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RESUMEN

Escherichia coli enteropatdgena (EPEC) es un importante agente etiologico causante de diarrea en nifios < 5
afios y uno de los principales patotipos de E. coli diarreogénicos (PED) asociados con diarrea infantil en México.
EPEC pertenece a la familia de bacterias que inducen en el intestino del hospedero la lesién de Adherencia y
Esfacelamiento (A/E). Esta familia incluye varios patégenos intestinales como E coli enterohemorragica (EHEC)
otro PED y Escherichia albertii considerado un patégeno emergente de humanos. La lesion A/E es el resultado
de la unién de intima una molécula en la superficie de EPEC a su receptor tir (translocated intimin receptor)
sobre el enterocito, translocado al citoplasma de éste a través del sistema de secrecion tipo IIl (T3SS) de EPEC,
lo que conlleva a la movilizacion de actina hacia el sitio de unidn forméandose un pedestal por debajo del sitio de
unién de EPEC, lo que induce la desaparicion (esfacelamiento) de las microvellosidades intestinales. Todos los
genes necesarios para inducir esta lesidén se encuentran en la isla de patogenicidad (PAIl) LEE (locus of
enterocyte effacement). EI PED EPEC se define con base en la presencia de LEE y la ausencia de los genes
para las toxinas Shiga. También hay varios otros efectores no codificados en LEE (Nle) translocados por el
T3SS. Las cepas de EPEC pueden pertenecer a dos grupos EPEC tipica (EPECt) y EPEC atipica (EPECa).
Ambas grupos se identifican por la presencia del gen de intimina codificado en LEE, pero solo las EPECt ademas
contienen el gen que codifica para la fimbria “bundle forming pili (bfpA). EPECt se describi6 por primera vez en
los 40s; es un patogeno asociado a casos de diarrea principalmente en nifios < 6 meses. Sin embargo,
actualmente EPECa es mas prevalente mas en México y en el mundo. EPECa se ha asociado con casos de
diarrea en infantes, pero algunos estudios de casos y controles han mostrado prevalencias similares entre
ambos grupos EPECt es un patotipo muy conservado mientras que las cepas de EPECa son muy heterogéneas,
por lo que se agrupan en linajes diferentes. Por lo que el objetivo de este trabajo fue identificar clonas virulentas
de EPECa, asi como identificar que genes asociados a estas cepas para utilizarlos como marcadores genéticos
e identificar los linajes a los que pertenecen. Se secuenciaron masivamente 24 cepas de EPEC aisladas como
Unico patdgeno de heces de nifios con diarrea (20 cepas) y asintomaticos (4 cepas) casi todos < 5 afios, 23 se
confirmaron como EPECs y una se identifico como Escherichia albertii. Se analizaron estos genomas
ensamblados para identificacion de LEE y de otros genes de patogenicidad ya descritos en E. coli (fimbrias,
toxinas, efectores y al sistema de secrecién tipo 6 (T6SS). En el analisis filogenético basado en LEE mostr6 que
teniamos 4 clados; el clado | contenia 8 cepas, todas pertenecian al linaje 2, la Unica cepa de EPECt se agrupo
en el clado l,a pertenece al subgrupo 6 y las 7 restantes todas EPECa formaron el clado I,b pertenecen al
subgrupo 8. El clado 1,b mostr6 estar altamente conservado, todas las cepas fueron aisladas de nifios con
diarrea, 6 de cuadro moderados y 1 agudo, casi todas tuvieron las mismas tres PAI, incluyendo una que
describimos por primera vez en este trabajo, asi como la proteina Iss. Las cepas de este clado asociaron con
una mayor carga de EPEC en las heces de estos nifios. Todas las cepas del clado Il y Il fueron aisladas de
nifios con diarrea y ,pertenecieron al mismo linaje y subgrupo, respectivamente. El clado IV contiene cepas muy
diversas y las 4 cepas de nifios asintomaticos. Se identifico un T6SS en 13 cepas, con una alta homologia (95-
98%) con los descritos en las cepas de EHEC 026 y 0103; estas cepas mostraron asociaciones significativa:
con la severidad del cuadro clinico del nifio, con un mayor nimero de evacuaciones por dia y una mayor duracién
del episodio de diarrea. Se realizé la busqueda de genes de virulencia en una coleccién de cepas de EPEC
aisladas de 28 nifios con diarrea y 38 asintomaticos, observando en las cepas de los casos una prevalencia
significativa de los genes nleA y nleH1, efectores involucrados en la inhibicidn de la respuesta inmune innata.
Al infectar células Caco-2 con estas cepas y las secuenciadas, las células infectadas con cepas de casos
expresaron menos IL-6 que las cepas de controles, mostrando que in vitro inhiben la respuesta inmune innata.
Estandarizamos las condiciones para inducir la formacion de pedestales, mostrando que todas las cepas
secuenciadas que contenian la PAI LEE formaron pedestales estas EPEC habian sido identificadas solo por el
gen de intimina corroborando que los métodos moleculares correlacionan con el fenotipo.



ABSTRACT

Enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) is an important etiological agent of diarrhoea in children < 5 years of
age is as well one of the main diarrheagenic E. coli pathotypes (DEC) associated with infant diarrhoea in México.
EPEC belongs to the family of bacteria that induce the Adherence and Effacement lesion (A/E) on the host
intestine. This family includes several intestinal pathogens as enterohaemorrhagic E coli (EHEC) another DEC
and Escherichia albertii considered an emerging human pathogen. The A/E lesion results from the union of intima
a molecule on the EPEC surface to its receptor Tir (translocated intimin receptor) on the enterocyte, translocated
to the its cytoplasm through the EPEC type Il secretion system (T3SS), resulting in the mobilization of actin
towards de binding site and the formation of a pedestal underneath the attached EPEC, inducing the intestinal
microvilli effacement. All the necessary genes for the induction of this lesion are harboured in the pathogenicity
island (PAI) LEE (locus of enterocyte effacement). EPEC is defined based on the presence of LEE and the
absence the absence of the Shiga toxin genes. There are several non-LEE encoded (Nle) effectors also
translocated by the T3SS. EPEC strains may belong to two groups typical EPEC (tEPEC) and atypical EPEC
(aEPEC). Both groups are identified by the presence of intimin, LEE-encoded, but only tEPEC strains will harbour
the bfpA gen encoding for the bundle forming pilus. tEPEC was first described in the 40’s; is a pathogen
associated with diarrheal cases mainly in children < 6 months of age. However, nowadays aEPECa is more
prevalent in México and worldwide. aEPEC has been associated with diarrheal cases among infants, but some
studies of cases and controls have shown similar prevalence between both groups. tEPEC is a highly conserved
pathotype while aEPECa is very heterogeneous, therefore they grouped in different linages. Therefore, the
objective of this work was the identification of virulence aEPEC clones, as well as to identify genes associated
with these strains to be used as genetic markers and identify to which linages they belong. Twenty-four EPEC
strains isolated as unique pathogens from the faeces of children, almost all < 5 years of age, with diarrhoea (20
strains) and asymptomatic (4 strains) were subjected to whole genome sequence, 23 were confirmed to be EPEC
and one as Escherichia albertii. The assemblies genomes were analysed for the identification of LEE and other
virulence genes described in E. coli (fimbria, toxins, effectors and type VI secretion system (T6SS). Based on
the phylogenetic analysis of LEE revealed 4 clades; clade | contained 8 strains, all belonging to linage 2, the only
tEPEC strain grouped in clade |,a belonging to subgroup 6, the remaining 7 strains, all aEPEC, grouped in clade
I,b belonging to subgroup 8. Clade 1,b was highly conserved, all the strains were isolated from children with
diarrhoea 6 mild cases and 1 from an acute case, almost all strains harboured the same three PA, including one
described for the first time in this study, as well as the protein Iss. The strains belonging to this clade were
associated with a higher EPEC load in the children faeces. All strains from clade Il y Ill were isolated from children
with diarrhoea belonging to the same linage and subgroup, respectively. Clade IV contained very diverse strains
and the 4 strains from asymptomatic children. A T6SS was identified in 13 strains, with a high homology (95-
98%) with those described in EHEC 026 and 0103 strains; a significant association was shown of these strains:
with the severity of the child clinical case, with a greater number of depositions per day y a longer duration of the
diarrheal episode. In a collection EPEC strains isolated from 28 children with diarrhoea and 38 asymptomatic
children we sought out virulence genes we observed that the strains from cases had a significantly higher
prevalence of nleA and nleH1 de los genes, effectors involved in the inhibition of the innate immune response.
After infecting Caco-2 cells with these strains and the ones we sequenced the cells infected with strains from
cases expressed less IL-6 that the ones infected with strains from controls, showing the inhibition of the innate
immune response in vitro. Standardization of the conditions to induce pedestal formation revealed that all the
sequenced strains containing PAI LEE produced pedestals, these EPEC strains were identified just by the intimin
gen, corroborating that molecular methods correlate with phenotype.
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1. INTRODUCCION

1.1.La epidemiologia de la diarrea en el mundo

La diarrea se define como un cambio en el patrén de las deposiciones, tres 0 mas veces al dia (o con
una frecuencia mayor que la normal al patrén de la persona) de heces liquidas o semiliquidas. La
OMS estima que anualmente las enfermedades gastrointestinales causan la muerte de alrededor de

525 000 nifios menores de 5 afios (https://www.who.int/es/news-room/fact-sheets/detail/diarrhoeal-

disease). Los agentes etiologicos més frecuentemente identificado en nifios con diarrea incluyen virus:
rotavirus, norovirus, enterovirus; bacterias: Salmonella enterica sp., Shigella sp., Vibrio cholerae,
Campylobacter jejuni'y los patotipos de Escherichia coli diarreogénicos (PED); parasitos: Entamoeba

hystolica, Ascaris lumbricoides, Cryptosporidium sp., Giardia (Walker, Sack y Black, 2010).
1.2. La epidemiologia de la diarrea en México

Las enfermedades gastrointestinales en México son la 2da causa de mortalidad debido a
enfermedades infecciosas en nifios de 1 a 4 afios, con una tasa de mortalidad para el 2017 de 0.4 por
cada 1000 nifios nacidos vivos. Por otro lado, para el afio 2016 se estimo que el 2.9% de los nifios de

1 a 4 afios que presentaron cuadros de diarrea fallecieron (https://www.inegi.org.mx/,

https://www.who.int/gho/child_health/mortality/causes/). Las diarreas en México siguen presentando

altas morbilidades, la encuesta nacional de Salud y Nutricidn del 2012 reportd una incidencia de diarrea
del 11% en nifios menores a 5 afios. Los estudios de busqueda intencionada de patdgenos causantes
de diarrea realizados antes de la introduccion de la vacuna Rotavirus, revelaron que este virus era
principal agente etioldgico asociado a diarrea aguda, tanto de casos que requerian hospitalizacion

como de comunidad, como a muertes (Richardson et al., 2010).

En México los patotipos de E. coli diarreogénicos, han sido frecuentemente identificados como agentes
patogenos causantes de diarrea en la poblacion infantil tanto de casos que requirieron hospitalizacion
como de comunidad, (Estrada-Garcia et al., 2005; Estrada-Garcia et al., 2009; Navarro y Estrada-
Garcia, 2010; Patzi-Vargas et al., 2015; Canizalez-Roman et al., 2016).


https://www.inegi.org.mx/
https://www.who.int/gho/child_health/mortality/causes/

Como se muestra en la Figura 1, en un estudio de busqueda intencionada de patogenos causantes de
diarrea, que se realizé en un Hospital de tercer nivel en Mérida Yucatan del 2007-2011, los PED fueron
los patogenos bacterianos mas frecuentemente identificados en las heces de nifios menores de 5 afios
que requirieron hospitalizacion por diarrea aguda, (Patzi-Vargas et al., 2015). Cabe mencionar que
como la vacuna de rotavirus se introdujo a nivel nacional entre el 2007-2008 no se busco este patdégeno
en estas muestras. Ademas, en un estudio realizado después de la introduccion de la vacuna de
rotavirus al estado de Yucatan, también en nifios menores a 5 afios que requirieron hospitalizacion, se
observé que los PED fueron los agentes etioldgicos de diarrea aguda mas prevalentes (Figura 2),
significativamente por arriba de Rotavirus y bacterias como Salmonella spp y Shigella spp (Meza-
Segura, 2017).
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Figura 1. Prevalencia de los PEDs. se muestra la prevalencia de los patdgenos bacterianos identificados en las

heces de nifios con diarrea aguda que requirieron hospitalizacién (Patzi-Vargas et al., 2015).
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Figura 2. . Prevalencia de los PED en el estudio mas recientes. .Se muestra la prevalencia de los patogenos

virales, bacterianos y parasitarios identificados en las heces de nifios que requirieron hospitalizacién por diarrea

aguda, observandose que de manera significativa los PEDS fueron el grupo mas prevalente (p< 0.0001).

1.3. Los patotipos de E. coli diarreogénicos (PED).

1.3.1. Escherichia coli

Escherichia coli es una bacteria gram-negativa que es parte de la microbiota intestinal de animales de
sangre caliente y es la bacteria anaerobia facultativa predominante del intestino grueso. E. coli coloniza
el tracto intestinal de los recién nacidos desde las primeras horas de vida, estableciendo una relacion
mutualista con el hospedero (Kaper, Nataro y Mobley, 2004). Sin embargo, algunas cepas de E. coli
han adquirido diferentes factores de patogenicidad, a través de mecanismos de transferencia
horizontal de genes, por lo que pueden causar enfermedades gastrointestinales, a estos grupos de

cepas se les conoce como patotipos de E. coli diarreogénicos.



1.3.2. Clasificacion de los patotipos de E. coli diarreogénicos.

Los patotipos de E. coli diarreogénicos se han clasificado con base en sus mecanismos de
patogenicidad y patrones de adherencia sobre células epiteliales. Hasta el momento se han descrito 6
patotipos: E.coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enterodifusa (DAEC), E. coli enteropatégena (EPEC),
E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli productora de toxinas Shiga
(STEC) dentro de este grupo se encuentran las cepas de E. coli enterohemorragica (EHEC), que
ademas de producir la toxina Shiga, tienen una isla de patogenicidad similar a las cepas de EPEC
(Kaper, Nataro y Mobley, 2004). Actualmente la identificacion de los patotipos se hace por medio de la

busqueda de genes asociados a los mecanismos especificos de patogenicidad o de adherencia.

Todas las cepas de EPEC contienen un gen (eaeA) que codifica para una proteina denominada
intimina asociado con su patogénesis, no presentan los genes de las toxinas Shiga, y con base en la
presencia 0 ausencia de un gen que codifica para la fimbria BFP (bundling forming pilus) estas cepas

se han clasificado en EPEC tipica y EPEC atipica, respectivamente (Nataro y Kaper, 1998).
1.3.3. Prevalencia de los patotipos de E. coli diarreogénicos en México

Los estudios moleculares de los patotipos en México se iniciaron desde hace aproximadamente dos
décadas, pero estos no han incluido a todos los patotipos ni a todas las regiones del pais. En un estudio
realizado de la prevalencia de los PEDs en nifios hospitalizados por diarrea aguda en la Ciudad de
México y Villahermosa Tabasco donde se buscaron todos los patotipos menos DAEC se observé que
el patotipo méas prevalente fue EAEC seguida de EPEC atipica (Estrada-Garcia et al., 2005). Como se
muestra en la Tabla 1 la distribucién de los patotipos es diferente dependiendo de la region de estudio
y afos en que se realiz6. Ademas este estudio mostro con base en el patrdn de drogorresistencia que
EPEC atipica (EPECa) era un patdgeno emergente causante de diarrea en México. Como se muestra
en la figura 3, en el estudio donde se realizd la busqueda de rotavirus y varias bacterias patégenas en
las heces de nifios que requirieron hospitalizacidn por diarrea aguda, los PED fueron los principales
patogenos identificados siendo el patotipo méas prevalente DAEC, seguido de EAEC y EPEC atipica
(Figura 3) (Meza-Segura, 2017) . También los patotipos se han aislado de nifios menores de 5 afios
de comunidad con diarrea. La busqueda de 4 patotipos ETEC, EPEC, EIEC y STEC en nifios con
diarrea mostro que EPECa era el patotipo méas prevalente en nifios menores de 12 meses (Estrada-
Garcia et al., 2009).



En nifios con diarrea de diferentes comunidades en Sinaloa se mostré que el patotipo mas prevalente
fue EAEC seguido de EPECa y este patotipo se asocié significativamente con diarrea en el grupo de

nifios menores de 2 afios (Canizalez-Roman et al., 2016).

Tabla 1. Prevalencia de los PED asociados a diarrea aguda que requirié hospitalizacién en nifios mexicanos

menores de 5 afos.

DAEC : -
EAEC 55 (41.4) 73 (52)
EPEC 26 (14) 33(24)
EPECt 6(23) 8(24)
EPECa 20 (77) 25(76)
ETEC 27(20.4) 24(17)
STEC 18(13.5) 9(6)
EIEC 7(5.3) 1(1)
TOTAL 133 140
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Figura 3. Distribucién de patotipos. muestra la distribucidn de los patotipos de E. coli diarreogénicos, en nifios
menores de 5 afios hospitalizados por diarrea aguda en un hospital de tercer nivel en Mérida, Yucatan, donde

se muestra que DAEC es el principal patotipo asociado a diarrea seguido de EAEC y EPEC.

1.4. Epidemiologia de las EPEC en el mundo

EPEC no es solo un patégeno importante causante de diarrea en México sino también en el mundo.
Se ha asociado tanto a de casos de diarrea aguda de comunidad y que requirieren hospitalizacién
como a casos de diarrea persistente (cuya duracion es de 14 dias o0 mas) (Ochoa J.y Contreras A.,
2011; Hu y Torres, 2015). Desde los afios 40 hasta los 80 los estudios mostraron que EPEC tipica
(EPEC) era mas prevalente, pero desde los afios 90, se observd un cambio en la epidemiologia en
donde EPECa, se aislaron con mayor frecuencia de casos de diarrea infantil (Tabla 2). Este cambio
epidemioldgico se observd en un inicio en los paises industrializados en donde EPECa inicio el
desplazamiento de EPECt (Bokete et al., 1997; Afset, Bergh y Bevanger, 2003).



Ademas, EPECt dejo de ser un patdgeno de paises industrializados, como lo fue en los afios 60s y
70s, para convertirse en uno de los principales patégenos intestinales en los paises en vias de
desarrollo (Estrada-Garcia et al., 2005; Ochoa et al., 2008; Estrada-Garcia et al., 2009). Sin embargo,
en paises subdesarrollados de Asia y Africa se mostré que EPECt sigue estando asociado a
mortalidad infantil (Hazen et al., 2016). A pesar de EPEC atipica se ha asociado a la presencia de
diarrea, en algunos estudios la prevalencia de EPEC atipica en nifios con diarrea es similar en los
nifios asintomaticos (Hu y Torres, 2015) (Tabla 3), por lo que el papel de EPECa como patogeno sigue
siendo controversial (Hu y Torres, 2015; Ingle et al., 2016). Por lo que es indispensable encontrar
marcadores que nos permitan distinguir entre las cepas de EPECa que producen diarrea de las cepas

menos patogenas.



Tabla 2. Prevalencia de EPEC tipica vs. EPEC atipica Tabla modificada de (Ochoa et al., 2008). Se muestra la

prevalencia en los afios finales de los 90s y los primeros afios 2000.

(Vargas etal.,
1996-1997 | <5 451 9(37.5) | 14(62.5) | 2004)
(Ratchtrachenchai

1996-2000 | <12 2629 24(20.2) | 61(71.8) | et al.,, 2004)

(Rappelli etal.,
1998-1999 | <7 548 41(30) | 9(70) 2005)

(Scaletsky  etal.,
1998-1999 | <2 237 21(63) 13(37) 2002)

(Estrada-Garcia
2000-2004 | <5 430 16 (84) | 3(16) et al., 2005)

(Sarantuya etal,
2001-2002 | <16 238 5(55) 5(45) 2004)

(Franzolin  etal.,
2001-2002 | <5 175 0(0) 39(100) | 2005)

(Nguyen etal,
2001-2002 | <5 507 3(11) 13(89) | 2005)

(Al-Gallas  etal.,
2001-2004 | <15 115 2(34) 4(67) 2007)

2002-2003 | <9 446 14.26) | 40(74) | (Vidal etal., 2005)
2002-2003 | <5 461 2(8) 23(92) | (Araujo et al., 2007)
20042005 | <1 509 2(11) | 16(89) | Ochoa et al., 2008)




Tabla 3. Prevalencia de EPEC tipica vs EPEC atipica en diferentes estudios epidemiolégicos llevados a cabo

en afos recientes.

Afios

del

estudio
2004-

2007

2007-

2008

2013-

2014

2006-

2007

2011-

2013
2009

2007-
2011

Edad

<5 afios

<10 afios

<5 afios

< 5 afos

2 a 12
meses

15 dias a
11 afios

< 5 afios

Total
n(%)
46(19.2)
17(12)

15(7.5)

46(5.53)

74(8)

8(3.88)

58(3.53)

1.5. Descripcion de EPEC

EPECt
n(%)

9(3.8%)
1(0.7%)

0(0%)

9(1.08%)

20(2.2%)

0(0%)

51(3.1%)

EPECa
n(%)

37(15.4%)

16(11.3%)

15(7.5%)

37(4.45%)

54(5.8%)

8(3.88%)

7(0.43%)

Total (%)

30(20%)

35(8.35%)

17(8.5%)

N/A

46(11%)

N/A

N/A

EPECt
n(%)
4(2.7%)
2(0.48%)

1(0.5%)

N/A

6(1.41%)

N/A

N/A

EPECa
n(%)
26(17.3%)
33(7.87%)

16(8%)

N/A

40(9.43%)

N/A

N/A

Referencia

Nunes et
al. 2012

Lozeretal.,
2013

Dias et al.,
2016

Patzi-
Vargas et
al., 2015

Contreras
etal., 2011

Foster et
al., 2015

Huang et
al., 2015

EPEC fue el primero de los patotipos que se asocio con cuadros de diarrea aguda en nifios del Reino

Unido y Estados Unidos, en la decada de los 40 y los 50, respectivamente (Deborah Chen y Frankel,

2005). Aunque fue identificado como patogeno, los mecanismos de patogenicidad por los cuales

causaba diarrea no sé dilucidaron hasta los ochentas. Una de las primeras caracteristicas asociadas

a este patotipo fue descrita por Cravioto(Cravioto et al., 1979), en donde mostré que las cepas de

EPEC tienen un patrén caracteristico de adherencia a células epiteliales humanas de carcinoma de

laringe (HEp-2) comparado con cepas de E. coli comensales.



EPEC se adherian formando microcolonias sobre las células HEp-2, al cual se le llamé patron de
adherencia localizada (Deborah Chen y Frankel, 2005). Utilizando la cepa de referencia de EPEC
E2348/69 se demostrd que este patron de adherencia se debia a la presencia del plasmido pMAR2,
conocido en la actualidad como plasmido EAF (EPEC Adherence Factor) (Baldini, Nataro y Kaper,
1986; Mcconnell et al., 1989). Finalmente en 1991, se describi6 que este plasmido codificaba para una
fimbria que permite tanto la adherencia de las bacterias a la célula como entre ellas , dando como
resultado el patrén caracteristico de adherencia localizada, esta fimbria fue llamada BFP (Bundle-

forming pilus) (Giron, Ho y Schoolnik, 1991).

En 1983 se describid por primera vez la presencia de una lesién caracteristica en el intestino de
animales infectados con EPEC, esta lesion histologica se denomind: Lesion de Adherencia y
Esfacelamiento (A/E) (Moon et al., 1983). La capacidad de formar la lesion A/E, se debe a la presencia
de un sistema de secrecion tipo Il y otras proteinas capaces de promover la union intima al enterocito
y la movilizacién de actina, que se encuentran codificadas en una isla de patogenicidad llamada LEE

(Locus of Enterocyte Effacement) (Caron et al., 2006).
1.6. Lesion de Adherencia y Esfacelamiento (A/E).

La lesion es el resultado de una union estrecha o “‘intima” de la bacteria a los enterocitos cuyas
consecuencias son el Esfacelamiento o desaparicion de las microvellosidades y la formacion de una

estructura en forma de pedestal debajo del sitio donde se encuentran adheridas las bacterias.

El esfacelamiento de las microvellosidades y la formacion del pedestal se deben a la movilizacién del
citoesqueleto de actina al sitio de infeccion de las bacterias. Por lo que la formacién de este tipo de
estructuras in vitro ha sido importante en la identificacion de las cepas de EPEC. La técnica por la cual
se evidencian la formacion de los pedestales in vitro se llama FAS (Flourescence actin staining), la
cual consiste en la infeccidn de células HEp-2 con las cepas de EPEC, y posteriormente la tincion con

faloidina acoplada a un fluoréforo (Knutton, Lloyd y McNEISH, 1987).
1.6.1. Otros patégenos que forman la lesion A/E.

En la actualidad se han descrito otras patdgenos intestinales capaces de producir la lesion A/E ademas
de EPEC, los cuales contienen homélogos de la isla LEE (Jores, Rumer y Wieler, 2004), como EHEC
que ademas de la capacidad de producir esta lesion, produce toxinas tipo Shiga, esta bacteria puede
infectar humanos y bovinos. REPEC (Rabbit enteropathogenic E. coli) y Citrobacter rodentium son
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bacterias capaces de producir la lesion A/E que infectan conejos y ratones respectivamente y producen
la lesion de A/E (Jores, Rumer y Wieler, 2004). Ademas, recientemente se ha descrito nueva especie
que la puede formar, se ha denominado Escherichia albertii, la cual se ha aislado de muestras tanto
de aves y de seres humanos (Nimri, 2013; Grillova et al., 2017)y son generalmente lactosa negativas,
al contrario de Escherichia coli que son en su mayoria lactosa postivas (Abbott et al., 2003). Debido a
que E. albertii se definié6 como una nueva especie recientemente, se han reanalizado algunas cepas
lactosa negativas, previamente identificadas como EPECa, y se han reclasificado como E. albertii
(Ooka et al., 2013).

1.6.2. Mecanismo molecular de la formacion de la lesion A/JE

La primer fase del mecanismo de patogenicidad de EPEC es la adherencia primaria, la cual se lleva a
cabo a través de la fimbria BFP en las cepas de EPEC tipica y por diversas fimbrias en la las cepas de
EPEC atipica (Hernandes et al., 2009). En una segunda fase se expresan los genes contenidos en la
isla de patogenicidad LEE, los cuales codifican para un sistema de secrecion tipo lll (T3SS), proteinas
que pueden ser translocadas mediante este sistema de secrecion y una molécula de superficie llamada
intimina, la cual esta codificada por el gen eaeA, el cual es utilizado, como se menciond antes para la

identificacion de las cepas de EPEC.

Una vez que se forma el T3SS, el primer efector translocado es Tir, (Translocated intimin receptor), el
cual, una vez dentro de la célula se ancla a la membrana del enterocito, que es el de receptor de la

intimina, la cual se encuentra expresada en la superficie de la bacteria.

Dilucidar este mecanismo no fue facil ya que no se habia reportado previamente que una bacteria

translocase su propio receptor a una célula hospedera para que una molécula bacteriana se uniese.

La insercién de Tir en la membrana genera un cambio conformacional en esta molécula, exponiendo
el carboxilo terminal el cual es fosforilado en el residuo 474 de tirosina (Y474). La fosforilacion de este
residuo permite que se una la proteina Nck, (Non-catalytic tyrosine kinase) y esta recluta a N-WASP
(neural Wiskott-Aldrich-syndrome protein), que a su vez recluta y activa al complejo Ap2/3, que es una
maquinaria molecular que induce la formacion de filamentos actina. Por medio de este mecanismo se
forman polimeros de actina por debajo del sitio de infeccién, dando lugar a la formacién de un pedestal

y la desorganizacion de las vellosidades (Campellone y Leong, 2003; Lai et al., 2013).
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1.7.Sistema de Secrecion Tipo lll

La formacion de la lesion de A/E se debe a la expresidn de un Sistema de Secrecion Tipo [l (T3SS) y
la translocacion de proteinas a las células eucariontes, a través de éste, las cuales se denominan
efectores y actian sobre diferentes vias de sefializacién de la célula, como por ejemplo del

citoesqueleto, de la respuesta inmune innata y de muerte celular (Santos y Finlay, 2015).

EI T3SS, también llamado inyectisoma, es producido por diversas bacterias patdgenas, es un complejo
tipo aguja, por el cual se translocan proteinas desde el interior de la bacteria hasta el interior de la
celula eucarionte (Figura 4). El T3SS esta constituido por tres regiones principales, 1) el cuerpo basal,
formado por tres anillos que conectan la membrana interna y la membrana externa, 2) el filamento, una
estructura extracelular que funciona como adaptador entre el cuerpo basal y la estructura tipo aguja y
3) la estructura tipo aguja un filamento hueco que permite el paso de las proteinas a través de éste, el
cual en su punta tiene proteinas que se embeben en la membrana de la células eucariontes
(Burkinshaw y Strynadka, 2014). Las proteinas que conforman la estructura basal del inyectosoma son
denominadas Esc (EPEC secretion-system components), mientras que las proteinas que componen

el filamento son denominadas Esp (EPEC secreted proteins) (Kaper, 1998).

En el cuerpo basal, que es una estructura en forma de anillo que se encuentra en la membrana interna
de la célula eucarionte, esta constituida por varias proteinas (EscR, EscS, EscT, EscU y EscV),
mientras que el anillo que se encuentra anclado a la membrana externa esta constituido
exclusivamente por la proteina EscC. Estos dos anillos estan conectados por otros dos anillos
concéntricos conformados por las proteinas Escd y Escl. Una vez que se ha formado el cuerpo basal,
la proteina EscF se transloca a través de estos anillos formandose un primer filamento hueco, al cual
se une posteriormente EspA lo que alarga el primer filamento. Por Ultimo se translocan a través de
este filamento las proteinas EspB y EspD, las cuales constituyen el apice de esta estructura, ambas
proteinas tienen dominios transmembranales que les permite anclarse a la membrana (Figura 4).
Todas las proteinas que constituyen este sistema asi como losefectores se translocan debido a la

accion de una ATPasa que se encuentra en la base del inyectisoma (Gaytan et al., 2016).
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Figura 4. Esquema del T3SS de EPEC (Gaytan et al., 2016). El T3SS es un complejo macromolecular con forma
de aguja compuesto proteinas que atraviesan la membrana interna y externa mediante una estructura que
atraviesa el espacio periplasmico. Ademas de un filamento 0 aguja que contiene en su punta proteinas capaces

de unirse a la membrana de la célula eucarionte.

1.8.La isla de patogenicidad LEE

En todas las bacterias capaces de producir la lesién A/E, el T3SS se encuentra codificado en una isla
de patogenicidad denominada LEE (Locus of Enterocyte Effacement). Las islas de patogenicidad son
grupos de genes que codifican para factores de patogenicidad, que se han incorporado al genoma de
una bacteria y cuyo contenido de GC (Guanina-Citosina) difiere del resto del genoma, estas islas son

adquiridas por las bacterias por medio de mecanismos de transferencia horizontal (Hacker y Kaper,
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2000).La isla LEE tiene un tamafio de 35.6 kb y estd constituida de 41 genes, los cuales estan
organizados en 7 operones (LEE1-LEE7) (Jarvis et al., 1995; Gaytan et al., 2016) (Figura 5).

Ademas del T3SS, en esta isla también se encuentra codificada la proteina intimina, que participa en
la union intima entre la bacteria y el enterocito, asi como su receptor Tir el cual es translocado a la
célula eucariota. Ademas en LEE también se encuentran otros 7 genes que codifican para proteinas

efectoras, las cuales tienen diferentes funciones sobre el enterocito (Gaytan et al., 2016).
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Unknown function ® Sorting platform Secretion regulators
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B Transcriptional regulators PG-ytic enzyme Intimin
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Figura 5. Organizacion de la Isla LEE (Gaytan et al., 2016). La isla LEE contiene los genes necesarios
para la formacion del T3SS asi como los genes que codifican 6 efectores y 3 reguladores

transcripcionales. Esta isla esta compuesta por 41 genes organizados en 7 operones.
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1.9. Efectores asociados al sistema de secrecion tipo lll

1.9.1. Efectores codificados en LEE
Tir (Translocated intimin receptor)

La proteina Tir promueve el reclutamiento de actina e inhibe las vias de sefializacion involucradas en
la translocacion del factor de transcripcion NFkB, el cual tiene funciones importantes sobre la respuesta
inmune innata, puesto que regula la transcripcion de varias citocinas, quimiocinas y péptidos

antimicrobianos del hospedero (Zhang et al., 2017).
Map (mitochondrial-associated protein)

Es un efector cuyo extremo amino terminal se une a la membrana mitocondrial lo cual resulta en su
desestabilizacion ya que disminuye el potencial de membrana provocando la salida del citrocromo C'y
activando la via de las caspasas, lo que lleva a la célula a apoptosis (Santos y Finlay, 2015). Ademés
contiene un motivo WxxxE, que es un GEF (Guanine Nucleotide xchange factor), que activa tanto a la
Rho GTPasa como al Cdc42 el cual recluta a la proteina N-WASP hacia la membrana celular, lo que
resulta en la formacion de filopodios; esta actividad de Map solo se observa en las etapas tempranas
de la infeccidn por las bacterias A/E (Kenny et al., 2002; Alto et al., 2006; Huang et al., 2009). Ademés
Map también participa en la desestabilizacion de las uniones estrechas mediante su interaccion con la
miosina Il (Singh et al., 2018).

EspF (EPEC secreted protein F)

EspF es un efector que puede estar sobre la membrana mitocondrial como en el citoplasma de las
células eucariontes. La union de EspF a la membrana mitocondrial induce su permeabilizacion,
causando la salida del citocromo C y activando las vias de apoptosis (Kenny y Jepson, 2000;
Nougayrede y Donnenberg, 2004). EspF también participa en la desestabilizacién de las uniones

estrechas mediante la interaccion con ZO-1 (Zhang et al., 2010).
EspG (EPEC secreted protein G)

EspG es una proteina que despolimeriza sobe los microtubulos, desestabilizando la estructura del

citoesqueleto (Elliott et al., 2001) y la homedstasis de las uniones estrechas (Glotfelty et al., 2014).
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En EPEC se ha descrito un homdélogo de EspG, denominado EspG2, cuyo gen no esta codificado en

LEE, que tiene la misma funcidn que EspG (Elliott et al., 2001).
EspH (EPEC secreted protein H)

EspH es tal vez el efector de LEE menos estudiado. Se ha descrito que la EPEC mutante en EspH
produce pedestales mas pequefios comparados con células infectadas con la cepa silvestre y por lo
que se ha sugerido que EspH participa en la estabilidad del pedestal (Wong et al., 2012). Por otro lado

la sobreexpresion de EspH en células eucariotas induce la formacion de filopodios (Wong et al., 2012).
EspZ (EPEC secreted protein Z)

Se ha descrito que cuando EspZ interacciona con la proteina transmembranal CD98 estimula la via de
sefializacion de B1-integrina/FAK, la cual regula la homeostasis de las uniones intracelulares implicada
en la supervivencia de la célula (Zhang et al., 2017). EspZ también estabiliza el potencial de la
membrana mitocondrial, a través Tim17b, evitando la salida del citocromo C (Ramamurthy et al., 2018).
Por otro lado se ha sugerido que el complejo constituido por EspZ y EspD regula la translocacion de

efectores de la bacteria a la célula.
EspB (EPEC secreted protein B)

EspB, es un componente del T3SS, también se une al dominio motor de las miosinas, lo que impide la

movilizacion del citoesqueleto afectando principalmente la fagocitosis celular (lizumi et al., 2007).
1.9.2. Efectores no codificados en LEE

Existen varios efectores que no estan codificados en LEE, por lo que a la mayoria de estas proteinas
se les ha dado la nomenclatura ‘Nle’ (non-LEE encoded effector), pero también a algunos de estos
efectores se les ha dado con la nomenclatura de ‘Esp’ (EPEC secreted protein), como a los efectores
codificados en LEE. La mayoria de estas proteinas tienen como blanco principalmente dos vias de
sefializacion celular: la inhibicidn de la respuesta inmune innata y la muerte celular (Santos y Finlay,
2015). Se ha observado en diferentes bacterias A/E, que éstos efectores se encuentran codificados
generalmente en islas de patogenicidad. Sin embargo, se ha reportado que son pocas las islas
comunes entre EPEC E2348/69, EHEC EDL933 y EHEC Sakai, lo que concuerda con la gran
variabilidad de efectores entre cepas de EPEC (Hayashi et al., 2001; Tobe et al., 2006; Iguchi et al.,
2009; Ooka et al., 2015; Ingle et al., 2016).
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Hasta el momento una de las pocas islas de patogenicidad asociadas con cepas de EPECa aisladas
de nifios con diarrea es la isla 0122 PAI de EHEC EDL933 denominada IE6 en EPEC E2348/69, la
cual contiene los genes para los efectores LifA/Efa1, NleB, NIeE, EspL2, también llamado SenB o Set,
(Afset et al., 2006; Vieira etal., 2010). En particular el gen en lifA/efal se ha identificado mas
frecuentemente en aislados de EPEC de nifios con diarrea (Mercado et al., 2016), asi como también
la presencia de este gen se ha asociado con cargas bacterianas altas de EPEC en pacientes con
diarrea (Slinger et al., 2017).

Las funciones de los efectores no codificados en LEE que se conocen hasta el momento, se describen

en la Tabla 4, pero aun falta por caracterizar la funcion de varias de estas moléculas.
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Tabla 4. Caracteristicas del os efectores no codificados en LEE. Se ha demostrado que los efectores no

codificados en LEE tienen diferentes blancos dentro de la célula hospedera.

Cif

EspJ

NieH1

NieH2

NieA

Cycle inhibiting factor

EPEC secreted
protein J

Non-LEE encoded
effector H1

Non-LEE encoded
effector H2

Non-LEE encoded
effector A

Desaminasa

Adenosin-difosfato (ADP)

ribosiltransferasa

Contiene un dominio de
cinasa

Contiene un dominio de
cinasa

Sin un dominio particular

descrito

Arresta el ciclo
celular

Inhibe la actividad
de la perforina-2
(formadora de
poros en
bacterias)

Inhibe la opsono-
fagocitosis via
FcgRlla
FcR and C3
Inhibe la
expresion
dependiente de
NFkB
Inhibe la
activacion de las

vias de apoptosis.

Inhibe la
expresion
dependiente de
NFkB

Inhibe la
activacion de las

vias de apoptosis.

Inhibicion de
proteinas del
Reticulo
endoplasmico al
aparato de Golgi

Inhibicion de la
activacion del
inflamasoma tipo
NLRP3

Inhibe la
activacion de las
vias de la
apoptosis.

Desamina el residuo
GIn40 de la molécula
NEDDS, la cual
participa en la
activacion del ciclo
celular

Ribosila y afiade un
grupo amino a la
cinasa Scr

Inhibe la expresién
dependiente de NFkB

Se une a las proteinas
ERK 1/2 y p38.

Inhibe la expresidn
dependiente de NFkB

Se une a las proteinas
caspasa 3y p38.

Se unen a las
proteinas Sec24 que
conforman el complejo
de proteinas
vesiculares, a cargo
del transporte

Se une a la proteina
NLRP3 e impide la
interaccién con la
proteina ASC.

Inhibe las caspasas 4,
8y9

Morikawa et al., 2010,
Samba-Louka 20009,
Samba-Louka 2008,
Marchés et al., 2003
McCormack et al.,
2015.

Young et al., 2014

Won et al., 2011

Kralicek et al., 2018

Won et al., 2011

Kralicek et al., 2018

Yen et al., 2015

Blasche et al. 2013
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NieB

EspL

NleC

NieD

LifA/Efa1

EspM

EspW

Non-LEE encoded
effector B

EPEC secreted
protein L

Non-LEE encoded
effector C

Non-LEE encoded
effector D

(lymphocyte inhibitory
factor A/ EHEC factor

Adherence

EPEC secreted
protein M

EPEC secreted
protein M

1.10.

Glicosiltransferasa

Cisteina-proteasa

Zinc metaloproteasa

Zinc metaloproteasa

Linfotastina

Dominio WxxxE

sin un dominio particular
descrito

Inhibe la
activacion de
NFkB en
respuesta a un
estimulo de TNF
Inhibe la
activacion de las
vias de la
apoptosis.
Inhibe la
activacion de la
necroptosis y vias
de inflamacion

Inhiben la
activacion de la
via de
translocacion de
NFkB

Inhibe la
activacion de las
vias de la
apoptosis.

Inhibe la
proliferacion de
los linfocitos.
Contribuye a la
adherencia a las
células epiteliales
Formacién de
fibras de estrés y
desprendimiento
celular
Remodelacion de
actina

Glicosila un residuo de
arginina de la proteina
FADD, que activa vias
de inflamacion y
muerte celular

Corta los motivos
RHIM, que participan
en las vias de
activacion de
necroptosis y vias de
inflamacion

Inactiva la subunidad
p65 de NFkB

Se une a las proteinas
ERK 1/2 y p38.

No se conoce el
mecanismo

No se conoce el
mecanismo

Activa las RhoA
GTPasas

Aungue no se conoce
el mecanismo, se sabe
que es dependiente de
Rac-1

Toxinas asociadas a las cepas patogenas de E. coli diarreogénicas.

Pearson et al., 2013

Pollack et al., 2017

Pearson et al., 2017

Hodgson et al., 2015

Creuzburg et al. 2016

Klapproth et al., 2000

Badea et al., 2003

Orchard et al., 2011

Sandu et al., 2017

Se describen en la tabla 5 varias de las toxinas que se han identificado hasta el momento en cepas de

PED. Una familia de las toxinas ampliamente distribuidas en los PEDs son las proteinas conocidas

como SPATES (Serine Protease Autotransporters of Enterobacteriaceae) y se ha propuesto que varias

de estas toxinas pueden contribuir al desarrollo y persistencia de la infeccion. Hasta el momento se
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han descrito varias toxinas en EPEC incluyendo SPATES (Tabla 5) sin embargo, parecen no ser mas
prevalentes estas toxinas su en cepas aisladas de nifios con diarrea que en asintomaticos y tampoco
se han asociado con la severidad del cuadro clinico. Pet que es una SPATES que degrada fodrina,
una proteina del citoesqueleto, es una de las toxinas mas prevalentes en EPEC (Dautin, 2010), asi
como CDT(Citolethal Distending Toxin), la cual tiene funcion de DNasa, induce arresto del ciclo celular
y por ende la muerte de las células (Marques et al., 2003; Kim et al., 2009; Patzi-Vargas et al., 2015;
Fa??s et al., 2016; Meza-Segura, 2017).

Tabla 5. Toxinas asociadas a las cepas patdgenas de E. coli diarreogénicas. A continuacién se
muestran una serie de toxinas que han sido identificadas previamente en distintos patotipos de E.
coli.(Dautin, 2010; Fa??s et al., 2016; Hews et al., 2017).

Induce la contraccién del citoesqueleto, perdida de actina.

=
D
~

pic  Actividad de mucinasa. Hipersecrecion de moco.
satA  Tiene actividad enterotoxigénica. Puede degradar mucina y hemoglobina.
astA  Es similar a la toxina ST de ETEC y puede actuar en forma sinérgica con ésta.

sepA Se ha demostrado que las cepas mutadas en sepa reduce la acumulacion de fluidos, la
inflamacién del tejido y la atrofia de la mucosa en un modelo de conejo.

sigA  Degrada fodrina, efecto citopatico en células HEp-2
hlyA, Forman poros en la membrana de las células eucariontes.
hlyE

cdt  Tiene actividad de DNasa que lleva a la distension del nucleo, al arresto celular
irreversible y a apoptosis.

vat  Toxina vacuolizante.

stcE Metaloproteasa que puede degradar MUC2 y complemento en Intestino
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2. JUSTIFICACION

EPEC continta siendo un agente patdgeno causante de diarrea en nifios menores de 5 afios, en el
mundo como en México. La principal caracteristica de patogenicidad de EPEC es su capacidad de
inducir la lesién de A/E en el intestino de humanos y animales. La identificacién de cepas de EPECa
en afios recientes en casos de diarrea como en sujetos sanos sugiere que la identificacion de efectores
codificados en LEE no es suficiente para distinguir entre cepas patdégenas de EPEC capaces de
producir diarrea y de cepas de EPECa no patdgenas. Por lo que la reciente identificacion y
caracterizacion de varios de los efectores no codificados en la Isla LEE, los cuales tienen diversas
funciones como la evasidn de la respuesta inmune innata asi como inhibir apoptosis, puedan tal vez
ayudarnos a identificar cepas patégenas de EPECa. También sera importante ver si estos factores no
codificados en LEE estan asociados con caracteristicas de los cuadros clinicos de los pacientes con
diarrea producida por EPECa. Por lo que es necesario realizar analisis gendémicos de cepas de EPEC
aisladas tanto de nifios con diarrea como de nifios asintomaticos, para identificar genotipos asociados

con cepas patdgenas.
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3. HIPOTESIS

Las cepas de EPEC aisladas de nifios con diarrea tienen genotipos diferentes a los de las cepas de
EPEC aisladas de nifios asintomaticos, y la severidad del cuadro clinico se asocia con factores de
patogenicidad especificos.
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4. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar el fenotipo y genotipo de los aislados de EPEC de casos de diarrea aguda y de sujetos

asintomaticos y correlacionarlos con el cuadro clinico.
5. OBJETIVOS PARTICULARES

» Secuenciacion masiva y analisis bioinformatico de los genomas de cepas de EPEC

provenientes de nifios con diarrea y asintomaticos.

» Caracterizacion genotipica de las cepas de EPEC aisladas de nifios con diarrea y sin diarrea,

utilizando PCR de punto final.

» Caracterizacion fenotipica de las cepas obtenidas de nifios con diarrea y sin diarrea.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Seleccion de cepas de EPEC para secuenciacion masiva

Se seleccionaron cepas de EPEC de nifios con diarrea y asintomaticos, que requirieron hospitalizacién
de un estudio de busqueda intencional de patdgenos asociados a diarrea y biomarcadores,
previamente realizado en el laboratorio en un hospital de tercer nivel en Mérida, Yucatan, (DeBerg
et al., 2018). La busqueda de patdgenos intestinales en el estudio mencionado, incluyé bacterias:
Salmonella, Shigella, Campylobacter jejuni, Vibrio cholerae y patotipos de Escherichia coli, asi como
parasitos y virus. Cuando fue identificado solo uno de los patégenos buscados, se definid que la

infeccion fue por patdgeno unico.
6.2. Extraccion de DNA bacteriano.

Las cepas fueron sembradas en agar McConkey, después de 18 horas se tom6 media colonia y se
crecié en caldo Luria-Bertani (LB) a 37°C durante toda la noche. Estos cultivos se vaciaron en tubos
conicos de 15mL y se centrifugaron. Se desechd el sobrenadante y cada una de las pastillas
bacterianas que se formaron en el fondo del tubo se resuspendieron en 5 mL de solucion PBS (Solucion
de amortiguador de fostatos),y se hicieron dos lavados mas con PBS. Posteriormente, se retird con
una pipeta el PBS y la pastilla celular se resuspendié en 400 uL de amortiguador de lisis, esta
suspension se transfirié a un tubo de 1.5 mL, se agregaron 4 ulL de proteinasa K (200mg/mL) y se
incubd toda la noche a 42°C. Se adicionaron 8 IL de RNAsa (20/mL) y se incubd a 37°C por 1 hora.
A continuacion, se agregé un volumen igual (400 uL) de una solucion de fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico (en las siguientes proporciones 25:25:1) y se agité manualmente. Se centrifugaron los tubos
(14,000 rpm/10 min), se obtuvo la fase acuosa, a la cual se le afiadieron dos volumenes de una
solucién de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). Las muestras se centrifugaron nuevamente (14,000
rpm/10 min), y nuevamente se obtuvo la fase acuosa, a la que se le agregd acetato de sodio, a la
concentracion final de 0.3M, después se afiadieron dos volumenes de etanol absoluto frio (grado
biologia molecular). Las muestras se incubaron por 15 minutos a temperatura ambiente y se
centrifugaron a 2000 rpm durante 10 minutos. Finalmente se retird el sobrenadante, y lavamos la
pastilla que se forma al fondo del tubo con alcohol al 70% dos veces, la cual se dejé secar y se

resuspendio en 200uL de agua inyectable.
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6.3. Secuenciacion y ensamble de genomas.

La calidad y la concentracién del DNA fue determinada por espectrometria utilizando un NanoDrop ™
2000/c. Ademas, se corri6 un gel de agarosa al 1% para observar la integridad del DNA. Las librerias
y la secuenciacion genomica del DNA de las cepas de EPEC, se realizd en la Unidad de Secuenciacion
Masiva y Bioinformatica, del Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional Autonoma de México
(IBT-UNAM), utilizando la plataforma de lllumina, y se generaron lecturas pareadas (end-paired reads)
de 250 pb. Las lecturas se limpiaron(trimming) utilizando el software TrimGalore v0.4.1. Los genomas
fueron ensamblados “de novo”, utilizando tres ensambladores: SPAdes, ABBYS y VELVET. La calidad
de los ensambles se evalud utilizando FASTQC. Los contigs pre-ensamblados fueron llevados a
‘scaffolds” utilizando SSPACE_Standard_v3.0.pl y los espacios (gaps) fueron cerrados con
GapFilller_v1-10.

6.4. Analisis Bioinformatico

Una vez que se obtuvieron ensambles de calidad para cada uno de los genomas, se llevaron a cabo
diferentes analisis bioinformaticos con un enfoque de busqueda de factores y caracteristicas asociadas

a la patogenicidad.
6.4.1. Analisis filogenético

El analisis filogenético se realizé en colaboracién con el Dr. Alfonso Méndez Tenorio del Laboratorio
Biotecnologia y Bioinformatica Gendmica en el Departamento de Bioquimica de la ENCB del IPN.

Utilizamos

el software VAMPhyRE (Virtual Analysis Method for Phylogenomic fingeRprint Estimation), el cual fue
desarrollado en el laboratorio del Dr. Méndez Tenorio, y es una herramienta que nos permite hacer
comparaciones filogenéticas basadas en huellas genomicas que son calculadas mediante la
hibridacion in silico de pequefias sondas en las secuencias genomicas, al patron de sitios de
hibridacion en el genoma blanco es llamado Virtual Genomic Fingerprint (VGF). Los VGF de los
genomas sirven para estimar la similitud entre pares de genomas, calculando la distancia entre los
genomas, con esta informacion se genera una tabla de distancias que es utilizada para crear un arbol

filogenético (Jaimes-Diaz et al., 2011; Mufioz-Ramirez et al., 2017a).
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Dos conjuntos de sondas fueron utilizados para este trabajo, el primero es un grupo de sondas
disefiadas para genomas completos de bacterias, mientras que el segundo grupo de sondas es
utilizado para secuencias mas cortas, por ejemplo, Islas de patogenicidad, y que nosotros utilizamos

para generar un arbol filogenético basado en la Isla de patogenicidad LEE.
6.4.2. Busqueda in silico de factores de patogenicidad

La busqueda de genes asociados a la patogenicidad de las cepas secuencias de EPEC, se hizo
utilizando dos métodos diferentes. El primero, la anotacion de genomas contra una base de datos
especifica de factores de virulencia, para el cual se traducen los genes a proteinas, para después hacer
un alineamiento contra las secuencias contenidas en esta base de datos. El segundo método, fue
utilizar un buscador de genes de patogenicidad en linea, VirulenceFinder, el cual hace un alineamiento,

utilizando las secuencias de genes sin traducir, contra una base de datos propia.

6.4.2.1. Anotacion de genomas de EPEC con la base de datos VFDB (Virulence Factor

DataBase)

Los genomas fueron anotados utilizando la base de datos VFDB. Esta base esta integrada por factores
de virulencia de 24 géneros de diferentes bacterias patégenas que incluyen tanto factores de virulencia
que han sido validados experimentalmente, como algunos que han sido predichos con base en su
homologia e identidad con los de otras bacterias. Los diferentes factores de virulencia incluidos en

esta base de datos estan organizados en las siguientes categorias:

e Moléculas de Adhesion e invasion

e Estructuras bacterianas: Pili y Fimbrias
e Proteinas monomeéricas

o Sistemas de secrecion y efectores

e Toxinas

e Sistemas de adquisicion de hierro
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6.4.2.2. Busqueda de genes de patogenicidad

Se utilizé la herramienta VirulenceFinder (www.genomicepidemiology.org), para la deteccién de genes
asociados a la patogenicidad de Escherichia coli especificamente, la cual cuenta con una base de

datos de 927 genes asociados con su patogenicidad, incluyendo homélogos del mismo gene. Esta

busqueda fue realizada desde un servidor en linea (https://cge.cbs.dtu.dk/services/VirulenceFinder/).

6.4.2.3. Prediccion de Islas de Patogenicidad

Con el fin de identificar posibles islas de patogenicidad que estuvieran integradas por efectores
translocados por el Sistema de Secrecidn Tipo [l (T3SS), se utilizd el programa IslandViewer4 (Dhillon
et al., 2015), el cual utiliza tres métodos diferentes para predecir Islas Genomicas, que son grupos de
genes que tienen un CG% diferente al resto del genoma. Los métodos SIGI-HMM e IslandPath-DIMOB
se basan en la prediccion de Islas mediante la composicion de secuencias, mientras que el método de
Islander hace la prediccién mediante la comparacion con un genoma de referencia. Los resultados se
obtienen en un formato compatible con Excel. Se seleccionaron las posibles islas de patogenicidad
que contuvieran al menos una secuencia anotada como un efector translocado por el T3SS. Este
programa requiere que las secuencias estén en el formato GenBank, el cual fue obtenido anotando los

genomas con el software PROKKA (Seemann, 2014).

6.4.2.4. |dentificacion de Sistemas de Secrecion tipo VI (T6SS)

Para identificar grupos de genes que estuvieran probablemente codificando algun T6SS funcional se
utilizé el software TXSSCAN (Abby y Rocha, 2017)

diferentes alineamientos en BLAST contra la base de datos SecreT6 (http:/db-

El T6SS especifico se identificd do haciendo

mml.sjtu.edu.cn/SecReT6/).

Esta base de datos esta integrada por grupos de genes que codifican para diferentes T6SS incluyendo
aquellos que han sido comprobados experimentalmente como los que han sido predichos con base en
la identidad de sus proteinas y los arreglos gendmicos que se han previamente descrito.
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6.4.2.5. Prediccion de Resistencia a antibiéticos

Para identificar de los genes asociados a la resistencia a antibi6ticos en estas cepas de EPEC se utiliz6
el programa, KmerResistance, el cual se encuentra disponible en un servidor en linea

(https://cge.cbs.dtu.dk/services/KmerResistance). Este método parece ser bastante robusto ya que se

obtienen pocos falsos positivos y negativos (Clausen et al., 2016).
6.5. Determinacion de la susceptibilidad antimicrobiana.

Se determind utilizando un equipo basado en espectrometria de masas MALDI-TOF (VITEK MS
MALDI-TOF, Biomeriux), con la tarjeta para determinar la susceptibilidad para bacterias gram-
negativas AST-GN70.

6.5.1. _Metodologia para determinar el perfil de antibi6ticos

Se sembraron las cepas de EPEC por estria cruzada en agar MacConkey y se incubaron a 37°C
durante 18 a 24 h, para corroborar pureza del cultivo. 2.- Una vez que observamos una sola morfologia
colonial, se selecciond una colonia aislada y se sembrd en 1 mL de caldo Luria, los tubos se incubarén
a 37°C durante 18 a 24 h. Del cultivo se tomaron 50 uL para hacer PCR y corroborar que las cepas
seguian conservando los genes de patogenicidad que las caracterizaban como EPEC. Después del
corroborar la presencia de los genes de patogenicidad de EPEC en las bacterias crecidas en el cultivo;
se tomd una asada de este y se resembro por estria cruzada en agar soya tripticaseina, de donde se
seleccionaron colonias aisladas para preparar la suspension bacteriana que se usé para llenar las
tarjetas AST-GN70 de bioMérieuxMR,

La suspension bacteriana se prepar6 transfiriendo con asa estéril, a partir del cultivo puro de 24 h en
agar soya tripticaseina, una cantidad suficiente de colonias aisladas a un tubo de ensaye de
poliestireno claro de 12x75 mm que contenia 3 mL de solucién salina estéril al 0.45%- 0.5%, pH 4.5-
7.0; hasta ajustar la turbidez a 0.50-0.63 unidades de la escala de McFarland con el densitometro
DensiChek™ (el cual viene incluido con el equipo VITEK®2 Compact), previamente calibrado con el
set de calibradores incluidos en el equipo. Los tubos de ensayo que contienen la suspension bacteriana
se colocaron dentro de la gradilla especial (cassette), y la tarjeta de identificacion se coloco en la ranura

cercana, insertando el tubo de transferencia dentro del tubo con la suspensién correspondiente. El
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cassette con las muestras se colocé en el sistema VITEK® 2 Compact. Una vez dentro del equipo, las

muestras se sometieron a los siguientes procesos de forma automatica:
6.5.2. Inoculacion

Las muestras son trasportadas a una camara en la que se aplica vacio y en seguida se reintroduce
nuevamente el aire, esta accion hace que la suspension bacteriana pase a través del tubo de

transferencia hacia los microcanales que llenan todos los pozos.

6.5.3. Sellado e incubacion de las tarjetas.

Las tarjetas inoculadas pasan por un mecanismo que corta los tubos de transferencia y las sella,
previo a la carga dentro del carrusel-incubador. Todos los tipos de tarjetas se incuban en linea a 35.5
+1.0°C.

6.5.4. Lectura de las reacciones.

Cada tarjeta es removida del carrusel-incubador cada 15 min, transportada al sistema 6ptico de
transmitancia el cual usa diferentes longitudes de onda del espectro visible para interpretar la turbidez
o el color de los productos metabolicos, y es devuelta a su sitio en el carrusel hasta el siguiente tiempo

de lectura. Los datos son registrados a intervalos de 15 min durante el periodo de incubacién total.
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6.6. Identificacion de genes de patogenicidad en cepas de EPEC de nifios con diarrea y

asintomaticos por medio de PCR.

6.6.1. Seleccion de cepas de EPEC para busqueda de genes de patogenicidad

Para este analisis se seleccionaron las cepas de EPEC de nifios con diarrea que requirieron
hospitalizacion, de dos estudios realizados en el laboratorio previamente, uno en la ciudad de México
(Cerna-Cortés, 2001) asi como del estudio de biomarcadores . Las cepas de nifios asintomaticos
fueron seleccionadas del estudio de biomarcadores , y de un estudio previo de busqueda intencionada
de patdgenos en diarrea de comunidad , llevado a cabo en el Estado de México (Moran-Garcia, 2013)
(Tabla 6) .

La identificacion de las cepas de EPEC se realizd utilizando las condiciones de la PCR multiplex
previamente reportados por Lopez-Saucedo (Lopez-Saucedo et al., 2003), y utilizando solo los pares

de iniciadores que son relevantes para la identificacion de EPEC.
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Tabla 6. Cepas seleccionadas para la busqueda de genes de patogenicidad de por PCR. Las cepas fueron
seleccionadas de tres diferentes estudios llevados a cabo previamente por nuestro grupo de trabajo. Se

seleccionaron 27 cepas de nifios con diarrea y 38 de nifios asintomaticos.

D.F. YUCATAN LA MAGDALENA TOTAL
ATLICPAC

IMSS HOSPITAL O’HORAN Comunidad
1998-2001 2007 - 2011 2001
(N=5) (N=29) (N=33)

Nifios 5 22 0 27

con diarrea
Nifios 0 6 32 38

con infeccion
asintomatica

6.6.2. Iniciadores utilizados para la busqueda de genes de patogenicidad por PCR.
Los genes de patogenicidad de las cepas de EPEC se detectaron utilizando diferentes reacciones de
PCR. La PCR a la que corresponden los genes, las secuencias de los iniciadores y el tamafio del

amplicdn se describen en las tablas 7 y 8.
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Tabla 7. Iniciadores previamente utilizados en otros estudios en nuestro grupo de trabajo.

EPEC eaeA F: GAC CCG GCA CAAGCATAAGC 384 Paton AW et al., 1998
R: CCA CCT GCA ACA AGA GG
bfpA F: AAT GGT GCT TGC GCT TGC 324 Gunzburg ST et al.,
R: GCC GCT TTA TCC AAC CTG GTA 1995
Toxinas SubAB F: ATT AAC TCC AAC ATT CAG G 556 Paton AW et al., 2005
R: TTC TCA CAG AAA GAT GAC G
pet F: AGACCT GATTTACCT G 300 Restieri C et al., 2007
R: GGATTC ATT CTAATA CCA AC
cat F: GAATTT CCG TCA CTAACA GC 467 Toth | et al., 2003
R: CAC GAT GAA CCT GAATGT
astA F: AAT AGT GTG TCT GGC TTT AAT 106 Moon JY et al., 2005
R: CGA TCT GGT AAA TAT GGT GTC
SPATES pic F: ACT GGATCT TAAGGC TCAGGAT 556 Paton AW et al., 2005
R: GAC TTAATG TCACTG TTC AGC G
sat F: TCA GAA GCT CAG CGAATCATT G 300 Restieri C et al., 2007
R: CCATTATCA CCA GTAAAACGC
ACC
sepA F: TTT ACT GAC AGG AGT GAC GGA 467 Toth | etal., 2003
R:CTG TTG TAG AAATTA CGG GTG
AG
SigA F: CCG ACT TCT CAC TTT CTC CCG 106 Moon JY et al., 2005
R: CCAT CCA GCT GCATAG TGT TTG
ISLA 0122/IE6 nleB F: GAA TAC CAA GAACAT CCG T 326 Meza-Segura M, 2017
R: TCA ATC AAA GAACATCCG T
nleE F: TAT ATC CGG TAA CCA GAG 475 Meza-Segura M, 2017
R: TGT AGC TAAGATTTCTCCC
espL2 F:ACATTT CAGACATTGTCAC 386 Meza-Segura M, 2017
R: TCA GGA AAG ATA GAC TAC GA
lifA/efat F: ATT AAC TCC AAC ATT CAG G 579 Meza-Segura M, 2017
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Tabla 8. Iniciadores disefiados en este trabajo. Se muestran las secuencias de los iniciadores que se disefiaron

en este trabajo para la busqueda de genes de efectores asociados a la patogenicidad de EPEC.

Efectores nleH1/nleH2 ~ F: AGA CCT GAT TTACCT G 278/303 Este trabajo

R: GGATTC ATT CTAATACCAAC

espG F: GAATTT CCG TCACTAACAGC 153 Este trabajo

R: CAC GAT GAA CCT GAATGT

nleA F: AAT AGT GTG TCT GGC TTT AAT 593/ 677 Este trabajo

R: CGA TCT GGT AAA TAT GGT GTC

6.6.3. Preparacion de lisados de cepas de EPEC para PCR
Cada una de las cepas se sembraron por estria cruzada en agar Mac Conkey, se incubaron a 37°C
durante 18 h. Se selecciond una colonia, de la cual se tom6 la mitad y se resuspendi6 en 1 ml de agua
Mili Q (desionizada), se homogenizd usando un vortex y se colocé en agua hirviendo durante 1 minuto
y después en hielo. Estos lisados fueron almacenados a -20°C hasta su uso.

6.7.Cultivo de lineas celulares

6.7.1. Caracteristicas de las lineas celulares utilizadas en este estudio

Se utilizaron dos lineas celulares epiteliales para este trabajo, la primera, HEp-2 fue obtenida
originalmente de un paciente con carcinoma epidermoide de laringe, sin embargo, después de varios
andlisis se determin6 que no es posible distinguirla de la linea celular HelLa, la cual proviene de un
carcinoma cervical. Por lo que se cree que en algin momento hubo alguna contaminacién
(https://www.atcc.org/products/all/CCL-23.aspx#documentation). También fue utilizada la linea celular
Caco-2 C2BBe1, la cual es una clona obtenida por el método de dilucion limitante en 1988 de la linea
celular Caco-2 HTB-37 proveniente de un carcinoma de colén.
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La clona C2BBe1 fue seleccionada por sus caracteristicas morfologicas, como mayor homogeneidad
y que la expresion de la proteina vilina se encuentra exclusivamente localizada en la zona apical.

(https:/iwww.atcc.org/Products/All/CRL-2102.aspx#characteristics).

6.7.1.1. Manejo de las lineas celulares
Las células Caco-2 fueron crecidas en medio DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino
(SFB) y 1% de antibiético-antimicético (Sigma Cat. A5955) y holotransferrina a una concentracion final
de 0.01 mg/ml (Sigma Cat. T0665). Y fueron mantenidas a una temperatura de 37°C y 5% de CO;,
hasta alcanzar una confluencia del 90-95%, fueron utilizadas entre los pases 25-39. Para dividir las
células se utilizé acutasa (Sigma Cat. A6964) o tripsina (Sigma Cat. 59427C) a una concentracion final
de 0.25%.

Las células HEp-2 se manejaron de manera similar excepto que fueron crecidas en DMEM
suplementado con SFB y antibidtico-antimicético sin holotransferrina. Estas células fueron utilizadas

entre los pases 15-21y a una confluencia entre el 80-90%.

6.8.FAS (Fluorescent-actin staining)

La técnica de FAS nos permite observar la formacion de pedestales, los cuales son caracteristicos de
las bacterias que hacen la lesion de A/E. Originalmente estos ensayos se realizan en células HEp-2,

sin embargo también se han realizado en células Caco-2, nosotros usamos ambas lineas celulares.
6.8.1. Infeccién de células HEp-2 con las cepas de EPEC

Las cepas de EPEC se sembraron por estria cruzada en placas de agar MacConkey (BD-Bioxon), las
cuales se incubaron a 37°C durante 18-24 horas. Después se selecciond de la placa media colonia,
(la otra mitad se guardd para comprobar la presencia de los genes caracteristicos de EPEC), y se
resuspendi6 en 1 ml de caldo LB. Los cultivos se incubaron por 14 horas (Overnight), sin agitacién.

De este cultivo se tomé el volumen necesario para preparar una dilucion 1:20 en medio DMEM de alta
glucosa (Sigma) y se incubd durante 2.5 horas. Pasado ese tiempo, se tomd la lectura de la Densidad
Optica a 600nm (D.0.s00) y Se calculd el nimero de bacterias necesarias infectar a las células con una
multiplicidad de infeccion (MOI) de 10 inicialmente. La MOI se ajusto resuspendiendo el volumen

necesario de bacterias en DMEM de alta glucosa inicialmente.
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Las células HEp-2 se crecieron como se menciono anteriormente, el medio DMEM suplementado con
SFB y antibi6tico-antimicético se reemplazd 3.5 h antes de la infeccién con DMEM sin suplementar.
Una vez que la MOI fue ajustada, este medio fue reemplazado nuevamente con la suspension de
bacterias. Las células infectadas fueron incubadas por 3 horas inicialmente.

Sin embargo, hicimos diversas modificaciones a este protocolo durante este trabajo, las cuales se

muestran en la seccion de resultados.

6.8.2. Infecciones de células Caco-2 con cepas de EPEC
Las cepas de EPEC se sembraron por estria cruzada en placas de agar MacConkey (BD-Bioxon), las
cuales se incubaron a 37°C durante 18-24 horas. Después se selecciond de la placa media colonia,
(la otra mitad se guardd para comprobar la presencia de los genes caracteristicos de EPEC), y se

resuspendi6 en 1 ml de caldo LB. Los cultivos se incubaron por 14 horas (Overnight), sin agitacién.

De este cultivo se tomd el volumen necesario para preparar una dilucion 1:20 en medio DMEM de alta
glucosa (Sigma) y se incubd durante 2.5 horas. Pasado ese tiempo, se tomo la lectura de la Densidad
Optica a 600nm (D.0.s00) y Se calculd el niimero de bacterias necesarias infectar a las células con una
multiplicidad de infeccion (MOI) de 25. La MOI se ajust6 resuspendiendo el volumen necesario de
bacterias en DMEM Advanced.

Las células Caco-2 se crecieron como se menciond anteriormente, el medio DMEM suplementado con
SFB y antibidtico-antimicotico se reemplaz6 3.5 h antes de la infeccion con DMEM Advanced sin
suplementar.

Una vez que la MOI fue ajustada, este medio fue reemplazado nuevamente con la suspensién de
bacterias. Las células infectadas fueron incubadas por 6 horas.

Las condiciones para infecciones en las células Caco-2, fueron determinadas después de una serie de
modificaciones necesarias para poder inducir la formacién de pedestales que se probaron en las

células HEp-2.

6.8.3. Tincion de células para microscopia confocal

Una vez que finalizé el tiempo de infeccion de las células HEp-2, se eliminaron los sobrenadantes de

las células se fijaron con Paraformaldehido (PFA) al 3%, se incubaron durante 3 horas a 37°C.
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Las muestras se lavaron 5 veces con Solucion amortiguadora de fosfatos (PBS: NaCl 137 mM, KCI2.7
mM, Na;HPO4 8 mM, and KH2PO4 2 mM), las células se permeabilizaron con 0.5 % de Tritdn 100x por
45 minutos a 37°C y nuevamente se lavaron tres veces con PBS. Las células fijadas y permeabilizadas
se tifieron con una solucion 1:250 de faloidina acoplada a Alexa 488 en PBS, se incub6 por 45 minutos
a 37°C y se realizan tres lavados con PBS y finalmente con una soluciéon 1:1500 de DAPI en agua
desionizada por 10 minutos a temperatura ambiente. Los portaobjetos con las células se lavaron con
agua desionizada 5 veces y se dejaron secar a temperatura ambiente para después montarlos sobre
portaobjetos utilizando el medio de montaje VECTASHIELD ® de Vectorlabs.

Finalmente las muestras se lavaron con agua desionizada 5 veces y se dejaron secar a temperatura
ambiente para después montarlas sobre portaobjetos utilizando el medio de montaje VECTASHIELD
® de Vectorlabs.

La evaluacién de pedestales se evalud utilizando un microscopio confocal de Leica modelo SP8, y las

imagenes obtenidas se analizaron en el software LAS X Life Science de Leica.

6.9. Determinacion de produccion de citocinas

Las cepas de EPEC se sembraron por estria cruzada en placas de agar MacConkey (BD-Bioxon), las
cuales se incubaron a 37°C durante 18-24 horas. Después se seleccion6 de la placa media colonia,
(la otra mitad se guardd para comprobar la presencia de los genes caracteristicos de EPEC), y se

resuspendié en 1 ml de caldo LB. Los cultivos se incubaron por 14 horas (Overnight), sin agitacion.

De este cultivo se tomd el volumen necesario para preparar una dilucion 1:20 en medio DMEM de alta
glucosa (Sigma) y se incub6 durante 2.5 horas. Pasado ese tiempo, se tom6 la lectura de la Densidad
Optica a 600nm (D.0.s00) y Se calculd el nimero de bacterias necesarias infectar a las células con una
multiplicidad de infeccion (MOI) de 25. La MOI se ajustd resuspendiendo el volumen necesario de
bacterias en DMEM Advanced.

Las células Caco-2 se crecieron como se mencion¢ anteriormente, el medio DMEM suplementado con
SFB y antibiético-antimicotico se reemplaz6 3.5 h antes de la infeccion con DMEM Advanced sin

suplementar.
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Una vez que la MOI fue ajustada, este medio fue reemplazado nuevamente con la suspension de
bacterias. Las células infectadas fueron incubadas por 6 horas.

Las condiciones para infecciones en las células Caco-2, fueron determinadas después de una serie de
modificaciones necesarias para poder inducir la formacién de pedestales que se probaron en las
céelulas HEp-2.

Una vez que finalizé el tiempo de infeccidén se obtuvo el sobrenadante de cada pozo, sin tocar las
células y se colectaron en tubos de 1.5 ml, los cuales se mantuvieron en hielo. Las muestras se
centrifugaron a 5000 rpm x 10 min a 4°C. Se retiraron los sobrenadantes con cuidado de no tocar la
pastilla celular que se forma al fondo de tubo, y se hicieron alicuotas de 210 mL, las cuales se

mantuvieron congeladas a -70°C hasta el momento de su uso.

Para la determinacion de las citocinas se utilizd el kit BD Cytometric Bead Array (CBA) Human
Inflammatory Cytokines, el cual identifica seis citocinas: interleucina 8 (IL-8), IL-18, IL-6, IL-10, IL-

12p70e y TNF (Tumor Necrosis Factor).

Se prepara una solucion afiadiendo volumenes iguales de las perlas de deteccion para cada una de
las citocinas. En tubos de citometria de flujo se afiadieron 12.5 UL de la mezcla de perlas de deteccién
y 200uL del sobrenadante de las células incubadas con las bacterias, por ultimo se afiadieron 250uL
de la solucién de ficoeritrina, esta mezcla se agita suavemente con la mano sin usar vortex. Los tubos
se incubaron por 3 horas en la obscuridad, transcurrido ese tiempo, se agregaron 200uL de solucién
de lavado y se centrifugaron a 200 g x 5 min. Finalmente, se desechd el sobrenadante y las perlas se
resuspendieron en 350 pL de la solucion de lavado. Las perlas fueron leidas en el citometro de flujo
BD FACSCalibur™ vy lo resultado fueron analizados con el software FCAP Array™ Software Version
3.0 de BD Science. Solo se reportaron como positivos aquellas lecturas que estuvieron dentro de los

limites de deteccion del sistema.
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7. RESULTADOS

7.1.Seleccion de cepas de Escherichia coli para secuenciacion masiva

En total se secuenciaron 20 cepas de EPEC de patdgeno Unico, correspondientes a 20 pacientes asi
como cuatro cepas de EPEC aisladas de cuatro nifios asintomaticos. De las 20 cepas clasificadas
como EPEC con base en el gen de intimina corroboramos por analisis genémico que en efecto 19
eran EPEC, mientras que una cepa fue identificada como E. albertii; con base en las caracteristicas

genéticas descritas para esta bacteria por Lindsey en 2015y 2016.

7.2.Caracteristicas del cuadro clinico de los nifios de los cuales se aislaron las cepas de
EPEC y E. albertii

Como se muestra en la tabla 9, de los 19 nifios EPEC positivos se observé que 8 (42%) presentaron
un episodio de diarrea cuya duracion fue de siete 0 mas dias, 11 (57.9%) nifios tuvieron mas de siete
evacuaciones por dia, 15 (78.9%) pacientes presentaron y 6 (31.6%) de estos pacientes presentaron
deshidratacion (Tabla 9).

La cepa de Escherichia albertii se aislé de una nifia de 2 afios, la cual presento un cuadro de diarrea
clasificado como moderado, el episodio de diarrea durd cuatro dias, con un maximo de 4 evacuaciones

por dia,12 vémitos en 24 horas y presenté deshidratacion.

La severidad de los casos se calculd utilizando la escala de Ruuska-Vesikari modificada por nuestro
grupo de trabajo para infecciones bacterianas (Fig. 6 ), 12 (63.5%) casos fueron clasificados como

moderados, 6 (31.57%) como leves y 1 como grave (Tabla 9).
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Tabla 9. Caracteristicas de los nifios de los cuales se obtuvieron las cepas de EPEC y E. albertii

14-16b EPECa MXUO1CA1011/1 M 7 5 365 15 0.76
13-141a EPECa MXUO1CA865/1 M 9 6 1 367 No 8 Leve 0.22
10-80c EPECa MXUO1-CA056/1 F 1 1 372 No 7 Leve 0.92
11-3360 EPECa MXUO1CA464/1 M 3 4 0 0 36.1 No Semiliquida/maco 3 Leve 1.87
12-51a EPECa MXU01CA528/1 F 7 4 1 38 No Liquida/moco 8 Leve 235
11-129 EPECa  |MXUO1CA287/1 M 4 3 0 0 P o Liquida/moco 5 Leve 3.10
13-113a EPECa MXU01CA846/1 F 1 5 0 0 38.2 No Liquida con grasa 5 Leve 4.60
11-182a EPECa MXU01CA340/1 M 4 6 0 0 365 No 4 0.18
11-3130 EPECa MXU01CA450/1 M 4 2 36 Semiliquida 10 0.18
11-53a EPECa MXUO1CA193/1 M 4 5 384 Liquida 14 0.23
12-61b EPECa MXU01CA537/1 M 7 2 374 No Liquida 10 0.23
12255 EPECa MXUO1CA683/1 M 10 No Liquida/moco 2 1.06
11-215a EPECa MXU01CA370/1 M 5 0 0 38 Semiliquida/moco 10 1.21
12-306d EPECa MXU01CA739/1 M 5 6 36.3 No Liquida/moco 9 1.49
13-188¢ EPECa MXU01CAQ01/1 F 9 2 No Liquida/moco 9 1.67
13-202d EPECa MXUO1CA913/1 M 7 0 0 No Liquida 9 273
11-198a I_,\_x__goamm: F 5 38 No 10 3.20
12- 56b EPECa MXU01CA535/1 F 5 14 3.90
12-148¢ EPECa MXU01CAB15/1 M 10 5 369 Semiliquida/moco 10 6.00
5202 Nzt VX U0 1CAT44/1 F 4 4 375 Liquida/moco 2.03
11-305a EPECt MXU01-CO114 F 36.5 21 1.75
10-141a MXU01-C0045 M 36.6 364 2.95
13-17¢ EPECa MX-U01-C0210/1 M 36.3 4.1 4.10
10-77b EPECa MXU01-C0022 M 36 16.8 1.40
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(Escala de Ruuska-Vesikari)

1. Duracién de la diarrea en dias (puntos) 4. Maximo numero de vémitos/24 h (puntos)
a.<1 (0) E- (1) ((E;))
b. 1-4 (1) c.2-4(2)
c.5 (2) d.>5 (3)
d.>6 (3) 5. Temperatura en ° C (puntos)
2. Evacuaciones en 24 h (puntos) a.37° c(o)
e 305 < onar CO
b. 45 (2) (r_:i-. >39° C(3)
¢.>6 (3) 6. Deshidratacion (puntos)
3. Dias con vamitos (puntos) 2. Nada (0)
a. No vomitos (0) b. Leve (2)
b.1(1) c. Moderada/severa (3)
c.2(2) 7. Tratamiento (puntos)
d.3(3) a. Ninguno u otro (0)

b. SRO médicamente supervisada (1)
c. Hospitalizado (2)

SEVERIDAD:
a) Leve: 0-8 puntos
b) Moderada: 9-14 puntos
c) Grave: >15 puntos
*Presencia de sangre y complicaciones (Moderada)

Ruuska y Vesikari, 1990
Figura 6. Escala de Ruuska-Vesikari modificada para establecer la severidad del cuadro de diarrea bacteriana.

En caso de que la severidad del episodio de diarrea sea leve.

7.3. Andlisis filogenético de las cepas de EPEC

Para clasificar a las cepas de EPEC en linajes y subgrupos utilizamos la clasificacion propuesta por

(Ingle et al., 2016) que se basa en siete genes de laisla LEE (espZ, eaeA, tir, espA, espB, espD, espH).

Como se observa en la Figura 7, con excepcion de la cepa 12148c y la cepa 122553, todas las cepas

se clasificaron en algun linaje y subgrupo, respectivamente.

Utilizando el software VAMPhyRE realizamos un arbol filogenético con base en la secuencia completa

de las islas LEE de las diferentes cepas de EPEC.

Este software tiene la ventaja que permite analizar las secuencias fragmentadas en “scaffolds”, como
es el caso de seis genomas de EPEC, cuatro de cepas de pacientes y dos de nifios asintomaticos.
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Como se muestra en la Figura 7, el &rbol filogenético contiene cuatro clados: el clado I esta constituido
por un grupo cuyas cepas pertenecen todas al linaje 2, este clado a su vez se divide en dos grupos, a
y b, el primero contiene solo una cepa el cual pertenece al subgrupo 6 y el grupo b es un cluster de
siete cepas de las cuales seis pertenecen al subgrupo 8. Los clados I1 y III pertenece al linaje 3 y al
subgrupo 11a 'y 10, respectivamente. Finalmente el clado IV, el cual es el mas diverso, es donde se
agrupan las cuatro cepas de los nifios asintdmaticos. El clado IV esta constituido por nueve cepas

todas pertenecen al linaje 3, una al subgrupo 28, dos al subgrupo 29, cuatro al 22 y dos al 30.

111%8a 7 6

11215a 2 8

12148¢ NF NF

1261a 2 8

1416b 2 8

13141a 2 8

Clado Ib T2 8

Clado II 1162 7 8

-— . 12306d 3 11a
1 1251

Clado 11T : i, P

I '_ 1080c 3 10

! Clado IV 3113 3 10

pr— 122558 3 NF

1256b 7 28

S— 132024 3 29

113138 3 22

10141a 3 22

113050 3 22

11129 3 22

113360 3 30

3 ®

Cepas aisladas de nifios asintomaticos

Figura 7. Clasificacion de las cepas EPEC en linajes y subgrupos, con base en 7 genes de LEE, (Ingle et al.,
2016) y en un é&rbol filogenético, con base en isla completa de LEE de cada cepa, utilizando el programa

VAMPhyRE (Mufioz-Ramirez et al., 2017b) y comparacion de los dos métodos de clasificacion.
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7.4.Distribucion de los genes que codifican diferentes factores de patogenicidad en las

cepas secuenciadas
Los genes de patogenicidad que se buscaron incluyen los siguientes grupos:

> Adhesinas
> Toxinas
> Efectores

» Competencia interbacteriana.

7.4.1. Genes que codifican para adhesinas

En todas las cepas de EPEC, de casos y asintomaticos, encontramos el operon para el pili HCP
(Hemorrhagic coli pilus). En 17 (89.5%) de las 19 cepas de EPEC de nifios con diarrea y en 3 (75%)
de las 4 cepas de nifios asintomaticos el operén para la Fimbria 9 y en 14 (73%) cepas de nifios con
diarrea y en 2 (50%) cepas de nifios asintomaticos el operdn de la fimbria LPF (Tabla 10). Los genes
que codifican para la fimbria paa y agn43 solo se encontraron en las cepas de nifios con diarrea. Por
otro lado en la cepa de Escherichia albertii no se encontraron los operones para la fimbria HCP y la
fimbria 9, pero si el operdn de la fimbria LPF y el gen ehaA (Enterohemorrhagic E. coli autotransporter
A) (Tabla 10).
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Tabla 10. Prevalencia de los genes asociados a adhesinas en las cepas secuenciadas de Escherichia spp. ehaA
(Enterohemorrhagic E. coli autotransporter A), iha (IrgA homologue adhesin), JofA (Long polar fimbriae), stgA
(subunidad de una fimbria de Salmonella Typhi), fimbria F9 (operén completo que codifica para la fimbria F9), cah
(calcium-binding antigen 43 homologue) bfpA (Bundle-forming pilus), paa (Porcine A/E-associated adhesin), agn43
(Antigen 43).

CEPAS DE EPEC DE NINOS CON DIARREA

Clave de F9 fimbria BFP
la cepa ehaA iha IpfA StgA operon cah operén paa agn43
10-80c | + i i i
11-129a + i
11-182a + + + +
11-198a + + +
11-215a i i i i
11-313b + + +
11-336b + + + +
11-53a | + + + + +
12-51a | + + + + +
12-56b | + + +
12-148c | + 5 5 i i
12-255a | + + + + +
12-306d | + + + + +
12-61b ar + + ar ar +
13-113a | + + +
13-141a | + + + +
13-188c | + 5 i
13-202d | + + + +
14-16b | + + + +
8(42.1)
TOTAL, 13
n (%) (68.4)  2(10.5) 14(73.7) 9(47.3) 17(89.5) 6(31.6) 1(5.26) 6(31.6)
CEPAS DE EPEC DE NINOS ASINTOMATICOS
Clave de F9 fimbria BFP
la cepa | ehaA iha IpfA StgA operon cah operon paa agn43
1077b | + + + +
101418 | + + + +
11305d 5 i
1317¢ + +
TOTAL,
n (%) 2(50) 1(25)  2(50) 2(50)  3(75) 1(25)  1(25) 0(0) 0(0)
Escherichia albertii
Clave de F9 fimbria BFP
lacepa | ehaA iha IpfA StgA operén cah operon paa agn43
12-320° | + i i
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7.4.2. Prevalencia de los genes que codifican para toxinas de Escherichia.

De las 19 cepas de EPEC aisladas de nifios con diarrea, en 7 (36.8%) no se identificd ninguna toxina,
mientras que todas las cepas de nifios asintomaticos tuvieron algunas toxinas (Tabla 11). Los genes
de las toxinas mas prevalentes en las cepas de EPEC aisladas de pacientes fueron los que codifican
para las dos diferentes hemolisinas HIyA (26.3%) y HIyE (31.6%), éste ultimo no se identifico en las
cepas de nifios asintomaticos. Los genes que codifican para las toxinas astA (EAST1 toxin) y sctE
(metalloprotease

of EHEC),se encontraron en baja prevalencia en las cepas de nifios con diarrea y en ninguna de las
cepas de los nifios asintomaticos. Por otro lado en la cepa de Escherichia albertii se identificaron dos
genes que codifican para toxinas, cdt (cytolethal distending toxin) y vat (vacuolating autotransporter

protein), los que fueron también identificados en dos de las cepas de nifios asintomaticos (Tabla 11).
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Tabla 11. Prevalencia y distribucion de genes que codifican para toxinas. hlyA (Hemolysin A), hlyE (Hemolysin E), senB (Shigella
enterotoxin B), astA (EAST1 toxin), cdt (cytolethal distending toxin), vat (Vacuolating Autotransporter Protein), sctE (metalloprotease
of EHEC, sat (secreted autotransporter toxin), espl (EHEC serin protease ), pet (plasmid encoded toxin), espC (EPEC secreted protein
C).

CEPAS DE EPEC DE NINOS CON DIARREA

11182a

13141a

11563a

1261a

1416b

11215a

12148¢

13188¢ -

11198a

1256b

13113a

12255a

1080¢c

11336b

1251a
13202d
11129a

12306d _

11313b

TOTAL, n

(%) 2(10.5) 2(10.5) 1(5.26);- 1(5.26) 2(10.5) 1(5.26)
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CEPAS DE EPEC DE NINOS ASINTOMATICOS

Clave de la

cepa hlyA hlyE senB  astA cat vat stcE sat espl pet
1077b + + +
10141a + +
11305d + +
1317¢ *

TOTAL, n

(%) 1(25)  0(0)  1(25)  0(0)  2(50)  2(50) 0(0) 1(25)

Escherichia albertii

Clave de la

cepa hiyA hlyE senB  astA cdt vat StcE sat espl  pet

123202 + +

7.4.3. Prevalencia de genes que codifican para sistemas de competencia

interbacteriana.

Los sistemas de competencia interbacteriana que se identificaron fueron la presencia de colicinas y el
sistema de secrecion tipo 6 (T6SS). En 5 cepas (26.5%) de nifios con diarrea se identificé al menos
un gen que codifica para alguna colicina mientras que no se encontré ninguno en las cepas de nifios
asintomaticos. El sistema de secrecion tipo VI (T6SS) se encontrd en 13 (68.4%) cepas de nifios con

diarrea y en una de las cepas de nifios asintomaticos (Tabla 12).

Hasta el momento se han descrito al menos 72 locus que codifican para T6SS en E. coli, por lo que
utilizando la base de datos SecreT6 que clasifica los locus con IDs (identification codes), identificamos
cual era el locus especifico en nuestras cepas. Identificamos el T6SS locus ID 365, con homologia del
98-99% con el locus T6SS de la cepa de EHEC 12009 (0103:H2), en 13 cepas de nifios con diarrea y
en la unica cepa positiva de un nifio asintomatico para el locus T6SS; ademas dos de las 13 cepas
tuvieron el locus T6SS D366, con una homologia del 98%, el cual también fue identificado por primera
vez en la cepa de EHEC 12009 (Tabla12).
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La cepa de E albertii, tiene un locus de T6SS que es caracteristico de esta especie, este locus no se
encuentra en la base de datos SecreT6, por lo que se identifico utilizando un analisis por BLAST, con
el que obtuvimos una homologia del 100% con el T6SS descrito en otros genomas de E. albertii

depositados en la base de datos geneBank.

47



Tabla 12. Prevalencia de factores asociados con la competencia interbacteriana. cfa (colicin 5), cib (colicin IB),

cea (colicin E1), cia (colicin-la). T6SS (Sistema de Secrecion tipo VI).

CEPAS DE EPEC DE NINOS CON DIARREA
cfa cib cea cia

1080c +
11129a
11182a
11198a + +
11215a
11313b
11336b +
1153a
12148c
12255a
12306d
1251a
1256b
1261a
13113a + +
13141a
13188c +
13202d
1416b

T6SS

TOTAL (%) 2(10.5) 2(10.5) 2(10.5) T 1(52)
CEPAS DE EPEC DE NINOS ASINTOMATICOS

1077b
10141a
11305d
1317¢

TOTAL (%) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Escherichia albertii
cfa cib cea cia

12320a +
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7.4.4. Prevalencia de los genes que codifican para proteinas que afectan la respuesta

por complemento

En la tabla 13, se ilustran los genes que estan asociados a la inhibicion de la activacion de las vias del
complemento que se encontraron en las cepas de EPEC; observandose que solo se identificaron estos
genes en las cepas de EPEC aisladas de pacientes. En total 13 (68.4%) cepas de las 19 de nifios con
diarrea presentaron al menos un gen y 6 cepas tuvieron dos genes. Los genes mas prevalentes fueron
los que codifican para la proteina “Increased serum survival® (Iss) y para el “serum resistance factor”

(TraT) ambos identificados en 7 (36.8%) cepas.
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Tabla 13. Prevalencia de factores asociados a la resistencia a complemento.

iss (increased serum survival), stcE (metalloprotease of EHEC), kpsMIII (capsula tipo Ill), tratT (serum
resistance factor).

CEPAS DE EPEC DE NINOS CON DIARREA

iss stcE kpsMIll | traT
1080c + +

11129a +
11182a +
11198a +
11215a +
11313b
11336b +
1153a +
12148¢ +
12255a
12306d +
1251a
1256b + +
1261a +
13113a
13141a +
13188c +
13202d
1416b
TOTAL (%) | 7(36.8) | 4(21.05) | 1(5.2) | 7(36.8)

+ |+ |+ |+

CEPAS DE EPEC DE NINOS ASINTOMATICOS
1077b

10141a

11305d
1317¢
TOTAL (%) | 0(0) 0(0) 0(0)
Escherichia albertii
iss stcE kpsMIll | traT

123202 + +




7.4.5. Prevalencia de los genes que codifican para efectores translocados por el

Sistema de Secrecion tipo lll, que se encuentran codificados fuera de LEE.

Estos efectores dependientes del T3SS pueden afectar diversas vias de sefializaciéon dentro de las
células eucariontes, principalmente las involucradas en la evasion de la respuesta inmune innata, las
que regulan la muerte celular y el citoesqueleto. En la tabla 14 , se muestran las prevalencias de los
genes en las cepas de Escherichia, que tienen que ver con la evasion de la respuesta inmune y/o la

muerte celular .

Al comparar las cepas de los nifios con diarrea y asintomaticos observamos que los genes que
codifican para los efectores nleA (non-LEE encoded A) , nleE (non-LEE encoded E), nleH1-1 (non-LEE
encoded H1-1) y cif (cycle inhibiting factor) no se encontraron presentes en ninguna de las cepas de
nifios asintomaticos (Tabla 14). El gen de nleA estuvo presente en el 74% de las cepas de nifios con
diarrea, este efector esta involucrado en la inhibicién del inflamasoma. Por otro lado el gen para el
efector NLEF (non-LEE encoded F) se encontrd en 16 (84%) de las cepas de nifios con diarrea,
mientras que solo se encontrd en una cepa (25%) de los nifios asintomaticos. Como se observa en la
tabla 14, 73% de las cepas de EPEC de nifios con diarrea tienen 4 o mas de estos efectores, mientras
que las de los nifios asintomaticos no tienen mas de tres. Ademas 6 de las cepas de nifios con diarrea
tienen los genes que componen una isla de patogenicidad asociada a la virulencia de EPEC, PAI

0122/IE6, la cual no se encontré en ninguna de las cepas de nifios asintomaticos.

La cepa de Escherichia albertii fue positiva al gen nleA (inflamasoma) y a los genes nleB1, IifA, espL,
y nleE1, que forman parte de la isla de patogenicidad O122/IE6. La presencia de esta isla no se ha
reportado previamente en cepas de E. alberti. Ademas, se encontraron proteinas que tienen
homologia con otros efectores reportados para otras cepas formadoras de la lesion A/E, como EspJ
(EPEC secreted protein J) que mostrd una identidad del 72% con respecto a la secuencia de EPEC
E2348/69, NleH2 una identidad del 74%, con la proteina de EHEC EDL933, NleH1 y NleF mostraron

una identidad del 76% y 52% respectivamente con las proteinas de Citrobacter rodentium.

Como se puede observar en la Tabla 15, los genes espM2 'y espW que codifican para efectores que
modifican al citoesqueleto, se encontraron en 7 (36.8%) y 5 (26.3%) cepas de nifios con diarrea,
respectivamente; sin embargo, estos genes no se encontraron en ninguna de las cepa de los nifios

asintomaticos.
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En la cepa de Escherichia albertii se encontraron los genes que codifican para espM1y espW, ademas

de un homdlogo de espM2 que tiene el 52% de identidad con la secuencia de espM2 de C. rodentium.

7.4.6. Genes que codifican para proteinas translocadas por el T3SS con funcion

desconocida.

Se han descrito otras proteinas que son translocadas por T3SS, sin embargo, no se conoce su funcion.
Dentro de estos proteinas se encuentran los efectores de la familia NleG, los cuales se caracterizan
por tener un dominio de Ubiquitin-Ligasa, pero se desconoce su papel dentro de la célula. Ademés de
otras proteinas como EspK, y proteinas de la familia EspX. Al menos una de estas proteinas con
funcién desconocida fue identifica en nuestras cepas, en muchos casos formando parte de las islas de
patogenicidad donde se encuentran los efectores mencionados anteriormente cuya funcién ya se

conoce, estos resultados se muestran con mas detalle en la siguiente seccion.
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CEPAS DE EPEC DE NINOS CON DIARREA
Isla de patogenicidad PAI O122/IE6

Clave de la cepa

11182a

11313b

13141a

1261a

1153a

1416b

1080c

12255a

11215a

12306d

13188¢c

11336b

1251a

13202d

11129a

11198a

1256b

13113a

12148c

TOTAL, n(%) _:5@.3 14(73.7) 11(57.9) 8(42.1) | 8(42.1) 6(31.6) 6(31.6)  6(31.6) 3(15.8) 9(47.3) 13(68.42) 16(84.2) 8(42.1)

Tabla 14. Prevalencia de efectores que actuan sobre las vias de sefializacién de la respuesta inmune innata y/o muerte celular.

. Efectores que actlan sobre las vias de sefializacion de respuesta inmune innata. * nleA, nleB2, nleC, nleB1, nleE (non LEE-encoded

effector A, B2, C, B1, E), espJ (EPEC secreted protein J), lifA (Lymphocyte inhibitory factor).

. Efectores que actian sobre las vias de sefializacion de respuesta inmune innata como en las de muerte celular. * espL (EPEC secreted

protein L), nleD, nleH1, nleH1-1, nleH2, nleF (non LEE-encoded effector D, H1, H1-1, H2, E).

. Efectores que activan sefiales de apoptosis en las células eucariontes. *nleF (non LEE-encoded effector F) y cif (Cycle inhibiting factor).




CEPAS DE EPEC DE NINOS ASINTOMATICOS
Isla de patogenicidad PAI 0122/IE6
Clave de la cepa

1077b

10141a
11305d

1317¢

TOTAL, n(%) 0(0) 1(25) 00)  0(0) 00)  2(50)  2(50) 0(0) 1(25) 2(50)  0(0)
Escherichia albertii
Isla de patogenicidad PAI 0122/IE6

Clave de la cepa

12320a

Tabla 14. Prevalencia de efectores que actiian sobre las vias de sefializacién de la respuesta inmune innata y/o muerte

celular.

. Efectores que actlan sobre las vias de sefializacion de respuesta inmune innata. * nleA, nleB2, nleC, nleB1, nleE

(non LEE-encoded effector A, B2, C, B1, E), espJ (EPEC secreted protein J), lifA (Lymphocyte inhibitory factor).

. Efectores que actian sobre las vias de sefializacion de respuesta inmune innata como en las de muerte celular. *

espL (EPEC secreted protein L), nleD, nleH1, nleH1-1, nleH2, nleF (non LEE-encoded effector D, H1, H1-1, H2, E).

. Efectores que activan sefiales de apoptosis en las células eucariontas. *nleF (non LEE-encoded effector F) y cif

(Cycle inhibiting factor).
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Tabla 15 . Prevalencia de genes no codificados en LEE que afectan el citoesqueleto. espM1 (EPEC secreted
protein M1), espM2 (EPEC secreted protein M2), espW (EPEC secreted protein W), espG2 (EPEC secreted
G2).

CEPAS DE EPEC DE NINOS ASINTOMATICOS
Clave de la
cepa
11182a
11313b
13141a
1261a
1153a
1416b
1080¢c
122553
11215a
123064
13188¢
11336 e
1251a
13202d
11129a
11198a
1256b

13113a
12148¢
TOTAL 5(26.3) 7(36.8) 5(26.3) 1(5.26)
CEPAS DE NINOS ASINTOMATICOS

Clave de la

10141a
11305d

TOTAL 3(75) 0(0) 0(0) 1(25)
Escherichia albertii
Clave de la
cepa
12320a
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7.5.ldentificacion de islas de patogenicidad previamente identificadas en cepas de E. coli

que producen la lesion AJE.

La mayoria de los efectores que son translocados por el T3SS y que no se encuentran codificados en

LEE, estan organizados en islas de patogenicidad, esto se ha demostrado en las cepas de referencia
EHEC EDL933, EHEC Sakai y EPEC E2348/69.

Tabla 16 .Prevalencia de islas de patogenicidad previamente reportadas en las cepas de referencia EHEC
EDL933, EHEC SAKAI, EPEC E23448/69

Clave de la cepa

10-80c

11-129a

11-182a

11-198a

11-215a

11-313b

11-336b

11-53a

12-51a

12- 56b

12-148¢

12-255a

12-306d

12-61b

13-113a

13-141a

13-188¢

13-202d

14-16b

TOTAL

Isla Completa, n(%)
*Isla Truncada n(%)

| Clavedelacepa | PAIO122 PP2 SP9 incom Sp3/01-36

1077b
10141a
12305d
1317¢
Isla Completa, n(%)
*|sla Truncada n(%)

CEPAS DE NINOS CON DIARREA

PAI 0122 PP2 SP9 incom Sp3/0l1-36 0Ol-57

*+ +

*+ +

+ + + +
+ + 4+ +

6(316)  6(31.6) 5(26.31) 3(15.8) 1(10.52) 2(10.52)
2(1052)  1(10.52) 0 0 6(31.6) 0

CEPAS DE NINOS ASINTOMATICOS
0l-57
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Como se muestra en la tabla 16 , el 79% de las 19 cepas aisladas de pacientes presentan al menos
una de estas islas de patogenicidad, de estas 15 cepas, 11 tienen dos 0 mas islas. Mientras que solo

una cepa, de las 4 cepas aisladas de pacientes asintomaticos, present6 una isla (Tabla 16).

Con respecto a E. albertii, de estas islas se encontrd la isla 0122/IE6, la cual se ha asociado con la
patogenicidad de EPEC.

7.5.1. ldentificacion de islas de patogenicidad no reportadas previamente.

La identificacién de islas de patogenicidad se hizo utilizando el programa lIslandViewer, y se
identificaron en total 11 islas que no se han reportado previamente en ninguna cepa de la famila A/E.
De las 19 cepas de nifios con diarrea todas presentaron al menos una isla. La isla denominada nleF-
nleB2 completa o truncada se encontr6 en 15 (79%) de las cepas de nifios con diarrea y en 1 (25%)

de los nifios asintomaticos (Tabla 17).
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Clave de
la cepa

Tabla 17 .

nleF-
nleB2

Prevalencia de Islas no reportada previamente en las cepas de EPEC y E. albertii.

nleG7-
espS/ospB

10-80c

11-129a

11-182a

11-198a

11-215a

11-313b

11-336b

11-53a

12-51a

12- 56b

12-148¢

12-255a

12-306d

12-61b

13-113a

13-141a

13-188¢c

13-202d

14-16b

Isla
Completa
n(%)
*Isla
Truncada
n(%)

Clave de
la cepa

*+

*+

+
+ [

+ + + + + o+

11(57.9)

4(21.05)

nleF-
nleB2

+
+

+ 4+ + + +

+

e
9(47.3)  4(21.05) 3(158)  1(10.52) 6(316) 2(10.52) 2(1052) 1(1052)  1(1052) 0

1(10.52)  1(10.52) 1(10.52) 0 0 0 0 0 0

nleG7-
espS/ospB

1077b
10141a
12305d
1317¢
Isla
Completa
n(%)
*Isla
Truncada
n(%)

0

1(25) 0 0 0 0 0 1(25) 0 0 2(50)

0 1(25) 0 0 0 0 0 0



Estas islas estan compuestas por diversos genes, los cuales se muestran en la tabla 18.

Tabla 18. Genes contenidos en las islas de patogenicidad. Genes que se encuentran en cada una de

las islas identificadas en las cepas de EPEC.

Nombre de la Isla

Genes que la conforman

0122/IE6 lifA, nleB1, nleE, espL

0122/IE6 truncada nleB1, nleE

PP2 espd, nleG2-2, cif, nleH1-1

SP9 truncada nleG, espM1, nleG9

01-48/Sp6 espK, pseudogen nleB2, espN, espX7/nleL
01-48/Sp6 truncada espK, pseudogen nleB2

Sp3/01-36 nleH1, nleC, nleB2, nleD

IE5 espG2, espC

01-57/Sp11 nleG-3, nleGB-2, nleG5-1

nleF-nleB2 nleF, nleH?, pseudogen nleC, nleB2

nleF-nleB2 truncada

nleF, nleH2

nleG7-espS/ospB

nleG7, espS/ospB

nleG2-4-espM2

nleG2-4, nleG-3, nleG6-1, espW, nleG8-2,
espM2

espV-nleG espV, nleA, variante de nleG2-3
nleA-nleG2 proteina hipotética, nleA, nleG2-2
cif-nleA cif, nleA

nleG2-2 espN2-2 nleG2-2, espN2-2

nleC-nleG nleC,nleG

espM2-espS/ospB

homologo de espM2, epS/ospB
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7.6. Asociacion de las caracteristicas filogenéticas de las cepas de EPEC y los factores de

patogenicidad

Comparando los genes de patogenicidad de los diferentes clados del arbol filogenético obtenido por
VAMPhyRE (Figura 8), observamos que las cepas del clado | cuando las comparamos con las cepas
del clado IV contienen mas genes de efectores asociados a la respuesta inmune innata y practicamente

no tienen genes que codifican para toxinas (solo una cepa fue positiva).

nleA nleB1 nleB2 nleC espd lifA/efal nleH2 nleH1 nleD nleF espl?2  TOXINAS
r 11198a
[~ 11215a
Lr 12148c
1261a
1153a
- 13141a
1416b
11182a

12306d

1251a

—
1080¢
4‘.’— 13188¢c
13113a
—

12255a
1256b

1077b

13202d
11313b
10141a
11305d
11129a
11336b

1317c

Figura 8 . Distribucion de los factores de patogenicidad por clados. Se muestran los efectores

asociados a la respuesta inmune innata y la presencia o ausencia de genes que codifican para toxinas.
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71.7.Correlacion entre las caracteristicas genéticas de los clados y la carga de EPEC en las

heces de los nifos

Como se ilustra en la Figura 9, al buscar asociaciones entre las caracteristicas genéticas de las cepas
de los clados con la carga bacteriana en las heces de los nifios, observamos que las cepas del clado
I, linaje 2 asocian con heces con una mayor carga bacteriana (p=0.0028, Mann Whitney test). También
observamos que las cepas del clado | son las unicas que contiene dos islas de patogenicidad, la PAI
0122 (72% de las cepas) y la isla que nosotros describimos por primera vez en este trabajo que
denominamos nleA-nleG2-2 (62.5% de las cepas) y con excepcion de una cepa del clado IV la PAI
solo se identific en 6 (72%) de las 8 cepas de este clado |. Observamos que las tres PAl 'y el gen iss
(increased serum survival) estan asociados significativamente con cepas de EPEC aisladas de nifios

cuyas heces tuvieron una mayor carga de EPEC. (Figura 9).

. ba:tlarng +I1]e:es PALO122*  [PP2*
R [+
'— T T A
12148¢ A4.87E+05
e 736406
T gaE06 | R
| e 63E06 A
I 1A5E407 | B
MR 300E406 |k L
- _r 123064 1 59E+06
5t 473E+05
I 12188 4.23F+03
L,_ e 4.37E+05
1313 4.87FE+05
[re— 12255 4.39E+05
125 8.62E+02
1077
= 132024 1.76E+02
11313 1.89E+05
10M4%a
11305d
1125 1.08E+05 -
113% 8.40E+04
ki

0

Figura 9. Carga de EPEC y factores de patogenicidad. Se observo que el clado I,b esta asociado a cepas
obtenidas de nifios con mayor carga de EPEC en las heces de los nifios con diarrea. Y también se observo la
asociacion entre diferentes factores de patogenicidad que se encuentran asociados a este clado . PAI 0122 vs
Carga bacteriana*p= 0.0117, PP2 vs Carga Bacteriana * p=0.0426, Isla nleAnleG2-2 VS Carga bacteriana #
p=0.0117, iss vs Carga bacteriana &p=0.0002, T6SS vs carga bacteriana, % p=0.048(Mann Whitney test)
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7.8.Asociacion de la presencia del locus T6SS con el cuadro clinico.

Como se muestra en Tabla 19, la presencia del locus del T6SS en las cepas de EPEC correlaciona
significativamente con los nifios que presentaron tanto un numero mayor de evacuaciones al dia
(p=0.0151 Mann Whitney Test), como con los que presentaron cuadros de diarrea moderados a graves
(0.044 Mann Whitney Test); estas cepas también se asociaron con nifios cuyos episodios de diarrea

tuvieron una mayor duracién (dias) (0.044 Mann Whitney Test).

Tabla 19. Asociacién de la presencia del T6SS en las cepas de EPEC con las caracteristicas del cuadro clinico

del nifio del que se aislaron estas cepas.

Ergzg:sn - *Evacuaciones por dia "Severidad T6ss

1 2.1 4 6 Moderado +
2 26 NG 6 Leve ¢
3 2.7 4 15 Moderado +
4 9.1 _ 15 severo +
5 14.5 5 12 Moderado +
6 2.2 4 10 Moderado +
7 2.7 _ 10 Moderado +
8 12.7 _ 12 Moderado +
9 17.9 5 22 Moderado +
10 22 A 4 Leve +
11 328 NS 7 Moderado +
12 46.8 5 11 Moderado i
13 72 _ 5 Moderado +
14 38.4 5 7 Moderado

15 11 1 1 Leve

16 20 _ 7 Moderado

17 224 3 4 Leve

18 37.2 4 3 Leve

19 55.2 1 5 Leve

Correlacion entre las cepas de EPEC que contienen el T6SS y nimero de evacuaciones por dia del nifio del
que se aislaron estas cepas p=0.0151 Mann Whithey Test. & Correlacién entre las cepas de EPEC que contienen
el T6SS y dias de duracion del episodio de diarrea del nifio p= 0.044 Mann Whithey Test. * Correlacion entre
las cepas de EPEC que contienen el T6SS y su asociacion con los casos moderados y severos p= 0.044Mann
Whithey Test.
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7.9.1dentificacion de genes de patogenicidad de EPEC en cepas de nifios con diarrea y

asintomaticos por PCR punto final.

Estas cepas de referencia del laboratorio, y corresponden a tres estudios llevados a cabo
anteriormente. Se seleccionaron 27 cepas aisladas de nifios que requirieron hospitalizacién de un
estudio en la Ciudad de México y de un estudio en Yucatan. Dos de las 27 cepas (7.14%) fueron
identificadas como EPECt y el resto como EPECa (Tabla 19).

Las cepas fueron aisladas de nifios menores de 5 afios, excepto por una cepa que fue aislada de un

nifio de 6 afios del estudio de Yucatan.

Las cepas de EPEC de nifios asintomaticos provenientes del Hospital O"Horan de Yucatan, fueron
aisladas de nifios que llegaron por alguna otra razon al hospital, por ejemplo, alguna lesion. La mayoria
de las cepas de nifios asintomaticos se seleccionaron de una cohorte de un estudio de diarrea
realizado en la comunidad La Magdalena Atlicpac del Estado de México. Las cepas seleccionadas
fueron de nifios que no habian tenido diarrea, en los meses previos y a las cuales no se les habia
identificado otro patdgeno. De las 38 cepas seleccionadas, 2 fueron clasificadas como EPEC tipicas
(5.2%).

Una vez que se seleccionaron las cepas, se realizd una busqueda de genes de patogenicidad por PCR
punto final, incluyendo los que codifican para diferentes efectores asociados con la respuesta inmune:
nleA (inflamasoma), nleE, nleB, nleH1, nleH2, involucrados en vias de translocacion de NFkB, espL
involucrado en necroptosis e inflamacion), lifA/efa1 asociado con proliferacion de linfocitos. También
se buscaron genes que codifican para toxinas de la familia de las SPATES, pic, sat, pet, sepA, sigA asi
como otras toxinas, CDT, subtilasa AB (subAB), EAST-1 (astA)(Tabla 20).

De los 12 genes que se buscaron, los genes mas prevalentes en las cepas de EPEC aisladas de nifios
con diarrea fueron los genes nleA y nleH1 (Tabla 20), los cuales estan involucrados en la inhibicion de

la respuesta inmune innata.

Ademas se observé que hay un mayor nimero de cepas que tienen genes que codifican para ambos
grupos de genes de toxinas y de efectores, en las cepas de nifios con diarrea comparado con las cepas
de los nifios asintomaticos ( p=0.0041,0D=6.129, 95% Cl=1.869 a 18.47).

63



Tabla 20. Prevalencia de genes de patogenicidad en las cepas de EPEC aisladas de nifios con

diarrea y asintomaticos.

TOXINAS

nleA p=0.0242, OD= 3. 429, 95% Cl =1.194 a 10.03 (Fisher's exact test). **nleH1 p=0.042, OD=6.75,
95% Cl = 1.176 to 30.7 (Fisher's exact test).
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7.10. Resistencia a antibioticos.

7.10.1. Pruebas de sensibilidad a 16 antibiéticos a las cepas secuenciadas de EPEC.

Para este ensayo se utilizo el sistema de identificacion de VITEK®2 Compact y la tarjeta AST-GN70

para Gram-negativas.

De las 19 cepas de EPEC aisladas de casos de diarrea 13 (68.4%) fueron resistentes a ampicilina y 9
(47.3%) de las cepas fueron resistentes ampicilina/sulbactam, dos cepas mostraron una
susceptibilidad intermedia 2 (10.52%), 8 (42%) de las 19 cepas no mostraron resistencia a ningun
antibiotico. De las cepas de EPEC aisladas de nifios asintomaticos solo una cepa mostro resistencia
antimicrobiana y las 3 cepas restantes fueron sensibles a todos los antibiéticos probados. De las 19
cepas de nifios con diarrea 8 (42%) fueron resistentes a Trimetroprim/Sulfametoxazol (TMX), asi como
1 cepa de los nifios asintomaticos. Todas las cepas resistentes a TMX fueron también resistentes a
Ampicilina (Tabla 21).

La cepa de Escherichia albertii solo presentd resistencia intermedia a Nitrofurantoina (Tabla 21).

Tabla 21. Susceptibilidad a diferentes antibioticos de las cepas de Escherichia. En color verde indica las cepas

que provienen de nifios asintomaticos y en color anaranjado la cepa de Escherichia albertii.

Aminoglucésidos b-lactamasas sulfonamidas Quinolones
Amikacina Tobramicina Gentamicina Piperacillin/Tazobactam Aztreonam Cefepima Ceftriaxona Ampicilina  Cefazolina Ertapenem Meropenem Ampicilina/Sulbactam Trimetoprima/Sulfametoxazol Ciprofloxacino  Nitrofurantoina

1080c

1153a R R R

11129a R R R R R R
11182a R R R R
11198a

11336b R R R R R
1251a R R R
12148¢

12306d

13113a R R R

13141a

13188¢c R R R R
11215a

11313a

12255a R R R R R |

1256b R | R
13202d R R R R
1416b

1261a R R R
1077b | R R R R R R R
1041a

11305d

1317c
12320a |
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7.10.2. Busqueda de marcadores genéticos de resistencia antimicrobiana.

En las cepas de nifios con diarrea los genes mas prevalentes fueron los que confieren resistencia a
beta-lactamasas (ampicilina y cefalosporinas), los cuales se encontraron en 15 (78.9%) cepas y los
que estan relacionados con la resistencia a los inhibidores de la enzima folato reductasa
(trimetroprim/sulfametoxazol) identificados en 14 (73.7%) cepas. Ademas, 4 (21.05%) cepas no
tuvieron ningun gen asociado a genes de resistencia antimicrobiana de los que estan en la base de
datos de KmerResistance 2.2 . Al comparar el fenotipo con el genotipo de las cepas, observamos que
hay un gran nimero de cepas que tienen genes de resistencia a TMX pero que no presentan el fenotipo
asociado. Mientras que de las 13 cepas que presentaron genes de resistencia a ampicilina 11 fueron
en efecto resistentes a este antibiético mientras que dos cepas fueron susceptibles al este antibiético.
Ademas una cepa fue resistente a todas las penicilinas que no estan acompafadas de un inhibidor de

las B-lactamasas, como sulbactam o tazobactam y esta cepa fue la Unica en la que se identificd el gen

blaCTX-M-15_23, el cual se encuentra asociado a las B-lactamasas de espectro extendido (BLEE).

La cepa de Escherichia albertii presentd genes de resistencia a estreptomicina, trimetroprim,
sulfametoxazol y ampicilina, sin embargo no se observo fenotipicamente resistencia a estos dos

ultimos antibidticos ya que las cepas fueron sensibles.

7.11. Estandarizacion de las condiciones de la técnica de FAS para formacién de

pedestales.

Como se ha venido mencionando la caracteristica fenotipica propia de las cepas que producen lesién
AJE es su capacidad de formar pedestales, lo que nos permite evaluar si las cepas que estamos
identificando por la presencia de un gen que codifica a intimina, contienen un T3SS funcional y

produce los efectores necesarios para la formacion de la lesion A/E.
7.11.1. Formacion de pedestales utilizando las técnicas descrita en células HEp-2

Se evaluar las 19 cepas de EPEC aisladas de nifios con diarrea y la de E. albertii utilizando la técnica
de FAS descrita por Knutton et al 1987 (Knutton, Lloyd y McNEISH, 1987) para cepas de EPECt.
Nosotros utilizamos las MOl (MOI 5-10) y el medio de activacién de LEE (DMEM con alta
concentracion de Glucosa “High Glucose = HG”) como estaba descrito solo variamos el tiempo de
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incubacion de 3 horas por 4 horas. Como se ilustra en la Tabla 22 utilizando estas condiciones
observamos que ninguna de las 18 cepas de EPECa formé pedestales, solo formaron pedestales dos

cepas ( 10%), la unica cepa de EPECt y la cepa de E. albertii.

7.11.2. Modificacion de la técnica de FAS incrementando la MOl y el tiempo de

incubacion.

Al analizar las muestras del experimento anterior nos dimos cuenta de que no se observaban
practicamente bacterias de EPECa adheridas a las células HEp-2, como habiamos determinado con
base en las secuencias de las islas LEE que en efecto contenian todos los genes necesarios para la
formacion del pedestal,concluimos que no habiamos encontrado las condiciones dptimas para la
formacion de pedestales in vitro. Por lo que en este nuevo ensayo se decidio incrementar la MOl a 50
en vez de utilizar la MOI de5-10 asi como el tiempo de incubacién a 6 horas. De las 18 EPECa

analizadas en este ensayo 13 (72%) cepas formaron pedestales bajo estas condiciones.
7.11.3. Ensayo de FAS utilizando DMEM Advanced

Tal parecia que seguiamos sin encontrar las condiciones dptimas para que todas las cepas formaran
pedestal a pesar de tener el LEE altamente conservado. En 2012 se reportd que la etanolamina, una
molécula que esta presente en el intestino, activa la expresion de la Isla LEE de la cepa de EHEC C
86-24, por lo que decidimos cambiar el medio de activacion de LEE de DMEM HG a DMEM “Advanced”
que contiene etanolamina y muchos otros nutrientes que no contiene DMEM HG. Al probar las 5 cepas
de EPECa utilizando DMEM Advanced para la activacion de LEE y las mismas MOI y tiempo de

incubacion del experimento anterior las 5 cepas formaron pedestales ( Tabla 22).
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Tabla 22. Estandarizacion de los ensayos de FAS. Se probaron diferentes condiciones de infeccion como

tiempo, MOI, y cambios de medio de induccién de la expresion de LEE, hasta que observamos la formacion

de pedestales en todas las cepas probadas.

Cabe mencionar, que a pesar de que pudimos ver la formacion de pedestales al exponer a las células
a una MOl alta de 50, la monocapa de células estaba muy fragil y dafiada, de tal manera que decidimos
evaluar, con las condiciones previamente estandarizadas, de FAS desarrollado utilizando células
Caco-2.

7.11.4. Ensayo de FAS utilizando DMEM Advanced y células Caco-2 y determinacion

de citocinas producidas por estas células.

Por diversas razones nosotros estabamos muy interesados en desarrollar el ensayo de FAS con
células Caco-2, puesto que son células epiteliales de intestino de un adenocarcinoma de colon y
EPEC es un patogeno intestinal. Para determinar la MOI dptima para observar pedestales y menos
dafio en la monocapa las células Caco-2 Cbbe1 se incubaron con tres cepas diferentes de EPECa
con una MOI de 25 y una MOI de 10, durante 6 horas de incubacién. Observamos que la MOl de 10
permitia tanto la formacién de pedestales los cuales se pudieron cuantificar y la monocapa no estaba
dafiada. Por lo que se probaron las 19 cepas de EPEC y la de E. albertii aisladas de pacientes

utilizando la MOI de 10 y el una incubacion de 6 horas (Tabla 22).

Una vez que retiramos el sobrenadante, tefiimos las células, observamos que la distribucién de los
pedestales en las células no es uniforme, por lo que se tomaron en cuenta tres parametros, el nimero
de células con pedestal por cada 100 células, los pedestales por célula, y el promedio de pedestales
por célula por cada 100 células (Tabla23).
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Tabla 23. Formacién y conteo de pedestales. Se contaron las células donde se observaron pedestales por 100

células en total, y cuantos pedestales se encontraron en promedio en estas células.

Células Pedestales

con por célula

pedestal

(100)
11-336b 5 15
13-113a 6 20
11-129a 10 7
10-80c 12 26
13-141a 16 14
12- 51a 25 11
11-182a 100 7
11-313b 10 12
11-215a 18 12
12-306d 20 1
12-148¢ 28 3
13-202d 65 10
12-61b 94 25
12-255a 96 7
11-198a 100 Incontables
12- 56b 100 4
13-188¢ 100 Incontables
11-53a 100 Incontables
14-16b 42 3

712 Correlacion entre las concentraciones de citocinas y el nimero de pedestales,

células con pedestales y cuadro clinico.
Realizamos varias correlaciones entre la formacion de los pedestales, la produccion de citocinas con
el cuadro clinico de los nifios de dénde venian las cepas utilizadas en los ensayos. Con respecto al
numero de células y pedestales, se observd que las cepas que tuvieron mas de 90 células con
pedestales expresaron concentraciones mas altas de IL-8 (0.04, Mann Whitney test). De manera
interesante, las cepas provenientes de nifios de casos moderados y graves presentaron

concentraciones por arriba de 100 pg/mL (p=0.0365) comparada con las de los nifios de casos leves.
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7.13. Produccion de citocinas de cepas de EPEC de casos y nifios asintomaticos.

En total probamos 22 cepas aisladas de nifios con diarrea y 18 cepas aisladas nifios asintomaticos en
el ensayo con células Caco-2 con una MOI de 10 y 6 horas de infeccion. Se tomaron los sobrenadaste
pasado las 6 de infeccion y se determiné la presencia de 12 citocinas (cuales). Las Unicas citocinas
producidas por las células bajo estas condiciones de infeccién fueron la IL-6 y IL-8. Como se muestra
en el grafico 1 las células Caco-2 infectadas con cepas de EPEC de los nifios asintomaticos tuvieron
concentraciones significativamente mas altas de IL-6 a las 6 horas de incubacion que las células
infectadas con cepas aisladas de nifios con diarrea. Mientras que no se observo ninguna diferencia en

las concentraciones de IL-8 entre las células Caco infectadas con cepas de casos y asintomaticos.

1
Con diarrea Asintomaticos

Grafico 1. Las cepas provenientes de nifios asintomaticos producen mas IL-6 que las de los nifios con

diarrea (p=0.0013 Mann Whitney test) en infecciones de células Caco-2.

70



8. DISCUSION

Es importante resaltar que todas las cepas fueron previamente identificadas como EPEC, utilizando el
gen eaeA (intimina) como marcador genético de la isla LEE, una vez que se tuvieron las secuencias,
se valido que esta isla estaba completa. Ademas se demostrd que todas las cepas son capaces de
inducir la formacién de pedestales lo que indica que todos los genes contenidos en esta isla se
expresan y son funcionales. Resaltando la confiabilidad de los métodos moleculares basados en la
busqueda de genes especificos como marcadores genéticos (Lopez-Saucedo et al., 2003; Estrada-
Garcia et al., 2005; Ochoa et al., 2011; Kotloff et al., 2013; Patzi-Vargas et al., 2015), los cuales nos
permiten identificar de manera répida y econdmica patégenos en estudios epidemioldgicos con un gran
numero de muestras.

EPEC tipica (EPECt) estd considerado un patégeno causante de diarrea desde los afios 40
principalmente en nifios < 6 meses; mientras que EPEC atipica (EPECa) es un patégeno emergente
causante de diarrea, sin embargo, en algunos estudios de casos y controles se han reportado
prevalencias similares de EPECa en las heces de ambos grupos (Hu'y Torres, 2015). Esta diferencias
entre esto dos grupos de EPEC tal vez se deba a que las cepas de EPECt tienen un origen filogenético
similar (Ingle et al., 2016), mientras que las cepas de EPECa tienen origenes filogenéticos diferentes,
ya que se observan varios linajes y tal vez algunos de estos no sean virulentos (Ingle et al., 2016). Las
cepas de EPECa pueden haber surgido de varias maneras, ya sea cepas de E. coli que adquiriendo
la isla LEE en diversas ocasiones a lo largo del tiempo asi como provenir de cepas de EPECt o de
EHEC que hayan perdido el plasmido BFP, o los bacteriéfagos que codifican para las toxinas Shiga,
respectivamente (Ingle et al., 2016). El anélisis que realizamos en este trabajo mostrd, de que a pesar
de que se han descrito al menos 72 sistemas de secrecion tipo VI (T6SS) en E. coli, que todas las 14
cepas de EPECa que tuvieron un T6SS presentaban homologias del 95 al 98% solo con los T6SS de
las cepas de referencia de EHEC 026:H11 11368 y EHEC O103:H2 12009 reportadas en la base de
datos Secret6. Ademas 13 de las 14 cepas de EPECa T6SS positivas se aislaron de nifios con diarrea
y siete de estas cepas son las que constituyen el Clado I,b que tienen el mismo linaje y subgrupo de
LEE (linaje 2, subgrupo 8) y todas tuvieron una similitud del 98% con el T6SS de EHEC 026:H11
11368. Estos datos sugieren estas cepas provienen de cepas de EHEC. Ambos serogrupos de EHEC

026 y 0103 estan asociados con diarrea y sindrome urémico hemolitico (Varela et al., 2015).
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Ademas 5 de las 7 cepas de este clado se aislaron de casos moderados asi como la Unica cepa
aislada (1419b) de un caso grave y también pertenecen a este clado 4 de las 5 cepas aisladas de nifios
< 6 meses incluidas en el estudio. Sugiriendo que las cepas de EPECa del Clado I,b son cepas con

genotipos virulentos y que infectan principalmente a nifios de < 6 meses como las cepas de EPECHt.

Al analizar las 24 cepas utilizando la clasificacion de linajes y grupos para EPEC descritos (Ingle et al.,
2016), con base en la secuencia de siete genes contenidos en la isla LEE, dos cepas de EPECa no
pertenecieron a ningun linaje o subgrupo, sin embargo, las pudimos clasificar cuando se realiz6 el arbol
filogenético utilizando la secuencia completa de la isla LEE utilizando el programa VAMPhyRE, el cual
como se muestra en la Figura 7 permitié agrupar a las cepas en cinco clados y clasificar a las 2 cepas

de EPECa. Por lo que sugerimos utilizar los dos métodos para clasificar a las cepas de EPEC.

Los clados Il y IIl contienen 2 y 3 cepas, respectivamente, las 5 cepas pertenecen al linaje 3, las del
clado Il al subgupo 11ay las del clado Il subgrupo 10. Con respecto a los genes de patogenicidad
identificados en estos dos clados encontramos que el 100% de las cepas contiene al menos un gen
que codifica para alguna toxina el 80% de las cepas fueron positivas para el gen nleA (80%). Mientras
que Ingle et al., 2016, identificaron el gen nleA solo en el 35% de las cepas de las cepas del linaje 3,
pero en este trabajo agruparon sin distincion tanto cepas de EPEC de casos como de nifios
asintomaticos. Las dos cepas del clado Il tuvieron los genes nleE, nleB1y nleD y las tres cepas del
clado Il los genes nleB2 y nleC; todos estos genes codifican para factores involucrados en la inhibicion
de la respuesta inmune y la muerte celular, tal vez esto les confiera virulencia a estas cepas ya que
todas estas cepas fueron aisladas de nifios con diarrea. Sin embargo, ningun estudio previo ha
realizado busqueda de estos genes en cepas de EPEC o EHEC aisladas de nifios con diarrea por lo

que desconocemos su prevalencia en otras cepas.

El clado IV fue el mas heterogéneo, aunque todas las cepas forman parte del linaje 3, pertenecen a
diferentes subgrupos, en este linaje se encuentran las cuatro cepas de los nifios asintomaticos, de
manera similar esto se observo al clasificar las cepas EPEC del estudio de GEMS (Ingle eta la 2016).
Todas estas cepas tienen menos efectores asociados con la inhibicion de la respuesta inmune y la
muerte celular (Santos y Finlay, 2015)Ninguna de las cepas de asintomaticos contiene al gen nleA el
cual fue muy prevalente en las cepas de EPEC que aislamos de casos de diarrea. Cabe mencionar
que en este estudio describimos por primera vez la presencia del gen iss en cepas de EPEC, el cual
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codifica para un inhibidor de complemento y este gen solo se identificd en cepas aisladas de nifios con
diarrea. Varios de los genes asociados con las cepas virulentas de EPEC son efectores que inhiben
la casca del complemento el cual como se sabe juega un papel muy importante en la eliminacion de
bacterias patdgenos no invasivas del lumen intestinal (Belzer et al., 2011). Esto se ha demostrado en
el modelo de infeccion de C. rodentium, otra bacteria de la familia A/E, en ratones ya que en la
resolucion de la infeccion se observd que la molécula del complemento C3b e IgG, la cual fija

complemento, son indispensables para la resolucién de la infeccion (Belzer et al., 2011).

Con el fin de determinar la prevalencia de los genes identificados en las cepas de EPEC asociadas a
diarrea decidimos evaluar una bateria de genes de patogenicidad (toxinas, efectores asociados a la
inhibicion de la respuesta inmune y la muerte celular) en la coleccion de cepas de EPEC del laboratorio
incluimos en total 28 cepas de casos y 38 de nifios asintomaticos. Observamos nuevamente que gen
nleA, al igual que en las cepas secuenciadas de diarrea, fue el més prevalente en las cepas de EPEC
de nifios con diarrea. Ademas identificamos otro gen también significativamente presente en nifios con
diarrea nleH1, el cual no mostro una asociacion significativa con las cepas secuenciadas aisladas de
caso de diarrea, tal vez porque el numero de cepas de nifios asintomaticos es muy pequefio. Esta es
la primera vez que se reporta la asocian el gen nleA'y nleH1 con cepas de EPECa aislados de nifios
con diarrea. En un estudio donde se buscd la prevalencia del gen nleA en una coleccidn de cepas de
EHEC y EPEC de casos y controles, se reportd que éste fue mas prevalente en cepas de EHEC
aisladas de casos de sindrome urémico hemolitico, mientras que no se observo ninguna asociacion
con cepas de EPEC (Mundy et al 2004) y en otro estudio donde comparan los genes de efectores entre
cepas de EPECty EPECa se encontr6 que nleA estaba asociado a las cepas de nifios con diarrea de
EPECt (Salvador et al., 2014). Tanto NleA como NleH1 son efectores que estan asociados con la
inhibicion de la respuesta inmune: NIeA inhibe la formacién del inflamasoma tipo NLRP3 y NleH1 se
une a la proteina RPS3 que esta asociada al complejo de transcripcion de NFkB inhibiendo la
produccion de citocinas (Santos y Finlay, 2015) y también actla sobre la via de las cinasas ERK 1/2'y
p38 por un mecanismo no bien dilucidado (Pham et al., 2013) Nuestro ensayo de produccién de
citocinas por células Caco-2 infectadas con todas estas cepas corrobord que en efecto las células
infectadas con cepas aisladas de nifios con diarrea producen significativamente menos IL6 que las
células Caco-2 infectadas con las cepas de los nifios asintométicos. Estudios en donde se muta el gen

de nleH en las cepas referencia de EPECt E2348/69 y C. rodentium, muestran que estas cepas
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incrementan la produccion de citocinas, comparado con las cepas infectadas con las cepas silvestres
(Hemrajani et al., 2008)

Al realizar las comparaciones entre la carga de EPEC encontrada en las heces de los nifios, de donde
se aislaron estas cepas, se observd que los nifios de donde provienen las cepas del clado |
presentaban cargas de EPEC significativamente mas altas que los nifios de los otros clados. Esta
elevada carga de EPEC en las heces de estos nifios asocia de manera significativa también con la
presencia en estas cepas de islas de patogenicidad (PAI 0122, PP2: espJ, nleG2-2, cif, nleH1-1y la
isla nleA-nleG2-2 descrita por primera vez en este trabajo: proteina hipotética, nleA, nleG2-2), que
albergan genes asociados a la inhibicion de la respuesta inmune y muerte celular, asi como con el gen
iss involucrado en inhibir la cascada de complemento. Como mencionamos anteriormente en las cepas
de este clado I,b es donde encontramos una prevalencia significativamente mayor del T6SS con

respecto a las cepas de los otros clados

Se ha demostrado que lifAlefa1, que se encuentra en la isla PAI 0122, se ha asociado a altas cargas
bacterianas de EPEC en pacientes con diarrea (Slinger et al., 2017). Ademas, se ha demostrado que
la proteina LifA de EHEC y de C. rodentium esta involucrada en la colonizacién bacteriana del intestino
de bovinos y de ratones, respectivamente (Stevens et al., 2002; Klapproth et al., 2005). Otro efector
codificado en la isla PAI 0122, que se ha asociado a la carga bacteriana ha sido NIeE, al infectar
ratones con mutantes de C. rodentium de nleE, se observd que estos ratones tenian cargas
bacterianas intestinales significativamente menores que las de los ratones infectados con C. rodentium
silvestre (Wickham et al., 2007). Se ha demostrado que NIeE inhibe la translocacién de NFkB,
metilando las proteinas TAB2 y TAB3 inactivando la via la ubiquitinacion del ikkB, por ende inhibiendo
la sintesis de citocinas involucradas en la respuesta inmune innata (Wickham et al., 2007; Pham et al.,
2013). Ademas experimentos independientes han mostrado que la expresidn de las proteinas NleA 'y
NIeB incrementan la capacidad de colonizacién intestinal de C. rodentium (Kelly et al.,2006 Gruenheid
et al., 2004) y nosotros encontramos que el gen nleA esté la en la nueva isla nleA-nleG2-2, y el gen
nleB en la PAI 0122, por lo que es posible que en nuestras cepas los productos de esto genes estén
participando en el incremento de la carga bacteriana. Hasta el momento se ha descrito que NIeA inhibe
la formacién del inflamasoma y NleB la translocacion de NFKB cuya consecuencia es la inhibicién de
la inhibicién de la produccion de citocinas involucradas en la respuesta inmune innata (Santos y Finlay,
2015). Ademas, se ha hipotetizado que las ciclomodulinas, familia a la que pertenece el efector Cif,
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Icodificado en isla PP2, modulan la muerte celular para disminuir el recambio celular y que se
establezca mejor la infeccion (Samba-Louaka et al., 2009) y se ha demostrado que estas moléculas
también afectan la relocalizacion a la zona apical de la perforina-2, la cual es una molécula importante
en la resolucion de infecciones de bacterias no invasivas, ya que producen poros en la pared de las
bacterias (McCormack et al., 2015).

El sistema T6SS es un sistema que transloca moléculas tanto a célula eucariontes como a bacterias
(Sana, Lugo y Monack, 2017) y se ha demostrado que los efectores que transloca este sistema
eliminan a las bacterias que no contienen un T6SS. El papel de este sistema en la colonizacion bacteria
se basa en las observaciones de que mutantes de T6SS de Salmonella enterica serovar Typhimurium
y de Shigella muestran una colonizacion menor del intestino de ratones con microbiota integras,
mientras que no se observd una disminucidn en la colonizacion de estos patdgenos mutados en
animales sin microbiota (Sana et al., 2016; Anderson et al., 2017). Por otro lado se ha sugerido que el
T6SS participa en la conformacidn de la microbiota intestinal ya que los T6SS también se han descrito

en bacterias comensales (Verster et al., 2017).

En nuestro trabajo se asocio significativamente la presencia del T6SS en las cepas de EPEC aisladas
de pacientes con un mayor numero de evacuaciones por dia, con una duracion mayor del episodio de
diarrea (dias) y con una mayor severidad del caso. Se ha reportado la asociacion de cepas de
Campylobacter jejuni que contienen un T6SS con cuadros de diarrea con sangre (Lertpiriyapong et al.,
2012). Al realizar un estudio de transcriptdmica de cepas de STEC aisladas de nifios con varios
cuadros clinicos, se observo que las cepas que expresaron a la alta las proteinas del T6SS, habian

sido més frecuentemente aisladas de nifios con Sindrome Urémico Hemolitico (As et al., 2018).

Los resultados de la secuenciacion nos mostraron que una de las cepas obtenidas de un caso de una
nifia con diarrea, identificada originalmente como EPEC era en realidad una cepa de Escherichia
albertii, hasta donde tenemos conocimiento este es el primer reporte de una cepa de E. albertii
obtenida de un caso de diarrea en México. La baja prevalencia de E. albertii en casos de diarrea tal
vez se deba a que es imposible distinguirla por pruebas bioquimicas de E. coli y hasta muy
recientemente no se habian identificado marcadores genéticos especificos (Hyma et al., 2005; Lindsey
et al., 2015; Ooka et al., 2015). También tradicionalmente seleccionamos a E. coli de cultivos de heces
con base en que son fermentadoras de lactosa y se ha observado que las cepas de E. albertii en su
mayoria son lactosa negativas. Ademas estudios en donde se ha realizado la busqueda de E. albertii
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en ceparios de E. coli se ha mostrado que su prevalencia es muy baja, pero esto se debe en gran parte
a que estos ceparios contienen en su mayoria cepas de E. coli (lactosa positiva) y solo algunas cepas
de E. albertii son fermentadoras de lactosa (Ooka et al., 2012). La importancia de seleccionar cepas
lactosa negativas quedo claro al describir un brote en Japdn debido a una “EPEC” lactosa negativa y
la identificacion de casos de diarrea debidos a “EPEC” lactosa negativas (Asoshima et al., 2014). Por
lo que decidieron analizar nuevamente a estas cepas por secuenciacion masiva determinando que la
cepa del brote y otras en realidad eran E. albertii (Asoshima et al., 2014). Sin embargo, no fue hasta
2017 que Lindsay et al., desarrollaron una PCR multiplex que permite diferenciar entre E. coli, E. albertii
y E. fergusonni el cual es un método barato y rapido. Los anélisis también han mostrado la alta
homologia entre los genes que componen la isla LEE de EPEC y EHEC con los de E. albertii por lo
que es facil confundirlas con cepas de EPECa. La cepa que nosotros identificamos como una E. albertii
es lactosa negativa y fue seleccionada porque en este estudio de biomarcadores nosotros queriamos
identificar cepas de E. coli enteroinvasora que el 40% son cepas lactosa negativas. Nosotros
confirmamos que esta era una cepa de E. albertii por secuenciacion y PCR in silico utilizando los
iniciadores descritos para. eaeA, como marcador de la presencia de las Isla LEE, con la que presenta
una homologia del 95% con el gen eaeA de EPEC. Ademas se encontraron genes de patogenicidad
no codificados por LEE y de manera importante la PAI 0122 la cual se ha asociado a la patogenicidad
de EPEC y EHEC (Afset et al., 2006; Vieira et al., 2010; Mercado et al., 2016).
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9. CONCLUSIONES

Los métodos de deteccion molecular de patogenos basados en la busqueda de genes especificos
como marcadores genéticos son altamente confiables.

Las cepas de EPEC tienen una gran variabilidad genética, sin embargo, parece haber clados
claramente asociados a los cuadros con diarrea y su severidad.

Encontramos genes que potencialmente pueden utilizarse como marcadores genéticos de cepas
virulentas, principalmente asociados a la inhibicion de la respuesta inmune innata.

La competencia con las bacterias residentes del intestino por medio del T6SS parece tener un impacto
en la colonizacién de EPEC, en la duracién del episodio de diarrea y en a la severidad del cuadro
clinico.

Las condiciones nutricionales que permiten la induccion de pedestales en todas las cepas de EPEC
son diferentes a las reportadas para las cepas de referencia de EPECt y EPECa.
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10. PERSPECTIVAS

Determinar la distribucion de los genes que encontramos asociados a la inhibicion de las vias del
complemento, por PCR de punto final.

Disefar protocolos de PCR de punto final para determinar la prevalencia en un mayor nimero de
cepas, de otros genes de efectores como cif y nleF, que se encontraron con mayor prevalencia en las
cepas secuenciadas de nifios con diarrea.

Disefar protocolos de PCR de punto final que nos permitan identificar particularmente el locus de T6SS
que encontramos asociado al cuadro clinico, para determinar la prevalencia de este sistema en un
mayor numero de cepas.

Disefar protocolos de biologia molecular que nos permitan discriminar entre los diferentes linajes y
subgrupos sin necesidad de obtener las secuencias completas de la isla LEE.

Realizar la busqueda intencionada de cepas de Escherichia albertii, en la coleccion de cepas del
laboratorio, sobre todo en E. coli lactosa negativas.
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