida codificada en un profago y un regulador transcripcional de la familia
PbsX. Los tres genes que aparecen en gris, presentan alta homologia con Escherichia albertii.
Esta bacteria, recientemente reconocida, esta relacionada filogenéticamente con Escherichia
coli, y es un enteropatégeno humano y patégeno aviar emergente. Es dificil de discriminar de
otras especies de Enterobacteriaceae por lo cual es corrientemente confundido con EPEC ya
gue utiliza el sistema de secrecién tipo 3 e intimina (Yamamoto et al., 2017). Estos marcadores
(grises) se deberian por tanto utilizar en diagndstico en conjunto con otros especificos de

STEC.
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Cabe senalar que los valores de corte para definir homologia dependen de la familia génica
que se trate. Un 80% de identidad a nivel aminoacidico (amarillos), podria llegar a ser de 2/3
de identidad a nivel nucleotidico, por lo cual un 53% de identidad a nivel nucleotidico permite
un disefio de primers. En el caso de los violetas si aparece con 65% de identidad tengo un 35%

para hacer disefio de primers (25% identidad a nivel nucleotidico).

Tabla 20. Genes candidatos a marcadores moleculares para diagndstico de STEC que pasaron la

validacién.
P Total
Codigo del Score Quez‘* E value**** | |dentidad | Prediccién funcional en base a homologia
Gen cover

*Puntaje total asignado del resultado del blast. **Cobertura de la secuencia utilizada como punto de partida para la busqueda (query).

***Valor E (estadistico que indica la probabilidad de que la similitud encontrada se deba al azar).

Cabe recordar que uno de los problemas en diagndstico basado en amplificaciones de ADN es
no poder asegurar que, en una muestra compleja, por ejemplo, alimentos, heces, etc, los
genes stx y eae se encuentren en la misma cepa (mismo genoma). Los marcadores que hemos
determinado permitirian solucionar este problema con un 95% de confianza para las cepas

del grupo 1 (STEC patdgenos definidos, que contiene conjuntamente los genes stx y eae), si
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se trabaja de forma individual. Son necesarios ensayos complementarios y robustos para
evaluar si las combinaciones de marcadores identificados aqui aumentan la potencia de los
ensayos AAN en la identificacién de cepas “STEC patdgenos clasicos” (grupo 1) en este tipo
de muestras. Asimismo, se deberia realizar el disefio de cebadores especificos para E. coli,
para los genes que pasaron la validacidn y a su vez son candidatos como buenos marcadores

moleculares.
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CAPITULO 5
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CAPITULO 5. Secuenciacién genémica completa de 10 cepas locales,
busqueda de genes candidatos a marcadores moleculares y genes de

resistencia a antibioticos

En el presente capitulo se presentan, los pasos dados para obtener los genomas completos y
ensamblados, de tres aislamientos 0157 de interés (dos de los cuales son 0157:H7),
caracterizados como pertenecientes al clado 8, que se enviaron para su secuenciaciéon al
Laboratorio de Referencia de STEC de Comunidad Europea, y de siete aislamientos de origen
clinico (serogrupos 0157:H7, 0145, 026, 026:H11, 0153:HNT, 0111) que fueron enviados a
secuenciar a Macrogen en Corea. Estos pasos implican la extraccion de ADN, secuenciaciény
el ensamblado de los genomas. El objetivo de este capitulo fue buscar en estos genomas, la
presencia de los genes candidatos identificados del capitulo anterior a los efectos de evaluar
su presencia en cepas locales, realizar el MLST que se presentd en el capitulo 1 y buscar en
dichos genomas la presencia de genes relacionados a resistencia a antibidticos que fueron

presentados en el capitulo 3.

Metodologia

Secuenciacion genomica completa de un conjunto seleccionado de cepas

ADN para secuenciacion

Para realizar la extracciéon de ADN se utilizo el kit DNeasy Blood and Tissue (Qiagen). A partir
de una colonia pura se inoculd un tubo con 3.0 mL de TSB y se incubd a 37°C overnight (18-
20 hs), pasado este tiempo se transfirio 1.0 mL del cultivo fresco, a un tubo de 1.5 mLy se

centrifugd 5 min a 5.000 g. Se descarto el sobrenadante y se siguieron las instrucciones del
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fabricante modificando solo la elucidn final, ya que se utilizé el buffer de elucion del kit, pero

en una dilucion 1/5 en agua ultrapura grado PCR.

Luego de realizada la extraccion, el ADN fue cuantificado y caracterizado en un Nanodrop,
considerando aceptable las muestras que presentaron una relacion de A 260/280 entre 1.8y
2.2 y una relacion de A 260/230 menor a 1.5. Posteriormente, las muestras fueron
cuantificadas por electroforesis usando geles de agarosa al 0.7%. Se utiliz6 como marcador
lambda (350 ng/ulL) a concentraciones adecuadas. Las muestras fueron mantenidas a 4°C

hasta su envio para secuenciacién.

Secuenciacion gendmica

Se realiz6 una secuenciacion Shotgun de lllumina (lllumina platform, paired-end), en el caso
de los genomas enviados a Corea, util para la secuenciacion de genomas microbianos
completos (lllumina, 2010; lllumina, 2015) y se secuenciaron por Iron Torrent los genomas

enviados a Italia.

Analisis de calidad de las secuencias y mejoramiento de las mismas

A partir de los reads obtenidos de la secuenciacion de cada cepa en formato fastq, se procedio
a eliminar la contaminacion con adaptadores, utilizando el programa SCYTHE (version 0.994

BETA) (disponible en https://github.com/vsbuffalo/scythe) y a realizar un analisis de calidad

de estas secuencias con el programa FastQC (versién Version 0.11.7) (disponible en

https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastgc/ ).

El analisis de calidad del ensamblado se baso en i) la cobertura o profundidad del secuenciado
ii) la calidad de la secuencia medida como Phred score por base iii) la calidad promedio de la

secuencia y iv) la distribucion del largo de las secuencias.
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En base al analisis anterior se decidio si era necesario realizar un recorte en base a calidad (o
quality trimming) a los efectos de eliminar las regiones de baja calidad de las secuencias
generadas. El recorte en base a calidad y largo se realizé con el programa SICKLE (Joshi, 2011).
Se utilizaron los valores de corte por defecto del programa. Posteriormente se volvié a realizar

un FastQC.

Ensamblado de genomas

El ensamblado de novo de los genomas se realizd utilizando el programa SPADES version
3.14.1 (Nurk, Bankevich, et al., 2013). El SPADES es un ensamblador que se basa en graficos
de Brujin. Es decir, se basa en encontrar el camino euleriano en un grafo de Brujin construido
con K-mers solapantes obtenidos de las secuencias de los reads. Se realizo la correccion de
lecturas en base a la informacién de los paired-ends que proporciona el SPADES. La calidad
del ensamblaje fue evaluada con el script abyss-fac.pl, escrito en lenguaje de programacion
Perl que forma parte del paquete Abyss (ABySS 2.0) (Jackman et al., 2017). Se analizé el
estadistico de continuidad N50, el maximo contig ensamblado, el total de contigs y el tamafio

total del ensamblaje, entre otros elementos de continuidad.

Busqueda de genes candidatos en aislamientos locales

Con el objetivo de buscar la presencia de los genes candidatos en los aislamientos locales, se
realizé un tblastn (Altschul et al., 1990). Se definid la presencia de los genes candidatos en un
rango de identidad entre el 50 % y el 95 % y con un 80 % de cobertura. Luego se construyeron
tablas de genomas y genes para cada valor de identidad, y se evalué en cada genoma la

presencia o ausencia del gen de interés.
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Resultados y Discusion

Estadisticos del ensamblaje
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En la tabla 21 se presentan los estadisticos del ensamblaje de los genomas secuenciados.

Como puede observarse los tamafos de los genomas son los esperados para E. coli, el nUmero

de contigs ronda los 500 lo que se encuentra sobre la media de los genomas publicados en

Enterobase a 2017, como puede observarse en la gréfica 15a; lo mismo sucede con el N50

(ver grafica 15b) (https://enterobase.warwick.ac.uk/). El contenido de GC del 50 % resulto

ser el esperado (Souza et al, 2001). Seglin estos resultados la calidad de estas

secuenciaciones no es la dptima, ya que se precisan mas fragmentos para reconstruir el

genoma, lo cual puede conducir a la ocurrencia de ausencia de genes como artefacto del

ensamblado.

Tabla 21. Estadisticos del ensamblaje de los genomas locales secuenciados y ensamblados.

Cadigo de aislamiento

Serogrupo/serotipo

Origen

Longitud del genoma
(sum)

No. Contigs (n)
Contig mas pequeno
Contig mas largo
(Max)

Longitud media contig
N50

N20

N80

N:200

L50

No ATCG

Contenido de GC

0157:H7

Alimentos

5.463.213

525
137

375.651

10.406
125.767
257.138

43.465

510
12
0
50,2%

0157:H7

Alimentos

5.447.569

516
137

369.764

10.557
121.913
259.073
43.483
502
13
0
50,3%

29

0157

Alimentos

5.465.895

443
129

375.780

12.338
146.635
302.752
44.734
427
12
0
50,3%

24

0157:H7

Humano

(URO)

5.417.180 | 5.375.933

465
128

375.166

11.649
190.189
273.057
84.577
411
10
0
50,4%

Estadisticos de ensamblado

50

0145

Humano

(SUH)

500
128

387.431

10.751
185.284
312.626
86.658
411
10
0
50,4%

52

0145

Humano

(SUH)

5.347.381

465
128

387.430

11.499
185.284
312.584

86.658

389
10
0
50,4%

54

026

Humano
(SUH)

5.696.622

600
128

321.324

9.494
118.063
204.767
49.910
516
16
0
50,4%

60

026:H11

Humano
(diarrea
con
sangre)

5.725.358

588
128

334.555

9.737
118.061
204.991
48.450
504
16
0
50,4%

61

O153:HNT

Humano
(diarrea
con
sangre)

5.166.574

526
128

287.554

9.822
106.846
183.877
43.191

447
15
0
50,6%
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69

o111

Humano
(SUH)

5.560.796

562
128

374.261

9.894
99.677
374.261
42.262
477
15
0
50,4%
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Busqueda de genes candidatos en aislamientos locales

Al realizar la busqueda de los 40 genes candidatos que pasaron la validacién en los 10
genomas de cepas STEC locales, se pudo observar que 37 de estos genes aparecen en los 10
genomas, con los mismos rangos de identidad en lo que fueron definidos como marcadores.
Dentro de los 37 genes se encuentran los zzzz.12163, zzzz.3399 y zzzz.3404, que al parecer
presentan un enorme interés bioldgico porque podrian servir como blanco para drogas de
uso en el tratamiento o prevencién de los casos de SUH. Por otra parte, el gen zzzz.11138
aparece en los 10 genomas, pero en uno de ellos con 97% de Id y 75% de cobertura. El gen
zz22.11330 que validé a un 50% de id, no aparece en los genomas E. coli 50 y E. coli 52, ambas
del serogrupo 0145, obtenidas de SUH en los afios 2013 y 2017 (tabla 6). Estas cepas se
asociaron en el mismo pulsogrupo de PFGE y presentaron el mismo perfil de MLST (ST 342,
esquema Atchman). El gen zzzz.11331 no aparece en el genoma de E. coli 61 (0153 obtenida
de caso clinico), y aparece en un rango de identidad entre el 37 y el 57% y cobertura entre 46
y 98%. Una de las posibles causas de no haber encontrado estos tres genes en todos los
genomas de cepas locales puede deberse a un artefacto en el ensamblaje o en Ia
secuenciacion, o al hecho de que los genomas no estan cerrados. También puede deberse a
la variabilidad que se manejo en el disefio cuando se establecid la definicion de los
marcadores (presencia en el 95% de “STEC patdgenos definidos clasicos” y hasta 5% en “Otros
E. coli” no patdgenos para STEC) (grupo 5), por lo cual, los genomas patdgenos pueden no
validar el 100% de los marcadores. Como se menciond anteriormente la combinacién de
marcadores para su uso en diagndstico deberia ser evaluada en términos estadisticos. Otro
aspecto a tener en cuenta es la gran diversidad y plasticidad gendmica reportada para E. coli.
Un trabajo reciente de revision (Denamur et al., 2020) concluye que debido a la estructura

genética de la poblacidn y la ecologia de E. coli, aparecen nuevos clones patdgenos de forma
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constante y que esto es imposible de predecir, ya que se encuentran muchas combinaciones
de genes relacionados con la virulencia, lo cual refleja una epistasis intergénica compleja.
Destacan la importancia que ha tenido y seguira teniendo la secuenciacion de genomas
completos (WGS, por sus siglas en inglés) en la clasificacion de las cepas patdgenas y en la
actualizacidn constante de dicha clasificacidn en el contexto de la genética de poblaciones.
También en la descripcidon de la historia filogenética de las cepas basada en el genoma
conservado en asociacion con el genoma variable. Asimismo, Touchon et al. (2020), que
presentan un extenso trabajo realizado a partir de cepas de E. coli obtenidas de diferentes
ambientes, concluyen que la gran diversidad genética es debida a elementos genéticos
moviles, y que el analisis de cepas de los mismos secuenciotipos muestra rapidos cambios en
el repertorio de genes en las primeras etapas de divergencia. Estos elementos también
conducirian a una rapida variacién en el tamano del genoma, lo cual estaria asociado al
filogrupo vy las fuentes de aislamiento, lo que sugiere que el flujo de genes refuerza la
asociacién de ciertos antecedentes genéticos con habitats especificos. Los autores afirman
gue la divergencia del repertorio de genes se vuelve lineal con la distancia filogenética, lo cual
refleja la rotacion continua del elemento movil y la adquisicion ocasional de genes

adaptativos.

Los resultados obtenidos en relacion a la presencia de los genes candidatos a marcadores
moleculares tanto para comprender la biologia de las STEC, como los que fueron propuestos

para el diagndstico, o posibles blancos para drogas, son alentadores.

Futuros ensayos podrian evaluar en estos genomas locales la ubicacion de los promotores
relacionados a los genes marcadores moleculares que hemos definido asi como evaluar su

expresion en diferentes condiciones.
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CONCLUSIONES
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Conclusiones

El serotipo mas frecuente estudiado en las cepas provenientes de alimentos en este conjunto
de cepas, correspondiod a 0157:H7, seguido por el serotipo 026. no siendo este el serotipo
mayormente recuperado en los aislamientos de origen clinico como responsable de SUH. Esto
puede deberse al sesgo de los datos, ya que hasta hace unos afios solo se buscaba 0157 en
alimentos, y los aislamientos analizados aqui provienen principalmente de carne estudiada
en ese periodo. Un estudio previo en Uruguay encontrd que el ganado uruguayo seria un
importante reservorio de serotipos claramente asociados con enfermedad humana grave
como 026,0103: H22,0111: NMy 0113: H21 (Balseiro et al., 2012). También podria pensarse
en otras vias de transmision, como ser el contacto entre personas, el contacto con animales
contaminados, u otros tipos de alimentos. Resultados similares fueron recientemente
reportados en Argentina donde el consumo de carne de res solo explicaria el 10% de los casos
de SUH (Brusa et al., 2020). Asimismo, se podria plantear la necesidad de mejorar las técnicas
de deteccidn de otros serotipos en los reservorios potenciales y en los alimentos. También
surge la hipdtesis de si en nuestro pais, las cepas con mejores caracteristicas virulentas son
las que producen enfermedad en humanos y no las mas prevalentes en los reservorios

estudiados.

Con respecto a los serogrupos/serotipos presentes en los casos clinicos estudiados en esta
tesis correspondieron a: 0157:H7 (uno de un caso de ITU), 0145 (dos de dos casos de SUH),
026 (uno de un caso de SUH), 026:H11 (uno de un nifio con diarrea sangrinolienta), O153:HNT
(uno de un nifio con diarrea) y 0111 (uno de un nifio con SUH). Los cuatro aislamientos

obtenidos de ganado, dos correspondieron a 0157 y dos a 026.
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La asociacion de dos de los aislamientos 0157 al clado 8, en un cluster diferente a las demas
cepas, apoya la hipoétesis de Manning (Manning et al., 2008) que sostiene que el mismo es un
clado emergente con caracteristicas a nivel genético diferentes a los demas clados, lo cual
podria estar relacionado al hecho de que se presentan como cepas con alta asociacion a
enfermedad severa en humanos. Sin dejar de tener en cuenta que el proceso E. coli----STEC o
EHEC---es una construccion colectiva en la que contribuyen entre otros, bacterias, fagos, etc.,

aportando material genético.

Los resultados del MLST y de la PFGE son concordantes y apoyan la idea de clonas STEC
patogénicas circulantes que aparecen tanto en ganado, como en los alimentos y en los casos
clinicos y persisten a lo largo de los afios. Los ST 11, 21 y 16 que aparecen en las cepas
obtenidas de casos clinicos, han sido frecuentemente asociados a casos de enfermedad

severa en seres humanos.

En relacidn a la distribucidn de los genes stx para los aislamientos 0157 y no-0157, stx2 seria
el de mayor prevalencia en los aislamientos 0157, presentandose una prevalencia similar
entre stx1 y stx2 en los aislamientos no-0157. Si llevamos los resultados al total de
aislamientos estudiados, si bien ambos genes se presentan con una elevada prevalencia, el
gen stx2 productor de toxina Shiga es quien se presenta con mayor prevalencia en los
aislamientos locales analizados. Para el caso de los aislamientos de origen humano ambos
genes se presentan con una elevada prevalencia, en el caso de stx2 la prevalencia es similar
al conjunto total de aislamientos, pero presentan una prevalencia mayor del gen stx1. Por lo
cual las cepas responsables de procesos infecciosos en seres humanos recuperadas en
nuestro pais, podrian ser portadoras de un mayor nimero de estos genes o factores de

virulencia que las demas cepas recuperadas de alimentos, lo cual también apoyaria la
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hipdtesis de que cepas con mayores capacidades virulentas son las que producen procesos

infecciosos en seres humanos.

Se han podido conocer las distribuciones de las variantes de los genes stx1 y stx2 productores
de toxina Shiga. En el caso de stx1 la variante a se presentd con mayor frecuencia tanto al
analizar los aislamientos locales 0157, los no-0157, asi como el total de cepas, mientras que
para los aislamientos humanos las variantes a y ¢ presentaron la misma frecuencia. Con
respecto al gen stx2, stx2c es la variante con mayor prevalencia a nivel local si el analisis se
realiza con respecto a los aislamientos 0157 y a los totales; en cambio si se analizan las cepas
no-0157, asi como los aislamientos de origen humano, la variante a es la que presenta mayor
prevalencia. La combinacion de las variantes a, cy d (la variante d deberia ser confirmada por
WGS) resulté ser la mas frecuente tanto en los aislamientos 0157 como en el total, mientras
gue la combinacion a y ¢ fue la mas frecuente en las cepas no-0157. El haber encontrado la
variante a en una elevada prevalencia (71%) de los aislamientos obtenidos a partir de casos
clinicos, es concordante con lo reportado por otros autores previamente (Friedrich et al,,
2002; Beutin et al., 2012; Oderiz, et al., 2018). Segun el ultimo informe de la EFSA, stx2a
mostro las tasas mas altas de SUH, hospitalizacion y diarrea con sangre; sin embargo, todos
los demas subtipos de stx, o combinaciones de los mismos, también se asociaron con

enfermedades graves (EFSA, 2020).

Se determind la distribucidn del gen eae que codifica para la proteina de membrana externa
intimina, responsable de la adherencia estrecha de STEC con los enterocitos, y sus variantes
Y1y B1. El hecho de haberse detectado en el 94% de las cepas, apoya la idea de que es uno
de los principales factores de virulencia tanto en cepas 0157 como no-0157, y en los casos

clinicos.
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Con respecto a las variantes del gen eae, la variante Y1 resultod ser la Unica identificada en las
cepas 0157, mientras que para las cepas no-0157 solo se identificd la variante B1. En los
aislamientos de origen humano se encontraron ambas variantes, siendo la B1 la mas

frecuente, este hecho estd relacionado a los serotipos correspondientes a las cepas de este

grupo.

En relacion a la presencia de otros genes implicados en la virulencia, principalmente genes
relacionados a la adherencia bacteriana a células eucariotas se analizé la presencia de los
genes tccP, espl, F9, iha, Ipf, hcpA, katP y espP. Se evidencio una rica distribucion de estos
factores de virulencia adicionales. En todos los casos se presentaron con una mayor
frecuencia en las cepas 0157 que en las no-0157, y esto puede deberse en parte a los
cebadores utilizados, ya que muchos de ellos fueron desarrollados para el serogrupo 0157.
Con respecto a los aislamientos de origen humano, también mostraron una rica distribucion
de los factores Ipf, ihA, hcpA, F9 y esp), mientras que los genes tccp, espP y katP solo se

determinaron en un aislamiento humano.

Al estudiar los clados a los que pertenecen las cepas locales O157:H7, solo tres cepas se
identificaron como pertenecientes al clado 8, siendo este el clado que junto a los clados 2 y
3, se presentan con mayor asociacion a casos de enfermedad en humanos (Manning et al.,

2008; FDA, 2007; CDC, 2006; CDC, 1993).

Cabe destacar que dos de las cepas que correspondieron a estos clados se asociaron en el
mismo pulsogrupo en la PFGE (97% de identidad) por lo cual presentarian perfiles genéticos
similares. La baja incidencia de estos clados hipervirulentos en nuestro pais podria entonces

ser uno de los factores que explicaria las diferencias en lo que respecta a la distribucion de
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serogrupos STEC asociados a casos de SUH entre Uruguay y Argentina donde el SUH es

endémico (Mellor et al., 2012).

En lo que respecta a los sitios de insercidn de la Isla de Patogenicidad LEE (pheU, selCy pheV),
muchos de los aislamientos presentaron mas de un sitio ocupado. En estos casos se podria
saber cuales son los sitios ocupados, pero no se podria afirmar en cual de estos sitios se

encuentra la isla que codifica para eae.

La tasa de resistencia encontrada en STEC (10%) sugiere que su contribucién local al problema
de la resistencia a los antimicrobianos es similar a la observada en Argentina y menor que la
reportada en Brasil. Sin embargo, algunos de los genes responsables, probablemente se
encuentren ubicados en integrones de clase 1, pudiendo ser facilmente transferibles a otras
bacterias Gram-negativas intestinales. La carga de genes de resistencia encontrados, incluso
en aislamientos susceptibles, sugiere que estos patdégenos podrian tener un rol importante

como reservorio de genes de resistencia transferibles.

Con respecto a los estudios bioinformaticos se han podido identificar 40 secuencias
relacionadas a STEC que podrian servir para detectar la presencia de STEC eae+, comprender
aspectos de la biologia de las STEC, asi como caracteristicas de virulencia. Dentro de ellas se
determinaron doce secuencias blanco que podrian ser utilizadas como marcadores
moleculares para apoyar el diagndstico de un grupo de estos patégenos y asi aportar al
control de su presencia tanto en alimentos como en muestras de seres humanos y animales
En algunos casos también como sitios potenciales para el disefio y evaluacidon de tratamientos

fisiopatoldgicos de las infecciones por STEC.
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Se han secuenciado y ensamblado 10 genomas de cepas STEC locales, con buena calidad de
ensamblado, en los cuales se ha podido realizar el MLST, busqueda de genes de resistencia a
antibidticos y donde se encontraron las secuencias relacionadas a STEC determinadas
previamente, y en los mismos rangos de identidad en que fueron validadas. Dentro de los 37
genes se encuentran los zzzz.12163, zzzz.3399 y zzzz.3404, que al parecer presentan un
enorme interés bioldgico porque podrian servir como blanco para drogas. Los resultados
obtenidos en relacién a la presencia de los genes candidatos a marcadores moleculares tanto
para comprender la biologia de las STEC, como los que fueron propuestos para el diagndstico,

o posibles blancos para drogas, son alentadores a su uso.
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Perspectivas

Evaluar la variabilidad de genes stx1, stx2 y eae en los diferentes serotipos y hacer
estudios de filogenias, con el objetivo de avanzar en la comprensidn de la biologia de
las STEC y su capacidad virulenta diferencial entre cepas.

Recordar que hay cepas STEC eae negativas (sobretodo del grupo 2), donde resultaria
interesante estudiar los sitios ocupados, cuales estan ocupados y con cudles
elementos, si los mismos estan relacionados a patogenicidad o si por el contrario al
ocupar el sitio bloquean el ingreso de genes de virulencia y disminyen asi las
capacidades patogénicas de la cepa.

Realizar estudios en diferentes ambientes y en los alimentos, en relacidon a los
bacteriéfagos circulantes en nuestro pais.

Continuar con WGS y busqueda de los genes candidatos en cepas locales y/o
regionales.

Busqueda de marcadores moleculares relacionados a stx y otro gen que no sea eae
como aggR, con el objetivo de definir marcadores adicionales que permitan detectar
de forma temprana y segura cepas STEC hibridas como la del brote de Alemania en
2014.

Estudiar la distribucién de serogrupos en los genomas de enterobase y definir
marcadores relacionados a serogrupos.

Evaluar la posibilidad de que el producto del gen zzzz.12163 que codifica para una
proteina (GAM) inhibidora de la nucleasa bacteriana sea un blanco para evitar la

progresion a SUH.

143



Caracterizacion fenotipica y genotipica de cepas de Escherichia coli productoras de toxina shiga (0157 y no-0157) provenientes de alimentos, ganado y casos clinicos. Identificacion de

nuevos blancos ttiles para su deteccion y control

Evaluar si la exonucleasa bacteriana esta asociada a patogenicidad, para lo cual se
deberia estudiar la distribucion y variabilidad de la misma.

Evaluar la posibilidad de que los genes candidatos zzzz.3399 y zzzz.3404, que codifican
para un efector del sistema de secrecidn de tipo Ill, el NLeG que codifica para E3, una
proteina ligasa de ubiquitina, sean blancos para drogas que bloqueen su accién, y de
esta forma interferir en la evasidn por parte de la bacteria de la respuesta inmune del
huésped.

Estudiar en genomas de diferente secuenciotipo, la localizacién de los genes
marcadores definidos, a los efectos de evaluar si los mismos se encuentran asociados
a un fago o a una isla de patogenicidad. También se podrian analizar genes cercanos
hacia sus costados (4 o 5) para observar el entorno genético y buscar promotores.
Buscar en genomas locales la ubicacién de los promotores relacionados a los genes
marcadores moleculares que hemos definido.

Buscar genes que no estén presentes en los genomas patégenos para STEC para definir
"sitios calientes" que le permitan a una cepa armarse con los genes de virulencia o
resistencia.

Evaluar si las combinaciones de marcadores aumentan la potencia en la identificacidon
de cepas STEC patdgenas clasicos (grupo 1) en este tipo de muestras.

Realizar el disefio de cebadores especificos para E. coli, para los genes que pasaron la

validacién y a su vez son candidatos como buenos marcadores moleculares.
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Difusion de resultados

Con respecto a la difusion de resultados obtenidos se han presentado dos trabajos titulados:

PHENOTYPIC AND GENO-TYPIC CHARACTERIZATION OF SHIGA TOXIN PRODUCING
ESCHERICHIA COLI (STEC) 0157 STRAINS ISOLATED IN URUGUAY en el 10th
International Symposium on Shiga Toxin (Verocytotoxin) Producing Escherichia coli
Infections, realizado en mayo de 2018, en Florencia, Italia.

ESCHERICHIA COLI 0111: NM UNA CAUSA POCO FRECUENTE DE SINDROME
HEMOLITICO UREMICO EN LA REGION en el 7 Congreso Internacional de Infectologia

Pediatrica y Vacunas realizado en Abril de 2018 en Uruguay.

Se ralizard la presentacion de un trabajo en al XXV Congreso Latinoamericano de

Microbiologia - ALAM 2021, cuyo resumen ya fue aceptado, el mismo se titula:

“Caracterizacion de cultivos de Escherichia coli productor de toxina Shiga (STEC) del serogrupo

0157”.

Con respecto a instancias de financiamiento he participado en el marco de esta tesis en la

escritura y presentacion de dos proyectos:

Un Proyecto INNOVAGRO, financiado por la ANIl (Proyecto FSA | 2017 1 140224
denominado “Prevalencia de Escherichia coli productor de Toxina Shiga (STEC) en
canales bovinas uruguayas”), es un proyecto interinstitucional, desarrollado entre
INIA, LATU, MGAP, INAC y nuestro departamento de Bacteriologia y Virologia.

Un proyecto financiado por CSIC 2018 titulado “Estudio de asociacion del genoma
completo (GWAS) en E. coli: una aproximacion original para la busqueda de

marcadores genéticos del patotipo productor de la toxina shiga (STEC)”.
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Ambos proyectos aun estan en ejecucion, cumpliéndose los plazos establecidos hasta la

fecha.

Publicacion en revista arbitrada: “éDoes Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) and
Listeria monocytogenes significantly contribute with the local burden of antimicrobial
resistance?”, Frontiers Veterinary Science (indice de impacto 2.245), de los autores Maria Inés
Mota*, Sylvia Vazquez*, Cecilia Cornejo, Ana Caetano, Valeria Braga, Bruno D’Alessandro,

Laura Betancor, Gustavo Varela, 7:583930. doi: 10.3389/fvets.2020.583930.
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ANEXO 1. Cebadores y condiciones de ciclado de las diferentes PCRs
realizadas

Cebadores y condiciones utilizadas para la determinacion de secuenciotipo de E. coli.

Mezcla de
Genes Cebadores | Secuencia 5°-3° Tamafio reaccion . Temperatura de annealing
(pb) (volumen final (eC)
25 pl)
adk F ATTCTGCTTGGCGCTCCGGG 2 min a 952C, (1 min a 959C,
adk 583 1 min a 542C, 2 min a 729C) x
adk R CCGTCAACTTTCGCGTATTT 30, extensén 5 min a 72°C.
fumCF TCACAGGTCGCCAGCGCTTC 2 min a 959C, (1 min a 959C,
C 806 1mi 542C, 2 min a 729C
fum fumC R GTACGCAGCGAAAAAGATTC min a 542C, 2 min a 722C) x
0.2mM d 30, extenson 5 min a 72°C.
gyrB F TCGGCGACACGGATGACGGC -4m e 2 min a 959C, (1 min a 959C,
rB 911 dNTPs; 2.0 mM 1 min a 602C, 2 min a 722C) x
9 gyrB R ATCAGGCCTTCACGCGCATC de MgClI2, 0.5 o
Md q 30, extensén 5 min a 722C
icd F ATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGCACA ﬁrimeer CiXa:'je 2 min a 959C, (1 min a 95°C,
’ H o i ]
fed icd R GGACGCAGCAGGATCTGTT 878 | buffer, 1.25y | 1Mina542C, 2mina 722C)x
deTa 30, extensén 5 min a 72°C.
mdh F ATGAAAGTCGCAGTCCTCGGCGCTGCTGGCGG PoIim?erasa 2 min a 952C, (1 min a 9529C,
i I i o
mdh mdh R TTAACGAACTCCTGCCCCAGAGCGATATCTTTCTT 932 (Fermentas); L min a 60°C, 2 min a 722C) x
2.5 ul de ADN 30, extensén 5 min a 722C
purAF CGCGCTGATGAAAGAGATGA ’ 2 min a 952C, (1 min a 9529C,
purA 816 1 min a 542C, 2 min a 72°C) x
purAR CATACGGTAAGCCACGCAGA 30, extensén 5 min a 72°C.
recAF CGCATTCGCTTTACCCTGACC 2 min a 952C, (1 min a 952C,
i o i [}
recA recAR TCGTCGAAATCTACGGACCGGA 780 1 min a 588C, 2 min a 722C) x
30, extensén 5 min a 72eC
Cebadores y condiciones utilizadas para las diferentes PCRs.
Genes Cebadores Secuencia 5°-3" Tamafio Mezcla de .reacuon Ciclado
(pb) (volumen final 25 L)
sixl VTlc ACC CTG TAA CGA AGTTTG CG 130 0.4mM de dNTPs;
VT1ld ATCTCATGC GACTACTTG AC 4.0 mM de MgCl2, R
Desnaturalizacién inicial
1X de buffer, 1.25 U R X
) 952C por 2 min, seguido de
de Taq Polimerasa .
(Fermentas). Los 30 ciclos de
: desnaturalizacion 952C 60
cebadores VT1y VT2 s, annealing 572C 30 s
stx2 LP43 ATCCTATTC CCG GGA GTTTACG 348 se usaron e'lon acic')ng729C 30 s)’
LP44 GCG TCATCG TAT ACACAGGAG C a una concentracion & e !
elongacion final 72°C 4
de 0,6 uM y 0,15 X
min.
UM,
respectivamente. 2.5
ul de ADN
stxla stxla-F1: CCTTTCCAGGTACAACAGCGGTT 478 Desnaturalizacién inicial
stxla-R2: GGAAACTCATCAGATGCCATTCTGG 952C por 15 min, seguido
sixlc stx1c-F1: CCTTTCCTGGTACAACTGCGGTT 252 de 30 ciclos de
stx1c-R1: CAAGTGTTGTACGAAATCCCCTCTGA desnaturalizacion 942C 50
s, annealing 632C 40 s,
stxld stx1d-F1: CAGTTAATGCGATTGCTAAGGAGTTTACC 203 0.2mM de dNTPs; elongacién 722C 1 min),
stx1d-R2: CTCTTCCTCTGGTTCTAACCCCATGATA 2.0 mM de MgCI2, elongacion final 72°C 3
0.4 uM de cada min.
stx2a-F2: GCGATACTGRGBACTGTGGCC 349 primer, 1X de buffer,
stx2a stx2a-R3: CCGKCAACCTTCACTGTAAATGTG 347 1.25 U de Taq 95°C for 15 min followed
stx2a-R2: GCCACCTTCACTGTGAATGTG Polimerasa by 35 cycles of 94°C for 50
stx2b stx2b-F1: AAATATGAAGAAGATATTTGTAGCGGC 251 (Fermentas); 2.5 pl s, 62°C for 40 s and 72°C
stx2b-R1: CAGCAAATCCTGAACCTGACG de ADN for 60 s, ending with 72°C
stx2c stx2c-F1: GAAAGTCACAG ATATACAACGGGTA 177 for3min.abyc
stx2c-R2: CCGGCCACYTTTACTGTGAATGTA
o stx2d-F1: | AAARTCACAGTCTTTATATACAACGGGTG 179 g;fgat;’:;jl'gzz:;g”sg"z'ﬂo
stx2d-R1: | TTYCCGGCCACTTTTACTGTG P 1 5€8

de 35 ciclos de
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desnaturalizacion 942C 50
s, annealing 682C 40 s,
elongacion 722C 1 min),
elongacion final 72°C 3
min.

0.2mM de dNTPs;
6.0 mM de MgCl2,

Desnaturalizacién inicial
952C por 15 min, seguido
de 35 ciclos de

AE9 ACG TTO CAG CAT GGG TAACTC 0.4 uM de cada desnaturalizacién 942C 60
cge AE 10 GAT COGG CAA CAG TTT CAC CIO 815 primer, 1X de buffer, s, annealing 582C 40 s
SK1 CCCGAATTCCGCACAAGCATAAGC 863 1.25 U de Taq ' L. o g
sK2 CCCGGATCCGTCTCGCCAGTATTCG Polimerasa elongacion 725C 2 min),
elongacion final 722C 5
(Fermentas); 2.5 pl min
de ADN ’
0.2mM de dNTPs; Desnaturalizacién inicial
6.0 mM de MgCl2, 952C por 15 min, seguido
eae-FB AAAACCGCGGAGATGACTTC 804 0.4 uM de cada de 30 ciclos de
cae vl eae-C1 AGAACG/TCTGCTCACTAGATGTC (0157 y primer, 1X de buffer, desnaturalizacion 942C 50
0145 cambiando T por G) 1.25 U de Taq s, annealing 582C 40 s,
Polimerasa elongacion 722C 1 min),
(Fermentas); 2.5 pl elongacion final 722C 3
de ADN min.
0.2mM de dNTPs; Desnaturalizacién inicial
6.0 mM de MgCl2, 952C por 15 min, seguido
0.4 uM de cada de 30 ciclos de
cae 61 eae B1-F CGCCACTTAATGCCAGCG 811 primer, 1X de buffer, | desnaturalizacion 942C 50
eae B1-R CTTGATACACCTGATGACTGT 1.25 U de Taq s, annealing 582C 40 s,
Polimerasa elongacion 722C 1 min),
(Fermentas); 2.5 pl elongacion final 722C 3
de ADN min.
0.2mM de dNTPs; Desnaturalizacién inicial
2.0 mM de MgCl2, 952C por 5 min, seguido de
0.4 uM de cada 35 ciclos de
katP WKAT F AACTTA TTTCTCGCATCATCC 2126 primer, 1X de buffer, desnaturalizacion 952C 60
WKAT B CTTCCTGTTCTGATTCTTCTGG 1.25 U de Taq s, annealing 562C 60's,
Polimerasa elongacion 722C 1 min),
(Fermentas); 2.5 pl elongacion final 722C 10
de ADN min.
Cz).émM cze dNTPIS; Desnaturalizacién inicial
-0 mM de MgCl2, 959C por 2 min, seguido de
1.1 uM de cada 30 ciclos de
esn) M-EsplJf2 ATGTCAATTATAAAAAACTGCTTATC 650 primer, 1X de buffer, desnaturalizacién 94°C 60
M-EspJr2 TTTTTTGAGAGGATATATGTCAAC 1.25 U de Taq X o
Polimerasa S annea.lllng 532C 40 .s,
elongacion 722C 1 min),
(Fermentas); 2.5 pl elongacion final 722C 3 min
de ADN
Cz).SmM de dNTPs; Desnaturalizacién inicial
-0 mM de MgCl2, 94eC por 1 min, seguido de
0.4 uM de cada 30 ciclos de
espP ESP A AAACAGCAGGCACTTGAACG 1830 primer, 1X de buffer, desnaturalizacién 94C 60
ESPB GGAGTCGTCAGTCAGTAGAT 1.25U de Taq ) o
polimerasa s, anneall'lng 562C 60 s,
elongacion 722C 90 s),
(Fermentas); 2.5 i elongacion final 722C 7 min
de ADN
0.2mM de dNTPs; Desnaturalizacién inicial
2.0 mM de MgCl2, 942C por 5 min, seguido de
0.4 uM de cada 30 ciclos de
tccP tccP-F1 ATGATTAACAATGTTTCTTCACTT 1000 primer, 1X de buffer, desnaturalizacion 942C 60
tccP-R1 TCACGAGCGCTTAGATGTATTAATGCC 1.25 U de Taq s, annealing 532C 60 s,
Polimerasa elongacion 722C 1 min),
(Fermentas); 2.5 pl elongacion final 722C 5
de ADN min.
0.2mM de dNTPs; Desnaturalizacién inicial
6.0 mM de MgCl2, 952C por 2 min, seguido de
0.4 uM de cada 30 ciclos de
LpF LPFA2-CF CTACAGGCGGCTGATGGAACA 297 primer, 1X de buffer, | desnaturalizacion 942C 60
LPFA2-CR GCTAATACCAGCGGCAGCATCGT 1.25 U de Taq s, annealing 552C 40 s,
Polimerasa elongacion 722C 1 min),

(Fermentas); 2.5 pl
de ADN

elongacion final 722C 3
min.
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0.2mM de dNTPs;
6.0 mM de MgCl2,
0.4 uM de cada

Desnaturalizacién inicial
952C por 2 min, seguido de
30 ciclos de

hepA hcpA-F TCGCTAGTTGCTGACAGATTT 900- primer, 1X de buffer, desnaturalizacion 942C 60
P hcpA-R AATGTCTGTTGTGTGCGACTG 1000 1.25 U de Taq s, annealing 552C 40 s,
Polimerasa elongacion 722C 1 min),
(Fermentas); 2.5 pl elongacion final 722C 3
de ADN min.
0.2mM de dNTPs; Desnaturalizacién inicial
6.0 mM de MgCl2, 952C por 2 min, seguido de
0.4 uM de cada 30 ciclos de
F9 2591 GGCATATCGTATGCATCAGGTG 600-700 primer, 1X de buffer, | desnaturalizacion 942C 60
2592 GCCAACTACCAATGTTGATGCC 1.25 U de Taq s, annealing 552C40s,
Polimerasa elongacion 722C 1 min),
(Fermentas); 2.5 pl elongacion final 722C 3
de ADN min.
0.2mM de dNTPs; Desnaturalizacién inicial
6.0 mM de MgCl2, 952C por 2 min, seguido de
0.4 uM de cada 30 ciclos de
Iha iha-l CAGTTCAGTTTCGCATTCACC 1300 primer, 1X de buffer, desnaturalizacion 942C 30
iha-11 GTATGGCTCTGATGCGATG 1.25 U de Taq s, annealing 562C 60s,
Polimerasa elongacion 722C 90 s),
(Fermentas); 2.5 pl elongacion final 722C 3
de ADN min.
Etapa 1: Activacion de la
enzimay pegado de
primers 952C 10 min y 702C
El volumen final en 30s.
Caldos P Etapa 2: Son 10 ciclos de
L esta técnica es de 20 R
posicion 539, -—-- R extension donde se va
Ver tabla 4 ul, Master Mix 1X .
438, 1060 y - (Kapabiosystems) bajando la temperature de
630 é p Y! ) 692C de a 12C por ciclo
primer Fy R 0.5 pM,
(722C 30s, 95°C 20 s, 69°C
2.0 ul de ADN
30s).
Etapa 3: Adquisicidn 40
ciclos de 722C 30's, 952C 20
s, 602C 30s.
. pheU_for
isr:ts'::c?éen do | (n0-7) TTCACCCACGAACTGTTAACC 664 0.2mM de dNTPS: Desaturalizacion inicia
pheU_rev | AAATCTCATCAGTCGCCGTTC -emiice aiirs; esnaturafizacion inicta
LEE PheU (no. 11 2.0 mM de MgCl2, 952C por 5 min, seguido de
phéV for 0.4 uM de cada 30 ciclos de
. _ . N o
o | o) | acTicRccscaToAGGAGTA oy | T e buter | et 3ot
pheV_rev GTGCAGCGGCTGGAGTTTGGA i 4 ’ g )
LEE PheV (no. 6) Polimerasa s, elongacién 722C 2 min),
Sitios de - (Fermentas); 2.5 pl elongacion final 722C 5
insercion de K260_for CGCCGATTTTTCTTAGCCCA 2000 de ADN min.
LEE SelC K259_rev CGCCGA TCTTAGCCCA
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ANEXO II. Resultados obtenidos en las cepas de referencia/coleccion

Deteccion de stx1 y stx2 y sus variantes por PCR

Distribucién de los genes de virulencia stx1, stx2 en las cepas de referencia analizadas y sus variantes. (nd: no
determinado).

AISLAMIENTO ORIGEN SEROTIPO VARIANTES VARIANTES STX2
STX1
35 control interlaboratorio 0157:H7 A 933J/C AIC
59 MALBRAN cepa coleccion 0145 - A/D
62 UNAM 2015 cepa coleccion 0145 -- A
63 UNAM cepa de coleccion 026:H11 A 933J/C A/D
64 UNAM cepa de coleccién 0103 H2 - A/D
65 UNAM cepa coleccion 0111 :H8 A 933J/C A
66 UNAM cepa coleccion 0121:H19 -— nd

Deteccion del gen eae y sus variantes

Distribucién en las cepas de referencia del gen de virulencia eae y sus variantes asociadas al serotipo 0157 y
no-0157. Se informan los porcentajes correspondientes en relacién al total de aislamientos por grupo.

AISLAMIENTO ORIGEN SEROTIPO eae VARIANTE
VARIANTE eae B1
eae Y1

22 ND 0157:H7 - -

35 control interlaboratorio O157:H7 + +

59 MALBRAN cepa 0145 + +
coleccion

62 UNAM 2015 cepa 0145 + +
coleccion

63 UNAM cepa de 026:H11 + - +
coleccion

64 UNAM cepa de 0103 H2 + - -
coleccion

65 UNAM cepa coleccion 0111 :H8 + - -

66 UNAM cepa coleccion 0121:H19 + - -
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Deteccion de genes asociados con la virulencia

Distribucién de los genes de factores responsables de virulencia adicionales a los tipicos de STEC en cepas de

referencia.
Aislamiento Origen Serotipo LPF hcpA iha F9 tccP espJ katP espP
35 control interlaboratorio O157:H7 + + + + + + + -
59 MALBRAN cepa coleccion 0145 + + + + = = + -
62 UNAM 2015 cepa coleccién 0145 + + + + - - - +
63 UNAM cepa de coleccion 026:H11 - - + + - - - -
64 UNAM cepa de coleccion 0103 H2 + + B + - + - -
65 UNAM cepa coleccion 0111 :H8 - - + + - - - -
66 UNAM cepa coleccién 0121:H19 - - - + - - - -

Sitios de insercion de la isla de patogenicidad LEE

Presencia/Ausencia de los productos de PCR para los sitios de insercién de la Isla de patogenicidad LEE,
pheU, selCy pheV, en las cepas de referencia.

AISLAMIENTOS ORIGEN SEROTIPO SITIO PHEU SITIO SELC SITIO PHEV
22 ND 0157:H7 - - -
35 control interlaboratorio 0157:H7 + - +
59 MALBRAN cepa coleccién 0145 - - -
62 UNAM 2015 cepa coleccion 0145 - - -
63 UNAM cepa de coleccion 026:H11 - + -
64 UNAM cepa de coleccién 0103 H2 - + -
65 UNAM cepa colecciéon 0111 :H8 - + -
66 UNAM cepa coleccion 0121:H19 - + +
K12 CONTROL | ATCC + + +
SITIO NO
OCUPADO

Estudios de susceptibilidad/resistencia a antimicrobianos

Perfiles de sensibilidad/resistencia de los aislamientos locales estudiados.
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Anexo III. Diametros de referencia para los antibioticos ensayados

Diametros de referencia

CARGA RESIS'I('rI‘E:;ln'I;E <o= INTE(II?‘II:IInI)EDIO SENS(IEIr_rI‘E) >o0=
Amoxicilina a(;\i/ldg)CIavulénico 10 g 13 1417 18
Ceftazidime (CAZ) 30 ug 17 18-20 21
Cefoxitin (FOX) 30 ug 14 15-17 18
Fosfomicina — trometamol (FOT) 50 ug 12 13-14 15
Cefuroxime (CXM) 30 ug 14 15-17 18
Ceftriaxona (CRO) 30 ug 19 20-22 23
Cefepime (FEP) 30 ug 18 19-24 25
Gentamicina (CN) 10 ug 12 13-14 15
Trimetropim sulfametoxazol (SXT) | 1.25/ 23.75 ug 10 1115 16
Meropenem (MEM) 10 ug 19 20-22 23
Ciprofloxacina Imipenem (IPM) 10 ug 19 20-22 23
(CIP) 5 ug 15 16-20 21
Ampicillina (AMP) 10 ug 13 14-16 17
Amicacina (AK) 30 ug 14 15-16 17
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Anexo IV. Genes candidatos a estar relacionados con las cepas STEC,
funcion potencial y evaluacion como marcador molecular

-~ Query
Codigo del Total cover E Identidad Funcién Potencial
Gen Score* sk value***
2222.10094 86.7 100% | 1,00E-21 98% T3SS effector NleB [Escherichia coli]
2222.10095 957 100% 0.0 100.% Subunidad de un transportador de alfa hemolisina

2772.10238

211

100%

4,00E-69

99.%

Proteina de union al ADN

2772.10239

212

100%

2,00E-69

100%

Proteina hipotética

222210586 221 100% | 2,00E-72 100% I[’;';)Ct;;r;?c;d';if:;ma de transferencia conjugativa tipo F Trbl
2222.10683 480 100% | 3,00E-171 100% Proteina hipotetica, posible proteina de membrana (E. coli)
2222.10685 213 100% | 4,00E-70 100% Proteina hipotética de Enterobacterias

2222.10690 214 100% | 2,00E-70 99% Proteina hipotética de E. coli

2222.10691 958 100% 0.0 100% Proteina de transferencia de ADN de fagos (aciltransferasa, E. coli)

2222.10991 187 97% 7,00E-60 100% Proteina de secrecidn EspO [Escherichia coli]
2222.10992 360 100% | 6,00E-126 100% Proteina hipotética de Enterobacterias
2222.11094 1266 100% 0.0 100% Proteina hipotética de Enterobacterias

2272.11217

830

100%

0.0

100%

MULTISPECIES: proteina que contiene el dominio DUF4236
[Gammaproteobacteria]

7772.11218

759

100%

0.0

100%

Biosintesis de salmochelin C-glicosiltransferasa IroB [Escherichia coli]
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2222.12120 190 100% 7e-61 100% Proteina SepZ [Escherichia coli]

2222.12121 186 100% | 1,00E-059 100% Proteina de sistema de secrecion tipo |ll SepZ [Escherichia coli]

Sistema de secrecion tipo Ill LEE proteina de cambio SepD

2772.12124 317 100% | 1,00E-109 100% oy
[Escherichia coli]

2222.12125 314 100% | 2,00€-108 100% MULTISPECIES.: sistema de secrecion tipo Il LEE chaperona CesD
[Enterobacteriaceae]

122212126 280 100% | 3,00E-095 100% Sistema de secrecion tipo Ill LEE regulador transcripcional GrlA

[Escherichia coli]

1222.12159 1108 100% 00 100% ReceptPr fje intimina translocado Tir sistema de secrecion tipo IIl LEE
[Escherichia coli]

2222.12160 1079 100% 00 100% ReceptPr fje intimina translocado Tir sistema de secrecion tipo IIl LEE
[Escherichia coli]

222212161 283 100% | 2,00€-096 99% MULTI?PECIES: sistema de s?creC|on tipo Ill LEE regulador de longitud
de aguja EscP [Enterobacteriaceae]

122212162 233 100% | 3,006-077 100% MULTISPECIES:: sistema de secrecion tipo Ill LEE chaperona CesL
[Enterobacteriaceae]

2222.12163 349 100% | 1,00E-121 100% MULTISPECIESf proteina inhibidora de la nucleasa del huésped Gam
[Enterobacteriaceae])

2222.12236 659 100% 0.0 100% proteina de la familia LpxR deacilasa de lipido A[Escherichia coli]

2222.12237 149 100% | 2,00E-045 100% Proteina hipotética C6981_12205 [Escherichia coli]

2222.12241 349 100% le-121 100% Proteina efectora T3SS EspH [Escherichia coli]

2222.13259 587 100% 0.0 100% Proteina que contiene el dominio dicluster 4Fe-4S [Escherichia coli]

1222.13393 395 100% | 5,00E-139 100% MULTISPECIES.: proteina de transferencia conyugal TraX
[Enterobacteriaceae]

2222.13939 879 100% 0.0 100% Proteina hipotética BSG22_14095 [Escherichia coli]

2222.14054 109 90% 3,00E-30 100% Proteina hipotética EC40967_C0074 [Escherichia coli 4.0967]

2222.15401 99.0 100% | 3,00E-26 100% MULTISPECIES:: proteina que contiene el dominio DUF2740
[Enterobacteriaceae]

2222.16397 100% | 3,00E-58 100% Proteina hipotética [Escherichia coli]

2222.18520 237 100% | 6,00E-79 100% Proteina hipotética [Escherichia coli]

2222.20260 1143 100% 0.0 99% ATPasa de la familia AAA [Escherichia coli]

Proteina de dominio conservado [Escherichia coli E22] y proteina Dinl

2222.3268 159 100% | 4,00E-49 100% .
en Enterobacterias

2222.3396 778 100% | 1,00E-136 100% Proteina que contiene el dominio DUF1076 [Escherichia coli]
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2272.3398

2772.3401

388

262

100%

100%

2,00E-136

2,00E-88

100%

100%

Proteina que contiene el dominio DUF1076 [Escherichia coli]

Proteina hipotética [Escherichia coli]

2272.3403

z272.3405

439

449

100%

1,00E-155

0%

100%

100%

Proteina que contiene el dominio DUF1076 [Escherichia coli]

MULTISPECIES: proteina que contiene el dominio DUF1076
[Escherichia]

MULTISPECIES: aparato de exportacion del sistema de secrecion tipo

0, _ 0,
2222.3529 433 LI ISR L) L Il proteina SpaP [Enterobacteriaceae]
12223777 380 100% | 3,00€-133 100% MULTISPECIEST: proteina de exportacion de polisacaridos
[Enterobacteriaceae)
2222.4008 645 100% 0.0 100% Proteina antirrepresora [Escherichia coli O55: H7 str. CB9615]

MULTISPECIES: proteina de sistema de secrecidn flagelar tipo Il FliQ

2272.4513 169 100% | 4,00E-53 100% T S

2222.4655 388 100% | 3,00E-136 100% MULTISPECIES: proteina de la familia TerD [Escherichia]

2222.4656 773 100% 0.0 100% Proteina de dominio de resistencia a telurito [Escherichia coli]
2222.4658 790 100% 0.0 100% MULTISPECIES: proteina de resistencia al telurio TerA [Escherichia]

MULTISPECIES: proteina de resistencia al telurio TerZ

2222.4664 394 100% | 1,00E-138 100% .
[Enterobacteriaceae]
2222.4665 1035 100% 0.0 100% Subunidad grande de terminase [Escherichia coli]
637 100% 0.0 100% MULTISPECIEST: Proteina de membrana de la familia TerC Alx
2222.4753 [Enterobacteriaceae)
636 100% 0.0 99% Proteina de membrana de la familia TerC Alx [Escherichia coli]
2222.4945 160 100% | 1,00E-49 100% Proteina hipotética [Escherichia coli]

2222.5616 100% | 1,00E-39 100% MULTISPECIES: proteina hipotética [Enterobacteriaceae])

2222.9099

394

100%

5,00E-139

2772.8511 95.5 100% | 6,00E-25 100% MULTISPECIES: proteina de la familia YIcG [Escherichia]

1222.8599 300 100% | 5,00E-103 99% MULTISPECIEST: proteina de membrana de resistencia al telurio TerB
[Enterobacteriaceae]

22722.8600 286 100% | 7,00E-98 100% Proteina de resistencia a telurita / colicina [Escherichia coli]

1222.8605 200 100% | 7,00E-65 100% Proteina degradante 2 autoinductotra LsrG [Escherichia coli MS 116-

100%

1]

Proteina Gp2 de tipo inovirus [Escherichia coli]

2222.9206

137

100%

2,00E-40

100%

Proteina hipotética BFD31_25665 [Escherichia coli]

2222.9584 333 100% | 2,00E-115 100% MULTISPECIES: familia GNAT N-acetiltransferasa [Escherichia)
2222.9832 383 100% | 2,00E-134 100% MULTISPECIES: proteina hipotética [Enterobacteriaceae]
1222.9836 206 100% | 2,00€-143 100% Factor de intercambio de nucleétidos de guanina efector T3SS EspM1

[Escherichia coli]
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*Puntaje total asignado del resultado del blast. **Cobertura de la secuencia utilizada como punto de partida para la busqueda (query).
***Valor E (estadistico que indica la probabilidad de que la similitud encontrada se deba al azar).
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ANEXO V. Valores de identidad en los que aparecen los genes
candidatos

Codigo del gen 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95
2222.10094
z222.10095
2222.10189
2222.10236
2222.10238
2222.10239
2222.10297
2222.10585
2222.10586
2222.10683
2272.10685
2222.10690
2272.10691
2222.10989
2222.10990
z272.10991
2272.10992
2222.11094
2222.11137
z222.11138
2222.11217
2222.11218
2222.11329
z222.11330
zz72.11331
2222.11478
2z72.11581
2222.11582
2272.11583
2222.11584
2222.11600
z2zz2.11601
2272.11633
2222.11634
zz7z2.11711
2222.11712
2272.11713
2222.11952
2222.12069
2222.12070
2222.12089
2222.12104
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2222.12105
2222.12108
2222.12109
2222.12110
2222.12112
2272.12113
2222.12114
2272.12115
2222.12116
2222.12117
2222.12118
2272.12119
2222.12120
2272.12121
2222.12124
2272.12125
2222.12126
2222.12157
2222.12158
2222.12159
2222.12160
2272.12161
2222.12162
2272.12163
2222.12236
2222.12237
2222.12241
2272.12242
2222.13259
2222.13318
2272.13393
2222.13939
z222.14054
2272.15401
2222.15545
2222.16397
2222.18008
2222.18520
2222.20260
2222.21278
2222.21761
2222.22486
2222.22528
2222.22657
2222.3268

2222.3396

nuevos blancos ttiles para su deteccion y control
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2222.3397
2272.3398
z222.3399
z272.3401
z222.3403
2272.3404
z222.3405
2222.3406
z222.3529
2222.3777
2222.4008
2222.4407
2222.4513
2222.4655
2222.4656
2222.4658
2222.4659
2222.4664
2222.4665
2222.4753
2222.4945
2222.5072
2222.5616
2222.6906
z272.8511
2272.8599
2222.8600
2272.8605
2222.9098
2222.9099
2222.9206
2222.9437
2222.9584
2272.9832
2222.9836
2222.9837
2222.9838
2222.9968

nuevos blancos ttiles para su deteccion y control
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ANEXO VI. Genes de Resistencia adquirida (datos obtenidos en
ResFinder)

Fenotipo predicho por WGS

Antimicrobiano Clase E. coli E. coli E. coli E. coli E. coli E. coli E. coli E. coli E. coli E. coli
2 4 24 29 50 52 53 60 61 69
spectinomycin aminocyclitol No No No No No No No No No No
resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten
cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia
amikacin aminoglycosid No No No No No No No No No No
e resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten
cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia
apramycin aminoglycosid No No No No No No No No No No
e resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten
cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia
arbekacin aminoglycosid No No No No No No No No No No
e resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten
cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia
astromicin aminoglycosid No No No No No No No No No No
e resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten
cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia
butiromycin aminoglycosid No No No No No No No No No No
e resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten
cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia
butirosin aminoglycosid No No No No No No No No No No
e resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten
cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia
dibekacin aminoglycosid No No No No No No No No No No
e resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten
cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia
fortimicin aminoglycosid No No No No No No No No No No
e resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten
cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia
gentamicin aminoglycosid No No No No No No No No No No
e resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten
cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia
hygromycin aminoglycosid No No No No No No No No No No
e resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten
cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia
isepamicin aminoglycosid No No No No No No No No No No
e resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten
cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia
kanamycin aminoglycosid No No No No No No No No No Resisten
e resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten cia
cia cia cia cia cia cia cia cia cia
kasugamycin aminoglycosid No No No No No No No No No No
e resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten
cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia
lividomycin aminoglycosid No No No No No No No No No Resisten
e resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten cia
cia cia cia cia cia cia cia cia cia
neomycin aminoglycosid No No No No No No No No No Resisten
e resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten cia
cia cia cia cia cia cia cia cia cia
netilmicin aminoglycosid No No No No No No No No No No
e resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten
cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia
paromomycin aminoglycosid No No No No No No No No No Resisten
e resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten cia
cia cia cia cia cia cia cia cia cia
ribostamycin aminoglycosid No No No No No No No No No Resisten
e resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten cia
cia cia cia cia cia cia cia cia cia
sisomicin aminoglycosid No No No No No No No No No No
e resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten
cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia
streptomycin aminoglycosid No No No No No No No No No Resisten
e resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten cia
cia cia cia cia cia cia cia cia cia
tobramycin aminoglycosid No No No No No No No No No No
e resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten
cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia
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amoxicillin beta-lactam No No No No No No No No No No
resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

amoxicillin+clavul beta-lactam No No No No No No No No No No
anic acid resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

ampicillin beta-lactam No No No No No No No No No No
resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

ampicillin+clavula beta-lactam No No No No No No No No No No
nic acid resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

aztreonam beta-lactam No No No No No No No No No No
resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

cefepime beta-lactam No No No No No No No No No No
resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

cefixime beta-lactam No No No No No No No No No No
resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

cefotaxime beta-lactam No No No No No No No No No No
resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

cefotaxime+clavul beta-lactam No No No No No No No No No No
anic acid resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

cefoxitin beta-lactam No No No No No No No No No No
resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

ceftazidime beta-lactam No No No No No No No No No No
resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

ceftazidime+aviba | beta-lactam No No No No No No No No No No
ctam resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

ceftriaxone beta-lactam No No No No No No No No No No
resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

cephalothin beta-lactam No No No No No No No No No No
resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

cephalotin beta-lactam No No No No No No No No No No
resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

ertapenem beta-lactam No No No No No No No No No No
resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

imipenem beta-lactam No No No No No No No No No No
resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

meropenem beta-lactam No No No No No No No No No No
resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

penicillin beta-lactam No No No No No No No No No No
resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

piperacillin beta-lactam No No No No No No No No No No
resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

piperacillin+clavul beta-lactam No No No No No No No No No No
anic acid resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

piperacillin+tazob beta-lactam No No No No No No No No No No
actam resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

temocillin beta-lactam No No No No No No No No No No
resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

ticarcillin beta-lactam No No No No No No No No No No
resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

ticarcillin+clavulan | beta-lactam No No No No No No No No No No
ic acid resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

ciprofloxacin fluoroquinolon No No No No No No No No No No
e resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia
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nalidixic acid fluoroquinolon No No No No No No No No No No
e resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

sulfamethoxazole folate pathway | No No No No No No No No No No
antagonist resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

trimethoprim folate pathway | No No No No No No No No No No
antagonist resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

fosfomycin fosfomycin No No No No No Resisten | No No No No
resisten resisten resisten resisten resisten cia resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia

teicoplanin glycopeptide No No No No No No No No No No
resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

vancomycin glycopeptide No No No No No No No No No No
resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

clindamycin lincosamide No No No No No No No No No No
resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

lincomycin lincosamide No No No No No No No No No No
resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

azithromycin macrolide No No No No No No No No No No
resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

carbomycin macrolide No No No No No No No No No No
resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

erythromycin macrolide No No No No No No No No No No
resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

oleandomycin macrolide No No No No No No No No No No
resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

spiramycin macrolide No No No No No No No No No No
resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

telithromycin macrolide No No No No No No No No No No
resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

tylosin macrolide No No No No No No No No No No
resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

metronidazole nitroimidazole No No No No No No No No No No
resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

linezolid oxazolidinone No No No No No No No No No No
resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

chloramphenicol phenicol No No No No No No No No No No
resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

florfenicol phenicol No No No No No No No No No No
resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

tiamulin pleuromutilin No No No No No No No No No No
resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

colistin polymyxin No No No No No No No No No No
resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

mupirocin pseudomonic No No No No No No No No No No
acid resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

rifampicin rifamycin No No No No No No No No No No
resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

fusidic acid steroid No No No No No No No No No No
antibacterial resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

dalfopristin streptogramin No No No No No No No No No No
a resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

pristinamycin iia streptogramin No No No No No No No No No No
a resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia
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quinupristin+dalfo | streptogramin No No No No No No No No No No
pristin a resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

virginiamycin m streptogramin No No No No No No No No No No
a resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

pristinamycin ia streptogramin No No No No No No No No No No
b resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

quinupristin streptogramin No No No No No No No No No No
b resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

virginiamycin s streptogramin No No No No No No No No No No
b resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

doxycycline tetracycline No No No No No No No No No No
resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

minocycline tetracycline No No No No No No No No No No
resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

tetracycline tetracycline No No No No No No No No No No
resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

tigecycline tetracycline No No No No No No No No No No
resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia

fluoroquinolone under_develop | No No No No No No No No No No
ment resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten resisten

cia cia cia cia cia cia cia cia cia cia
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ANEXO VII. Genes que podrian conferir resistencia en los 10 genomas
secuenciados (datos obtenidos de CARD)

RGI
criteria

Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict

Strict

Strict

Strict

Strict

Strict

Strict

Strict

Strict

Perfect

ARO term

mdtM

CRP

Yojl

PmrF

acrB

emrY

evgs

Escherichia coli ampC1 beta-lactamase
acrD

Escherichia coli ampC beta-lactamase
mdtN

mdtO

mdtP

emrA

rsmA

Escherichia coli mdfA

kdpE

AcrE

ugd

mdtA

mdtB

mdtC

baeS

baeR

TolC

Klebsiella pneumoniae KpnE
Klebsiella pneumoniae KpnF
mdtH

Escherichia coli emrE

Haemophilus influenzae PBP3 conferring
resistance to beta-lactam antibiotics

Escherichia coli GIpT with mutation
conferring resistance to fosfomycin

Escherichia coli EF-Tu mutants conferring
resistance to Pulvomycin

Escherichia coli EF-Tu mutants conferring
resistance to Pulvomycin

Escherichia coli EF-Tu mutants conferring
resistance to Pulvomycin

Escherichia coli acrR with mutation
conferring multidrug antibiotic resistance

Escherichia coli soxR with mutation
conferring antibiotic resistance

Escherichia coli soxS with mutation
conferring antibiotic resistance

Escherichia coli marR mutant conferring
antibiotic resistance

Escherichia coli ampH beta-lactamase

Resistance Mechanism

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic target alteration
antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic inactivation
antibiotic efflux

antibiotic inactivation
antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic target alteration
antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic target alteration

antibiotic target alteration

antibiotic target alteration

antibiotic target alteration

antibiotic target alteration

antibiotic target alteration,
antibiotic efflux

antibiotic target alteration,
antibiotic efflux

antibiotic target alteration,
antibiotic efflux, reduced
permeability to antibiotic

antibiotic target alteration,
antibiotic efflux

antibiotic inactivation

% identity of
matching
region
98.05
99.52
99.45
99.38
99.81
99.22
97.83
98.16
99.81
97.08
99.42
98.83
97.95
99.49
85.25
97.07
98.67
99.74
99.23
99.04
99.62
99.41
99.36
99.58
99.8
82.2
84.4
99.75
98.18
53.11

99.12

100.0

100.0

100.0

100.0

100.0

100.0

98.61

100.0

% lenght of
reference
sequences
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
99.60
100.83
100.00
100.00
100.00
96.39

100.00

44.74

23.23

23.23

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00
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Perfect  Escherichia coli acrA antibiotic efflux 100.0 100.00
Perfect emrk antibiotic efflux 100.0 110.26
Perfect evgA antibiotic efflux 100.0 100.00
Perfect eptA antibiotic target alteration 100.0 100.00
Perfect emrR antibiotic efflux 100.0 100.00
Perfect emrB antibiotic efflux 100.0 100.00
Perfect AcrS antibiotic efflux 100.0 100.00
Perfect marA antibiotic efflux, reduced 100.0 100.00
permeability to antibiotic
Perfect msbA antibiotic efflux 100.0 100.00
Perfect bacA antibiotic target alteration 100.0 100.00
Perfect cpxA antibiotic efflux 100.0 100.00
Perfect H-NS antibiotic efflux 100.0 100.00
S Eelia

Strict emrA antibiotic efflux 99.49 100.00
Strict rsmA antibiotic efflux 85.25 100.00
Strict gadX antibiotic efflux 98.18 100.00
Strict mdtF antibiotic efflux 99.81 100.00
Strict mdtE antibiotic efflux 99.48 100.00
Strict CRP antibiotic efflux 99.52 100.00
Strict mdtM antibiotic efflux 98.05 100.00
Strict acrB antibiotic efflux 99.81 100.00
Strict Escherichia coli ampC1 beta-lactamase antibiotic inactivation 98.16 100.00
Strict acrD antibiotic efflux 99.81 100.00
Strict Yojl antibiotic efflux 99.45 100.00
Strict PmrF antibiotic target alteration 99.38 100.00
Strict TolC antibiotic efflux 99.8 99.60

Strict kdpE antibiotic efflux 98.67 100.00
Strict mdtP antibiotic efflux 97.95 100.00
Strict mdtO antibiotic efflux 98.83 100.00
Strict mdtN antibiotic efflux 99.42 100.00
Strict Escherichia coli ampC beta-lactamase antibiotic inactivation 97.08 100.00
Strict AcrE antibiotic efflux 99.74 100.00
Strict Escherichia coli mdfA antibiotic efflux 97.07 100.00
Strict mdtH antibiotic efflux 99.75 100.00
Strict baeR antibiotic efflux 99.58 100.00
Strict baeS antibiotic efflux 99.36 100.00
Strict mdtC antibiotic efflux 99.41 100.00
Strict mdtB antibiotic efflux 99.62 100.00
Strict mdtA antibiotic efflux 99.04 100.00
Strict emrY antibiotic efflux 99.22 100.00
Strict Klebsiella pneumoniae KpnF antibiotic efflux 84.4 100.00
Strict Klebsiella pneumoniae KpnE antibiotic efflux 82.2 100.83
Strict ugd antibiotic target alteration 99.23 100.00
Strict Escherichia coli emrE antibiotic efflux 98.0 90.91

Strict Haemophilus influenzae PBP3 conferring antibiotic target alteration 53.11 96.39

resistance to beta-lactam antibiotics

Strict Escherichia coli GIpT with mutation antibiotic target alteration 99.12 100.00
conferring resistance to fosfomycin

Strict Escherichia coli EF-Tu mutants conferring  antibiotic target alteration 100.0 44.74
resistance to Pulvomycin

Strict Escherichia coli EF-Tu mutants conferring = antibiotic target alteration 100.0 20.54
resistance to Pulvomycin

Strict Escherichia coli EF-Tu mutants conferring  antibiotic target alteration 100.0 20.54
resistance to Pulvomycin

Strict Escherichia coli acrR with mutation antibiotic target alteration, 100.0 100.00
conferring multidrug antibiotic resistance  antibiotic efflux
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Strict

Strict

Strict

Perfect
Perfect
Perfect
Perfect
Perfect
Perfect
Perfect
Perfect

Perfect
Perfect
Perfect
Perfect
Perfect

Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict

Strict

Escherichia coli soxS with mutation
conferring antibiotic resistance

Escherichia coli soxR with mutation
conferring antibiotic resistance

Escherichia coli marR mutant conferring
antibiotic resistance

emrR

emrB

Escherichia coli ampH beta-lactamase
Escherichia coli acrA

bacA

eptA

AcrS

marA

msbA
cpxA
evgA
emrK
H-NS

mdtM

gadX

mdtF

mdtE

CRP

rsmA

Klebsiella pneumoniae KpnF
Klebsiella pneumoniae KpnE
acrB

Escherichia coli mdfA
Escherichia coli ampC1 beta-lactamase
acrD

AcrE

mdtP

mdtO

mdtN

Escherichia coli ampC beta-lactamase
Yojl

kdpE

ugd

mdtA

mdtB

mdtC

baeS

baeR

TolC

mdtH

PmrF

emrY

emrA

Escherichia coli emrE

Haemophilus influenzae PBP3 conferring
resistance to beta-lactam antibiotics

Escherichia coli GIpT with mutation
conferring resistance to fosfomycin

antibiotic target alteration,
antibiotic efflux, reduced
permeability to antibiotic

antibiotic target alteration,
antibiotic efflux

antibiotic target alteration,
antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic inactivation
antibiotic efflux

antibiotic target alteration
antibiotic target alteration
antibiotic efflux

antibiotic efflux, reduced
permeability to antibiotic
antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic inactivation
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic inactivation
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic target alteration
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic target alteration
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic target alteration

antibiotic target alteration

100.0

100.0

98.61

100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0

100.0
100.0
100.0
100.0
100.0

98.05
98.18
99.81
99.48
99.52
85.25
84.4

82.2

99.81
97.07
98.16
99.9

99.74
97.95
98.83
99.42
97.08
99.45
98.67
99.23
99.04
99.62
99.51
99.36
99.58
99.8

99.75
99.38
99.22
99.49
98.18
53.11

99.12

100.00

100.00

100.00

100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00

100.00
100.00
100.00
110.26
100.00

100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.83
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
99.60

100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
96.39

100.00
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Strict

Strict

Strict

Strict

Strict

Strict

Strict

Perfect
Perfect
Perfect
Perfect
Perfect
Perfect

Perfect
Perfect
Perfect
Perfect
Perfect
Perfect
Perfect

Perfect
Perfect
Perfect
Perfect
Perfect
Perfect
Perfect
Perfect
Perfect
Perfect
Perfect

Perfect
Perfect
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict

Escherichia coli EF-Tu mutants conferring
resistance to Pulvomycin

Escherichia coli EF-Tu mutants conferring
resistance to Pulvomycin
Escherichia coli EF-Tu mutants conferring
resistance to Pulvomycin

Escherichia coli acrR with mutation
conferring multidrug antibiotic resistance

Escherichia coli soxS with mutation
conferring antibiotic resistance

Escherichia coli soxR with mutation
conferring antibiotic resistance

Escherichia coli marR mutant conferring
antibiotic resistance

Escherichia coli acrA

Escherichia coli ampH beta-lactamase
msbA

AcrS

eptA

marA

bacA
H-NS
cpxA
evgA
emrK
emrR
emrB

emrR

emrB

emrK

evgA

msbA

eptA

Escherichia coli acrA
Escherichia coli ampH beta-lactamase
bacA

AcrS

marA

H-NS
cpxA
mdtM
emrA
rsmA
CRP
mdtE
mdtF
gadX
Yojl
PmrF
emrY
evgs
Escherichia coli ampC1 beta-lactamase
acrD

antibiotic target alteration

antibiotic target alteration

antibiotic target alteration

antibiotic target alteration,
antibiotic efflux

antibiotic target alteration,
antibiotic efflux, reduced
permeability to antibiotic

antibiotic target alteration,
antibiotic efflux

antibiotic target alteration,
antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic inactivation
antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic target alteration
antibiotic efflux, reduced
permeability to antibiotic
antibiotic target alteration
antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic target alteration
antibiotic efflux

antibiotic inactivation
antibiotic target alteration
antibiotic efflux

antibiotic efflux, reduced
permeability to antibiotic
antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic target alteration
antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic inactivation
antibiotic efflux

100.0

100.0

100.0

100.0

100.0

100.0

98.61

100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0

100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0

100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0

100.0
100.0
98.05
99.49
85.25
99.52
99.48
99.81
98.18
99.27
99.38
99.22
97.83
98.16
99.9

44.74

23.23

23.23

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00

100.00
100.00
100.00
100.00
110.26
100.00
100.00

100.00
100.00
110.26
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00

100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
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Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict

Strict

Strict

Strict

Strict

Strict

Strict

Strict

Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict

Escherichia coli mdfA

mdtP

mdtO

mdtN

Escherichia coli ampC beta-lactamase
acrB

Klebsiella pneumoniae KpnE
Klebsiella pneumoniae KpnF
kdpE

TolC

ugd

mdtA

mdtB

mdtC

baeS

baeR

AcrE

mdtH

Escherichia coli emrE

Haemophilus influenzae PBP3 conferring
resistance to beta-lactam antibiotics

Escherichia coli EF-Tu mutants conferring
resistance to Pulvomycin

Escherichia coli GIpT with mutation
conferring resistance to fosfomycin
Escherichia coli EF-Tu mutants conferring
resistance to Pulvomycin

Escherichia coli soxS with mutation
conferring antibiotic resistance

Escherichia coli soxR with mutation
conferring antibiotic resistance

Escherichia coli acrR with mutation
conferring multidrug antibiotic resistance

Escherichia coli marR mutant conferring
antibiotic resistance

Klebsiella pneumoniae KpnE
Klebsiella pneumoniae KpnF

emrA

rsmA

Escherichia coli mdfA

Escherichia coli ampH beta-lactamase
gadX

mdtF

CRP

Escherichia coli ampC1 beta-lactamase
acrD

Yojl

AcrS

AcrE

mdtP

mdtO

mdtN

eptA

Escherichia coli ampC beta-lactamase

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic inactivation
antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic target alteration
antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic target alteration

antibiotic target alteration

antibiotic target alteration

antibiotic target alteration

antibiotic target alteration,
antibiotic efflux, reduced
permeability to antibiotic

antibiotic target alteration,
antibiotic efflux

antibiotic target alteration,
antibiotic efflux

antibiotic target alteration,
antibiotic efflux

antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic inactivation
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic inactivation
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic target alteration
antibiotic inactivation

97.07
97.95
98.98
99.42
97.08
99.81
82.2

84.4

98.67
99.8

99.23
99.04
99.71
99.51
99.36
99.58
99.74
99.75
98.18
53.11

99.75

99.12

99.75

100.0

100.0

99.53

97.92

82.2

84.4

99.74
85.25
96.83
99.74
98.54
99.71
99.52
98.62
99.9

99.63
99.55
99.74
97.75
99.12
99.42
99.63
97.35

100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.83
100.00
100.00
99.60

100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
96.39

96.33

100.00

96.33

100.00

100.00

100.00

100.00

100.83
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
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Strict
Strict
Strict

Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict

Strict

Strict

Strict

Strict

Strict

Strict

Perfect
Perfect
Perfect
Perfect
Perfect
Perfect
Perfect
Perfect
Perfect
Perfect
Perfect
Perfect
Perfect
Perfect
Perfect

Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict

bacA
ugd
marA

baeR

mdtC

mdtB

mdtA

mdtM

FosA7

emrK

evgA

evgs

Escherichia coli GIpT with mutation
conferring resistance to fosfomycin

Haemophilus influenzae PBP3 conferring
resistance to beta-lactam antibiotics

Escherichia coli EF-Tu mutants conferring
resistance to Pulvomycin

Escherichia coli acrR with mutation
conferring multidrug antibiotic resistance

Escherichia coli soxS with mutation
conferring antibiotic resistance

Escherichia coli soxR with mutation
conferring antibiotic resistance

Escherichia coli marR mutant conferring
antibiotic resistance
emrR

emrB

msbA

Escherichia coli acrA
acrB

mdtE

PmrF

kdpE

TolC

H-NS

baeS

mdtG

mdtH

CpxA

emrY

Klebsiella pneumoniae KpnF
Klebsiella pneumoniae KpnE

emrA

rsmA

Escherichia coli mdfA

Escherichia coli ampH beta-lactamase
gadX

mdtF

CRP

acrD

Escherichia coli ampC1 beta-lactamase
Yojl

antibiotic target alteration
antibiotic target alteration
antibiotic efflux, reduced
permeability to antibiotic
antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic inactivation
antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic target alteration

antibiotic target alteration

antibiotic target alteration

antibiotic target alteration,
antibiotic efflux

antibiotic target alteration,
antibiotic efflux, reduced
permeability to antibiotic

antibiotic target alteration,
antibiotic efflux

antibiotic target alteration,
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic target alteration
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux

antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic inactivation
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic inactivation
antibiotic efflux

99.63
98.45
99.21

99.58
99.71
99.71
99.04
98.05
93.57
99.72
99.51
99.42
99.34

53.11

100.0

100.0

100.0

100.0

97.92

100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0

84.4

82.2

99.74
85.25
96.83
99.74
98.54
99.71
99.52
99.9

98.62
99.63

100.00
100.00
100.00

100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
110.26
100.00
100.00
100.00

96.39

66.01

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
99.60

100.00
100.00
100.0

100.00
100.00
100.00

100.00
100.83
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00

191



Caracterizacion fenotipica y genotipica de cepas de Escherichia coli productoras de toxina shiga (0157 y no-0157) provenientes de alimentos, ganado y casos clinicos. Identificacion de
nuevos blancos ttiles para su deteccion y control

Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict

Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict

Strict

Strict

Strict

Strict

Strict

Strict

Perfect
Perfect
Perfect
Perfect
Perfect
Perfect
Perfect
Perfect
Perfect
Perfect
Perfect
Perfect
Perfect
Perfect
Perfect

Perfect
Perfect
Perfect
Perfect
Perfect

AcrS
AcrE
mdtP
mdtO
mdtN
eptA
Escherichia coli ampC beta-lactamase
mdtM
FosA7
bacA
ugd
marA

baeR
mdtC
mdtB
mdtA
emrK
evgA
evgs
Escherichia coli GIpT with mutation
conferring resistance to fosfomycin

Haemophilus influenzae PBP3 conferring
resistance to beta-lactam antibiotics

Escherichia coli EF-Tu mutants conferring
resistance to Pulvomycin

Escherichia coli acrR with mutation
conferring multidrug antibiotic resistance

Escherichia coli soxS with mutation
conferring antibiotic resistance

Escherichia coli soxR with mutation
conferring antibiotic resistance

Escherichia coli marR mutant conferring
antibiotic resistance
emrR

emrB

msbA

acrB

Escherichia coli acrA
mdtE

PmrF

kdpE

TolC

H-NS

baeS

mdtH

mdtG

cpxA

emrY

acrD

evgA
emrY
emrR
emrB

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic target alteration
antibiotic inactivation
antibiotic efflux

antibiotic inactivation
antibiotic target alteration
antibiotic target alteration
antibiotic efflux, reduced
permeability to antibiotic
antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic target alteration

antibiotic target alteration

antibiotic target alteration

antibiotic target alteration,
antibiotic efflux

antibiotic target alteration,
antibiotic efflux, reduced
permeability to antibiotic

antibiotic target alteration,
antibiotic efflux

antibiotic target alteration,
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic target alteration
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux

antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux

99.55
99.74
97.75
99.12
99.42
99.63
97.35
98.05
93.57
99.63
98.45
99.21

99.58
99.71
99.71
99.04
99.72
99.51
99.42
99.34

53.11

100.0

100.0

100.0

100.0

97.92

100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0

100.0
100.0
100.0
100.0
100.0

100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00

100.00
100.00
100.00
100.00
110.26
100.00
100.00
100.00

96.39

77.75

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
99.60

100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00

100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
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Perfect
Perfect
Perfect
Perfect
Perfect
Perfect
Perfect
Perfect

Perfect
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict

Strict

Strict

Strict

Strict

Strict

Strict

mdtN

mdtH

mdtG

TolC

msbA

AcrE

Escherichia coli acrA
marA

CpxA

Klebsiella pneumoniae KpnF
Klebsiella pneumoniae KpnE
Escherichia coli ampC1 beta-lactamase
evgs

emrK

emrA

rsmA

mdtM

mdtP

mdtO

eptA

bacA

PmrF

kdpE

H-NS

ugd

mdtA

mdtB

mdtC

baeS

baeR

Escherichia coli mdfA

AcrF

AcrS

acrB

Escherichia coli ampH beta-lactamase
CRP

Escherichia coli ampC beta-lactamase
mdtE

mdtF

gadX

Yojl

Haemophilus influenzae PBP3 conferring
resistance to beta-lactam antibiotics

Escherichia coli GIpT with mutation
conferring resistance to fosfomycin

Escherichia coli EF-Tu mutants conferring
resistance to Pulvomycin

Escherichia coli EF-Tu mutants conferring
resistance to Pulvomycin

Escherichia coli soxS with mutation
conferring antibiotic resistance

Escherichia coli soxR with mutation
conferring antibiotic resistance

Escherichia coli acrR with mutation
conferring multidrug antibiotic resistance

antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux

antibiotic efflux, reduced
permeability to antibiotic

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic inactivation
antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic target alteration
antibiotic target alteration
antibiotic target alteration
antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic target alteration
antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic inactivation
antibiotic efflux

antibiotic inactivation
antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic target alteration

antibiotic target alteration

antibiotic target alteration

antibiotic target alteration

antibiotic target alteration,
antibiotic efflux, reduced
permeability to antibiotic

antibiotic target alteration,
antibiotic efflux

antibiotic target alteration,
antibiotic efflux

100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0

100.0
84.4

82.2

99.08
99.08
99.43
99.74
85.25
97.8

97.54
99.12
99.63
99.63
99.69
99.11
99.27
98.71
99.28
99.42
99.61
99.14
99.58
96.59
99.52
99.55
99.9

99.74
99.52
97.35
99.74
99.81
98.54
99.45
53.11

99.78

99.75

99.75

100.0

100.0

100.0

100.00
100.00
100.00
99.60

100.00
100.00
100.00
100.00

100.00
100.00
100.83
100.00
100.00
110.26
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.0

100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
96.39

100.00

96.33

96.33

100.00

100.00

100.00
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Strict

Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict

Strict

Strict

Strict

Strict

Strict

Strict

Strict

Perfect
Perfect
Perfect
Perfect

Escherichia coli marR mutant conferring
antibiotic resistance

bacA

Klebsiella pneumoniae KpnE
Klebsiella pneumoniae KpnF
mdtM

emrA

rsmA

mdtP

mdtO

eptA

CRP

Escherichia coli ampC1 beta-lactamase
evgs

emrK

kdpE

PmrF

baeR

baeS

mdtC

mdtB

mdtA

ugd

Escherichia coli ampH beta-lactamase
acrB

Yojl

Escherichia coli mdfA

H-NS

AcrS

AcrF

Escherichia coli ampC beta-lactamase
mdtE

mdtF

gadX

Haemophilus influenzae PBP3 conferring
resistance to beta-lactam antibiotics

Escherichia coli EF-Tu mutants conferring
resistance to Pulvomycin

Escherichia coli GIpT with mutation
conferring resistance to fosfomycin
Escherichia coli EF-Tu mutants conferring
resistance to Pulvomycin

Escherichia coli soxS with mutation
conferring antibiotic resistance

Escherichia coli soxR with mutation
conferring antibiotic resistance

Escherichia coli acrR with mutation
conferring multidrug antibiotic resistance

Escherichia coli marR mutant conferring
antibiotic resistance

TolC

emrR
emrB
mdtN

antibiotic target alteration,
antibiotic efflux

antibiotic target alteration
antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic target alteration
antibiotic efflux

antibiotic inactivation
antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic target alteration
antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic target alteration
antibiotic inactivation
antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic inactivation
antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic target alteration

antibiotic target alteration

antibiotic target alteration

antibiotic target alteration

antibiotic target alteration,
antibiotic efflux, reduced
permeability to antibiotic

antibiotic target alteration,
antibiotic efflux

antibiotic target alteration,
antibiotic efflux

antibiotic target alteration,
antibiotic efflux

antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux

98.61

99.63
82.2

84.4

97.8

99.74
85.25
97.54
99.12
99.63
99.52
99.08
99.08
99.43
99.11
99.69
99.58
99.14
99.61
99.42
99.28
98.71
99.74
99.9

99.45
96.59
99.27
99.55
99.52
97.35
99.74
99.81
98.54
53.11

99.75

99.78

99.75

100.0

100.0

100.0

98.61

100.0
100.0
100.0
100.0

100.00

100.00
100.83
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
110.26
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
96.39

96.33

100.00

96.33

100.00

100.00

100.00

100.00

99.60

100.00
100.00
100.00

194



Caracterizacion fenotipica y genotipica de cepas de Escherichia coli productoras de toxina shiga (0157 y no-0157) provenientes de alimentos, ganado y casos clinicos. Identificacion de
nuevos blancos ttiles para su deteccion y control

Perfect acrD antibiotic efflux 100.0 100.00
Perfect evgA antibiotic efflux 100.0 100.00
Perfect emrY antibiotic efflux 100.0 100.00
Perfect = Escherichia coli acrA antibiotic efflux 100.0 100.00
Perfect msbA antibiotic efflux 100.0 100.00
Perfect = AcrE antibiotic efflux 100.0 100.00
Perfect mdtH antibiotic efflux 100.0 100.00
Perfect mdtG antibiotic efflux 100.0 100.00
Perfect cpxA antibiotic efflux 100.0 100.00
Perfect marA antibiotic efflux, reduced 100.0 100.00

permeability to antibiotic

Perfect emrR antibiotic efflux 100.0 100.00
Perfect emrB antibiotic efflux 100.0 100.00
Perfect PmrF antibiotic target alteration 100.0 100.00
Perfect emrY antibiotic efflux 100.0 100.00
Perfect emrk antibiotic efflux 100.0 110.26
Perfect evgA antibiotic efflux 100.0 100.00
Perfect = AcrS antibiotic efflux 100.0 100.00
Perfect  kdpE antibiotic efflux 100.0 100.00
Perfect = Escherichia coli acrA antibiotic efflux 100.0 100.00
Perfect msbA antibiotic efflux 100.0 100.00
Perfect cpxA antibiotic efflux 100.0 100.00
Perfect H-NS antibiotic efflux 100.0 100.00
Perfect marA antibiotic efflux, reduced 100.0 100.00
permeability to antibiotic

Strict gadX antibiotic efflux 98.54 100.00
Strict mdtF antibiotic efflux 99.42 100.00
Strict mdtE antibiotic efflux 99.74 100.00
Strict CRP antibiotic efflux 99.52 100.00
Strict emrA antibiotic efflux 99.74 100.00
Strict rsmA antibiotic efflux 85.25 100.00
Strict Yojl antibiotic efflux 99.82 100.00
Strict evgs antibiotic efflux 98.75 100.00
Strict AcrE antibiotic efflux 99.74 100.00
Strict Escherichia coli mdfA antibiotic efflux 96.83 100.00
Strict Escherichia coli ampC beta-lactamase antibiotic inactivation 97.35 100.00
Strict bacA antibiotic target alteration 99.27 100.00
Strict TolC antibiotic efflux 99.59 99.60

Strict acrB antibiotic efflux 99.9 100.00
Strict Escherichia coli ampH beta-lactamase antibiotic inactivation 99.74 100.00
Strict acrD antibiotic efflux 99.71 100.00
Strict Escherichia coli ampC1 beta-lactamase antibiotic inactivation 99.31 100.00
Strict baeR antibiotic efflux 99.58 100.00
Strict baeS antibiotic efflux 99.36 100.00
Strict mdtC antibiotic efflux 99.61 100.00
Strict mdtB antibiotic efflux 99.71 100.00
Strict mdtA antibiotic efflux 99.04 100.00
Strict ugd antibiotic target alteration 99.23 100.00
Strict mdtP antibiotic efflux 98.16 100.00
Strict mdtO antibiotic efflux 98.83 100.00
Strict mdtN antibiotic efflux 99.71 100.00
Strict eptA antibiotic target alteration 99.63 100.00
Strict mdtM antibiotic efflux 97.32 100.00
Strict mdtH antibiotic efflux 99.75 100.00
Strict Klebsiella pneumoniae KpnF antibiotic efflux 84.4 100.00
Strict Klebsiella pneumoniae KpnE antibiotic efflux 82.2 100.83
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Strict

Strict

Strict

Strict

Strict

Strict

Strict

Perfect
Perfect
Perfect
Perfect
Perfect
Perfect
Perfect
Perfect
Perfect
Perfect
Perfect
Perfect
Perfect
Perfect

Perfect
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict

Escherichia coli GIpT with mutation
conferring resistance to fosfomycin

Haemophilus influenzae PBP3 conferring
resistance to beta-lactam antibiotics

Escherichia coli EF-Tu mutants conferring
resistance to Pulvomycin

Escherichia coli acrR with mutation
conferring multidrug antibiotic resistance

Escherichia coli soxS with mutation
conferring antibiotic resistance

Escherichia coli soxR with mutation
conferring antibiotic resistance

Escherichia coli marR mutant conferring
antibiotic resistance

acrD
evgA
emrY
emrR
emrB
TolC
msbA
mdtE
AcrE
Escherichia coli acrA
mdtH
mdtG
cpxA
marA

TEM-1

Escherichia coli ampC1 beta-lactamase
evgs

emrK

PmrF

emrA

rsmA

mdtA

mdtB

mdtC

baeS

baeR

Yojl

bacA

Escherichia coli mdfA

CRP

kdpE

mdtF

gadX

AcrF

AcrS

acrB

Escherichia coli ampH beta-lactamase
H-NS

Klebsiella pneumoniae KpnE

antibiotic target alteration

antibiotic target alteration

antibiotic target alteration

antibiotic target alteration,
antibiotic efflux

antibiotic target alteration,
antibiotic efflux, reduced
permeability to antibiotic

antibiotic target alteration,
antibiotic efflux

antibiotic target alteration,
antibiotic efflux

antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux

antibiotic efflux, reduced
permeability to antibiotic

antibiotic inactivation
antibiotic inactivation
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic target alteration
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic target alteration
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic efflux
antibiotic inactivation
antibiotic efflux
antibiotic efflux

99.56

53.11

100.0

100.0

100.0

99.35

98.61

100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0

100.0
98.62
99.08
99.43
99.69
99.74
85.25
99.04
99.62
99.61
99.14
99.58
99.63
99.63
96.59
99.52
99.11
99.81
98.18
99.42
99.55
99.9

99.74
99.27
82.2

100.00

96.39

77.75

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
99.60

100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00

100.00
100.00
100.00
110.26
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.83
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Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict
Strict

Strict

Strict

Strict

Strict

Strict

Strict

Strict

Klebsiella pneumoniae KpnF

eptA

mdtN

mdtO

mdtP

Escherichia coli ampC beta-lactamase
tet(A)

Escherichia coli emrE

mdtM

sul2

APH(3")-Ib

APH(6)-Id

APH(3')-la

Escherichia coli GIpT with mutation
conferring resistance to fosfomycin

Haemophilus influenzae PBP3 conferring
resistance to beta-lactam antibiotics

Escherichia coli EF-Tu mutants conferring
resistance to Pulvomycin

Escherichia coli EF-Tu mutants conferring
resistance to Pulvomycin

Escherichia coli acrR with mutation
conferring multidrug antibiotic resistance

Escherichia coli soxR with mutation
conferring antibiotic resistance

Escherichia coli soxS with mutation
conferring antibiotic resistance

Escherichia coli marR mutant conferring
antibiotic resistance

antibiotic efflux

antibiotic target alteration
antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic inactivation
antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic efflux

antibiotic target replacement
antibiotic inactivation
antibiotic inactivation
antibiotic inactivation
antibiotic target alteration

antibiotic target alteration

antibiotic target alteration

antibiotic target alteration

antibiotic target alteration,
antibiotic efflux

antibiotic target alteration,
antibiotic efflux

antibiotic target alteration,
antibiotic efflux, reduced
permeability to antibiotic

antibiotic target alteration,
antibiotic efflux

84.4

99.45
99.71
99.12
97.95
97.35
99.74
98.18
97.8

99.63
99.63
100.0
98.52
99.78

53.11

99.75

99.75

100.0

100.0

100.0

98.61

nuevos blancos ttiles para su deteccion y control

100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
94.10

100.00
100.00
100.00
100.00
91.73

100.00
100.00

96.39

96.33

96.33

100.00

100.00

100.00

100.00
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ANEXO VIII. ANALISIS ESTADISTICO

nuevos blancos ttiles para su deteccion y control

Analisis de chi2 para evaluar si los genes stx1, stx2 y las combinaciones, tienen alguna preferencia por
los grupos 0157 o no-0157.

Chi2
p

p (Monte Carlo)

chi2 con correccion de

yates
Hay diferencias
significativas SI/NO
stx1 stx2 stx1/stx2
Chi2 554 1469 -
p 1,70E- 2,1344E- -
122 321
p (Monte 0,0013 0,0001 ---
Carlo)
chi2 con 382,5
correccion
de yates
Hay SI SI SI
diferencias
significativas
SI/NO

stx1 stx2
554 1469
1,70E-122 2,1344E-
321
0,0013 0,0001
SI SI
stxla stxlc stxla,c

468,5 382,5 382,5

Sl | Sl

stx1/stx2

N

stxla stxlc stxla,c solo stxla
468,5 382,5 382,5 0,5
SI Sl SI Sl

stx2a stx2c | stx2d @ stx2a/stx2c = stx2a/stx2d

745
4,90E-
164
0,0001
936,5 | 704,5 36,5 25
SI sI sl | sl NO

Andlisis de asociacion: estudiar si hay asociacidn entre la presencia de los genes stx1, stx2, stx1/stx2 y
los grupos 0157 y no-0157.

Chi2

p

p (Monte Carlo)

p (Test exacto de Fisher)

Resultados

Evaluacidon de asociacion entre

stx1, stx2 y
stx1/stx2

0,79554
0,67182
0,7283
0,76505

No asociados

variantes de
stx1 (stx1a,

stx1c, stx1a,s,
stx solo a)

1,0289
0,79425
0,8624
0,69241

No asociados

variantes de
stx2 (stx2a,
stx2c y stx2d)

4,3596
0,11306
0,1084
0,080053

No asociados
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Caracterizacion fenotipica y genotipica de cepas de Escherichia coli productoras de toxina shiga (0157 y no-0157) provenientes de alimentos, ganado y casos clinicos. Identificacién de
nuevos blancos ttiles para su deteccion y control

Analisis de chi2 para evaluar si el gen eae tiene alguna preferencia por los grupos 0157 o no-0157, al
igual que para las variantes.

eae variante eae Y1 variante eae 61
Chi2 1433
p 1,4175E-313
p (Monte Carlo) 0,0002
chi2 con correccion de yates 677 26
Hay diferencias significativas SI/NO S| S| S|

Analisis de asociacion: estudiar si hay asociacidn entre la presencia de los genes eae y sus variantes y
los grupos 0157 y no-0157.

Evaluacion de asociacion
entre eae, gamma 1y beta 1

Chi2 32,236

p 1,0003E-07
p (Monte Carlo) 0,0001

p (Test exacto de Fisher) 8,63E-07
Resultados Asociados

Analisis de chi2 para evaluar si los genes de virulencia adicionales tienen alguna preferencia por los
grupos 0157 o no-0157.

LPF hcpA iha F9 tccP esp) katP espP
Chi2 1616 1105
p 0 2,71E-242
p (Monte Carlo) 0,0001 0,0001
chi2 con correcciéon de 1530 850 1453 1444 1448 445
yates
Hay diferencias S| Sl Sl Sl Sl S| Sl S|

significativas SI/NO

Analisis de chi2 para evaluar si la ocupacion de un sitio de insercidn tiene alguna preferencia en los
grupos 0157 o no-0157.

sitio pheU Sitio selC sitio pheV
Chi2 - - 1010
p 1,20€E-221
p (Monte Carlo) --- --- 0,0005
chi2 con correccion de yates 50 1609
Hay diferencias significativas SI/NO Sl Sl Sl
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Caracterizacion fenotipica y genotipica de cepas de Escherichia coli productoras de toxina shiga (0157 y no-O157) provenientes de alimentos, ganado y casos clinicos. Identificacion de
nuevos blancos ttiles para su deteccion y control

Analisis de asociacidn: estudiar si hay asociacion entre la ocupacion de un sitio de insercion de la isla
de patogenicidad LEE y los grupos 0157 y no-0157.

Evaluacion de
asociacion entre SelC,
PeUy PEV vs. 0157,

no-0157
Chi2 24,939
p 3,84E-06
p (Monte Carlo) 0,0001
p (Test exacto de Fisher) 2,34E-05
Resultados Asociados
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Caracterizacion fenotipica y genotipica de cepas de Escherichia coli productoras de toxina shiga (0157 y no-0157) provenientes de alimentos, ganado y casos clinicos. Identificacion de

nuevos blancos ttiles para su deteccion y control

ANEXO IX. RESULTADOS DEL ANALISIS BURST
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Caracterizacion fenotipica y genotipica de cepas de Escherichia coli productoras de toxina shiga (0157 y no-0157) provenientes de alimentos, ganado y casos clinicos. Identificacion de
nuevos blancos ttiles para su deteccion y control
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Caracterizacion fenotipica y genotipica de cepas de Escherichia coli productoras de toxina shiga (0157 y no-0157) provenientes de alimentos, ganado y casos clinicos. Identificacion de
nuevos blancos ttiles para su deteccion y control

s () o

203



Caracterizacion fenotipica y genotipica de cepas de Escherichia coli productoras de toxina shiga (0157 y no-O157) provenientes de alimentos, ganado y casos clinicos. Identificacion de

Grado de cumplimiento de las diferentes etapas

nuevos blancos ttiles para su deteccion y control

Afo Actividad Grado de avance
Descongelamiento de las cepas y 100%
caracterizacion bioquimica de las
mismas.

Extracciones de ADN 100%
Puesta a punto de PFGE para STEC 100%
PFGE para todas las cepas y analisisde  100%
2 resultados
o PCR para stx1, stx2 y ege 100%
E Confirmacion del serogrupo por PCR  100%
£
Identificacion de marcadores  100%
moleculares que apoyen el
diagnostico
Elaboracion de informe de avancesy 100%
analisis parcial de resultados
Variantes de toxinas 100%
Variantes de eae 100%
MLST para todas las cepas 100%.
seleccionadas.
2 Busqueda de otros genes de 100%
g virulencia.
e Determinacion de los sitios de Etapaagregada. 100%
) insercion de la isla de patogenicidad

& LEE
Identificacion de los clados a los que  100%
pertenecen las cepas 0157:H7
Elaboracion de informe de avancesy 100%
analisis parcial de resultados
Perfiles de resistencia / sensibilidad 100%
de los aislamientos

+ Secuenciacién completa de genomas, 100%

g ensamblado y analisis
§ Validacién de los marcadores 100%
s moleculares 100 %
Disefio de primers para marcadores
seleccionados
5 o Elaboracion deinforme finaly defensa  100%
S 'S de proyecto
O o

Elaboracion de articulo de difusién
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