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Resumen 

En Uruguay, la mortalidad de terneros en producción ocasiona importantes pérdidas 

económicas. La mayoría de las muertes ocurren a causa de enfermedades 

infectocontagiosas. Escherichia coli es habitante natural de la microbiota intestinal y, en 

ocasiones, es capaz de causar infección intestinal y extraintestinal. El objetivo de esta 

tesis fue caracterizar aislamientos de E. coli de muestras intestinales y extraintestinales 

de terneros neonatos muertos. Asimismo, en algunos establecimientos, se estudiaron 

aislamientos intestinales de animales vivos donde existían casos de mortalidad. 

Mediante PCR, se buscaron genes de virulencia característicos de E. coli patogénica y se 

evaluó la diversidad intraespecífica utilizando rep-PCR. A los aislamientos 

caracterizados como NTEC, STEC y EPEC, se les asignó filogrupo, serogrupo y, cuando 

correspondió, el subtipo Stx. Además, en este subgrupo de aislamientos, se estudió la 

sensibilidad a los antimicrobianos y la presencia de genes plasmídicos asociados a 

resistencia (PMQR) mediante disco difusión en agar y PCR, respectivamente. 

Finalmente, se infirieron relaciones clonales utilizando PFGE. 

En animales muertos, se identificaron genes característicos de los virotipos NTEC, EPEC 

y STEC. La prevalencia de los genes iucD, afa8E, f17 y papC, fue elevada tanto en el 

ambiente intestinal como extraintestinal y no se detectó f5, f41, saa, sfaDE, cdtIV, lt, sta 

ni stx2. Por otro lado, los aislamientos con genotipo stx1, eae y ehxA (STEC LEE+) se 

identificaron con mayor frecuencia en el ambiente intestinal respecto al extraintestinal de 

los animales muertos (OR = 8,25; IC 95 %, 1,15 - 59,01; OR = 12,83; IC 95 %, 1,69 - 

97,20 y OR = 7,78; IC 95 %, 1,20 - 50,43, respectivamente). En los animales vivos, se 

detectó el mismo conjunto de genes que en los muertos, no obstante, la prevalencia de 

stx1, eae y ehxA en el intestino de los animales muertos fue mayor (OR = 21; IC 95 %, 

1,92 - 229,40; OR = 15,17; IC 95 %, 2,03 - 113,35 y OR = 15,17; IC 95 %, 2,03 - 113,35, 

respectivamente). Estos resultados sugieren que la presencia de este genotipo en el 

intestino de los terneros podría aumentar la probabilidad de muerte de los animales. 

La diversidad intraespecífica, observada mediante rep-PCR, en los aislamientos NTEC, 

EPEC y STEC no pudo atribuirse al perfil de virulencia, ni al origen geográfico de los 

aislamientos. Los recuperados de animales muertos se asignaron a los filogrupos A, B1, 

D y E y pertenecieron al serogrupo O111, o no pudieron ser tipificables. Mientras que los 
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provenientes de animales vivos pertenecieron a los filogrupos B1 y E, y a los serogrupos 

O26 y O111. En las STEC, se determinaron los subtipos Stx1a y Stx1c. En cuanto a los 

estudios de resistencia a antimicrobianos, todos los aislamientos asociados a mortalidad 

fueron multirresistentes y la mayoría portaron genes qnrB. En particular se evidenció la 

circulación de la variante qnrB19. Finalmente, el PFGE mostró la circulación de cepas 

diferentes, procedentes de diversos orígenes, con similares perfiles genéticos, 

evidenciando la movilidad de algunos genes característicos de los virotipos.  

Mediante la comparación de la frecuencia de los genes estudiados en los animales muertos 

y en trabajos anteriores realizados en animales vivos de nuestro país, se puede especular 

que los genes stx1, eae y ehxA podrían tener un rol importante en la mortalidad (OR = 

11,85; IC 95 %, 4,19 - 33,52; OR = 9,75; IC 95 %, 4,05 - 23,49 y OR = 18,02; IC 95 %, 

6,65 - 48,84, respectivamente). Adicionalmente, la mayor prevalencia de los genes afa8E, 

f17G1 y papC en los animales muertos, también podría sugerir su contribución al 

deterioro de la salud de los terneros (OR = 2,59; IC 95 %, 1,49 - 4,59; OR = 1,89; IC 95 

%, 1,08 - 3,32 y OR = 6,70; IC 95 %, 1,93 – 23,20, respectivamente). Sin embargo, otros 

factores como la dieta, el manejo de los animales y la infección por otros patógenos, 

pueden influir en la muerte. Más estudios serán necesarios para poder desarrollar 

estrategias efectivas de prevención y de control de la mortalidad de los bovinos. 

Asimismo, los resultados de esta tesis dejan al descubierto que existen aislamientos 

multirresistentes en terneros muertos. La multirresistencia desafía el tratamiento de las 

enfermedades y aumenta el riesgo de muerte, al tiempo que la potencial transmisibilidad 

de los genes a otras especies, constituye una amenaza para la salud pública. 

 

Palabras clave: InPEC, ExPEC, toxina Shiga, virulencia, resistencia antibiótica, 

mortalidad  
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Abstract 

In Uruguay, the mortality of calves in production causes significant economic losses. 

Most deaths occur from infectious diseases. Escherichia coli is a natural inhabitant of the 

intestinal microbiota and is sometimes capable of causing intestinal and extraintestinal 

infection. The objective of this thesis was to characterize isolates of E. coli from intestinal 

and extraintestinal samples of dead neonatal calves. Likewise, in some establishments, 

intestinal isolates from live animals where there were cases of mortality were studied. 

By PCR, characteristic virulence genes of pathogenic E. coli were searched and 

intraspecific diversity was evaluated using rep-PCR. Isolates characterized as NTEC, 

STEC and EPEC were assigned phylogroup, serogroup and, when appropriate, the Stx 

subtype. Furthermore, in this subgroup of isolates, antimicrobial sensitivity and the 

presence of plasmid genes associated with resistance (PMQR) were studied by means of 

agar diffusion disk and PCR, respectively. Finally, clonal relationships were inferred 

using PFGE. 

In dead animals, characteristic genes of the NTEC, EPEC and STEC pathotypes were 

identified. The prevalence of the genes iucD, afa8E, f17, and papC was high both in the 

intestinal and extraintestinal environments, and f5, f41, saa, sfaDE, cdtIV, lt, sta, and stx2 

were not detected. On the other hand, isolates with genotype stx1, eae and ehxA (STEC 

LEE +) were more frequently identified in the intestinal environment than in the 

extraintestinal environment of dead animals (OR = 8.25; 95% CI, 1.15 - 59, 01; OR = 

12.83; 95% CI, 1.69 - 97.20 and OR = 7.78; 95% CI, 1.20 - 50.43, respectively). In living 

animals, the same set of genes was detected as in dead animals, however the prevalence 

of stx1, eae and ehxA in the intestine of dead animals was higher (OR = 21; 95% CI, 1.92 

- 229.40; OR = 15.17; 95% CI, 2.03 - 113.35 and OR = 15.17; 95% CI, 2.03 - 113.35, 

respectively). These results suggest that the presence of this genotype in the intestine of 

calves could increase the probability of death of the animals. 

The intraspecific diversity, observed by rep-PCR, in the NTEC, EPEC and STEC isolates 

could not be attributed to the virulence profile, nor to the geographic origin of the isolates. 

Those recovered from dead animals were assigned to phylogroups A, B1, D and E and 

belonged to serogroup O111, or could not be typed. While those from live animals 

belonged to phylogroups B1 and E, and to serogroups O26 and O111. In STEC, the 
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subtypes Stx1a and Stx1c were determined. Regarding antimicrobial resistance studies, 

all isolates associated with mortality were multi-resistant and most carried qnrB genes. In 

particular, the circulation of the qnrB19 variant was evidenced. Finally, the PFGE showed 

the circulation of different strains, coming from different origins, with similar genetic 

virulence profiles, evidencing the mobility of some characteristic genes of the pathotypes. 

By comparing the frequency of the genes studied in dead animals and in previous work 

carried out in live animals in our country, it can be speculated that the genes stx1, eae and 

ehxA could have an important role in mortality (OR = 11, 85; 95% CI, 4.19 - 33.52; OR 

= 9.75; 95% CI, 4.05 - 23.49 and OR = 18.02; 95% CI, 6.65 - 48.84, respectively). 

Additionally, the higher prevalence of the afa8E, f17G1 and papC genes in dead animals 

could also suggest their contribution to the deterioration of calf health (OR = 2.59; 95% 

CI, 1.49 - 4.59; OR = 1.89; 95% CI, 1.08 - 3.32 and OR = 6.70; 95% CI, 1.93 - 23.20, 

respectively). However, other factors such as diet, handling of animals and infection by 

other pathogens, can influence death. More studies will be needed in order to develop 

effective strategies for the prevention and control of bovine mortality. Likewise, the 

results of this thesis reveal that there are multiresistant isolates in dead calves. Multi-

resistance challenges disease treatment and increases the risk of death, while the potential 

transmissibility of genes to other species constitutes a threat to public health. 

 

Key words: InPEC, ExPEC, Shiga toxin, virulence, antibiotic resistance, lethality 
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1 Introducción 

1.1 Producción de leche en Uruguay 

La producción de leche en Uruguay supera los 2000 millones de litros anualmente. 

Aproximadamente, el 85 % de esta producción se remite a plantas industriales y el 15 % 

se destina a elaboración de productos artesanales y, en menor medida, al consumo dentro 

del predio. El país cuenta con 3423 establecimientos productores de leche, distribuidos 

en 761 mil hectáreas. La mayoría de los productores se ubican en el sur del país: San José, 

Colonia, Florida, Canelones y Soriano ( 

Figura 1.1) (Oficina de estadísticas agropecuarias (DIEA)/ Ministerio de ganadería 

agricultura y pesca (MGAP) 2020). 

En los últimos años, se ha incrementado la práctica de ganadería intensiva, la cual se 

sustenta en el confinamiento de los animales para lograr un uso más eficiente de los 

recursos naturales y aumentar la productividad por unidad de superficie (Figura 1.2). La 

condición de confinamiento y el estrés que sufren los animales bajo estos sistemas de 

producción, promueven la propagación de enfermedades infectocontagiosas poniendo en 

riesgo la sostenibilidad del negocio (Lorenz, Fagan, y More 2011). 

 

Figura 1.1 Productores con lechería comercial por sección policial. Año agrícola 2018 

- 2019.  
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Tomado de: Oficina de estadísticas agropecuarias (DIEA)/ Ministerio de ganadería agricultura y 

pesca (MGAP) 2020.  

 

Figura 1.2 Intensificación de la producción lechera en Uruguay 

Fuente: Oficina de estadísticas agropecuarias (DIEA)/ Ministerio de ganadería agricultura y pesca 

(MGAP) 2017; 2020. 

 

Es bien sabido que las enfermedades de los terneros tienen un impacto económico 

negativo en los sistemas de producción ganadera (Donovan et al. 1998). Aunque la muerte 

de los animales es la principal preocupación, la morbilidad del ganado puede costar 

incluso más que la mortalidad cuando se consideran los gastos asociados al tratamiento 

médico, la mano de obra involucrada, el sacrificio prematuro debido a condiciones 

crónicas y la disminución del rendimiento durante y después de una enfermedad (Smith 

1998). 

1.2 Principales enfermedades infecciosas vinculadas a mortalidad del ganado  

Un estudio reciente, ha revelado que las tasas de mortalidad de los animales en edad 

perinatal y en crianza de establecimientos lecheros de Uruguay, superan las reportados 

para Argentina, Estados Unidos y Francia. Además, se conoció que la mayoría de las 

muertes ocurren en los primeros 21 días de vida y se asocian principalmente a 

enfermedades infecciosas (Schild 2017). 
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Algunas de las enfermedades infecciosas más comunes que pueden ocasionar la muerte 

de los terneros en producción son la diarrea neonatal en terneros (DNT), la neumonía y 

la sepsis (Lorenz, Fagan y More 2011; Fecteau et al. 2001). 

1.2.1 DNT 

La DNT es reconocida mundialmente como uno de los mayores desafíos para las industria 

cárnica y lechera (Lorenz, Fagan y More 2011). Es una enfermad multifactorial cuyos 

agentes etiológicos más comúnmente asociados son E. coli, rota y coronavirus, 

Cryptosporidium spp., Clostridium spp., y Salmonella spp. (Foster y Smith 2009; 

Kolenda, Burdukiewicz y Schierack 2015). Distintos estudios han demostrado que la 

DNT es la causa más común de morbilidad y mortandad entre terneros recién nacidos 

(entre 12 hs y 35 días de vida) por lo que se reconoce como uno de los mayores desafíos 

que enfrenta la industria cárnica y lechera a nivel mundial (Margueritte et al. 2007; 

Lorenz, Fagan y More 2011).  

1.2.2 Neumonía 

La neumonía puede provocar daño pulmonar extenso y, en ocasiones, la muerte. Con una 

amplia gama de agentes etiológicos implicados, los virus, como el sincitial respiratorio 

bovino (BRSV) y el virus de la parainfluenza tipo 3 (virus PI-3), se reconocen como 

agentes primarios. Sin embargo, la infección primaria puede predisponer al animal a sufrir 

invasiones secundarias del tracto respiratorio inferior por otros tipos de agentes como, 

por ejemplo, las bacterias (Ames 1997; Bryson 1985). Dentro de los agentes bacterianos 

asociados a neumonía, se ha identificado a Pasteurella multocida, Pseudomonas 

aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus y E. coli, entre otros (Ames 

1997; Choudhary et al. 2019).  

1.2.3 Septicemia 

La septicemia es una enfermedad sistémica asociada a la presencia y persistencia de 

microorganismos patógenos o sus toxinas en la sangre (Fecteau et al., 2009). E. coli ha 

sido ampliamente identificada como responsable de septicemia y mortalidad neonatal en 

terneros lecheros (Fecteau, Smith y George 2009; Kolenda, Burdukiewicz y Schierack 

2015; Peek et al. 2018). La septicemia causada por E. coli ocurre con mayor frecuencia 

antes de los 14 días de edad y su inicio se asocia a la exposición a grandes cantidades de 

este microorganismo, como puede ocurrir en las áreas de parto (Peek et al. 2018). Muchos 
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grupos de E. coli pueden ser invasivos oportunistas capaces de causar infección y 

septicemia en terneros neonatales (Fecteau, Smith y George 2009). Los animales 

infectados pueden eliminarla en la orina, las secreciones orales, secreciones nasales y en 

las heces. Clínicamente, los terneros septicémicos presentan signos de depresión, 

debilidad, taquicardia y deshidratación (Peek et al. 2018). 

1.3 Generalidades de E. coli 

E. coli es un bacilo Gram negativo, perteneciente a la familia Enterobacteriaceae de la 

clase de Gammaproteobacteria (Mainil 2013). El tamaño del genoma oscila entre 4,6 y 

5,9 millones de pares de bases (Mpb) y se clasifica en central y accesorio (Robins-Browne 

et al. 2016). Cada cepa de E. coli transporta entre 4200 y 5500 genes, de los cuales menos 

de 1500 conforman el genoma central, mientras que los restantes forman parte del genoma 

flexible. El genoma central se define por aquellos genes presentes en todas las cepas de 

una especie bacteriana, son los genes esenciales para la vida (housekeeping) e inculyen 

aquellos involucrados en la replicación, transcripción y traducción, entre otros. Por otro 

lado, el genoma accesorio o flexible comprende los genes responsables de diversos 

fenotipos y adaptaciones a condiciones ambientales específicas en una población o 

especie. El genoma flexible incluye a los bacteriófagos, determinantes de virulencia, 

resistencia adquirida a los antimicrobianos, entre otros. Estos se diseminan por 

transferencia horizontal de genes (THG) contenidos en elementos genéticos móviles 

como los plásmidos, bacteriófagos, islas de patogenicidad y transposones (Leimbach, 

Hacker y Dobrindt 2013). Esta plasticidad genética permite múltiples combinaciones de 

genes que dan como resultado la diversificación fenotípica y rápida adaptación a 

variaciones en las condiciones ambientales. De esta manera puede conducir la aparición 

de nuevas cepas hipervirulentas que combinan genes de resistencia y virulencia 

(Mellmann et al. 2011; Leimbach, Hacker y Dobrindt 2013). 

1.4 Clasificación de E. coli 

Se pueden distinguir dos grandes grupos de E. coli: las comensales no patógenas, que 

pertenecen a la microbiota intestinal normal de humanos y animales de sangre caliente y 

las variantes patogénicas que causan diversos tipos de infecciones. Dentro de este último 

se distinguen las variantes que causan enfermedad intestinal (InPEC) y las que causan 

infecciones extraintestinales (ExPEC) (Köhler y Dobrindt 2011). 
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1.4.1 Cepas comensales  

La mayoría de las cepas de E. coli son miembros comensales de la microbiota del tracto 

intestinal de animales vertebrados de sangre caliente (Mainil 2013; Fratamico et al. 2016; 

Robins-Browne et al. 2016). No obstante, la elevada capacidad de adaptación de E. coli 

le permite sobrevivir durante largos períodos sin crecimiento y en una variedad de nichos 

como el suelo, el agua, los alimentos y los sedimentos (Leimbach, Hacker y Dobrindt 

2013). E. coli persiste en el medio ambiente hasta que su próximo huésped consume 

bacterias viables en agua o alimentos contaminados. Después de la ingestión, E. coli entra 

en fase estacionaria donde, mediante mecanismos de protección, es capaz de sobrevivir a 

la acidez del estómago. Al llegar al colon, E. coli debe encontrar los nutrientes necesarios 

para multiplicarse. La colonización exitosa del colon depende de la competencia por los 

nutrientes con el resto de la microbiota, la penetración de la capa de mucus y la capacidad 

para evitar las defensas del huésped y crecer rápidamente, superando la tasa de renovación 

del mucus. E. coli reside en dicha capa hasta que se desprende en el lumen del intestino, 

desde donde se eliminan algunas células en las heces del huésped y el ciclo comienza de 

nuevo (Conway y Cohen 2015). 

E. coli es una de las primeras especies bacterianas en colonizar el intestino humano, 

alcanzando una densidad poblacional muy alta, incluso antes de la expansión de los 

anaerobios (Tenaillon et al. 2010). Los efectos beneficiosos de las bacterias comensales 

están relacionados con mejorar la función de la barrera intestinal, la modulación de la 

respuesta inmunitaria, el establecimiento de una microbiota sana y la inhibición de la 

colonización intestinal por patógenos. Las bacterias presentes en las mucosas estimulan 

el desarrollo del sistema inmunológico innato tanto como del adaptativo (Gomez et al. 

2019). En este sentido, no son las bacterias de forma aislada quienes contribuyen al 

desarrollo del sistema inmunitario, sino que son las proporciones bacterianas durante la 

transición en el establecimiento y la evolución del microbioma que promueven una 

tolerancia inmunitaria beneficiosa o perjudicial (Taschuk y Griebel 2012). La alteración 

de la microbiota comensal podría conducir a un aumento de la permeabilidad intestinal, 

translocación bacteriana, inflamación crónica o respuesta exacerbada y a la aparición de 

enfermedad local o sistémica (Gomez et al. 2019). 

En general, las cepas de E. coli coexisten con el hospedero sin causar ningún daño y rara 

vez causan enfermedad, salvo cuando éste se encuentra inmunocomprometido o la barrera 



23 

 

de la mucosa gastrointestinal ha sido dañada (Kaper, Nataro y Mobley 2004). Sin 

embargo, algunas variantes de E. coli han adquirido atributos de virulencia que les 

permiten adaptarse a otros nichos y causar enfermedad tanto a nivel intestinal como 

extraintestinal (Kaper, Nataro y Mobley 2004; Tenaillon et al. 2010; Peek et al. 2018; 

Robins-Browne et al. 2016). La capacidad de un microorganismo de adherirse e invadir 

los tejidos del huésped, producir toxinas y sobrevivir a los mecanismos de defensa y otras 

condiciones ambientales adversas se reconocen como potenciales factores de virulencia 

(FV) (Gilles Fecteau, Smith y George 2009). No obstante, en ocasiones, estos factores 

asociados a virulencia pueden contribuir a la supervivencia en el medio ambiente o al 

comensalismo en otros huéspedes (Tenaillon et al. 2010). En efecto, en hospederos sanos 

de una misma especie, se han identificado aislamientos con reconocidos genes de 

virulencia de E coli patogénica (Madoshi et al. 2016; Umpiérrez et al. 2020). 

1.4.2 E. coli patogénica 

La plasticidad del genoma ha llevado a la evolución de E. coli a cepas patógenas capaces 

de provocar diversas enfermedades en los seres humanos y en los animales. 

Tradicionalmente, E. coli se subdivide en varios grupos patogénicos que provocan 

diferentes infecciones y patologías intestinales y extraintestinales (Mainil 2013). Varios 

de estos grupos patógenos se han nombrado por el síndrome clínico que producen, como 

E. coli diarreogénica (DEC), E. coli uropatógena (UPEC), E. coli septicémica (SePEC), 

E. coli asociada a meningitis neonatal (NMEC), etc., o según el huésped objetivo, como 

E. coli patógena aviar (APEC) (Mainil 2013). Más tarde, se nombraron sobre la base de 

sus propiedades de adherencia y/o propiedades tóxicas: E. coli de adherencia y borrado 

(AEEC), E. coli de adherencia difusa (DAEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli 

productora de toxina Shiga/Vero (STEC/VTEC), E. coli necrotoxigénica (NTEC), entre 

otras. Actualmente, algunos nombres ya no se utilizan, mientras otros parecen continuar 

vigentes. Finalmente, algunas cepas han recibido nombres diferentes en función de la 

presencia, o ausencia, de un conjunto específico de genes de virulencia y las 

características de la enfermedad que causan (Mainil 2013; Fratamico et al. 2016). 

Como se mencionó anteriormente, todas las E. coli patogénicas se dividen en dos grandes 

grupos según el lugar donde se desarrolle la infección: InPEC y ExPEC (Köhler y 

Dobrindt 2011).  
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1.4.2.1 Grupo ExPEC 

El grupo de cepas E. coli que causa infecciones fuera del tracto intestinal se conoce como 

ExPEC. Estas cepas son capaces de colonizar de manera eficiente y causar diversas 

infecciones intrabdominales, infecciones del tracto urinario (ITU), septicemia o 

meningitis, neumonía, infección de dispositivos intravasculares, osteomielitis e infección 

de tejidos blandos (Russo y Johnson 2000). Las más conocidas de las ExPEC son las 

UPEC, NMEC y SePEC (Russo y Johnson 2000; 2003; 2004; Smith, Fratamico y Gunther 

2007; Pettersen et al. 2016). El grupo ExPEC es parte de la microbiota intestinal de la 

población sana y normalmente coloniza el intestino de forma asintomática (Köhler y 

Dobrindt 2011). Las cepas comensales intestinales de E. coli hacen de reservorio y son la 

principal fuente que da lugar a infecciones extraintestinales (Manges et al. 2019). 

Mientras que las InPEC son a menudo epidemiológica y filogenéticamente distintas de 

las ExPEC y cepas comensales no patógenas, muchas ExPEC y E. coli no patógenas 

comparten grandes fracciones de sus genomas centrales, y en algunos linajes son 

indistinguibles (Köhler y Dobrindt 2011; Manges et al. 2019). Sin embargo, se acepta que 

algunos linajes resultan más exitosos en la colonización extraintestinal (Manges et al. 

2019). 

Se ha propuesto que la virulencia extraintestinal es un proceso multigénico con un 

conjunto común de determinantes de virulencia que abarcan genes implicados en la 

adhesión y colonización del epitelio, en la evasión de la respuesta inmune del hospedero 

y en el metabolismo bacteriano (Le Gall et al. 2007). Las cepas ExPEC fueron definidas 

primeramente por Johnson y colaboradores (2003) como aquellas que contienen 2 o más 

de los siguientes marcadores de virulencia: papA (subunidad estructural de fimbrias P) 

y/o papC (fimbrias P), sfa/foc (fimbrias S y F1C), afa/dra (adhesinas de unión al antígeno 

Dr), kpsMT II (unidades de polisacárido capsular del grupo 2) e iutA (receptor de 

aerobactina), entre otros (Johnson et al. 2003). Años más tarde, los mismos autores 

proponen una lista considerablemente mayor de genes asociados epidemiológica y/o 

experimentalmente a la virulencia de las cepas ExPEC (Johnson y Russo 2018). En 

adición a los genes antes mencionados, varios trabajos han reportado la presencia de 

genes codificantes para hemolisinas, adhesinas CS31A y F17, Toxinas de distensión 

citoletal (Cdt) y Factor citotóxico necrotizante (Cnf), entre otros (Gérardin et al. 2000; 

Fecteau et al. 2001; Sigrid Van Bost et al. 2001; Girardeau et al. 2003; Ghanbarpour y 

Oswald 2010; Ghanbarpour y Nazem 2010; Louge 2016; Johnson y Russo 2018). No 
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obstante, muchos de estos determinantes también se consideran factores de colonización 

y supervivencia en el entorno intestinal normal y con enfermedad, y por lo tanto se 

relacionan con el comensalismo y con algunas enfermedades, como lo son la fimbria F17 

y la DNT (Le Gall et al. 2007b; Kolenda, Burdukiewicz, y Schierack 2015). La 

clasificación ExPEC también se ha propuesto sobre la base del sitio de aislamiento y la 

detección de dos genes asociados a virulencia, tanto como a la pertenencia a un linaje 

ExPEC principal (Russo y Johnson 2004; Manges et al. 2019). A pesar de la 

sobrerrepresentación de muchos genes en las ExPEC en algunos linajes que causan 

infección, todavía existe incertidumbre acerca de lo que las define o diferencia de las 

cepas comensales (Manges et al. 2019). Si bien se han descrito varios FV importantes y 

su papel durante la patogenia, las ExPEC no pueden distinguirse inequívocamente 

basándose en un conjunto de estos (Köhler y Dobrindt 2011; Manges et al. 2019). Más 

aún, no se han encontraron diferencias significativas en términos de distribución o 

contenido de FV entre las cepas comensales y bacteriémicas de origen intestinal 

(Clermont et al. 2017).  

Finalmente, a diferencia de las DEC, en donde la mayoría de los virotipos se definen por 

la presencia de uno o más marcadores de virulencia específicos y, a veces, por la ausencia 

de otros, en ExPEC no hay determinantes de virulencia específicos que definan 

exclusivamente cada subtipo (Robins-Browne et al. 2016).  

1.4.2.2 E. coli patogénica intestinal 

Las cepas InPEC se relacionan con enfermedad diarreica y se subdividen según sus 

determinantes de virulencia, mecanismos de infección, interacción con el enterocito, 

tropismo tisular, o los síntomas y síndromes que ocasionan (Robins-Browne et al. 2016). 

Dentro de las InPEC existen 6 pato-virotipos bien conocidos: E. coli enteropatógena 

(EPEC), STEC o VTEC (incluida E. coli enterohemorrágica (EHEC), E. coli 

enteroinvasiva (EIEC), EAEC, DAEC y E. coli enterotoxigénica (ETEC) (Kaper, Nataro 

y Mobley 2004; Croxen y Finlay 2010; Mainil 2013; Scheutz 2014). Otros, como NTEC 

y E. coli adherente-invasiva (AIEC), también se asocian con enfermedad intestinal 

(Mainil 2013; Rojas-Lopez et al. 2018). 
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1.5 Factores de virulencia de E. coli 

Como se mencionó anteriormente, los FV de un microorganismo refieren a su capacidad 

para adherirse e invadir los tejidos del huésped, producir toxinas y evadir la respuesta 

inmune y otras condiciones adversas (Gilles Fecteau, Smith y George 2009). Los 

diferentes factores se agrupan por categorías funcionales: las adhesinas (fimbriales y no 

fimbriales), sistemas sideróforos, toxinas, polisacáridos de superficie, invasinas y factores 

de resistencia sérica, entre otros (Johnson y Russo 2018). A continuación, se profundiza 

en los determinantes de virulencia de E. coli que fueron objeto de estudio y se utilizaron 

para su clasificación en virotipos o grupo ExPEC. 

1.5.1 Adhesinas  

La capacidad de las bacterias para adherirse a las células del huésped es un requisito 

previo para el proceso de colonización e invasión microbiana. La unión de las bacterias 

patógenas a los receptores del hospedero suele estar mediada por adhesinas fimbriales o 

afimbriales. Las fimbrias (o pili) son complejos de moléculas unidas por enlace no 

covalente que se producen en la superficie de la célula bacteriana. La mayoría de las 

fimbrias están compuestas por la misma subunidad estructural repetida y una subunidad 

de adhesina específica que media el reconocimiento del receptor del huésped. La 

subunidad de adhesina generalmente se ubica en la parte superior o dentro de la estructura 

fimbrial, por lo que se presenta alejada de la superficie de la célula bacteriana. En 

aislamientos patógenos de animales y humanos también se ha identificado otro grupo de 

adhesinas no asociadas con fimbrias (o afimbriales) (Le Bouguénec y Bertin 1999). 

1.5.1.1 Fimbrias F5 y F41 

Ambas adhesinas son fimbriales e intervienen en la colonización de las células epiteliales 

del intestino delgado bovino. Los aislamientos positivos se han asociado frecuentemente 

al pato-virotipo ETEC y animales con síntomas de diarrea (Mainil et al. 1998; Nagy y Zs 

Fekete 1999; Kolenda, Burdukiewicz y Schierack 2015). Asimismo, estos aislamientos 

se han recuperado fundamentalmente de terneros de 1 a 7 días de edad, lo que 

posiblemente se deba a la disminución de los receptores para F5 observada en terneros de 

mayor edad (Nagy y Fekete 2005). Más recientemente, se ha reportado la detección del 

gen codificante para F5 en aislamientos de E. coli no clasificada como ETEC (Nguyen, 

Vo y Vu-Khac 2011; Maciel et al. 2019). 
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Se sabe que el gen codificante para F5 se ubica en plasmido y tiene afinidad por un 

receptor glicolípido (NeuGCGM3), mientras que F41 se codifica en el cromosoma y se 

une a un receptor glicoproteico (Russo y Johnson 2004). 

1.5.1.2 F17 

Esta fimbra se compone por dos subunidades principales: la subunidad estructural mayor 

F17A, que se ensambla para formar la fimbria, y la subunidad menor F17G, responsable 

de reconocer los receptores de N-acetil-D-glucosamina (GIcNAc) presentes en las células 

intestinales bovinas (Le Bouguénec y Bertin 1999). Se conocen cuatro variantes de la 

subunidad principal de fimbria F17A y dos variantes de la subunidad menor F17G: F17GI 

y F17GII, las cuales se asocian aleatoriamente. Se ha demostrado que este polimorfismo 

de las subunidades da lugar a diferente especificidad por el receptor y genera diferentes 

trastornos clínicos.  

Las fimbrias F17 se codifican en plásmidos y cromosomas de aislamientos InPEC y 

ExPEC (Mainil, Gérardin, y Jacquemin 2000; Nagy y Fekete 2005; Bihannic et al. 2014). 

1.5.1.3 Adhesina autoaglutinante de STEC (Saa)  

Esta adhesina se identificó inicialmente en un aislamiento de STEC O113:H21. 

Posteriormente, se determinó que estaba presente en varias otras cepas de STEC 

recuperadas de pacientes con diarrea o Síndrome urémico hemolítico (SUH) (Croxen 

et al. 2013). El gen saa se ha asociado significativamente con cepas STEC recuperadas 

de bovinos, lo que sugiere un rol en la unión al intestino de estos animales. Sin embargo, 

se necesitan más estudios para determinar su papel en la patogenia (Jenkins et al. 2003; 

Steyert et al. 2012). 

1.5.1.4 CS31A 

Son adhesinas no fimbriales cuyo mecanismo de acción incluye la unión al receptor de 

ácido N-acetilneuramínico (Di Martino et al. 1995). Las CS31A se encuentran 

relacionadas inmunológica y estructuralmente con la familia de fimbrias F5 (Girardeau 

et al. 1988). Se han identificado en cepas de E. coli recuperadas de terneros sanos, con 

diarrea y septicémicos (Nagy y Fekete 1999; Kolenda, Burdukiewicz y Schierack 2015; 

Umpiérrez 2016; Umpiérrez et al. 2020). Asimismo, en aislamientos de bovinos, se han 

vinculado con fimbrias F17 y P y toxinas Cnf1, entre otras (Le Bouguénec y Bertin 1999).  



28 

 

Las secuencias génicas codificantes de CS31A se encuentran en plásmidos (Girardeau 

et al. 1988). 

1.5.1.5 Fimbrias S 

Las adhesinas fimbriales S (Sfa) reconocen y se adhieren a moléculas receptoras en la 

superficie celular que contienen ácido α-siálico (Korhonen, Vaisanen-Rhen y Rhen 

1984). Morfológicamente, son similares a las fimbrias tipo 1 o P, es decir, tienen de 1 a 2 

μm de longitud y alrededor de 5 a 7 nm de diámetro (Korhonen, Vaisanen-Rhen y Rhen 

1984). Estas fimbrias se encuentran frecuentemente en aislamientos intestinales de 

animales sanos y con diarrea, así como también en aislamientos asociados a infecciones 

extraintestinales (Ott et al. 1986; Kolenda, Burdukiewicz y Schierack 2015).  

Están codificadas por el operón sfa, que contiene nueve genes (sfaCBADEFGSH) y cuya 

expresión está fuertemente regulada por proteínas y condiciones ambientales (Balsalobre 

et al. 2003). 

1.5.1.6 Fimbrias P 

Las fimbrias P, codificadas por los genes pap (pili asociados a pielonefritis), se 

caracterizan por su adherencia a residuos de manosa Gal(α1-4)βGal presentes en los 

glucolípidos de membrana de los eritrocitos y en células uroepiteliales. Estructuralmente, 

se componen de la subunidad principal, PapA, y de subunidades menores, PapE y PapF, 

y adhesina de unión al receptor, PapG, en el extremo distal (Lane y Mobley 2007). Las 

fimbrias Pap son significativamente más prevalentes entre las cepas de UPEC que causan 

pielonefritis y se han asociado más frecuentemente a animales sanos que con diarrea 

(Lane y Mobley 2007; Kolenda, Burdukiewicz y Schierack 2015). 

Los genes codificantes para la fimbra P, se organizan en el operón pap, ubicado en el 

cromosoma. Estos genes, codifican para cinco subunidades de pilina (PapF, PapE, PapK, 

PapA, PapH) y una adhesina (PapG). Tras su transferencia al periplasma, con la ayuda de 

la chaperona periplásmica (PapD) y el acomodador de membrana externa integral (PapC), 

las unidades estructurales se ensamblan ordenadamente (Volkan et al. 2012; Omattage 

et al. 2018). 
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1.5.1.7 Afa8 

La adhesina Afa es afimbrial y está compuesta por dos proteínas: AfaE, que media la 

adhesión a las células epiteliales, y AfaD, que participa en la invasión (Le Bouguénec y 

Bertin 1999). El gen afaE es muy heterogéneo y produce adhesinas antigénicamente 

diferentes (Labigne-Roussel y Falkow 1988). 

Los aislamientos de E. coli expresan diferentes grupos de genes afa y todos sus productos 

están involucrados en la adhesión e internalización en las células epiteliales (Lila Lalioui 

et al. 1999). En particular, el tipo Afa8E es frecuente y altamente conservado entre las 

cepas de E. coli productoras de Cnf1 o Cnf2, aunque también se han detectado entre cepas 

no productoras de Cnf aisladas de terneros y lechones. Se ha propuesto, que todas estas 

bacterias que expresan afa8 están asociadas con diarrea, septicemia e infecciones de 

órganos internos en las que el sitio de entrada es el intestino (Lila Lalioui et al. 1999). 

El operón afa8 se encuentra en una isla de patogenicidad (PAI) con características de 

movilidad (IAL862) (Lalioui y Le Bouguénec 2001). 

1.5.1.8 Intimina (Eae) 

La adhesina intimina de E. coli es necesaria para originar las lesiones intestinales 

características de adherencia y borramiento (A/E) (Figura 1.3). La lesión se produce por 

un reordenamiento del citoesqueleto de actina de la célula huésped, que destruye la 

arquitectura normal de las microvellosidades (Jerse et al. 1990; Frankel et al. 1998). Los 

trastornos provocados en el citoesqueleto del enterocito se acompañan de una respuesta 

inflamatoria y diarrea (Kaper, Nataro y Mobley 2004). 

El proceso ocurre en varias etapas: 

1) Adhesión inicial de las bacterias a la superficie y microvellosidades de las células 

huésped. 

2) Translocación de proteínas bacterianas a las células del huésped por T3SS. A 

través de la fosforilación de proteínas eucariotas, se provoca la polimerización de 

actina, el reordenamiento del citoesqueleto y el borramiento de las 

microvellosidades de los enterocitos.  
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Figura 1.3 Lesión de adherencia y borrado provocada por EPEC 

La flecha muestra el borramiento de las microvellosidades (mv) y el pedestal (estrella).Tomado 

de Pedroso y colaboradores (1993), con permiso del director de Revistas de la Sociedad 

Americana de Microbiología. 

 

3) Adherencia íntima de las bacterias a la membrana citoplasmática del enterocito. 

Aquí es donde interviene la intimina, codificada por el gen eae. El receptor celular 

Tir también es una proteína bacteriana, secretada por un T3SS y fosforilado 

dentro del enterocito, antes de integrar la membrana celular eucariótica. En esta 

última etapa, se produce un reordenamiento del citoesqueleto que forma un 

pedestal debajo de las células bacterianas adheridas (Figura 1.3) (Kaper, Nataro 

y Mobley 2004; Mainil y Daube 2005).  

Al menos 27 tipos y subtipos distintos de intimina han sido identificados (α, α2, β, β2, 

β3, δ, ε, ε2, ε3, ε4, η, 43 η2, γ, γ2, ι, ι2, κ, λ, μ, ν, ο, π, ρ, σ, ξ, θ, ζ) basándose en la región 

heterogénea 3 'del gen eae (Zhang et al. 2013). Este gen se ubica en una isla de 

patogenicidad denominada Locus of Enterocyte Effacement (LEE), donde también se 

encuentran los genes necesarios para la síntesis de Sistemas de secreción de tipo 3 (T3SS) 

y del Receptor de intimina translocado (Tir) (Nataro y Kaper 1998; Mainil y Daube 2005). 

1.5.2 Toxinas 

Además de las adhesinas, existen otros importantes factores asociados a virulencia que 

pueden interactuar directamente con las células. Las toxinas son proteínas que pueden 

dirigirse al citoesqueleto, al metabolismo o la membrana citoplasmática celular (Mainil 

2013).  
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1.5.2.1 Factor citotóxico necrotizante (Cnf) 

El nombre de estas toxinas alude a la capacidad de inducir células multinucleadas en 

cultivos celulares HeLa y Vero y causar necrosis en piel de conejo (De Rycke et al. 1990; 

Sigrid Van Bost et al. 2001). Las Cnf se han asociado a infecciones intestinales y 

extraintestinales en varias especies, incluidos bovinos y humanos (Sigrid Van Bost et al. 

2001).  

Las toxinas Cnf1 y Cnf2 están genética y antigénicamente relacionadas, aunque el gen 

que codifica para Cnf1 se localiza en el cromosoma y el que el que codifica para Cnf2 en 

el plásmido Vir (Sigrid Van Bost et al. 2001). 

1.5.2.2 Toxina termolábil y termoestable (Ly St) 

Las enterotoxinas termolábil (Lt) y termoestable (St) ocasionan profundos cambios 

funcionales en las células epiteliales del intestino delgado, provocando un aumento de la 

secreción de H2O, Na+ y Cl– y una disminución de la absorción de líquidos, lo que resulta 

en la deshidratación y acidosis del huésped (Nagy y Fekete 2005). Las Lt se relacionan 

con la toxina de Vibrio cholerae (toxina del cólera, Ct), una molécula altamente 

inmunogénica con la que presentan reacción cruzada de anticuerpos. Por su parte, las St 

son poco inmunogénicas y no se ha observado reactividad cruzada inmunológica entre 

ellas (Dubreuil, Isaacson y Schifferli 2016). 

Se diferencian dos tipos para cada una de las enterotoxinas LTI y II y StI y II. Los genes 

codificantes para las toxinas LtI se encuentran ubicados en plásmidos y están flanqueadas 

por secuencias de inserción (IS), mientras que el tipo II se ubica dentro de un profago 

lambdoide (Jobling 2016). El gen codificante para StI (sta) es parte del transposón 

Tn1681, y el gen que codifica para StII (stb) forma parte del transposón Tn4521 (Fekete 

et al. 2003). 

1.5.2.3 Toxinas Shiga (Stx) 

Las Stx de E. coli se clasifican primariamente en dos grupos: las Stx1 son antigénicamente 

muy cercanas a la toxina de Shigella dysenteriae tipo 1, mientras que Stx2 se relacionan 

de manera más lejana. Estructuralmente, se componen de una subunidad biológicamente 

activa, y otra que participa en la unión al receptor celular y en la endocitosis (Mainil y 

Daube 2005). In vivo, las Stx se producen en los intestinos después de la colonización 

bacteriana y, luego de atravesar la pared intestinal, entran en el torrente sanguíneo 
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(toxemia) desde donde pueden alcanzar diferentes tejidos susceptibles, inhibir la síntesis 

de proteínas y provocar muerte celular (Mainil y Daube 2005). La especificidad de la 

diana celular de las Stx depende de la cantidad de receptores específicos presentes en la 

membrana celular: Gb3 (Gal(α1-4)Gal) para Stx1 y Stx2, y Gb4 (GalNAc(β1-3)Gal(α1-

4)Gal) para Stx2e y Stx2f. En lechones y humanos, las principales células diana son las 

células endoteliales de arterias pequeñas, de la mucosa gastrointestinal, los riñones, el 

cerebro y otros tejidos, lo que conduce a hemorragias con consecuentes lesiones tisulares 

y síndromes clínicos (Mainil y Daube 2005). Por otro lado, los bovinos carecen de 

receptores Gb3 para las toxinas Stx en las células endoteliales de sus vasos sanguíneos, 

lo que ha llevado a pensar que estos son intrínsecamente resistentes y portadores 

asintomáticos de STEC (Pruimboom-Brees et al. 2000). Sin embargo, estudios más 

recientes han proporcionado evidencia de que existen diferentes tipos de células diana 

para Stx en el ganado, como por ejemplo los linfocitos intestinales y periféricos, células 

epiteliales colónicas y células similares a macrófagos, que residen en la mucosa bovina 

(Menge 2020). Las Stx pueden afectar la función de los linfocitos T y B, lo que sugiere 

que podrían modular la respuesta inmunitaria con posibles consecuencias sobre la 

supervivencia de STEC, la colonización del tracto gastrointestinal bovino y el 

establecimiento de una relación simbiótica con el hospedador adulto (Sapountzis et al. 

2020). 

Existen numerosas variantes de Stx1 y 2, que difieren en sus secuencias génicas, en su 

antigenicidad y en la toxicidad celular e impactan diferente en la severidad de la infección. 

En la actualidad se han identificado 107 variantes: el subtipo Stx1 incluye 9 variantes de 

Stx1a (incluida la toxina Shiga de S. dysenteriae), 4 de Stx1c y 1 de Stx1d, y los subtipos 

de Stx2 incluyen 21 variantes de Stx2a, 16 de Stx2b, 18 de Stx2c, 18 de Stx2d, 14 de 

Stx2e, 2 de Stx2f y 4 de Stx2g (Scheutz 2014). Todos los subtipos de Stx1 y los subtipos 

Stx2b, Stx2e, Stx2f y Stx2g de Stx2 se vinculan mayoritariamente a baja toxicidad en 

seres humanos, mientras que los subtipos Stx2a, Stx2c y Stx2d poseen elevados niveles 

de toxicidad (Akiyama et al. 2017). Los genes codificantes de Stx se ubican dentro de la 

secuencia de un bacteriófago similar a lambda, lo que le confiere sus características de 

transmisibilidad (Melton-Celsa 2014). 
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1.5.2.4 Toxina de distensión citoletal (Cdt) 

Las Cdt son holotoxinas heterotriméricas que constan de las subunidades CdtA, CdtB y 

CdtC. CdtB corresponde a la subunidad activa, mientras que CdtA y CdtC participan en 

la unión y el transporte de CdtB a la célula diana. Las Cdt inducen roturas de doble cadena 

en el ADN que conducen a la muerte celular (Meza-Segura et al. 2017). Se han 

identificado en aislamientos de DEC y no DEC, y se han asociado a síntomas de diarrea, 

vómitos y fiebre en niños (Patzi-Vargas et al. 2015; Meza-Segura et al. 2017). 

En E. coli, se conocen al menos cinco tipos de Cdt (I a V) aunque, en todos los casos, los 

operones cdtABC son parte del genoma de un profago, un plásmido, forman parte de una 

PAI o se enmarcan con genes de fagos lambdoides (Tóth y Schneider 2015). 

1.5.2.5 Hemolisinas 

E. coli produce varios tipos de hemolisinas (α, β, etc.). El principal rol de las hemolisinas 

en la patogénesis probablemente es facilitar la liberación de hemoglobina presente en los 

glóbulos rojos y aportar el hierro necesario para el crecimiento bacteriano (Nataro y Kaper 

1998; Paton y Paton 1998; Otto et al. 1996).  

En particular, la enterohemolisina Ehx, es codificada por cuatro genes (ehxC, ehxA, ehxB 

y ehxD) ubicados en un plásmido pEHEC, el cual está presente en todas las cepas EHEC 

O157: H7 (Mainil y Daube, 2005). No obstante, también se ha asociado positivamente en 

los aislamientos STEC, aunque en diferente proporción dependiendo de la región (Beutin 

et al. 1989; Beutin, Zimmermann y Gleier 1996; Mainil y Daube 2005). 

1.5.3 Mecanismos de captación de hierro 

El hierro se encuentra fuertemente unido a proteínas del huésped, como la transferrina 

(Tf) y la lactoferrina (Lf), lo que dificulta que las bacterias lo adquieran. Las bacterias 

patógenas han desarrollado varios mecanismos para adquirir hierro del huésped. Por 

ejemplo, algunas bacterias poseen receptores de proteínas de membrana externa que 

reconocen específicamente el complejo de Tf-hierro o Lf-hierro, lo que da como resultado 

la internalización de este metal. Además, como ya se mencionó en el apartado anterior, 

las bacterias pueden utilizar el hierro liberado de los compuestos hemo, tras la lisis de los 

eritrocitos (Otto, Verweij-Van Vught y Maclaren 1992). 
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Alternativamente, las bacterias adquieren el hierro del huésped, secretando moléculas de 

bajo peso molecular quelantes de hierro (sideróforos), que pueden unirse a este metal con 

una alta afinidad y compitiendo con las proteínas de unión al hierro del huésped (Otto, 

Verweij-Van Vught y Maclaren 1992; Finlay y Falkow 1997). Los sideróforos unidos al 

hierro pueden ser reabsorbidos para la utilización del hierro quelado. Estas moléculas se 

encuentran como un mecanismo de captación de hierro en todo el reino procariota y su 

contribución a la virulencia varía entre patógenos (Finlay y Falkow 1997). 

1.5.3.1 Aerobactina 

En E. coli, el sideróforo aerobactina es el más eficaz de los sistemas de quelación del 

hierro y juega un rol importante en la colonización tanto para las cepas intestinales como 

para las extraintestinales (Johnson 1991; Torres et al. 2001). El sistema de aerobactina se 

organiza en un operón de cinco genes, cuatro de ellos que codifican para las enzimas 

necesarias para la síntesis de aerobactina (iucA, iucB, iucC e iucD, por iron uptake 

chelateiuc) y un quinto gen que codifica para la proteína receptora de la membrana 

externa (iutA, por iron uptake transport:) e interviene en la unión de los complejos ferri-

aerobactina y en la internalización  (Martínez, Herrero y de Lorenzo 1994). Los cinco 

genes que conforman el operón, se encuentran tanto en plásmidos como en el cromosoma 

bacteriano (Johnson 1991). 

1.6 Clasificación en virotipos 

Como se mencionó anteriormente, las cepas de E. coli patogénica han sido clasificadas 

en diferentes virotipos, los cuales se caracterizan por la presencia o ausencia de genes 

(Mainil 2013). 

1.6.1.1 ETEC 

Se caracteriza por la presencia de al menos uno de los genes que codifican para la Lt y/o 

St (Sahl, Morris y Rasko 2013). ETEC es uno de los virotipos más importante responsable 

de causar diarrea acuosa severa en terneros recién nacidos (Nagy y Fekete 2005; Robins-

Browne et al. 2016). 

Las adhesinas de ETEC no solo median su adherencia al íleon, sino que permiten 

transferir más efectivamente las enterotoxinas a las células intestinales, por lo que se les 

considera importantes FV (Nagy y Fekete 2005). Algunas de las fimbrias más 
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comúnmente expresadas en cepas de ETEC causantes de DNT son F5, F41 y F17, entre 

otras (Nagy y Fekete 2005).  

Este virotipo ha sido reconocido como la principal causa de DNT, especialmente en los 

cuatro primeros días de vida; los terneros de mayor edad y los adultos son más resistentes 

a las infecciones por ETEC (Foster y Smith 2009).  

1.6.1.2 STEC 

Entre los numerosos virotipos de E. coli, las cepas STEC, caracterizadas por la presencia 

del gen stx, poseen la más amplia notoriedad (Mainil y Daube 2005). Este hecho ha dado 

lugar a varios sistemas de nomenclatura: STEC y VTEC. Si bien ambos nombres se 

siguen utilizando ampliamente, en este trabajo se utilizará la nomenclatura STEC. 

En el humano, las STEC se asocian con síntomas que van desde diarrea moderada a colitis 

hemorrágica (CH) (Sahl, Morris y Rasko 2013). Los aislamientos que producen Stx2 se 

asocian más a menudo con el SUH que los que sólo producen Stx1 (Mainil y Daube 2005). 

En efecto, en Uruguay, se han identificado casos de SUH provocados por cepas positivas 

a los genes stx2 y eae (Pérez et al. 2014). La nefrotoxicidad provocada por la infección 

intestinal puede conducir al daño renal crónico, diálisis, e incluso a la necesidad de un 

trasplante (Pruimboom-Brees et al. 2000). También se pueden observar trastornos 

neurológicos como secuela del Púrpura trombótica trombocitopénica (PTT), un trastorno 

caracterizado por hemólisis, trombocitopenia, insuficiencia renal y fiebre fluctuante 

(Mainil y Daube 2005). Aunque en lechones se observan claros signos clínicos como la 

neurotoxicidad, pérdida de coordinación, cojera, parálisis y muerte súbita, los terneros 

infectados por STEC no desarrollan el SUH ya que carecen de los receptores para Stx en 

las células endoteliales de sus vasos sanguíneos (Pruimboom-Brees et al. 2000). Si bien 

diversas especies como cabras, ovejas, bisontes, caballos, cerdos y búfalos de agua, son 

capaces de albergar STEC, el ganado vacuno se reconoce como el principal reservorio 

(Persad y LeJeune 2014). 

STEC es responsable de una variedad de brotes en humanos por lo que se considera un 

virotipo muy relevante para la salud pública. En 1982, surgieron 2 brotes en Estados 

Unidos asociados al consumo de hamburguesas contaminadas con E. coli O157:H7 

(Scheutz 2014). Este serotipo se ha detectado frecuentemente en muestras fecales de 

ganado en el momento del sacrificio (Tutenel et al. 2002). Los síntomas de los pacientes 

https://es.slideshare.net/jriogar/purpura-trombotica-trombocitopenica-julio-del-ro-garma
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infectados incluyeron diarrea sanguinolenta sin leucocitos fecales y sin fiebre, y se 

desarrollaron durante 2 a 9 días. En aquella oportunidad, no hubo muertes ni secuelas en 

ningún caso (Scheutz 2014). Otro importante brote, ocurrió en 1999 y se vinculó al 

consumo de agua contaminada (Rangel et al. 2005). En 2006, se originó otro brote 

provocado por el consumo de espinaca contaminada, donde el 29 % de los pacientes 

desarrollaron SUH (Pacheco y Sperandio 2012). En 2011 ocurrió en Alemania uno de los 

mayores brotes de gastroenteritis y SUH, el cual dejó además 36 personas fallecidas. El 

mismo se asoció al consumo de coles, cuyas semillas provenientes de Egipto estaban 

contaminadas con una nueva variante de STEC, cepa hibrida EAEC-STEC, del serogrupo 

O104:H4 (Scheutz 2014). En el mismo año, ocurrió en Japón otro gran brote esta vez 

ocasionado por O111:H8, dejando 5 pacientes fallecidos (Terajima et al. 2014). 

Los aislamientos STEC se dividen en un grupo que contiene la isla de patogenicidad LEE 

y otro que no la tiene (Sahl, Morris y Rasko 2013). Las cepas STEC LEE+, 

frecuentemente son llamadas EHEC debido a la manifestación de CH en hospederos 

infectados (Sahl, Morris y Rasko 2013). Si bien la enterotoxicidad de las Stx es conocida, 

se acepta que la diarrea que ocurre durante la infección por STEC LEE+ en humanos y 

terneros es consecuencia de la formación de lesiones de A/E y no de la producción de Stx. 

Por otro lado, el aspecto hemorrágico de la diarrea observada en humanos, sería la 

consecuencia de la acción del Stx sobre las células endoteliales de los vasos presentes en 

la mucosa intestinal (Pruimboom-Brees et al. 2000). Por último, se ha demostrado que 

para que ocurra la colonización de STEC LEE+ en terneros recién nacidos y la formación 

de lesiones A/E que causan enfermedad, es necesaria la presencia de la intimina (Dean-

Nystrom et al. 1998). 

Se reconoce que las principales vías de transmisión de STEC LEE+ a los humanos son la 

leche y la carne cruda contaminada, aunque también existe transmisión de persona a 

persona y por consumo de agua contamintada (Gonzalez y Cerqueira 2020; Mainil y 

Daube 2005).  

STEC LEE- 

Corresponden a las STEC que carecen de la isla de patogenicidad LEE. Estas E. coli son 

incapaces de provocar la lesión A/E y, por lo tanto, los mecanismos moleculares de 

patogenicidad difieren de las STEC LEE+ (Croxen et al. 2013). En humanos, STEC LEE- 
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es responsable de la CH y el SUH (Bettelheim 2007; Tozzoli y Scheutz 2014). En efecto, 

el mayor brote de SUH reportado hasta el momento, ocurrido en Alemania en 2011, se 

asocia con el este virotipo (Croxen et al. 2013).  

1.6.1.3 EPEC 

Los aislamientos EPEC se clasifican por la presencia de LEE y la ausencia de los genes 

stx. En el pasado, este virotipo ha sido la principal causa de diarrea infantil en países en 

vías de desarrollo (Nataro y Kaper 1998). Gracias a la mejora de las condiciones de 

higiene, la frecuencia de infecciones causadas por EPEC decreció en los países 

industrializados, aunque continúa siendo una importante causa de diarrea (Nataro y Kaper 

1998).  

Los aislamientos que contienen la región LEE y el plásmido conocido como Factor de 

adherencia (Eaf) que codifica para la formación del haz de pili (Bfp+), son 

frecuentemente llamadas EPEC típicas (tEPEC), mientras que los aislamientos Bfp- se 

agrupan dentro de las EPEC atípicas. Tanto tEPEC como aEPEC se asocian con diarrea, 

lo que sugiere que Bfp no es absolutamente necesario para la virulencia de EPEC (Sahl, 

Morris y Rasko 2013).  

Las EPEC atípicas están íntimamente relacionadas con las STEC, ya que comparten 

atributos de virulencia específicos, como islas de patogenicidad, por ejemplo, LEE 

(incluido el gen eae), la isla O122 (OI) y plásmidos. Más aún, la relación filogénica es 

independiente de la presencia o ausencia de fagos que codifican Stx, lo que destaca la 

estrecha relación entre los linajes LEE+, EPEC y STEC (Hazen et al. 2013).  

1.6.1.4 NTEC 

Las cepas NTEC se caracterizan por producir Cnf1 y/o Cnf2. NTEC1 ha sido aislada de 

casos de enteritis en rumiantes, chanchos, conejos, perros y caballos y de infecciones 

extraintestinales en perros, gatos, humanos y chanchos. En tanto, NTEC2 se asocia 

principalmente a infecciones intestinales y septicemia en rumiantes (Van Bost et al. 

2001). 

1.7 Grupos filogenéticos de E. coli 

Tradicionalmente, las cepas de E. coli se clasificaron en cuatro grupos filogenéticos: A, 

B1, B2 y D (Clermont, Bonacorsi y Bingen 2000). Más recientemente, en base a la 
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tipificación de secuencia multilocus (MLST) y la secuenciación del genoma, se 

incluyeron los grupos C, E, F y Escherichia Clado I (Clermont et al. 2013). Se ha sugerido 

que las cepas pertenecientes a diferentes grupos filogenéticos muestran diferentes rasgos 

fenotípicos y genotípicos; por lo tanto, la identificación en estos grupos podría 

proporcionar información importante sobre sus propiedades fisiológicas y ecológicas 

(Jang et al. 2017). De esta manera, se ha propuesto que las ExPEC emergen 

principalmente de los grupos filogenéticos B2, D y, en menor medida, de los grupos C y 

F. Por otro lado, las cepas EPEC, poseen al menos 10 linajes diseminados en los 

filogrupos A, B1, E y B2, mientras las STEC se agrupan en los filogrupos E y B1. Aunque 

se ha visto que algunas cepas STEC híbridas (con genes del grupo ExPEC) agrupan en el 

grupo A. Por su parte, ETEC también exhibe una gran diversidad agrupándose en los 

filogrupos A, B1, C y E (Denamur et al. 2020).  

Los cuatro grupos filogenéticos principales existen en diversas poblaciones humanas y 

animales. Se ha sugerido que en los humanos predominan las cepas pertenecientes al 

grupo A, seguidas de las cepas del grupo B2, mientras que las cepas B1 y D son menos 

comunes. Paralelamente, en los animales se sugiere el predominio de las cepas 

pertenecientes al grupo B1, seguidas de las cepas A, B2 y, en menor medida, al grupo D 

(Tenaillon et al. 2010).  

1.8 Serotipificación 

Típicamente, los métodos para identificar cepas de E. coli han utilizado anticuerpos que 

testean la presencia de antígenos superficiales (Nataro y Kaper 1998; Fratamico et al. 

2016). Los antígenos O polisacarídicos y los H flagelares fueron por largo tiempo la única 

forma de discriminar cepas patógenas de las comensales, aunque también se han utilizado 

los antígenos capsulares K y piliares o fimbriales F (Tozzoli y Scheutz 2014; Robins-

Browne et al. 2016; Peek et al. 2018). Existen actualmente 186 grupos O de E. coli y 53 

tipos H, por lo tanto, el serotipado es altamente complejo (Fratamico et al. 2016).  

La identificación preliminar mediante caracterización serológica ha sido reemplazada por 

pruebas directas de presencia de genes de virulencia (Robins-Browne et al. 2016). No 

obstante, muchos laboratorios aún la utilizan para la identificación preliminar de STEC 

LEE+, en particular E. coli O157:H7 y los serogrupos conocidos como “bigsix” (O26, 

O45, O103, O111, O121 y O145) (Brooks et al. 2005). La incidencia de infecciones 

transmitidas por alimentos causadas por estos serogrupos no-O157:H7 ha aumentado 
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significativamente en los últimos años, y como consecuencia son consideradas un riesgo 

para la salud pública (Take et al. 2020). Sin embargo, las fuentes de infección para los 

seres humanos, la tasa de portadores en rumiantes y la incidencia real en seres humanos 

de casos distintos de O157:H7 pueden ser difíciles de estimar, ya que muchos programas 

de vigilancia epidemiológica no incluyen estos serogrupos. Se han informado infecciones 

humanas por STEC pertenecientes a los serogrupos O48, O91, O104 y O113 y si bien 

estas cepas no parecen tener su origen en el consumo de alimentos, se pueden aislar cepas 

similares de las heces y el contenido intestinal de rumiantes y de alimentos (Mainil y 

Daube 2005). 

1.9 Genotipado 

La identificación de bacterias a nivel de cepa brinda información relevante para establecer 

un correcto diagnóstico y tratamiento de las infecciones y es útil para realizar estudios 

epidemiológicos. La elevada variabilidad genética de E. coli, hace que su identificación 

a tal nivel, sea particularmente difícil (Kotłowski et al. 2020). Existen varias técnicas 

utilizadas para identificar diferentes cepas de E. coli, en los siguientes párrafos se 

describen las utilizadas en este trabajo. 

1.9.1 Rep-PCR 

Esta técnica, desarrollada por Versalovic y colaboradores (1994), permite la 

identificación de huellas genómicas generadas mediante la técnica de PCR (rep-PCR) 

(Versalovic et al. 1994). Es un método de tipificación del genoma completo que puede 

revelar la alteración de las estructuras del genoma microbiano, lo que permite utilizarla 

en estudios de plasticidad, filogenia molecular y la evolución de los genomas (Ishii y 

Sadowsky 2009). 

La técnica se basa en utilizar secuencias cortas, altamente repetitivas y no codificantes, 

que se encuentran en los genomas procariotas. Dado que estas secuencias repetidas 

permanecen conservadas y se encuentran distribuidas de forma variable en las bacterias, 

es posible utilizar cebadores para la amplificación de fragmentos de diferentes tamaños, 

identificando así las huellas dactilares de ADN de muchos microorganismos diferentes 

(Versalovic et al. 1994). En particular, la PCR de consenso intergénico repetitivo 

enterobacteriano (ERIC) se utiliza para amplificar diversas regiones de ADN que están 

flanqueadas por secuencias conservadas para generar huellas genéticas que son 



40 

 

específicas de E. coli (Ateba y Mbewe 2014). Los patrones de huellas dactilares de ADN 

se pueden comparar para estimar diferentes grados de similitud entre los aislamientos y 

ayudar a determinar si éstos están relacionados clonalmente (Versalovic et al. 1994). 

ERIC-PCR se considera un método muy sensible para detectar diferencias entre 

aislamientos de E. coli (Ateba y Mbewe 2014). 

1.9.2 Electroforesis en gel de campo pulsado (Pulsed-field gel electrophoresis, PFGE) 

Debido a su alto poder discriminatorio, PFGE se considera la técnica Gold standard para 

la tipificación epidemiológica de Enterobacteriaceae (Brolund et al. 2010). Mediante esta 

técnica, el genoma bacteriano se digiere con una enzima de restricción. Los escasos sitios 

de unión permiten generar un número limitado de fragmentos de ADN con diferentes 

tamaños moleculares. Estos fragmentos pueden separarse mediante técnicas 

especializadas de electroforesis generando diferentes patrones de restricción. Las 

diferencias en los perfiles de restricción se utilizan para realizar comparaciones genéticas 

entre aislamientos (Foley, Lynne y Nayak 2009). 

El PFGE ha sido ampliamente utilizado para generar bases de datos de patrones de 

restricción y su análisis ha permitido comparar y reconocer por ejemplo nuevos brotes de 

enfermedades transmitidas por alimentos, facilitando así las investigaciones 

epidemiológicas (Ribot et al. 2006). Esta técnica, ha mostrado mayor poder 

discriminativo que rep-PCR en la agrupación de aislamientos de E. coli pertenecientes a 

diferentes secuenciotipos y se ha propuesto que su utilización sería más adecuada para 

investigar brotes en un espacio limitado, por ejemplo, un sector de un hospital (Bae et al. 

2014).  

1.10 Resistencia a los antimicrobianos 

E. coli representa un importante reservorio de genes de resistencia que pueden ser 

responsables de los fracasos del tratamiento tanto en la medicina veterinaria como 

humana. Durante las últimas décadas, se ha identificado un número creciente de genes de 

resistencia en aislamientos de E. coli, muchos de los cuales se adquieren por transferencia 

horizontal. En el acervo de genes de las enterobacterias, E. coli actúa como donante y 

como receptor de genes de resistencia y, por lo tanto, puede adquirir genes de resistencia 

de otras bacterias, pero también puede transmitirlos. La resistencia a los antimicrobianos 

en E. coli zoonótica se considera uno de los principales desafíos a escala mundial y debe 
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considerarse como un problema real de la salud pública (Poirel et al. 2018; Peek et al. 

2018). 

1.10.1 Principales grupos de antimicrobianos y mecanismos de resistencia de E. coli 

A continuación, se describen los principales grupos de antimicrobianos de relevancia en 

la clínica veterinaria y los mecanismos de resistencia de E. coli. 

1.10.1.1 Betalactámicos  

De origen natural o semisintético, se caracterizan por poseer un anillo betalactámico en 

su estructura. Su mecanismo de acción consiste en inhibir la última etapa de síntesis de la 

pared celular bacteriana. Gracias a su escasa toxicidad y su amplio margen terapéutico, 

son la familia de antibióticos más numerosa y utilizada en la clínica. Incluyen cuatro 

grupos diferentes: penicilinas, cefalosporinas, monobactámicos y carbapenemes (Seija y 

Vignoli 2008; Vignoli y Seija 2008).  

Existen numerosos genes en E. coli que confieren resistencia a los betalactámicos. 

Algunos de ellos, como blaTEM-1, están muy extendidos en E. coli recuperadas de 

animales, sin embargo, su espectro de acción es estrecho, pudiendo inactivar penicilinas 

y aminopenicilinas. En los últimos años, se han detectado genes que codifican para 

betalactamasas de espectro extendido (BLEE/AmpC) en aislamientos de humanos y 

animales. Las cepas de E. coli productoras de BLEE son clínicamente relevantes en 

medicina veterinaria, ya que confieren resistencia a las penicilinas, aminopenicilinas y 

cefalosporinas (Poirel et al. 2018). En adición, la mayoría de estos genes se localizan en 

plásmidos, lo que facilita su diseminación (Carattoli 2013). Más recientemente, también 

se han identificado genes que codifican para carbapenemasas en E. coli recuperadas de 

animales (Manges et al. 2019). Afortunadamente, existen antibióticos inhibidores de 

betalactamasas capaces de inhibir la acción de estas enzimas mediante la unión 

relativamente irreversible. Existen tres de uso clínico: ácido clavulánico, sulbactam y 

tazobactam (Seija y Vignoli 2008). 

1.10.1.2 Aminoglucósidos  

Una vez dentro de la célula bacteriana, los aminoglucósidos se unen a la subunidad 

ribosomal 30S, interrumpiendo la síntesis de proteínas bacterianas normales (Dowling 

2013). En Uruguay están disponibles la gentamicina (GEN), amikacina (AK) y 

estreptomicina (STR) y tobramicina (TOB). También está la espectinomicina, pero no 
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tiene aminoazúcares y, por lo tanto, no es un verdadero aminoglucósido (Seija y Vignoli 

2008). 

La resistencia a los aminoglucósidos puede desarrollarse por mutaciones en el ARN 

ribosomal. Sin embargo, E. coli posee un bajo número de copias de ARN 16S, por lo que 

esta estrategia parece improbable. Por otro lado, la inactivación de los aminoglucósidos 

se lleva a cabo mediante enzimas que modifican la droga, de manera que no puedan 

alcanzar o unirse al sitio blanco. Actualmente, se conocen tres tipos de enzimas capaces 

de modificar los aminoglucósidos: las acetiltransferasas, las nucleotidiltransferasas y las 

fosfotransferasas (Poirel et al., 2018). 

1.10.1.3 Quinolonas  

Las quinolonas y fluoroquinolonas son importantes agentes antimicrobianos utilizados 

para el tratamiento de varios tipos de infecciones, tanto en animales como en humanos. 

Las quinolonas interactúan con dos sitios diferentes: la ADN girasa y la topoisomerasa 

IV. Su mecanismo de acción consiste en la inhibición de la síntesis del ADN (Hopkins, 

Davies y Threlfall 2005). Las quinolonas se clasifican en generaciones, según aumentan 

su espectro de acción. La primera generación incluye el ácido nalidíxico (NAL) y ácido 

pipemídico, la segunda la norfloxacina y ciprofloxacina (CIP), que incorporan un átomo 

de flúor (fluoroquinolonas), las de tercera generación son la levofloxacina, gatifloxacina 

y enroflozacina (ENR), y las de cuarta generación son la moxifloxacina, trovafloxacina 

(Vignoli y Seija 2008; Seija y Vignoli 2008). 

La resistencia de las bacterias a las quinolonas generalmente se debe a mutaciones en el 

blanco del fármaco, los genes cromosomales de la ADN girasa y de la topoisomerasa IV 

(Hopkins, Davies y Threlfall 2005). 

Adicionalmente, se han identificado varios mecanismos de resistencia codificados en 

plásmidos (plasmid-mediated quinolone resistance, PMQR) que incluyen (i) proteínas 

similares a Qnr (QnrA, QnrB, QnrC, QnrD y QnrS) que protegen el ADN de la unión de 

quinolonas, (ii) la Aac (6 ') - Ib-cr acetiltransferasa que modifica ciertas fluoroquinolonas 

como la CIP y ENR, y (iii) bombas de eflujo activo (QepA y OqxAB). En general, estos 

determinantes de resistencia no confieren un alto nivel de resistencia a las quinolonas (o 

fluoroquinolonas), sino que confieren una susceptibilidad reducida a esos agentes 

antimicrobianos. A menudo, los genes PMQR se asocian con otros genes de resistencia y 
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pueden encontrarse en transposones y/o asociados a integrones ubicados en plásmidos 

multirresistentes (Rodríguez-Martínez et al. 2016). 

1.10.1.4 Sulfonamidas y trimetoprima 

Las sulfonamidas y la trimetoprima son agentes antimicrobianos sintéticos que inhiben 

diferentes pasos en la vía de síntesis del ácido fólico. El ácido fólico actúa como co-

enzima en la transferencia de grupos metilo a las bases purínicas y pirimidínicas para la 

síntesis del ADN y el ARN. Por lo tanto, su inhibición repercute sobre la síntesis 

nucleotídica, con la consiguiente inhibición del crecimiento bacteriano (Seija y Vignoli 

2008; Vignoli y Seija 2008).  

Cada uno de estos agentes actúa de manera bacteriostática, mientras que la combinación 

de una sulfonamida con trimetoprima produce efectos sinérgicos. Las sulfonamidas y la 

trimetoprima se han utilizado durante décadas en animales y seres humanos. Los 

mecanismos de resistencia adquiridos se han identificado con frecuencia debido 

principalmente a (i) modificaciones mutacionales en los genes que codifican para las 

enzimas diana, la dihidropteroato sintasa o dihidrofolato reductasa, respectivamente, o 

(ii) la adquisición de genes sul que codifican las dihidropteorato sintetasas insensibles a 

sulfonamidas o genes dfr que codifican dihidrofolato reductasas que son insensibles a 

trimetoprim (van Duijkeren et al. 2018). 

1.10.1.5 Tetraciclinas 

Las tetraciclinas son activas sobre microorganismos Gram positivos y Gram negativos, y 

patógenos intracelulares como clamidias, micoplasmas y rickettsias. Su mecanismo de 

acción se debe a la inhibición de la síntesis proteica por unión a la subunidad ribosomal 

30S (Seija y Vignoli 2008; Vignoli y Seija 2008). 

En E. coli se han identificado genes que codifican para las proteínas que median el eflujo 

de tetraciclina, genes que codifican para proteínas protectoras de ribosoma y un gen que 

codifica para una oxidorreductasa que inactiva las tetraciclinas. No obstante, los 

principales mecanismos de resistencia son el eflujo activo mediado por proteínas y la 

protección de los ribosomas (Poirel et al. 2018). 
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1.11 Hipótesis 

La presencia de ciertos factores de virulencia de E. coli aisladas de bovinos podría estar 

asociada a las altas tasas de mortalidad de terneros obsevadas en Uruguay. Los 

aislamientos recuperados del ambiente extraintestinal de animales muertos podrían 

presentar atributos de virulencia y características moleculares que difieran de los 

recuperados del ambiente intestinal. La presión que ejerce el uso de antimicrobianos en 

la clínica veterinaria podría derivar en un aumento en la resistencia de E. coli recuperados 

de animales muertos y los mecanismos moleculares que subyacen podrían estar asociados 

a elementos genéticos móviles capaces de diseminar la resistencia entre bacterias.  

1.12 Objetivo general 

El objetivo principal fue caracterizar los perfiles genéticos de virulencia de aislamientos 

de E. coli recuperados del ambiente intestinal y extraintestinal de terneros muertos en 

establecimientos del país. 

1.13 Objetivos específicos 

 Generar en nuestro laboratorio, la colección de aislamientos de E. coli 

provenientes de animales muertos 

 Determinar la presencia e identificar los genes de virulencia presentes en los 

aislamientos de animales muertos 

 Caracterizar los perfiles genéticos de virulencia y asignar los aislamientos a 

virotipos  

 Comparar los perfiles genéticos de virulencia de aislamientos intestinales y 

extraintestinales  

 Determinar la presencia e identificar genes de virulencia circulantes en 3 

establecimientos con casos de mortalidad  

 Comparar los perfiles genéticos de virulencia identificados en animales vivos y 

muertos 

 Estudiar la variabilidad intraespecífica de la colección  

 Investigar los perfiles de sensibilidad a los antimicrobianos y la presencia de genes 

de resistencia transferibles de los aislamientos caracterizados como EPEC, STEC 

y NTEC, y asignarlos a los grupos filogenéticos y serogrupos comunes de E. coli.  
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2 Metodología 

2.1  Procedencia de los aislamientos de E. coli  

Este trabajo se enmarcó en el proyecto “Estimación de la morbilidad y mortalidad de las 

enfermedades que afectan la cría de los terneros lecheros del Uruguay e identificación de 

los principales factores asociados a sus frecuencias” (PL-15), coordinado por INIA-La 

Estanzuela. Entre los años 2015 y 2017, personal de la plataforma de investigación en 

Salud Animal de INIA-La Estanzuela recuperó e identificó aislamientos de E. coli a partir 

de diferentes muestras biológicas de terneros.  

Según el criterio establecido por los profesionales de INIA, dependiendo del estado 

clínico del animal, se tomó una o varias muestras biológicas para aislamiento e 

identificación de E. coli. Los 32 animales que integraron el estudio pertenecieron a los 

departamentos de Colonia, San José, Canelones y Río Negro (Tabla 2.1). Para la 

identificación del microorganismo, se seleccionaron colonias lactosa positivas en medio 

selectivo Mac Conkey (Oxoid) y se realizaron pruebas bioquímicas de rutina (Octavia y 

Lan 2014). De cada muestra positiva, se envió al Departamento de Microbiología del 

Instituto de Investigaciones Biológicas Clemente Estable (IIBCE) al menos una colonia 

y hasta un máximo de 10. En total, se remitieron 328 aislamientos de E. coli recuperados 

de 32 animales; 221 aislamientos se recuperaron de 17 animales muertos y 107 

aislamientos pertenecieron a 15 terneros que convivían con los terneros muertos. La Tabla 

2.1 y Tabla 2.2 muestran la procedencia de los aislamientos. 

2.1.1 Aislamientos provenientes de terneros muertos  

Un total de 221 aislamientos de E. coli se recuperaron durante las necropsias de 17 

animales muertos. De éstos, se sabe que 12 tenían menos de 30 días de edad al momento 

de su muerte y 1 animal tenía 2 años (Tabla 2.1). Si bien este último provenía de un 

establecimiento de producción intensiva de carne (corral), el resto de los animales 

pertenecían a establecimientos de producción lechera. Asimismo, todos los animales 

presentaban signos de decaimiento, debilidad, neumonía, septicemia o diarrea previo a su 

muerte. Las características del muestreo y el origen de las E. coli se detallan en la Tabla 

2.1 y Tabla 2.2. 
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Tabla 2.1 Características del muestreo de terneros muertos 

Animal Establecimiento Departamento Fecha Edad 

1 A Colonia jul-2015 s/d 

2 B Colonia jul-2015 s/d 

3 C Colonia dic-2015 s/d 

4 D Río Negro may-2016 5 días 

5 E San José oct-2016 15 días 

6 F Río Negro abr-2017 s/d 

7 G Colonia jul-2017 17 días 

8 H Colonia jul-2017 2 años 

9 

I San José ago-2017 5-12 días 10 

11 

12 
J Colonia 

ago-2017 30 días 

13 set-2017 2 días 

14 K Colonia set-2017 9 días 

15 L Colonia oct-2017 15 días 

16 M Colonia oct-2017 10 días 

17 N Canelones nov-2017 s/d 

s/d: sin dato. 

2.1.2 Aislamientos provenientes de terneros vivos  

Un segundo grupo de 107 aislamientos de E. coli provinieron de 15 terneros vivos que 

convivían con alguno de los animales muertos. En este caso, todos los aislamientos se 

recuperaron de materia fecal (MF) durante el año 2017. La procedencia de los 

microorganismos se detalla en la Tabla 2.3. 

2.1.3 Nomenclatura de los aislamientos 

Tal como se observa en la Tabla 2.2 y Tabla 2.3, los terneros 1 al 17 pertenecieron al 

grupo de animales muertos y los animales 18 al 32 estaban vivos al momento del 

muestreo, aunque se desconoce su estado clínico. El número de aislamientos para cada 

animal muerto varió entre 3 y 59 (Tabla 2.2) y para los vivos entre 6 y 10 (Tabla 2.3) 

Todos los aislamientos se nombraron haciendo referencia al número de animal del que se 

recuperaron, seguido por un punto (.) y el número de identificación del aislamiento en el 

animal. 

 

 



47 

 

Tabla 2.2 Procedencia de aislamientos de E. coli recuperados de terneros muertos 

Animal Procedencia Nº de aislamientos 

1 
bazo 8 

hígado 8 

2 pulmón 10 

3 

MF 9 

LNM 2 

pulmón 4 

íleon 7 

4 

riñón 2 

bazo 2 

líq. cefalorraquideo 1 

orina 1 

5 

riñón 1 

hígado 1 

corazón 1 

6 MF 6 

7 
pulmón 1 

intestino 2 

8 

vejiga 8 

riñón 8 

hígado 7 

9 intestino 6 

10 

intestino 3 

pulmón 2 

LNM 1 

11 contenido intestinal 4 

12 
MF 5 

intestino 5 

13 sistema nervioso central 7 

14 
íleon 9 

LNM 10 

15 

MF 10 

cerebro 9 

intestino 10 

hígado 10 

pulmón 10 

LNM 10 

16 

intestino 5 

LNM 3 

contenido intestinal 10 

17 hígado 3 

 Total 221 

MF: materia fecal; LNM: linfonodo mesentérico.  
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Tabla 2.3 Procedencia de los aislamientos provenientes de animales vivos 

Establecimiento Animal Nº de aislamientos 

F 

18 6 

19 6 

20 6 

21 6 

K 

22 10 

23 9 

24 10 

25 10 

26 10 

27 9 

28 9 

M 

29 5 

30 3 

31 4 

32 4 

 Total 107 

 Todos los aislamientos se recuperaron de muestras de materia fecal (MF). 

2.2 Extracción de ADN genómico  

La extracción de ADN se realizó por el método de lisis térmica, previamente utilizado en 

nuestro laboratorio. Brevemente, se tomaron dos o tres colonias de un cultivo puro de 

cada uno de los 328 aislamientos y se resuspendieron en 200 μL de agua destilada estéril 

en un tubo de microcentrífuga de 1,5 ml. Cada suspensión se homogeneizó y se llevó a 

ebullición durante 10 minutos.  

A continuación, se separó el ADN genómico de otros componentes celulares, mediante 

centrifugación a 12.000 rpm durante 10 minutos. Por último, se colectó el sobrenadante 

que contenía el ADN en un nuevo tubo de 1,5 ml y se cuantificó el material genético en 

Nanodrop (Thermo Scientific). Cuando fue necesario, y a fin de alcanzar la concentración 

apropiada para su análisis, se realizó una dilución en agua destilada. Las soluciones de 

ADN se almacenaron a -20 °C hasta su utilización.  

2.3 Identificación de genes asociados a virulencia  

Se evaluó la presencia de genes de virulencia característicos de los virotipos ETEC; 

STEC, EPEC y NTEC. Asimismo, se buscaron genes codificantes para adhesinas y 

fimbrias, asociadas a las primeras etapas de colonización, y del sideróforo aerobactina, 

que interviene en el metabolismo del hierro, de cepas de E. coli comensales y patógenas 

extraintestinales.  
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Los protocolos para la detección del gen codificante para la adhesina F41 y las PCR 

multiplex para la identificación del virotipo NTEC (cnf1, cnf2, cdtIII, cdtIV e iucD) y los 

genes afa8E, papC, saa y sfaDE  se pusieron a punto en el laboratorio durante el 

transcurso de esta tesis (Paton y Paton 2002; Van Bost et al. 2003). En estos casos, se 

seleccionó un producto de PCR del tamaño esperado para cada gen y se secuenció en 

Macrogen (Corea) para confirmar su identidad. El alineamiento y los análisis de 

secuencias para confirmar la identidad de los amplicones se realizaron con los programas 

bioinformáticos BioEdit (versión 7.5.0.3) y BLAST (blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). El 

resto de los protocolos ya habían sido puestos a punto previamente en nuestro laboratorio 

(Umpiérrez 2016). Todas las reacciones incluyeron sus respectivos controles positivos, 

confirmados previamente por secuenciación, y un control de blanco.  

Todos los controles positivos pertenecieron a la colección de cepas de nuestro laboratorio 

y en algunos casos fueron provistos por VIRBAC-URUGUAY e INIA-La Estanzuela. 

2.3.1 Identificación de genes mediante PCR  

Mediante PCR convencional se amplificaron secuencias parciales de los genes f5, f17A, 

f17GI, f17GII y clpG. Tal como se realizó previamente en nuestro laboratorio, la mezcla 

de reacción incluyó 0,1 mM de dNTPs, 1,5 mM de MgCl2, 0,32 μM de cada cebador, 2 

ng/ μl de ADN, 1 U de Taq Polimerasa (Invitrogen) y 1x del buffer de la enzima 

(Umpiérrez 2016). Las condiciones del ciclado fueron: desnaturalización inicial por 5 

minutos a 94 °C [desnaturalización: 1 minuto a 94 °C, unión de cebadores: 1 minuto a la 

temperatura de fusión correspondiente (Tm), extensión: 1 minuto a 72 °C], se realizaron 

30 ciclos y una extensión final de 5 minutos a 72 °C. Las temperaturas de 

desnaturalización utilizadas fueron 61,7 °C, 59 °C, 58 °C, 58 °C, 53 °C y 53 °C para la 

detección de clpG, f17A, f17GII, f17GI, f5 y f41 respectivamente. 

 Las secuencias de los cebadores y el tamaño de los amplicones se muestran en Tabla 2.4.  
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Tabla 2.4 Cebadores utilizados en las PCR simples 

Cebador Secuencia (5´--3´) Tamaño (pb) 

clpG-F1 GGGCGCTCTCTCCTTCAAC 
403 

clpG-R1 CGCCCTAATTGCTGGCGAC 

f17A-F1 GCAGAAAATTCAATTTATCCTTGG 
537 

f17A-R1 CTGATAAGCGATGGTGTAATTAAC 

f17GII-F1 CGTGGGAAATTATCTATCAACG 
615 

f17G-R1 TGTTGATATTCCGTTAACCGTAC 

f17GI-F1 CGGAGCTAATACTGCATCAACC  
615 

f17G-R1 TGTTGATATTCCGTTAACCGTAC 

f5-F2 TATTATCTTAGGTGGTATGG 
314 

f5-R2 GGTATCCTTTAGCAGCAGAGTATTTC 

f41-F2 GCATCAGCGGCAGTATCT 
380 

f41-R2 GTCCCTAGCTCAGTATTATCACCT 

1 Bertin 1998; 2. Franck, Bosworth y Moon 1998. 

2.3.2 Identificación de genes mediante multiplex PCR 

Para identificar los virotipos STEC, EPEC, ETEC y NTEC se realizaron cuatro multiplex 

PCR (Tabla 2.5). La reacción para identificación de EPEC, STEC LEE- y STEC LEE+, 

previamente descrita por Paton y Paton (2002) consistió en la búsqueda y amplificación 

de secuencias parciales de genes que codifican para las adhesinas Eae y Saa y las toxinas 

Stx1, Stx2 y EhxA. El mix de reacción se compuso con 0,2 mM de dNTPs, 3,0 mM de 

MgCl2, 0,1 μM de cada cebador, 5 ng/ μl de ADN, 1 U de Taq Polimerasa (Invitrogen) y 

1x de buffer de la enzima. Las condiciones de ciclado fueron: desnaturalización inicial 

por 5 minutos a 94 °C, [desnaturalización: 1 minuto a 94 °C, unión de cebadores: 1 minuto 

a 53 °C, extensión: 1 minuto a 72 °C], se realizaron 30 ciclos y una extensión final de 5 

minutos a 72 °C.  

La reacción multiplex para identificar el virotipo ETEC consistió en la búsqueda y 

amplificación de secuencias parciales de los genes sta y lt, tal como lo realizó previamente 

en nuestro laboratorio (Umpiérrez 2016). El mix se preparó con 0,26 mM de dNTPs, 2,6 

mM de MgCl2, 0,4 μM de cada cebador sta, 0,48 μM de cada cebador, 10 ng/ μl de ADN, 

1,25 U de Taq Polimerasa (Invitrogen) y 1x de buffer de la enzima. Las condiciones de 

ciclado fueron: 6 minutos a 94 °C, 35 ciclos de [50 segundos a 94 °C, 40 segundos a 57 

ºC, 50 segundos a 72 °C] y una extensión final de 3 minutos a 72 °C.  

Para identificar el virotipo NTEC, se utilizó la reacción desarrollada previamente por Van 

Bost y colaboradores (2003). La misma se orienta a la búsqueda de secuencias parciales 

codificantes para las toxinas CdtIII, CdtIV, Cnf1, Cnf2 y el sideróforo IucD. El mix de 
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reacción se preparó con 4 mM de MgCl2, 0,4 mM de dNTPs, 0,4 μM de cada cebador, 5 

ng/ μl de ADN, 1 U de Taq Polimerasa (Invitrogen) y 1x de buffer de la enzima. Las 

condiciones de ciclado fueron: desnaturalización inicial por 3 minutos a 94 °C, 30 ciclos 

de [desnaturalización: 1 minuto a 94 °C, unión de cebadores: 1 minuto a 60 °C, extensión: 

1 minuto a 72 °C] y la extensión final de 7 minutos a 72 °C.  

Tabla 2.5 Cebadores utilizados en multiplex PCR 

Cebador Secuencia (5´--3´) Tamaño (pb) 

saa-F1 CGTGATGAACAGGCTATTGC 
119 

saa-R1 ATGGACATGCCTGTGGCAAC 

ehxA-F1  GCATCATCAAGCGTACGTTCC 
534 

ehxA-R1 AATGAGCCAAGCTGGTTAAGCT 

eae-F1 GGGATCGATTACCGTCAT 
837 

eae-R1 TTTATCAGCCTTAATCTC 

stx1-F1 CAGTTAATGTGGTGGCGAAGG 
348 

stx1-R1 CACCAGACAATGTAACCGCTG 

stx2-F1 ATCCTATTCCCGGGAGTTTACG 
584 

stx2-R1 GCGTCATCGTATACACAGGAGC 

sta-F2 GCTAATGTTGGCAATTTTTATTTCTGTA 
190 

sta-R2 AGGATTACAACAAAGTTCACAGCAGTAA 

lt-F3 ATTTACGGCGTTACTATCCTG 
280 

lt-R3 TTTTGGTCTCGGTCAGATATG 

cnf2-F4 TATCATACGGCAGGAGGAAGCACC 
1,243 

cnf2-R4 GTCACAATAGACAATAATTTTCCG 

cnf1-F4 TTATATAGTCGTCAAGATGGA 
760 

cnf1-R4 CACTAAGCTTTACAATATTGA 

cdtIII-F4 GAAAATAAATGGAATATAAATGTCCG 
558 

cdtIII-R4 TTTGTGTCGGTGCAGCAGGGAAAA 

cdtIV-F4 CCTGATGGTTCAGGAGGCTGGTTC 
350 

cdtIV-R4 TTGCTCCAGAATCTATACCT 

iucD-F4 AAAACTGACATCGGATGGC 
253 

iucD-R4 GTATTTGTGGCAACGCAGAA 

sfaDE-F4 CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC 
410 

sfaDE-R4 CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA 

papC-F4 GACGGCTGTACTGCAGGGTGTGGCG 
328 

papC-R4 ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAAT A 

afa8E-F4 CTAACTTGCCATGCTGTGACAGTA 
302 

afa8E-R4 TTATCCCCTGCTTAGTTGTGAATC 

1. Paton y Paton 1998; 2002; 2. Franck, Bosworth y Moon 1998; 3. Olive 1989; 4. Van Bost et 

al. 2003. 
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Por último, para identificar los genes que codifican para las ahesinas Afa8E, PapC y 

SfaDE, características del gupo ExPEC, se siguió la técnica de PCR multiplex también 

desarrollada por Van Bost y colaboradores (2003). El mix de reacción incluyó 4 mM de 

MgCl2, 0,4 mM de dNTPs, 0,4 μM de cada cebador, 5 ng/ μl de ADN, 1 U de Taq 

Polimerasa (Invitrogen) y 1x de buffer. El ciclado comenzó con 5 minutos a 95 °C, luego 

30 ciclos de [desnaturalización: 1 minuto a 95 °C, unión de cebadores: 1 minuto a 57 °C, 

extensión: 1 minuto a 72 °C y extensión final durante 7 minutos a 72 °C (Tabla 2.5).  

2.3.3 Visualización de los amplicones  

Los productos de PCR se sembraron en geles de agarosa de concentración variable (0,8 a 

2,0 %) junto al marcador de tamaño molecular 1 kb Plus (Thermo Scientific). Luego de 

la migración electroforética, los geles se incubaron en solución acuosa con GelRed 

(Biotum) de manera de lograr la tinción del material genético. Finalmente, los amplicones 

se observaron bajo luz UV. 

2.4 Selección de aislamientos con perfiles de virulencia únicos  

Siguiendo el mismo criterio utilizado por Louge (2016), la selección de aislamientos se 

realizó considerando que las muestras con 2 o más perfiles genéticos diferentes aportan 

un aislamiento para cada genotipo en particular, independientemente del número de 

aislamientos positivos para cada perfil de virulencia (Louge 2016). De esta manera, se 

seleccionaron todos los aislamientos que exhibieron perfiles genéticos de virulencia 

únicos en la muestra biológica del animal muerto al que pertenecían (Figura 2.1) 

 

Figura 2.1 Selección de aislamietnos de E. coli con perfiles únicos de virulencia 

17 terneros muertos

40 muestras biológicas

221
E. coli

85 perfiles 
únicos

20 EPEC, 
STEC, 
NTEC
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2.4.1 Rep-PCR y patrones fingerpriniting  

Mediante la técnica de rep-PCR, se evaluó la diversidad intraespecífica de esta colección 

(Sosa y Zunino 2013; Umpiérrez 2016). La extracción de ADN se realizó por el método 

de lisis térmica descrito anteriormente. Para la amplificación por PCR se utilizaron los 

cebadores ERIC1 y ERIC2 (Tabla 2.6) y el termociclador Optimax (Labnet) (Versalovic 

et al. 1994).  

La mezcla de reacción consistió en 0,2 mM de dNTPs, 5 mM de MgCl2, 3,0 μM de cada 

cebador, 4 ng/ μl de ADN, 1 U de Taq polimerasa (Invitrogen) y 1x de buffer. Las 

condiciones de ciclado fueron: desnaturalización inicial por 5 minutos a 94 °C, 

[desnaturalización: 1 minuto a 94 °C, unión de cebadores: 2 minutos a 40 °C y extensión: 

8 minutos a 65 °C], se realizaron 40 ciclos y una extensión final de 16 minutos a 65 °C. 

Los productos de PCR se separaron por electroforesis en gel de agarosa al 1 % y 110 V 

durante 3 hs. Previo a la visualización de las bandas en luz UV, los geles se incubaron 

durante 40 minutos en colorante GelRed (Biotum) y se lavaron 5 minutos en agua 

destilada para eliminar el exceso de colorante. Para estimar el tamaño de los amplicones 

se utilizó el marcador 1 Kb Plus (Thermo Scientific).  

El análisis de los patrones de bandas se realizó con el programa bioinformático 

GelCompar II (Applied Maths, Versión 6.5). A partir de las bandas obtenidas se 

construyeron dendogramas utilizando el método UPGMA y el coeficiente Dice, con una 

optimización del 3 % y una tolerancia del 1 %. De acuerdo a lo propuesto por Chandran 

y Mazumder (2014), los aislamientos con un coeficiente de similitud ≥ 75% se asignaron 

a la misma variante genética, mientras que aquellos con coeficiente ≥ 98% se 

consideraron clones (Chandran y Mazumder 2014). 

Tabla 2.6 Cebadores utilizados en Rep-PCR 

Cebador Secuencia (5´--3´) 

ERIC-11 ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAAC 

ERIC-21 AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCCG 

1. Versalovic et al. 1994. 
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2.5 Selección de aislamientos con perfiles de virulencia característicos 

Posteriormente, se realizó un segundo tamizaje de la colección que consistió en 

seleccionar aquellos aislamientos que, de acuerdo a los perfiles de virulencia, podían 

categorizarse dentro de alguno de los virotipos estudiados. En esta oportunidad, se 

incluyeron los animalse muertos y los vivos (Figura 2.2). A este grupo (n = 25), se le 

realizó estudios para asignación de grupo filogénetico, serogrupo y resistencia a 

antibióticos. Para aquellos aislamientos que resultaron resistentes a quinolonas se efectuó 

la búsqueda e identificación de genes PMQR. Además, en los aislamientos clasificados 

como STEC se realizó la subtipificción de las Stx. Finalmente, se realizó la tipificación 

molecular por PFGE. 

2.5.1 Subtipificación de Stx  

La subtipificación de las Stx se realizó siguiendo el procedimiento propuesto por Scheutz 

y colaboradores (2012), previamente puesto a punto en nuestro laboratorio (Ernst 2017). 

Mediante PCR a tiempo final, se evaluó la presencia de genes codificantes para los 

subtipos de Stx1: stx1a, stx1c y stx1d (Tabla 2.7). 

 

Figura 2.2 Selección de perfiles únicos de virulencia con genes carácterísticos de 

virotipos de E. coli 
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Tabla 2.7 Cebadores utilizados para subtipificación de stx1 

Cebador Secuencia (5´--3´) Tamaño (pb) 

stx1a-F1 CCTTTCCAGGTACAACAGCGGTT 
478 

stx1a-R1 GGAAACTCATCAGATGCCATTCTGG 

stx1c-F1 CCTTTCCTGGTACAACTGCGGTT 
252 

stx1c-R1 CAAGTGTTGTACGAAATCCCCTCTGA 

stx1d-F1 CAGTTAATGCGATTGCTAAGGAGTTTACC 
203 

stx1d-R1 CTCTTCCTCTGGTTCTAACCCCATGATA 

1. Scheutz et al. 2012. 

 

El mix de reacción incluyó 0,4 mM dNTPs, 3 mM de MgCl2, 1,6 μM de cada cebador de 

stx1a o 0,8μM de cada cebador de stx1c o stx1d, 5 ng/ μl de ADN, 1 U de Taq Polimerasa 

(Invitrogen) y 1x de buffer de la enzima. Las condiciones de ciclado fueron: extensión 

inicial: 8 minutos a 95 °C, 35 ciclos [extensión: 50 segundos a 95 °C, unión de cebadores: 

40 segundos a 66 °C, extensión: 1 minutos a 72 °C] y extensión final: 9 minutos a 72 °C.  

Los controles positivos y negativos utilizados para esta reacción pertenecían al cepario 

de nuestro laboratorio. 

2.5.2 Asignación de grupo filogenético 

Tal como lo describió Clermont y colaboradores (2013) para la asignación de grupo 

filogenético se amplificaron secuencias parciales de genes marcadores: chuA, yjaA, 

TspE4.C2 y arpA. Una reacción PCR multiplex para búsqueda e identificación de estos 

genes permitió asignar los aislamientos a grupos A, B1, B2, C, D, E, F y Clado I 

(Clermont et al. 2013; Cardozo 2020). 

El mix de reacción incluyó 0,2 mM dNTPs, 1,5 mM MgCl2, 0,32 μM de cada cebador de 

chuA, yjaA, TspE4.C2 y 0,64 μM de cada cebador de arpA, 8 ng/ μl de ADN, 2 U de Taq 

Polimerasa (Invitrogen) y 1x de buffer de la enzima. Las condiciones de ciclado fueron: 

desnaturalización inicial durante 4 minutos a 94 °C, 30 ciclos de [desnaturalización: 5 

segundos a 94 °C, unión de cebadores: 20 segundos a 59 °C, extensión: 20 segundos a 72 

°C] y una extensión final de 5 minutos a 72 °C. Las secuencias de los cebadores utilizados 

en esta reacción se indican en la Tabla 2.8.  
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Tabla 2.8 Cebadores utilizados para la asignación de grupo filogenético 

Cebador Secuencia (5´--3´) Tamaño (pb) 

chuA-F1 ATGGTACCGGACGAACCAAC 
288 

chuA-R2 TGCCGCCAGTACCAAAGACA 

yjaA-F1 CAAACGTGAAGTGTCAGGAG 
211 

yjaA-R1 AATGCGTTCCTCAACCTGTG 

TspE4.C2-R CACTATTCGTAAGGTCATCC 
152 

TspE4.C2-F AGTTTATCGCTGCGGGTCGC 

arpA-F1 AACGCTATTCGCCAGCTTGC 
400 

arpA-R1 TCTCCCCATACCGTACGCTA 

arpA'-F3 GATTCCATCTTGTCAAAATATGCC 

301 arpA'-R3 GAAAAGAAAAAGAATTCCCAAGAG 

trpA-F4 AGTTTTATGCCCAGTGCGAG 

219 trpA-R4 TCTGCGCCGGTCACGCCC 

1. Clermont, 2013; 2. Clermont, 2000; 3. Clermont, 2004; 4. Lescat, 2009.  

 

Cuando fue necesaria la confirmación de filogrupos E y C, se realizó una PCR simple 

utilizando el mismo mix y condiciones de ciclado de la reacción multiplex. Los cebadores 

utilizados fueron trpAR y trpAR, o arpA’F y arpA’R para la asignación al grupo C o E 

respectivamente (Tabla 2.8). La visualización de los amplicones se realizó como se 

describió previamente 

Los controles positivos y negativos utilizados para esta reacción pertenecían al cepario 

de nuestro laboratorio. 

2.5.3 Asignación de serogrupo  

Siguiendo la técnica desarrollada por Paddock y colaboradores (2012), se realizaron PCR 

simples para amplificar secuencias génicas que codifican regiones O-antigénicas 

correspondientes a los serogrupos O157, O26, O45, O103, O111, O121 y O145 (Paddock 

et al. 2012). La mezcla de reacción incluyó: 0,1 mM de dNTPs, 1,5 mM de MgCl2, 0,36 

μM de cada cebador, 2 ng/ μl de ADN, 1 U de Taq Polimerasa (Invitrogen) y 1x de buffer 

de la enzima. Las condiciones del ciclado fueron: desnaturalización inicial por 5 minutos 

a 94 °C, [desnaturalización: 30 segundos 94 °C, unión de cebadores y extensión: 80 

segundos a 67 °C], se realizaron 25 ciclos y la extensión final fue de 7 minutos a 68 °C. 

Las características de los cebadores utilizados en cada reacción se detallan en la Tabla 

2.9. 

  



57 

 

Tabla 2.9 Cebadores utilizados para identificación de serogrupo 

Cebador Secuencia (5´--3´) Tamaño (pb) 

O26-F1 GGGGGTGGGTACTATATTGG 
241 

O26-R1 AGCGCCTATTTCAGCAAAGA 

O45-F1 GGGCTGTCCAGACAGTTCAT 
890 

O45-R1 TGTACTGCACCAATGCACCT 

O103-F1 TAAGTACGGGGGTGCTTTTT 
716 

O103-R1 AAGCTCCCGAGCACGTATAA 

O111-F1 CAAGAGTGCTCTGGGCTTCT 
451 

O111-R1 AACGCAAGACAAGGCAAAAC 

O121-F1 TCATTAGCGGTAGCGAAAGG 
587 

O121-R1 TTCTGCATCACCAGTCCAGA 

O145-F1 TGCTCGACTTTTACCATCAAC 
374 

O145-R1 AACCAACACCATACACCTTGTCTT 

O157-F2 CAGGTGAAGGTGGAATGGTTGTC 
296 

O157-R2 TTAGAATTGAGACCATCCAATAAG 

1. Paddock et al. 2012; 2.Bai, Shi y Nagaraja 2010. 

 

Los controles positivos y negativos utilizados para esta reacción pertenecían al cepario 

de nuestro laboratorio. 

2.5.4 Resistencia a los antimicrobianos de uso común en la clínica veterinaria  

La totalidad de los aislamientos seleccionados (n = 25) se estudiaron para determinar su 

perfil de resistencia a 14 antibióticos. Adicionalmente, para aquellos aislamientos que 

resultaron resistentes a quinolonas, se realizó una búsqueda y amplificación de genes 

PMQR. Todos los ensayos de resistencia a antibióticos y búsqueda de genes transferibles 

de resistencia se realizaron en el marco de una pasantía de investigación en el Dpto. de 

Bacteriología y Virilogía del Instituto de Higiene. La misma fue realizada bajo la 

orientación de la Dra. Inés Bado. 

2.5.4.1 Evaluación de la resistencia mediante disco difusión en agar  

Para evaluar la susceptibilidad a los antimicrobianos se realizó el método de Disco 

difusión en agar, descrito previamente por Bauer y colaboradores (Bauer et al. 1978). 

Para cada aislamiento seleccionado, se testearon 14 antibióticos: ampicilina (AMP), 

ceftazidima (CAZ), ceftriaxona (CRO), amoxicilina-ácido clavulánico (AMC), 

cefuroxima (CXM), cefepime (FEP), ácido nalidíxico (NAL), enrofloxacina (ENR), 

ciprofloxacina (CIP), amikacina (AK), gentamicina (GEN), tobramicina (TOB), 



58 

 

estreptomicina (STR) y trimetoprim-sulfametoxazol (SXT). El control de calidad se 

realizó utilizando la cepa de E. coli ATCC (American-Type Culture Collection) 25922. 

Brevemente, se realizaron suspensiones bacterianas de cada uno de los aislamientos en 

suero fisiológico estéril y se ajustaron de acuerdo al estándar de turbidez 0,5 de la escala 

de Mc. Farland. Con un hisopo estéril humedecido en cada suspensión bacteriana se 

realizó una siembra extendida en tres direcciones en placas de agar Müeller Hinton de 

modo de cubrir toda la superficie del agar. Luego, se colocaron en cada placa los discos 

antibióticos (Oxoid). Las placas se incubaron a 37 °C, durante 24 hs en aerobiosis. 

Transcurrido este tiempo, se midieron los diámetros de las zonas de inhibición del 

crecimiento y las cepas se interpretaron como sensibles, intermedias o resistentes a cada 

antimicrobiano según las categorías establecidas por el National Committee for Clinical 

Laboratory Standards (Clinical y Laboratory Standards Institutute 2018). 

Para detectar aislamientos con fenotipo BLEE se utilizó el método de doble disco. El 

disco de cefalosporina de tercera generación (CAZ y CRO), se colocó próximo al disco 

de AMC. La deformación del halo de la cefalosporina, producido por el ácido clavulánico, 

indica la presencia de una cepa productora de BLEE.  

2.5.4.2 Detección de genes plasmídicos asociados a resistencia a quinolonas (PMQR) 

De acuerdo a las resistencias a quinolonas observadas en algunos aislamientos, se 

procedió a la búsqueda e identificación de genes PMQR en 21 aislamientos. 

Mediante PCR simple se amplificaron secuencias parciales de los genes qnrA, qnrB, 

qnrC, qnrD, qnrE, qnrVC y aac (Tabla 2.10). La mezcla de reacción incluyó 0,2 mM de 

dNTPs, 2,0 mM de MgCl2, 0,5 μM de cada cebador, 5 ng/ μl de ADN, 2,5 U de Taq 

Polimerasa (Invitrogen) y 1x del buffer de la enzima. Las condiciones del ciclado fueron: 

desnaturalización inicial por 5 minutos a 94 °C, [desnaturalización: 1 minuto a 94°C, 

unión de cebadores: 1 minuto a la temperatura de fusión correspondiente (Tm), extensión: 

1 minuto a 72°C], se realizaron 30 ciclos y una extensión final de 5 minutos a 72°C. Las 

temperaturas de desnaturalización de los cebadores fueron 53 °C, 52 °C, 50 °C, 51 °C, 53 

°C, 46 °C y 55 °C para qnrA, qnrB, qnrC, qnrD, qnrE, qnVC y aac respectivamente. Las 

secuencias de los cebadores se muestran en la Tabla 2.10.  
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Tabla 2.10 Cebadores para identificación de genes plasmídicos asociados a resistencia 

a quinolonas 

Cebador Secuencia (5´--3´) Tamaño (pb) 

qnrA-F1 ATTTCTCACGCCAGGATTTG  
516 

qnrA-R1  GATCGGCAAAGGTTAGGTCA 

qnrB-F1 GATCGTGAAAGCCAGAAAGG 
469 

qnrB-R1 ACGACGCCTGGTAGTTGTCC  

qnrC-F5 GGGTTGTACATTTATTGAATC 
307 

qnrC-R5 CACCTACCCATTTATTTTCAG 

qnrD-F4 CGAGATCAATTTACGGGGAATA  
580 

qnrD-R4  AACAAGCTGAAGCGCCTG  

qnrS-F1 ACGACATTCGTCAACCTGCAA  
417 

qnrS-R1 TAAATTGGCACCCTGTAGGC 

qnrVC-F3 ATGGAAAAATCAAAGCAATT 
656 

qnrVC-R3 TTAGTCAGGAACAATGAT 

aac-F2 TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA 
481 

aac-R2 CTCGAATGCCTGGCGTGTTT 

1. Robicsek et al. 2006; 2. Park et al. 2006; 3. Liu, Wong y Chen 2013; 4. Cavaco et al. 2009; 5. 

Hong et al. 2009. 

 

La elecrtoforesis de los productos de PCR se realizó en geles de agarosa al 1 %. Tras la 

migración, los geles se tiñeron con solución acuosa de GelRed para visualizar los 

amplicones, tal como se describió anteriormente. Todas las reacciones incluyeron sus 

respectivos controles positivos, provistos por el Dpto. de Bacteriología y Virología del 

Instituto de Higiene (UdelaR)., y un control de blanco.  

Cuando hubo amplificación de un producto de tamaño esperado, se secuenció en 

Macrogen (Corea) para confirmar su identidad. El alineamiento y análisis de secuencias 

se realizó utilizando el progrma BLAST (blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).  

2.5.5 Tipificación molecular mediante PFGE  

Para determinar la relación clonal entre los aislamientos se realizó la técnica de PFGE, de 

acuerdo al protocolo establecido por PulseNet (CDC PulseNet 2017) y tal como se realizó 

previamente por Bado (2017). El ensayo se realizó en el marco de una pasantía realizada 

en el Dpto. de Bacteriología y Virología del Instituto de Higiene (UdelaR), bajo la 

orientación de la Dra. Inés Bado. 

Los aislamientos seleccionados (n = 25) se cultivaron en medio TSA, durante 24 hs, a 37 

°C y en atmósfera aerobia. Luego, se prepararon suspensiones celulares equivalentes a 

7,4 de la escala Mc. Farland en 3 ml de Buffer de Suspensión Celular (BSC) (100 mM de 
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Tris, 100 mM de EDTA, pH 8.0). Las suspensiones se conservaron en hielo hasta su 

procesamiento. Para el armado de los bloques, se preparó una suspensión con 150 μl de 

agarosa para PFGE Low Melting (Agarose LF AMRESCO) al 1 % preparada con SDS (1 

%) en Buffer Tris EDTA (TE) (10 mM de Tris, 1 mM de EDTA, pH 8), 150 μl de 

suspensión celular y 25 μl de Proteinasa K 20 mg/ ml (Proteinase K, BioLabs, New 

England). Luego de la solidificación, los bloques se transfirieron a un tubo Falcon de 15 

ml que contenía 2 ml de buffer de lisis (BL) (50 mM de Tris, 50 mM de EDTA, pH 8.0, 

sarcosina 1 %) y 25 μl de proteinasa K (20 mg/ ml).  

Los bloques, contenidos en el BL, se incubaron a 55 °C de temperatura con agitación en 

baño de agua durante 18 hs. Finalizado el tiempo de incubación, se retiró el BL y se 

realizaron dos lavados con agua mQ y tres con buffer TE. Para cada lavado se utilizaron 

10 ml de líquido y se incubaron en baño a 55 °C con agitación durante 15 minutos cada 

uno. Los bloques se conservaron en 5 ml de buffer TE en heladera a 4 °C hasta la 

digestión; para este paso, los bloques se cortaron a un tamaño de 2 mm x 10 mm y se 

incubaron con la enzima de restricción XbaI (Thermo Scientific) durante 18 hs a 37 °C. 

Como cepa control se utilizó Salmonella enterica subsp. enterica serovar Braenderup 

H9812, que se procesó de la misma manera que los aislamientos. Posteriormente, se 

preparó un gel de agarosa, al 1 % en TBE, con los bloques incorporados en uno de los 

extremos. Para la corrida electroforética se utilizó un equipo CHEF DRII System 

(BioRad). Las corridas electroforéticas se realizaron en las condiciones recomendadas 

para E. coli O157:H7: 6 V/cm de voltaje, 14 °C de temperatura y durante 18 hs; el primer 

pulso fue de 2,2 segundos y el último de 54,2 (CDC PulseNet 2017). 

Luego de la migración, el gel se incubó en una solución de BrEt (1 μg/ ml) durante 30 

minutos y se lavó con agua mQ durante 10 minutos. Para observar el patrón de bandas de 

ADN, el gel se visualizó bajo iluminación UV. Los perfiles de restricción se analizaron 

con el programa bioinformático GelCompar II (Applied Maths, Versión 6.5). A partir de 

el patrón de bandas obtenido, se construyeron dendogramas utilizando el método 

UPGMA y el coeficiente Dice, con una optimización del 1 % y una tolerancia del 1 %. 

Las cepas cuyos perfiles de restricción tuvieron un coeficiente de similitud mayor o igual 

a 85 % se consideraron genéticamente relacionadas mientras que aquellas con coeficiente 

de 100 % se consideraron clones (Ejrnaes et al. 2006).  
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2.6 Análisis estadísticos 

Con el fin de evaluar la asociación entre la presencia de los genes de virulencia ensayados 

y el origen de los aislamientos (intestinal o extraintestinal) y/o la condición clínica de los 

animales (vivos o muertos) se utilizó el test de Odds Ratio (OR), considerando 

significancia estadística cuando el p-valor fue menor que 0,05 (Cerda, Vera y Rada 2013). 

Para evaluar la diversidad genética de los aislamientos se utilizó el índice de Diversidad 

de Shannon (H´) (Byappanahalli et al. 2007). El índice se calculó utilizando la siguiente 

fórmula: 

H´ =∑𝑝𝑖 ∗ 𝑙𝑛𝑝𝑖

𝑆

𝑖=1

 

Donde, S es el número de variantes genéticas únicas y pi es el cociente entre el número 

de aislamientos compartiendo el mismo genotipo (i) y el total de aislamientos y ln el 

logaritmo neperiano. 
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3 Presentación de resultados 

En la primera sección se exhiben los resultados de la búsqueda e identificación de genes 

de virulencia característicos de los virotipos de E. coli, de aislamientos intestinales y 

extraintestinales. La segunda sección muestra los resultados del estudio de diversidad 

intraespecífica (rep-PCR) realizado a todos los aislamientos recuperados de animales 

muertos y con perfiles genéticos de virulencia únicos. Finalmente, se exhiben los estudios 

complementarios realizados a los aislamientos con genes caraterísticos de los virotipos 

EPEC, ETEC y NTEC. 

3.1 Puesta a punto de reacciones de PCR 

Previo al estudio de los aislamientos de E. coli, fue necesario poner a punto las reacciones 

de PCR orientadas a detectar y amplificar los genes iucD, afa8E, f41, papC, saa, sfaE, 

cdtIII, cdtIV, cnf1, cnf2 y ehxA, tal como se describió en el capítulo metodológico. Para 

cada PCR, se comprobó la correcta amplificación mediante la secuenciación del producto 

del tamaño esperado. En todos los genes se obtuvo una identidad igual o superior al 98% 

entre la secuencia del producto de PCR y la secuencia publicada correspondiente. 

 

Figura 3.1 Productos de amplificación de secuencias parciales de genes de virulencia  

Geles de agarosa al 1,8 % teñidos con GelRed. Izquierda: amplificación parcial de genes iucD, 

cdtIII, cdtIV, cnf1 y cnf2. Derecha: amplificación de secuencias parciales de los genes afa8E, 

papC y sfaDE. Carril 1 de cada gel: marcador de tamaño molecular 1 Kb Plus (Thermofisher). 

Las flechas señalan el producto esperado. 
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A modo ilustrativo, en la Figura 3.1 se visualizan los productos de las reacciones 

multiplex PCR utilizadas para la detección del virotipo NTEC. 

3.2 Detección e identificación de genes de virulencia en E. coli 

Mediante la técnica de PCR, se estudió la presencia de 21 genes de virulencia de E. coli, 

característicos de los virotipos intestinales y del grupo ExPEC. Se estudiaron 221 

aislamientos provenientes de 17 animales muertos y 107 recuperados de 15 animales que 

vivían en 3 de los establecimientos con casos de mortalidad. 

3.2.1 Ocurrencia y diversidad de genes de virulencia en animales muertos 

Como se describió en el capítulo anterior, los aislamientos fueron recuperados por 

personal de INIA-La Estanzuela a partir del cultivo de 40 muestras biológicas 

pertenecientes a 17 terneros. 

El 88 % de los animales (n = 15) presentaron al menos un aislamiento positivo a los genes 

de virulencia estudiados (Figura 3.2). Se determinó la presencia de 13 diferentes genes de 

virulencia en aislamientos de E. coli recuperados de 32 muestras biológicas, es decir que 

en 8 muestras diferentes no se detectaron genes. Los aislamientos recuperados de orina, 

riñón, corazón y líq. cefalorraquídeo resultaron negativos a todos los genes testeados. 

 

Figura 3.2 Cantidad de genes de virulencia identificados en animales muertos 

(n = 17)  
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En el 5,9 % de los animales (n = 1) se detectaron 9, 7, 4 y 2 genes de virulencia. Un 11,8 

% de los animales (n = 2) presentaron 8 y 6 genes y el mismo porcentaje no amplificó 

ningún gen (animales 4 y 5). En el 17,6 % de los animales (n = 3) se identificaron 3 genes 

de virulencia y en el 23,5 % (n = 4) se identificaron 5 genes (Figura 3.2).  

Entre los genes identificados se destacan aquellos que caracterizan a los patotipos 

intestinales EPEC, STEC, y NTEC (Tabla 3.9). El gen que se identificó con mayor 

frecuencia entre los animales (n = 17) fue iucD, amplificando en el 82 % de los terneros 

(n = 14). La frecuencia observada para f17A y papC fue del 59 % (n = 10), para afa8E del 

53 % (n = 9), ehxA 47 % (n = 8), eae 41 % (n = 7), stx1 35 % (n = 6), clpG 24 % (n = 4), 

f17GI y f17GII de 18 % (n = 3), cdtIII y cnf1 12 % (n = 2) y cnf2 6 % (n = 1) (Figura 3.3). 

En ningún animal se detectó la presencia de f41, saa, sfaDE. cdtIV, lt, sta o stx2. 

En todos los animales con al menos un aislamiento positivo a los genes testeados, se 

identificaron E. coli con dos o más genes característicos de ExPEC y cepas comensales 

(iucD, afa8E, clpG, f17A, papC, cdtIII, cnf1). Entre estos aislamientos, estuvieron 

aquellos caracterizados como EPEC, NTEC y STEC. Los perfiles genéticos de virulencia 

de todos los aislamientos se presentan en la Tabla 7.1 (Anexo A.)  

 

Figura 3.3 Frecuencia de ocurrencia de genes de virulencia de E. coli en animales 

muertos (n = 17) 
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Mediante el índice de Shannon, se evaluó la diversidad de genes identificados en los 

animales. Se consideraron las diferentes muestras biológicas de cada animal y la cantidad 

de genes diferentes identificados en cada muestra. En la Tabla 3.1 se observan los valores 

calculados. 

Finalmente, mediante el test de Odds Ratio (OR), se determinó que en los animales existió 

una asociación en la ocurrencia de los genes stx1, eae, ehxA en simultáneo (OR = 44; 

95% CI, 2,90 - 667,17). 

3.2.1.1 Ocurrencia y diversidad de genes de virulencia en aislamientos intestinales y 

extraintestinales 

De acuerdo a la procedencia, los aislamientos se diferenciaron en intestinales y 

extraintestinales. Los aislamientos intestinales incluyeron aquellos recuperados del 

intestino y MF, mientras que el resto de los aislamientos, provenientes de cerebro, líq. 

cefalorraquídeo, corazón, pulmón, hígado, LNM, bazo, vejiga, orina y riñón, se agruparon 

como extraintestinales. De esta manera, se diferenciaron 10 animales con aislamientos 

intestinales y 13 con aislamientos extraintestinales. 

En la Figura 3.4 se muestra la frecuencia de detección de los genes de virulencia en los 

animales con aislamientos intestinales y extraintestinales. A excepción de los genes cnf1 

y cnf2, que solo se detectaron en aislamientos intestinales, el resto de los genes se 

identificaron en el ambiente intestinal y extraintestinal. 

Tabla 3.1 Diversidad de genes de virulencia y muestras biológicas en animales muertos 

Animal N.° muestras biológicas N.° genes totales H' 

12 2 9 0,2 

1 2 7 0,3 

7 2 9 0,3 

14 2 10 0,3 

8 3 5 0,3 

16 3 10 0,4 

10 3 14 0,5 

3 3 14 0,5 

15 6 27 0,8 

H': Indice de Shannon. Los animales 2, 6, 9, 11, 13 y 17 tuvieron una sola muestra biológica e 

índices H' = 0. Los animales 4 y 5 fueron negativos a todos los genes testeados. 
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Figura 3.4 Comparación de la frecuencia de genes de virulencia en en el ambiente 

intestinal (n = 10) y extraintestinal (n = 13 de) animales muertos 

* Indica los genes con diferencias significativas entre las diferentes muestras 

 

El gen afa8E exhibió menor frecuencia en los animales con muestras intestinales (n = 10) 

que extraintestinales (n = 13). Por el contrario, el resto de los genes se detectó en mayor 

frecuencia animales con aislamientos intestinales que extraintestinales (Figura 3.4). La 

frecuencia fue iucD fue del 100 % en animales con muestras intestinales (n = 10) y 69 % 

aquellos con muestras extraintestinales (n = 9), la de papC fue del 80 % (n = 8) y 38 % 

(n = 5), f17A fue del 70 % (n = 7) y 38 % (n = 5), ehxA 70 % (n = 7) y 23 % (n = 3), eae 

70 % (n = 7) y 15 % (n = 2), stx1 60 % (n = 6) y 15 % (n = 2), afa8E 50 % (n = 5) y 62 

% (n = 8), f17GII 30 % (n = 3) y 8 % (n = 1), clpG 30 % (n = 3) y 23 % (n = 3), f17GI 20 

% (n = 2) y 8 % (n = 1), cnf1 20 % (n = 2) y 0 % (n = 0), cdtIII 10 % (n = 1) y 8 % (n = 

1) y cnf2 10 % (n = 1) y 0 % (n = 0), para los animales con muestras intestinales y 

extraintestinales respectivamente (Figura 3.4). 

Los genes stx1, eae y ehxA estuvieron significativamente más representados en los 

animales con aislamientos intestinales que extraintestinales (OR = 8,25; IC 95 %, 1,15 - 

59,01; OR = 12,83; IC 95 %, 1,69 - 97,20 y OR = 7,78; IC 95 %, 1,20 - 50,43, 

respectivamente) (Figura 3.4). 

* 

 

* 

 

* 
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3.2.1.2 Perfiles de virulencia en aislamientos provenientes de animales muertos 

En los animales muertos (n = 17), se identificaron aislamientos de E. coli con hasta 11 

perfiles diferentes de virulencia diferentes. Como se observa en la Tabla 3.2, entre los 

aislamientos recuperados de animales muertos (n = 221), se identificaron 37 perfiles 

genéticos únicos de virulencia más 1 sin genes identificados. De los 13 animales muertos 

que tuvieron aislamietnos positivos a alguno de los genes stx1, eae o ehxA, 8 animales 

tenían aislamientos positivos a los tres genes en simultáneo. Los genes más representados 

en los perfiles fueron iucD, papC, afa8E, eae, stx1 y ehxA. Del total de perfiles positivos 

a iucD (n = 27), el 93 % (n = 25) tuvieron alguno de los genes codificantes para las 

adhesinas identificadas (clpG, afa8E, papC o f17A). Finalmente, un 28 % (n = 7) de los 

perfiles con iucD y alguna de las adhesinas, incluyó alguna de las toxinas identificadas 

(stx1, cnf1 y cnf2 y cdtIII) (Tabla 3.2). 

De los 37 perfiles que incluyeron algún gen positivo, 9 se identificaron tanto en el 

ambiente intestinal como extraintestinal, 15 sólo en el ambiente intestinal y 13 sólo en el 

ambiente extraintestinal.  

Todos los animales con aislamientos positivos a los genes testeados (n = 15), tuvieron 

aislamientos con 2 o más genes característicos de ExPEC (Tabla 3.2). En el 62 % de las 

E. coli recuperadas del ambiente extraintestinal (n = 81), se identificaron 2 o más genes 

característicos de ese grupo. Estos aislamientos pertenecieron a los 11 animales con 

aislamientos extraintestinales positivos a alguno de los genes testeados. Por otro lado, en 

el 68 % (n = 62) de las E. coli recuperadas del ambiente intestinal, también se 

identificaron 2 o más genes característicos de ExPEC. Estos aislamientos pertenecieron a 

10 de los 11 con aislamientos intestinales (Tabla 3.2). 

3.2.2 Ocurrencia de genes de virulencia en animales vivos 

Los 15 animales vivos que vivían en establecimientos con casos de mortalidad, 

presentaron al menos un aislamiento positivo a los genes de virulencia estudiados. 
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Tabla 3.2 Perfiles de virulencia en animales muertos (n = 17) 

Perfil de virulencia % animales (n) 

iucD/ afaE 35 (6) 

iucD/ eae/ ehxA/ stx1 24 (4) 

iucD/ papC 18 (3) 

eae/ ehxA/ stx1 12 (2) 

iucD/ afaE/ clpG/ f17A 12 (2) 

iucD/ afaE/ f17A/ f17GII 12 (2) 

iucD/ afaE/ f17A/ f17GII/ papC 12 (2) 

iucD/ f17A/ f17GI 12 (2) 

afaE/ clpG 6 (1) 

cdtIII/ ehxA/ papC 6 (1) 

clpG/ f17A/ f17GI 6 (1) 

eae/ ehxA 6 (1) 

ehxA 6 (1) 

f17A 6 (1) 

f17A/ f17GI 6 (1) 

f17A/ f17GII 6 (1) 

iucD 6 (1) 

iucD/ afaE/ clpG 6 (1) 

iucD/ afaE/ clpG/ f17A/ papC 6 (1) 

iucD/ afaE/ clpG/ papC 6 (1) 

iucD/ afaE/ eae/ ehxA/ stx1 6 (1) 

iucD/ afaE/ eae/ stx1 6 (1) 

iucD/ afaE/ f17A 6 (1) 

iucD/ afaE/ f17A/ papC 6 (1) 

iucD/ afaE/ papC 6 (1) 

iucD/ clpG 6 (1) 

iucD/ clpG/ f17A/ papC 6 (1) 

iucD/ clpG/ papC 6 (1) 

iucD/ eae/ cnf1/ ehxA/ stx1 6 (1) 

iucD/ eae/ cnf1/ stx1 6 (1) 

iucD/ eae/ ehxA 6 (1) 

iucD/ ehxA/ stx1 6 (1) 

iucD/ f17A/ f17GII 6 (1) 

iucD/ f17A/ f17GII/ cnf2/ cnf1/ cdtIII 6 (1) 

iucD/ f17A/ f17GII/ papC 6 (1) 

iucD/ f17A/ papC 6 (1) 

papC 6 (1) 

* 53 (9) 

n = cantidad de animales que presentaron aislamientos con ese perfil de virulencia. El 53 % de 

los animales presentó asilamientos en los que no se detectó ninguno de los genes estudiados. 
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Figura 3.5 Cantidad de genes de virulencia identificados en animales vivos (n = 15) 

En el 6,7 % de los animales (n = 1) se identificaron 7, 5 y 1 gen de virulencia, en 13,3 % 

(n = 2) se detectaron 4 y 3 genes, en el 20,0 % (n = 3) se identificaron 2 genes y en el 33,3 

% de los animales (n = 5) se detectaron 6 genes de virulencia (Figura 3.5). 

3.2.2.1 Perfiles de virulencia de animales vivos  

Los aislamientos de E. coli recuperados de muestras de MF exhibieron 23 perfiles únicos 

de virulencia más 1 en el que no se identificaron ninguno de los genes estudiados (Tabla 

3.3). Los perfiles genéticos predominantes incluyeron los genes iucD, papC, f17A y 

f17GII. En cada animal vivo, se detectaron entre 2 y 4 perfiles de virulencia (combinación 

única de genes por aislamiento). Al igual que en los animales muertos, los virotipos 

identificados en esta colección de aislamientos incluyeron EPEC, STEC y NTEC, en 

efecto, 14 de los perfiles coincidieron entre ambos grupos (Tabla 3.3). 

De los 15 animales vivos, 13 contenían en su ambiente intestinal E. coli con genes 

característicos de ExPEC y cepas comensales (iucD, afa8E, papC, clpG, cdtIII, cnf1 y 

f17A). En estos mismos aislamientos, también se identificaron genes característicos de 

EPEC, NTEC y STEC (Tabla 3.3). 
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Tabla 3.3 Perfiles de virulencia identificados en MF de animales vivos (n = 15) 

Perfil de virulencia % de animales (n) 

f17A/ f17GII 18 (3) 

iucD/ afaE/ clpG/ f17A/ f17GII 18 (3) 

iucD/ papC 18 (3) 

afaE/ clpG 12 (2) 

afaE/ clpG/ papC 12 (2) 

clpG 12 (2) 

iucD/ clpG/ papC 12 (2) 

afaE 6 (1) 

clpG/ papC 6 (1) 

eae/ ehxA/ stx1 6 (1) 

f17A 6 (1) 

iucD/ afaE/ clpG/ eae/ papC/ ehxA 6 (1) 

iucD/ afaE/ clpG/ f17A/ f17GII/ papC 6 (1) 

iucD/ afaE/ f17A/ f17GII/ cnf2/ cnf1/ cdtIII 6 (1) 

iucD/ afaE/ f17A/ f17GII/ papC 6 (1) 

iucD/ afaE/ papC 6 (1) 

iucD/ clpG 6 (1) 

iucD/ clpG/ f17A/ f17GII/ papC 6 (1) 

iucD/ eae/ ehxA 6 (1) 

iucD/ f17A/ f17GI 6 (1) 

iucD/ f17A/ f17GII 6 (1) 

iucD/ f17A/ f17GII/ cnf2/ cnf1/ cdtIII 6 (1) 

papC 6 (1) 

* 18 (3) 

n = cantidad de animales que presentaron aislamientos con ese perfil de virulencia. * El 18 % de 

los animales presentó asilamientos en los que no se detectó ninguno de los genes estudiados. 

3.2.2.2 Ocurrencia de los genes en toda la colección de aislamientos provenientes de 

animales muertos y vivos (n = 32) 

Considerando los animales muertos y vivos (n =17 + 15), en el 93,7 % de ellos (n = 30) 

se identificó al menos un gen de virulencia. En el 3,1 % de los animales (n = 1) se 

detectaron 9 y 0 genes de virulencia, en el 6,3 % (n = 2) se identificaron 8, 7, y ningún 

gen, en 9,4 % (n = 3) 4 genes, en el 12,5 % (n = 4) 2 genes, en el 15,6 % (n = 5) se 

identificaron 5 y 3 genes y en el 21,9 % (n = 7) se detectaron 6 genes de virulencia (Figura 

3.6). 
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Figura 3.6 Cantidad de genes identificados en todos los animales 

Teniendo en cuenta los animales muertos y vivos, la ocurrencia de los genes clpG y 

f17GII fue significativamente menor en animales muertos (OR = 0,21; IC 95 %, 0,04 - 

0,94 y OR = 0,19; IC 95 %, 0,04 - 0,94 respectivamente) (Figura 3.7). Asimismo, 

comparando sólo aquellos animales muertos con aislamientos extraintestinales y los 

animales vivos, la ocurrencia de f17GII fue significativamente menor en los animales 

muertos (OR = 0,08; IC 95 %, 0,01 - 0,78). Finalmente, se calcularon los ORs entre el 

grupo de animales muertos con aislamientos intestinales (n = 10) y los animales vivos (n 

= 15). En este caso, se observaron frecuencias significativamente mayores para los genes 

stx1, ehxA y eae provenientes de animales muertos (OR = 21; IC 95 %, 1,92 - 229,40; OR 

= 15,17; IC 95 %, 2,03 - 113,35 y OR = 15,17; IC 95 %, 2,03 - 113,35, respectivamente) 

(Figura 3.4 y Figura 3.7). 

3.2.3 Establecimientos con muestreo de animales muertos y vivos 

En esta sección se analizó de manera independiente cada establecimiento en los que se 

estudiaron animales vivos y muertos. 

Como se observa en la Tabla 3.4, todos los terneros presentaron un conjunto de genes 

diferente. Es de destacar que, debido al escaso número de animales en cada 

establecimiento, las pruebas estadísticas realizadas se hicieron en base a la presencia de 

genes en los aislamientos. 
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Figura 3.7 Frecuencia de genes de virulencia en animales vivos y muertos (n = 32) 

* Indica los genes con diferencias significativas entre los grupos de animales  

En el establecimiento F (animal muerto 6 y animales vivos 18 al 21), 2 de los 4 genes 

identificados en el animal muerto (ehxA y eae) no se identificaron en los animales vivos 

(Tabla 3.4). En cuanto a los genes que estuvieron presentes en aislamientnos provenientes 

del animal muerto y de los vivos (iucD y papC), no se determinaron diferencias en su 

frecuencia de aparición. 

En el caso del establecimiento K (animal muerto 14 y animales vivos del 22 al 29), el gen 

f17GI solo estuvo presente en el animal muerto. La ocurrencia de los genes iucD, papC, 

y clpG fue significativamente mayor en los aislamientos recuperados del animal muerto 

que de los animales vivos (OR = 74,77; IC 95 %, 9,13 - 612,28, OR = 14,52; IC 95 %, 

3,78 - 55,80 y OR = 66,29; IC 95 %, 3,82 - 1149,61, respectivamente). Además, la 

ocurrencia del gen f17A fue significativamente menor en los aislamientos recuperados del 

animal muerto que de los vivos (OR = 0,26; IC 95 %, 0,07 - 0,98). 

Por último, en el establecimiento M (animal muerto 16 y animales vivos del 29 al 32), 

todos los genes que se encontraron en el animal muerto, también se identificaron en 

alguno de los animales vivos. No obstante, el gen afa8E tuvo una presencia 

significativamente mayor en los aislamientos del animal muerto (OR = 45,00; IC 95 %, 

2,07 - 977,47). 

* 

 

* 
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Tabla 3.4 Genes de virulencia identificados en animales muertos y vivos que convivían 

en un mismo establecimiento 

Establecimiento Animal Perfil de virulencia 

F 

6(*) eae/ ehxA/ iucD/ papC 

18 clpG/ f17A/ f17GII/ iucD/ papC/ afa8E 

19 clpG/ iucD 

20 f17A/ f17GII/ f17GI/ iucD 

21 clpG/ f17A/ f17GII/ iucD/ papC/ afa8E 

K 

14(*) clpG/ f17A/ f17GI/ iucD/ papC/ afa8E 

22 f17A 

23 f17A/ f17GII/ cnf2/ cnf1/ cdtIII/ iucD/ afa8E 

24 f17A/ f17GII 

25 clpG/ papC/ afa8E 

26 clpG/ papC 

27 clpG/ iucD/ papC 

29 clpG/ f17A/ f17GII/ iucD/ papC/ afa8E 

M 

16(*) f17A/ f17GII/ eae/ stx1/ ehxA/ iucD/ papC/ afa8E 

29 eae/ stx1/ ehxA/ iucD 

30 clpG/ f17A/ f17GII/ iucD/ papC 

31 f17A/ f17GII/ cnf2/ cnf1/ cdtIII/ iucD 

32 clpG/ eae/ ehxA/ iucD/ papC/ afa8E 

(*) Animales muertos  

 

3.3 Selección de aislamientos con perfiles de virulencia únicos 

A continuación, se seleccionaron todos los aislamientos que se diferenciaron en sus 

perfiles de virulencia y en la muestra biológica del animal muerto al que pertenecieron. 

De esta manera, las 40 muestras biológicas provenientes de los 17 animales muertos, 

tuvieron al menos un aislamiento incluido en el estudio de rep-PCR. Dependiendo de la 

cantidad de perfiles de virulencia identificados en cada muestra, se incluyeron entre 1 y 

4 aislamientos por muestra. Respecto al origen geográfico, 61 pertenecieron a animales 

de Colonia, 7 provenían de Río Negro, 14 de San José y 3 de Canelones. En la Tabla 7.1 

(Anexo A. Perfiles genéticos de virulencia se muestran los perfiles de virulencia y el 

origen de los aislamientos seleccionados. 
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3.3.1 Diversidad intraespecífica de la colección 

El análisis de ERIC-PCR se realizó a la selección de 85 aislamientos de E. coli, 

provenientes de animales muertos, con perfiles únicos en las muestras de las que habían 

sido recuperados (Tabla 7.1, Anexo A). Tres de los aislamientos inicialmente 

seleccionados (3.5, 3.8 y 3.14), resultaron con patrones de menos de 6 bandas y no se 

incluyeron en el análisis de dendogramas. 

 

Figura 3.8 Dendograma de los aislamientos del departamento de Colonia (n = 61) 

Dendograma realizado con el programa GelCompar II (Applied Maths, Versión 6.5), método 

UPGMA, coeficiente Dice, optimización del 3 % y tolerancia del 1 %. La línea roja marca el 

punto de corte utilizado para definir las variantes. 
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A partir de los patrones de bandas obtenidos tras la electroforesis en geles de agarosa de 

los productos del rep-PCR, se generaron dendogramas con el programa GelCompar II 

(Applied Maths, Versión 6.5), utilizando el método UPGMA, tal como se describe en el 

capítulo metodológico. El dendograma completo se muestra en la Figura 8.1 (Anexo B). 

En la Figura 3.10, Figura 3.8, Figura 3.9 y Figura 3.11, se ilustran los dendogramas 

obtenidos para cada Departamento. 

 

Figura 3.9 Dendograma de los aislamientos del departamento de Canelones (n = 3) 

Dendograma realizado con el programa GelCompar II (Applied Maths, Versión 6.5), método 

UPGMA, coeficiente Dice, optimización del 3 % y tolerancia del 1 %. La línea roja marca el 

punto de corte utilizado para definir las variantes. 

 

 

Figura 3.10 Dendograma de los aislamientos del departamento de San José (n = 14) 

Dendograma realizado con el programa GelCompar II (Applied Maths, Versión 6.5), método 

UPGMA, coeficiente Dice, optimización del 3 % y tolerancia del 1 %. La línea roja marca el 

punto de corte utilizado para definir las variantes. 

 

 

Figura 3.11 Dendograma de los aislamientos del departamento de Río Negro (n = 7) 

Dendograma realizado con el programa GelCompar II (Applied Maths, Versión 6.5), método 

UPGMA, coeficiente Dice, optimización del 3 % y tolerancia del 1 %.  
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Considerando las diferentes variantes genéticas y el número de aislamientos únicos 

obtenidos tras el análisis, se calculó el índice H'. Como se observa en la Tabla 3.5, en los 

Departamentos los índices variaron entre 0,28 y 0,97. Los índices que indican mayor 

diversidad se observaron en los Departamentos que presentaban mayor cantidad de 

aislamientos (Tabla 3.5). 

Los aislamientos provenientes de muestras extraintestinales (n = 48) se agruparon en 47 

aislamientos únicos con 15 variantes genéticas. Por otro lado, en los aislamientos 

intestinales (n = 37), se identificaron 32 aislamientos únicos y 11 variantes. De acuerdo 

al índice H', la diversidad fue mayor en los aislamientos extraintestinales (H´= 1,02) 

respecto a los intestinales (H´= 0,92) (Tabla 3.6). 

En los animales, la cantidad de aislamientos estudiados varió entre 1 y 18, se 

determinaron entre 1 y 16 aislamientos únicos para cada animal y entre 1 y 4 variantes 

genéticas. El H' varió entre 0 y 0,6. El animal 15 presentó la mayor cantidad de 

aislamientos únicos. Sin embargo, la mayor diversidad se encontró en el animal 4 (H' = 

0,6) (Tabla 3.7). Los animales 2, 6 y 7 tuvieron índices de cero. 

Al analizar toda la colección (n = 83), se identificaron 77 aislamientos únicos agrupados 

en 16 variantes genéticas. En la Figura 3.8, Figura 3.9, Figura 3.11, Figura 3.12 y Figura 

8.1, se puede observar que aislamientos recuperados de un mismo animal, e incluso de la 

misma muestra biológica, se agrupan en diferentes variantes. En contraposición, se 

identificaron aislamientos pertenecientes a una misma variante recuperados de distintas 

muestras biológicas, animales, departamentos y en diferente año de muestreo (Figura 

8.1). El índice de Shannon para toda la colección fue de 1,07. Si bien este resultó el valor 

más alto, de acuerdo a los parámetros establecidos, los valores obtenidos pueden 

interpretarse como una baja diversidad de los aislamientos. 

Tabla 3.5 Diversidad de los aislamientos recuperados en los Departamentos 

Departamento N° aislamientos únicos N° variantes H´ 

Colonia 55 14 0,97 

San José 13 5 0,62 

Canelones 3 2 0,28 

Rio Negro 6 1 0,00 

H´: índice de Shannon. 
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Tabla 3.6 Diversidad genética de aislamientos recuperados de diferentes ambientes  

Ambiente N° aislamientos únicos N° variantes H´ 

Extraintestinal 47 15 1,02 

Intestinal 32 11 0,92 

H´: índice de Shannon. 

 

Tabla 3.7 Diversidad genética de los aislamientos en los animales 

Animal N° aislamientos únicos N° variantes H´ 

1 5 2 0,22 

3 5 4 0,58 

4 4 4 0,60 

5 2 2 0,30 

8 7 2 0,18 

9 3 3 0,48 

10 6 3 0,44 

11 2 2 0,30 

12 5 2 0,29 

13 3 3 0,48 

14 5 3 0,41 

15 16 4 0,48 

16 5 2 0,22 

17 3 2 0,28 

H´: índice de Shannon. Los animales 2, 6 y 7 tuvieron H = 0. 

 

Tabla 3.8 Origen de los clones 

Clon Aislamiento Origen 

1 
5.2 hígado 

5.3 corazón 

2 
6.2 

MF 
6.4 

3 
10.5 pulmón 

12.3 MF 

4 
14.12 

LNM 
14.13 

5 
15.20 intestino 

15.3 MF 

6 
15.31 hígado 

15.40 pulmón 

MF: materia fecal; LNM: linfonodo mesentérico. 
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Finalmente, la mayoría de los clones identificados mediante esta técnica se conformaron 

por aislamientos intestinales o extraintestinal de un mismo animal. Sin embargo, el clon 

N° 3 se conformó con aislamientos provenientes de diferente animal, muestra biológica 

y departamento (Tabla 3.8; Tabla 2.1). 

3.4 Selección de aislamientos con perfiles de virulencia característicos (n = 25) 

A partir de toda la colección de aislamientos de animales muertos y vivos (n = 328), se 

seleccionaron aquellos con perfiles de virulencia únicos y genes característicos de los 

virotipos EPEC, STEC y NTEC (n = 25) (Tabla 3.9). A este grupo se les realizó estudios 

para determinar el filogrupo, serogrupo, perfil de sensibilidad a los antibióticos, búsqueda 

e identificación de genes PMQR y diversidad intraespecífica. En el caso de las STEC, 

también se buscaron e identificaron los subtipos stx1a y stx1b y stx1c. 

Tabla 3.9 Origen y perfil genético de virulencia de los aislamientos seleccionados 

Aislamiento Origen Perfil de virulencia Virotipo 

3.1 

MF 

eae/ stx1/ ehxA/ cnf1/ iucD STEC LEE+ 

3.4 eae/ stx1/ ehxA STEC LEE+ 

3.19 eae/ stx1/ cnf1/ iucD STEC LEE+/ NTEC 

6.2 
MF 

eae/ ehxA/ iucD EPEC 

6.4 eae/ ehxA EPEC 

9.5 intestino eae/ stx1/ ehxA/ iucD STEC LEE+ 

10.2 intestino eae/ stx1/ ehxA/ iucD STEC LEE+ 

10.4 pulmón eae/ stx1/ ehxA/ iucD STEC LEE+ 

10.6 LNM eae/ stx1/ ehxA/ iucD STEC LEE+ 

11.2 MF eae/ stx1/ ehxA/ iucD STEC LEE+ 

12.1 MF f17A/ f17GII/ cnf1/ cnf2/ cdtIII/ iucD NTEC 

15.1 
MF 

eae/ stx1/ ehxA/ iucD STEC LEE+ 

15.3 eae/ stx1/ ehxA/ iucD/ afa8E STEC LEE+ 

15.11 

cerebro 

eae/ stx1/ ehxA/ iucD STEC LEE+ 

15.13 eae/ stx1/ ehxA/ iucD/ afa8E STEC LEE+ 

15.15 eae/ stx1/ iucD/ afa8E STEC LEE+ 

15.31 hígado eae/ stx1/ ehxA/ iucD STEC LEE+ 

15.40 
pulmón 

eae/ stx1/ ehxA/ iucD STEC LEE+ 

15.42 stx1/ ehxA/ iucD STEC LEE- 

16.9 MF eae/ stx1/ ehxA STEC LEE+ 

23.10 MF f17A/ f17GII/ cnf1/ cnf2/ cdtIII/ iucD/ afa8E NTEC 

29.1 MF eae/ stx1/ ehxA STEC LEE+ 

29.4 MF eae/ ehxA/ iucD EPEC 

31.1 MF f17A/ f17GII/ cnf1/ cnf2/ cdtIII/ iucD NTEC 

32.1 MF clpG/ eae/ ehxA/ iucD/ papC/ afa8E EPEC 

MF: materia fecal; LNM: linfonodo mesentérico. 
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3.4.1 Tipificación de Stx1 

Los 18 aislamientos caracterizados como STEC se estudiaron para subtipificación de las 

Stx. Como se mencionó en la sección anterior, todos los genes stx identificados 

correspondieron al tipo stx1. Siguiendo el procedimiento previamente desarrollado por 

Scheutz (2012), se realizaron estudios para identificar los genes codificantes de subtipos 

de Stx1: Stx1a, Stx1c y Stx1d. 

Respecto a las variantes estudiadas, 17 aislamientos amplificaron secuencias genéticas 

codificantes tanto para Stx1a como para Stx1c, y sólo un aislamiento resultó negativo a 

ambos. Ningun aislamiento fue positivo para el subtipo Stx1d (Tabla 3.10). 

Tabla 3.10 Caracterización molecular de los aislamientos STEC, EPEC y NTEC 

seleccionados  

Aislamiento Virotipo Filogrupo Subtipo de Stx1 Serogrupo 

3.1 STEC LEE+/ NTEC A a y c n/d 

3.4 STEC LEE+ A a y c n/d 

3.19 STEC LEE+/ NTEC A a y c n/d 

6.2 EPEC E n/a n/d 

6.4 EPEC E n/a n/d 

9.5 STEC LEE+ E a y c n/d 

10.2 STEC LEE+ E a y c n/d 

10.4 STEC LEE+ B1 a y c n/d 

10.6 STEC LEE+ E a y c n/d 

11.2 STEC LEE+ E a y c n/d 

12.1 NTEC B1 n/a n/d 

15.1 STEC LEE+ B1 a y c O111 

15.3 STEC LEE+ C a y c O111 

15.11 STEC LEE+ B1 a y c O111 

15.13 STEC LEE+ C a y c O111 

15.15 STEC LEE+ C a y c O111 

15.31 STEC LEE+ B1 a y c O111 

15.40 STEC LEE+ B1 n/d O111 

15.42 STEC LEE- B1 a y c O111 

16.9 STEC LEE+ B1 a y c O111 

23.10 NTEC B1 n/a n/d 

29.1 STEC LEE+ B1 a y c O111 

29.4 EPEC E n/a  O26 

31.1 NTEC B1 n/a n/d 

32.1 EPEC E n/a O26 

n/a: no aplica; n/d: no determinado  
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3.4.2 Asignación de grupo filogenético 

Mediante la técnica descrita por Clermont y colaboradores (2013) se amplificaron 

secuencias parciales de genes marcadores que permiten la asignación de E. coli a los 

filogrupos A, B1, B2, C, D, E, F y Clado I. Los aislamientos seleccionados (n = 25), se 

agruparon en los filogrupos A, B1, C y E. El grupo más prevalente entre los aislamientos 

fue el B1, identificándose en 11 aislamientos (44 %) pertenecientes a 7 animales (54 %). 

El grupo E, se identificó en 8 aislamientos (32 %) recuperados de 6 animales (46 %). Los 

grupos A y C fueron representados cada uno con 3 aislamientos (12 %) y a un animal (8 

%) respectivamente (Tabla 3.10). 

Mientras que los aislamientos recuperados del ambiente extraintestinal se agruparon en 

los filogrupos B1 y C, los intestinales se asignaron a los filogrupos A, B1, y E. Las STEC 

agruparon en B1, C y E, las EPEC en E, las NTEC en B1 y los aislamientos híbridos 

NTEC/STEC pertenecieron al grupo A (Tabla 3.10). 

3.4.3 Determinación de serogrupo 

Mediante la técnica de PCR a tiempo final, se amplificaron secuencias génicas parciales 

codificantes de regiones O-antigénicas. Se testearon unicamente los serogrupos: O157, 

O26, O45, O103, O111, O121 y O145, de acuerdo a la técnica descrita por Paddock y 

colaboradores (2012). 

El 40 % de los aislamietnos (n =10), provenientes de 3 animales, resultaron positivos a la 

amplificación del serogrupo O111. Adicionalmente, un 8 % (n = 2), pertenecientes a dos 

animales, se asignaron al serogrupo O26. En el 52 de los aislamientos (n = 13) no se 

determinó ninguno de los serogrupos testeados (Tabla 3.10). 

3.4.4 Resistencia a antibióticos y búsqueda de PMQR 

A todos los aislamientos de E. coli seleccionados (n = 25 de n = 328) se les realizaron 

estudios de susceptibilidad a antibióticos. Sólo aquellos que mostraron resistencia a 

quinolonas se estudiaron para la búsqueda e identificación de genes PMQR. 

3.4.4.1 Perfil de sensibilidad a los antibióticos 

Mediante el método de Disco-Difusión de Kirby-Bauer en agar Mϋeller-Hinton, se 

evaluaó la resistencia a 14 antibióticos. La Figura 3.12 muestra la frecuencia de 

identificación de resistencias en los aislamiento. 
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Todos los aislamientos (n = 25) presentaron resistencia a al menos uno de los antibióticos 

testeados. El 92 % de los aislamientos mostró resistencia a los antibióticos AMP y STR 

(n = 23), el 84 % a CIP (n = 21), el 76 % a NAL (n = 19), el 64 % a ENR (n = 16), el 24 

% a GEN y SXT (n = 6), el 16 % a TOB (n = 4) y el 12 % a AMC y CXM (n = 3) (Figura 

3.12 y Tabla 3.11). 

Los aislamientos recuperados de animales muertos (n = 20) exhibieron resistencia con 

hasta 9 de los antimicrobianos testeados, mientras que los recuperados de animales vivos 

(n = 5) exhibieron resistencia con hasta 6 antimicronbianos. A excepción de dos animales 

vivos, todos presentaron aislamientos multirresistentes, es decir que exhibieron 

resistencia a al menos 3 clases de antibióticos. En particular, la prevalencia de 

aislamientos resistentes a la AMP, STR y alguna de las quinolonas testeadas (ENR, CIP 

y NAL) fue del 72%. Por otro lado, no se determinaron resistecias a CAZ, CRO, FEP y 

AK (Tabla 3.11). Finalmente, ninguno de los aislamientos fue capaz de producir BLEE. 

 

Figura 3.12 Frecuencia de detección de asilamientos resistentes a los antimicrobianos 

(n = 25) 

AMP: ampicilina, AMC: amoxicilina-ácido clavulánico, CXM: cefuroxima, NAL: ácido 

nalidíxico, ENR: enrofloxacina, CIP: ciprofloxacina, GEN: gentamicina, TOB: tobramicina, 

STR: estreptomicina y SXT: trimetoprim sulfametoxazol. 
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3.4.5 Resistencia a quinolonas 

Como se expuso en el apartado anterior, un subgrupo de 21 aislamientos exhibió 

resistencia a las quinolonas testeadas (CIP y NAL). Para determinar la presencia de genes 

plasmídicos asociados a este tipo de resistencia se realizaron los ensayos de PCR descritos 

en el capítulo metodológico. 

En 14 aislamientos se comprobó la presencia del gen qnrB, mientras que todos resultaron 

negativos a los genes qnrA, qnrC, qnrD, qnrE, qnVC y aac. Además, mediante 

secuenciación de los amplicones de qnrB de 4 animales (aislamientos 6.2, 9.5, 10.2 y 

29.4) se comprobó que pertenecían al tipo qnrB19 (Tabla 3.11). 

Tabla 3.11 Perfiles de resistencia a los antimicrobianos 

Aislamiento Origen Virotipo Perfil de resistencia qnr 

3.1 MF STEC LEE+/ 

NTEC 
AMP/ GEN/ STR n/a 

3.4 MF STEC LEE+ AMP/ GEN/ TOB/ STR n/a 

3.19 MF STEC LEE+/ 

NTEC 
AMP/ GEN/ STR n/a 

6.2 MF EPEC AMP/ NAL/ ENR/ CIP/ STR/ STX qnrB19 

6.4 MF EPEC AMP/ NAL/ ENR/ CIP/ STR/ STX qnrB 

9.5 intestino STEC LEE+ AMP/ NAL/ ENR/ CIP/ STR qnrB19 

10.2 intestino STEC LEE+ AMP/ AMC/ CMX/ NAL/ ENR/ CIP/ STR qnrB19 

10.4 pulmón STEC LEE+ AMP/ NAL/ ENR/ CIP n/ d 

10.6 LNM STEC LEE+ AMP/ CXM/ NAL/ ENR/ CIP/ STR qnrB 

11.2 MF STEC LEE+ AMP/ AMC/ CMX/ NAL/ ENR/ CIP/ STR n/d 

12.1 MF NTEC LEE+ AMP/ NAL/ ENR/ CIP/ STR qnrB 

15.1 MF STEC LEE+ AMP/ CRO/ NAL/ CIP/ STR n/d 

15.3 MF STEC LEE+ 
AMP/ AMC/ NAL/ ENR/ CIP/ GEN/ TOB/ 

STR/ STX 
qnrB 

15.11 cerebro STEC LEE+ AMP/ NAL/ CIP/ STR qnrB 

15.13 cerebro STEC LEE+ AMP/ NAL/ ENR/ CIP/ GEN/ TOB/ STR qnrB 

15.15 cerebro STEC LEE+ AMP/ NAL/ ENR/ CIP/ GEN/ TOB/ STR n/d 

15.31 hígado STEC LEE+ AMP/ NAL/ CIP/ STR n/d 

15.40 pulmón STEC LEE+ AMP/ NAL/ CIP/ STR qnrB 

15.42 pulmón STEC LEE- AMP/ NAL/ ENR/ CIP/ STR/ STX n/d 

16.9 MF STEC LEE+ AMP/ NAL/ ENR/ CIP/ STR/ STX qnrB 

23.10 MF NTEC STR n/a 

29.1 MF STEC LEE+ AMP/ NAL/ ENR/ CIP/ STR/ STX qnrB 

29.4 MF EPEC NAL/ ENR/ CIP/ STR/ STX qnrB19 

31.1 MF NTEC AMP/ CIP n/d 

32.1 MF EPEC AMP/ CIP/ STR qnrB 

AMP: ampicilina, AMC: amoxicilina-ácido clavulánico, CXM: cefuroxima, NAL: ácido 

nalidíxico, ENR: enrofloxacina, CIP: ciprofloxacina, GEN: gentamicina, TOB: tobramicina, 

STR: estreptomicina y SXT: trimetoprim sulfametoxazol. MF: materia fecal, LNM: linfonodo 

mesentérico; n/a: no aplica; n/d: no determinado para los genes testeados 
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3.4.6 Tipificación molecular mediante PFGE 

Para estimar la diversidad intraespecífica de la selección de aislamientos (n = 25), se 

procedió al análisis de los perfiles de restricción generados obtenidos con endonucleasa 

y visualizados en los geles de agarosa. Tal como se describe en el capítulo metodológico, 

para este análisis se utilizó el programa GelCompar II (Applyed Maths). 

El número de bandas obtenidas por digestión con la enzima XbaI estuvo entre 15 y 22 y 

sus tamaños moleculares se ubicaron entre los 20 y 600 kb (Figura 3.13). Aquellas bandas 

que quedaron debajo de 20,5 kb, no se consideraron para este estudio. El aislamiento 10.4, 

perteneciente a pulmón del animal 10, resultó no tipificable por PFGE. 

Los 24 aislamientos tipificados, se clasificaron en 17 aislamientos únicos agrupados en 

10 variantes genéticas, de las cuales 4 estuvieron integradas por tan solo 1 aislamiento. 

El resto de las variantes genéticas se integraron por hasta 3 aislamientos únicos. En una 

misma variante se reconocieron E. coli asignadas a diferentes virotipos y recuperadas de 

distinta muestra biológica, animal y departamento (Tabla 3.12 y Figura 3.13). 

 

Figura 3.13 Dendograma generado con los perfiles de bandas obtenidos por PFGE 

Dendograma realizado con el programa GelCompar II (Applied Maths, Versión 6.5), método 

UPGMA, coeficiente Dice, optimización del 1 % y tolerancia del 1 %. H9812: estándar de 

referencia Salmonella enterica subsp. enterica serovar Braenderup. 

Tabla 3.12 Variantes genéticas identificadas mediante PFGE 
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Variante Aislamiento Origen Departamento Virotipo 

1 

3.11 

MF Colonia 

STEC LEE+/ NTEC 

3.41 STEC 

3.19 STEC LEE+/ NTEC 

2 

6.22 

MF 
Río Negro EPEC 

6.42 

23.10 Colonia NTEC 

3 

9.53 intestino 

San José STEC LEE+ 
10.23 intestino 

10.64 LNM 

11.24 MF 

4 12.1 MF Colonia NTEC 

5 

15.3 MF 

Colonia STEC LEE+ 15.13 
cerebro 

15.15 

6 

15.1 MF 

Colonia STEC LEE+ 
15.11 cerebro 

16.95 MF 

29.15 MF 

7 

15.316 hígado 

Colonia STEC LEE+ 15.406 
pulmón 

15.426 

8 29.4 MF Colonia EPEC 

9 31.1 MF Colonia NTEC 

10 32.1 MF Colonia EPEC 

(*) Los números en superíndice indican los clones que integraron los aislamientos.  

MF: materia fecal; LNM: linfonodo mesentérico. 

 

Asimismo, 13 perfiles de restricción se alinearon en 6 grupos de clones, cada uno con 

aislamientos de idéntico perfil de restricción (coeficiente de similitud de 100 %). En 

algunos casos los aislamientos se habían recuperado de diferentes animales (aislamientos 

9.5 - 10.2 y 10.6 - 11.2) aunque pertenecieron al mismo establecimiento (Tabla 3.12 y 

Figura 3.13).  

La variante 1 agrupó aislamientos intestinales del mismo animal, con diferente virotipo. 

La variante 2, agrupó aislamientos de origen intestinal de dos animales muertos y uno 

vivo, con diferente virotipos y que pertenecieron a diferente departamento. La variante 3 

se conformó por aislamientos de origen intestinal y extraintestinal de diferentes animales 

muertos en el mismo establecimiento. La variante 4 se integró por un único aislamiento 

de origen intestinal de un animal muerto. La 5 incluyó dos aislamientos extraintestinales 

y uno intestinal de un animal muerto. En la variante 6 se observaron aislamientos de 3 

animales diferentes (dos muertos y uno vivo), tres de los aislamientos provenían de origen 
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intestinal y uno era extraintestinal. Además, en esta variante se identificaron dos 

aislamientos con similitud del 100 % que pertenecieron al animal muerto y a uno vivo de 

pertenecientes al establecimiento M (aislamientos 16.9 y 29.1). La variante 7 agrupó 

aislamientos extraintestinales de un único animal muerto y las variantes 8, 9 y 10 se 

conformaron por un único aislamiento intestinal de un animal vivo cada una.  

Finalmente, el índice H´para el grupo de las STEC, NTEC y EPEC fue 0,58, 0,60 y 0,28 

respectivamente (Tabla 3.13). Para toda la colección, el valor H´ ascendió a 0,83. 

Tabla 3.13 Diversidad genética en los virotipos 

Virotipo N.° aislamientos N.° variantes H´ 

STEC 11 4 0,58 

NTEC 4 4 0,60 

EPEC 3 2 0,28 

H´: índice de Shannon. 
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4 Discusión  

En Uruguay existe una alta tasa de mortalidad de terneros en producción, la cual se asocia 

con enfermedades de origen infectocontagioso (Schild 2017). Para abordar un tratamiento 

adecuado de las infecciones del ganado y planificar estrategias de prevención y control a 

largo plazo, es esencial identificar los patógenos asociados y sus características de 

virulencia y resistencia a los antibióticos.  

E. coli coloniza el intestino de animales pocas horas después del nacimiento, a partir de 

la microbiota materna y ambiental, y forma parte de la microbiota normal del tracto 

digestivo de los animales de sangre caliente, incluidos los bovinos (Gyles y Fairbrother, 

2010). Si bien la mayoría de las cepas se encuentran en relación de comensalismo, E. coli 

ha sido ampliamente identificada como responsable de septicemia y mortalidad neonatal 

en terneros (Gilles Fecteau, Smith y George 2009; Gyles y Fairbrother 2010; Kolenda, 

Burdukiewicz y Schierack 2015; Peek et al. 2018).  

El objetivo de esta tesis fue caracterizar los perfiles genéticos de virulencia de 

aislamientos intestinales y extraintestinales de E. coli de terneros neonatos muertos. Se 

estudiaron 221 aislamientos asociados a 17 animales muertos y 107 aislamientos 

recuperados de 15 terneros que convivían con los terneros muertos. Todos los 

aislamientos se recuperaron entre los años 2015 y 2017 en establecimientos ubicados en 

Colonia, Río Negro, San José y Canelones. Se evaluó la presencia de 21 genes de 

virulencia característicos de los virotipos ETEC, STEC, EPEC y NTEC, incluyendo genes 

codificantes para adhesinas, toxinas y aerobactina de E. coli comensales y patógenas 

intestinales y extraintestinales.  

En particular, a través de la técnica de PCR a tiempo final, se evaluó la presencia de 

secuencias génicas parciales codificantes para las fimbrias F5, F17, F41 y fimbria S, la 

adhesina no fimbrial CS31A, el pili asociado a pielonefritis Pap, la adhesina Afa, la 

intimina, las toxinas Shiga Stx1 y Stx2, las toxinas termolábil y termoestable Lt y Sta, las 

toxinas CdtIII y CdtIV, los factores Cnf1 y Cnf2 y el sideróforo aerobactina.  

Las cepas de E. coli se caracterizan por poseer una variabilidad genética, que les permite 

colonizar el intestino de un amplio grupo de vertebrados sin causar enfermedad. No 

obstante, en ocasiones, pueden convertirse en patógenas, causar infección a nivel 
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intestinal y/o extraintestinal, y desencadenar la muerte del hospedero (Kaper, Nataro, y 

Mobley 2004; Köhler y Dobrindt 2011; Batt 2014). Los diferentes caminos que puede 

tomar E. coli para relacionarse con su huésped, se le han atribuido frecuentemente a la 

adquisición o pérdida de atributos de virulencia, que le confieren una adaptación 

diferencial en los distintos nichos (Kaper, Nataro y Mobley 2004; Tenaillon et al. 2010; 

Peek et al. 2018; Robins-Browne et al. 2016).  

Estas diferencias en los genes de E. coli, están ligadas a la región geográfica en cuestión 

y a otros factores como la edad, la estación del año y la dieta (Souza et al., 1999; Caprioli 

et al. 2005; Badouei et al. 2010). Por lo tanto, la caracterización de los genes de virulencia 

de E. coli intestinales y extraintestinales de los animales muertos en nuestro país, es una 

forma de comprender la causa de su muerte. Sin perjuicio de lo anterior, para realizar un 

abordaje más amplio, sería necesario considerar otros factores de riesgo asociados a la 

mortalidad de los terneros, como la presencia de otros agentes o el estado sanitario de los 

animales, las condiciones de limpieza de los rodeos, el manejo por parte del personal de 

los establecimientos y las condiciones ambientales, que excedían el objetivo de este 

trabajo (Marcé et al. 2010; Lorenz et al. 2011). 

Los aislamientos estudiados exhibieron una gran variedad de perfiles genéticos de 

virulencia, la cual se observó tanto a nivel del huésped como de una misma muestra 

biológica. En adición, se evidenció que a medida que aumentaba el número de muestras 

biológicas de los animales muertos, aumentaba el número de genes detectados y su 

diversidad. Estos resultados no son sorprendentes, ya que cada paso de la infección puede 

estar mediado por una serie de FV alternativos y cada cepa podría tener grandes 

diferencias en cuanto a su contenido de genes y, al mismo tiempo, dirigirse a los mismos 

tejidos del huésped y causar la misma enfermedad (Köhler y Dobrindt 2011). Como ya 

se ha mencionado, los FV pueden estar contenidos en diversos elementos genéticos, como 

plásmidos, fagos y elementos transponibles, lo que también contribuye a explicar la 

diversidad de perfiles encontrada (Köhler y Dobrindt 2011). 

En el 47 % de los animales muertos (n = 8, con aislamientos intestinales y/o 

extraintestinales) se identificaron E. coli con genes característicos de STEC, EPEC y 

NTEC. Algunos de los aislamientos, presentaron características de los virotipos STEC y 

NTEC simultáneamente, hecho que resalta la capacidad de estos genes de transferirse 
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entre las E. coli. Los virotipos detectados, ya habían sido identificados en terneros sanos 

y con diarrea en Uruguay (Umpiérrez 2016; Umpiérrez et al. 2020).  

Por otra parte, también el 47 % de los animales muertos (n = 8) tuvo aislamientos que 

fueron negativos para todos los genes evaluados. Más aun, la totalidad de los aislamientos 

extraintestinales de dos animales muertos no amplificaron ninguno de les genes 

estudiados. Algunos de estos aislamientos podrían ser comensales o patógenos con 

combinaciones de genes que promuevan la adhesión, colonización y supervivencia de E. 

coli, y que no fueron evaluados en este trabajo estén presentes en la colección. Esta 

situación deja abierta la posibilidad de evaluar la presencia de nuevos genes involucrados 

en diferentes mecanismos de captación de hierro, síntesis de adhesinas o toxinas, entre 

otros. 

En concordancia con la clasificación de los aislamientos ExPEC definida previamente 

por Johnson y colaboradores (2003), las E. coli recuperadas del ambiente extraintestinal 

de todos los animales presentaron 2 o más genes característicos del grupo. Sin embargo, 

la proporción de aislamientos con genes característicos de ExPEC fue mayor en E. coli 

recuperadas del ambiente intestinal que del extraintestinal, lo que sugiere un alto potencial 

de los aislamientos intestinales para causar infecciones a nivel extraintestinal. 

Como se expuso en el marco teórico, muchos de los factores considerados de virulencia 

de ExPEC, también promueven la supervivencia y colonización intestinal, y pueden 

contribuir a la relación de comensalismo (Clermont et al. 2017; Johnson y Russo 2018). 

Por lo tanto, es posible que muchos de los aislamientos intestinales incluidos en este 

trabajo, se encontraran en dicha relación, tanto como causando infección intestinal. Por 

último, no se puede descartar la posibilidad de que los aislamientos recuperados de MF y 

contenido intestinal hayan sido transitorios. Una aproximación más acertada para definir 

o caracterizar los diferentes grupos requeriría el estudio de varios niveles de organización 

y complejidad del genoma, lo cual excedía los objetivos de este trabajo. Desde el estudio 

de la secuencia de ADN subgénico, la identificación de genes, operones y PAIs, 

plásmidos y genomas completos, hasta clones, grupos clonales y grupos filogenéticos son 

importantes e informativos, y cada uno requiere diferentes métodos de estudio (Johnson 

y Russo 2018).  
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Tal como se describió en el capítulo de marco teórico, se ha descrito la ausencia de 

receptores para Stx en el endotelio del intestino bovino, lo que ha llevado a suponer que 

el ganado es intrínsecamente resistente a estas toxinas (Pruimboom-Brees et al. 2000). 

Sin embargo, otros trabajos han proporcionado evidencia sustancial de la existencia de 

otros tipos de células diana para Stx en los bovinos (Menge 2020). Por ejemplo, se ha 

confirmado la presencia de isoformas del receptor Gb3 en el epitelio intestinal y el riñón 

bovinos, así como la unión de Stx a las células epiteliales del intestino delgado y grueso, 

a las células linfoides submucosas y a células del riñón. La falta de receptores en vasos 

sanguíneos y en los glomérulos renales de los bovinos, tanto como la variedad de 

isoformas y niveles de expresión de Gb3, podrían explicar las diferencias clínicas 

observadas entre los humanos y los bovinos (Hoey et al. 2002). 

Además de la citotoxicidad, Stx posee varias funciones que pueden afectar la interacción 

huésped-bacteria. En contraposición a la citotoxicidad observada en humanos, en los 

bovinos, las toxinas Stx actuarían principalmente como factores inmunosupresores de 

virulencia, lo que podría explicar la ausencia de síntomas clínicos durante las infecciones 

por STEC (Menge 2020). Las Stx afectan directamente la función del sistema inmune, 

influenciando en la expresión de mediadores de la inflamación y la respuesta inmune 

innata y adaptativa (Hoey et al. 2002; Stamm et al. 2002). En particular, se ha observado 

que las toxinas secretadas por STEC de la mucosa intestinal bovina actúan primariamente 

sobre los linfocitos intraepiteliales y pueden afectar la respuesta inmunitaria del huésped 

a nivel sistémico (Menge 2020). Luego de la colonización primaria por STEC, la 

inmunosupresión y la afectación al correcto desarrollo, renovación y desprendimiento de 

las células epiteliales intestinales, hace que el ganado sea más propenso a la colonización 

persistente (Hoey et al. 2002; Kieckens et al. 2016). 

Es importante considerar que además de los efectos inmunomoduladores de las Stx, otros 

efectores codificados por aislamientos STEC LEE+ y LEE- pueden participar de los 

procesos de colonización, inmunodepresión e infección (Kieckens et al. 2016). Como se 

observa en la Tabla 3.2, además del gen codificante para Stx, los aislamientos STEC 

tuvieron otros determinantes de virulencia que podrían incluso explicar la capacidad de 

los aislamientos para alcanzar el ambiente extraintestinal. En efecto, los genes stx1, eae 

y ehxA se encontraron asociados en los animales (OR = 44; 95% CI, 2,90 - 667,17) (Tabla 

3.9, Tabla 7.1 y Tabla 7.2), lo que concuerda con el estudio de Badouei y colaboradores 
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(2010) en el que también se observó mayor frecuencia del genotipo stx1, eae y ehxA, 

frente a otras combinaciones de genes en terneros diarreicos en Irán (Badouei et al. 2010). 

La función principal de la hemolisina se vincula a la capacidad de lisar los glóbulos rojos 

del huésped y liberar la hemoglobina. Se sabe que los compuestos de hemo son una fuente 

de hierro para bacterias in vivo y se ha verificado que la presencia de hemoglobina libre 

aumenta notablemente la letalidad de E. coli en ratas (Otto, Verweij-Van Vught y 

Maclaren 1992). Sin duda, la mayor capacidad para captar hierro constituye una ventaja 

competitiva para las bacterias, en particular en el ambiente extraintestinal e intestinal de 

los humanos donde las STEC causan diarrea hemorrágica. En los bovinos, que carecen 

de receptores para las Stx, otros mecanismos podrían provocar hemorragia intestinal, 

haciendo accesibles los glóbulos rojos a la acción de las hemolisinas de STEC. Por otro 

lado, se ha demostrado que la proteína de adhesión intimina, fundamental para la 

inducción de lesiones A/E, posee un rol clave en la colonización de la mucosa y la 

persistencia de las STEC (Dean-Nystrom et al. 1998; Menge 2020). En adición, otros 

compuestos también codificados por LEE, promueven la persistencia de STEC LEE+ en 

ganado vacuno y ovino (Cornick, Booher, y Moon 2002; Van Diemen et al. 2005). 

Finalmente, sólo un animal muerto tuvo aislamientos positivos al gen eae, pero negativos 

a stx, correspondiente al virotipo EPEC. Este virotipo ha sido reportado previamente en 

nuestro país con una baja proporción en terneros con DNT y en terneros sin síntomas de 

diarrea (Umpiérrez 2016; Umpiérrez et al. 2020).  La coexistencia de genes exhA y eae y 

la ausencia de genes stx en estos aislamientos podría sugerir la pérdida de este último 

durante la infección o los subcultivos (Karch et al. 1992; Bielaszewska et al. 2007).  

Los resultados de este trabajo determinaron que la ocurrencia de los genes stx1, eae y 

ehxA fue significativamente más elevada en los terneros muertos a la reportada 

anteriormente en MF de terneros con diarrea y sin síntomas clínicos en Uruguay (OR = 

11,85; IC 95 %, 4,19 - 33,52, OR = 9,75; IC 95 %, 4,05 - 23,49 y OR = 18,02; IC 95 %, 

6,65 - 48,84, respectivamente) y Argentina (OR = 18, 93; IC 95 %, 5,39 - 66,53, OR = 

3,97; IC 95 %, 2,01 - 7,82, respectivamente) (Louge 2016; Umpiérrez et al. 2017; 2020). 

Como se mencionó anteriormente, estos genes estuvieron más representados en el 

ambiente intestinal de los animales muertos respecto al ambiente extraintestinal (OR = 

8,25; IC 95 %, 1,15 - 59,01, OR = 12,83; IC 95 %, 1,69 - 97,20 y OR = 7,78; IC 95 %, 

1,20 - 50,43, respectivamente). Estas observaciones, en conjunto con las realizadas por 

otros autores, nos llevan a pensar que las E. coli intestinales que poseen este conjunto de 
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genes, podrían debilitar la mucosa intestinal y el sistema inmune, facilitando el desarrollo 

de enfermedades. Se puede especular entonces, que los animales con dichos aislamientos 

tendrían un sistema inmune debilitado y que, en conjunto con un mal funcionamiento de 

la barrera intestinal, estuvieron más propensos a desarrollar una enfermedad y morir. Para 

confirmar estos hallazgos, sería deseable ampliar el número de animales muestreados o 

realizar un seguimiento de los animales infectados con STEC y los no infectados. 

También, sería interesante investigar otros componentes de la microbiota que también 

podrían estar interactuando negativamente con el huésped (Gomez et al. 2019).  

Los genes que codifican para las adhesinas fimbriales P y afimbriales Afa, se detectaron 

en altas prevalencias en los animales muertos (80 % y 50 %, respectivamente), y no se 

determinaron diferencias significativas respecto a la prevalencia de estos genes en el 

ambiente intestinal o extraintestinal. Estos factores, que potencian la habilidad para 

adaptarse al medio intestinal y competir con otros microorganismos, también promueven 

la colonización e infección extraintestinal (Leimbach, Hacker y Dobrindt 2013). De la 

comparación con trabajos anteriores realizados por nuestro grupo de trabajo (Umpiérrez 

et al. 2020), surge que papC y afa8E están significativamente más representados en 

animales muertos que vivos (OR = 2,59; IC 95 %, 1,49 - 4,59, OR = 1,89; IC 95 %, 1,08 

- 3,32, respectivamente). La misma observación se realizó al comparar animales de 

Argentina (OR = 3,31; IC 95 %, 1,85 - 5,93, OR = 7,53; IC 95 %, 3,73 - 15,20, 

respectivamente) (Louge 2016). Por lo tanto, su presencia podría haber estado relacionada 

con la muerte de los animales. 

Los genes que codifican para la fimbria F17 para la adhesina no fimbrial CS31A, también 

se detectaron en altas prevalencias entre los animales muertos (70 % y 30 %, 

respectivametne), y no se encontraron diferencias significativas entre el ambiente 

intestinal y extraintestinal. Diversos estudios sugieren que estas adhesinas se encuentran 

entre las más relevantes en el proceso de infección por E. coli, estatus que se les atribuye 

gracias a su rol en las primeras etapas de adhesión y colonización al intestino (Mercado 

et al. 2003; Nagy y Fekete 2005; Gyles y Fairbrother 2010; Mainil 2013). Algunos 

trabajos han demostrado una asociación entre la presencia de estas adhesinas y las 

infecciones por ExPEC (Bertin et al. 1996; Van Bost et al. 2003; Ghanbarpour y Oswald 

2010). De comparar la prevalencia de los genes codificantes para F17 y CS31A con otros 

trabajos de la región, no surgieron diferencias significativas (OR, IC 95 %) (Umpiérrez 
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2016; Louge 2016; Umpiérrez et al. 2020). La elevada prevalencia de estas adhesinas en 

E. coli asociadas a bovinos, sugiere un rol importante para su adaptación al hospedero, 

tanto en el ambiente intestinal como extraintestinal. No obstante, hasta ahora no es posible 

asociarlas a la mortalidad de los animales en Uruguay.  

Al igual que en trabajos anteriores, dentro de los perfiles genéticos f17A+, se observó 

mayor prevalencia de genes f17GII con respecto a la subfamilia GI (Bertin et al. 1996; 

Bertin 1998; Umpiérrez et al. 2017; 2020). No obstante, la prevalencia global de f17GII 

fue significativamente menor en animales muertos que en terneros vivos de Uruguay (OR 

= 0,48; IC 95 %, 0,25 - 0,93) (Umpiérrez et al. 2020). Esta diferencia, no se evidenció al 

analizar los animales con aislamientos intestinales, lo que sugiere que esta subunidad 

tendría un rol más importante en el intestino. En contraposición, la prevalencia del gen 

f17GI fue significativamente mayor en animales muertos que vivos estudiados 

previamente en Uruguay, sugiriendo un rol en la mortalidad (OR = 6,70; IC 95 %, 1,93 - 

23,20) (Umpiérrez et al. 2020).  

El gen con mayor prevalencia entre los animales muertos fue iucD (82 %, n = 14), el cual 

también se determinó en 27 de los 37 + 1 perfiles únicos de virulencia. Su prevalencia 

fue elevada en el entorno intestinal (100 %) como extraintestinal (70 %), lo que indica la 

importancia de este sideróforo para la supervivencia de E. coli. La prevalencia para este 

gen estuvo en el orden de la reportada previamente en animales vivos con y sin síntomas 

de diarrea de Uruguay (79,2 % y 84,5 %, respectivamente), aunque fue significativamente 

mayor a la reportada en animales vivos de tambos en Argentina (OR = 10,73; IC 95 %, 

5,50 - 20,93) (Louge 2016; Umpiérrez et al. 2020). Estas observaciones podrían advertir 

un fuerte componente regional. Se ha sugerido que el sideróforo aerobactina es el más 

eficaz de los sistemas de quelación del hierro y posee un importante rol en la colonización, 

tanto para los aislamientos intestinales como extraintestinales (Johnson 1991; Torres et 

al. 2001). Sin perjuicio de lo anterior, los aislamientos de E. coli pueden utilizar otros 

mecanismos de captación de hierro que no fueron estudiados en este trabajo.  

Mediante la evaluación de los perfiles únicos de virulencia se determinó que, muy 

frecuentemente, iucD se detecta en simultáneo con genes codificantes para alguna de las 

adhesinas testeadas (25 de 27 perfiles iucD+) y, con menor frecuencia, con genes 

codificantes para toxinas y adhesinas (7 de 25 perfiles iucD+). Este hecho, ha sido 

observado también por otros autores (Kaper, Nataro y Mobley 2004; Mainil 2013). La 
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elevada prevalencia de perfiles genéticos con iucD y adhesinas podría indicar mayor 

habilidad para colonizar y permanecer en los tejidos del huésped. Sin embargo, la sola 

presencia de este gen no se asoció a mayor riesgo de mortalidad de los animales. La 

identificación de perfiles genéticos con genes como iucD, afa8E, clpG, f17 y papC, 

sugiere la habilidad de los aislamientos para sobrellevar exitosamente las primeras etapas 

de la infección y persistir en el hospedero. Por otro lado, su alta prevalencia tanto a nivel 

intestinal como extraintestinal apoya observaciones previas que señalan que el intestino 

podría ser el principal reservorio del grupo ExPEC (Russo y Johnson 2003; Leimbach, 

Hacker y Dobrindt 2013; Louge 2016; Bok et al. 2020; Manges et al. 2019). 

Los genes codificantes para Cnf1 y Cnf2, característicos del virotipo NTEC, se detectaron 

en muy baja prevalencia y ninguno de ellos se detectó en el ambiente extraintestinal de 

animales muertos. El gen cnf2 se detectó solo en un animal muerto y siempre asociado a 

iucD, f17A, f17GII, cdtIII y cnf1. Por su parte, el gen cnf1 se detectó en otro animal 

muerto, también en aislamientos de MF, pero asociado a los genes iucD, eae, ehxA y stx. 

La circulación de los genes cnf1 y cnf2 en bovinos ha sido demostrada previamente en la 

región para animales sanos y con diarrea al igual que la coexistencia de otros genes 

codificantes para toxinas, adhesinas y la aerobactina. Al comparar las prevalencias en los 

animales muertos con animales vivos y con diarrea de otros trabajos de la región, no se 

observaron diferencias significativas, lo que puede sugerir que el virotipo NTEC no 

estaría asociado a la mortalidad de los terneros (Louge 2016; Umpiérrez et al. 2020).  

Por otro lado, se analizó la presencia de genes característicos del virotipo ETEC (sta y lt) 

y las fimbrias comúnmente asociadas a este virotipo (f5 y f41), no detectándose ningún 

aislamiento positivo. Si bien, este virotipo se ha visto mayormente asociado a 

aislamientos de bovinos con diarrea, estudios previos realizados en la región han 

determinado una muy baja prevalencia (< 15 %) entre los aislamientos de bovinos con 

esta sintomatología (Kolenda, Burdukiewicz y Schierack 2015; Umpiérrez 2016; Louge 

2016; Umpiérrez et al. 2020). En las últimas décadas, la presencia de la fimbria f5 se ha 

reducido significativamente (Kolenda, Burdukiewicz y Schierack 2015). Es posible que 

la baja prevalencia se deba al uso de vacunas en las madres gestantes, para prevenir la 

DNT, las cuales están diseñadas principalmente para evitar infecciones por ETEC (Nagy 

y Fekete 1999). Los resultados de este trabajo concuerdan con la baja circulación de este 

virotipo en los rodeos de nuestro país observada previamente por nuestro grupo de trabajo 
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y sugiere que este virotipo no sería relevante en la mortalidad de los terneros de Uruguay 

(Umpiérrez 2016; Umpiérrez et al. 2020). 

Finalmente, no se detectó en ningún caso la presencia de stx2 ni saa, ambos asociados al 

virotipo STEC, lo que sugiere una baja circulación de estos genes en los terneros y escasa 

relevancia en la mortalidad. No obstante, es importante considerar que los genes que 

codifican para las toxinas Stx se ubican en fagos y pueden escindirse y perderse con los 

subcultivos en el laboratorio y, por lo tanto, su prevalencia podría estar subestimada 

(Karch et al. 1992; Bielaszewska et al. 2007). Estos resultados coinciden con los 

obtenidos previamente en nuestro laboratorio a partir de aislamientos provenientes de 

terneros con diarrea y sin síntomas clínicos, en donde las prevalencias para estos genes 

fueron muy bajas (1,6 y 5,2 % respectivamente) (Umpiérrez et al. 2017; 2020). Las Stx2 

se asocian a SUH y la infección por estas cepas normalmente se asocia con consecuencias 

más severas que las Stx1 (Bergan et al. 2012; Gyles 2007). Por otro lado, tampoco se 

detectó el gen sfaDE, que codifica para la fimbria S. A pesar de esto, se ha sugerido que 

estas fimbrias se encuentran muy extendidas entre los aislados extraintestinales, y de 

hecho es uno de los marcadores moleculares característicos del grupo (Ott et al. 1986; 

Russo y Johnson 2003; Johnson y Russo 2018). En nuestro país, se ha reportado su 

presencia en aislamientos intestinales provenientes de terneros con diarrea y sanos; 

aunque con baja prevalencia (6,0 y 3,9 %, respectivamente), lo que coincide con los 

resultados de este estudio (Umpiérrez et al. 2020). 

Cabe resaltar que, en este trabajo, no se analizó la presencia de otros patógenos ni se 

analizaron parámetros para evaluar el estado de salud del animal, por lo tanto, la 

identificación de E. coli y sus factores de virulencia, no debe ser interpretado como la 

causa de muerte del animal.  

En los establecimientos, se detectaron genes de virulencia presentes tanto en los animales 

muertos y como los vivos (iucD, afa8E, clpG, f17A y papC). En particular, en alguno de 

los establecimientos, los genes iucD, afa8E, clpG y papC se encontraron más 

reprsentados en el animal muerto que vivo (OR = 45; IC 95 %, 2,07 - 997,47, OR = 74,77; 

IC 95 %, 9,13 - 612,28, OR = 66,29; IC 95 %, 3,82 - 1149,61 y OR = 14,52; IC 95 %, 

3,78 - 55,80, respectivamente) mientras que f17A se determinó en menor prevalencia (OR 

= 0,26; IC 95 %, 0,07 - 0,98). Además, en los animales muertos de dos de los 

establecimientos se determinaron genes que no se detectaron en los vivos (eae, f17GI y 
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ehxA). Se podría especular que la presencia de esos genes está involucrada con la 

mortalidad. Aunque los resultados coinciden parcialmente con lo observado al comparar 

los animales muertos de este trabajo con los vivos estudiados por Umpiérrez y 

colaboradores (2020), no se pudo determinar una asociación estadísticamente relevante 

entre la presencia o ausencia de genes en el animal muerto y los animales vivos que 

convivieron en el mismo establecimiento. Es de esperar que un número mayor de 

animales muertos en los establecimientos pudiera conducir a similares observaciones a 

las discutidas en los apartados anteriores.  

Al estudiar el grupo de animales vivos, se observó que presentaban el mismo conjunto de 

genes de virulencia identificados en los animales muertos, los cuales incluyeron los genes 

característicos de STEC, EPEC y NTEC. Los genes codificantes para Stx1, Eae y EhxA 

estuvieron significativamente más representados en el ambiente intestinal de los animales 

muertos que vivos (OR = 8,25; IC 95 %, 1,15 - 59,01, OR = 12,83; IC 95 %, 1,69 - 97,20 

y OR = 7,78; IC 95 %, 1,20 - 50,43, respectivamente). Este resultado apoya la idea de 

que esta combinación de genes en las E. coli intestinales puede deteriorar la salud de los 

animales y, de alguna manera, promover la muerte de los terneros. 

En los terneros vivos (n = 15) se detectaron hasta 2 genes menos por animal que en los 

animales muertos (n = 17). Es posible que este resultado se deba a que la adaptación al 

medio extraintestinal requiera de una combinación de genes diferentes, los cuales pueden 

ser variables en cada etapa de la infección (Köhler y Dobrindt 2011). La diversidad de 

perfiles genéticos de virulencia detectados, incluso en idénticas muestras biológicas, 

refleja la elevada plasticidad genética de E. coli que brinda una variedad de caminos 

adaptativos para sobrevivir a un entorno específico (Russo y Johnson 2000; Mokady, 

Gophna y Ron 2005; Ron 2006; Köhler y Dobrindt 2011) 

Al comparar el grupo de animales vivos (n = 17, MF) incluidos en este trabajo con todos 

los animales muertos (n = 15, aislamientos intestinales y extraintestinales), se determinó 

que la prevalencia de los genes clpG y f17GII en los animales muertos fue 

significativamente menor a la encontrada en los animales vivos, lo que sugiere un rol más 

importante en la adaptación al ambiente intestinal (OR = 0,21; IC 95 %, 0,04 - 0,94 y OR 

= 0,19; IC 95 %, 0,04 - 0,94 respectivamente). Algunos trabajos han asociado la presencia 

de CS31A y F17 en animales con síntomas de diarrea con mayor frecuencia que en 

animales sanos (Kolenda, Burdukiewicz y Schierack 2015). Sin embargo, otros las han 
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asociado epidemiológicamente a cepas ExPEC, al tiempo que no se ha comprobado 

experimentalmente su contribución a la virulencia (Johnson y Russo 2018). En efecto, 

trabajos anteriores realizados en nuestro país, han detectado los genes clpG y f17GII en 

altas prevalencias tanto para animales con diarrea como clínicamente sanos (Umpiérrez 

et al. 2016; 2020). 

Posteriormente, se estudió la diversidad intraespecífica de una colección de E. coli que 

incluyó los perfiles únicos de virulencia detectados en cada animal y en cada muestra 

biológica (n = 85 - 3). De esta manera, se pretendió que la muestra fuera lo más 

representativa de toda la colección. No se logró establecer una relación entre el genotipo 

de virulencia y las variantes genéticas determinadas por rep-PCR, lo que podría deberse 

a la movilidad de los genes de virulencia estudiados.  

Según los índices de Shannon determinados, los aislamientos recuperados de terneros 

muertos mostraron una menor heterogeneidad (H` = 1,07) en relación a la reportada para 

aislamientos provenientes de MF de animales con diarrea y sin síntomas (H` = 2,89) 

(Umpiérrez 2016). Este resultado podría significar que existe mayor similitud entre los 

aislamientos asociados a mortalidad. En este estudio, se determinó que representantes de 

ciertas variantes genéticas estaban presentes en diferentes muestras, animales y 

departamentos. Este hecho sugiere que podría haber variantes con más éxito para 

diseminarse y adaptarse al nuevo hospedero. Adicionalmente, podría considerarse la 

posibilidad de que estas variantes tengan una mayor potencialidad para causar la muerte 

de los terneros, aunque, como se discutió previamente, otros agentes etiológicos, el estado 

de salud del animal tanto como factores ambientales de manejo pueden haber influido en 

el deceso de los terneros (Marcé et al. 2010; Lorenz et al. 2011). 

Como ya fue mencionado, entre los aspectos de riesgo de mayor severidad de la infección 

por STEC, se destaca la presencia de la adhesina intimina, la cual puede tener un efecto 

sinérgico junto a las Stx. Otro aspecto relevante que puede determinar la severidad de la 

infección, es el nivel de expresión de estos genes, no evaluado en este trabajo (Fuller et 

al. 2011; Gyles 2007). No menos importante, son los subtipos de Stx, que poseen un papel 

fundamental en el aspecto de la severidad de la infección. De esta manera, ciertos subtipos 

se vinculan a alta potencia de la toxina y a la severidad de la infección, mientras que otros 

a baja potencia y severidad. Por ejemplo, todos los subtipos de Stx1 y los subtipos Stx2b, 

Stx2e, Stx2f y Stx2g de Stx2e se vinculan mayoritariamente a baja toxicidad en seres 
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humanos. El resto de los subtipos de Stx2 (Stx2a, Stx2c y Stx2d) poseen elevados niveles 

de toxicidad y se asocian a CH y SUH (Akiyama et al. 2017). Más aun, podría existir una 

relación sinérgica o antagónica entre los diferentes subtipos (Fuller et al. 2011). En lo que 

refiere a este virotipo, se analizó una colección de 18 aislamientos en los que se detectó 

un perfil único stx+, según su aislamiento de una única muestra biológica. Los 

aislamientos fueron todos stx1+ y pertenecieron a 7 animales, 6 muertos y uno vivo. 

Todos los aislamientos, a excepción de uno, fueron positivos para stx1a y stx1c. Nuestros 

resultados confirman la circulación de estos dos subtipos en los rodeos de nuestro país, 

en particular en los terneros muertos. Un muestreo más exhaustivo sería necesario para 

establecer prevalencias tanto como la presencia de otros subtipos circulantes. La 

prevalencia de los genes stx1a y stx1c en simultáneo, ha sido reportada previamente en 

bovinos de Uruguay; sin embargo, también se han identificado aislamientos únicamente 

positivos al subtipo stx1a (Ernst 2017; Umpiérrez et al. 2020b en revisión). En otras 

regiones como Japón, Irán o Estados Unidos, el subtipo Stx1a se ha identificado con 

mayor frecuencia que Stx1c y d (Akiyama et al. 2017; Jajarmi et al. 2017; Shridhar et al. 

2017).  

Mediante la metodología propuesta por Clermont y colaboradores (2013), se evaluó la 

asignación de grupo filogenético de los 25 aislamientos seleccionados, pertenecientes a 

los virotipos STEC, NTEC y EPEC, y al híbrido NTEC/STEC. La mayoría de los 

aislamientos, se asignaron al grupo B1, y en menor proporción se detectaron los 

filogrupos A, C y E.  

Se ha sugerido que los aislamientos de E. coli de diferentes orígenes generalmente 

pertenecen a diferentes filogrupos (Clermont et al. 2013). Los 7 aislamientos recuperados 

del ambiente extraintestinal agruparon en los filogrupos B1 y C. Paradójicamente, las 

cepas ExPEC se han asignado principalmente al grupo B2 y en menor medida a los grupos 

D, C y F, mientras que las cepas de E. coli comensales y diarreogénicas se han asignado 

principalmente a los grupos A, B1 y E (Picard et al. 1999; Tenaillon et al. 2010; Denamur 

et al. 2020). La falta de concordancia entre nuestras observaciones y la literatura podría 

explicarse por el surgimiento de nuevos grupos con genes y características de ExPEC y 

la capacidad de cepas intestinales para causar infecciones extraintestinales. Similarmente, 

todos los aislamientos categorizados como NTEC (con excepción de los híbridos) 

también agruparon en el filogrupo B1. Los aislamientos STEC se asignaron 
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mayoritariamente al grupo B1, luego al E, pero también al C y al A. En particular, los 

aislamientos que agruparon en estos últimos correspondieron a uno de origen 

extraintestinal y otros dos eran híbridos (NTEC/STEC). Finalmente, los 4 aislamientos 

de EPEC incluidos en el estudio agruparon en el filogrupo E. Nuestros resultados 

coinciden sólo parcialmente con la literatura donde las cepas del virotipo STEC se asigna 

a los filogrupos B1 y E y las EPEC al E (Denamur et al. 2020). En Uruguay, la 

heterogeneidad en la asignación de grupo filogenético observada entre las STEC fue 

advertida previamente en aislamientos recuperados de heces de bovinos. En aquel estudio 

se determinó el grupo F, el cual no fue detectado en este trabajo (Cardozo 2020). 

Al igual que las cepas de E. coli humanas, las cepas bovinas pertenecen a un número 

creciente de serogrupos, muchos de los cuales también se asocian a enfermedad en el 

humano. A pesar de esto, O157: H7 EHEC se ha asociado excepcionalmente con diarrea 

en terneros jóvenes (Mainil y Daube 2005). En este trabajo 9 aislamientos STEC 

asociados a mortalidad se asignaron al serogrupo O111 mientras que, entre los animales 

vivos, 1 STEC se asignó al O111 y 2 EPEC al O26. Los resultados coinciden parcialmente 

con los informados previamente en Uruguay para aislamientos de bovinos (Cardozo 

2020). En aquel estudio se detectaron los serogrupos O103 y O111, y no se detectó el 

serogrupo O26. No obstante, al igual que en este trabajo, una cantidad considerable de 

aislamientos no pudieron ser asignados a ninguno de los 7 serogrupos testeados. El 

elevado número de cepas no tipificables a ninguno de los serogrupos testeados sugiere la 

circulación de otros serogrupos diferentes a O157:H7 y los serogrupos conocidos como 

“bigsix” (O26, O45, O103, O111, O121 y O145). Aunque los brotes epidémicos con E. 

coli no O157 son menos frecuentes, en algunos países, los serogrupos O26, O103, O104, 

O111 y O145, son frecuentemente identificados como responsables de CH y SUH (Mainil 

y Daube 2005; Rivas et al. 2006; Prevention n.d.; Johnson 1991; Smith, Fratamico y 

Gunther 2014). En particular, en Uruguay los serogrupos O111, O26 y O145 han sido 

identificados tanto en humanos como en alimentos, y en particular O26 se ha asociado a 

animales sacrificados para el consumo (canales) en la región (Varela et al. 2008; Cap et 

al. 2019). Estas observaciones reafirman el potencial zoonótico de los aislamientos 

estudiados en este trabajo  

A la selección de aislamientos STEC, NTEC y EPEC (n = 25) se le evaluó los perfiles de 

resistencia a los antimicrobianos. En total, se testearon 14 antibióticos con el método de 
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disco difusión en agar. Los 17 animales muertos tuvieron aislamientos multirresistentes, 

es decir que exhibieron resistencia a al menos 3 clases diferentes de antimicrobianos. De 

la misma manera, en 3 de los 4 animales vivos también se identificaron aislamientos 

multirresistentes.  

La resistencia a los antimicrobianos desafía la eficacia de los medicamentos en la 

prevención y el tratamiento de las infecciones, lo que aumenta la duración de la 

enfermedad, el riesgo de transmisión a otros huéspedes y muerte (World Health 

Organization (WHO) 2017). El uso y abuso de los antimicrobianos se asocia la selección 

de mecanismos de resistencia y aparición de multirresistencias (Bosman et al. 2014; 

WHO 2017). En los aislamientos seleccionados (n = 25) se observó un patrón común de 

resistencia a AMP, STR y alguna de las quinolonas testeadas (ENR, CIP y NAL), la cual 

estuvo presente en 9 de 12 animales incluidos en el estudio (7 muertos y 2 vivos) 

pertenecientes a 3 de los 4 departamentos estudiados. Este resultado podría reflejar el uso 

extensivo de estos antimicrobianos en ganadería. Además, dado que los genes que 

confieren resistencia pueden estar ligados entre sí en elementos genéticos móviles, la co-

selección de la resistencia podría ser también un factor importante en el fenotipo 

observado (European Food Safety Authority (EFSA) 2017). 

En concordancia con nuestros resultados, la resistencia de STEC a los antibióticos ha sido 

demostrada a nivel global (Mir y Kudva 2019). Similarmente a lo observado en este 

trabajo, un estudio realizado en Uruguay con aislamientos recuperados de terneros vivos 

durante los años 2014 a 2017, señala a la ampicilina como la más prevalente de las 

resistencias entre las STEC (Cardozo 2020). El alto porcentaje de resistencia a AMP 

concuerda con el hecho de que los β-lactámicos son los antibióticos más utilizados en 

animales (Marshall y Levy 2011). Sin embargo, en aquel estudio no se determinaron 

multirresistencias (Cardozo 2020). Este resultado podría deberse a que los animales antes 

de morir recibieron mayores dosis de antimicrobianos que aquellos que no presentaban 

signos de enfermedad o tenían diarrea incluidos en el trabajo de Umpiérrez y 

colaboradores (2020). Por otro lado, se puede hipotetizar que existe una tendencia al 

aumento de la resistencia observada en la escala temporal se deba al incremento del uso 

de antimicrobianos en los rodeos. En efecto, trabajos anteriores realizados en nuestro país 

han determinado menores niveles de resistencias (Umpiérrez 2016; Umpiérrez et al. 2017; 

Coppola et al. 2020).  
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Los elementos genéticos móviles, como los plásmidos con genes de resistencia a 

antibióticos codificados por transposones e integrones, desempeñan un papel importante 

en la THG. Dicha transferencia se ha observado tanto entre bacterias estrechamente 

relacionadas como filogenéticamente distantes, lo que sugiere una amplia gama de 

huéspedes para los plásmidos (Mir y Kudva 2019). La resistencia de E. coli a las 

quinolonas está muy extendida a nivel mundial y el surgimiento de nuevos mecanismos 

de resistencia transferibles es preocupante (WHO) 2017; Advisory Group on Integrated 

Surveillance of Antimicrobial Resistance (AGISAR) 2018). Para determinar los 

mecanismos de resistencia circulantes y transferibles, todos los aislamientos resistentes 

fueron analizados para testear la presencia e identificación de genes plasmídicos qnr. Se 

detectó la presencia del tipo qnrB en aislamientos recuperados de 8 de los 10 animales 

testeados. En particular, en 4 de los animales, se detectó la circulación del gen qnrB19. 

Esta variante genética ha sido previamente identificada en aislamientos de pollos, cerdos, 

bovinos y humanos de nuestro país (Umpiérrez 2017; Bado 2017; Cóppola et al. 2020). 

Si bien se acepta que estos determinantes no confieren un alto nivel de resistencia, pueden 

potenciar otros mecanismos y diseminarse fácilmente (Rodríguez-Martínez et al. 2016).  

A pesar de que la proporción de cepas multirresistentes puede variar de una región a otra, 

es un problema complejo, que afecta tanto a los humanos como a los animales y depende 

de múltiples factores interrelacionados. Para minimizar la aparición y propagación de las 

resistencias es crucial que todos los países tomen acciones coordinadas, algunas de las 

cuales incluyen la inversión en investigación y desarrollo de nuevas drogas 

antimicrobianas, vacunas y pruebas diagnósticas (WHO 2017). En el diseño de estrategias 

que minimicen o reduzcan la diseminación de E. coli resistente, la contaminación de los 

alimentos, las infecciones humanas y la propagación ambiental de genes de resistencia, 

se deben considerar las condiciones de manejo en todos los niveles. 

Mediante la técnica de PFGE, se estudió la diversidad intraespecífica de la selección de 

25 aislamientos EPEC, STEC y NTEC, los cuales se agruparon en 17 aislamientos únicos. 

En líneas generales, los aislamientos de un mismo animal presentaron patrones más 

similares en comparación con los de otros animales y no se observó mayor similitud entre 

los aislamientos intestinales ni entre los aislamientos extraintestinales. En particular, se 

observó que aislamientos STEC intestinales y extraintestinales de un mismo animal, 

agruparon en una misma variante, independientemente del origen. Este resultado sugiere 
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que las STEC intestinales pudieron alcanzar el ambiente extraintestinal y que el uso de 

esta técnica no es suficiente para diferenciar entre estos dos grupos. Al igual que lo 

observado con la técnica de rep-PCR, el índice de Shannon calculado a partir de los 

perfiles de PFGE indicó una diversidad baja para toda la colección (H´= 0,83); más baja 

aún, cuando se analizó la diversidad de los virotipos STEC, EPEC y NTEC (H´= 0,58, 

H´= 0,60 y H´= 0,28 respectivamente). Sin embargo, el bajo número de muestras utilizado 

para este análisis es una gran limitación a la hora de su interpretación. 

Todos los clones se conformaron con aislamientos que presentaron diferentes perfiles de 

virulencia y de resistencia a los antimicrobianos. Esta observación remarca una vez más 

la movilidad de los genes que los codifican. Por otro lado, todos los clones compartieron 

el mismo grupo filogenético y serogrupo, aunque sí se observaron diferentes filogrupos 

dentro de una misma variante (E y B1, B1 y C). Se ha propuesto que la utilidad de esta 

técnica podría ser mayor en el estudio de brotes epidemiológicos en espacios limitados y, 

por lo tanto, podría ser más adecuada para el estudio de aislamientos pertenecientes a un 

mismo establecimiento (Bae et al. 2014). 
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5 Conclusiones 

Este estudio fue el primer trabajo en Uruguay orientado a caracterizar aislamientos de E. 

coli provenientes de terneros muertos en diferentes tambos del país. Además, se 

estudiaron animales vivos en 3 establecimientos con casos de mortalidad. 

En los terneros muertos, tanto en el ambiente intestinal como extraintestinal, los 

resultados evidenciaron altas prevalencias de genes codificantes para adhesinas (Afa, 

F17A y PapC) y el sideróforo aerobactina. Este resultado reafirma la importancia de los 

mecanismos de adhesión y la captación de hierro para la supervivencia de E. coli en el 

hospedero. 

Por otro lado, la prevalencia de los genes codificantes para Stx1, EhxA y Eae fue 

significativamente mayor en el ambiente intestinal respecto al ambiente extraintestinal de 

los animales muertos (OR = 8,25; IC 95 %, 1,15 - 59,01; OR = 12,83; IC 95 %, 1,69 - 

97,20 y OR = 7,78; IC 95 %, 1,20 - 50,43, respectivamente) y al intestinal de los animales 

vivos de los 3 establecimientos estudiados (OR = 21; IC 95 %, 1,92 - 229,40; OR = 15,17; 

IC 95 %, 2,03 - 113,35 y OR = 15,17; IC 95 %, 2,03 - 113,35, respectivamente). Se sabe 

que estos genes potencian la habilidad de E. coli para permanecer en el intestino, dañan 

la membrana alterando su normal funcionamiento y provocan la supresión de la respuesta 

inmune. Por lo tanto, se puede especular que la detección de estos genes en la MF de los 

terneros, podría ser un indicador de mayor riesgo para la mortalidad, aunque más estudios 

son necesarios para confirmarlo.  

En contraposición, los genes codificantes para las adhesinas F17GII y ClpG, estuvieron 

menos representadas en el intestino de los animales muertos respecto a los animales vivos 

de los 3 establecimientos estudiados (OR = 0,21; IC 95 %, 0,04 - 0,94 y OR = 0,19; IC 

95 %, 0,04 - 0,94 respectivamente), lo que sugiere que dichos genes podrían tener un rol 

más importante en el ambiente intestinal de los terneros. 

En concordancia con estudios anteriores realizados en nuestro país, los genes codificantes 

para las toxinas Cdt, Cnf y Stx2, las enterotoxinas Lt, Sta, y las adhesinas F5, F41 y Sfa 

se identificaron en baja o nula prevalencia. 



103 

 

Tanto los aislamientos de animales muertos como vivos se categorizaron en virotipos 

EPEC, NTEC y STEC. Considerando que los genes de virulencia son independientes del 

huésped, los resultados sugieren un alto grado de riesgo zoonótico. 

En particular, los genes stx1, eae y ehxA se encontraron positivamente asociados entre sí 

(OR = 44; 95% CI, 2,90 - 667,17). Este hecho podría ser relevante a la hora de diseñar 

una estrategia de control para las STEC, extensamente conocidas por causar CH y SUH 

en humanos. 

Finalmente, se comparó la prevalencia de los genes en los animales muertos (aislamientos 

intestinales y/o extraintestinales) con la prevalencia en animales vivos reportada 

previamente para tambos del Uruguay (Umpiérrez et al. 2020). De esta comparación se 

pudo concluir que los genes codificantes para las adhesinas Afa8E, Eae, PapC, la 

subunidad F17GI y las toxinas EhxA y Stx1, están significativamente más representados 

en terneros muertos de nuestro país que en los vivos (OR = 9,75; IC 95 %, 4,05 - 23,49; 

OR = 2,59; IC 95 %, 1,49 - 4,59; OR = 1,89; IC 95 %, 1,08 - 3,32; OR = 6,70; IC 95 %, 

1,93 – 23,20; OR = 11,85; IC 95 %, 4,19 - 33,52 y OR = 18,02; IC 95 %, 6,65 - 48,84, 

respectivamente), mientras que f17GII en se encuentra en menor prevalencia (OR = 0,48; 

IC 95 %, 0,25 - 0,93) (Umpiérrez et al. 2020). Los resultados sugieren que los 

aislamientos de E. coli asociados a mortalidad de terneros en Uruguay presentan 

características de virulencia diferentes a los asociados a terneros vivos y que las toxinas 

Stx, EhxA y la adhesina Eae podrían ser un factor de riesgo para la mortalidad.  

Mediante la técnica de rep-PCR, la colección de aislamientos con perfiles únicos de 

virulencia de E. coli recuperadas de animales muertos mostró una baja diversidad 

intraespecífica entre las cepas circulantes. Por otro lado, el análisis de PFGE de los 

aislamientos seleccionados exhibió un mayor grado de discriminación según el animal al 

que pertenecían. No obstante, ninguna de las técnicas evidenció una relación clara entre 

la agrupación de los aislamientos y los perfiles genéticos de virulencia. Por lo tanto, es 

esperable que puedan contribuir a estudios epidemiológicos, pero que no sean tan útiles 

para inferir perfiles de virulencia.  

De la misma manera, los aislamietnos con virotipos STEC, EPEC y NTEC seleccionados 

(n = 25) se asignaron a diversos grupos filogenéticos (A, B1, C y E) y no se observó 

alguna relación entre el filogrupo y el virotipo ni entre el filogrupo y el origen intestinal 
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o extraintestinal. Por lo tanto, el estudio del filogrupo no sería adecuado para asociar el 

perfil genético de virulencia ni la fuente de origen intestinal o extraintestinal. 

Los serogrupos O111 y O26, identificados en la selección de aislamientos (n = 25) han 

sido detectados en alimentos y humanos en nuestro país, lo que destaca el riesgo 

zoonótico. No obstante, la mayoría de los aislamientos seleccionados no pudieron ser 

asignados ni a O157 ni a los “big six”, por lo que se puede sospechar la existencia de 

otros serogrupos circulantes. 

Todos los aislamientos seleccionados (n = 25) presentaron resistencia a al menos uno de 

los antibióticos testeados. De los 12 animales (8 muertos y 4 vivos) incluidos en este 

estudio, 10 (8 muertos y 2 vivos) presentaron aislamientos multirresistentes, es decir que 

exhibieron resistencia a al menos 3 clases de antibióticos. En particular, en la colección 

se determinó una prevalencia de resistencia mayor al 60 % para los antibióticos AMP, 

STR, CIP, NAL y ENR, mientras que la prevalencia de resistencia a GEN, SXT, TOB, 

AMC y CXM fue menor al 25 %. Adicionalmente, en 8 de 10 animales con resistencia a 

quinolonas, se detectó el gen plasmídico qnrB y, en particular la variante qnrB19, lo que 

destaca el potencial de E. coli de origen bovino como reservorio de genes transferibles de 

resistencia para quinolonas. Por otro lado, todos los aislamietnos fueron sensibles a CAZ, 

CRO, FEP y AK y no se detectaron BLEE. 

Trabajos realizados en Uruguay años atrás, han determinado menores niveles de 

resistencia a los antimicrobianos en MF de terneros vivos (Umpiérrez et al. 2017; Coppola 

et al. 2020). El aumento en la resistencia de E. coli bovina observada a través de los años 

en nuestro país podría deberse al mayor uso de los antibióticos en la ganadería. Es 

necesario hacer hincapié en un adecuado uso de los antibióticos y el desarrollo de 

alternativas para dar tratamiento a las infecciones, de manera de minimizar la 

diseminación de E. coli resistente a otros huéspedes y al ambiente.  
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6 Perspectivas 

La colonización de los bovinos por STEC es una amenaza la salud pública y de los 

animales. Por lo tanto, es imperioso el desarrollo de estrategias de prevención y control 

que permitan disminuir la colonización de los terneros por STEC. Para ello se podría 

evaluar compuestos vacunales contra este patógeno. El éxito de los intentos de vacunar 

al ganado se ha limitado principalmente a cepas las STEC LEE+, con proteínas 

codificadas por LEE como blanco de la inmunización (Eae, Tir, entre otras) y a cepas que 

codifican para la flagelina H7. Considerando que todos los animales colonizados por 

STEC tuvieron aislamientos positivos al gen eae, esta proteína podría ser utilizada como 

antígeno en una estrategia de inmunidad adquirida. En este sentido, sería interesante 

identificar las variantes de intimina circulantes en nuestro país. Sin embargo, una 

estrategia de mayor alcance para prevenir las infecciones por STEC en bovinos y 

humanos, debería apuntar a todas las cepas de STEC con las Stx inmunomoduladoras 

como estructura objetivo principal.  

Paralelamente, se sabe que la dieta, las condiciones ambientales, y el manejo de los 

animales, tienen un profundo efecto en la prevalencia de STEC y la composición de la 

microbiota intestinal nativa. Por lo tanto, explorar en profundidad la microbiota intestinal 

del ganado, sus interacciones con STEC y los factores que los afectan, podría ofrecer 

soluciones viables para disminuir la prevalencia de las STEC y mejorar la salud de los 

animales. 

Por otro lado, la elevada resistencia a los antimicrobianos y la transmisibilidad de algunas 

de las resistencias nos hacen reflexionar sobre su correcta utilización en el ganado y la 

necesidad de recurrir a otras técnicas de prevención y tratamiento, siempre que sea 

posible. En este sentido, sería interesante estudiar la microbiota y el uso de estrategias 

alternativas para lograr una reacción inmunitaria equilibrada que promueva la salud de 

los animales. 

Finalmente, la secuenciación de los genomas de aislamientos de la región, y su registro 

en bases de datos, permitirá elucidar un mayor número de asociaciones entre las 

características moleculares y su relación con el estado clínico de los animales.   



106 

 

7 Anexo A. Perfiles genéticos de virulencia  

Tabla 7.1 Perfiles únicos de virulencia en aislamientos recuperados de animales muertos 

(n = 17) 

Aislamiento Origen Perfil de virulencia 

1.1 bazo iucD/ clpG 

1.2 bazo iucD/ afaE 

1.4 bazo iucD/ f17A/ papC 

1.7 bazo iucD/ afaE/ f17A/ papC 

1.9 hígado iucD/ clpG 

2.1 pulmón iucD/ afaE 

3.1 MF iucD/ eae/ cnf1/ ehxA/ stx1 

3.4 MF eae/ ehxA/ stx1 

3.5 MF f17A 

3.8 MF afaE/ clpG 

3.10 pulmón papC 

3.14 intestino papC 

3.19 intestino iucD/ eae/ cnf1/ stx1 

3.22 LMN papC 

4.1 rinón * 

4.3 bazo * 

4.5 líq. cefalorraquídeo * 

4.6 orina * 

5.1 riñón * 

5.2 hígado * 

5.3 corazón * 

6.1 MF iucD/ papC 

6.2 MF iucD/ eae/ ehxA 

6.4 MF eae/ ehxA 

7.1 pulmón iucD/ afaE/ clpG/ papC 

7.2 intestino iucD/ afaE/ clpG/ f17A 

7.3 intestino iucD/ afaE/ clpG/ f17A/ papC 

8.1 vejiga * 

8.4 vejiga f17A/ f17GI 

8.9 riñón * 

8.17 hígado iucD/ f17A/ f17GI 

8.18 hígado iucD 

8.19 hígado * 

8.21 hígado f17A/ f17GI 

9.1 intestino iucD/ f17A/ f17GI 

9.2 intestino * 

9.5 intestino iucD/ eae/ ehxA/ stx1 
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10.1 intestino * 

10.2 intestino iucD/ eae/ ehxA/ stx1 

10.3 intestino iucD/ afaE 

10.4 pulmon iucD/ eae/ ehxA/ stx1 

10.5 pulmon iucD/ afaE 

10.6 LNM iucD/ eae/ ehxA/ stx1 

11.1 contenido intestinal iucD/ papC 

11.2 contenido intestinal iucD/ eae/ ehxA/ stx1 

12.1 MF iucD/ f17A/ f17GII/ cnf2/ cnf1/ cdtIII 

12.3 MF iucD/ f17A/ f17GII/ papC 

12.5 MF * 

12.6 intestino * 

12.7 intestino iucD/ papC 

13.1 SNC cdtIII/ ehxA/ papC 

13.2 SNC ehxA 

13.6 SNC papC 

14.1 ileon iucD/ clpG/ papC 

14.7 ileon iucD/ clpG/ f17A/ papC 

14.8 ileon clpG/ f17A/ f17GI 

14.10 LMN iucD/ clpG/ papC 

14.12 LMN iucD/ afaE/ clpG 

14.13 LMN iucD/ afaE/ clpG/ f17A 

15.1 MF iucD/ eae/ ehxA/ stx1 

15.3 MF iucD/ afaE/ eae/ ehxA/ stx1 

15.11 cerebro iucD/ eae/ ehxA/ stx1 

15.13 cerebro iucD/ afaE/ eae/ ehxA/ stx1 

15.15 cerebro iucD/ afaE/ eae/ stx1 

15.18 cerebro iucD/ afaE 

15.20 intestino iucD/ afaE/ f17A/ f17GII 

15.22 intestino iucD/ f17A/ f17GII 

15.23 intestino iucD/ afaE/ f17A/ f17GII/ papC 

15.29 intestino iucD/ afaE/ papC 

15.30 higado iucD/ eae/ ehxA/ stx1 

15.40 pulmon iucD/ eae/ ehxA/ stx1 

15.41 pulmon * 

15.42 pulmon iucD/ ehxA/ stx1 

15.50 LMN iucD/ afaE 

15.52 LMN iucD/ f17A/ f17GII 

15.53 LMN f17A/ f17GII 

15.58 LMN iucD/ afaE/ f17A/ f17GII 

16.1 intestino iucD/ afaE/ f17A/ f17GII 

16.2 intestino iucD/ afaE 

16.4 intestino iucD/ afaE/ f17A/ f17GII/ papC 

16.6 LNM iucD/ afaE 



108 

 

16.9 contenido intestinal eae/ ehxA/ stx1 

17.1 hígado * 

17.2 hígado iucD/ afaE/ f17A 

17.3 hígado iucD/ afaE 

* Aislamientos en los que no se detectó ninguno de los genes estudiados. * * No se incluyeron en 

el estudio de diversidad intraespecífica rep-PCR. MF: materia fecal; LMN: linfonodo 

mesentérico.  

 

Tabla 7.2 Perfiles únicos de virulencia en aislamientos recuperados de animales vivos 

Aislamiento Perfil de virulencia 

18.1 iucD/ papC 

18.2 iucD/ afaE/ clpG/ f17A/ f17GII 

18.3 iucD/ afaE/ papC 

18.5 iucD/ afaE/ clpG/ f17A/ f17GII/ papC 

19.1 clpG 

19.4 iucD/ clpG 

20.1 f17A/ f17GII 

20.2 iucD/ f17A/ f17GII 

20.5 iucD/ f17A/ f17GI 

21.1 iucD/ papC 

21.2 iucD/ afaE/ clpG/ f17A/ f17GII 

21.4 iucD/ afaE/ f17A/ f17GII/ papC 

22.1 f17A/ f17GII 

22.2 * 

23.1 f17A/ f17GII 

23.9 iucD/ afaE/ f17A/ f17GII/ cnf2/ cnf1/ cdtIII 

24.1 * 

24.2 f17A 

25.1 afaE/ clpG 

25.2 afaE/ clpG/ papC 

25.7 afaE 

26.1 clpG/ papC 

26.2 papC 

26.4 clpG 

27.1 papC 

27.2 iucD/ clpG/ papC 

27.5 iucD/ papC 

28.1 iucD/ afaE/ clpG/ f17A/ f17GII 

28.5 afaE/ clpG 

29.1 eae/ ehxA/ stx1 

29.4 iucD/ eae/ ehxA 

30.1 iucD/ clpG/ papC 

30.2 * 
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30.3 iucD/ clpG/ f17A/ f17GII/ papC 

31.1 iucD/ f17A/ f17GII/ cnf2/ cnf1/ cdtIII 

32.1 iucD/ afaE/ clpG/ eae/ ehxA/ papC 

32.2 afaE/ clpG/ papC 

* Aislamientos en los que no se detectó ninguno de los genes estudiados. Todos los aislamientos 

se recuperaron de materia fecal (MF). 
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8 Anexo B Dendograma generado por ERIC- PCR 

Figura 8.1 . Dendograma de toda la selección de aislamientos  

La línea roja marca el punto de corte utilizado para definir variantes genéticas 
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