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RESUMEN

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, la diarrea es uno de los
cinco problemas principales de salud publica. México es una de las naciones que
registra a nivel mundial las tasas de mortalidad mas elevadas y ocupa el primer lugar de
muertes en nifios menores de 5 afios de edad. La diarrea puede tener etiologias no
infecciosas e infecciosas, estas ultimas, pueden ser causadas por virus, parasitos o
bacterias, entre las que se encuentra Escherichia coli. Recientemente se ha
incrementado la resistencia a los antibidticos comunmente utilizados para el tratamiento
de enfermedades ocasionadas por enterobacterias, aunado a esto esta el hecho de que
varios de los mecanismos de resistencia a antibioticos y a metales se comparten, por lo
que una resistencia puede llevar a la otra, ademas de que los resultados pueden variar
dependiendo del medio en el cual se encuentren creciendo las bacterias. La
profundizacion en el conocimiento acerca de la sensibilidad a antibioticos y a metales
permitira proporcionar una mejor terapia a los pacientes y poder tomar medidas
preventivas en cuanto a posibles fuentes de infeccion.

El objetivo de este trabajo fue establecer la relacion entre la fisiologia (metabolismo y
crecimiento) y la respuesta a factores de estrés quimico en cepas diarreagénicas de E.
coli. Para lo cual, se trabajo con cepas diarreagénicas de referencia de Escherichia coli
ETEC-LT (HI0407), ETEC-ST (25611), EIEC (E11), EPEC (0111) y 13 aislados clinicos
de E. coli enterotoxigénica, provenientes de heces de nifios con diarrea aguda. A estas
bacterias, se les evalud la sensibilidad a cobre, plomo, plata y vancomicina en medio LBA, en
todos los casos conforme se fue aumentando la concentracion del compuesto probado, fue
disminuyendo el crecimiento, con el siguiente grado de toxicidad: Pb <Cu< Ag. También se
analizo la respuesta de los aislados a vancomicina, antibiético prescrito para bacterias GRAM
positivas y encontramos que todos los aislados mostraron cierto grado de sensibilidad a dicho
antibiotico. Mediante el uso del sistema BIOLOG, se analizo, el efecto de dichos metales y de
la vancomicina sobre el crecimiento y el metabolismo, de los distintos aislados, observandose
que el Cu fue el metal que presentd mayor efecto. Las fuentes de carbono indispensables
tanto para el crecimiento como el metabolismo de los aislados de E. coli diarreagénica
en presencia de cobre, plata, plomo o vancomicina a las 24 h, son los aminoacidos. Los

datos que se obtuvieron en este trabajo, muestran que la presencia de distintas fuentes de
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carbono genera una respuesta diferencial a los factores de estrés quimico en cepas de E. coli
diarreagénica. Sin embargo, la respuesta también esta mediada por las diferencias genéticas

entre los aislados.
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I. INTRODUCCION.

1.1 Diarrea

1.1.1 Morbilidad y mortalidad. En los paises en desarrollo, las enfermedades
diarreicas representan uno de los problemas de salud publica mas importantes, con
repercusiones que inciden en el ambito econdmico, social y politico. La diarrea, es una
de las mayores causas de morbilidad, con ataques de proporciones que vande 2 a 120
mas episodios por persona por ano, sobre todo en los paises en vias de desarrollo
(Nguyen y col., 2005). Entre los nifios menores de 5 afos de edad, ocurren mil millones
de episodios de diarrea todos los afios (Ryan y col., 2005). La OMS estim6é que 2.1
millones de personas mueren anualmente por diarrea (Cardonha y col., 2004). En los
paises en vias de desarrollo, causan de 2 a 2.5 millones de muertes y se estima que en
Asia, Africa y América Latina las enfermedades diarreicas provocan en los nifios
menores de 5 anos de edad, 12,600 muertes cada dia (Nguyen y col., 2005). México es
una de las naciones que registra a nivel mundial, las tasas de mortalidad mas elevadas
por estos padecimientos, siendo considerable el costo tanto en vidas humanas y
recursos médicos destinados a la atencién de los enfermos, como en pérdidas de
tiempo laborable, ya que constituyen una de las primeras causas de ausentismo laboral.
La Secretaria de Salud informd que en el periodo de 1993 a 1997, de 2.95 millones de
personas con enfermedades de origen alimentario, tuvieron lugar un promedio anual de
10,300 defunciones, ademas de cuantiosos gastos en atencidn médica, pérdidas
econdmicas y laborales (Varga y Del Barrio, 2005). En México, las enfermedades
infecciosas intestinales ocupa el primer lugar, en las causas de mortalidad en edad

preescolar (de 1 a 4 anos) en el 2003 (Secretaria de Salud, 2003).

1.1.2 Agentes etioldgicos. Los enteropatdgenos virales, bacterianos y parasitarios
estan asociados actualmente con la diarrea aguda. Los rotavirus y Escherichia coli son
los patbgenos mas comunes y responsables de los episodios de diarrea aguda en nifios

menores de 5 anos.

1.2 E. coli como agente diarreagénico.

E. coli es una enterobacteria que permanece confinada normalmente en el lumen
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intestinal; sin embargo, durante el debilitamiento, la inmunosupresion del hospedero o cuando
las barreras gastrointestinales son traspasadas, cada cepa normal de E. coli, puede ser
patdgena causando enfermedades intestinales (Nataro y Kaper, 1998). El interés clinico por
las infecciones causadas por E. coli diarregénica ha tenido un incremento importante en
anos recientes (Teng y col., 2004) ya que se encuentra comunmente en el tracto intestinal
del humano y animales, en agua, comida y es ademas responsable de tres tipos de
infecciones en los humanos, del tracto urinario (UTI), meningitis neonatal y las

enfermedades intestinales (la gastroenteritis).

1.2.1 Clasificacion

Escherichia coli puede clasificarse en base a su antigenicidad en serogrupos y
serotipos, (somatico o antigenos O para los serogrupos y flagelar o antigenos H para los
serotipos). Muchas cepas expresan una tercera clase de antigenos (capsular o antigenos
K) que aunque importante en la patogénesis solo de vez en cuando se usa en la
serotipificacion (Campos y col. 2004). Se reconocen alrededor de 700 serotipos en base
a los antigenos O, H, y K.

Las cepas de E. coli diarreagénica se clasifican en seis grandes categorias, E. coli
enteropatogénica (EPEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enterotoxigénica
(ETEC), que a su vez se subclasifica en LT (con toxina termolabil) y ST (con toxina
termoestable), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC) y E. coli
difusamente adherida (DAEC) (Torres y col., 2005). La EPEC ha sido dividida en EPEC
tipica (t-EPEC) y EPEC atipica (a-EPEC) (Campos y col., 2004).

Todos los estudios reportados para identificar patotipos de E. coli en poblacion
mexicana, se han realizado durante epidemias, sin embargo Carreras-Villasefior (2004)
encontré mediante ensayos Southern y amplificaciones PCR que de 54 aislados de E.
coli, provenientes de heces de nifios con diarrea de la ciudad de Morelia y recolectadas
en un periodo no epidémico, el 33% eran E. coli enterotoxigénica y de estas, el 94%
pertenecia al grupo ST y el resto al grupo LT. En estas mismas muestras, Rosales
Castillo (2004) utilizando RAPD’s encontr6 que los aislados de un mismo patotipo

presentan gran diversidad genética.
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1.3 Antibiéticos
Los antibidéticos son sustancias quimicas producidas por varias especies de
microorganismos (bacterias, hongos y actinomicetos) que suprimen el crecimiento de

otros microorganismos y originan su destruccion (Cué y Morején, 1998).

1.3.1 Clasificacion.

Aunque los antibioticos estan constituidos por clases muy diversas de compuestos,
a menudo se clasifican en diferentes grupos. Las multiples clasificaciones existentes
presentan diferentes caracteristicas y han sido realizadas basandose en disimiles

criterios:

1.- Segun la actividad que tienen los antibiéticos frente a las bacterias Gram positivas y
Gram negativas, éstos pueden clasificarse en: antibiéticos contra Gram (+), antibidticos

contra Gram (-) y antibiéticos de amplio espectro que abarca a ambos.

2.- Segun el efecto de su acciéon sobre las bacterias, los antibioticos se clasifican en
bacteriostaticos y bactericidas, y depende de si la accion consiste en inhibir el
crecimiento o lisar la bacteria, respectivamente. Esta clasificacion es bastante inexacta,
pues estos términos varian dependiendo del tipo de la bacteria y de la concentracion del

antibidtico.

3.- Dependiendo del mecanismo de accion para actuar sobre los microorganismos, los

antibidticos se clasifican en:

a) Agentes que inhiben la sintesis de la pared celular bacteriana y afectan la
formacion del polimero peptidoglicano que conforma la estructura de la pared
bacteriana

b) Agentes que afectan la sintesis de proteinas a nivel ribosomal.

c) Agentes que afectan el metabolismo de los acidos nucleicos.

d) Agentes antimetabdlicos que antagonizan los pasos metabdlicos en la sintesis de
acido folico.

e) Agentes que actuan en forma directa sobre la membrana celular del

microorganismo
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4.- Segun sus estructuras quimicas, es la mas utilizada en la literatura cientifica. Se
fundamenta en la similitud quimica de algunos antibiéticos, segun los nucleos base de
sus estructuras, los cuales les confieren cierta semejanza en sus propiedades fisico-
quimicas y farmacoldgicas, en dependencia también de las adiciones de grupos

quimicos que posean en dichos nucleos base (Cué y Morején, 1998).

1.3.2 Resistencia a antibiéticos

Con el fin de defenderse de los antibidticos, los microorganismos han
desarrollado mecanismos para neutralizar o destruir sus propios antibidticos. La
resistencia puede ser una propiedad inherente a un microorganismo o puede adquirirla.
La existencia de genes de resistencia a antibidticos implica que, bajo las condiciones
adecuadas, es posible transferir esta resistencia a otros organismos (Brock y col., 2003)

Hay tres estrategias mediante las cuales, las bacterias patégenas desarrollan la
resistencia a los farmacos. (1) Producir una enzima que degrade el farmaco, (2) alterar el
blanco molecular del farmaco, de manera que se vuelven insensibles al mismo, o (3)
evitar el acceso del farmaco a su blanco mediante, por ejemplo, el bombeo activo del
farmaco fuera del interior de la célula. Cuando el patégeno desarrolla una estrategia
efectiva, los nuevos genes, mutados o adquiridos que confieren la resistencia, son
diseminados por medio de los plasmidos al conjunto de la poblacion de patdégenos,
siendo incluso transferidos a patdégenos de otra especies que son tratadas con el mismo
farmaco (Bruce y col.,, 2004). En E. coli se han documentado cinco mecanismos de

resistencia a antibiéticos (Tabla I) (Brock y col., 2003).

TABLA I. Mecanismos de resistencia a antibioticos en E. coli

MECANISMO DE EJEMPLO DE BASE GENETICA DE LA
RESISTENCIA ANTIBIOTICO RESISTENCIA
Permeabilidad reducida Penicilinas Cromosoémica
Inactivacion del antibidtico Penicilinas, cloranfenicol Plasmidica, cromosémica
Alteracion del blanco (RNA leamplc_ln_a, .
. Estreptomicina, Cromosodmica
polimerasa) .
Norfloxacina

Desarrollo de una via
bioquimica resistente
Eflujo Tetraciclinas Plasmidica

(Brock y col., 2003).

Sulfonamidas Cromosoémica
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En los paises en vias de desarrollo, el aumento progresivo de la resistencia a
antibidticos de patdgenos entéricos se ha vuelto un area de preocupacion. El incremento
en el uso clinico de estos agentes antimicrobianos ha llevado a un aumento en la tasa de
la resistencia bacteriana, ocasionando un problema importante en el tratamiento de varios
patégenos bacterianos comunes (Nguyen y col, 2005). Los pacientes hospitalizados
tienen un alto riesgo a las infecciones ya que el ambiente del hospital favorece la
adquisicion de agentes resistentes a los antimicrobianos (Karbasizaed y col., 2003).

La mayoria de las diarreas que son causadas por E. coli, se tratan con
antibiéticos comunes como gentamicina, ampicilina, amikacina trimetroprim-
sulfametaxazol y cloranfenicol, entre otros. Sin embargo, los viajes a los paises en via
de desarrollo estan asociados con un incremento elevado de enfermedades diarreicas,
causada por la ingestion de patdgenos entéricos, especificamente de E. coli resistente
a gentamicina, kanamicina, estreptomicina, sulfonamida, trimetoprima (TMP) y
sulfametoxazol mas TMP (SMX -TMP) (Murray y col, 1990) y sensibles a Piperacilina,
Piperacilina/tazobactama, Cefotaxima, Ceftazidima, Cefepima (Dzierzanowska y col.,
2005). En el caso especifico de E. coli 0157, esta cepa ha surgido como una amenaza de
salud publica, ya que presenta una alta resistencia a tetraciclina, sulfametoxazol,
cefalotina y ampicilina (Schroeder, 2002). La multirresistencia a antibiéticos de cepas de
E. coli enterotoxigénica, E.coli enteroagregativa o de E.coli enteropatéogena, se ha
encontrado tanto en nifios menores de 5 afos de edad con diarrea (Vila y col., 1999),
como en nifios sanos (Pallecchi y col., 2004).

Existen reportes de multirresistencia a antibidticos tanto en aislados patégenos
de E. coli (Rosales-Castillo, 2004) como en aislados provenientes de pacientes no
diarréicos (Mojica-Hernandez, 2006). Entre los antibidticos a los cuales se presenta
multirresistencia estan la ampicilina, carbenicilina, cefalotina, gentamicina y trimetoprim-

sulfametoxazol (SXT).

1.3.3 Vancomicina
De acuerdo con la estructura de la pared celular, las bacterias se pueden
clasificar en dos grandes grupos: Gram positivas y Gram negativas. Una de las

principales diferencias entre estos dos tipos de estructura radica en la composicion en
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peptidoglicano. Mientras que en las bacterias Gram positivas el peptidoglicano
representa el 50-90% de la pared celular, en las gramnegativas sélo constituye una
pequefia proporcion de ésta, en la que predominan fosfolipidos, proteinas y
polisacaridos. Asi, la pared celular de las bacterias Gram positivas es especialmente
vulnerable a la accién de los antimicrobianos que actuan inhibiendo la sintesis del
peptidoglucano (Farreras, 2000).

La vancomicina inhibe la sintesis de la pared celular en bacterias sensibles al
unirse con las terminaciones D-alanil-D-alanina de alta afinidad de las unidades
precursoras de la pared (fig. 1) (Hardman y Limbird, 2005). La vancomicina es un
glucopéptido triciclico complejo con una masa molecular de aproximadamente 1,500
Da. (Hardman y Limbird, 2005) y se recomienda para el uso clinico, de infecciones de

bacterias Gram positivas (Gao, 2001).
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Figura 1. Modo de accién de la vancomicina (Hardman y Limbird, 2005).

En los afos 80, fue descrito el primer reporte de enterococos resistentes a los
glicopéptidos que rapidamente se dispersaron en Estados Unidos. En 1996 fue aislada
en Japon la primera cepa de MRSA (S. aureus resistente a meticiclina) con
susceptibilidad intermedia a vancomicina. La cepa VISA (S. aureus con resistencia
intermedia a vancomicina) ahora se encuentra en todo el mundo. ElI Centro de
prevencion y control de enfermedades en Estados Unidos, reportd en el 2000, que tres
cepas de MRSA con alto nivel de resistencia a los glicopéptidos, habian adquirido el

transposon responsable para la resistencia a glicopéptidos en enterococos, una de esas
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cepas fue aislada, de un paciente, que no fue expuesto a vancomicina, pero si a otros
antibidticos, los cuales pudieron proveer una presion selectiva de una colonizacién de
un promotor, por un enterococo resistente a vancomicina y MRSA por transferencia
horizontal (Bambeke, 2004).

Los estudios recientes de susceptibilidad a vancomicina en E. coli son muy
escasos, ya que comunmente dicho antibiético no se emplea en esta especie debido a
que es Gram negativa. En un estudio en Tokio donde se evalué la microflora intestinal
de 45 cuervos, el 21.6 % de los aislados obtenidos fue E. coli, siendo la especie mas
frecuente. Al evaluar la susceptibilidad de los aislados de E. coli hacia 14 de los mejores
agentes antimicrobianos, todos fueron resistentes a penicilina G, eritromicina,
lincomicina, bicozamicina, sulfadimetoxina, olaquindox e incluso a la vancomicina y
varios de esos mismos aislados también fueron resistentes a tetraciclina, oxitetracclina,
estreptomicina, cloramfenicol y ampicilina (Aruji y col., 2004).

De manera interesante, en un estudio reciente en el cual se evalud la
susceptibilidad antimicrobiana de distintos aislados vaginales incluyendo a E. coli en el
10.2% de los aislados de obtenidos se encontré6 una sensibilidad de estos a
piperacilina-tazobactum, imipenem y vancomicina (Tariq y col., 2006). Asi, la
vancomicina puede ser activa contra algunos aislados clinicos de E. coli, revelando

posiblemente diferencias sutiles en la arquitectura de la pared celular en dichas cepas.

.4 Metales.

Los cationes de metales juegan un papel importante en reacciones bioquimicas
sofisticadas, semejantes a las que fijan el nitrégeno durante la fotosintesis, la
asimilacion de hidrégeno, la hidrdlisis de la urea, la transcripcion de genes (Silver and
Phung, 2005). Sin embargo, una alta concentracién de iones de metales pesados o de
compuestos complejos inespecificos en la célula, encabezan los efectos téxicos. Los
cationes divalente Hg*?, Cd*? y Ag" forman complejos tan téxicos que son peligrosos
para algunas funciones bioldgicas. De igual forma, metales como Zn+? o Pb+? y
especialmente Cu*? son tdxicos a altas concentraciones (Dehesa, 1991). Para tener un
efecto toxico, los iones del metal pesado deben entrar primero en la célula. Algunos

metales pesados son necesarios para las funciones enzimaticas y el crecimiento
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bacteriano, por lo tanto existen los mecanismos de captacién y eso permite la entrada
de iones metalicos en la célula. Hay dos sistemas de captacion (Tabla Il), uno es rapido
e inespecifico, manejado por un gradiente quimiostatico por la membrana de la célula y
no requiere ATP, el otro es mas lento y especifico al sustrato, manejado por la energia
de hidrdlisis del ATP. El primer mecanismo produce la entrada de una variedad mas
amplia de metales pesados cuando estos metales estan en concentraciones altas
(Spain, 2003).

Una vez dentro de la célula, el metal pesado con alto numero atdomico, sobre
todo el cation, tiene tendencia a unirse con grupos SH, como es el caso de Hg™?, Cd*?y
Ag’. La CMI (concentracion minima inhibitoria) de estos iones metalicos tiene la funcion

de disociar un complejo constante de los sulfuro respectivamente (Tabla ).

TABLA Il. CMI a la cual los iones de metales pesados son toxicos

MIC (mM) lones de metal pesado
0.02 Ag+, Au+
1.0 Cu+® Co’+, Ni*+, Zn*+
5.0 Pb+?, Ir'+, Os®+. Cr’+, Be’+
10.0 Cri+

MIC; concentracion minima inhibitoria; (Ag+) plata; (Au’+) oro; (Cu+“) cobre; (Co“+) cobalto; (Ni“+) niquel; (Zn“+) Zinc; (Pb+2)
plomo; (Ir’+) iridio; (Os®+) osmio; (Cr’+) cromo; (Be?+) berlio; (Cr*+) cromo (Silver and Phund, 2005).

Algunas bacterias han desarrollado mecanismos de desintoxicacion a metales
pesados (Spain, 2003). Dichos mecanismos comprenden la exclusion, la excrecion, el
secuestramiento y la transformacion, los cuales son principalmente activos e inducidos

en la presencia de metales pesados (Keasling y Hupf, 1996).

1.4.1 Resistencia a metales
a) Mecanismos de resistencia a metales pesados
Existen tres mecanismos que provocan la resistencia a metales (Fig. 2, Tabla Ill):
1. Atrapamiento de los metales.
2. Transformaciones redox a través de enzimas.

3. Expulsién de los metales por bombas (especial para plata) (Cervantes, 2006).
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Figura 2. Conjunto de membranas asociadas a la captacion, eflujo, reduccion y oxidaciéon de iones
de metales pesados. (Silver S, 2005).

Todavia no esta claro si existe un simple mecanismo de resistencia al plomo o si
son diferentes los mecanismos en diferentes tipos de bacterias. Uno de los mecanismos
mas conocidos es el que presenta R. metallidurans, que involucra la presencia de seis
genes distintos (Silver and Phung, 2005).

Los seis genes dentro de la region de resistencia al plomo (fig. 3). Estan
organizado en dos operones divergentes de transcripcibn con una regién
promotor/operador (con 19 nucleétidos entre el -10 y -35 unidas a la RNA polimerasa
que actua favorablemente en forma bidireccional de la transcripcion. La transcripcion
de izquierda a derecha es realizada induciblemente al adicionar el plomo. PbrT parece
ser una proteina de membrana de la clase de las “permeasas”, ésta puede transportar
hacia fuera el plomo (captacion). PbrD, es una proteina intracelular unida a plomo. La
eliminacion de PbrD, baja la acumulacién de plomo a los niveles de células sensibles.
Los genes de extrema derecha y extrema izquierda codifican para un mecanismo de
resistencia basado en la expulsion (eflujo). ElI primer gen que esta en el operdn
PbrABCD es PbrA que codifica para un amplio grupo de ATPasas tipo-P que bombea
hacia fuera el metal libre. La PbrA ATPasa tipo-P, presenta secuencias que se
comparten con todas las ATPasas tipo-P. La PbrB ATPasa es una lipoproteina de

membrana, que ayuda en la eliminacion del plomo que es bombeado por PbrA en el
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compartimiento periplasmico. PbrC podria ser la peptidasa, que remueve los péptidos
de una proteina resistente al plomo transportada hacia el espacio periplasmico,
probablemente PbrB (Silver and Phung, 2005).

Hypersensitivity to Pb (II)
| |

{_pbrT | pbrR = pbrA pbrC | phrD>

< Q0 >
o/r
652 aa 145 aa 798 aa 112aa 206aa 241aa
Membrane MerR-like P-type Outer Peptidase Intra-
uplake regulator  ATPase membrane cellular
permease lipoprotein metal
binding

motif

Figura 3. Genes que confieren resistencia al plomo para un microorganismo especifico, R-
metallidurans de tipo CH34

Debido a sus papeles celulares criticos y participacién en las enzimas que
activan la reduccién/oxidacion, el transporte del cobre y su resistencia ha sido estudiada
ampliamente en afos recientes, especialmente en E. coli y Enterococcus hirae. El cobre
es diferente de los cationes ya que ambos, Cu?y Cu experimentan una reduccion al
unirse al transporte y al equilibrio homeostatico. El Cu? es mas abundante en el medio
ambiente aerobio asi como el entorno extracelular y es menos toxico que Cu el cual es
intracelular (aunque no como un cation libre). Esto es, no se sabe si la reduccién de Cu?
a Cu, ocurre cerca de la superficie celular, antes del transporte, durante o en la
superficie de la membrana citoplasmatica (Silver and Phung, 2005).

E. coli crece en niveles milimolares de Cu+? (Fig. 4) y es resistente a una
concentracion de 0.25 mM de cobre (Marine, 1991) en comparacion con las
cianobacterias, una clase diferente de bacterias Gram negativas, que se inhibe con
concentraciones micromolares bajas. Esto ademas es confuso en condiciones de
resistencia y bombas de eflujo. CopA es la ATPasa de eflujo de tipo-P de E. coli (fig. 4)
responsable de mantener el cobre intracelular a bajas concentraciones, asi que
probablemente no haya una sefial libre de Cu, esto presenta un equilibrio y prefiere una

cinética unidireccional donde hay un equilibrio dominante y homeostasis en las
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concentraciones de cobre (Silver and Phung, 2005).
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Figura 4. Transporte y resistencia a cobre en E. coli

(Rensing C y col, 2003)

Tabla lll. Mecanismos y sistemas de resistencia bacteriana a metales pesados

lones toxicos Gen memérico Funcion de la proteina
ng" y organomercuriales mer Trasporte y reductasa de Mercurio
AsO,* y As (OH); ars Transporte y reductasa de Arsenato
As(OH); aso Transporte y oxidasa de Arsenito
AsO,* arr Reductasa respiratoria de Arsenato
cd* cad Bomba de ATPasa Tipo P
Ccd*, zn*, Co* czc Emanacién CBA de la Permeasa
Co*", Ni*" cnr Emanacion CBA de la Permeasa
Ni?*, Co*, Cd* ncc Emanacion CBA de la Permeasa
NiZ nre Emanacion CBA de la Permeasa
—» cu*,cu’ cop y pco Transporte y resistencia a Cobre
cro,? chr Emanacion del cromato por Permeasa
—> Ag’ sil Union y resistencia a la Plata
—> pPp” pbr Producto y resistencia al Plomo
Te03? tel, teh o kil Resistencia a Tellurite

(Silver and Punhg, 2005).

Los iones de plata son sumamente téxicos para todos los microorganismos,

quiza debido al efecto del metal durante del transporte de electrones en la cadena

respiratoria y sobre los componentes de la replicacion del ADN. El sistema de

resistencia a Ag+ estudiado mas profundamente es el plasmido de Salmonella pMG101



que contiene nueve genes. El 10 % de las bacterias colectadas al azar en Chicago
presento plasmidos con genes de resistencia a Ag+.

Grandes porciones de tierra agricola contienen altas concentraciones de distintos
metales ya que son contaminadas mediante actividades naturales y antropogénicas,
como los procesos industriales y las practicas agricolas, incluyendo el uso de
fertilizantes que contienen varios metales como el plomo y el cadmio a los cuales las
comunidades bacterianas se encuentran expuestas, razon por la cual la resistencia a
metales pesados incluyendo la resistencia a plata se encuentra expuesta en el medio
ambiente, lo que podria proporcionar la seleccion, ademas, la concentracién elevada de
un metal en el suelo, afecta la resistencia de los microorganismos a otros metales
(Silver y Phung, 2005). El efecto del dafio de los metales pesados ha sido detectado,
por las mediciones de la tolerancia con las microplacas BIOLOG (Niklinska y col., 2006).
Aunado a esto, en bacterias patdgenas, la resistencia a antibidticos, suele ir asociada a
la resistencia a metales pesados (Cardona y col., 2004).

Por otro lado, en estudios hechos con aislados de E. coli provenientes de
pacientes no diarreicos con problemas gastrointestinales y diagndsticos clinicos
variados (Mojica Hernandez, 2006) se encontré que los niveles mas altos de resistencia
se presentaron en presencia de plomo (40 mM). En el caso de la plata, el 100% de los
aislados fue resistente a 0.100 mM pero sensibles a 0.250 mM y con respecto a cobre,

el 10% de los aislados fue resistente a 2.8 mM.

1.5 Biolog en estudios de E. coli.

En la actualidad existen diversos sistemas para analizar las capacidades
metabdlicas de bacterias, uno de los cuales es el sistema Biolog®. El sistema de placas
Biolog GN consiste en placas de microtitulo que contienen 95 fuentes de carbono
distintas. Dicho sistema fue desarrollado para la identificacion de aislados microbianos
con base en la capacidad de estos para oxidar las diferentes fuentes de carbono
(Bochner, 1989). Posteriormente, las placas Biolog GN fueron empleadas para la
caracterizacion funcional (Garland y Mills, 1991) y el analisis de la estructura (Smalla y
col., 1998) de comunidades microbianas. El sistema Biolog ha sido utilizado como

estrategia para identificar contaminacion fecal en agua (Hagerdon y col., 2003). El
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analisis de comunidades microbianas con el sistema Biolog ha sido optimizado
empleando E. coli como organismo de prueba (Gamo y Shoji, 1999). Sin embargo,
aunque el sistema Biolog se encuentra actualmente incorporado como una herramienta
de rutina en algunos laboratorios de diagnéstico, el unico reporte que existe del uso del
Biolog como método de identificaciéon de aislados clinicos de E. coli diarreagénica, y
como estrategia para el analisis de diversidad de aislados provenientes de heces es el
de Rosales Castillo (2004) quien encontro que existe una alta diversidad metabolica

entre distintos aislados clinicos de E. coli enterotoxigénica.
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Il. JUSTIFICACION

No se conocen los factores nutricionales que contribuyen a que E. coli sea sensible a
vancomicina y a metales.

No se sabe si existe una relacion entre la sensibilidad a vancomicina y la sensibilidad a
metales.

Es posible identificar en las cepas patdgenas de E. coli, los factores de detoxificacion,

que le otorgan resistencia a distintos antibiéticos, optimizando con ello los tratamientos.
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lll. OBJETIVOS

Objetivo general.
Establecer la relacion entre el metabolismo y la respuesta a factores de estrés

quimico en cepas de E. coli diarreagénica.

Objetivos particulares.
- Determinar la resistencia a vancomicina en los aislados clinicos de E. coli

diarreagénica.
- Conocer la resistencia a metales en aislados clinicos de E. coli diarreagénica.
- Analizar el efecto de diferentes fuentes de carbono sobre el crecimiento de aislados
clinicos de E. coli diarreagénica.
- Determinar el efecto de distintas fuentes de carbono sobre la resistencia a

vancomicina y a metales toxicos.

IV. HIPOTESIS
La presencia de distintas fuentes de carbono, genera una respuesta diferencial a

factores de estrés quimico, en aislados clinicos de E. coli diarreagénica.

V. ESTRATEGIA.

Aislados clinicos de E. coli diarreagénica.

T o

Sensibilidad a cobre, Sensibilidad a vancomicina
plomo y plata

=z =z

Efecto de la vancomicina, Cu, Pb o
Ag y la fuente de carbono sobre el

crecimiento y metabolismo de
E. coli (Biolog)
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VI. MATERIAL Y METODOS.

V1.1 Material bioldgico.

En este trabajo se utilizaron las cepas de referencia de Escherichia coli ETEC-
LT (HI0407), ETEC-ST (25611), EIEC (E11), EPEC (0111) y aislados clinicos de E. coli
diarreagénica, adquiridas en el INDRE.

V1.2 Tamaino de muestra.
Se estudiaron 13 aislados de E. coli diarreagénica provenientes de heces de nifios con

diarrea aguda.

VI1.3. Ensayos de sensibilidad
VI1.3.1 Metales pesados

La sensibilidad de las bacterias a los metales pesados (Cobre, Plata y Plomo), se
determind por duplicado mediante el método de difusidon en disco, utilizando cajas de
Petri con medio LBA (Agar Luria-Bertani) con el metal a distintas concentraciones segun
el ensayo. El medio se prepardé agregando al LBA, distintos volumenes de las
soluciones 100 mM de cada metal: CuS04.5H20 J.T BAKER ®, Pb(NO3)2 J.T BAKER
®, y AgNO3 J.T BAKER ® esterilizadas previamente por filtracion a través de
membranas de 0.45 pm y se conservaron en frascos ambar a 4° C por no mas de 7 dias
(Bowler y col., 1955), a fin de lograr las siguientes concentraciones: CuS04-5H20: 2,
24,28, 3.2, 3.6 y3.8mM; AgNOs: 0.025, 0.05 0.1, 0.15y 0.2 mM; Pb(NO3): 1.25, 2.5,
5y 10 mM

Las placas se inocularon con cada uno de los aislados como se menciona a
continuacién. Con un hisopo estéril de algodon, se toca una colonia previamente aislada
y a continuacién, en una placa nueva, se estria en tres direcciones sobre la totalidad de
la superficie del agar, para obtener un inoculo uniforme; al finalizar se efectua un ultimo
barrido del hisopo sobre el reborde de la caja de Petri y el agar. La caja de Petri se
incubé a 37 °C por un tiempo de 24 horas. Si se observa crecimiento, la cepa es
resistente y se procede a realizar otra prueba con una concentracion mayor, hasta que

ya no se observe crecimiento de la cepa, entonces se determina la sensibilidad o
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resistencia. Esto para cada metal (Norma M. y col., 1984).

VI1.3.2 Vancomicina

La sensibilidad a vancomicina se realizé de acuerdo al método de kirby-Bauer
que consiste en Inocular una placa con LBA, distribuyendo una muestra de cultivo
uniformemente por toda la superficie del agar y después colocando sobre la placa,
discos de papel filtro. En cada disco se colocan, volumenes crecientes de la solucién
0.01 pug de vancomicina (esterilizada por filtracion a través de una membrana de
0.45um y conservada en un frasco ambar a 4° C por no mas de 7 dias (Bowler y col.,
1955). Después de 15 min de haber colocado la solucion de vancomicina, la caja de
Petri se incuba a 37 °C por un tiempo de 24 horas. Se anota la presencia y el tamafio
de las zonas de inhibicion alrededor de los discos y se comparan con datos estandar
recomendado por el NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards,

1990), para establecer si el aislado es verdaderamente sensible a vancomicina.

VI.4. Uso del sistema BIOLOG
VI1.4.1 Fluido de Inoculacién

Se prepara agregando Gellan Gum (Phytagel) 0.2 g a un litro de agua hirviendo y
agitando constantemente, hasta que el Gellan Gum esté completamente disuelta y se
retira del calor continuando con la agitacién, se agregan 4 g de NaCl y se continua
agitando, se agregan 0.3 g de acido Pluronico F68. Se deja enfriar a 45 °C y se
distribuye en volumenes de 16mL en tubos de 20 con tapa de rosca, finalmente se

esteriliza con calor himedo a 121°C/15Ib/pulg? de presién durante 15 minutos.

VI1.4.2 Obtencion del preinéculo

Se siembra la cepa de interés en medio LBA (Medio Luria-Bertani), estriando por
cuadrantes para obtener colonias aisladas y se incuba 24 h a 37 °C, posteriormente se
resiembra en el medio de crecimiento universal de Biolog, BUG™ Agar (Biolog, Inc.),

se estria nuevamente por cuadrantes y se incuba durante 24 h a 37 °C.
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V1.4.3 Preparacion de la suspensidon con los metales pesados y del antibiético.

Se prepara un indculo liquido, usando el fluido de inoculacién (Fl) designado por
el fabricante como GN/GP-IF, agregando los metales pesados (Cobre, Plata y Plomo) o
vancomicina en la concentracion determinada con anterioridad de resistencia para cada
metal. El inéculo liquido se ajusta a una densidad de 61% de transmitancia (T) como se
indica a continuacion. El turbidimetro que se calibra a 0% T, con un estandar de
turbidez designado como GN-ENT & AN, posteriormente se humedece un hisopo estéril
en el Fl y se levantan las colonias bacterianas del agar mediante un desplazamiento por
rotacién, cuidando de no arrastrar agar, se sumerge el hisopo en el Fl para resuspender
las colonias. Se tapa el tubo y se invierte cuidadosamente para no producir burbujas y
para homogenizar el indculo. Este procedimiento se repite hasta tener una densidad de
61% T (£ 2%).

V1.4.4 Inoculacién e incubacion de las microplacas Biolog.

El in6culo preparado se vierte en un reservorio de pipeta multicanal estéril y se
colocan 150 pL en cada uno de los 96 pozos de una microplaca Biolog para bacterias
aerobicas Gram negativas designada como GN2, (fig. 5) y se incuba a 37 °C realizando
lecturas a 590nm (Color - metabolismo) y 750nm (Turbidez - crecimiento) a las 24 h
posteriores a la incubacion de acuerdo a las especificaciones del proveedor. Los
resultados de utilizacion de sustratos en cada uno de los pozos de la microplaca, se
reportan como 0 cuando no hay cambio de color en el pozo o como 1 cuando se ve

cambio de color. Con estos datos se construye una matriz dicotomica de Oy 1.
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Figura 5. Fuentes de carbono de una microplaca GN2 (para bacterias Gram Negativas).
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VII. RESULTADOS

VII.1 Sensibilidad a metales
Se realizaron ensayos de sensibilidad a metales en medio LBA para saber cual
era la concentracion maxima a la cual los distintos aislados de E. coli diarreagénica

podian crecer.

a) Cobre.

Para todos los aislados se puede observar que conforme se fue aumentando la
concentracion de cobre, el crecimiento de las bacterias fue disminuyendo. En la figura 6
se presenta como ejemplo representativo de las respuestas de todos los aislados

estudiados la respuesta del aislado 4 a concentraciones crecientes de cobre.

Figura 6. Crecimiento de E. coli diarreagénica en medio LBA con cobre.
A (2 mM), B (2.4 mM), C (2.8 mM), D (3.2 mM), E (3.6 mM) F (3.8 mM).

Al probar la sensibilidad a varias concentraciones de cobre de los 13 aislados y de
las 4 cuatro cepas de referencia se observé una gran variacion en la respuesta (Tabla
IV). El aislado mas resistente fue el 18, ya que pudo crecer a una concentracion de 2.8
mM de cobre, los aislados mas sensibles fueron el 6, 14 y 24, ya que tuvieron una

menor tolerancia al cobre, deteniendo su crecimiento a una concentracion de 3.2 mM.
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TABLA 1IV. Sensibilidad a cobre de los aislados clinicos de E. coli diarregénica.

AISLADO Concentracion mM

2 24 2.8 3.2 3.6 3.8

4 R MR MR I S S

6 R MR MS S S S

10 R MR MR MR MS S

13 R MR MR MR S S

14 R MR MS S S S

18 R R R MR S S

20 R MR MR S S S

23 R MR MR MS S S

24 R MR I S S S

53 R MR MR MS S S

54 R MR MR MR S S

55 R MR MR MS S S

57 R MR MR MR MS S
ETEC-ST R MR MR MR MS S
ETEC-LT R MR MR MR MS S
EPEC R MR MR MS S S

__EEC R R R MR S S
R = Resistente (++++ = 100% de crecimiento con respecto al control); MR = Moderadamente
resistente (+++ = 75%); | =Intermedio (++ = 50%); MS = Moderadamente Sensible (+ = 25%); S =

Sensible (- = 0%).

La figura 7 muestra el porcentaje de los aislados que presentaron sensibilidad al
cobre en distintas concentraciones. Se puede ver como disminuye el porcentaje de los
aislados resistentes conforme aumenta la concentracion del metal. EI 100% de los
aislados fue resistente a 2 mM de cobre, el 82.35% de estos aislados fue
moderadamente resistente a una concentracién de 2.4 mM, el 5.88% de los aislados fue
de resistencia intermedia 2.8 mM, el 23.52% de estos fue moderadamente sensible a
3.2 mM, el 52.95% fue sensible a una concentracion de 3.6 mM y el 23.52% de los

aislados fue sensible a 3.8 mM.
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Figura 7. Porcentaje de cepas de E. coli diarreagénica sensibles a cobre
(R) Resistente; (MR) Moderadamente resistente; (I) Intermedio; (MS) Moderadamente sensible; (S)
Sensible.

b) Plata.
También se estudio la sensibilidad a plata por parte de los aislados estudiados.
Como era de esperar, conforme se aumentd la concentracion de plata en el medio, el

crecimiento de las bacterias fue disminuyendo, como lo muestra el comportamiento del
aislado 4 (Fig. 8).

Figura 8. Crecimiento de E. coli diarreagénica en medio LBA con plata.
A (0.025 mM), B (0.05 mM), C (0.1 mM), D (0.15 mM), E (0.2 mM).
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Todos los aislados estudiados fueron capaces de crecer a 0.025 mM de plata y
fueron sensibles a 0.2 mM de dicho metal (Tabla V). La cepa ETEC-ST fue la que
mostro menor sensibilidad a 0.15 mM de plata, seguida de la cepa EIEC y los
aislados 10, 14 y 53. Los aislados que mostraron mayor sensibilidad fueron 6, 13,
20, 23, 24 y la cepa EPEC, los cuales un pudieron crecer a una concentracion de 0.1
mM de Ag (Tabla V).

TABLA V. Sensibilidad a plata de las cepas de E. coli.

Concentracion mM
AISLADO 0.025 0.05 0.1 0.15 0.2

4 R MR MR S S

6 R MR S S S

10 R R MR MS S

13 R MR S S S

14 R MR MS MS S

18 R MR MR S S

20 R MR S S S

23 R MR S S S

24 R MR S S S

53 R R I MS S

54 R MR MR S S

55 R R I S S

57 R R MR S S
ETEC-ST R R MR I S
ETEC-LT R R I S S
EPEC R MR S S S
EIEC R MR MS MS S

R = Resistente (++++ = 100%); MR = Moderadamente resistente (+++ = 75%); | =Intermedio (++ =

(
50%); MS = Moderadamente Sensible (+ = 25%); S = Sensible (- = 0%).

En términos de porcentaje, el 100% de los aislados fue resistente a una
concentracion de 0.025 mM de plata, el 64.7% de estos fue moderadamente resistente
a la concentracion de 0.05 mM, el 17.64% de los aislados fue de resistencia intermedia
a 0.1 mM, el 23.52% de estos aislados fue moderadamente sensible al metal en una
concentracion de 0.15 mM y el 29.41% de ellos fue sensible a plata en una

concentracion de 0.2 mM (Fig. 9)
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Figura 9. Porcentaje de aislados de E. coli diarreagénica sensibles a la plata.
(R) Resistente; (MR) Moderadamente resistente; (I) Intermedio; (MS) Moderadamente sensible; (S)
Sensible.

c) Plomo.
Al igual que con los otros metales, el comportamiento de las bacterias en

presencia de plomo fue el mismo, ya que conforme se fue aumentando la concentracion

del metal, el crecimiento disminuyé como muestra el ejemplo del aislado 4 (Fig. 10).

Figura 10. Crecimiento de E. coli diarreagénica en medio LBA con plomo.
A (1.25 mM), B (2.5 mM), C (56 mM), D (10 mM).

Todos los aislados estudiados mostraron resistencia a 1.24 mM de plomo y
sensibilidad a 10 mM (Tabla VI). Los aislados 6, 13 y 24, fueron los mas sensibles al
metal, inhibiendo significativamente su crecimiento a una concentracion de 2.5 mM
(Tabla VI).
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TABLA VI. Sensibilidad a plomo de las cepas de E. coli.

Concentracion mM

AISLADO  1.25 2.5 5 10
4 R MR I S

6 R S S S

10 R MR I S

13 R S S S

14 R I S S

18 R I MS S

20 R MR I S

23 R MR I S

24 R S S S

53 R MR I S

54 R I I S

55 R MR I S

57 R MR I S
ETEC-ST R MR I S
ETEC-LT R MR I S
EPEC R MR MS S
EIEC R I MS S

R = Resistente (++++ = 100%); MR = Moderadamente resistente (+++ = 75%); | =Intermedio (++ = 50%);
MS = Moderadamente Sensible (+ = 25%); S = Sensible (- = 0%).

En términos de porcentaje, el 100% de los aislados fue resistente a plomo en una
concentracion de 1.25 mM, el 58.82% de los aislados fue moderadamente resistente al
metal en una concentracién de 2.5 mM, pero el 58.82% de ellos fue de resistencia
intermedia al metal a una concentracién de 5 mM, el 76.47% de los aislados fue

sensible a una concentraciéon de 10 mM de plomo (Fig. 11).
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Figura 11. Porcentaje de aislados de E. coli diarreagénica sensibles a plomo
(R) Resistente; (MR) Moderadamente resistente; (I) Intermedio; (MS) Moderadamente sensible; (S)
Sensible.

VII.2 Sensibilidad a Vancomicina.
Se evalud la sensibilidad a vancomicina de las cepas de estudio y como se
puede observar para el caso del aislado 4 (Fig. 12), al aumentar la concentracién de

este antibidtico en el medio, el crecimiento de las bacterias disminuyd, ya que el halo de

inhibicidon aumento.

"“qs-;::--"

E
A B Cc D

Figura 12. Crecimiento de E. coli diarreagénica en medio LBA con vancomicina.
A (0.01-0.06 pg), B (0.02-0.12ug), C (0.03-0.18 ug), D (0.04-0.24 pg).

Todos los aislados fueron resistentes a 0.08 pg de vancomicina y todos mostraron
sensibilidad a 0.24 ug del antibiotico (Tabla VII). De hecho, la gran mayoria de las

cepas mostré sensibilidad desde 0.12 ug, excepto las cepas 13 y 23, las cuales las
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cuales mostraron una sensibilidad intermedia en esta cantidad y moderada entre 0.15 y
0.2 yg (Tabla VII).

TABLA VII. Sensibilidad a vancomicina de las cepas de E. coli diarreagénica.

Vancomicina (ug)
Cepas  0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 008 0.09 01 012 0.15 0.16 0.18 0.2 0.24

4 R R R R R R R MS MS S S S S S S

6 R R R R R R R MS MS S S S S § S

10 R R R R R R R MS MS S S S S § S

13 R R R R R R R MR MR I MS MS MS MS S

14 R R R R R R R MS MS S S S S § S

18 R R R R R R R MS MS S S S S § S

20 R R R R R R R MS MS S S S S S S

23 R R R R R R R MR MR I MS MS MS MS S

24 R R R R R R R MS MS S S S S § S

53 R R R R R R R MS MS S S S S S S

54 R R R R R R R MS MS S S S S S S

55 R R R R R R R MS MS S S S S § S

57 R R R R R R R MS MS S S S S § S
ETEC-SST R R R R R R R MS MS S S S S S S
ETECLT R R R R R R R MS MS S S S S S S
EPEC R R R R R R R MS MS S S S S § S
EIEC R R R R R R R MS MS S S S S S S

R = Resistente (++++ = 100%); MR = Moderadamente resistente (+++ = 75%
50%); MS = Moderadamente Sensible (+ = 25%); S = Sensible (- = 0%).

~

; | =Intermedio (++ =

El 100% de los aislados fueron resistentes a 0.08 ug de vancomicina, el 5.88%
de los aislados fue moderadamente resistentes a 0.09 pg, el 11.76% de los aislados
tuvieron una resistencia intermedia a 0.2 pg, el 88.23% de los aislados fue
moderadamente sensible a 0.1 pg y el 88.23% de los aislados fue sensible a una 0.12

Mg de vancomicina (Fig. 13).

41



100
TOR | | | || :
so-A— 1111 —
8 70,77777 I
E:
o 600111 ] BR (%)
SONTOR | | | | | — B MR (%)
S oI - a1 (%)
S soft o F I - OMS (%)
= o L B S (%)
1041111 [ 1
0 A== At —L ‘

1 1 1 1
01 02 03 04 05 06 08 09 01 012 015 0.16 0.18 0.2 0.24

Vancomicina (ug)

Figura 13. Porcentaje de aislados de E. coli diarreagénica sensibles a vancomicina
(R) Resistente; (MR) Moderadamente resistente; (I) Intermedio; (MS) Moderadamente sensible; (S)
Sensible.

VI.3 Efecto de los metales pesados sobre los niveles de crecimiento y
metabolismo de las cepas de E. coli diarreagénica.

Se evalu6 el efecto de los diferentes metales (cobre, plata y plomo) y de la
vancomicina sobre el crecimiento (750nm) y metabolismo (590nm) de las cepas de E. coli
diarreagénica en presencia de diferentes fuentes de carbono. En estos ensayos se inocul6 a
cada uno de los aislados en placas GN de Biolog a las cuales se les adicionaron los metales y

la vancomicina en concentraciones a las cuales todos los aislados fueron resistentes.

a) Cobre.

En presencia de cobre (2 mM) a las 24h de incubacion, la cepa que crecié en un
mayor numero de fuentes fue la 14 con un total de 55, seguida de la cepa ETEC-LT con 47
fuentes y en tercer lugar la cepa ETEC-ST con 44 fuentes (Fig. 14 A). En estas condiciones la
cepa que crecidé en menos fuentes fue la 55 con 6 fuentes de carbono (Fig. 14 A). Para el
caso de metabolismo, todos los aislados mostraron un comportamiento practicamente
homogéneo. La cepa que mas fuentes de carbono metabolizé fue la ETEC-LT con 57 fuentes
de carbono, seguida de la cepa ETEC-ST con 28 fuentes de carbono, luego la cepa 14 con
21 fuentes y la cepa que menos fuentes de carbono metabolizé fue la EIEC, con 7 fuentes
(Fig. 14 B).
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Figura 14. Efecto del cobre sobre la fisiologia de las cepas de E. coli diarreagénica en distintas
fuentes de carbono.
(A) Crecimiento. (B) Metabolismo.

Los dendogramas de la figura 15, fueron construidos a partir de los datos de los
anexos | y V, en los que se muestran las matrices dicotdmicas con los datos de
crecimiento y metabolismo de las cepas de E. coli diarreagénica. Para el caso del
crecimiento, en las fuentes de carbono en presencia de cobre 2 mM a las 24h, se puede
observar que se forman 5 grupos. En el grupo mayoritario se encuentran las cepas tipo
EIEC y EPEC junto con ocho de los aislados de estudio, mientras que tres de los
grupos se encuentran fromados por un solo aislado, los cuales son 57, 23 y 6. El ultimo
grupo esta formado por las cepas 10, 14, ETEC-LT y ETEC-ST (Fig. 15A).
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Figura 15. Analisis de agrupamiento del efecto del cobre sobre la fisiologia de las cepas de E. coli
diarreagénica en las fuentes de carbono.
(A) Crecimiento. (B) Metabolismo.
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Para el caso del metabolismo se forman 3 grupos, el mas grande que incluye a todas
lac epas de estudio mas las cepas de referencia EIEC y EPEC, otro que esta formado
por ETEC-ST vy el otro grupo por la cepa ETEC-LT (Fig. 15 B).

b) Plata.

El crecimiento de los aislados clinicos de E. coli diarreagénica en presencia de plata
0.025 mM fue relativamente homogéneo, creciendo la mayoria de las cepas en mas de 35
fuentes de carbono (Fig.16A), excepto por la cepa 24 que solo creci6 en 6 fuentes de
carbono. La cepa que mostr6 crecimiento en un mayor numero de fuentes de carbono fue la
57 con 42 fuentes de carbono, seguida por las cepas 6, 53, 54 y la cepa tipo ETEC-ST
todaslas cuales crecieron en mas de 35 fuentes de carbono (Fig.16 A). La capacidad de las
cepas de E. coli diarreagénica para metabolizar fuentes de carbono en presencia de plata
(0.025 mM) fue muy homogénea, la cepa que mas fuentes de carbono metabolzo fue la 10
con 66 fuentes de carbono, seguida por la cepa ETEC-LT con 64 fuentes, luego las cepas 13

y 24 con 63. La cepa que menos fuentes de carbono metabolizé fue la EIEC con 44 fuentes
de carbono (Fig.16 B).
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Figura 16. Efecto de la plata sobre la fisiologia de las cepas de E. coli diarreagénica en distintas
fuentes de carbono.
(A) Crecimiento. (B) Metabolismo.

Los dendogramas de la figura 17 fueron construidos a partir de los datos de los

anexos Il y VI, las cuales contienen la matriz dicotdmica con los datos de crecimiento y
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metabolismo de los aislados clinicos de E. coli diarreagénica. En el caso del crecimiento en
presencia de plata a 0.025 mM, podemos observar que se forman 4 grupos (Fig. 17 A).
En uno de estos grupos se enuentran la mayoria de las cepas, otro grupo esta formado
por la cepa EIEC, otro por la cepa 24 y el ultimo grupo lo forman las cepas 14 y 23,
estos ultimos 3 grupos son las que menos se relacionan con todas las demas cepas
(Fig. 17 A). En el caso del metabolismo, se forman 4 grupos, en el mas grande se
agrupan la mayoria de las cepas, otro grupo esta formado por la cepa EIEC, otro por la
cepa 24 y el ultimo grupo lo forman las cepas 14 y 23, estos ultimos 3 grupos son las
gque menos se relacionan con todas las demas cepas. Esta agrupacion coincide en el
numero de grupos y la distribucion de las cepas con el arbol generado a partir de los

datos de crecimiento de los aislados en presencia de plata (Fig. 17 B).
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Figura 17. Analisis de agrupamiento del efecto de la plata sobre la fisiologia de las cepas de E. coli
diarreagénica en las fuentes de carbono.
(A) Crecimiento. (B) Metabolismo.

c) Plomo.

Se obtuvo un crecimiento heterogéneo entre las cepas de estudio en las diferentes
fuentes de carbono en presencia de plomo 1.25 mM., La cepa que crecid en mas fuentes de
carbono fue la ETEC-ST con 47 fuentes, seguida por las cepas 24 y 57 con 46 fuentes de
carbono, la cepa que crecié en menos fuentes de carbono fue la 55 con 17 fuentes (Fig. 18
A). En relacion al crecimiento, las cepas mostraron un comportamiento mas homogéneo para

metabolizar fuentes de carbono en presencia de plomo 1.25 mM, aunque si se observaron
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diferencias. Las cepas que mas fuentes de carbono metabolizaron fueron la ETEC-LT vy la
ETEC-ST con 52 y 51 fuentes de carbono, respectivamente, seguidas por la cepa 24 con 48

fuentes; la cepa que menos fuentes de carbono metabolizé fue la 55 con 28 fuentes (Fig. 18
B).

©
o
L

o<}
o
©
o
L

o<}
o

o ~

S o
|
S
|

o N
o

'
o

N
o
]

w
o

um. de fuent. de carbono
o
=}
]
um. de fuent. de carbono
o
=}

Ni
N
o

HiHl

=
o o

ik

Cepa 4
Cepa 6

Cepa 10
Cepa 13
Cepa 14
Cepa 18
Cepa 20 ]
Cepa 23 ]
Cepa 24 ]
Cepa 53 ]
Cepa 54
Cepa 55
Cepa 57
Cepa 4
Cepa 6 ]

Cepa ETEC-ST ]
Cepa ETEC-LT |
Cepa EPEC ]
Cepa EIEC |
N
o388
Cepa 10
Cepa 13 ] ‘ ‘
Cepa 14 44“':"]
Cepa 18 ]
Cepa 20 ]
Cepa 23 ] ‘ ‘
Cepa 24 ] ‘ ‘
Cepa 53 ]
Cepa 54 |
Cepa 55 4:":
Cepa 57 ]
Cepa ETEC-LT
Cepa EPEC ]
Cepa EIEC |

Cepa ETEC-ST

Cepas de E. coli diarreagénicas Cepas de E. coli diarreagénicas

A B
Figura 18. Efecto del plomo sobre las fisiologia de las cepas de E. coli diarreagénica en distintas
fuentes de carbono.
(A) Crecimiento. (B) Metabolismo.

Los dendogramas de la figura 19, fueron construidos a partir de los datos de los
anexos Il 'y VII, que contienen las matrices dicotomicas con los datos de crecimiento y
metabolismo de las cepas de E. coli diarreagénica. En el caso del crecimiento en presencia
de plomo 1.25 mM, podemos observar que se forman 3 grupos. En el mas grande se
agrupan la mayoria de las cepas, otro grupo esta formado por la cepa 55 y otro por las
cepas 14 y 23, estos ultimos 2 grupos son las que menos se relacionan con el resto de
las cepas (Fig. 19 A). En el caso del metabolismo presencia de plomo 1.25 mM, los
aislados clinicos de E. coli diarreagénica, se forman 3 grupos, en el mas grande se
agrupan la mayoria de las cepas, un grupo esta formado por la cepa 55, el otro por las
cepas 14 y 23, estos ultimos 2 grupos son las que menos se relacionan que con todas
las demas cepas. El numero de grupos y la distribucion de las cepas coinciden con los

datos de distribucion generados para el caso del crecimiento de los aislados en
presencia de plomo (Fig. 19 B).
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Figura 19. Andlisis de agrupamiento del efecto del plomo sobre la fisiologia de las cepas de E. coli
diarreagénica en las fuentes de carbono.
(A) Crecimiento. (B) Metabolismo.

VIl.4 Efecto de la Vancomicina sobre los niveles de crecimiento y metabolismo de
las cepas de E. coli diarreagénica.

El crecimiento de los aislados clinicos de E. coli diarreagénica en distintas fuentes de
carbono en presencia de vancomicina 0.08 ug, fue bastante homogéneo. La cepa que crecio
en mas fuentes de carbono fue la 4 con 57 fuentes, seguida por las cepas ETEC-LT con 54 y
después la cepa ETEC-ST con 51 fuentes de carbono; la cepa que crecié en menos fuentes
de carbono fue la 23 con 35 fuentes (Fig. 20 A). Los resultados para metabolismo en
presencia de vancomicina también fueron bastante homogéneos, la cepa que mas fuentes
de carbono metabolizé fue la 4 con 52 fuentes, seguida de las cepas ETEC-ST y ETEC-LT
con 51 fuentes de carbono aprovechadas y luego la cepa 20 con 50 fuentes de carbono;

la cepa que menos fuentes de carbono metabolizé fue la 10, con 20 fuentes (Fig. 20 B).
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Figura 20. Efecto de la vancomicina sobre la fisiologia de las cepas de E. coli diarreagénica en

distintas fuentes de carbono.
(A) Crecimiento. (B) Metabolismo.

Los dendogramas de la figura 21, fueron construidos a partir de los datos de los
anexos IV y VIII, que contienen las matrices dicotomicas con los datos de crecimiento y
metabolismo de las cepas de E. coli diarreagénica en presencia de vancomicina. En el
caso del crecimiento en presencia de vancomicina 0.08 pg, podemos observar que se
forman 3 grupos. En el mas grande se agrupan la mayoria de las cepas, otro grupo esta
formado por la cepa 54, el otro grupo esta formado por las cepas 14, 23 y EIEC, estos
ultimos 2 grupos son las que menos se relacionan con el resto de las cepas (Fig. 21 A).
Para el metabolismo en presencia de vancomicina (0.08 pg) se forman 3 grupos, el mas
grande donde estan la mayoria de las cepas, otro grupo esta formado por las cepas 14,
23 y EIEC, y el otro grupo por la cepa 10, estos ultimos 2 grupos son las que menos se
relacionan con todas las demas cepas. Existe uan estrecha relacion con el numero de

grupos Y la distribucién de las cepas con los datos de crecimiento de los aislados en
presencia de vancomicina (Fig. 21 B).
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Figura 21. Andlisis de agrupamiento del efecto de la vancomicina sobre la fisiologia de las cepas
de E. coli diarreagénica en las fuentes de carbono.
(A) Crecimiento. (B) Metabolismo.

VIL.5 Anadlisis de agrupamiento del efecto de los metales (cobre, plata y plomo) y
vancomicina, en la fisiologia de las cepas de E. coli diarreagénica.

Para determinar si existia alguna relacion entre el efecto producido por los
metales y el antibidtico sobre la fisiologia de las cepas, se construyeron los
dendogramas de la figura 22, a partir de los datos de los anexos |, II, lll, IV, V, VI, VIl y
VIIl, que contienen las matrices dicotomicas con los datos de crecimiento y metabolismo
de las cepas de E. coli diarreagénica. Tanto en el caso del crecimiento como en el caso del
metabolismo en presencia de los metales y el antibidtico, podemos observar que se
forman 3 grupos, el primero esta formado por cobre, el segundo por plata y el tercero

por plomo y vancomicina (Fig. 22 A B).
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Figura 22. Andlisis de agrupamiento del efecto de los metales (cobre, plata y plomo) y
vancomicina, en la fisiologia de las cepas de E. coli diarreagénica.
(A) Crecimiento. (B) Metabolismo
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VII.6 Analisis de agrupamiento de las fuente de carbono que fueron utilizadas
para el crecimiento y metabolismo de las cepas de E. coli diarreagénica en
presencia de metales y antibiético.

Para saber si habia una relacion entre las fuentes que eran utilizadas por las
cepas en presencia de metales y antibidtico, se construyd el dendograma de la figura
23, a partir de los datos de los anexos |, Il, IIl, IV, V, VI, VIl y VIII, que contienen las
matrices dicotomicas con los datos de crecimiento de las cepas de E. coli diarreagénica y

se puede observar que se forman 3 grupos de fuentes de carbono (Fig. 23).
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Figura 23. Analisis de agrupamiento de las fuente de carbono en el crecimiento de E. coli
diarreagénica en presencia de metales y antibiético.
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Para el caso del metabolismo se construyé un dendograma con los datos de los

anexos |, II, 1, IV, V, VI, VIl y VIII, que contiene las matrices dicotomicas con los datos

de metabolismo de las cepas de E. coli diarreagénica, y se puede observar que también

se forman 3 grupos de fuentes de carbono, los cuales no coinciden con los grupos

formados por el patron de agrupamieto para crecimiento (Fig. 24).
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Figura 24. Andlisis de agrupamiento del efecto de las fuente de carbono en el metabolismo de E.

coli diarreagénica en presencia de metales y antibiotico.
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VII.7 Analisis de agrupamiento de las fuente de carbono sobre la fisiologia de las

cepas de E. coli diarreagénica en metales y antibiético.

Para determinar qué fuentes utilizaban preferentemente las cepas de E. coli

diarreagénica para el crecimiento y metabolismo en presencia de los diferentes

compuestos (cobre, plata, plomo o vancomicina) se construy6é una tabla VIII con los

datos de los anexos |, II, I, IV, V, VI, VIl y VIII. Se puede observar que las fuentes se

agruparon en mayor, intermedio y menor crecimiento o metabolismo.

Tabla VIII. Agrupamiento de las fuentes de carbono de acuerdo a su uso por las

cepas de E. coli diarreagénicas en presencia de los diferentes compuestos.

Crecimiento de los aislado de E. coli diarreagénica

Metabolismo de los aislado de E. coli diarreagénica

En presencia de

En presencia

En presencia

En presencia

En presencia

En presencia

En presencia

En presencia

cobre de plata de plomo de de cobre de plata de plomo de
vancomicina vancomicina
Mayor Mayor Mayor Mayor Mayor Mayor Mayor Mayor
L-Ornitina Acido Acético D-Melibiosa Acido Acético D-Alanina D-Melibiosa Agua D-Melibiosa
. Acido Succinico Acido Succinico . . . P Acido Succinico
D-Alanina Bromo D-Fructosa Bromo L-Alanina Acido Acético i-Eritritol Bromo
L-Alanina D-Fructosa Inosina D-Fructosa L-Prolina gf")‘:"]’os““'”'c" D-Melibiosa D-Fructosa
L-Prolina Inosina Dextrina B-Metil-D-Glucésido L-Alanilglicina D-Fructosa Acido Acético Inosina
L-Alanilglicina Dextrina L-Fucosa Inosina L-Asparagina B-Metil-D-Glucssido Gfé‘:gxfe“"ace"“’ P | Dextrina
L-Asparagina Uridina Uridina Dextrina Acido L-Aspértico Inosina Qf(';:;’os“m'”'c" L-Fucosa
Acido L-Aspartico D-Galactosa D-Galactosa L-Fucosa L-Serina Dextrina L-Histidina D-Psicosa
L-Serina Acido Férmico Timidina D-Psicosa Acido L-Glutdmico L-Fucosa Acido Urocanico Glucuronamida
L-Arabinosa Timidina L-Ramnosa Acido Butirico a-Keto L-Treonina D-Psicosa a-Ciclodextrina Uridina
Acido L-Glutamico D-Alanina Acido D-Galacténico Uridina AC'do, G.“C'F Glucuronamida D-Fructosa D-Galactosa
Lactona Laspértico
. : Acido glicil-L- - " - N
L-Treonina a-D-Glucosa a-D-Glucosa Glicogen glutamico Uridina B-Metil-D-Glucosido D-Rafinosa
Acido Glicil-Laspartico Acido D,L-Lactico D-Sorbito D-Galactosa Mediano Glicogen Acido Cis-Aconitico Acido a-cetoglutarico
Acido Butirico y-Hidroxi L-Alanina Acido D’. . D-Rafinosa D-Melibiosa D-Galactosa Acido Itacénico Timidina
Galacturénico
Acido glicil-L-glutamico L-Alanilglicina Acido D,L-Lactico Acido a-cetoglutarico D-Fructosa D-Rafinosa Acido Succinamico Tween 40
Mediano L-Asparagina N-Acetil-D- Timidina Inosina Acido Férmico Hidroxi-L-prolina L-Ramnosa
galactosamina
D-Melibiosa D-Serina Sucrosa L-Ramnosa Dextrina L-Alaninamida Inosina /I-\;:ggnz-Galactomco
Acido Acético Acido D-Glucurénico | Acido D-Gluconico Acido D-Galactonico | Timigina Timidina Dextrina D-Alanina
D-Fructosa Acido L-Glutamico N-Acefil-D- D-Alanina Acido D-Galacténico Tween 40 L-Fucosa Tween 80
glucosamina Lactona
B-Metil-D-Glucosido E!I)iif:rtgl Dl-a- a-D-Lactosa a-D-Glucosa a-D-Glucosa L-Ramnosa D-Psicosa a-D-Glucosa
Dextrina Acido glicil-L- D-Trehalosa D-Sorbito D-Sorbito Acido D-Galacténico | - i Citrico D-Sorbito
glutdmico Lactona
L-Fucosa Mediano L-Asparagina Acido D- Acido D- D-Alanina Acido Butirico a-Keto Acido D-
Galacturénico Galacturénico Galacturénico
Glucuronamida D-Melibiosa Acido D-Glucurénico Acido D,L-Lactico Acido D,L-Lactico Tween 80 Glucuronamida Acido D,L-Léctico
Uridina B-Metil-D-Glucésido | Acido L-Aspértico L-Alanina N-Acetil-D- o-D-Glucosa L-leucina N-Acetil-D-
galactosamina galactosamina
D-Galactosa L-Fucosa Glicerol N-Acefi-D- Acido D-Glucénico D-Sorbito Uridina Sucrosa
galactosamina
Acido Férmico D-Psicosa L-Arabinosa Sucrosa N-Aceti-D- Acido D- Glicogen Acido D-Glucénico
glucosamina Galacturénico
L-Alaninamida Glicogen Maltosa Acido D-Glucénico a-D-Lactosa Acido D,L-Lactico D-Galactosa N-Aceul-D_-
glucosamina
Timidina Acido &-cetoglutarico Acido D-Saccharico N-AcetlI»Q» D-Trehalosa L-Alanina D-Rafinosa a-D-Lactosa
glucosamina
Gentiobiosa Tween 40 D-Manitol a-D-Lactosa Acido D-Glucurénico L-Prolina Acido Férmico D-Trehalosa
L-Ramnosa L-Ramnosa Metil Piruvato D-Trehalosa Glicerol N-Aceti-D- . Acido a-cetoglutarico L-Asparagina
galactosamina
ﬁ;:lcdlgnE;»Galactomco Tween 80 Glucosa-1-fosfato Acido Propiénico Maltosa Sucrosa L-Alaninamida Acido D-Glucurénico
a-D-Glucosa D-Sorbito D-manosa L-Asparagina Acido D-Saccharico Acido D-Glucénico L-Ornitina Acido L-Aspartico
D-Sorbito Sucrosa Acido sucinico Lactulosa E‘I)iiiearlt?l D.L-a- L-Alanilglicina Timidina L-Serina
Acido D-Galacturénico Acido Propi6nico Glucosa-6-fosfato Acido D-Glucurénico D-Manitol (r:llﬁ:f)estajl;rﬁ;\a Tween 40 Glicerol
Acido D,L-Lactico Turanosa Mediano Acido L-Aspartico Glucosa-1-fosfato a-D-Lactosa Gentiobiosa L-Arabinosa
N-Acetil-D-galactosamina Xilitol /E\;fgi:)OSucclnlco L-Serina D-manosa D-Trehalosa L-Ramnosa Maltosa
N-Acetil-D-glucosamina Acido D-Saccharico D-Rafinosa Glicerol Glucosa-6-fosfato Acido Propiénico Acido D-Galacténico Fo_sfato DlL-o-
Lactona Glicerol
a-D-Lactosa L-Treonina D-Alanina L-Arabinosa Menor L-Asparagina Acido a-ceto Valérico D-Manitol
D-Trehalosa fcldo' G."CII' Tween 80 Maltosa Agua Lactulosa D-Alanina Metil Piruvato
aspartico
Adonitol Glucosa-1-fosfato L-Alanina Acido Butirico a- i-Eritritol Acido D-Glucurénico L-Fenilalanina Glucosa-1-fosfato
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Hidroxi

Lactulosa Menor L-Prolina L-Treonina Acido Acético Acido L-Aspartico Fenietilamina D-manosa
Acido D-Glucurénico Agua 2-Aminoetanol Fo_sfalo D.L-a- A.C'do Fenllacetlco p- L-Serina Tween 80 Mono-metil-succinato
Glicerol Hidroxi
Glicerol i-Eritritol Acido Propiénico D-Manitol /E\;?gi:)OSucclnlco Glicerol a-D-Glucosa Glucosa-6-fosfato
Mattosa ficido Fenilacélico b~ | p.Serina Metil Piruvato L-Histidina L-Arabinosa Mediano Mediano
; : i Acido Glicil- : . ; - .
Acido D-Saccharico L-Histidina Lactulosa frtt Acido Urocéanico Maltosa Acido Acético Acido Acético
Laspartico
Fosfato D,L- a -Glicerol Acido Urocénico L-Serina Glucosa-1-fosfato a-Ciclodextrina Acido D-Saccharico D-Psicosa Glicogen
D-Arabitol a-Ciclodextrina Fosfato D L-a- D-manosa B-Metil-D-Glucésido | Acido L-Glutamico Acido D-Galactnico | | ajaning
Glicerol Lactona
D-Manitol Acido Cis-Aconitico ﬁ:':::;ﬁlc‘z"» Mono-metil-succinato Acido Cis-Aconitico L-Treonina Tween 80 L-Prolina
Metil Piruvato Acido Itaconico Mono-metil-succinato Acido sucinico Acido Itacénico g‘ljiztear‘; DL-a- D-Serina D-Serina
Glucosa-1-fosfato Acido Succinamico Glucosa-6-fosfato Acido Succinamico D-Manitol Lactulosa AFldo Butmco o
Menor Hidroxi
D-manosa Hidroxi-L-prolina Agua Mediano Hidroxi-L-prolina Metil Piruvato Menor L-Treonina
Mono-metil-succinato Acido Citrico i-Eritritol Acido Fenilacético p- L-Fucosa Acido Glicil- Agua Acido Glicil-
Hidroxi Laspartico Laspartico
Acido sucinico Acido Butirico a-Keto Acido Acético Menor D-Psicosa Glucosa-1-fosfato i-Eritritol Acido sucinico
Glucosa-6-fosfato Glucuronamida Acido Fenilacético p- Agua Acido Citrico D-manosa Acido Fenilacético p- Acido glicil-L-
Hidroxi Hidroxi glutédmico
Menor L-leucina L-Histidina i-Eritritol Acido Butirico a-Keto Mono-metil-succinato L-Histidina Menor
Agua D-Rafinosa Acido Urocénico D-Melibiosa Glucuronamida Acido sucinico Acido Urocénico Agua
i-Eritritol L-Alaninamida a-Ciclodextrina L-Histidina L-leucina AC'd,o g.“C”'L' a-Ciclodextrina i-Eritritol
glutdmico
ﬁf&fgxfe”"ace“w p- L-Omitina B-Metil-D-Glucésido | Acido Urocénico Uridina Glucosa-6-fosfato B-Metil-D-Glucésido ﬁf‘;‘r’g;e”"“e"c" p-
Acido Succinico Bromo Gentiobiosa Acido Cis-Aconitico a-Ciclodextrina Glicogen Acido Cis-Aconitico L-Histidina
g Acido D-Galacténico : - : : o : : . : - : -
L-Histidina Lactona Acido Itacénico Acido Cis-Aconitico D-Galactosa Acido Succinamico Acido Itacénico Acido Urocanico
Acido Urocénico Acido a-ceto Valérico Acido Succinamico Acido Itacénico D-Rafinosa Acido Butirico a-Keto Acido Succinamico a-Ciclodextrina

a -Ciclodextrina

L-Fenilalanina

Hidroxi-L-prolina

Acido Succinamico

Acido Férmico

Acido &-cetoglutarico

Hidroxi-L-prolina

B-Metil-D-Glucésido

Acido Cis-Aconitico Fenietilamina D-Psicosa Hidroxi-L-prolina Acido a-cetoglutarico L-Ornitina Acido Citrico Acido Cis-Aconitico
Acido Itacénico Acido D'. . Acido Citrico Acido Citrico L-Alaninamida Gentiobiosa Acido Butirico a-Keto Acido Itacénico
Galacturénico
Acido Succinamico L-Prolina Acido Butirico a-Keto Glucuronamida L-Ornitina 2-Aminoetanol Glucuronamida Acido Succinamico
Hidroxi-L-prolina Putrescina Glucuronamida L-leucina Tween 40 D-Serina L-leucina Hidroxi-L-prolina
Inosina N-Acetil-D- . L-leucina Acido Férmico Gentiobiosa Turanosa Glicogen Acido Citrico
galactosamina
D-Psicosa m-Inositol Glicogen L-Alaninamida L-Ramnosa ﬁ%c:gx?utmco a- Acido Férmico Acido Butirico a-Keto
Acido Citrico Acido D-Glucénico Acido Férmico L-Ornitina Acido a-ceto Valérico Menor Acido a-cetoglutarico L-leucina
Acido Butirico a-Keto Acido Maldnico Acido a-cetoglutarico Tween 40 L-Fenilalanina Agua L-Alaninamida Acido Formico
. Acido L- . . . P A - . .
L-leucina Piroglutamico L-Alaninamida Gentiobiosa Fenietilamina i-Eritritol L-Ornitina L-Alaninamida
Glicogen 2-Aminoetanol L-Ornitina Acido a-ceto Valérico Tween 80 ﬁ%c:gxli:enllacetlco P Tween 40 L-Ornitina
" N-Acetil-D- " . " i L P
D-Rafinosa glucosamina Tween 40 L-Fenilalanina Putrescina L-Histidina Gentiobiosa Gentiobiosa
Acido a-cetoglutérico o-D-Lactosa Gentiobiosa Fenietilamina m-Inositol Acido Urocénico Acido a-ceto Valérico Acido a-ceto Valérico
Tween 40 D-Trehalosa Acido a-ceto Valérico Tween 80 Sucrosa a-Ciclodextrina L-Fenilalanina L-Fenilalanina
: - Acido D- " . . : - : " o PR P
Acido a-ceto Valérico Glucosaminico L-Fenilalanina L-Prolina Acido Malénico Acido Cis-Aconitico Fenietilamina Fenietilamina
" . " P " Acido L- : - " :
L-Fenilalanina 2,3-Butanediol Fenietilamina Putrescina Piroglutamico Acido Itacénico Putrescina Putrescina
Fenietilamina Adonitol Putrescina m-Inositol 2-Aminoetanol Hidroxi-L-prolina m-Inositol m-Inositol
" : . Acido D- : o : - : .
Tween 80 Lactulosa m-Inositol Acido Mal6nico Glucosaminico Acido Citrico Acido Malénico Acido Mal6nico
Putrescina Acido Quinico Acido Malénico L-Alanilglicina Acido Propidnico L-leucina L-Alanilglicina L-Alanilglicina
] " - —— Acido L- N . - Acido L- Acido L-
m-Inositol Acido L-Aspartico L-Alanilglicina Piroglutamico D-Serina Acido a-ceto Valérico Piroglutamico Piroglutamico
: Acido L- . . " . . "
Sucrosa L-Serina Piroglutamico 2-Aminoetanol 2,3-Butanediol L-Fenilalanina 2-Aminoetanol 2-Aminoetanol
. - . Acido D- Acido D- . P Acido D- Acido D-
Acido D-Glucénico Glicerol Glucosaminico Glucosaminico Adonitol Fenietilamina Glucosaminico Glucosaminico
Acido Malénico L-Arabinosa 2,3-Butanediol D-Serina Lactulosa Putrescina 2,3-Butanediol Acido Propi6nico
Acido L-Piroglutamico Maltosa Adonitol 2,3-Butanediol Turanosa m-Inositol Adonitol 2,3-Butanediol
2-Aminoetanol o Butirico a- Turanosa Adonitol Acido Quinico Acido Malénico Turanosa Adonitol
. . " . . . Acido L- : -
Acido D-Glucosaminico D-Arabitol Acido Quinico Turanosa L-Arabinosa Piroglutamico Acido Quinico Lactulosa
. " - . . - Acido D- -
Acido Propiénico D-Manitol Xilitol Acido Quinico Xilitol Glucosaminico Xilitol Turanosa
: - Acido Butirico a- - Acido Butirico a- . Acido Butirico a- : .
D-Serina Metil Piruvato Hidroxi Xilitol Hidroxi 2,3-Butanediol Hidroxi Acido Quinico
2,3-Butanediol Acido Butirico - Acido L-Glutamico Acido D-Saccharico | D-Arabitol Adonitol Acido L-Glutamico Xiltol
Turanosa Acido Sebacico L-Treonina Acido L-Glutamico Metil Piruvato Acido Quinico L-Treonina Acido D-Saccharico
Acido Quinico D,L-Carnitina D-Arabitol D-Arabitol Acido Butirico - Xilitol D-Arabitol Acido L-Glutamico
- . Acido Butirico B- Acido Butirico B- . . " Acido Butirico B- "
Xilitol D-celobiosa Hidroxi Hidroxi Acido Sebacico D-Arabitol Hidroxi D-Arabitol
Acido Butirico a-Hidroxi D-manosa Acido Sebacico Acido Sebacico D,L-Carnitina ﬁ%?gxlfutmco a Acido Sebacico /Q%?gxli%utmco B-
Acido Butirico B-Hidroxi Mono-metil-succinato D,L-Carnitina D,L-Carnitina D-celobiosa Acido Sebacico D,L-Carnitina Acido Sebacico
Acido Sebacico a%c:gxliautmco v D-celobiosa D-celobiosa Mono-metil-succinato D,L-Carnitina D-celobiosa D,L-Carnitina
. . : . Acido Butirico y- Acido Butirico y- Acido Butirico y- g . Acido Butirico y- 9 .
D,L-Carnitina Acido sucinico Hidroxi Hidroxi Hidroxi D-celobiosa Hidroxi D-celobiosa
g . Acido Butirico y- Acido glicil-L- Acido glicil-L- : . Acido Butirico y- Acido glicil-L- Acido Butirico y-
D-celobiosa Amino glutamico glutamico Acido sucinico Hidroxi glutamico Hidroxi
: . A Y Acido Butirico y- Acido Butirico y- Acido Butirico y- Acido Butirico y- Acido Butirico y- Acido Butirico y-
Acido Butirico y-Amino Glucosa-6-fosfato Amino Amino Amino Amino Amino Amino
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VIII. DISCUSION.

Las bacterias han desarrollado para poder sobrevivir entre otras capacidades, la
resistencia a los antibiéticos y a metales toxicos (Simon and Phung, 2005). Los trabajos
a este respecto han sido realizados en su mayoria en bacterias de distintas especies
pero no en aislados de una misma especie y patotipo. En este trabajo, se realizaron
ensayos de sensibilidad a diferentes metales (cobre, plata y plomo) y a vancomicina en
cepas de E. coli enterotoxigénica. En relacion con los metales, se observo en general
que conforme aumentd la concentracion del cobre, plata y plomo, la sensibilidad de las
bacterias aumentd. El 100 % de los aislados fue sensible a 0.2 mM de plata (Tabla V),
3.8 mM de cobre (Tabla IV) y 10 mM de plomo (Tabla VI). Este orden de toxicidad
coincide con lo reportado en bacterias no patégenas de E. coli, (Mojica-Hernandez,
2006) y en bacterias de distintos géneros (Cha y Cooksey, 1991).

Las cepas de E. coli estudiadas en este trabajo fueron mas sensibles a cobre y menos
sensibles a plata y plomo que las no patdégenas estudiadas por Mojica-Hernandez
(2006), pero coinciden con un estudio en donde miden la concentracidn minima
inhibitoria de 31 metales tdxicos en E. coli (Spain, 2003). La diferencia en los niveles de
sensibilidad enter nuestro estudio y el reporte previo de Mojica-Hernandez (2006),
puede deberse a que en nuestro trabajo, los aislados fueron obtenidos de pacientes que
acudieron a diferentes centros de salud y que por lo tanto tienen distintos habitos
alimenticios y viven en distintos lugares. En ese sentio se puede mencionar que se ha
observado una relacién entre el habitat de procedencia y las caracteristicas fisioldgicas
de cepas bacterianas, como ha sido reportado para aislados ambientales de bacterias
enteropatogenicas y E. coli enterotoxigénica, los cuales mostraron una alta sensibilidad
a plata, cobre y al plomo debido al ambiente salino de las costas en donde fueron
colectadas (Choudhury y Kumar, 1996).

Las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) para las cepas diarreagénicas de
nuestro estudio fueron, para la plata 0.05 mM, para el cobre 2.4 mM y para el plomo 2.5
mM en comparacioén con las cepas de E. coli no patégenas fuerdn diferentes (Mojica-
Hernandez, 2006). También hay diferencias con otras cepas de E. coli (Spain, 2003;
Silver S, 2005) en donde las CMI fueron las siguientes, para plata 0.2 mM, cobre 1 mM

y para plomo 5 mM. La resistencia encontrada en las cepas de E. coli enterotoxigénica
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a los metales pesados estudiados (cobre, plata y plomo) es importante, ya que un alto
porcentaje de las bacterias que son resistentes a metales pesados son también
resistentes a los antibioticos (Calomiris y col., 1984), y esta resistencia esta mediada
por la transmision de plasmidos entre poblaciones de coliformes.

La resistencia multiple a antibidticos asi como su asociacion con la resistencia a
metales (Hg?*, Cu?*, Pb®*, Zn**, Ca®*) se ha reportado en bacterias que habitan tanto en
la tierra como en el agua (Lazar y col., 2002). El contacto con los metales puede ser de
distinta indole, algunos de esos metales han sido usados en comida para animales
como promotores de crecimiento y terapia (Harnett y Gyles, 1984; (Cha y Cooksey,
1991) o bien se encuentran en aguas residuales provocando resistencia cruzada a
metales y antibioticos, como se ha reportado para Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis y Staphylococcus
sp. (Filali y col., 2000). Dicho comportamiento también se ha reportado para aislados
de E. coli, en Brasil (Cardona y col., 2004).

La sensibilidad a vancomicina de las cepas de E. coli enterotoxigénica fue alta, lo cual
resulta interesante ya que la vancomicina, es un antibidtico glicopéptido usado en la
profilaxis y el tratamiento de las infecciones causadas por las bacterias Gram-positivas
(Hardman y Limbird, 2005) y no para Gram- negativas como E. coli, sin embargo ya se ha
reportado la sensibilidad de E. coli a dicho antibidtico tanto en la microflora intestinal de
cuervos (Yoko y col., 2004) como en distintos aislados vaginales (Tariq y col., 2006),
Nuestros resultados sugieren la presencia de algun mecanismo de transferencia genética
que las hizo sensibles a este antibidtico.

Cada una de nuestras cepas mostré un grado distinto de sensibilidad a vancomicina,
aunque las cepas mas resistentes fueron la 13 y 23 (Tabla VII). Este comportamiento
puede deberse a que hay varios factores que influyen en la entrada de la vancomicina
por la membrana externa de las bacterias Gram-negativas ya que los peptidoglucanos
estan por debajo de esta membrana externa y es donde este antibidtico tiene su punto
de accion, sirviéndole como una barrera de infiltracién selectiva, las moléculas de
liposacaridos de esta barrera excluyen a los componentes hidrofilicos grandes e
hidrofébicos (Hirvas y col., 1997). Cerca de la mitad de la membrana externa de las

bacterias Gram + esta formada por proteinas que también existen en la membrana
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plasmatica de las bacterias Gram-negativas (Nikaido and Vaara, 1985), estas proteinas
estan involucradas en el transporte, detoxificacion, procesos catabdlicos y anabdlicos
(Tam y Saier, 1993) y estan relacionados con la sensibilidad a vancomicina como se ha
mostrado en mutantes de E. coli que carecen de hidrolasas de mureina (Korsak y col.,
2005), o que poseen una mutacién en las porinas de la membrana (Nikaido, 2003).
Mutaciones en la ligasa Ddl, (Park y col., 1996) o en la proteina TraT (Sy y col., 1991)
de E. coli también le confieren susceptibilidad a vancomicina.

En cuanto a la relacién entre la sensibilidad a vancomicina y la resistencia a cobre, plata
y plomo, no hay ningun estudio con E. coli diarreagénica, pero si con aislados de
Staphylococcus spp., en los que la relacion que se ha encontrado es la resistencia
cruzada entre el cromo, el plomo y la penicilina-G, ya que ninguna cepa fue resistente a
vancomicina ademas de la presencia de plasmidos de resistencia a metales pesados y
antibiéticos (Ug y Ceylan, 2003).

En el presente estudio se evalué también el efecto de los diferentes metales (cobre,
plata y plomo) y de vancomicina sobre el crecimiento (lectura a una longitud de onda de
750 nm) y metabolismo (lectura a una longitud de onda de 590 nm) en diferentes
fuentes de carbono, de las cepas de E. coli diarreagénica. Se probaron para todos los
metales concentraciones a las cuales todas las cepas tuvieran el mismo crecimiento
para generar resultados debidos a la interaccion metal-fuente de carbono y no debidos
a la inhibicién por concentracion toxica del metal.

En presencia de Cu 2 mM (Tabla IV) el crecimiento de todas las cepas fue heterogéneo
(Fig. 14 A), mostrando una diversidad fisiologica en respuesta al metal. Por otro lado, el
metabolismo de las distintas cepas fue casi homogéneo (Fig. 14 B), lo cual indica que
las cepas estan utilizando algun componente de reserva para el crecimiento. En
presencia de este metal, las cepas crecieron en 8 a 25 fuentes de carbono y metabolizaron
entre 8 a 11 fuentes siendo la condicion en que las cepas crecieron y metabolizaron
menor numero de fuentes. Estos resultados mostraron que el cobre es el metal que
afecta mas la fisiologia de los aislados clinicos de E. coli diarreagénica, en comparacion
con la plata y el plomo. La razén de este comportamiento puede deberse a que el Cu
en bajas concentraciones es necesario para las funciones enzimaticas (metabolismo) y

el crecimiento bacteriano (Cafiizares, 2000). EIl cobre es un elemento traza esencial
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para muchos organismos, que es utilizado como parte de un grupo prostético de
enzimas de oxidacion, el cual representa una parte importante en los procesos vitales
de reduccion y oxidacion, pero el exceso de cobre es téxico, especialmente para los
microorganismos (Cha y Cooksey, 1991).

Para el caso de la plata 0.025 mM, concentracion a la que todas las cepas de E. coli
diarreagénica fueron resistentes (Tabla V), se obtuvo tanto un crecimiento como un
metabolismo mas homogéneo de todas las cepas en las distintas fuentes de carbono (Fig. 15
A), en comparacién con el cobre. En presencia de plata, las cepas crecieron en 30 a 40
fuentes de carbono, y metabolizaron entre 50 a 60 fuentes mostrando que la plata es la que
menos influye en el metabolismo de los aislados clinicos de E. coli diarreagénica, en
comparacion con el cobre y plomo en los que ninguna o muy pocas de las fuentes probadas
son metabolizadas para crecer.

El efecto que los diferentes factores de estrés tuvieron sobre la fisiologia de las cepas,
tomando en cuenta el niumero de fuentes utilizadas fue el siguiente: para el caso del
crecimiento Cu>Pb>Ag>Vanc, y para el caso del metabolismo fue Cu>Pb>Vanc>Ag.

Al hacer el analisis de agrupamiento para determinar la relacidon entre el efecto
de los tres metales y la vancomicia sobre la fisiologia de las cepas, se obtuvo que para
el crecimiento se forman dos grupos (Fig. 22 A), el primero esta constituido por el cobre
y la plata y el segundo por el plomo y la vancomicina. Para el caso del metabolismo, se
forman los mismos grupos e incluso lo conforman los mismos miembros (Fig. 22 B).
Esto podria sugerir que los aislados de E. coli diarreagénica comparten los mismos
mecanismos de resistencia para el cobre y la plata y otros mecanismos que pudieran
ser compartidos para la resistencia del plomo y de vancomicina que podria ser por
medio de expulsién de los metales y el antibidtico por bombas.

Al evaluar el nivel de crecimiento y metabolismo de los aislados clinicos de E. coli
diarreagénica en presencia de los diferentes compuestos (cobre, plata, plomo o
vancomicina) en las distintas fuentes, se hicieron tres grupos (mayor, intermedio y
menor crecimiento o metabolismo) de los aislados clinicos de E. coli diarreagénica. Se
encontré que la fuente que estuvo involucrada en el crecimiento de las cepas en
presencia de estos compuestos fue L- asparagina y para el caso del metabolismo las

fuentes que estuvieron involucradas fueron las siguientes: D- alanina, L- asparagina, L-
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acido aspartico y L- serina y la fuente de carbono que estuvo involucrada tanto en el
crecimiento como en el metabolismo de los aislados de E. coli diarreagénica en
presencia de cobre plata plomo y vancomicina a las 24 h fue la L- asparagina. Lo cual
sugiere que las fuentes de carbono indispensables tanto para el crecimiento como el
metabolismo de las cepas de E. coli diarreagénica en dichas condiciones, son los
aminoacidos, en contraposicién con lo encontrado con cepas de E. coli de intestino de
raton (Chang y col., 2004) usando microplacas de 96 fuentes de carbono (FLUOstar
Optima). Dicho estudio revelé que los azucares eran los nutrientes preferentemente
utilizados por las cepas estudiadas aunque dependientes de las lesiones en el intestino.
Sin embargo, en cepas de coleccion de Salmonella typhimurium se encontré una
diversidad en cuanto a la utilizacion de fuentes para su metabolismo (Taracy y col.,
2002), siendo el orden de utilizacion de fuentes de carbono: D-celobiosa > 2-
Aminoetanol > D-treonina > acido acetoacetico = feniletilamina > acido glicélico = acido
D-malico = lactulosa = acido-Y-lactona = L-galacténico. El orden de preferencia en
metabolismo de las fuentes de nitrégeno fue: Ala-Asp > putrescina > Acido L-glutamico
> L-homoserina > agmatina > ethilenediamina > acido D-glutamico = hiroxilamina =
guanina = acido urico = acido D, L-a Amino-Capirilico.

Por todo lo anterior podemos ver que en nuestro estudio hay una gran diversidad
en el comportamiento de las cepas estudiadas para crecer y metabolizar en las

diferentes fuentes y en presencia de los diferentes compuestos.
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IX. CONCLUSIONES.

Los aislados clinicos de E. coli enterotoxigénica mostraron mayor sensibilidad a Ag y
menor sensibilidad a Pb (Toxicidad: Pb <Cu< Ag).

La concentracion de vancomicina a la cual se inhibid el crecimiento del 100% de los
aislados fue de 53.85 x 10-6 mM, la cual es una concentracion muy baja. Los aislados

13 y 23 fueron los mas resistentes.

El Cu fue el metal que presentd mayor efecto sobre el crecimiento y el metabolismo de

los aislados de E. coli estudiados.

Tanto el Pb como la vancomicina fueron los agentes que menor efecto presentaron

sobre el crecimiento y metabolismo de E. coli. Lo cual es evidente en el analisis cluster.

El Cu fue el metal que mayor inhibicion metabdlica provocé en los aislados de E. coli

estudiados.

Las fuentes de carbono indispensables tanto para el crecimiento como el metabolismo
de los aislados de E. coli diarreagénica en presencia de cobre, plata, plomo o

vancomicina a las 24 h, son los aminoacidos.

Los datos que se obtuvieron en este trabajo, muestran que la presencia de distintas
fuentes de carbono genera una respuesta diferencial a los factores de estrés quimico en
cepas de E. coli diarreagénica. Sin embargo, la respuesta también estd mediada por las

diferencias genéticas entre los aislados.
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X. ANEXOS.

I. Matriz dicotémica con los datos crecimiento de las cepas E. coli diarreagénica

en las fuentes de carbono, en presencia de cobre 2 mM a las 24h.
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1 = positivo (crecio en la fuente de carbono)

negativo (no crecio en la fuente de carbono)
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los datos de crecimiento de las cepas E. coli

Matriz dicotomica con

diarreagénica en las fuentes de carbono, en presencia de plata 0.025mM a las 24h.
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1 = positivo (crecio en la fuente de carbono)
negativo (no crecio en la fuente de carbono)
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los datos de crecimiento de las cepas E. coli

Matriz dicotomica con

Cepas de E. coli diarreagenica
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diarreagénica en las fuentes de carbono, en presencia de plomo 1.25 mM a las

24h.

Fuentes de carbono

Agua

i-Eritritol

Acido Fenilacético p-Hidroxi
Acido Succinico Bromo

Acido Acético
L-Histidina

D-Melibiosa

Acido Urocanico

a-Ciclodextrina
D-Fructosa

B-Metil-D-Glucésido
Acido Cis-Aconitico
Acido Itacénico

Acido Succinamico
Hidroxi-L-prolina

Inosina

Dextrina
L-Fucosa
D-Psicosa

Acido a-cetoglutarico
L-Alaninamida

L-Ornitina

Acido Butirico a-Keto
Timidina

Glucuronamida

L-leucina

Uridina
Acido Férmico

Acido Citrico
Glicogen
D-Galactosa
D-Rafinosa

Acido D-Galacténico Lactona
Acido a-ceto Valérico
D-Alanina

Acido D-Galacturénico
Acido D,L-Lactico

L-Alanina

L-Fenilalanina
L-Prolina

Tween 40
Gentiobiosa
L-Ramnosa
Fenietilamina
Tween 80
a-D-Glucosa
D-Sorbito

Putrescina

N-Acetil-D-galactosamina

m-Inositol

Sucrosa
Acido D-Glucénico

Acido Malénico
L-Alanilglicina

Acido L-Piroglutamico

2-Aminoetanol

N-Acetil-D-glucosamina
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1 = positivo (crecio en la fuente de carbono)

negativo (no crecio en la fuente de carbono)

0=
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los datos de crecimiento de las cepas E. coli

IV. Matriz dicotobmica con

diarreagénica en las fuentes de carbono, en presencia de Vancomicina 0.08 pg

mM a las 24h.
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1 = positivo (crecio en la fuente de carbono)

negativo (no crecio en la fuente de carbono)
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los datos de metabolismo de las cepas E. coli

V. Matriz dicotomica con

diarreagénica de las fuentes de carbono, en presencia de cobre 2 mM a las 24h.
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1 = positivo (metabolizé la fuente de carbono)
negativo (no metaboliz6 la fuente de carbono)
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los datos de metabolismo de las cepas E. coli

Matriz dicotomica con

VL.

Cepas de E. coli diarreagenica

10 (13|14 {18 |20 |23 |24 |53 |54 |55 |57 | ETEC-

EPEC | EIEC

ETEC-

LT

ST

0

0

0

0

0

0

1

0j0]j0]O

1

0

1

0

0

0

0

0

0

0]0

0]0

0]0

0]0

0]0

0]0

0

0j0j|0OjOjOJO|O]O]O

0

0

0

0

0

1

416

0

0j0jO0jOjO|JO|jO]|O0O]|O]|O]JO]JO]O

0j0j0j0OjO0OJOjO]|O0O]|O]|O]JO]JO]O

0j/0j0]|0O0]0O]O
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0j0j0j0OjO0OJOj0O]|O0O]|O]|O]JO]JO]O

diarreagénica de las fuentes de carbono, en presencia de plata 0.025 mM a las

24h.

Fuentes de carbono

Agua

i-Eritritol

Acido Fenilacético p-Hidroxi
Acido Succinico Bromo

Acido Acético
L-Histidina

D-Melibiosa

Acido Urocanico

a-Ciclodextrina
D-Fructosa

B-Metil-D-Glucésido
Acido Cis-Aconitico
Acido Itacénico

Acido Succinamico
Hidroxi-L-prolina

Inosina

Dextrina
L-Fucosa
D-Psicosa

Acido Citrico

Acido D-Galacténico Lactona
Acido a-ceto Valérico

Acido a-cetoglutarico
D-Alanina

L-Alaninamida

L-Ornitina

Acido Butirico a-Keto
Timidina

Glucuronamida

L-leucina

Uridina
Acido Férmico

Glicogen
D-Galactosa
D-Rafinosa
Tween 40
Gentiobiosa
L-Ramnosa

Acido D-Galacturénico
Acido D,L-Lactico

L-Alanina

L-Fenilalanina
L-Prolina

Fenietilamina
Tween 80
a-D-Glucosa

D-Sorbito

Putrescina

N-Acetil-D-galactosamina

m-Inositol
Sucrosa

Acido D-Glucénico

Acido Malénico
L-Alanilglicina

Acido L-Piroglutamico

2-Aminoetanol

N-Acetil-D-glucosamina
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negativo (no metabolizé la fuente de carbono)

1 = positivo (metabolizé la fuente de carbono)
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los datos de metabolismo de las cepas E. coli

Matriz dicotoémica con

VILI.

Cepas de E. coli diarreagenica

diarreagénica de las fuentes de carbono, en presencia de plomo 1.25 mM a las

24h.

Fuentes de carbono
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negativo (no metabolizé la fuente de carbono)

1 = positivo (metabolizé la fuente de carbono)
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los datos de metabolismo de las cepas E. coli

Matriz dicotomica con

VIIL.

diarreagénica de las carbono, en presencia de Vancomicina 0.08 ug a las 24h.
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negativo (no metaboliz6 la fuente de carbono)

1 = positivo (metabolizé la fuente de carbono)
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