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Resumen

E. coli comprende una amplia diversidad de cepas que forman parte de la microbiota
intestinal de humanos y animales de sangre caliente. Entre esas cepas podemos encontrar
diversas variantes patdgenas que pueden causar infecciones intestinales y extraintestinales.
Entre las cepas patdgenas de E. coli extraintestinales encontramos a las E. coli uropatégenas
(UPEC) que pueden producir toxinas como el factor necrotizante. Este microorganismo se
ha aislado de animales con sintomatologia diarreica y pueden llegar al hombre por el
consumo de alimentos contaminados. En este trabajo se ha estudiado la presencia de los
genes cnfl, cnf2 y HlyA en 101 cepas E. coli aisladas de conejos con sintomatologia diarreica,
asi como la resistencia a cuatro antibidticos de las cepas que albergaron el gen cnf2.
Ninguna de las cepas estudiadas fue positiva a los genes cnfly HIyA, el 7,9% fueron positivas

al gen cnf2 y de estas cepas positivas, todas fueron resistentes por lo menos a un antibiético.
Palabras clave

E. coli, PCR, gen cnfl1, gen cnf2, gen HIyA, carne, conejo.
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Abstract

E. coli comprises a large variety of strains that are part of the gut microbiota of humans and warm-
blooded animals. Among these strains, we can find various pathogenic variants that can cause
intestinal and extra-intestinal infections. In addition, we find uropathogenic E. coli (UPEC) between
these variants that can produce toxins, such as necrotizing factor. This microorganism has been
isolated from animals with diarrheal symptoms and can reach humans through the consumption of
contaminated food. In this work, the presence of the cnfl, cnf2 and HIyA genes has been studied in
101 E. coli strains isolated from rabbits with diarrheal symptoms and resistance to four antibiotics
of the strains that harbored the cnf2 gene. None of the strains studied was positive for the cnfl
and HIyA genes. However, the 7.9% of isolates strains were positive for the cnf2 gene, and these

positive strains were all resistant to at least one antibiotic.
Key words

E. coli, PCR, cnfl gene, cnf2 gene, HIyA gene, meat, rabbit.
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JUSTIFICACION

Escherichia coli (E. coli) es una bacteria que se encuentra en el aparato digestivo del ser
humano y de animales de sangre caliente. La mayoria de las cepas de E. coli son forma parte
habitual de la microbiota intestinal. Sin embargo, algunas de ellas pueden causar
enfermedades. Esta bacteria se puede transmitir al humano por el consumo de alimentos
sin cocinar contaminados o que no han sido apropiadamente cocinados. En Espafia, la carne
es uno de los alimentos mdas consumidos, segin el Ministerio de Agricultura, Pesca y
Alimentacidn la ingesta de este alimento fue de 45,2 kg/per capita en el 2019, y dentro de
esta, la carne de conejo ocupd el sexto puesto. Estos animales son considerados un
reservorio de este tipo de bacterias por lo tanto también puede contener cepas patégenas
que podrian ser transmitidas a las personas por medio del consumo de carne contaminada.
Segun la OMS, algunas cepas de E. coli patégenas transmitidas por los alimentos causaron

hasta 34 muertes en el 2011.

Para establecer el posible potencial patégeno de las cepas aisladas de animales enfermos,
es de vital importancia conocer los tipos de genes que contienen, por ello la Reaccién en
Cadena de la Polimerasa (PCR) es una de las técnicas mas usadas y sensibles que permiten
conocer las cepas que contienen estos genes y establecer de esta manera la incidencia de

esos genes de virulencia.

La eleccién del tema de este TFG fue personal, ya que la microbiologia es un campo de
investigacion muy interesante, ademas de estar ligado a la nutricidn a través de la seguridad
alimentaria. También me parecid importante la ampliacién de conocimientos adquiridos en

esta rama, ya que sino de otra manera no hubiera sido posible.

INTRODUCCION

Caracteristicas generales de E. coli

La Escherichia coli, que pertenece a la familia Enterobacteriaceae, es un bacilo gram
negativo, anaerobio facultativo, meséfilo, ubicuo, mévil o inmévil y no forma esporas. Su

principal reservorio es el intestino de los animales de sangre caliente, donde se encuentra
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en altas concentraciones. Debido a este hecho, forma parte de la microflora normal del ser
humano, aunque algunas cepas son patdgenas y pueden producir infecciones. El género
Escherichia agrupa cinco especies, de las que E. coli es la mas frecuente y la mas relevante

desde el punto de vista clinico. (1)

Escherichia coli puede causar graves intoxicaciones alimentarias. Esta bacteria se transmite
al ser humano principalmente por el consumo de alimentos contaminados como: los
productos carnicos, carne picada cruda o poco cocida, leche cruda, hortalizas, semillas
germinadas crudas contaminadas con heces de animales, asi como, aunque en menor
medida, entre contacto persona-persona. El principal reservorio de este patégeno es el
ganado bovino, aunque también se consideran reservorios importantes otros rumiantes,
como ovejas, cabras y ciervos, otros mamiferos (como cerdos, caballos, conejos, perros y

gatos) y aves (como pollos y pavos). (1) (9)

Un ndimero creciente de brotes, 59 en 2018, y 62 en 2019, en USA (41), causados por esos
microrganismos se asocian al consumo de frutas y verduras (como las coles de Bruselas, las
espinacas, la lechuga, brotes de alfafa, etc.), contaminadas por el contacto con las heces de
animales domésticos o salvajes en algin momento durante su cultivo o manipulacién. Asi
mismo, se ha observado la transmisién persona a persona en nifios que se encuentran en
instituciones de cuidados especiales y en edades comprendidas entre 1-4 afos, y 15-39 afios

en hogares. (54)

Las buenas prdcticas de manufactura y la adecuada implementacién del Andlisis de Peligros
y Puntos Criticos de Control (APPCC) son las medidas mas importantes, tanto en los hogares
como en la industria alimentaria, para evitar la infeccién por esta bacteria. (9). Mas aun,
teniendo en cuenta que la dosis minima infectiva de algunos serotipos de E. coli patégenos,

como el serotipo 0157:H7, se ha establecido entre 10-100 ufc/ g o ml de alimento (54) (55).
Serotipado

La identificacién de cepas patdgenas es compleja. Una de las formas mas utilizada para su
identificacién es la serotipacién. Esta ocupa un lugar central en la identificacién de estas

bacterias, incluso antes de la identificacion de los factores de virulencia especificos que

5
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podrian albergar las cepas de E. coli diarreogénicas, el serotipado era la forma

predominante por el cual se diferenciaban las cepas patdgenas. (4)

Para determinar el grupo patégeno al que pertenecen, Kauffman White desarrollé un
esquema de serotipado que se va actualizando con el tiempo y que actualmente tiene 176
antigenos somaticos (0), 112 flagelares (H) y 60 capsulares (K). El antigeno "O" se refiere al
numero de antigeno de la pared celular, mientras que el antigeno H, determina el nimero

del antigeno del flagelo. (4)

Una combinacion especifica de antigenos O y H define el "serotipo" de una cepa. Los
Serogrupos son un conjunto de variantes dentro de una especie de microorganismos que
estan antigénicamente relacionados de forma estrecha, es decir, comparten un antigeno
comun. Los serogrupos especificos de E. coli pueden asociarse con determinados sindromes
clinicos, pero en general no son los propios antigenos serolégicos los que confieren
virulencia. Mas bien, los serotipos y serogrupos sirven como marcadores cromosémicos,

facilmente identificables, que se correlacionan con clones virulentos especificos. (5)

Las cepas de E. coli que presentan patogenicidad se agrupan en "patotipados" es decir, de
acuerdo con la enfermedad clinica producida y los genes de virulencia que albergan

proporcionan un rasgo de patogenicidad mds o menos concreto. (5)
Clasificacion E. coli

Las diferentes cepas de E. coli se pueden clasificar de diferentes maneras, ya sea por su
capacidad de producir sintomatologia, (como se verd mdas adelante), o bien por su

clasificacién filogenética.

Los andlisis filogenéticos han demostrado que las cepas de E. coli se dividen en cuatro
grupos principalmente (A, B1, B2 y D). (10) De esta manera las cepas extra-intestinales
virulentas pertenecen principalmente al grupo B2 y, en menor medida, al grupo D. Mientras
gue la mayoria de las cepas comensales pertenecen al grupo A. Adema3s, se ha observado
que el grupo B2 tienen mayor capacidad para persistir en el tracto intestinal que las cepas

de los otros grupos filogenéticos, este hecho puede ser debido, al menos en parte, a la
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presencia de genes de virulencia patdgenos extra-intestinales y a los genes albergados en

islas de patogenicidad. (10) (11) (12)

Enfermedades clinicas

Las cepas de E.coli pueden causar diversas enfermedades como la septicemia, la infeccion
del aparato urinario y diarreas.

La septicemia producida por los bacilos gramnegativos E. coli proviene de infecciones del
aparato urinario o digestivo. La mortalidad que se asocia a la septicemia por E. coli es
elevada en pacientes cuya inmunidad esta alterada, o en los que la infeccién primaria se

localiza en el abdomen o en el sistema nervioso central (SNC). (1)

Las bacterias del tipo uropatdgenas, son especialmente virulentas debido a su capacidad
para producir adhesinas, las cuales se unen a las células que recubren la vejiga y el aparato
urinario superior (evitando la eliminacién de las bacterias durante la miccién). Ademas
pueden contener hemolisinas, que lisan los hematies y otros tipos células, provocando la

liberacion de citocinas y la estimulaciéon de la respuesta inflamatoria. (1) (2) (5)

Las cepas de E. coli que producen diarreas, aunque inicialmente fueron clasificaron en 7
grupos (6), actualmente se consideran 6 grupos denominados: EPEC, ECET, ECEH, ECEI, ECEA
y UPEC.

1. E. coli enteropatogena (EPEC)

Las cepas enteropatdgenas de E. coli son la principal causa de diarrea infantil en los paises
pobres. La infeccion se caracteriza por la adhesion bacteriana a las células epiteliales del
intestino delgado, con la destruccidn posterior de las microvellosidades. Los genes
responsables de esta patogenicidad son mas de 40 y su funcién es la unién y la destruccion

de la superficie mucosa del huésped. (1) (3)

El mecanismo de accidn de estas cepas se inicia con el receptor de la intimina translocada
(Tir), una proteina, que se inserta en la membrana epitelial. Este proceso estd mediado,
ademas por otras dos proteinas secretadas en la membrana, que actlan como receptor de
una adhesina bacteriana en la membrana externa, la intimina. Dicha proteina estd

codificada por el gen cromosomal eaeA que tiene la capacidad de inducir la histopatologia
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A/E (adherencia y eliminacidn), este gen estd integrado en una isla de patogenicidad
denominada locus de borramiento de enterocitos (LEE). La diarrea acuosa tipica de esta
sintomatologia se debe a una inadecuada absorcién de iones en el intestino derivada de la
destruccién de las microvellosidades. La adherencia estd mediada por pili o fimbrias rizadas
cuya informacidon genética esta codificada en un plasmido denominado EAF (EPEC

adherence factor) y de algunos genes cromosomales. (3) (4) (13)

Las cepas EPEC se consideran tipicas cuando tienen los genes eaeA que, como ya se
menciond anteriormente, codifican la produccidon de intimina, que participa en A/E
(Eliminacién/ Adhesidn), y el plasmido EAF (Factor de adherencia). Las cepas consideradas
atipicas son aquellas que contienen el gen eaeA pero no el plasmido EAF. (4) (13). La
sintomatologia que produce las EPEC se manifiesta con diarrea aguda, la cual puede ser leve

o grave, con vomito, fiebre baja y mala absorcién . (1) (5)

2. E. coli enterotoxigena (ECET)

La enfermedad producida por E. coli enterotoxigena se observa con mayor frecuencia en
los paises en vias de desarrollo (se ha estimado que se registran unos 650 millones de casos
al afio) (1). Las infecciones afectan a nifios pequenos de los paises en vias de desarrollo o a
los que viajan a estas zonas. Las infecciones se adquieren fundamentalmente a través del
consumo de alimentos o de agua contaminada con restos fecales. No se produce

transmisién de una persona a otra (1).

El mecanismo de accidon de ECET comienza con la sintesis de dos clases de enterotoxinas:
toxinas termolabiles (LT-1, LT-11) y toxinas termoestables (STa y STb): ). Mientras que la LT-II
no se asocia a enfermedad en el ser humano, la toxina LT-I es estructuralmente semejante
alatoxina del céleray si se asocia a enfermedad en el ser humano. Esta toxina estd formada
por una subunidad A y por cinco subunidades B idénticas. La subunidades B se unen al
mismo receptor que la toxina del célera, asi como a otras glucoproteinas de superficie en
las células epiteliales del intestino delgado. (1) (14) (15). La subunidad A tiene actividad
difosfato de adenosina (ADP)-ribosiltransferasa e interacciona con una proteina de

membrana (Gs) que regula la adenil ciclasa. El resultado neto es el aumento de las
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concentraciones de adenosin monofosfato ciclico (AMPc), con un incremento de la
secrecién de cloro y disminucion de la absorcién de cloro y de sodio, que se manifiestan con
diarrea acuosa. La exposicidn a la toxina estimula también la secrecidén de prostaglandinas
y la produccidn de citocinas inflamatorias, lo que da lugar a una mayor pérdida de liquidos.
(4). También la toxina STa causa enfermedad en el ser humano. Esta toxina tiene un peso
molecular bajo, es monomeérica y se une al receptor transmembrana de la guanilato ciclasa,
lo que provoca un aumento de las concentraciones de guanosin monofosfato ciclico (cGMP)

y la posterior hipersecrecién de liquidos (15).

Las cepas ETEC colonizan la mucosa del intestino delgado por medio de pili o fimbrias
denominadas CFA (colonization factor antigens), estos factores reconocen a los receptores
gluco-proteicos de la célula anfitriona. Por su parte, los genes de LT-/ y STa, codifican la
produccién de enterotoxinas, y estas se encuentran en un plasmido transferible. La

aparicién de la enfermedad requiere la actuacién de la toxina y los factores de colonizacion.

Las ETEC son importantes patégenos en lactantes, principalmente en niflos menores de dos
afos, y en particular durante los primeros seis meses de vida. La frecuencia de aislamiento
de este grupo patdgeno de E. coli en nifios con diarrea es de 10 a 30%. En los nifios en edad
escolar y en adultos puede ser asintomatica y poco frecuente o producir la diarrea del
viajero. El cuadro clinico se caracteriza por diarrea aguda, generalmente sin sangre, sin
moco, sin pus y en pocos casos se presentan fiebre y vémito. La principal fuente de

contaminacién el agua contaminada y alimentos contaminados (1) (14) (15).

3. E. coli enterohemorragica (ECEH)

Las cepas de E. coli enterohemorragica son las cepas que causan con mayor frecuencia
enfermedad en los paises desarrollados. La gravedad de la enfermedad producida por ECEH
varia desde una diarrea leve hasta una colitis hemorragica con dolor abdominal grave,
diarrea sanguinolenta, sin fiebre o con febricula y sindrome urémico hemolitico (SUH). La
enfermedad por ECEH es mas frecuente en los meses calidos, y su mayor incidencia se

registra en los niflos menores de 5 afios. La mayoria de los casos de esta enfermedad se ha
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atribuido al consumo de carne de vaca o de otros productos: piezas cdrnicas poco cocinadas,

agua, leche no pasteurizada o zumos de frutas, verduras crudas y frutas. (1)

Las cepas de ECEH expresan la toxinas Shiga-Like (Stx-1, Stx-2, o ambas) (4). Estas toxinas
inducen lesiones en las células epiteliales. Stx-1 es idéntica a la toxina Shiga-Like producida
por Shigella dysenteriae, y Stx-2 presenta solamente una homologia del 60% con esa toxina.
Ambas poseen una subunidad A y cinco subunidades B, y estas ultimas se unen a un
glucolipido especifico de la célula del organismo huésped (Globotriacilceramida, GB3). Hay
una alta concentracidn de receptores de GB3 en las vellosidades intestinales y en las células
endoteliales del rindn. Las Stx que se producen en el colon y viaja por el torrente sanguineo
a los rifiones. Este dafio puede provocar SUH. Tras la internalizacion de la subunidad A, la
toxina se escinde en dos moléculas, y el fragmento Ai se une al acido ribonucleico
ribosémico (ARNr) 28S e interrumpe la sintesis de proteinas. La destrucciéon de las
vellosidades intestinales da lugar a la disminucién de la absorcién intestinal y aumento
relativo de la secrecidon de liquidos. Las lesiones en las células endoteliales inducen
activacion de las plaguetas y acumulacion de trombina, lo que a su vez da lugar a
disminucion del filtrado glomerular e insuficiencia renal aguda. Las toxinas Stx estimulan
ademas la expresidn de citocinas inflamatorias (p. ej., factor de necrosis tumoral-a [TNF-a],

interleucina-6), que entre otros efectos, aumentan la expresién de GB3. (1) (16)

En las cepas EHEC aisladas, se han encontrado las variantes de STX1 y STX2 que son
inmunolégicamente diferentes, de tal manera que se pueden aislar bacterias que sinteticen
alguna de las toxinas o ambas. Ademas de estas toxinas, las EHEC tienen otros mecanismos
de patogenicidad como la de adherencia y eliminacion (A/E), y el gen eaeA que codifica para
la proteina de membrana externa (OMP), llamada intimina, como ya se menciond

anteriormente

Actualmente hay al menos dos clasificaciones del grupo EHEC. Una es de ellas es si

presentan factores de patogenicidad:

a) Cepas tipicas, aquellas que poseen el plasmido de 60 MDa y presentan el factor de

A/E

10
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b) Cepas atipicas, son aquellas que poseen el plasmido 60 MDa y no producen lesiones
de A/E

Otra clasificacién es de acuerdo al serotipo:

a) Cepas 0157:H7. Este serotipo no fermenta el D-sorbitol ni la ramnosa y expresa la
R-glocuronidasa. Esta bacteria puede producir principalmente SUH y CH.

b) Cepas no-0157:H7 que comprenden cepas que pertenecen a un serotipo distinto a
0157:H7 . Estas cepas se aislan cuatro veces mas que las 0157:H7. Ademas suelen
ser sorbitol positivo.(16)

La sintomatologia que causan las cepas no-0O157 se caracteriza por diarrea acuosa con dolor
abdominal y colitis hemorragica. Las cepas no-O157 son capaces de causar brotes o casos
aislados de diarrea. (1) (17). El principal mecanismo de patogenicidad de las cepas EHEC no-

0157:H7 es la produccién de las toxinas Shiga-Like STXStx. También tienen el factor de A/E.
(4)

4. E. coli enteroinvasiva (ECEI)

Esta cepa se describid a principios de 1970, como cepas invasoras que causaban una diarrea
disenteriforme. Se encuentra de manera endémica en muchos paises en vias de desarrollo
con cierta similitud epidemiolégica a la observada en la Shigelosis. Su incidencia se
encuentra entre 1y 5% en la poblacidn (51). Las bacterias son capaces de invadir y destruir
el epitelio colénico para producir una enfermedad que se caracteriza inicialmente por
diarrea acuosa. Una minoria de pacientes evoluciona a la forma disentérica de la
enfermedad, la cual presenta fiebre, espasmos abdominales, diarrea con sangre y

leucocitos en las heces. (1)

El mecanismo de patogenicidad de EIEC es la invasion del epitelio del colon. Para ello el
primer paso es la adherencia de la bacteria a las microvellosidades de la mucosa intestinal
requiriendo de mucinasa y adhesinas, para después entrar por endocitosis a la célula, y la
posterior multiplicacién de la EIEC dentro de la célula e invasidon de las células sanas
adyacentes. La informacidn genética para este mecanismo esta tanto en los cromosomas
como en plasmidos, ademas de tener la capacidad de elaborar una o mas enterotoxinas que

pudieran ser importantes en la produccién de diarrea. (4) (18)

11
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5. E. coli enteroagregativa (ECEA)

Las cepas de E. coli enteroagregativo se han visto implicadas en una diarrea acuosa,
persistente y con deshidratacién en nifios menores de dos afos de los paises en vias de
desarrolloy en personas que han viajado a estos paises. (1). También estd asociada a diarrea
cronica y puede causar diarrea persistente (51)

Estas bacterias se caracterizan por su capacidad de aglutinarse entre si en una organizacién
de «ladrillos apilados». Este proceso esta mediado por unas fimbrias formadoras de haces
(fimbrias de adherencia agregativa | y ), las cuales estan codificadas en plasmidos. ECEA
estimula la secrecién de mucosidad, y atrapa a las bacterias en una biopelicula que recubre
el epitelio del intestino delgado. Se ha observado que acortan las microvellosidades,
produciendo una infiltracién mononuclear y producen hemorragia. La produccién de moco
puede estar relacionada con la capacidad de EAEC para colonizar persistentemente el
intestino y causar diarrea. (1) (4) (19)

6. E. coliuropatégena (UPEC).

Escherichia coli es el agente causal mas comun de infecciones en el tracto urinario (ITU),
incluyendo cistitis aguda, pielo-nefritis y uro-sepsis (los tres sindromes mas comunes). Es
considerado como un subgrupo de las E. coli extraintestinales. Las infecciones causadas por
E. coli extra-intestinales, son la principal causa de enfermedad en el aparato urinario.
También es la principal causa de morbilidad, mortalidad e implica altos costes asociados a
la salud. La diseminacién de un solo grupo clonal de aislados de UPEC puede ocurrir dentro
de una comunidad a través de alimentos contaminados u otros consumibles. Una vez dentro
del tracto urinario, UPEC coloniza preferentemente la vejiga y causa cistitis, pero también
puede ascender a través de los uréteres hasta los rinones, causando pielo-nefritis. En
respuesta a la brecha de UPEC en el tracto urinario, se desencadenan respuestas
inflamatorias en el huésped que conducen a la produccidon de citocinas, la entrada de
neutrdfilos, la exfoliacion de las células epiteliales de la vejiga infectadas y la generacidn de
especies reactivas de nitrogeno y oxigeno junto con otros compuestos antimicrobianos.

Ademas, las cepas de UPEC aisladas de pacientes sexualmente activos a menudo coinciden
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con los aislados fecales de sus parejas, lo que indica que las infecciones urinarias pueden

transmitirse sexualmente. (20)

La capacidad de UPEC para unirse a los tejidos del huésped es uno de los factores
primordiales que facilitan la colonizacién de UPEC del tracto urinario, permitiendo que las
bacterias resistan el flujo masivo de orina y promoviendo la invasién de UPEC de las células
uroteliales. Las células de la vejiga que contienen una gran cantidad de UPEC estan
preparadas para exfoliarse, proporcionando un mecanismo mediante el cual el huésped
puede eliminar rapidamente muchas bacterias del tracto urinario con el flujo de orina. Sin
embargo, durante este proceso, se dejan expuestas las capas subyacentes de células
epiteliales de la vejiga inmadura, siendo mas susceptibles a la infeccion. (20) (21)

Los factores de virulencia de estas bacterias son principalmente de dos tipos: los que se
encuentran en la superficie celular (que desempenan funciones de adhesién e invasion de
tejidos ademas de formacidn de biopeliculas e induccién de citosinas) y los producidos
dentro de la célula bacteriana y son exportados al sitio de infeccién.

Los principales facilitadores de la invasion a células epiteliales de la vejiga son los pili tipo 1,
los cuales se expresan en mas de un 90% en todos los aislamientos de E. coli, incluyendo
tanto cepas patoégenas como comensales.

Los pili tipo 1 estdn compuestos por repeticiones de subunidades de

I FimG () pilina FimA, La parte distal del pili estd formada por 2 adaptadores
A {1}
{:{;:ﬁ- (proteinas FimF y FimG) y la adhesina unida a manosa FimH. Esta
‘y}“ FimA

FimD, s (-1,000) adhesina, FimH, permite la adherencia de la bacteria a una serie de
[ o7 T

7 2 20 . T o
) 3 " glucoproteinas en el epitelio de la vejiga que conducen a la

¢1
3

& |
)

& . . . . . .

- internalizacion de la bacteria, favoreciendo la infeccidn. (20) (21) (22)
AmC (1)

Figura 1. Imagen tomada de Nature Reviews (21)

Las adhesinas fimbriales, que son proteinas de superficie, participan en el proceso de

adherencia de los microorganismos Gram positivos y negativos. Estas proteinas intervienen

en la unién estrecha de la bacteria huésped después de la union inicial mediada por

adhesinas fimbriales.
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Los toxinas producidas por E. coli uropatégenas (UPEC) ayudan a la propagacion de
patégenos en los tejidos mas profundos después de la interrupcion de la integridad celular;
para obtener acceso a los nutrientes dentro de la célula huésped; o para destruir las células
efectoras inmunes:

- La alfa hemolisina (HIyA), también denominada «toxina formadora de poros», se
inserta dentro de la membrana celular del huésped provocando lisis celular,
facilitando la liberacién de hierro y nutrientes que son esenciales para el crecimiento
bacteriano.

- Factor citotoxico necrotizante tipo 1 (cnf1) conduce a una activacion constitutiva
de los miembros de la familia Rho GTPasas que provocan cambios celulares basados
en reordenamiento del citoesqueleto de actina de la célula huésped, provocando
apoptosis de las células de la vejiga y estimulando su exfoliacion.

- Toxinasecretada auto-transportadora Sat, es una serina-proteasa que se encuentra
en cepas de UPEC y se caracteriza por tener efectos citopaticos en rifidén y vejiga y
se asocia a cepas de E.coli que producen pielo-nefritis.

Existen ciertas evidencias de que ciertos serotipos E. coli se asocian con ITU entre

los que encontramos: 01, 02, 04, 06, 07, 08, 016, 018, 025y 075 (23) (24)

Factores de virulencia: Factores necrotizantes (cnfly cnf2)

Se han descrito dos tipos toxinas denominadas factores necrotizantes CNF1y CNF2. Caprioli
et al. (52) fueron los primeros en demostrar la presencia del gen cnfl en cepas de E. coli
aisladas de humanos. Ambos factores necrotizantes son proteinas monoméricas de 110 a
115 KDa que inducen la multinucleacién de las células eucariotas. El mecanismo de accién
de estas toxinas, especialmente CNF1, se basa principalmente en la desaminacion de la
glutamina en la posicién 63 de la proteina diana RhoA, formando &cido glutdmico. Este
inhibe la hidrdlisis intrinseca del GTP, estimulada por la GTPasa, activando la proteina (GAP).
Por lo tanto, la desanimacion de la glutamina 63, por el CNF1 permite la activacion de la

proteina Rho GTP e induce la reorganizacion de las fibras de estrés de la actina (53).
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Factor necrotizante citotoxico 1 (producido por el gen cnf1) de Escherichia coli: biologia
de la toxina.

CNF 1 es una toxina proteica bacteriana producida por ciertas cepas patégenas de E. coli
siendo responsable de infecciones extra-intestinales, particularmente en el tracto urinario

(ITU). CNF 1 pertenece a la denominada familia de toxinas necréticas
CNF1 es una proteina multidominio monocatenario de 1.014 aminodcidos, que contiene
- Un dominio de unidn al receptor N-terminal

- Un dominio catalitico C-terminal, que modifica una diana celular especifica en el

citosol de la célula huésped. Alberga la actividad catalitica completa.

La diana citoplasmatica de CNF1 son proteinas de unién a Rho GTP, que son importantes
interruptores moleculares (24). Estos interruptores oscilan entre una forma inactiva unida
a GDP y una forma activa unida a GTP, que, a su vez, activa proteinas efectoras. En la forma
unida a GTP, la proteina Rho interactia con moléculas efectoras iniciando una respuesta en
cascada. La activacion de Rho GTPasas se produce por estimulacidon con un factor de
intercambio de guanina (GEF) que provoca la liberacién de GDP y la unién de GTP. El control
de la transicion entre las dos formas de interruptores esta principalmente regulado por las
proteinas Rho y las proteinas GAP. Tan pronto como la GTPasa activada ha iniciado la
respuesta celular, una proteina activadora de GTPasa (GAP), al hidrolizar GTP en GDP,
devuelve estas proteinas a su estado de unién a GDP, para completar el ciclo y terminar la

transduccion de sefales.

Los cambios conformacionales, inducidos por la unién de GTP o GDP, ocurren dentro de dos
dominios moleculares de la proteina Rho llamados ”interruptores” que son responsables
del acoplamiento de las proteinas GTPasa con sus efectores “interruptor 1 “ o permiten la

interaccion de la GTPasa activada con las GAP “interruptor 2” (24)
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Figura 2. Imagen tomada de los autores Alessia Fabbri et al. (24).

La actividad enzimatica de CNF1 consiste en la desaminacion de un residuo de glutamina,
ubicado en el interruptor 2, que modifica la glutamina y forma acido glutdmico. Este cambio
altera la funcion del GAP y bloquea permanentemente la proteina Rho en su estado
activado, es decir se une a la GTPasa (ver Figura 2). Esto provoca la actividad constitutiva
(activacién apreciable del receptor, aunque no haya ningln ligando presente) de estas
proteinas en sus efectores. Ademas, de las proteinas GEF y GAP, un tercer factor que regula
la actividad de Rho GTPasas es el inhibidor de la disociacién de guanina (GDI), que mantiene

a Rho en el citoplasma en forma inactiva (ligada a GDP). (24)

CNF1 Y CNF2 son toxinas que comparten un 90% de residuos conservados en 1.014
aminodacidos El gen cnfl esta codificado por el cromosoma, mientras que el gen cnf2 se
encuentra codificado en un plasmido transmisible llamado pVir codifica. Las CNF 1 y CNF2
son altamente letales en ratones y comparten la capacidad de inducir multinucleacién en
diferentes lineas celulares y de producir necrosis en la piel del conejo. Sin embargo, el CNF1
es mas potente que el CNF2 para inducir la multinucleacion, pero menos necrético en la

prueba cutdnea de conejo y la almohadilla de la pata del ratén. (24) (25) (26)

La participacion de la via de sefializacion Rho en la toxicidad de CNF fue sugerida por
primera vez debido a la reorganizacion de actina-F del citoesqueleto en fibras de estrés
después del tratamiento de células cultivadas con CNF1 o CNF2, se demostré que CNF1
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desamina directamente Rho en el 63, un aminodcido presente en el dominio G-3
conservado en pequefas GTPasas y que es esencial para la actividad de GTPasa. El Rho
desaminado mostrd una marcada disminucién en la actividad GTPasa intrinseca y, por lo
tanto, el Rho permanecié en una forma constitutivamente activa. CNF2 también desamina
Rho en el residuo 63 y suprime la actividad de GTPasa en presencia o ausencia de Rho GAP.
CNF2 desamina preferentemente a RhoA y Racl, tiene un nivel bajo sin actividad enzimatica
en Cdc42. CNF1 y CNF2 comparten la misma actividad catalitica y desaminacion de los

miembros de la familia Rho pero sus especificidades de sustrato son distintas. (25) (26) (27)

Respecto a la presencia de E. coli que albergan los genes cnfl y cnf2, se ha asociado el gen
cnf2 a cepas de E. coli aisladas de terneros y corderos con diarrea, mientras que el gen cfnl
has sido asociado con cepas de E. coli aislados de humanos (52). Los estudios de PCR

mostraron que el gen de cnfl es mas comun que el de cnf2. (24) (25)

Hemolisina

La toxina alfa hemolisina (HIyA) es un importante factor de virulencia producido por cepas
uropatogénicas de Escherichia coli. Su expresion se correlaciona con una mayor severidad

de las infecciones renales.

La sintesis, maduracion y secrecion de HIyA esta determinada por el operdn hlyCABD. El gen
estructural HlyA codifica para un polipéptido. Este polipéptido, denominado proHIyA, es la
forma inactiva de la toxina, que se convierte en litica luego de una activacién

postraduccional en el medio extracelular. (28)

Estructuralmente, HlyA tiene 2 dominios, uno es el dominio N-terminal, y el otro es el de
union a calcio. Aunque se asume que la interaccién de HlyA con membranas ocurre
principalmente a través del dominio N-terminal, recientemente se ha propuesto que ambos

dominios estan involucrados en la interaccion con la membrana. (29)

El primer paso en el mecanismo de acciéon de la HlyA es la union a la membrana de la célula
blanco. HIyA produce la liberacién del contenido de liposomas de muy variada composicién

lipidica.
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El microambiente en el huésped es extremadamente pobre en nutrientes, de alli que una
de las funciones de HIyA es la destruccién de las células blanco, facilitando de esta manera
su aporte de nutrientes y otros factores criticos para su crecimiento como hierro. El
mecanismo de accion litica es un mecanismo complejo que finaliza en la lisis celular. En este

proceso, se han reconocido al menos 3 etapas:

- Unidn a la membrana de la célula blanco

- Insercidn

- Oligomerizacion.
El paso siguiente en la etapa hemolitica seria la insercién de la toxina en la membrana. En
el medio extracelular, HlyA debe unirse calcio para adoptar una conformacién tal que haga
que la unidén sea irreversible y transforme a la toxina en una forma activa. Una vez activada,
se adsorbe reversiblemente para finalmente insertarse en la membrana. La forma de HIyA
insertada en la membrana se comporta como una proteina integral que no puede ser

extraida sin el uso de detergentes. (28) (29)

Tras lainsercion, se lleva a cabo la oligomerizacion, que a altas dosis de toxina, es progresiva
y lleva a la fusion de pequefios poros con una rapida destruccién de la célula. En contraste,
a bajas concentraciones de toxina, los poros serian de menor tamafio, de manera tal que
las células, si bien estan dafiadas, podrian sobrevivir el tiempo suficiente como para que se

activen las rutas apoptaticas. (29)

Métodos de deteccidon molecular

Las cepas de E. coli diarreogénicas estuvieron entre los primeros patdgenos para los que se
desarrollaron métodos de diagndstico molecular. Se han logrado avances sustanciales tanto
en el desarrollo de tecnologias de sondas basadas en acidos nucleicos como en los métodos

de PCR.

Sondas de acido nucleico.

Una sonda es un fragmento de ADN de pequeio tamafio usado en biologia molecular como

herramienta para detectar la presencia de secuencias complementarias al ADN o ARN diana
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u objetivo. La sonda suele unirse a la secuencia diana monocatenaria (ADN1c o ARN)
mediante un mecanismo de hibridacidon que forma una estructura bicatenaria, una de las
hebras pertenece a la sonda, y la otra a la secuencia diana. Esta unién se establece porque
tanto la sonda como la diana tienen secuencias parcial o totalmente complementarias en

sus pares de bases. (35)

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

- La PCR es un avance importante en el diagndstico molecular de

microorganismos patogenos, incluida E. coli. Se han desarrollado con

éxito cebadores de PCR grupos de E. coli diarreogénica. Las ventajas

L de la PCR incluyen una gran sensibilidad en la deteccién in situ de los

' moldes diana. Sin embargo, se ha demostrado que las sustancias

contenidas en las heces interfieren con la PCR, disminuyendo asi su

Ll sensibilidad. (3)

— La PCR es un método versatil, que tiene aplicacién en todas las areas

—_— donde se haga uso de la biologia molecular. Expresado de una manera

+ simple, todo lo que la PCR consigue es obtener multiples copias de

una secuencia diana de ADN mediante un proceso de amplificacidon

Ll Ll

- que llega a permitir la obtencidon de microgramos de ADN a partir de

o cada molécula inicial. Cualquier segmento de ADN o de ARN puede

ser amplificado siempre que se conozcan las secuencias cebadores de

la regidon diana o, lo que es lo mismo, podemos amplificar cualquier porcién de acido

nucleico, conocido o no, siempre que quede comprendido entre dos secuencias conocidas

con las que podran hibridar oligonucleétidos complementarios que actuaran como

cebadores para que la polimerasa pueda copiar las hebras molde. (30) Figura 3. Imagen
tomada de los autores Méndez-Alvarez S. et al. (42).

Por tanto, para que la reaccién tenga lugar, los componentes basicos e indispensables de la

misma son: ADN molde que se desea amplificar, ADN polimerasa, cebadores de secuencia

especifica, nucleétidos para la sintesis de nuevo ADN y una soluciéon tampdn de reaccién
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que incluye las distintas sales requeridas por la enzima. Las etapas bdsicas de PCR constan

de los siguientes pasos fundamentales:

1. Separacién térmica (952C) de la doble cadena de ADN gue se va a usar como molde.

2. A una temperatura menor que la de desnaturalizacion, hibridacion de cebadores
sintéticos cuya secuencia les permite hibridar uno a cada lado de la secuencia diana.

3. Extension por parte de la ADN polimerasa que agrega los oligonucleétidos la secuencia
inicial de los cebadores.

4. Este proceso de tres pasos es entonces repetido un nimero determinado de veces (25-
35), multiplicdndose cada vez el nUmero de moléculas de producto.

Esta amplificacién exponencial tiene como resultado un gran nimero de copias de la

secuencia de ADN. De esta manera, la reaccién permite obtener una gran sensibilidad al

detectar cantidades muy bajas de ADN molde y especificidad al detectar unicamente la

secuencia del gen que se quiera amplificar para la que han sido disefiados los cebadores.

Sin embargo, en este proceso tedrico que hemos descrito pueden influir numerosos

factores que hagan que la reaccién no sea realmente especifica o que su eficiencia no sea

la adecuada, de manera que la amplificacién no ocurra en la progresién esperada y, por

tanto, no sea sensible. Entre los muchos factores que pueden influir en el resultado final de

la PCR, son destacables el disefio apropiado de los cebadores, la calidad y concentracion del

ADN, la concentracién de magnesio, el tipo y la cantidad de ADN polimerasa y el programa

de amplificacion. (30)

Ademas de la PCR simple existen otros tipos de PCR, como la PCR multiple y la PCR en
tiempo real. En el caso de la PCR multiple, lo que se persigue es amplificar simultdaneamente
en una Unica reaccién distintos genes especificos, lo cual necesariamente implica que los
reactivos mezclados y el programa utilizado sean suficientes y adecuados para permitir la
deteccidon de cada diana y no inhibir la de las demas. La PCR en tiempo real es una variante
utilizada para amplificar y simultaneamente cuantificar el producto de la amplificacion del
ADN. Para ello emplea los mismos reactivos que en una simple. A dicha mezcla se le adiciona
una sustancia marcada con un fluoréforo que permita medir la tasa de generacion de uno

o0 mas productos especificos en un termociclador provisto de sensores de fluorescencia, tras
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excitar el fluoréforo a la longitud de onda apropiada. Dicha medicidn se realiza tras cada

ciclo de amplificacién, y es por esto que se le denomina PCR en tiempo real. (30)
Antibidticos.

Los antibidticos son usados para el tratamiento de una gran variedad de enfermedades que
afectan a humanos y animales. El uso indiscriminado de los antibidticos en la medicinay en
la produccién de alimentos tiene un efecto adverso en el incremento de la resistencia a los
antibiodticos, no solamente por las bacterias patdgenas, sino también por la bacterias no
patdgenas o comensales (50). Es importante destacar que no solamente es necesario tener
conocimientos sobre la susceptibilidad a los antibidticos para seleccionar los mas
apropiados en un tratamiento clinico, sino también es necesario conocer la resistencia a los
antibioticos de las bacterias aisladas alimentos para establecer la transferencia de esa
resistencia a las bacterias no patégenas. Mas aun, teniendo en cuenta que los miembros de
las familia Enterobacteriaceae albergan genes en plasmidos que transfieren resistencia para

casi todos los antibidticos a bacterias de la misma especie e incluso entre especies. (31)

OBJETIVOS.

Objetivo principal

Estudiar la presencia de genes que determinan la posible virulencia en cepas de Escherichia

coli de conejos con sintomatologia diarreica.

Objetivos especificos

Establecer las condiciones de la PCR para estudiar los factores de virulencia (cnf1 y cnf2)

Estudiar la presencia de los genes cnf1, cnf2 y HlyA en cepas de E. coli aislados de conejos

de granjas con sintomatologia diarreica mediante técnicas genéticas y fenotipicas.
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MATERIAL Y METODOS

Cepas estudiadas

Se estudiaron un total de 101 cepas que pertenecen a la coleccidon de cultivos del
Departamento de Pediatria e Inmunologia, Obstetricia y Ginecologia, Nutricion vy
Bromatologia, Psiquiatria e Historia de la Ciencia. Estas cepas se aislaron de la zona
colorrectal de 12 conejos de 35 dias de edad, de raza californiana y neozelandesa que
presentaban sintomatologia diarreica, provenientes de explotaciones de la regién de

Tulancingo (México). Las cepas fueron identificadas como E. coli en un trabajo anterior (32)

Cepas control.

Las cepas utilizadas como controles positivos para los genes cnf1 (E. coli O4:H; C136b) y cnf2
(E. coli O76; M8a) fueron cedidas amablemente por Dr. José Antonio Orden Gutiérrez, del
area de Sanidad Animal de la Facultad de Veterinaria de la Universidad Complutense de

Madrid, las dos cepas fueron obtenidos de animales con sintomatologia diarreica.

Recuperacion de las cepas

Todos aislamientos fueron sembrados agar triptona de soja (GranuCult), mediante siembra
en superficie con ayuda de un asa de cultivo y se incubaron en una estufa a 372C durante

24 horas.

Extraccion de ADN

Después del crecimiento durante 24 se recogieron las bacterias a través del método de
recogida por arrastre con ayuda de un asa redonda y se introdujeron en un tubo de
centrigufa (Eppendorf) que contenia 200 pL de agua MiliQ esterilizada. Posteriormente, se
agitdé con ayuda de un agitador de tubos (P-Selecta), seguidamente se introdujo en un
blogue térmico (Tembloc) durante 5 minutos a 100 2C. Posteriormente, se introdujo en una
centrifuga de mesa (modelo Eppendorf) a 12.600 rpm durante 4,5 minutos. Finalmente, con
ayuda de una micropipeta se recuperd el sobrenadante, evitando tocar el pellet, y se

conservo a -182C hasta su analisis.
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Deteccion de los genes cnfl1, cnf2 y HIyA

Todos los aislamientos fueron sometidos a una PCR para determinar la presencia de los
genes cnfl, cnf2 que codifican para el factor necrotizante citotéxico (CNF1, CNF2), y el gen
HIyA que codifica para la hemolisina. Se utilizaron dos pares de cebadores para cada uno de
los genes amplificados. La codificacidon, la secuencia de los “primers” o cebadores (TIB
MOLBIOL Syntheselabor, Berlin, Alemania) utilizados y el tamafio de los fragmentos

amplificados, asi como, las referencias bibliograficas se encuentran recogidos en la Tabla 1.

Tabla 1. Cebadores utilizados en la técnica PCR para la amplificacién de la secuencia de

fragmentos correspondiente a los genes de virulencia cnfl, cnf2y HlyA. Elaboracién propia.

Gen de Secuencia del cebador Fragmento Referencia
virulencia amplificado
cnfl F- GAACTTATTAAGGATAGTAGT 543 (33)

R- CATTATTTATAACGCTGCTG

cnf2 F- AATCTAATTAAAGAGAAC 543 (33)
R- CATGCTTTGTATATCTA

HIyA  F- AGCTGCAAGTGCGGGTCTG 569 (34)
R-TACGGGTTATGCCTGCAAGTTCAC

Amplificacion de fragmentos del ADN para los genes necrotizantes

Ajustes previos a PCR final

Las condiciones y caracteristicas de la PCR utilizada para la amplificacion de los genes cnfl,
cnf2 en primera instancia fueron las descritas por Blanco et al (33) que se recogen en la
Tabla 1 con algunas modificaciones. El volumen total de la mezcla de reaccidn de la PCR fue
de 25 pL. Esta mezcla estaba compuesta por: 2X Master Mix, cebadores, DNA molde y agua
MiliQ. La Master Mix contenia una DNA polimerasa termoestable, Mg+ (cofactor), dNTPS
(desoxirribonicledsidos trifostato), TAE 1% y un pH 7,8-8,3 (tampdn Sigma). Posteriormente,

fueron adicionados 0,5 uL de cada cebador directo (F) e inverso (R) en una concentracion
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0,8 nmolar para los primers del gen cnfl y 16,29 nmolar para los primers del gen cnf2, al
tubo con la mezcla de la reaccidn. Posteriormente, se agregd una cantidad de agua MiliQ
estéril necesaria para completar un volumen final de 25 pL (mezcla de la reaccidon mas la
muestra) en cada tubo de microcentrifuga. Finalmente, se agregaron los 5 uL de DNA de
cada cepa obtenido de la alicuota de sobrenadante de la etapa anterior. Finalmente, en
cada PCR se utilizé un control positivo para cada gen, y un blanco (no contenia ADN). La
amplificacién de fragmentos del ADN se llevd acabo en un termociclador modelo

“Eppendorf”, las condiciones de la PCR se recogen en la Tabla 2.

Tabla 2. Condiciones de PCR segun Blanco et al (33) para los genes cnfl y cnf2. Elaboracién

propia.

Ciclos Periodo Temperatura Tiempo

- Calentamiento 95°C 2 minutos

30 Separacion cadenas ADN 95¢C 1 minuto
Hibridacidn de cebadores 552C 1 minuto
Elongacién de cebadores 729C 1 minuto

- Elongacién final 729C 10 minutos
Conservacién 42C oo

Debido a que no se obtuvo ningun fragmento de amplificacidn genes cnfl y cnf2 siguiendo
las condiciones antes descritas, éstas fueron cambiadas para el gen cnf1 segun se recoge en

la Tabla 3 y para el gen cnf2 de acuerdo descrito en la Tabla 4.

Tabla 3. Condiciones para la amplificacién del gen cnf1 (PCR cnf1). Elaboracién propia.

Ciclos Periodo Temperatura Tiempo

- Separacion 952C 2 minutos

10 Separacion cadenas ADN 95¢2C 1 minuto
Hibridacidn de cebadores 45°C 1 minuto
Elongacién de cebadores 729C 1 minuto

15 Separacion cadenas ADN 952C 1 minuto
Hibridacidn de cebadores 48°C 1 minuto
Elongacién de cebadores 72°C 1 minuto
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Separacion cadenas ADN
Hibridacidn de cebadores

Elongacién de cebadores

Elongacién final

Conservacion

Laura Sanz Lopez

1 minuto
1 minuto
1 minuto

10 minutos

oo

Ademas en las condiciones tiempo y temperatura recogidas en la Tabla 4 también se

llevaron a cabo los siguientes cambios; en primer lugar, se utilizaron 7uL ADN molde, en

segundo lugar, se incrementd 22C en cada grupo de ciclos (ver Tabla 4).

Tabla 4. Condiciones para la amplificacidn del gen cnf2. Elaboracién propia.

Ciclos

10

15

15

Periodo

Calentamiento
Separacién cadenas ADN
Hibridacidn de cebadores
Elongacidn de cebadores
Separacién cadenas ADN
Hibridacidn de cebadores
Elongacién de cebadores
Separacion cadenas ADN
Hibridacidn de cebadores
Elongacién de cebadores
Elongacién final

Conservacion

Temperatura

Tiempo

2 minutos
1 minuto
1 minuto
1 minuto
1 minuto
1 minuto
1 minuto
1 minuto
1 minuto
1 minuto

10 minutos

(o]

Las condiciones de la PCR para la amplificacién del gen HIyA utilizadas en este trabajo de

investigacion fueron las descritas por Paton and Paton (36). Las muestras se sometieron a

35 ciclos de PCR, cada uno de los cuales consistié en 1 min de desnaturalizacién a 95 ° C; 2

min de recocido a 65 ° C durante los primeros 10 ciclos, disminuyendo a 60 ° C en el ciclo

15; y 1,5 min de alargamiento a 722C, incrementandose a 2,5 min desde los ciclos 25 a 35.
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Analisis de los productos de la reaccién de PCR

Los productos amplificados por la PCR fueron separados por electroforesis utilizando un gel
de Agarosa “Sigma Aldrich” al 2% en un tampdn TAE al 1% (Tris base 2M, acido acético
glacial 5,7% y EDTA 0,025 M ajustado a pH 7,9) agregando 0,4 /L de colorante Gel RED ®

con el objetivo de visualizar las bandas de ADN.

Para la elaboracién de este gel se diluyd TAE 50X, hasta conseguir una concentracion de 1X.
Posteriormente se adicionaron 2 gramos de agarosa a 100 ml de agua y se llevd a ebullicién.
Posteriormente, se agregd el colorante y se dejé polimerizar. Finalmente, el gel se sumergié
en una dilucion de TAE al 1x, de 600 ml. Una vez realizado el gel se lleva a cabo la

electroforesis.

Para la llevar a cabo la electroforesis, depositaron 0,5 pL de colorante (GelGreen) y 10 uL
del ADN amplificado. Posteriormente, se colocaron los electrodos, teniendo en cuenta una
correcta disposicién de estos, para realizar una diferenciacién de potencial desde el polo
negativo hacia el polo positivo. El voltaje al que llevd a cabo la electroforesis estuvo
comprendido entre 70-100 V durante una hora aproximadamente. Finalmente, el resultado
de la electroforesis se realizé observando los geles en un transiluminador de luz ultravioleta

(Bio Rad)

Antibiogramas

Las cepas positivas al cnf2 fueron sembrados en Triptona soja caldo (TSB) a 372C durante
24 horas. Tras se tiempo Este cultivo de 24 horas se sembrd en Agar Triptona de Soja (TSA)
a 379C durante 24 horas. A partir de este cultivo se realizd una suspensidn bacteriana en
una solucion de Na Cl 0.85 % estéril (p/v) hasta conseguir una turbidez de 0.5, en la escala
de MacFarland. A partir de esta suspensién, se humedecid un hisopo, con el que se sembré
la superficie de una placa Muller Hinton Agar (MHA). Las placas se mantuvieron a
temperatura ambiente durante 5 minutos, seguidamente se colocaron las tiras de
antibioticos (E-test) para: Ampicilina (AM), amoxicilina (AC), enrofloxacina (EF), y
vancomicina (VA). Finalmente, las placas se incubaron a 372C durante 20 horas y a
continuacion se midid la concentracidn minima inhibitoria. Se valora la zona de inhibicion
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alrededor de cada tira, tomandose como CMI el punto mds bajo del circulo que presente el

crecimiento.
Las concentraciones minimas inhibitorias estudiadas para cada antibiético fueron:

- Ampicilina:  0,016-256 ug/mL
- Enrofloxacina: 0,02-32 pg/mL

- Amoxicilina:  0,016-256 ug/mL
- Vancomicina: 0,016-256 pg/mL

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 5 se recogen los resultados de diversas condiciones realizadas para la
amplificacién de tres genes de virulencia. Como se puede observar cuando se siguieron las
condiciones de la PCR, para la amplificacion de los genes hibridacion cnf 1y cnf 2 por Blanco
et al (33) no se amplificd ninguno de los productos correspondientes a los genes antes
mencionados. Aunque esos autores describieron condiciones de PCR iguales de hibridacién
para los dos genes, en este estudio fue necesario cambiar las temperaturas de hibridacion
a lo largo de la PCR para cada gen. Debido a esto, durante el desarrollo de la PCR se
realizaron varios ciclos con temperaturas de hibridacién distintas para amplificar los genes
cfnl, ver Tabla 3 y cfn2, ver Tabla 4. La falta del producto de amplificacién cuando se
siguieron las condiciones de Blanco et al. (33) puede deberse a que la temperatura de
hibridacién que estos autores proponen era 102C superior a la indicada por el proveedor.
Como indica L. Espinosa (37) si la temperatura de hibridacidon es muy alta, la unién de los
oligonucleétidos con ADN molde es inestable y la DNA polimerasa no puede llevar cabo la
sintesis del ADN complementario. Sin embargo, cuando la temperatura de hibridacion
usada fue la recomendada por el proveedor, 452C, la PCR mostré diversos fragmentos
inespecificos en la amplificacién del gen cnfl, pero no se observaron esos fragmentos para
gen cnf2 (ver Figura 4). De acuerdo con Espinosa (37) cuando la temperatura de hibridacion
es baja los fragmentos amplificados son inespecificos. Respecto a la amplificacién del gen

HIyA no fue necesario cambiar las indicaciones descritas por Paton y Paton (36).

Tabla 5. Resultados de las diversas condiciones de la PCR en funcién del tipo de gen y segun

lo descrito en materiales y métodos. Elaboracién propia.
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Condiciones cnfl cnf2 HlyA
PCR Bianco et al (33) - - ND
PCR crf1 + - ND
PCR o2 - + ND
PCR Hiya ND ND +

PCR Biancoetal (33) Ver Tabla 2 (materiales y métodos); PCR 1 ver Tabla 3 (materiales y métodos); PCR cnf2 Tabla
4 (materiales y métodos); PCR Hiyaci son las que describen Paton y Paton (36); (-) producto no amplificado; (+)

producto amplificado; (ND) no determinado.

En la Figura 4 se muestran los productos obtenidos de la amplificacion de los genes cnfl
(figura 4A), cnf2 (figura 4B), HIyA (figura 4C), a partir de las cepas usadas como control
positivo para cada uno de los genes. La figura 4D se muestran dos de las cepas de E. coli
aisladas de conejo que contenian el gen de cnf2.

Ademas las figuras 4A, 4B, y 4C, muestran el tamario de los productos amplificados para los
genes cnfl, cnf2 y HIyA, que fue de 543 pb para los dos primeros genes (33), y 569 pb para
el ultimo gen (36). Debido a que los primers utilizados amplificaban fragmentos de peso
molecular muy similares para los genes cnfl y cnf2 no fue posible disefiar una PCR multiple.
Los genes cnfl y cnf2 son los responsables de la formacidn de los factores necrotizantes
(CNF1 y CNF2), que inducen la desaminacion de la glutamina formando acido glutdmico
produciendo una reorganizacion de las fibras del estrés de la actina en el citoesqueleto,
provocando apoptosis celular (25). La presencia del gen cnf2, se ha encontrado asociado a
cepas de E. coli aisladas de terneros y corderos con diarrea, mientras que el gen ¢fn1 ha sido
asociado con cepas de E. coli aislados de humanos (52). Knust et al. (38) indican que es
menos comun encontrar cepas de E. coli que contengan el gen cnf2, que el gen cnfl en
muestras de sangre y heces de humanos. Ademads, parece ser que existe una asociacién
entre la presencia del gen HIyA y el gen cnfl en cepas aisladas de humanos con infecciones
en el tracto urinario (ITU), proporcionando un mayor caracter de patogeneicidad (38). En
este trabajo no se ha encontrado en ninguna de las cepas positivas para el gen cnf2 la
presencia del gen HIyA, esto podria indicar una menor virulencia de las cepas aisladas en

conejo con sintomatologia diarreica.
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Figura 4. Controles positivos de los diferentes genes estudiados, y resultados positivos de

diferentes cepas del gen cnf2. Elaboracién propia.

55 56 57 58 Ci136b 1 2 3 4 M8a

543 pb

15 21 24 25 360 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

569 pb

C D

Figura 4A, cddigos de cepa de 55 a 58; C136b control positivo gen cnfl; Figura 4B, codigos de cepa de 1 a 4;
M8a control positivo gen cnf2. Figura 4C, codigos de cepa de 15, 21, 24, 25 (cepas positivas del gen cnf2); 360
control positivo gen HIyA; Figura 4D, cédigos de cepa de 15 a 25.
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En la Tabla 6 se recogen el nUmero de cepas que resultaron ser positivas para todos los
genes ensayados. De un total de 101 cepas de E. coli ensayadas, solo 8 fueron positivas para
el gen cnf2, corresponde al 7,9% del total de cepas, y ninguna para los genes cnfl y HlyA.
Todas las cepas que resultaron positivas se pueden ver en el Anexo 2. Estos resultados
fueron inferiores a los encontrados por Pohl et al, 1993 (45) quienes encontraron un 11%
de las cepas aisladas de ganado bovino albergaban el gen cnf2 y fueron superiores a los
encontrados por Blanco et al (33), estos autores encontraron una incidencia de 0,66 % en

conejos con sintomatologia diarreica.
Tabla 6. Resultados positivos de los diferentes genes. Elaboracion propia.

No. de cepas positivas cnfl cnf2 cnfl + cnf2 HlyA
E. coli
0 - - - -
8 - + - -
0 - - - -
0 - - B, .

cnfl, gen cnfl. cnf2, gen cnf2; cnfl + cnf2, genes cnfl + cnf2; HIyA, gen HlyA; (-) negativo; (+) positivo.

En la Tabla 7 se recoge la resistencia a antibidticos (concentracion minima inhibitoria
(ug/mL)) de los aislamientos de de E. coli positivas al gen cnf2. Como se puede observar,
respecto a la ampicilina, Unicamente 3 cepas mostraron una concentracién minima
inhibitoria (CMI) por debajo del punto de corte (8 ug/mL), y 5 cepas mostraron una CMI
superior al punto de corte considerado, siendo estas resistentes a este antibidtico. Todas
las cepas de E. coli mostraron concentraciones minimas inhibitorias para la enrofloxacina
por debajo del punto de corte considerado para establecer la resistencia a este antibidtico.
Respecto a la amoxicilina, 3 cepas mostraron concentraciones minimas inhibitorias
superiores a 8 (ug/mL), el punto de corte establecido para indicar la resistencia a este
antibidtico. Todas las cepas mostraron una CMI mayor de 256 pug/mL a la vancomicina, es
decir, todas las cepas fueron resistentes a este antibidtico. Cabe destacar que las cepas 62,
63 y 64 mostraron resistencia a mds de un antibidtico (ampicilina, amoxicilina vy
vancomicina), ademads la cepa 62 fue la que mostré la mayor concentracién minima
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inhibitoria para la ampicilina (128 pg/mL) y la amoxicilina (32 pg/mL). En este estudio se
comprueba la resistencia intrinseca de E. coli a la vancomicina, este antibidtico se incluyd
en este trabajo de investigacidon porque los criadores de conejo lo usan frecuentemente

para tratar enfermedades gastrointestinales.

Los resultados de Shahrani et al. (48) fueron superiores a los encontrados en este trabajo
de investigacidn, estos autores encontraron que el 35% de las cepas de E. coli aisladas de
terneros diarreicos fueron resistentes a la enrofloxacina. Respecto a la ampicilina los
resultados de estos autores, y de los autores Nader et al. (49), fueron igualmente superiores
a los encontrados en este estudio, presentando porcentajes de 51%, 54,5%y de 45% de
cepas resistentes, respectivamente. Los resultados de estos autores para este antibiético
no fueron muy distintos a los de este trabajo. Esto quiere decir que puede haber una
transferencia de la resistencia a los antibidticos estudiados a E. coli potencialmente
patégena en este trabajo cuando los animales son tratados con antibiéticos para el

tratamiento de enfermedades.

Tabla 7. Concentracién minima inhibitoria (ug/mL) de diversos antibidticos de las cepas de

E. coli positivas al gen cnf2* Elaboracién propia.

Cepa Ampicilina Enrofloxacina Amoxicilina Vancomicina
21 8 4 3 >256
25 8 0,094 3 >256
26 12 0.064 3 >256
31 4 0,125 2 >256
33 8 2 3 >256
34 6 0.064 3 >256
62 128 0,38 32 >256
63 12 0,094 12 >256
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64 12 0,094 12 >256
73 12 0,094 ND >256
Resistencia 5(8?) 0(10°) 3(8?) 11(ND)

Los superindices indica la referencia bibliografica de los puntos de corte considerados: (a) EUCAST (2020) (46);
(b): Piras et al. (2015) (47); ND: no determinado; Etest, AB BioDisk. El nUmero entre paréntesis hace referencia
a la concentracion minima inhibitoria, y el nimero situado a la izquierda del paréntesis hace referencia al

numero de cepas que supera este limite. ND: punto de corte no determinado por organismos oficiales.

Figura 5. En la Figura 5 se muestran las CMI realizadas en agar Muller Hinton para cepas de
E. coli positivas al gen cnf2. La CMI de cada uno de los antibidticos se muestra con la flecha

negra. Por ejemplo, la CMI para AM se sitla en 4 y para EF 0,094. Elaboracién propia.

A B
Figura 5A: CMI para los antibiéticos AM: Ampicilina; Figura 5B: CMI para los antibidticos VA:
EF: Enrofloxacina (cepa 21) Vancomicina; AC: Amoxicilina (cepa 63)
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CONCLUSIONES.

En este trabajo se indican las etapas de la PCR que deberan de usarse con los cebadores

descritos en materiales y métodos para la amplificacion de los genes: cnfl, cnf2 y HIyA

Del total de 101 cepas de E. coli aisladas de conejo con sintomatologia diarreica un 7,9%

fueron positivas al gen cnf2, es decir, fue el gen mayoritario en las cepas de estudio.

Las E. coli positivas al gen cnf2 (ocho cepas) mostraron mayor resistencia a los antibiéticos
ampicilina y amoxicilina. Se observd una baja resistencia de estos microorganismos a la
enrofloxacina, y todos mostraron una CMI superior a 256 (ug/mL) para la vancomicina. La
baja CMI observada en la enrofloxacina podria suponer que este antibiético pueda ser

utilizado para tratar infecciones gastrointestinales en estos animales.
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ANEXOS

Anexo 1: Tabla de serotipos y serogrupos de E. coli mas comunes causantes de diarrea.

ETEC EIEC EPEC EAEC STEC
06:H- 028ac:H- 018 03:H2 01:MN 023:H7  085:H10 0117:H14 0166:H15
06:H16 029:H- 026:H- 015:H18  O1:H1 023:H16 085:H23 0117:H19 0166:H28
08:H- 0O112ac:H- 026:H11 044:H18  O1:H2 025:H- 085:H10 0118:H16 0168:H-
011:H27 0124:H- O55:H- 077:H18  0O1:H20 025:H11 85:H23 0117:H30 0169:H-
020:H- 0124:H7 0O55:H6 086:H- O1:HNT 026:H- 086:H10 119:H- 0171:H2

26:H2
025:H- 0124:H30 O55:H7 0111:H21 0O2:H1 026:H8  088:H- 0119:H5  0172:H-
027:H- 0135:H- 086:H- 0127:H2 02:H2:K1 026:H11 0O91:H- 0120:H19 OX3:H2
027:H7 0143:H- 086:H34 ONT:H10  0O2:H6 026:H21 091:H10 0121:H- ONT:H21
027:H20 0144:H- 0111:H- 02:H7 026:H32 091:H14 0121:H8  ONT:H25
080 0152:H- 0O111ab:H2 02:H27 027:H- 091:H21 0126:H- ONT:H28
085:H7 0167:H5 0119:H6 04:H40 039:H4  098:H- 0126:H8  ONT:H47
0114:H21 0135:H- 0125ac:H21 O5:H- 039:H8  098:H8 0126:H21 OR:H-
0115:H21 0126:H- 05:H16 045:H- 0103:H- 0126:H27 OR:H20
0126:H9 0126:H2 06:H- 045:H2 0103:H2 0128:H12 OR:H21
0128ac:H27 0126:H27 06:H1 045:H7  0103:H4 0137:H41
0139 0127:H21 06:H29 O50:H- 0103:H6 0141:H-

144:H-

0148:H28 0128ab:H2 08:H- O55:H- 0103:H25 0145:H-
0149:H4 0128:H12 08:H14 O55:H6  0104:H7 0145:H16
0149:H10 0142:H6 08:H21 0O55:H7  0109:H2 0145:H25
0153:H45 0158:H23 09ab:H-  055:H10 0110:H- 0145:H28
0159:H- 011:H49  O55:H? 0110:H19 0146:H-
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Cepas

O N o U1 A W N =

N N N N N N N N N R R R RBR R RBR R R
® N 6O N1 B W N B O W ® N o U A W ©

cnfl
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo

Anexo 2: Tabla de resultados

cnf2
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo
Negativo
Negativo

Negativo

Laura Sanz Lopez

HIyA
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo
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29
30
31
32
33
34
35
36
37

38

39

40

42

43

44

45

46

47

49

50

52

53

54

55

56

58

59

60

62

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Positivo

Laura Sanz Lopez

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo
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63
64
65
67
69
70
71
72
73
74
75
77
79
80
81
82
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo

Positivo
Positivo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo
Positivo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo

Laura Sanz Lopez

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo
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98

99

100
101
102
104
105
107
108
110
117
118
119
120
121
122
123

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo

Laura Sanz Lopez

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo
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