Existen 5 categorias de E. coli que causan diarrea (ECDA) en
humanos con diferente tropismo tisular e interaccion al
enterocito y cuya presencia y/o prevalencia en nuestro pais se
desconoce ya gue no se usan pruebas diagnosticas de rutina.
Dentro de ellas se encuentra EHEC, la cual cuenta con 2
factores de virulencia muy importantes, la familia de fimbria polar
larga (LPF): Ipfl y Ipf2, que participan en la adherencia inicial y
colonizacion. La adhesina intimina, codificada por el gen eae es
requerida para la clasica lesion intestinal de adherencia vy
destruccion (A/E) producida por EHEC (FIG1).

En este estudio se usaron dos colecciones de cepas de
Escherichia coli patdgenas aisladas de procesos diarreagénicos,
las cuales fueron serotipificadas y se diseno un ensayo de PCR
multiple con el objetivo de detectar la presencia de los genes
IpfAl, IpfA2 y los 4 alelos del gen eae que codifican para cuatro
tipos de intimina: «, f#, yy comun (P2).
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FIG. 1. A. Interaccion del enterocito con las diversas categorias de E. coli
diarreagénicas, B. Sitios de colonizacion de E. coli enteropatdogenas
(Kaper et. al., 2004; Croxen and Finlay ., 2010).
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Determinar los diferentes patotipos presentes en una coleccion de
cepas de E. coli aisladas de procesos gastrointestinales en
infantes, a travées de la determinacion del serotipo y de la
presencia de los genes Ipfl, Ipf2, eae.

_ weowolosh

55 Cepas E. coli

Intestino Delgado:

EPEC, ETEC, DAEC y EAEC.

SEROTIPIFICACION

Agar Soya 187 O
Tripticaseina 56 H

Siembra en agar
Mac-Conkey

Crecimiento en caldo
Luria Bertani 20hrs 37°C

Base de datos
genoma EHEC NCBI

Disefio de
oligonucledtidos

Extraccion de
DNA gendmico

Electroforesis Estandarizacion PCR individual

Estandarizacion PCR multiple

SECUENCIACION ELECTROFORESIS

ANALISIS DE DATOS
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Fimbria Polar Larga Al 639
Fimbria Polar Larga A2 716
Intimina region conservada 917
Intimina alelo alfa 1648
Intimina alelo gama 1770
Intimina alelo beta 1926

Tablal. Nombre y tamano esperado en pares de bases de los
productos de amplificacion por PCR de los genes IpfAl, IpfA2 y eae
Involucrados en la adherencia de EHEC
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PA 3, PA 30, DIM 40, PV 184-4

PA 1, PA 15, PA 11, PA 20, PV 92, PV159-1

Tabla 2. Serogrupos O de E. coli aisladas de procesos diarreicos.

E. coli It 018 ac
E. coli It 0118
E. coli It NT
E. coli It 08
E. coli It 0120
E. coli It/st 065
E. coli It 02
E. coli It 018 ac
E. coli It 03
E. coli It/st 025
E. coli It 023
E. coli It 0140
E. coli LT/escD 0169
E. coli escD 0167
E. coli It 011
E. coli It 0153
E. coli It 02
E. coli It NT
E. coli It NT
E. coli It 044
E. coli It 011
E. coli It NT
E. coli It 08
E. coli It NT
E. coli It 011
E. coli It 04
E. coli It 0117
E. coli It 086
E. coli It 011
E. coli It 033
E. coli It o7
E. coli It 02
E. coli It 086
E. coli It NT
E. coli It 025
E. coli It 0115
E. coli st/lt 027
E. coli escD 051
E. coli escD NT
E. coli hlyA 011
E. coli escD/hlyA NT
E. coli escD NT
E. coli escD NT
E. coli escD OR
E. coli escD NT
E. coli escD NT
E. coli escD 073
E. coli escD 011
E. coli hlyA 055
E. coli escD 02
E. coli hlyA NT
E. coli escD NT
E. coli escD 053
E. coli escD 073
E. coli escD 0105ab

H21

H8
NM
H3
H25
H49
H6
H2
H3
H4
H8
H2
NM
NM
H18*
H40
H3
H10
H10
H18
H18*
H19
H4
HI9
H10
H5
H30
H30
H18*
H19
H4
H4
H18
NM
H4
H5
H51
H49
HI9
H2
H21
NT
H51
H33
H21
NT
H55
H18
NM
H16
H4
NT
H16
H18
H16

UPEC

STEC
Ex-EC

STEC

EAEC

[ A T T R A T R BTG

STEC

STEC

Tabla 3. Serotipos de E. coli aisladas de procesos diarreicos.

* Determinada por amplificacion de genes st, It (ETEC), escD (EPEC), hly A(EHEC).

Maldonado, 2004, Villegas 2005.
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Figura 2. OBTENCION DE DNA TEMPLADO. Electroforesis de DNA
genomico en gel de agarosa al 0.7% extraido de cepas de E. coli

aisladas de procesos diarreicos en ninos menores de 5 anos.

BIBLIOGRAFIA: Kaper et.al., 2004; Croxen and Finlay, 2010 ; Torres et. al., 2009; Mc Graw E.; J. Li; R. K Selander and T.S. Whittam. 1999
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Fig 3. Identificacion de factores de adherencia de EHEC por PCR. Geles
representativos de PCR individual y multiple de IpfAl,IpfA2 y eae para la cepas
control de EPEC E2348, EHEC EDL 933 y 86-24 y cepas problema. A. carril 1, gen
eae y (EHEC EDL933); carril 2, gen eae comun (EDL 933); carril 3y carril 4, IpfA2 y
IpfAl respectivamente (EDL 933); carril 5, gen eae o (EPEC E2348/69) y carril 6,
gen eae S (EHEC 86-24). Carril M, marcador 1 kb (Gene Ruler) B. Electroforesis de
PCR multiple de IpfAl y IpfA2 controles y problema a diversos voliumenes de
reaccion, carril 1y 7, IpfA2 (716 pb) (12.5 y 50 ul) cepa DIM 22; carril 4, IpfAl (639
pb) DIM22 (50 ul); carril 2 y 3,IpfA2 (12.5 ul) cepas Pa-30 y Pa-40; carril 5, I[pfA2 y
IpfALl (50 ul) EDL 933; carril 8, 100 pb (Gene Ruler). C. carriles 3y 10, IpfA2 (716
pb) cepas DIM 29 y DIM 40. En los carriles 1, 14, 20 y 27, gen eae comun (917 pb)
cepas DIM 27, DIM 33, DIM 29 y DIM 40; carriles 2, 6 y 7, genes IpfAl, eae yy eae
comun (EHEC EDL933); carriles 8 y carril 21, 100 pb (Gene Ruler Plus). D. PCR
multiple de eae y y eae comun carrill, EDL ; carril 2, Pa 30; carril3, Pa-3; carril4,
PCR multiple [pfA2 y IpfAl , DIM-22; carril 5, N/Styl; carril 6, 100pb
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Tabla 4. Caracteristicas de cepas de ECDA que amplificaron los
genes IpfAl, IpfA2 y eae .

AGCAGCGAGCGGCCCATGGAGTITTTCATGAAAAAGGTCGTITITITTGCCT TAACCGCACTGGCGTTAACTTCT
GGCACTGTATTCGCAGCAGAGTCTGGTGACGG CACGGTTAAATTITACAGGCGAGATCGTGGATTCACCTTG

CGTACTGTCCGTTGACTCTCAGAACCAGGAAGTITIGTGTTGGGTCAGGTACAAAAATCTIGTATITGCTGCGGT
TGGTGACAAATCCCCGGCGAAACCTTTCGAAATCAAACTGGAAGTITITGCGATACCACAACGATGAAAAAAG
CCAATGTGAGCTT TACTGGTGT IGGTGATGCAGATAAATCTGATCTGATITITICTGTTAGCACTGAAGCAGGTG
CGGCCAAAGGTGTTIGGTATCGGTATITITATGATAACAGCAACACCCTGGTCGCTCTTAACGGTGGTAAAGCA

AGTGTTGACCTGAAAACAGGCCAGACGGTICTCTACTITITACCGCCAACTATGTTTCAACTCTGGCAACGGTA

ACGACCGGGTTACGGCAATGCACAGGTCGATTTCAACCTGTCTTACGAGTAATCGTCCGTTITACAAATGGC
GGCGTAATTGCCGCCATAGAAAAAGGTAAAAATGAGGGGTTCGAACATCCG

<40 40-50 50 3 20-200 »>=200
Ouery N e e ——————————— |
] I 1 I I i i i
1 100 200 300 400 500 &S00 700

Figura 4. Resultados representativo de secuenciacion del producto de
PCR IpfAl de la cepa DIM 22 vy analisis tipo BLAST con el genoma de
EHEC O0O157:H7. ATG: Coddn de inicio; TAA: Coddon de Paro,
secuenciacion con oligonucleotido reverso, IpfAl con 639 pb. Identidad
= 509/526 (97%).
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1. El serogrupo O mas frecuente fue el O1lly O2

2. El 82% de las cepas de E. coli aisladas de procesos diarreicos
en ninos, no pertenecen a serotipos reportados para ECDA o
EXEC y podrian representan nuevos seropatotipos.

3. La presencia de los genes IpfA2 esta relacionada con cepas
gue poseen los genes st, It o st/lt.

4. Los fragmentos de IpfAl o IpfA2 obtenidos por PCR
corresponden a las secuencias de bases de los genes
respectivos en el genoma de EHEC.

5. Existe una alta probabilidad de que se estéen llevando a cabo
mecanismos de intercambio genético entre cepas DAEC vy
EXEC conduciendo al surgimiento de nuevas variantes
patogénicas de E. coli.



