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Caracterizacion de Proteobacterias Zufiiga Acuia L. A.

Resumen

Escherichia coli se caracteriza por ser un microorganismo con gran plasticidad, por lo que
puede encontrarse en ambientes diversos, como en la microbiota intestinal de mamiferos
incluyendo a los humanos donde se ubica como un comensal. Sin embargo, se han
encontrado algunas variedades patdgenas (patotipos) que, por contar con genes
especificos, producen enfermedades y dafios intestinales (disbiosis). El tratamiento mas
prescrito es con antibiéticos, no obstante, su uso indiscriminado ha generado
multiresistencia a estos farmacos. El objetivo del presente estudio fue caracterizar
fenotipica y genotipicamente la diversidad de las cepas de E. coli aisladas de muestras
fecales de adolescentes con diferente composicién corporal de una escuela secundaria del
sur de la ciudad de México. Se incluyeron 53 cultivos identificados como E. coli, se
tipificaron serolégicamente con 188 sueros anti-O y 56 sueros anti-H del esquema
antigénico de E. coli usando la metodologia descrita por Orskov y Orskov (1984), asi mismo,
se determiné el perfil de resistencia a antibiéticos por el método de difusién en agar (Kirby-
Bauer), se extrajo ADN de las 53 cepas y mediante PCR mudltiple se ubicaron en grupos
filogenéticos (Clermont, 2013), asi mismo, se determiné la presencia de factores de
virulencia. Los resultados obtenidos mostraron que los serotipos mas frecuentemente
identificados fueron 0O48:H- (7.5%), 023:H15, O132:H-, 025:H34, O15:H2, O128ab:H- y
081:H- (5.7%). El 43.3% de las cepas se ubicaron en el filogrupo A, seguido del grupo D
(15.1%), y los grupos B2 y B1 (13.2%), mientras que un 15.1% no se ubic6 en algin grupo
filogenético. El andlisis de genes de virulencia mostré a fimH, subAB, sat, 025-ST131 y
ehxA como los mas frecuentes en la mayoria de las cepas. El 100% de las cepas presentd
resistencia a clindamicina, lincomicina, oxacilina y eritromicina, mientras que el 81.1%
fueron resistentes a la ampicilina y sulfametoxazol y 58.5% a azitromicina. Los resultados
mostraron que la mayoria de las cepas analizadas de las muestras fecales, pertenecen a
cepas comensales, ubicadas principalmente en el filogrupo A, en cuanto a la resistencia los
antimicrobianos, se observé multirresistencia en un 92.5% de las cepas analizadas,
observandose que las de los grupos filogenéticos D y B1 fueron resistentes a mas de seis
antimicrobianos en comparacion con los grupos A y B2; en cuanto a los factores de
virulencia el filogrupo B2 presentd un mayor nimero de genes, seguido del grupo A; estos
resultados, muestran que E. coli intestinal porta factores de virulencia de diferentes
patotipos, lo que sugiere que las cepas son hibridas (HyPEC) y potencialmente patégenas.

Palabras clave: E. coli, virulencia, patotipos, patégena.
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l. Introduccién

Escherichia coli es una Proteobacteria perteneciente a la familia Enterobacteriaceae,
gracias a su plasticidad, se adapta a cualquier ambiente y es habitual en tracto digestivo de
los animales y humanos formando parte de su microbiota intestinal (MI) ocupando su
funcién de tipo comensal (Fiallos et al., 2018; Rubab y Oh, 2020). Se han descrito que
algunas cepas de E. coli (patotipos) causan enfermedades intestinales (DEC: E. coli
diarreagénica) y extraintestinales (EXPEC: E. coli extraintestinal patogénica) de diferente
gravedad.

Las cepas patégenas y comensales de E. coli se clasifican en ocho grupos filogenéticos (A,
B1l, B2, C, D, E, F y Escherichia clado 1) mediante PCR cuadruple y utilizando los
iniciadores chuA, yjaA, TspE4C2 y arpA (Cardozo, 2020); otra manera de clasificar las
cepas es mediante la tipificacion serolégica de antigenos somaticos (O) y flagelares (H)
(Paniagua-Contreras et al., 20150). Entre las cepas DEC se encuentran los patotipos: E.
coli Enteropatogénica (EPEC), E. coli enterohemorragica (EHEC) o E. coli productoras de
toxina Shiga (STEC), E coli enterotoxigénica (ETEC), E coli enteroinvasiva (EIEC), E coli
enteroagregativa (EAEC), E. coli adherente-invasiva (AIEC) y E. coli de adherencia difusa
(DAEC) (Eslava et al., 2003; Aguila et al., 2020; Rubab y Oh, 2020; Santos et al., 2020), por
otro lado los tipo EXPEC son E. coli uropatogénica (UPEC), E. coli necrotoxigénica (NTEC),
E. coli patégena de aves (APEC), E. coli asociada a sepsis y meningitis (NMEC) y E. coli
septicémica (SEPEC) (Cardozo, 2020; Santos et al., 2020).

Los diferentes patotipos que presenta E. coli se pueden diferenciar mediante factores de
virulencia que estan presentes en su genoma (Braz et al, 2020), algunos de estos factores
pueden ser adhesinas, toxinas, sistemas de adquisicién de hierro, biopeliculas, entre otros
(Adib et al, 2014; Canata et al., 2017). Sin embargo, debido a que los genes que poseen
las cepas se encuentran en elementos transferibles, estas pueden intercambiar con
facilidad entre las bacterias por medio de la transferencia horizontal de genes, permitiendo
cambios en el genoma de E. coli lo que ha ocasionado la aparicion de cepas hibridas (Braz
et al., 2020). El tratamiento mas comun ante la presencia de estas cepas es la medicacion
con antibidticos, aunque el uso indiscriminado y la capacidad bacteriana para trasmitir y
adquirir genes que codifican para la resistencia antimicrobiana (Llenque-Diaz y Acevedo-
Hurtado, 2012), ha dado lugar a la resistencia, principalmente a las cefalosporinas,
aminoglucdsidos y fluoroquinolonas, causando limitaciones en el tratamiento de estas
enfermedades intestinales llegando a la muerte (Norouzian et al., 2019; Baldiris-Avila et al.,

2020, Gupta et al., 2021; Mohammed et al., 2022). Por lo que se deberia conocer las
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caracteristicas filogenéticas, seroldgicas, asi como los factores de virulencia y resistencia a
los antimicrobianos que presentes en E. coli para proponer soluciones a este problema de

salud publica de nivel mundial.

[l. Objetivos

2.1.- General.

Conocer la diversidad de cepas de Escherichia coli aisladas en muestras de heces en
adolescentes de una escuela secundaria, por medio de la identificacion fenotipica y
genotipica.

2.2.- Especificos.

» Mediante el uso de sueros anti-O y anti-H del esquema antigénico de E. coli realizar
la serotipificacion de los antigenos de la superficie de las cepas de E. coli.

» Utilizando el método de Kirby-Bauer determinar los perfiles de resistencia a los
antimicrobianos que presentan las cepas de E. coli.

» Ubicar en grupos filogenéticos las cepas de E. coli mediante la realizacion de PCR
cuadruplex empleando una PCR muiltiple.

» Utilizar la PCR punto final para conocer los factores de virulencia de las cepas de E.
coli.

» Conocer la relacién que existe entre los genes de virulencia, grupos filogenéticos,

serotipos y resistencia antimicrobiana en los aislados de las cepas de E. coli.

I1l. Antecedentes

3.1 Microbiota intestinal normal.

Kim et al., (2017) sefialan que la microbiota intestinal (MI) es importante dado que involucra
la salud y enfermedades del hospedero. Sin embargo, el uso de antibiéticos ha llevado a la
resistencia bacteriana. Delbono (2020) menciona que las bacterias comensales que se
encuentran en la Ml ayudan a producir nutrientes como la vitamina K y varios componentes
de la vitamina B. Icaza-Chévez (2013) resalta que a la alteracion de la Ml y la respuesta

adversa que tiene el hospedero a dichos cambios, se le conoce como disbiosis.
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3.2 Microbiota intestinal y sobrepeso y obesidad.

Santacruz (2012) menciona que en 36 cepas aisladas de adolescentes de entrel14-15 afios
con sobrepeso en Valencia (Espafia), fueron sometidos a dieta restringida en calorias y
actividad fisica por 10 semanas, se analizaron muestras fecales antes y después de la
intervencion y mediante PCR en tiempo real fueron analizadas encontrdndose que los
adolescentes que perdieron mAas peso presentaron aumentos en los valores de
Bacteroidetes y Lactobacillus.

Gonzalez-Gallegos et al., (2017) sefialan que la MI tiene una profunda influencia en la
mucosa intestinal mediante la expresion de genes, en donde se involucran las defensas del
hospedero; por otro lado, Castafieda (2020) resalta que la dieta tiene un fuerte impacto
(57%) en la composicion de la microbiota intestinal (MI); una alimentacién con alto
contenido en grasas y carbohidratos simples incrementa la probabilidad de presentar
obesidad, mientras que la genética influye solamente en un 13%. Murga-Garrido et al.
(2023) en un estudio realizado en 45 nifios de entre 6-12 afios, determinaron cémo los
pardmetros y datos dietéticos de los nifios estaban relacionados con factores de virulencia;
registraron cinco categorias de factores de virulencia, que comprenden exotoxinas,
sistemas de administracion de efectores, adherencia, moduladores inmunes y factores
nutricionales o metabolicos asociados con el indice de Masa Corporal (IMC). Li et al., (2021)
en su estudio compararon las caracteristicas y cambios en los genes de microbianos
intestinales en nifios que genéticamente son propensos a obesidad y obesos simples para
evaluar si la intervencion dietética mejora el sistema inmune de estos nifios, se concluy6
que los factores de virulencia de las bacterias en especial los genes especificos de
patdgenos que se encuentran presentes en las heces de personas obesas se reducen en
cuanto se les da una intervencion dietética.

Por otro lado, Navarro et al., (2022) evaluaron la presencia de las bacterias comensales y
virulentas en 18 muestras fecales de adolescentes encontrando bacterias patégenas como

Collinsela aerofaciens y Escherichia coli.

3.3 E. coli Diarreagénica.

Paniagua-Contreras et al., (2015) sefialaron que de 194 cepas de E. coli aisladas de
pacientes con infecciones urinarias de una comunidad, en México; solamente el 58.2%
pertenecieron a 14 serogrupos seleccionados; de los cuales, los serogrupos 025, 015, O8
y O75 estuvieron presentes en 20.6%, 17%, 6.1% y 4.6% de las cepas, respectivamente.

Johnson et al., (2006) indican que si bien la cepa de E. coli O157:H7 es la mas estudiada y
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clinicamente mejor conocida, existen otros serotipos que estan tomando relevancia clinica
ya que pueden ocasionar diversas patologias que van desde gastroenteritis leves hasta
casos mas extremos como la muerte, dichos serotipos son: 01, 08, 026, 055, 073, entre
otras.

Momtaz et al., (2013) observaron que en 123 cepas E. coli, aisladas de pacientes con
infeccidn urinaria de un hospital en Iran, los serogrupos mas frecuentes identificados en su
estudio fueron 025 (26.01%) y 015 (21.13%). Sierra (2019) determiné los serotipos mas
frecuentes en nifios atendidos en el Hospital Ramiro Priale en Huancayo, Perd, de 110
cepas El 46.4% fueron E. coli enterotoxigénica y el 37.3% fueron identificadas como E. coli

enteroinvasiva.

3.4 Grupos filogenéticos.

Ahumada-Santos et al., (2019) exponen que de 70 cepas de E. coli aisladas de nifios con
y sin cuadros diarreicos, en Sinaloa, el filogrupo mas frecuente fue el A con 42.9% seguido
del grupo B2 con 15.7% y ND con 11.4%. Por otro lado, Millan et al., (2020) en un estudio
realizado en Venezuela, con pacientes hospitalizados en dos instituciones de salud,
aislaron 17 cepas de E. coli tipo UPEC,; la clasificacion de E. coli por grupos filogenéticos
mostrd, al grupo B2 como el més frecuente, seguido de los grupos A y F. Por otro lado,
Ramirez et al., (2020) sefialan que en 30 muestras de heces fecales aisladas de nifios
clinicamente sanos en el Centro Educativo de Cuidado Infantil de la Universidad Autébnoma
de Zacatecas, el grupo A presentd una mayor frecuencia y, siguiendo el orden, estuvo el
grupo B1, B2y el D. Staji et al. (2016) resaltaron que de 150 muestras urinarias en mujeres
de 25-45 afios de edad, con sospecha de tener infecciones urinarias, 93 fueron identificadas
como E. coli, de las cuales, el grupo con mayor frecuencia, fue el Ay el D, seguido del B2
y B1. Hernandez (2015) menciona que dentro de sus muestras de orina de pacientes de
una clinica del ISSSTE, en Chilpancingo-Guerrero, se recuperaron 131 aislamientos de E.
coli, entre las cepas mas frecuentes estuvieron las B2, seguido de A, D y B1. Norouzian et
al. (2019) exponen que, de sus 261 aislamientos fecales y urinarios obtenidos de pacientes
con recurrencia de enfermedades urinarias de un hospital en Tehran (Iran), el grupo mas
frecuente entre las cepas fue el B2, seguido del A, D y B1. Martinez (2017) menciona que
de sus 95 cepas de E. coli aisladas de pacientes con infecciones urinarias provenientes de
un laboratorio particular y de un hospital pablico, en Puebla, el 44.2 % de las muestras
fueron del grupo B2, seguido de los grupos F (23.2%) y C (17.9%). Adib et al., (2014)

encontraron que de 137 cepas de E. coli aisladas de personas con infecciones urinarias
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hospitales en Kerman (Irdn); la mayoria fue del grupo filogenético A (45.99%), seguido del
D (21.16%), B2 (19.71%) y el B1 (13.14%).

3.5 Factores de virulencia.

Miranda-Estrada et al., (2017) exponen que de 107 cultivos de E. coli aisladas en dos
localidades de México, una del centro del pais (CDMX: clinica 61 del Instituto Mexicano del
Seguro Social (IMSS)) y otra al suroeste (Chilpancingo, Guerrero: hospital Instituto de
Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado (ISSSTE)); los genes de
virulencia que predominaron fueron, fimH con 96%, iutA con 66% y sat con 36%. Robledo
(2017), en un estudio realizado una poblacion de Aguascalientes se encontré que el fimH
se present6 en el 95.16% de 64 muestras estudiadas en hombres y mujeres de entre 0-94
afios, con infeccion en el tracto urinario.

Khairy et al., (2019) en el estudio que realizaron en pacientes (hombres y mujeres) que
presentaban infecciones urinarias y cuadros de diarrea en hospitales ambulatorios de
Egipto, de 173 cepas analizadas, 130 fueron identificadas como E. coli tipo UPEC Y el gen
fimH fue el mas frecuente. Por otro lado, Bélin et al., (2006) compararon la distribucion
relativa de los genes sth y stp en cepas ETEC aisladas de diferentes areas geograficas
(Centro Internacional de Investigacion sobre Enfermedades Diarreicas en Bangladesh, la
Unidad de Investigaciones Médicas Navales NUm. 3 en el Cairo, Egipto y en un pueblo
cercano a la Ciudad de Guatemala, Santa Maria de Jesus), encontraron que las cepas
productoras del gen sth fueron las mas comunes tanto en Egipto como en Guatemala
mientras que en Bangladesh también se observé que las cepas con el gen stp fueron
considerablemente menos frecuentes. Aperador (2020) analiz6 100 muestras obtenidas de
carne cruda bovina de Pamplona (Colombia); 15 fueron E. coli, de las cuales 13 presentan
los genes stx 1 y 2 pertenecen al patotipo STEC, mientras que las dos restantes
pertenecieron al patotipo EPEC ya que estuvo presente el gen eae. Riveros et al., (2017)
resaltan que, de un total de 70 cepas aisladas de muestras de sangre de nifios menores de
cinco afos colectadas de 12 hospitales en Lima, Peru (40 de neonatos, 22 de infantes de
entre 28 dias a 1 afio; ocho de nifios mayores a un afio), los genes asociados a fimbrias de
tipo adhesinas, se encontraron en casi todas las cepas, excepto en aquéllas del patotipo
EPEC; la adherencia agregativa-fimbria 11l (AAFIII) estuvo presente cepas del patotipo
DAEC y en cepas tipo EAEC/DAEC; la presencia de biopeliculas se encontré en cepas
ETEC,; la presencia del biofilm asociado al gen shf se identific en cepas tipo ETEC, ademas

de que se encontraron genes asociados a la dispersina en cepas tipo EAEC y en tres del
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tipo EAEC/DAEC. Adib et al., (2014) sefialan que la virulencia asociada a los genes se
encuentra mayormente distribuida entre los filogrupos A y B2, en tanto que Vieira et al.
(2020) mencionan que la presencia del gen sat es comun entre las cepas tipo ETEC, EPEC,
EAEC y DAEC.

3.6 Laresistencia a los antimicrobianos.

Valdés (2016) analizé 235 aislamientos de E. coli de pacientes y de alimentos en Sinaloa,
principalmente resistentes a tetraciclina (72.7% y 38%, respectivamente), ampicilina (69.7%
y 26.1%, respectivamente) y a trimetoprima-sulfametoxazol (64.6% y 19%
respectivamente), mientras cultivos provenientes de agua fueron resistentes a ampicilina
(44.8%), tetraciclinas (37.9%) y trimetoprima-sulfametoxazol (13.7%).

Johnson et al., (2004), en un estudio realizado en Estados Unidos, observaron que de 152
cepas de E. coli, aisladas del TRUST, pertenecientes a los grupos filogenéticos A, B1y D,
fueron menos virulentas, pero mostraron ser mas resistentes a los antimicrobianos, esto
podria deberse al uso indiscriminado constante, consecuencia de una presion selectiva de
antibiéticos. Asi mismo, Haghighatpanah y Mojtahedi (2019) mencionan que el uso excesivo
e inapropiado de antibiéticos es un factor relevante para el aumento de la multirresistencia
bacteriana. De igual forma, Curova et al., (2020) resaltan que la adquisicion de resistencia
o la virulencia, pueden representar una ventaja de supervivencia para los microrganismos,
ademas de que muchos genes de resistencia a los antimicrobianos estan contenidos en
plasmidos que portan factores de virulencia y también pueden seleccionarse mediante
presion selectiva de antibiéticos; Adib et al., (2014) sefialan que, en cuanto a resistencia a
los antimicrobianos, estos se presentan en mayor medida en los grupos filogenéticos Ay D
y recalcan, que las cepas del filogrupo B2 fueron menos propensas a ser resistentes a los
antimicrobianos que no pertenecen de este grupo.

Matta-Chuquisapon et al., (2022) indican que, en la mayoria de 70 cepas E. coli, aisladas
de pacientes con cancer hospitalizados en el Instituto Nacional de Enfermedades
Neoplasicas (INEN) en Peru; presentaron resistencia a antimicrobianos no betalactamicos
como los aminoglucésidos en este caso la gentamicina, y la ciprofloxacina que pertenecen
al grupo de las fluoroquinolonas, ademas de una gran frecuencia de beta-lactamasas de
tipo CTX-M (grupo de B-lactamasas de la clase A de Ambler con propiedades de espectro
extendido). Quiroz (2022) sefiala que de 39 cepas E. coli estudiadas y recuperadas de
pacientes pediatricos hospitalizados del HIMFG, se presenta una multirressitencia a mas

de cinco categorias de antimicrobianos y que el100% de las cepas fueron resistentes a
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ampicilina, cefalotina y ciprofloxacina. Rojas et al., (2019) estudiaron 3,675 muestras de
orina y E. coli fue aislada de 1,043 muestras de pacientes con sintomatologia de infeccién
en tracto urinario del Centro Médico Paso Real, en Venezuela, resaltaron que el perfil de
resistencia de E. coli fue alto, ya que hubo resistencia al 100% a ampicilina y a

cefalosporinas de lera, 3era y 4ta generaciones.

IV. Materiales y Métodos.

4.1- Origen de los cultivos.

Los cultivos bacterianos se obtuvieron de muestras fecales de adolescentes de una escuela
secundaria con diferente composicion corporal. Para este estudio se realizé una revision en
la base de datos del laboratorio con la finalidad de seleccionar cultivos con caracteristicas
fenotipicas de E. coli. Los cultivos de E. coli estan conservados en medios de Dorset en el
laboratorio de Salud Publica ubicado en el 3er piso de la Torre de Investigacion, Facultad
de Medicina, UNAM.

4.2.- Viabilidad y pureza de los cultivos bacterianos.

Fueron seleccionados 53 cultivos con caracteristicas fenotipicas de E. coli, para corroborar
su pureza y viabilidad fueron inoculados en agar MacConkey e incubados a 37°C durante
18-24 h. Después de la incubacion fueron seleccionadas colonias y resembradas en tubos

con agar de soya tripticaseina (TSA) para usarlos como cultivo de ensayo.

4.3.- Preparacién de antigenos somaticos (O).

Los cultivos para los ensayos fueron inoculados en tubos de ensaye (16x150mm)
conteniendo agar de soya tripticaseina (TSA) inclinado, durante 18-24 horas a 37°C.
Posterior a la incubacion, se verificd el crecimiento bacteriano en todos los tubos, mismos
a los que se les agreg6 solucién salina (0.85% de NaCl) en el pico de flauta y se dejo
reposar durante una hora. Después de homogenizar, perfectamente, se pasaron a tubos de
ensaye limpios y rotulados para que, en la autoclave, someterlos a 110°c durante una hora.
Una vez que se sacaron de la autoclave, se dejaron enfriar para agregarles formalina (0.6%

de formaldehido en solucion salina al 0.85%) para finalmente conservarlos hasta su empleo.

4.4.- Antigenos flagelares (H).
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A partir de los tubos de trabajo, los cultivos se inocularon en tubos de 16x150mm con rosca
y con tubos de Craigies que contenian medio semisélido (Colindale). Se incubaron a 30°C
durante 15 dias para favorecer el crecimiento flagelar, el cual se visualiz6 mediante la
turbidez en el medio semisdlido. Una vez que hubo crecimiento, se inocularon en caldo de
biotriptasa, el cual se incubd a 30°C durante 24 h. Al final de la incubacién se agregoé

formalina a cada tubo para al final sellarlos con Parafilm.

4.5.- Serotipificacion de E. coli.
Se emplearon 188 sueros anti-O y 56 sueros anti-H del esquema antigénico de E. coli,
ambos tipos de sueros se prepararon en conejo (SERUNAM) usando la metodologia

descrita por Orskov y Orskov (1984).

4.5.1.- Somaticos.

En tres microplacas con 96 pozos, en fondo en U, se distribuyeron 50 yL de cada uno de
los 188 sueros anti-O de E.coli y 50 uL de antigeno somatico; se incubaron a 50°C durante
18-24 h. Una vez que transcurrid el tiempo de incubacion, se registraron las reacciones de
aglutinacién. Con los antigenos positivos (aglutinacion con los antisueros) se les realizo
titulaciones con los antisueros haciendo diluciones seriadas al doble desde 1:100 y hasta
1:12800. Para esto, en una microplaca de 96 pozos, en la primera fila de pozos de A1-A12
se distribuyé 100 uL de cada uno de antisuero, previamente en los pozos de B1-B12 y hasta
H1-H12 se les agreg6 50 pL de solucién salina (0.85% de NaCl). Una vez realizadas las
diluciones seriadas (al doble) se adicioné 50 pyL de cada uno de los antigenos y las
microplacas fueron incubadas a 50°C durante 18-24 h. Pasado el tiempo de incubacioén, se
realizé la lectura de las reacciones antigeno-anticuerpo. En el caso, de la presencia de mas
de una reaccion con los antisueros se realiz6 una titulacién con sueros puros de E. coli,
utilizando diluciones seriadas al doble de 1:50 hasta 1:6 400. Para esto, en las microplacas
se colocaron 80 pL de solucion fisiologica desde el A1 hasta el A12. y a los pozos se les
adicion6 20 L de suero puro y se realizaron diluciones seriadas al doble. A los pozos con
las diluciones se les agregd 50 uL del antigeno, posteriormente, se incubaron a 50°C

durante 24 horas, pasado este tiempo se hicieron las lecturas de las reacciones.
4.5.2- Flagelares.

En 1 microplaca de 96 pozos, se distribuyeron 50 uL de los 56 sueros anti-H de E. coli, a

cada pozo se le agreg6 50 pL de antigeno H, se incubaron a 50°C durante 2-2:30 horas,
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una vez concluida la incubacion, se registraron las reacciones de aglutinacion. Los
antigenos que tuvieron mas de una reaccion, se les realizaron titulaciones de los sueros
anti-H de 1:100 a 1:12800, para ello, a la microplaca se le agregé 100 uL de antisuero en
la primera fila de A1-A12, al mismo tiempo al resto de pozos, se les anadié 50 pL de solucion
salina. Una vez que se realizaron las diluciones se adicionaron 50 mL del antigeno H y las
microplacas se incubaron a 50°C por 2-2:30 h. Después de la incubacion, se realiz6 el
registro de las reacciones de aglutinacion; con aquellos antigenos que presentaron mas de

una reaccion, se realizé una titulacién con sueros puros de E. coli.

4.6.- Prueba de sensibilidad a los antimicrobianos.

Se empled el método Kirby-Bauer (difusion de agar) y siguiendo la recomendacién del
Comité Nacional de Estandares de Laboratorio Clinico (NCCLS). Para obtener un cultivo
fresco, de las réplicas de trabajo de E. coli, asi como la cepa E. coli ATCC 25922 que se
utilizé como control, se inocularon en agar de soya tripticaseina (TSA) a 37°C durante 18-
24 h. Después de la incubacion, se tomd un inéculo del crecimiento bacteriano para
preparar una suspension bacteriana en tubos con 1.8 ml de solucion salina estéril, mismo
gue se ajusto al 0.5 del nefelometro de McFarland. Después del ajuste de la suspension
bacteriana, se sumergié un hisopo de algodén estéril en la solucion y se sembré
masivamente cada cultivo, por duplicado en cajas Petri conteniendo agar Mueller-Hinton
Posteriormente, con ayuda de unas pinzas estériles, se colocaron los sensidiscos de los
antimicrobianos (ampicilina AMP 10 pg, amoxicilina AML 10 pg, oxacilina OX 1 ug,
cefpodoxime CPD 10 pg, ceftiofur EFT 30 pg, cefovecina CVN 30 pg, clindamicina, DA 2
Mg, lincomicina MY 10 ug, azitromicina AZM 15 g, eritromicina E 15 pg, gentamicina CN
10 pg, amikacina AK 30 ug, doxicilina DO 30 ug y sulfametoxazol RL 25 pg) y se incubaron
a 37°C durante 18-24 h. Una vez que transcurrié el tiempo de incubacién, con un vernier se
midieron los halos de inhibicién y se anotaron en una base de datos en Excel 2010, donde
se les interpreté como resistente, intermedio o sensible, dependiendo de los datos

registrados del control.

4.7- Prueba de produccion de B-lactamasas.

Se realiz6 el método de Kirby-Bauer, empleando lo recomendado por la NCCLS, para este
fin se utilizaron los antimicrobianos cefuroxime (CXM), amoxicilina-acidoclavulinico (AMC)
y ceftiaxona (CRO).
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4.8.-Extraccién de ADN.

El proceso para la extraccién de ADN se realizé mediante el método de ebullicién (Islam et
al., 2006). Las cepas de E. coli fueron cultivadas en caldo Luria Both (LB) a 37°C por 24 h.
Después de revisar que todos los caldos tenian crecimiento, se homogenizaron con vortex
y se transfirieron 1.5 mL del caldo en microtubos, posteriormente se centrifugaron a 13,000
rom durante cinco minutos. Se elimind el sobrenadante y el sedimento bacteriano fue
resuspendido con 200 uL de solucion de agua ultrapura; con ayuda de un vortex se
homogenizé durante 10 segundos (aproximadamente), hasta obtener una suspension
bacteriana uniforme. Enseguida, cada microtubo se hirvié durante 10 minutos. Luego fueron
introducidos en frio durante cinco minutos para lisar a las células por shock térmico. Se
volvieron a agitar con el vortex, para finalmente centrifugar a 13,000 rpm durante 10
minutos. Se conservaron 100 uL de sobrenadante de cada muestra y se mantuvieron en

refrigeracion o congelacion hasta su uso.

4.9.- PCR para factores de virulencia.

En la realizacion de la PCR se utilizaron iniciadores y condiciones previamente reportadas
(Tabla 1), en las pruebas se incluyeron genes de los grupos DEC de E. coli: ETEC (lt, stp,
sth), EPEC (eae, bfp), STEC (stx1, stx2, subA, subAB, exhA), EAEC (aggR y sat), UPEC
(fimH) y para definir a la secuencia tipo ST131 (016/025). Con los productos de PCR se
realizé electroforesis en geles de agarosa al 1%, posteriormente se tifieron con GelRed

para poder visualizarlo en un digitalizador de imagenes (Axygen).

Tabla 1. Secuencia de iniciadores utilizados para factores de virulencia y condiciones del
termociclador para cada PCR. 1= Desnaturalizacion inicial, 2= Desnaturalizacion, 3= Hibridacién,

4=Elongacion y 5= Elongacion final.

Gen Iniciador Secuenciade 5 a 3’ pb 1 2 | 3 | 4 5 Referencia
©25pabBsp TCCAGCAGGTGCTGGATCGT
e-F 347 Clermont
0O25pabBsp 94°C 94°C/5 seg 72°C (2009)
016/025 o R GCGAAATTTTTCGCCGTACTGT bor 4 58°C/10 seg oo 5
UPASTLSL- | AAAACCGCGCCGCGTTACCT min 72°Cl40 seq min
016-F 145 30 ciclos Johnson
”pg?g_llfl' CCAGAAATCGCGCCCGCATT (2014)
o 94°C/1 min o
sth-F CTTTCTGTATTATCTTTTTCACCTTT 94°C 49°C/1 min 72°C | o arkino
st 185 | por2 72°C/1 min PorS | " o012)
sth-R CACCCGGTACAAGCAGGATTAC min : min
35 ciclos
11
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94°C/1 min

_ fimH-F TGCAGAACGGATAAGCCGTGG 94°C 63°C/1 min 72°C | 30nnson
fimH , 508 | por 2 72°C/1 min por2-1 -~ 5000)
fimH-R GCAGTCACCTGCCCTCCGGTA min 35 ciclos min
SUbA-F GTACGGACTAACAGGGAACTG 04°C 94°C/30 seg 2200
SubAB SubA-R ATCGTCATATGCACCTCCG 232 | bor 3 56°C/30 seg Py Paton
daplex SubB-F GTAGATAAAGTGACAGAAGGG pmin 72°CI45 seg pmin (2004)
subB-R GCAAAAGCCTTCGTGTAGTC 40 ciclos
o 1 H
SUbA SUbA-F GTACGGACTAACAGGGAACTG 94°C 5%53% P 72°C | oo
. 556 | por 5 N por 5
triple . 72°C/90 . 2005
plex SUbA-R ATCGTCATATGCACCTCCG min 35 ciclos min (2005)
It-F ACGGCGTTACTATCCTCTC 273 | esec 94°C/30 seg
Ity stp IR TGGTCTCGGTCAGATATGTG oor 5 54°C/30 seg 72°C sjsling
daplex stp-F TCTTTCCCCTCTTTTAGTCAG 166 | min 72°C/30 seg 5 min (2007)
stp-R ACAGGCAGGATTACAACAAAG 40 ciclos
sat-F GGTGAGTCCGGTGCATGGGC 94°C 6%45°CC/}1mnl1ri]n 72°C | Morales-
sat 412 | por 2 7200/5 min por 2 Espinosa
sat-R CAAGTTCCGCCTGCGGCTCA min 35 ciolos min (2016)
bfp-F GTCTGCGTCTGATTCCAATA 95°C 72°C/2 min
bf 408 | por 5 96°C/30 seg 72°C Lacher
P por 56°C/1 min 8 min (2007)
bfp-R TCAGCAGGAGTAATAGC min 30 ciclos
o o Disefado
ehxA-F CTCATAGGGGCCCCGATAAGC 94°C 94°C/A5 seg 72°C en
ehxA 495 | por 5 57°C/30 seg bor laboratorio
. 72°C/90 seg 10
ehxA-R | TTCTCCTGGGGTAAATGTTGGTGT min 35 ciclos min (no
publicado)
aggR-F CTAATTGTACAATCGATGTA 94°C 94°C/1 min 7900 _
a0aR 308 or 5 42°C/1 min or 5 Czeczulin
99 por 72°C/1 min por (1999)
aggR-R ATGAAGTAATTCTTGAAT min 30 ciclos min
Vix1-F GTACGGGGATGCAGATAAATCGC
vix1 209
VLR AGCAGTCATTACATAAGAACGYCC
ACT 904°C 94°C/50 seg 7900
5 56°C/40 seg 5 Scheutz
VhOLE GGCACTGTCTGAACTGCTCCTGT por 72°C/60 seg por (2012)
ATTAAACTGCACTTCAGCAAATCC min 35 ciclos min
vix2 627
VhO-R CGCTGTCTGAGGCATCTCCGCT
TAAACTTCACCTGGCAAAGCC
. 94°C/30 se R
eae-F | CCCGAATTCGGCACAAGCATAAGC 94°C S5oCi] i 72°C | g
eae 863 | por5 72°C/2 min POrS 1 1994)
eae-R CCCGGATCCGTCTCGCCAGTATTC min 30 ciclos min
12
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4.10.- PCR cuéadruplex filogenia.

Para la tipificacion de E. coli, se utilizé el método de Clermont et al., (2013), el cual consiste
en la amplificacion del ADN mediante una PCR cuadruplex. Los primers (Invitrogen) que se
utilizaron para la PCR cuadruplex se presentan en la tabla 2. El volumen final de cada
ensayo fue de 15 L, conteniendo 6 pyL de agua para PCR, 1.5 uL de buffer, 0.45 L de
MgCl,, 0.45 pL de dNTP’s, 0.6 pL de los iniciadores chuA-F, chuA-R, yjaA-F, yjaA-R,
TspE4AC2-F, TspE4C2-R, arpA-R y Acek-F, 0.15 uL de Taq Polimerasa y 0.6 puL del ADN
extraido anteriormente. Los productos de PCR se evaluaron mediante la realizacién de
electroforesis en geles de agarosa al 1.8%, posteriormente se tifieron con GelRed para
visualizarlos en un digitalizador de imagenes (Axygen). La asignacion de cada grupo
filogenético se llevé a cabo mediante a los patrones de bandas que se observaron y se

interpretaron considerando (+) como presencia y (-) como ausencia.

Tabla 2. Secuencia de iniciadores utilizados para asignacion de grupos filogenéticos y condiciones
del termociclador para cada PCR. 1= Desnaturalizacion inicial, 2= Desnaturalizacion, 3= Hibridacion,

4=Elongacion y 5= Elongacion final.

Gen Iniciador Secuenciade 5 a ¥ pb 1 2 3 4 5 Referencia
chuA-F ATGGTACCGGACGAACCAAC | o0
HuA chuA-R TGCCGCCAGTACCAAAGACA
N ;A ' yjaA-F CAAACGTGAAGTCTCAGGAG | .,
Klr N yjaA-R AATGCGTTCCTCAACCTGTG
e pg WGy |_TSPEAC2-F CACTATTCGTAAGGTCATCC 150
Filogenia | TSPEAC2-R | AGTTTATCGCTGCGGGTCGC 4G/
acek-F AACGCTATTCGCCAGCTTGC 400 | 94°C EgoC /ZOSseeg 72°C | Clermont
arpA-R TCTCCCCATACCGTACGCTA por 4 PG40 seg por5 | (2013)
apA | alpAgpE-F | GATTCCATCTTGTCAAAATATGCC | o min 30 ciclos min
Grupo B I IDAGDE-R | GAAAAGAAAAGAATTCCCAAGAG
trpA trpAgpC-F AGTTTTATGCCCAGTGCGAG | .o
Grupo C | trpAgpC-R TCTGCGCCGGTCACGCCC
Control trpBA-F CGGCGATAAAGACATCTTCAC | o0
interno trpBA-R GCAACGCGGCCTGGCGGAAG
13
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V. Resultados

5.1 Tipificacién serologica.

Los resultados de tipificacion serol6gica mostraron que los serotipos mas frecuentes fueron
048:H- con 4 (7.5%), 023:H15, O132:H-, 025:H34, O15:H2, O128ab:H35 y O81:H- con 3
(5.7%); los serotipos 0O25:H34, 64474:H-, 0159:H4, 0O82ab:H-, 086:H24, O25:H1 y
048:H18 con dos (3.8%) cepas, el resto de los 22 serotipos (1.9%), con una cepa (Figura
1).

Serotipos de E. coli
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Figura 1. Frecuencia de serotipos de los aislamientos de E. coli.

5.2 Grupo filogenético por PCR multiplex.

De las 53 cepas analizadas, 23 (43.4%) fueron ubicadas en el grupo filogenético A, 8
(15.1%) pertenecieron al filogrupo D; 7 (13.2%) correspondieron al filogrupo Bl y B2,

mientras que 8 (15.1%) no tiene grupo filogenético determinado. (Figura 2).
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Grupo filogenético

EA mBl1 mB2 D BND

Figura 2. Frecuencia de los grupos filogenéticos en cepas de E. coli.

5.3 Factores de virulencia.

En cuanto a los genes de virulencia, el mas frecuente fue el fimH presente en 44 cepas
(83.0%), seguido de subAB, 025, sat, y exhA con 36 (67.9%), 28 (52.8%), 25 (47.2%) y 23
(43.4%), respectivamente; los genes menos frecuencuentes fueron stx2 con 52 cepas
negativas (98.1%), seguido de bfp con 50 (94.3%), It con 49 (92.5%), eae con 48 (90.6%),
016 y stx1 con 47 (88.6%), stp y sth con 45 (84.9%) y subA con 42 (79.2%). (Figura 3)
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UAM-Xochimilco



Caracterizacion de Proteobacterias Zufiiga Acuia L. A.

Factores de virulencia en cepas E. coli
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Figura 3. Presencia de genes de virulencia expresados en porcentaje presentes en los 53
aislamientos de E. coli

El gen fimH fue el de mayor frecuencia en el grupo filogenético A (19 cepas positivas),
seguido de subAB con 17, sat con 14, ehxA con 13y 0O25-ST131 con 12, y 64474:H- FUE
el serotipo que presentdé mas genes (ocho genes), Seguido de 0132:H- y O48:H18 con
siete genes (ambos), con seis genes le siguen 048:H-y 016:H5; 025:H1, 010:H4 y O89:H4
con 5 genes.

Del grupo filogenético B1, el gen mas frecuente fue el fimH con siete cepas positivas,
seguido de subAB con seis y los serotipos que presentaron mayor presencia de genes
fueron O23:H16 con cinco, con cuatro genes estdn 0128ab:H35, 0167:H19y O113:H7. Del
filogrupo B2, fimH y exhA fueron los genes con mas presencia con 7 cepas positivas,
seguido de 025-ST131 con 6, mientras que el gen sat presentd 5 cepas, el serotipo que
mayor presencia tuvo de genes fue el O84:H- con 12, seguido de los serotipos O25:H34 y
081:H- con 6 genes. Dentro del grupo D, al igual que los demas anteriores, el fimH fue el
gen que mas presencia tuvo con 8 cepas positivas, seguido del subAB igual con 8 y O25-
ST131 con 5, O15:H2 con 7 genes fue el serotipo que mas presencia de genes tuvo,
siguiendo el 023:H15 con 5. Finalmente, para las cepas clasificadas en ND, 016-ST131y
sth tuvo la mayor presencia de genes con 5 positivas, seguido de fimH con 3. El serotipo
que tiene la mayor cantidad de genes fue el O167:H15 con 4, seguido de los serotipos
64474:H4, O149:H- y O15:H18 con 3. (Tabla 3).
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Tabla 3. Frecuencia de genes de virulencia asociados a serotipos y grupo filogenético de cepas E. coli.

Serotipos Cepas filogg:l%(t)ico Factores de virulencia Grupo DEC
It stp Ssg\‘/ eae bfp stxl | stx2 | subA*B | sub A | ehxA sat aggR | fimH S?'igl S?’igl
048:H- 2 - 1 - - - - - 1 1 1 2 - 2 - 1 ETEC/STEC/EAEC/UPEC/ST131
0132:H- 3 - - - - - - - 3 3 3 3 1 3 - 3 STEC/EAEC/UPEC/ST131
015:H2 1 - - - - - - - - - - - - 1 - -
64474:H- 2 - 2 - - - - - 2 1 2 2 1 2 - 1 ETEC/STEC/EAEC/UPEC/ST131
0159:H4 1 1 - - - 1 - - 1 - - - - - - - ETEC/EPECISTEC
028ab:H- 2 - 1 - - - - - - - 2 2 - - - 1 ETEC/STEC/EAEC/ST131
025:H1 2 - - - 1 - - - 2 - 1 - - 2 - 2 EPEC/STEC/UPEC/ST131
048:H18 2 A - 2 - 1 - - - 2 1 - 2 - 2 - 2 ETEC/EPEC/STEC/EAEC/UPEC/ST131
0125ab:H12 1 - - - - - - - 1 - - 1 - 1 - - STEC/EAEC/UPEC
010:H4 1 - 1 - - - - - 1 1 - - 1 - - 1 ETEC/STEC/EAEC/ST131
040:H27 1 - - - - - 1 - 1 - - - - 1 - - STEC/UPEC
016:H5 1 - - - - - - - 1 - 1 1 1 1 1 - STEC/EAEC/UPEC/ST131
0168:H- 1 - - - - - - - - - - - - 1 - -
0168:H4 1 - - - - - - - 1 - - - - 1 - - STEC/UPEC
089:H4 1 - - - - - - - 1 - 1 - 1 1 - 1 STEC/EAEC/UPEC/ST131
048:H32 1 - - - - - 1 - - - - 1 - 1 - - STEC/EAEC/UPEC
0128ab:H35 2 - - - - - - - 2 - 2 - - 2 - 1 STEC/UPEC/ST131
0167:H19 1 - - - - - - - 1 1 - - - 1 - 1 STEC/UPEC/ST131
023:H16 1 B1 - - - - - - - 1 1 1 - - 1 - 1 STEC/UPEC/ST131
0179:H8 1 - - - - - - - 1 - - 1 - 1 - - STEC/EAEC/UPEC
08:H9 1 - - - - - - - - - - - - 1 - -
O113:H7 1 - - - - - 1 - 1 - - 1 - 1 - - STEC/EAEC/UPEC
025:H34 2 - - 2 - - - 1 2 - 2 - - 2 - 2 ETEC/STEC/UPEC/ST131
081:H- 3 B2 - 1 1 1 1 1 - 1 1 3 3 2 3 - 3 ETEC/EPEC/STEC/EAEC/UPEC/ST131
081:H4 1 - - - - - 1 - - - 1 1 - 1 - - STEC/EAEC/UPEC
17
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STEC/EAEC/UPEC/ST131
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N=53 (%) 7.5% | 15.1% | 15.1% | 9.4% | 5.7% | 11.3% | 1.9% | 67.9% | 20.8% | 43.4% | 47.2% | 17.0% | 83.0% | 11.3% | 52.8%
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5.4 Sensibilidad a los antimicrobianos

El analisis de la resistencia a los antimicrobianos mostré que la mayoria de las cepas
presentaron multirresistencia con el 92.5%, observando que fue principalmente ante
ampicilina, oxacilina, cefpodoxima, clindamicina, lincomicina, azitromicina, eritromicina y
sulfametoxazol.

En cuanto a la relacion de los antibiéticos con los grupos filogenéticos, del grupo filogenético
a, 1 (4.3%) cepa mostro resistencia a nueve de los 14 antibiéticos empleados, 4 (17.4%)
cepas son resistentes a ocho antibioticos, nueve cepas (39.1%) lo son a siete y nueve (39.1)
cepas a seis. Mientras que dentro del filogrupo B1 al igual que el filogrupo A, 1 (14.3%)
cepa fue resistente a nueve antibiéticos, dos (28.6%) cepas mostraron resistencia a ocho,
tres (42.9%) cepas lo fueron a siete y una (14.3%) cepa a seis.

En el grupo B2, tres cepas (42.9%) presentaron resistencia a nueve antibiéticos, tres
(42.9%) cepas a siete y una (14.3%) cepa a seis. Para el filogrupo D, dos (25%) cepas
mostraron resistencia a doce, dos (25%) cepas a once y cuatro (50%) cepas a nueve
antimicrobianos. Las cepas que no se pudieron clasificar, una (12.5%) presento resistencia
a once antibidticos, seguido de una (12.5%) cepa que mostr6 resistencia a nueve, cinco

(62.5%) son resistentes a ocho antibiéticos y una (12.5%) es resistente a siete (Tabla 4).

Tabla 4. Resistencia a los antimicrobianos de las cepas E.coli.

Serotipos Cepas filoggrj'n%(t)ico Antibiéticos
AMP | AML | OX | CPD | EFT |CVN| DA | MY | AZM E | CN | AK | DO RL
048:H- 2 1 - 2 - - - 2 2 1 2 - - - 1
0132:H- 3 1 - 3 - - - 3 3 - 3 - - - 2
015:H2 1 1 1 1 1 - - 1 1 - 1 - - 1 1
64474:H- 2 2 - 2 - - - 2 2 1 2 - - - 2
0159:H4 1 1 - 1 - - - 1 1 - 1 - - - 1
028ab:H- 2 - - 2 - - - 2 2 1 2 - - 2 -
025:H1 2 A 2 - 2 1 - - 2 2 1 2 - - - 2
048:H18 2 - - 2 - - - 2 2 2 2 - - - 1
0125ab:H12 1 1 1 1 - - - 1 1 1 1 - - - 1
010:H4 1 1 - 1 1 - - 1 1 - 1 - - - 1
040:H27 1 1 - 1 - - - 1 1 1 1 - - - 1
016:H5 1 1 1 1 - - - 1 1 - 1 - - - 1
0168:H- 1 1 - 1 - - 1 1 - 1 - - 1 1
0168:H4 1 1 - 1 - - 1 1 - 1 - - - 1
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81.1%

30.2%

100%

35.8%

7.5%

3.8%

100%

100%

58.5%

100%

1.9%

5.7%

22.6%

81.1%

AMP=Ampicilina,
CVN=Cefovecina,

AML=Amoxicilina,
DA=Clindamicina,
CN=Gentamicina, AK=Amikacina, DO=Doxiciclina, y RL=Sulfametoxazol.

OX=0xacilina,
MY=Lincomicina,

CFP=Cefpodoxima,
AZM=Azitromicina,

EFT=Ceftiofour,
E=Eritrocimicina,

Los resultados del analisis mostraron que 53 cepas (100%) presentaron resistencia a

clindamicina, lincomicina, oxacilina y eritromicina. Seguido en orden de frecuencia, la

ampicilina y sulfametoxazol con 43 (81.1%) y la azitromicina con 31 (58.5%) cepas. En

cuanto a la sensibilidad se mostré que 36 (67.9%) de las cepas fueron sensibles a

cefovecina, seguido de la doxiciclina con 34 (64.2%), el ceftiofur con 30 (56.6%) y la

amoxicilina con 29 (54.7%) cepas respectivamente (Figura 4). En relacion con la produccién

de B-lactamasa solo dos cepas fueron productoras.
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Figura 4. Numero (%) de serotipos de E. coli resistentes a los antimicrobianos

VI. Discusion.

E. coli es uno de los microorganismos mas estudiados a nivel mundial debido a su gran
plasticidad para adaptarse rapidamente a cualquier ambiente, teniendo la capacidad de
adquirir genes de virulencia y resistencia a los antimicrobianos, lo que hace que sea un
microorganismo altamente patégeno.

En el presente estudio se analizaron 53 cepas de E. coli, aisladas de muestras fecales de
adolescentes, de las cuales los serotipos 048:H-, 023:H15, 0132:H-, 025:H34, O15:H2,
0128ab:H35 y 0O84:H-, fueron los mas frecuentes, resultados que solamente el serogrupo
025 concuerda con Momtaz et al., (2013), Paniagua-Contreras et al., (2015), Miranda-
Estrada et al.,, (2017 ) y Martinez (2017) que lo reportan como el mas frecuente, sin
embargo, este serogrupo contrasta con lo reportado por Norouzian et al., (2022) en donde
los serogrupos 08, 06, 018 y O75 fueron los mas frecuentes.

Comparando los estudios reportados por Aguilar (2019) y Cortez de la Puente (2020) se
observo que reportan diferentes serotipos, siendo 025:H4 el méas frecuente en ambos
estudios. Por otro lado, Michelli et al. (2016), concluyeron que los serogrupos 086, 0119,
0127 y 088 fueron los mas frecuentes y que el serogrupo 025 estuvo presente en la

mayoria de las muestras analizadas.
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La amplificacion de los genes arpA, chuA, yjaA y TspE permitié la clasificacién por grupo
filogenético, el presente estudio el 43.4% de serotipos de E. coli pertenecen al filogrupo A,
seguido del grupo D (15.1%), los filogrupos B1 y B2 (13.2%) y el 15.1% fue no determinado
(ND), lo que reveld que la diversidad genética fue similar a lo expuesto por Stoppe et al.,
(2017) en donde el grupo A y D fueron los mas frecuentes (48.3% y 30.2%
respectivamente), de igual forma, Ramirez et al., (2020) obtuvieron resultados semejantes
en su estudio con la clasificacion filogenética en los grupos A, B1y B2, difiriendo en el grupo
D.

Ahumada-Santos et al., (2019) exponen que el grupo A fue el méas frecuente (42.1%),
seguido del grupo B2 (15.7%), resultados similares a los de Carrasco (2022) QUIEN obtuvo
gue los grupos A y B1 fueron los mas frecuentes. Sin embargo, Lee et al., (2015) obtuvo
gue el filogrupo B2 fue el mas frecuente, seguido de de los grupos D, A y B1, resultados
que comparten con los expuestos por Miranda-Estrada et al., (2016), Norouzian et al.,
(2019), Millan et al., (2020) y Matta-Chuquisapon et al., (2022).

La clasificacion de las cepas analizadas en el presente estudio, se agruparon como
comensales pertenecientes al grupo Ay B1y en menor medida a los filogrupos B2 y D, que
son formas patogenas (Lee et al., 2015; Carrasco, 2022), ademas de que el grupo B2, si
bien es poco frecuente en la microbiota intestinal (Ml), cuando esté presente, las cepas son
muy virulentas (Navidinia et al., 2014).

En cuanto a los factores de virulencia, los genes que mas se presentaron fueron el fimH,
subAB, 025-ST131, sat y ehxA, resultados que concuerdan con Miranda-Estrada et al.,
(2016), con 86% y 26.2% para los genes fimH y sat, respectivamente. Yun et al., (2015),
Robledo (2017), Haghighatpanah y Mojtahedi (2019), Dadi et al., (2022), Mohammed et al.,
(2022) y Halaji et al., (2022) presentan resultados similares para fimH. Contrario a lo
reportado por Paniagua-Contreras et al., (2015) que, en cepas asiladas de pacientes con
infecciones urinarias de una comunidad, sefialan que el gen que prevalecié fue el iha.
Rivera (2018) sefialan que el gen sat presenta una alta frecuencia correspondiendo a un
94.87%, resultado que concuerda con el presente estudio.

Para el caso del O25-ST131, Miranda-Estrada et al., (2016) indican que el la clona O25-
ST131 estuvo presente en un 21.5%; por otro lado, Luna-Pineda et al.,(2018) sefalan que
en su estudio la clona O25-ST131 tuvo una prevalencia del 20.2% en aislados de E. coli,
mientras que Abdelrahim et al., (2021) mencionan que la deteccién de la clona 025-ST131

tuvo una presencia del 84.8% de los aislamientos urinarios y 47% en los aislamientos
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intestinales en su estudio en pacientes externos de Hospitales Universitarios en Egipto,
resultados que se asemejan a la presente investigacion.

El gen fimH estuvo presente en todos los grupos filogenéticos, la alta frecuencia de este
gen podria indicar que las cepas de E. coli pueden expresar un nimero de estructuras que
facilitan la adherencia a la células del hospedero, ademas de que esta adhesina fimbrial
esta involucrada en el desarrollo de comunidades bacterianas intracelulares y formacién de
biopeliculas en soportes biol6gicos y se ha observado que esta presente en cepas que
producen cistitis y pielonefritis (Flores-Mireles et al., 2015; Robledo, 2017; Pérez, 2018). Su
presencia podria indicar que las cepas pertenecen a los patotipos UPEC o DEC (Khairy et
al., 2019). La presencia y alta frecuencia del gen subAB, podria sugerir que puede
exacerbar los sintomas de las infecciones por STEC, ademas de que inhibe la respuesta
inmunitaria del huésped (Tsutsiki et al., 2022).

Los patrones de resistencia son variables, sin embargo, entre las cepas estudiadas se
presentd multirresistencia a mas de dos grupos de antibiéticos, en donde se revela que en
la clindamicina, lincomicina, oxacilina y eritromicina hay un 100% de resistencia bacteriana,
resultados que difieren con lo registrado por Rojas et al., (2019) quienes encontraron total
resistencia a la ampicilina, cefalotina, cefepime, ceftazidima, ceftriaxona, cefuroxima sédica,
cefuroxime axetil, ciprofloxacino, levofloxacina y norfloxacina.

La ampicilina y el sulfametoxazol fueron los antimicrobianos a los que el mayor nimero de
serotipos de E. coli fueron resistentes (81.1% para ambos antibiéticos), resultados similares
que reportaron Guerra et al., (2014) con 67.5% de las cepas tienen resistencia alta a
ampicilina y 55.0% a sulfametoxazol. Paniagua-Contreras et al., (2015) obtuvieron
resultados similares, con un 97.4% de resistencia para la ampicilina, asi mismo, El-baz et
al., (2022) encontraron que el 98% de las cepas que estudiaron fueron resistentes a
ampicilina.

En cuanto a la susceptibilidad a los antibiéticos, las cepas analizadas en el presente estudio
mostraron sensibilidad alta ante la cefovecina, doxiciclina y ceftiofur, lo que contrasta con
Allami et al., (2022) quienes sefalan que la doxiciclina fue uno de los antibidticos a los que
fueron mas resistentes las cepas que estudiaron. La susceptibilidad intermedia, fue ante la
gentamicina, amikacina y cefpodoxima, con 77.4%, 66.0% y 45.3%, respectivamente,
resultados que difieren de los reportados por Yazdanpour et al.,, (2020) y Matta-
Chuquisapon et al., (2022), ya que mencionan susceptibilidad intermedia ante gentamicina
y la amikacina. Los antibi6ticos pertenecientes a los grupos de las penicilinas, lincosamidas,

macrolidos, y sulfonamidas fueron los antimicrobianos a los que el mayor ndmero de
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serotipos fueron resistentes, sin embargo, se ha demostrado que hay una fuerte resistencia
de bacteriana a cefalosporinas, aminoglucésidos, fluoroquinolonas, tetraciclinas y B-
lactamicos en cepas tipo UPEC, EAEC y EPEC (Valdés, 2016; Baldiris-Avila et al., 2020;
Gupta et al., 2021; Marcos-Carbajal et al., 2021).

Las cifras de resistencia bacteriana y su relaciéon con grupos filogenéticos en el presente
estudio fueron altas, todas las cepas que se ubicaron en los filogrupos D y B1 presentaron
resistencia a mas de nueve y siete antibidticos respectivamente, entre los cuales esta la
ampicilina, eritromicina, oxacilina, clindamicina, lincomicina, amoxicilina, cefpodoxima,
azitromicina y sulfametoxazol, seguido del grupo Ay B2 con una resistencia a mas de siete
antibiéticos entre los que se encuentra la ampicilina, oxacilina, clindamicina, lincomicina,
azitromicina, eritromicina y sulfametoxazol.

De los 14 antibiéticos ensayados, los serotipos de los grupos D y B1, fueron resistentes a
mas de seis antibioticos lo cual concuerda con el estudio realizado por Lee et al., (2015)
con el grupo D, sin embargo, en otros estudios como el de Allami et al., (2022) que sefialan
al filogrupo B2 en el que hay un nimero mayor de cepas resistentes a los antimicrobianos,
en comparacién con los otros grupos, resultado que difiere con Mohammed et al., (2022)
donde sefnalan que los filogrupos con mas resistencia bacteriana son D, A, Ey C.

Del grupo A, la mayoria presenté resistencia a mas de cinco antibiéticos a excepcion de
una cepa que fue resistente a cuatro antibiéticos y del filogrupo B2 se detecté resistencia a
mas de cinco antibiéticos la mayoria de las cepas, a excepcién de una que presentd
resistencia a cuatro antibiéticos, resultados que concuerdan con lo reportado por Ramirez
et al., (2020). Por otro lado, Curova et al., (2020) reportaron resultados similares al presente
estudio con relacién a que el grupo A presentd mayor resistencia a los antimicrobianos que
el grupo B2. Las cepas que no se les pudieron clasificar por grupo filogenético, presentaron

resistencia a mas de siete antibidticos

En cuanto a los grupos filogenéticos y los factores de virulencia, el grupo filogenético B2
present6 un mayor nimero de genes de virulencia, en los que se destacan fimH, exhA y
025-ST131 resultados que concuerdan con respecto a la clona 025-ST131 segun Aguilar
(2019), seqguido del orden, se encuentra el grupo A en dénde los genes que mas presencia
tuvieron fueron: fimH, subAB, sat, 025-ST131 resultados que concuerdan en fimH y sat con
Miranda-Estrada et al (2016) y Martinez (2017), del filogrupo D fueron fimH, subAB y O25-
ST131, resultados que segun Montes-Robledo et al., (2023) concuerdan con la presencia

del gen fimH en este grupo, del grupo B1 fue fimH y subAB resultados que se obtuvieron
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con Badouei et al., (2021) para el gen subAB, mientras que para el no determinado (ND)
los genes que mas se presentaron en fueron 016-ST131 y sth.

En el presente estudio, con base en los resultados obtenidos, se sugiere que las cepas
podrian ser hibridas, ya que los genes como fimH, subAB, sat, exhA y clona 0O25-ST131,
se encuentran ampliamente distribuidos entre los grupos filogenéticos, asi como también
se encuentran repartidos entre los diferentes patotipos de E. coli, lo cual podria decir que
estos genes pueden transferirse entre bacterias por medio de la transferencia genética
horizontal de genes que promueve la aparicion esporadica de cepas altamente virulentas
pertenecientes a filogrupos de tipo comensal (A y/o B1), ademas la notable plasticidad del
genoma de E. coli ha permitido la aparicibn de cepas virulentas que muestran una
disposicién inusual, teniendo varios factores de virulencia de diferentes patotipos en un solo
aislado (Lara et al., 2017; Cortez, 2020; Abdelerahim et al., 2021).

VII. Conclusiones.

Las cepas de E. coli aisladas de muestras fecales en adolescentes, en su mayoria
pertenecen a grupos filogenéticos comensales A y B1, y con menor frecuencia los grupos
D y B2, considerados como patdgenos, ademas de que las cepas pertenecientes al
filogrupo D y B1 muestran resistencia a mas de cuatro antibiéticos de los catorce que se
incluyeron en el estudio; se destaca resistencia del 100% a clindamicina, lincomicina,
oxacilina y eritromicina y resistencia alta ante ampicilina y sulfametoxazol. En cuanto a los
patotipos de E. coli, de acuerdo con los genes de virulencia, es posible que la mayoria de
las cepas estudiadas sean hibridas debido a que los genes de virulencia se encontraron
ampliamente distribuidos entre la mayoria de los aislados, por lo que se podria decir que

cabe la posibilidad de que E. coli intestinal sea potencialmente patégena.
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