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RESUMEN

Introduccidn: Escherichia coli es un patégeno versatil capaz de sobrevivir en diversos ambientes,
ademas de ser habitante normal de a microbiota intestinal de humanos y animales, debido a esta
caracteristica ha sido denominado indicador de contaminacion fecal en aguas y alimentos. E. coli
tiene la capacidad de albergar varios factores de virulencia codificados por distintos genes que
pueden producir patologias sean estas intestinales y extraintestinales. Las caracteristicas que
brindan los factores de virulencia brindan la clasificacién en distintos patotipos en los cuales se
definen como intestinales principales: EPEC, ETEC, EAEC, EIEC y STEC. Existe una estructura de
organizacién de grupos filogenéticos de E. coli donde se clasifican las cepas en 8 grupos filogenéticos
mayores (A, B1, B2, C, D, E, F) y cinco clados cripticos (CI-CV) en las cuales se pueden ver cada uno
de los patotipos en distintos grupos filogenéticos. Reportes de presencia de estos factores de
virulencia circulantes en distintos ambientes se han reportado en Honduras desde el 2014 donde se
ha observado que ETEC y EPEC son los patotipos prevalentes, aunque también se han encontrado
cepas que producen toxinas del patotipo STEC. La investigacion de E. coli patégena se debe
incrementar con el objetivo de vigilar los patotipos causantes de diarrea en el ambiente. Objetivos:
El objetivo general del estudio fue clasificar cepas de E. coli de fuentes humanas, y de ambiente
(aguas y alimentos de diferentes zonas geogréficas del pais) en los distintos patotipos y grupos
filogenéticos. El primer objetivo especifico fue clasificar las cepas de acuerdo a la presencia o
ausencia de factores de virulencia de los cinco patotipos diarreogénicos de E. coli. El segundo
objetivo fue clasificar aquellas cepas que presentaron factores de virulencia en 7 grupos
filogenéticos y un clado criptico. Material y Métodos: Se analizaron 188 cepas provenientes de
humanos (86 cepas), quesos artesanales (48 cepas), fuentes de agua (32 cepas), y alimentos (16
cepas de lechugas y 6 cepas de carne molida). Se logro clasificar en serotipos todas las cepas para
facilitar su clasificacion de patotipos y ayudar a orientar la busqueda de factores de virulencia de los
cinco patotipos intestinales causantes de diarrea. Se utilizaron PCR convencionales para cada uno
de los factores de patogenicidad que describen un patotipo particular. La clasificacidn de las cepas
en grupos filogenéticos se realizd por PCR multiplex descrita por Clermont (Clermont, 2013). Se
realizd un analisis de frecuencias que respondian a ambos objetivos planteados. Resultados: Un
total de 106 cepas presentaron factores de virulencia de los distintos patotipos siendo EPEC el mas
frecuente con un 33% (n=62) pertenecientes del cual un 19 % (n=36) se diferenciaron como akEPEC
y un 14 % (n=26) se diferenciaron como tEPEC. El siguiente patotipo en frecuencia fue ETEC, con un
16 % (n=30) del total de las cepas analizadas. El patotipo por primera vez analizado en Honduras es
EAEC, con frecuencia de 6 % (n=12) del total de cepas. Los patotipos STEC y EIEC obtuvieron ambos
un 1 % de positividad (n=1 cada uno). En cuanto a los grupos filogenéticos de aquellas cepas que
presentaron factores de virulencia de los patotipos se describen en la grafica 4. El grupo filogenético
mas frecuente es el B1 con un 36% (n=38), el siguiente grupo mas frecuente es el A con 27% (n=29),
el grupo D con 10% (n=11), B2 con un 8% (n=9), U con 7% (n=7), C 6% (n=6), E 3% (n=3), Clado 10 2
con un 2% (n=2) y finalmente F con 1% (n=1). Discusidn: Existe un incremento en los ultimos afos
del patotipo de EPEC en paises en desarrollo y desarrollados. El presente estudio concuerda con ello
y también con el hecho de que las EPEC atipicas han incrementado con respecto a las tipicas. ETEC
sigue siendo un patotipo que también predomina y existen cepas que albergan ambas toxinas (/t+,
sth+). EAEC es un patotipo que debe ser mads estudiado ya que es la primera vez que se reporta al
igual que EIEC. Conclusion: Existe la presencia de E. coli patégena en ambientes que pueden estar
causando enfermedad y estan presentes en alimentos y aguas. La vigilancia de EPEC y ETEC en el
pais debe ser tomada en cuenta. Este es el primer estudio que presenta los serotipos mas variados
en el pais. La busqueda de los demas patotipos en otras fuentes se debe realizar.



Capitulo 1: INTRODUCCION

Un patégeno bacteriano es un microorganismo altamente adaptado, el cual tiene la
capacidad de causar enfermedad. Las estrategias utilizadas por éste para causar
infeccion y enfermedad generalmente incluyen un grupo dindmico de determinantes
o factores de virulencia, los cuales son expresados por la interaccion de una bacteria

en particular con su hospedero en especifico.

La variacion en esta adaptacion puede ser un resultado de cambios ambientales, la
invasion a nuevos habitats y otras circunstancias que ayuden a promover o inhibir
la expresion de genes. Los cambios en la poblacién microbiana o nichos ecoldgicos
pueden ocasionar la generacion de nuevos patdgenos, el desarrollo de cepas
virulentas y por ende la adaptacion e incluso el desarrollo de resistencia a
antibioticos; en fin, el desarrollo de mecanismos para lograr sobrevivir a diversas

condiciones ambientales.

Los mecanismos que permiten el ajuste a condiciones ambientales incluyen la
seleccién de la mejor variante adaptada y variaciones a partir de un ancestro comun,
las cuales pueden coexistir simultAaneamente. La evoluciéon a nivel molecular puede
ocurrir por re-arreglo de genes (pérdida o ganancia) y transporte horizontal de
genes, entre otros. Siendo este Ultimo sefialado como responsable de la diversidad
en la patogenicidad por la adquisicion de genes que codifican por los factores de

virulencia [Herve” Philippe, 2003].



Escherichia coli es una especie bacteriana e incluye una amplia variedad de cepas
que van desde patdégenos altamente especializados que producen brotes de
enfermedades severas, patdégenos oportunistas que producen enfermedad si las
defensas del hospedero estdn comprometidas, y cepas avirulentas que se han
considerado comensales, parte de la microbiota intestinal, incluyendo aquellas

cepas bien caracterizadas que son para uso de laboratorio [Sousa, 2006].

Las diferencias en la habilidad de cepas de E. coli para causar enfermedad y los
diversos sindromes producidos por varios patotipos pueden ser atribuidas a genes
especificos que codifican para los factores de virulencia y la capacidad que tiene E.

coli para el intercambio génico [D.A. Rasko, 2008].

E. coli es una bacteria muy versatil, ya que es un patégeno causante de diarreas, y
una caracteristica basica de este tipo de patdgenos, es la presencia de los factores
que le permiten su persistencia en el ambiente externo. Al ser E. coli un habitante
del intestino de mamiferos, esta bacteria ha adquirido mecanismos para vivir en
ambos ambientes: en el exterior y en el interior de un hospedero [Savageau, 1983].
Es por esta razon que se ha considerado como indicador de contaminacién fecal en
fuentes de agua y alimentos ya que su presencia puede ser un buen pronosticador

de enfermedades gastrointestinales [WHO, 2008].



Este hecho ha dado lugar a investigaciones referentes al genoma de E. coli y la
relacion con el ambiente externo. Los estudios han revelado que genotipos idénticos
o similares de E. coli pueden ser recuperados de mdultiples localizaciones en
diferentes temporadas y de distintos ambientes [M. Ratajczak, 2010]. Lo antes
mencionado ha abierto una brecha en investigacion, todavia no concluida, sobre el

entendimiento de la ecologia y epidemiologia de esta bacteria.

En los comienzos de la investigacion de este patdgeno, se caracterizaba y
diferenciaba de otras, fenotipicamente. Posteriormente los estudios de serotipos
permitieron de alguna manera distinguir entre cepas de E. coli. Finalmente, los
estudios de ADN permitieron iniciar con el andlisis de su diversidad gendmica y el
mejor entendimiento de sus variantes patdégenas o patotipos y su relacién entre

cepas, es decir, su filogenia [Roy R. Chaudhuri, 2012].

En la actualidad se utilizan técnicas moleculares para analizar y caracterizar los
polimorfismos genéticos que han ampliado el campo de tipificacién de bacterias de
interés epidemiologico. Dentro de estas técnicas destacan, por su poder de
discriminacion, las siguientes: analisis de polimorfismos de la longitud de los
fragmentos de restriccion (RFLP- Restriction fragment length polymorfism) y la
electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE- Pulsed field gel electroforesis). Sin
embargo, las técnicas basadas en amplificacion de acidos nucleicos tienen muchas
ventajas y son mas utilizadas ya que no dependen de enzimas ni equipos

especiales, tienen buena reproducibilidad, y son de relativo bajo costo.

La tendencia en numerosas investigaciones ha sido reportar las caracteristicas

moleculares de cepas de E. coli aisladas de muestras clinicas de humanos,
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animales, alimentos y muestras ambientales en general. El estudio realizado en el
pais han tendido a estudiar dos patotipos diarreogénicos (ETEC, EPEC), lo cual ha
evidenciado la importancia de conocer con mas profundidad las caracteristicas de

las cepas circulantes en cuanto a sus patotipos [Espinoza, 2013].

Otros reportes en el pais advierten la presencia de otros patotipos en otras fuentes
como alimentos donde STEC se ha visto predominante en alimentos de origen

carnico [Ferrera, 2014].

Los estudios que describen las propiedades genéticas de E. coli aisladas de
alimentos y agua destinados al consumo humano, cuyo proceso no ha sido
industrial, son escasos. Es necesario estudiar la diversidad genética y la importancia
epidemioldgica de bacterias presentes en alimentos procesados artesanalmente y
fuentes de agua. Por tal motivo el objetivo general de este estudio serd determinar
los grupos filogenéticos y la diversidad de cepas en cuanto a los patotipos de E—coli
provenientes de diferentes fuentes circulando durante el periodo de 2012-2015, lo
que permitira una mejor comprension de las consecuencias para la salud publica de
la ocurrencia de E. coli portadoras de genes de virulencia. Los hallazgos de E. coli
diarreogénica deben ser reportados para entender el comportamiento del
microorganismo en el ambiente y buscar maneras de intervencidn y reducir asi la

exposicion a E. coli patégenas.



Capitulo 2: MARCO TEORICO

1. Descripcion de Escherichia coli

El género Escherichia fue nombrado por el pediatra profesor aleman Theodor
Escherich, quien la aisl6 en 1885 durante su investigacion sobre la microbiota en
las deposiciones de nifios y neonatos, y fue denominada inicialmente como
Bacterium coli commune (la bacteria comun del colon). Sus hallazgos lo llevaron a
concluir que Escherichia coli coloniza el intestino de los neonatos dentro de las
primeras horas de nacimiento, un evento que probablemente ocurre durante el
parto, ya que estas cepas son seroldégicamente idénticas a las que se encuentran
en la madre [Escherich, 1989]. Esta bacteria seguira colonizando el resto de la vida
con cepas que vienen y van del organismo. Estas cepas no patdégenas coexisten en
armonia con el hospedero en una relacion simbioética [Gomes, 2016]. Son habitantes
ampliamente distribuidas en el intestino humano y otros animales de sangre
caliente, al grado de ser considerados como el anaerobio facultativo predominante
en el intestino que participa en el mantenimiento del equilibrio de la microbiota

[Stanford T. Shulman, 2007].

E. coli es una bacteria Gram negativa perteneciente a la familia Enterobacteriaceae,
anaerobica facultativa con un tipo de metabolismo respiratorio fermentativo, puede
ser no mévil o maovil por flagelos peritricos, lactosa positiva, lisina descarboxilasa
negativo e indol positivo. E. coli puede crecer en presencia y ausencia de oxigeno;

bajo condiciones anaerobias crecera por la via de la fermentacién, produciendo



acidos mixtos y gas como producto final. También es capaz de crecer mediante
respiracion anaerodbica, ya que es capaz de utilizar nitrato (NOs3), dioxido de
nitrégeno (NO2) o fumarato como aceptores finales de electrones en el proceso de
transporte. Es por este hecho en parte, que E. coli tiene la capacidad de adaptarse
a su habitat del intestino (anaerdbico) y fuera del intestino (aerdbico) [Savageau,

1983].

E. coli incluye cepas comensales y patégenas. Un antecesor comun evolucioné a
cepas patogenas debido a la adquisicion de elementos génicos mdviles como
plasmidos o islas de patogenicidad, asi como la integracion de bacteridfagos y

transposones [Sujay Chattopadhyay, 2013].

La poblacién de cepas comensales constituyen un reservorio importante de donde
las cepas patdgenas emergen continuamente. La habilidad de E. coli de existir como
un comensal adaptado al humano, combinado con su tendencia natural de
intercambio genético, su presencia ubicua, y la variacién genética en reservorios
aun no caracterizados, contribuyen a la aparicion de cepas patdégenas nuevas y con
potencial de resistencia a drogas antimicrobianas. Muchos estudios demuestran
que cepas patogenas de E. coli han derivado de cepas comensales por la
adquisicién de loci extra e intracromosomales, mutaciones pato-adaptativas y
deleciones gendmicas que integran la expresion de las caracteristicas de

patogenicidad [Gordon, 2013b].

Uno de los habitats mas colonizado es el intestino humano y de animales de sangre
caliente, en el cual se reporta una densidad de 102 organismos por gramo de heces,
caracteristica por la cual E. coli es empleada como indicador de contaminacion
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fecal. La deteccion y enumeracion de coliformes es indicador de calidad sanitaria
del agua, alimentos y en general como indicador de la condicion sanitaria en el
ambiente de proceso de alimentos [Kelly, 2009]. Monitorear los niveles de
contaminacion de E. coli es importante, ya que su presencia indica la posibilidad de
existencia de bacterias patdgenas, incluyendo aquellos grupos de E. coli que han

adquirido mecanismos de patogenicidad [Michael P. Doyle, 2006].

La adquisicidon de los mecanismos de patogenicidad en algunos casos es expresada
fenotipicamente, ya que las diferencias entre E. coli patbgenas y no patégenas son
frecuentemente detectadas a nivel molecular. Muchas de estas diferencias causan
cambios en la fisiologia del ciclo de vida de la bacteria. Nuevas cepas de E. coli
emergen todo el tiempo por el proceso natural de variabilidad genética y otras cepas
desarrollan caracteristicas que pueden ser peligrosas en el hospedero [Sujay
Chattopadhyay, 2013]. Los sintomas en un hospedero adulto pueden no pasar de
un episodio de diarrea, pero puede suceder una sintomatologia mas severa en nifios

y pacientes inmunocomprometidos.

Las especies patdgenas son capaces de causar una gran variedad de
enfermedades. El tracto gastrointestinal, las meninges, y los rifiones son los érganos
diana de E. coli patégenas. Las enfermedades resultantes de infecciones por E. coli
incluyen diarrea, disenteria, falla renal y muerte [James R. Johnson, 2001]. El
potencial de patogenicidad de una cepa particular de E. coli dependera de los genes
de virulencia especificos que posee. Genes de virulencia especificos definen un
patotipo puntual de E. coli, y cada patotipo tendra inclinacibn a causar una

determinada sintomatologia en el hospedero.



2. Criterios de clasificacion de E. coli

Historicamente, E. coli se ha clasificado mediante serologia de los antigenos
somaticos O (compuesto de complejos fosfolipido-polisacarido) y H (Hauch,
flagelares) descritos por primera vez por Kauffmann en 1944. Los antigenos O son
estables al calor, activos por calentamiento a 100°C o 121°C. Muchas reacciones
cruzadas entre los antigenos O de E. coli han sido reportadas, lo que indica que a
pesar del hecho de que los cultivos pertenecientes a ciertos grupos de antigenos O
reaccionan especificamente, existen fuertes relaciones de antigeno O reciproco y
unilateral entre los grupos de antigeno O [l. Orskov, 1984]. Se describieron ciertas
relaciones antigénicas ocurrentes dentro de un grupo O tales como una variedad
“a’, “b-a”, “c” en la que la letra “a” representa el factor coman responsable de la
reactividad cruzada, mientras que los factores especificos son b y c,
respectivamente. Las variaciones “a, a, a, a”, “b” y “a-a”, “c” han sido identificadas
en varios serogrupos como Ol1l1la, b, O111 a, c y otras asociadas con enfermedad
diarreica [I. Orskov, 1977]. Los antigenos O pueden sufrir variaciones de liso (S) O+
a rugoso (R) O-, debido a mutaciones en genes para la sintesis de las cadenas de
polisacéarido O especificos o el nacleo basal. O- (cepas rugosas que han perdido su
especificidad antigénica) auto aglutinan en solucion salina y por lo tanto no pueden
ser serotipados por los procedimientos usuales en el laboratorio [Stenutz, 2006].
Los antigenos flagelares H representan distintos determinantes seroldgicos
encontrados en la flagelina, la proteina que constituye el flagelo de los organismos

moviles [Ribeiro Tiba, 2011]. La mayoria de los antigenos de E. coli H son



especificos y muestran poca o ninguna reactividad cruzada significativa. Como los
antigenos H ocurren en asociacion con cualquiera de los grupos de antigeno O, la
determinacion de antigenos H es sumamente importante junto con la determinacion
de antigenos O (serotipos O:H) como marcadores de patogenicidad de muchas
cepas de E. coli en enfermedades diarreicas y extraintestinales. Existen mas de 180

serogrupos O y 53 flagelares que generan 10,000 posibles combinaciones.

Otros hallazgos condujeron a la caracterizacion del tipo de adherencia a las
superficies o efecto en cultivos celulares, y fueron clasificadas segun su patrén de
adherencia a células HEp-2 como: adherencia localizada (LA), adherencia
agregativa (AA) y adherencia difusa (DA). La adhesion es el primer paso para
mantener a los miembros de la microbiota normal en el intestino y etapa critica en
todas las infecciones diarreicas causadas por las cepas de E. coli patdégenas. Es
importante por lo tanto comprender las caracteristicas que subyacen a la adhesién

de E. coli [Isabel C.A. Scaletsky, 1984].

Posteriormente se describio la clasificacion en ocho categorias de patotipos también
conocidos como patovares en funcién de la ubicacion de la patologia que producen
en el organismo como E. coli diarreogénica (DEC) o E. coli extra intestinal; dos de
ellos son patotipos extra intestinales: E. coli uropatdgena (UPEC) y E. coli asociada
a meningitis neonatal (NMEC o MAEC), y seis son diarreogénicos que se describiran

posteriormente [Christian-Daniel Kohler, 2011].

3. Descripcién general de patotipos de E. coli
Inicialmente las cepas de E. coli se consideraron no patégenas hasta 1940 donde
éstas se vieron asociadas a diferentes brotes de diarrea infantil en paises
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occidentales y se asociaron a un serotipo definido como E. coli enteropatdgena
(EPEC) [Roy R. Chaudhuri, 2012]. Recientemente, para referirse a cepas de E. coli
gue causan una enfermedad y que se caracterizan por compartir determinados
factores de virulencia, se han descrito 8 distintas categorias de patotipos. Los
patotipos de E. coli diarreogénica, pueden colonizar el tracto digestivo de los
humanos, pueden ser transmitidos directamente de persona a persona, de animal
a persona o indirectamente a través de agua y alimentos contaminados. De acuerdo
a la patogénesis y caracteristicas epidemiologicas, este grupo de cepas es dividido
en seis patotipos: E. coli enteropatdogena (EPEC), E. coli productora de toxina Shiga
(STEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli entero invasiva (EIEC), E. coli
entero agregativa (EAEC), E. coli difusamente adherente (DAEC). Estos patotipos
son causantes de enfermedades gastrointestinales, por lo que saber la informacion
sobre la distribucion local y regional de estos patdgenos es relevante para tomar

medidas de prevencion y control [Gustavo Varela, 2010].

Las cepas de E. coli extra intestinal (ExPec) incluyen E. coli asociada a meningitis
(MAEC) y E. coli uropatogena (UPEC). Estas cepas comparten muchos factores de
virulencia, y esta claro que los clones unicos pueden causar ambos meningitis e
infecciones del tracto urinario (ITU). Sobre UPEC, algunas cepas exhiben
adherencia difusa en cultivos celulares y comparten las mismas adhesinas con E.

coli difusa adherente (DAEC) [James R. Johnson, 2001].

En la figura 1 se muestra la relacién entre los distintos patotipos de E. coli que a
continuacion se describen. DAEC (anaranjado en figura 1) es un patotipo

heterogéneo, que ha sido ligado epidemiolégicamente a diarrea e ITU. Existen
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también reportes de cepas de STEC (verde), definidas asi por la producciéon de
toxina Shiga usualmente codificadas por bacteriéfagos, causando ITU y otras
infecciones extra intestinales. Algunas cepas de STEC son capaces de adherirse
intimamente a células epiteliales, borrar o eliminar las micro vellosidades, y provocar
la formacidn de un pedestal de adhesion, compuesto de proteinas del citoesqueleto,
una propiedad que define a E. coli de adhesion y esfacelamiento (AEEC). Las cepas
que son ambas, STEC y AEEC (color rosa), son conocidas como E. coli entero
hemorragica (EHEC). El serotipo mas importante encontrado dentro del patotipo
EHEC es O157:H7. Las cepas de AEEC que no producen toxina Shiga son referidas

como E. coli entero patégenas (EPEC).

Entre las EPEC, muchas cepas producen un pelo formador de penacho (BFP) y se
unen a células cultivadas en un patrén de adherencia localizado. Son hombrados
como EPEC tipicas mientras aquellas que no producen toxina Shiga ni el pelo
formador de penacho (BFP) son conocidas como EPEC atipicas. Algunas cepas de

EPEC atipicas exhiben adherencia difusa [Isabel C.A. Scaletsky, 1999].

E. coli enteroinvasiva (EIEC - color gris) invade cultivos de células con alta
eficiencia, se multiplica en el citoplasma, y se propaga de célula a célula. Estas
cepas incluyen los organismos comunmente clasificados en el género Shigella, el
cual se encuentra filogenéticamente dentro de la especie E. coli. Las cepas
clasificadas como Shigella dysenteriae serogrupo 1 producen toxinas Shiga y por lo
tanto pueden ser descritos como miembros de ambos patotipos EIEC y STEC. E.
coli enteroagregativa (EAEC - color azul) causa diarrea aguda y persistente y son

definidas por su patron de adherencia. Cepas de E. coli enterotoxigénica (ETEC)
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causan diarrea aguda y son definidas por la produccion de enterotoxinas termo-

labiles y termo-estables [D.A. Rasko, 2008].

EHEC

Atypical
EPEC
Typical
EPEC
0104:H4

0O157:H7 S. dysenteriae

Shigella

Figura 1. Relacion entre los distintos patotipos de Escherichia coli

Tomado de: [Gordon, 2013a]

4. Epidemiologia general de E. coli

La diarrea es la segunda causa de muerte en nifios menores de 5 afios en paises
en desarrollo. Las cepas diarreogénicas de E. coli son responsables de millones de
episodios de diarrea cada afio en todo el mundo. ETEC es endémica en paises en
desarrollo y el patbgeno mas frecuentemente aislado en nifios con diarrea, asi como
de adultos viajeros a zonas endémicas [Nina Williams, 2010]. Las cepas de EPEC
estan distribuidas ampliamente, particularmente en regiones desarrolladas. Cepas
atipicas de EPEC, que carecen de pili formadores de penacho estan emergiendo en
paises desarrollados e industrializados y estan asociados con diarrea persistente.
A diferencia de EPEC tipica, las cepas de EPEC atipica han sido aisladas de una

variedad de especie de animales.
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Las cepas de EAEC han emergido como la segunda causa de la diarrea del viajero
después de ETEC, y como uno de los patotipos de E. coli diarreogénica mas
aislados en diarrea infantil. La diarrea persistente en nifios ha sido asociada con
EAEC, tanto en paises desarrollados y en desarrollo, y se han reportado brotes
afectando adultos y nifios por igual. Las cepas de EAEC son muy diversas, y un
factor limitante para estudios epidemioldgicos es el hecho que no se han detectado

marcadores genéticos que identifiquen todas las EAEC [Nadia Boisen, 2013].

STEC continda siendo una importante causa de diarrea esporadica y epidémica.
STEC esta presente en varias especies de animales, y es detectada en niveles
bajos en evacuaciones de nifios con diarrea en paises en desarrollo [Islam, 2006].
La historia natural de E. coli diarreogénica es compleja, subrayando los factores
responsables de cambios en cepas y patotipos de las mismas, incluyendo la pérdida

y adquisicion de elementos maviles [Nina Williams, 2010].

4.2 Epidemiologia de E. coli en América Latina

En América Latina, la distribucién de los distintos patotipos esta altamente
regionalizada y el impacto de las enfermedades diarreicas son distintas en los
paises. Estudios epidemioldgicos en México, Brasil, Argentina, Chile, Venezuela,
Nicaragua, Paraguay, Uruguay, Colombia y Peru han dado a conocer un mapa unico
de esta distribucion de patotipos, confirmando la prevalencia regional de diferentes
aislamientos de E. coli patdgena. Los casos de diarreas en México, Colombia y
Nicaragua estan asociados a ETEC. En contraste, el patotipo diarreogénico
prevalente en Brasil, y Peru corresponden a EAEC. En Venezuela, Chile, Argentina

y Uruguay, EPEC (a-EPEC y t-EPEC) es el patotipo prevalente [Torres, 2017].
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Existen patotipos que requieren atencion como ser el serotipo O157:H7, el cual tiene
mayor impacto en el sur del continente a pesar del predominio de linajes del serotipo
argentino O157 asociado con SUH en este pais. En la figura 2 se muestra un mapa

ilustrando la prevalencia de patotipos en América Latina.

o Dominican Rep.

 puerto Rico (US)

aiize. = Wau ETEC EPEC
ETEC auastemais

EAEC B Suivnder

EPEC

Argentina Uruguay

tEPEC
N aEPEC
EPEC  enec

EIEC
EHEC

g LN,

Figura 2. Mapa de América Latina con patotipos prevalentes en cada pais.

(EI tamafio de fuente representa el patotipo mas prevalente causando

enfermedades diarreicas). Tomado de [Torres, 2017]

4.3 Antecedentes de E. coli en Honduras
Existen reportes en Honduras que demuestran la presencia de factores de virulencia

que definen un patotipo [Ferrera, 2014]. Las investigaciones de E. coli se
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comenzaron en el 2007 donde se recolectaron cepas de origen humano (n=117),
carne molida (n=52), al igual cepas de origen hidrico (n=97). Las cepas de origen
hidrico tuvieron distintos origenes ya que fueron de rio, agua residual y agua de
contenedores en domicilio. Los patotipos que se buscaron en estas fuentes fueron
ETEC, STEC y EPEC. Se encontraron los tres patotipos en el ambiente distribuidos
de la siguiente manera. En muestras humanas ETEC fue el patotipo mas frecuente
(14 cepas de 117) donde las cepas que amplificaron para la toxina termolabil fueron
las mas frecuentes con un 64%, seguida de toxina termoestable con un 29%; existen
cepas que presentaron ambas toxinas (7%). EPEC en muestras humanas fue
descrito en menor frecuencia con un 4% del total analizadas. El mismo escenario
se observo en aquellas cepas de origen hidrico donde un 29% presento la toxina
termolabil de ETEC y 18% la toxina termoestable porcina y 35% toxina termoestable
humana. Las fuentes de agua también presentaron cepas que albergan ambas
toxinas en un 18%; al igual que las cepas humanas, EPEC esta presente en un 4%.
STEC (indistinto de stx1 o stx2) se encontrd en cepas de origen céarnico (3 cepas) y

origen hidrico (1 cepa) [Ferrera, 2014].

5. Descripcién especifica sobre cinco patotipos de Escherichia coli

Para un mejor entendimiento de cada uno de los distintos patotipos de E. coli se
describiran a continuacion individualmente y para efectos especificos de esta
investigacion cinco de ellos: E. coli enteropatogena (EPEC), E. coli enteroagregativa
(EAEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), y finalmente

E. coli productora de toxina Shiga o (STEC).

15



5.a. E. coli enteropatégena (EPEC)
Las cepas de EPEC son causantes de diarrea y su transmision es via fecal-oral a
causa de alimentos, agua o fomites actuando como vehiculo. En adultos sanos, la
diarrea inducida por EPEC puede ser iniciada con una dosis de 108 a 10%°
microorganismos, siendo esta dosis infecciosa menor en nifios [Matthew A. Croxen,
2013]. Los serotipos de EPEC fueron los primeros en describirse y en 1987 la
Organizacion Mundial de la Salud acordo que los serogrupos 026, 055, 086, 0111,
0114, 0119; 0125, 0126, 0127, 0128, 0142 y 0158 serian los de busqueda
prioritaria al ser los causantes de enfermedad. [WHO, 1987]. En cuanto a la
patogénesis de este patotipo; luego de un acoplamiento intimo, las cepas borran las
microvellosidades del hospedero, generando asi caracteristicas histopatologicas
conocidas como efecto de adhesion y esfacelamiento (attaching and effacing-A/E).
EPEC se distingue de otros patotipos como EAEC, EIEC y ETEC que no provocan
este efecto de A/E [Gaytan, 2016]. Los elementos genéticos responsables de la
produccion de este efecto citopatoldégico estan dentro de una gran isla de
patogenicidad conocida como LEE (locus of enterocyte effacement). Ademas, las
cepas EPEC son clasificadas como tipicas o atipicas por la presencia o ausencia
del factor de adherencia de EPEC (EPEC adherence factor, EAF), plasmido que

codifica BFP (bundle forming pili) [Isabel C.A. Scaletsky, 1999].

El plasmido EAF que alberga las cepas tipicas de EPEC es requerido para la
adherencia localizada; algunos de éstos pueden ser movilizados por conjugacion

hacia otras cepas de E. coli si contienen los genes de transferencia.
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El BFP es miembro del tipo IV-B de fimbria, que son producidas por un gran nimero
de bacterias Gram negativas patdgenas; esta forma un ramillete que asemeja a
sogas en la superficie celular de las cepas tipicas de EPEC. Estos pili son
importantes factores de virulencia y son requeridos para la adherencia localizada en

células epiteliales [Isabel C.A. Scaletsky, 1984].

BFP esta compuesto por subunidades repetidas de mondmeros de pili, que
codifican bfpA, el primer gen en el operén bfp. Una mutacién en este gen conduce

a la pérdida de la adherencia localizada [R.P. Anantha, 2000].

Otros factores relacionados con LEE son los genes eae y tir que codifican para la
intimina y el receptor de intimina traslocado (translocated intimin receptor, por sus
siglas en inglés). La intimina es una adhesina de la membrana externa requerida
para el acoplamiento de EPEC a las células epiteliales mientras que Tir une la
intimina a la superficie de la célula hospedera. La intimina 3 es el subtipo mas
prevalente en las cepas de EPEC de humanos y animales. Mutaciones en el gen
eae conducen a pérdida de la adhesion y esfacelamiento y la invasion de las células
huésped [Shahista Nisa, 2013]. En la figura 3 se muestra el efecto en las células por

parte de este patotipo.

Se han desarrollado técnicas de PCR multiplex que se enfocan en la identificacion
de genes de virulencia asociados a la clasificacion de EPEC, y aquellos capaces de
distinguir entre patotipos relacionados [Katia R.S. Aranda, 2007]. El gen eae es
tipicamente utilizado para identificar EHEC, EPEC tipicas (tEPEC), y EPEC atipicas

(aEPEC). Las cepas productoras de toxina Shiga son entonces excluidas basadas
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en la presencia de los genes stx. Con el objetivo de discriminar EPEC tipicas de

atipicas se detectan los genes bfp [Shahista Nisa, 2013].
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Figura 3. Patogénesis EPEC.

Tomado de: [James B. Kaper, 2004]. EPEC se adhiere a los enterocitos, pero
destruye la arquitectura normal de las microvellosidades, induciendo las lesiones
caracteristicas de adhesion y esfacelamiento. El re-arreglo del citoesqueleto esta

acompafnado de respuesta inflamatoria y diarrea.

5.25.b. E. coli enterohemorragica (EHEC) y productora de toxina Shiga
(STEC)

EHEC es un subtipo de STEC que alberga factores de virulencia adicionales, como
ser los sistemas de secrecion tipo Il (SST3), que se trasloca con efectores
bacterianos en células de mamifero; también esta definida por la habilidad de inducir
lesiones caracteristicas de adhesion y esfacelamiento en células hospederas y
causar manifestaciones como colitis hemorragica y sindrome urémico hemolitico
(SUH). E. coli O157:H7 es el serotipo predominante de EHEC que causa infecciones

humanas en el mundo [Pennington, 2010].
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En 1977, después de que STX fue originalmente identificado en extractos de cultivo
de Shigella dysenteriae, se demostré que algunas cepas de E. coli producian
citotoxinas que mataban las células Vero y neutralizaban el suero anti-Stx. Estas
citotoxinas fueron nombradas toxinas parecidas a toxina Shiga, debido a su similitud

a Stx de Shigella, y de alli el nombre de STEC [A.D. O Brien, 1983].

La transmisiéon de STEC de animales a humanos ocurre predominantemente por
una variedad de vehiculos alimenticios como ser lechuga, queso y carne. Un factor
importante que distingue STEC, particularmente E. coli O157:H7, de otros
patdgenos de alimentos es su baja dosis infectiva, que es de 10 a 100

microorganismos [Islam, 2006].

Las infecciones por STEC pueden resultar en SUH, que es la causa mas frecuente
de falla renal en infantes; este sindrome se define por la triada de anemia hemolitica,
trombocitopenia, y falla renal [Patricia G. Valle, 2005]. La toxina Shiga es clasificada
en dos grupos Stx 1 y Stx 2 basados en su perfil serolégico. Estas toxinas
generalmente tienen perfiles epidemiolégicos distintos; por ejemplo, los datos
existentes sugieren que cepas de E. coli 0157:H7 que producen Stx 2 y no Stx 1 se
encuentran mas asociadas con SUH y enfermedades severas en humanos, pero no
todos los subtipos de Stx 2 estan asociados con SUH en humanos [L. Beutin, 2008].

En la figura 4 se muestra la patogénesis celular de este patotipo.

En cuanto a las técnicas que se han utilizado para el diagndéstico de STEC, en primer
lugar, se reportan ELISAs con anticuerpos monoclonales y policlonales, que son

faciles y menos costosas que los métodos de cultivo celular. Estas técnicas son un
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poco menos sensibles, lo cual es una limitante importante para el diagnéstico ya
gue en los estados tardios de la enfermedad el nUmero de STEC en heces puede
ser extremadamente bajo, pero no indetectable. Recientemente las técnicas
moleculares para la detecciéon de STEC han adquirido popularidad debido a que
estas técnicas primariamente dependen en la deteccion de los genes de Stx usando

PCR o RT-PCR, gue son altamente sensibles y especificos [L.T. Nguyen, 2004].

Systemic absorbtion _ Yy
EHEC

v

Figura 4. Patogénesis STEC.

Tomado de: [James B. Kaper, 2004]. EHEC induce también las lesiones de
adhesion y esfacelamiento en el colon. La caracteristica distintiva de EHEC es la
elaboracion de la toxina Shiga, que se absorbe sistematicamente causando graves

enfermedades.

5.35.c. E. coli enterotoxigénica (ETEC)
Este patotipo fue descubierto en el curso de una investigacién clinica en Calcuta,
India, durante 1950, con Vibrio cholerae, en la que los cultivos por esta bacteria
resultaron negativos pero la sintomatologia clinica era presuntiva de célera por

presentar una diarrea acuosa y deshidratacion [Fleckenstein, 2013]. En ambos tipos
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de paises, tanto industrializados como en desarrollo, ETEC es transmitida por
alimentos y agua. Los estudios epidemioldgicos en los que se utilizaron voluntarios,
han sugerido que el inéculo de ETEC requerido para establecer enfermedad en
sujetos sanos es relativamente alto y que la transmisién de persona a persona no
es comun. La dosis requerida para establecer enfermedad puede ser pocos
microorganismos en comparacion con la dosis infectiva en paises en desarrollo, es

decir estas dosis pueden variar de acuerdo a geografia [C. Wenneras, 2004].

ETEC es un patotipo diverso de organismos diarreogénicos que comparten la
habilidad de producir y eficientemente secretar enterotoxinas termo-labiles (LT,
heat-labile toxin); la cual presenta un mecanismo similar a la enterotoxina de Vibrio
cholerae, y termo-estables (ST, heat-stable toxin) que contiene mdultiples residuos
de cisteina que le brinda estabilidad al ser expuestas al calor y ser poco
inmunogénica [Dorsey; FC, 2006]. Ambas toxinas pueden expresarse juntas o solo
una de estas y asi ocasionar dafio a células epiteliales y se ha considerado como el
principal agente etiologico de la diarrea del viajero [C. Wenneras, 2004]. El periodo
de incubacion puede ser tan corto como 5 horas, pero generalmente el promedio es
entre 1 a 2 dias después de ingerir alimentos contaminados y la duraciéon de la
diarrea de 3 a 5 dias [Sacks, 2011]. En la figura 5 se ilustra la patogénesis celular

de este patotipo.

La toxina termo-labil es una molécula compuesta de una subunidad B pentamera y
una sola subunidad A, compuesta de dos principales dominios: Al (responsables
de toxicidad) y A2 (ancla covalentemente la subunidad A al centro del pentamero
B). La actividad de la toxina reside en la subunidad A, mientras que la subunidad B
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es responsable de la union a la célula hospedera. Ambas permiten la entrada a las
células epiteliales. Siguiendo con el secuestro de la subunidad Al al citoplasma de
la célula hospedera, esta actia con los factores ribosilantes de ADP (ARFs- ADP
ribosylating factors) para transferir ADP-ribosa desde NAD a la subunidad alfa de la
GTPasa (Gsa). La formacién de un complejo ternario de ADP-ribosilado Gsa GTP
y adenilato ciclasa cataliza cAMP. EIl incremento resultante de cAMP activa la
proteina quinasa A que subsecuentemente fosforila CFTR (Cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator, por sus siglas en inglés), activando canales
de cloro. Este evento hace gue el cloro salga al lumen intestinal y decrece el sodio
y la absorcién del agua resultando asi en una diarrea caracteristica de ETEC
[Fleckenstein, 2013]. ETEC puede secretar toxinas termo estables que se
enganchan al dominio extracelular de guanililciclasa C (GC-C) de la superficie apical
de las células epiteliales intestinales. Esta union activa la porcién intracelular de GC-
C gque convierte de GTP en mensajero intracelular de cGMP; las elevaciones de
cGMP conducen a activacion de la unidon con la membrana a proteinas
dependientes de cGMP que fosforilan CFTR [Jafari A, 2012]. St se divide en dos
subtipos STp y Sth. Sth es de origen humano mientras que STp se identificé de una
cepa que infecta cerdos, aunque también se han aislado cepas de origen bovino y

humano [Nagy, 1999].

En cuanto a las técnicas para diagnostico existen ELISAs y las técnicas moleculares
para diagnostico de ETEC que consisten en la identificacion de genes que codifican

para toxina termolabil y termoestable.
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cyclase

ETEC

Figura 5. Patogénesis ETEC.

Tomado de: [James B. Kaper, 2004].ETEC se adhiere a los enterocitos e induce

diarrea acuosa por la secrecién de toxinas termo labiles y/o termo estables.

5.c.1 Factores de colonizacién

Los factores de colonizacion (CFs) son adhesinas que se fijan a las células
epiteliales del intestino. Los CFs se clasifican en antigenos de superficie (CS) y
factores de colonizacién putativos (PCF). Son proteinas expuestas sobre la
superficie bacteriana. Los CS estan constituidos por fimbrias o pili que facilitan la
adhesiéon de ETEC a las células epiteliales del intestino y los PCF son adhesinas
que permiten una unidon mas estrecha entre la bacteria y la célula hospedera, los
cuales no pueden ser identificados empleando el microscopio electrénico, estos CFs
son también llamados no fimbriales [Vipin Madhavan, 2015]. Los factores de

colonizacion fimbriales comunes son cfa/l, CS1-CS18, CS21 [Anantha, 2004].

5.45.d. E. coli enteroinvasiva (EIEC)
EIEC se ha estudiado en conjunto con Shigella ya que ambas comparten un
antepasado en comun, pero su caracterizacion fenotipica es distinta. Los aislados
de EIEC que causan enfermedad idéntica a la disenteria causada por Shigella

fueron identificados en 1970 [R. Lan, 2004]. Las propiedades bioquimicas y
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patogénicas que EIEC comparte con Shigella crean un problema en distinguir estos
patégenos. Por ejemplo, a diferencia de E. coli proveniente de microbiota normal,
las cepas EIEC son no-moviles y un 70% de los aislamientos son incapaces de
fermentar lactosa; éstas también son caracteristicas de Shigella sp. Algunos
serotipos de EIEC incluso comparten antigenos O idénticos o cruzados con Shigella
sp. Adicionalmente, las cepas de EIEC son casi universalmente negativas a la
actividad de lisina descarboxilasa donde casi el 90% de E. coli es positiva. La
identificacion bioquimica puede ser iniciada con cultivos en medios
diferenciales/selectivos pero debido a la similitud fenotipica, bioquimica y genética
se hacen dificiles de distinguir. Continuando con las caracteristicas bioquimicas, por
lo general el género Shigella es negativo en movilidad, no fermenta lactosa,
fermentacién de mucato y utilizacion de acetato de sodio. EIEC es positivo en una
0 mas de estas pruebas, pero estos métodos no son confiables ya que muchas de
las cepas de EIEC pueden mostrar un fenotipo parecido a Shigella sp. [R. Lan,

2004].

La técnica de PCR para detectar marcadores genéticos especificos de cada patotipo
es una herramienta comun de diagndstico para diferenciar EIEC de Shigella sp.,
principalmente utilizando el gen de invasion plasmidico de antigeno H (IpaH-
invasion plasmid antigen H). Los miembros de la familia IpaH estan asociados a
virulencia y sus mutantes estan emparentados con el escape del fagosoma [CM

Fernandez-Prada, 2000].

La patogénesis de EIEC y Shigella es similar después de ser fagocitada por los
macrofagos; la bacteria escapa del fagosoma e induce muerte de la célula
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hospedera y gana acceso al costado lateral. Dentro de la célula epitelial la bacteria
lisa solo una membrana del fagosoma para evitar la muerte y replicarse dentro del
citosol. Luego la bacteria polimeriza la actina de la célula hospedera creando una
“cola” de actina que promueve la propagacién a otras células. En la siguiente célula
invadida la bacteria escapa de la doble membrana del fagosoma y la replicacion y
propagacion continda a través de la mucosa coldnica. Finalmente, las células
epiteliales se necrosan y estas células mueren liberando la bacteria en el lumen
intestinal donde luego se diseminan a un nuevo hospedero por la ruta fecal-oral; sea
este por agua o alimentos contaminados [Matthew A. Croxen, 2013]. En la figura 6
se ilustra la patogénesis celular de EIEC. La dosis infectiva para que EIEC produzca
enfermedad es 108 UFC, a diferencia de Shigella sp donde se ha demostrado que

de 200 a 5,000 organismos han producido patologia.
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Figura 6. Patogénesis EIEC.

Tomado de: [James B. Kaper, 2004] EIEC invade las células epiteliales coldnicas,
lisa el fagosoma y se mueve a través de la célula nucleando microfilamentos de
actina. La bacteria puede moverse lateralmente a través del epitelio en una
propagacion de célula a célula o puede salir y entrar de nuevo en la membrana

plasmatica baso-lateral.
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5.55.e. E. coli enteroagregativa (EAEC)
EAEC es un patotipo definido como E. coli que no secreta las toxinas termolébiles
y termoestables de ETEC y manifiesta caracteristica de adherencia agregativa (AA)
en cultivos de células HEp-2, siendo éste el estandar de oro para su diagnostico.
EAEC es poco entendida epidemiolégicamente y no existe evidencia de un
reservorio animal para esta bacteria, pero se han descrito brotes asociados a

alimentos y agua contaminada [N. Boisen, 2012].

Las diferencias entre cepas patdgenas de EAEC de las que no lo son, se
desconocen en su totalidad, pero estudios recientes de patogénesis han sugerido
tres estados generales de infeccion: 1) adherencia a la mucosa intestinal por virtud
de una fimbria de adherencia agregativa (AAF-aggregative adherence fimbriae, en
inglés) y otros factores de virulencia; 2) estimulacion de la produccion de moco,
formando un biofilm o biopelicula en la superficie de la mucosa intestinal; y 3)
toxicidad a la mucosa, manifestada por la liberacion de citoquinas, exfoliacion
celular, secrecion intestinal e induccion de inflamacién en la mucosa [N. Boisen,

2012]. En la figura 7 se ilustra el efecto citopatolégico de EAEC.

El factor de virulencia mas estudiado de EAEC es AggR; éste es un regulon que
controla la expresion de factores de adherencia, una proteina de capa superficial y
un largo grupo de genes codificados en el cromosoma de EAEC. AggR es el
regulador maestro de los genes de virulencia incluyendo AAF, los cuales son la

principal adhesina a la mucosa [Nadia Boisen, 2013].
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Figura 7. Patogénesis EAEC.

Tomado de: [James B. Kaper, 2004]. EAEC se adhiere al epitelio del intestino
grueso y delgado en un biofilm grueso y elabora enterotoxinas secretoras y

citotoxinas.

6. Descripcién de la filogenia de E. coli

Existe una extensa subestructura genética dentro de las especies de E. coli vy,
debido a la variabilidad génica de los distintos patotipos, recientemente se ha
investigado sobre la relacion entre cepas de acuerdo a grupos filogenéticos. Se han
separado en los siguientes grupos en términos de su accién en el hospedero: a)
comensales, b) patotipos intestinales y c¢) patdogenos extraintestinales. Con base en
estudios de andlisis de isoenzimas (MLEE- Multilocus Enzyme Electrophoresis) en
la coleccion de referencia de E. coli (ECOR- E. coli reference collection) se han
separado las cepas de E. coli en 4 grupos filogenéticos principales: A, B1, B2,y D.

Las cepas comensales estan ubicadas en lo grupos filogenéticos Ay B1, las cepas
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patdgenas extra intestinales se encuentran en el grupo B2 y D, los patotipos

intestinales en cualquiera de los filo-grupos [Roy R. Chaudhuri, 2012].

En adicion a esos grupos filogenéticos existe un grupo E en el cual O157:H7 es el
miembro mas conocido. Otros cientificos reconocen la existencia de filo grupos
conocidos como Cy F. Las cepas del filogrupo C estan estrechamente relacionadas
con el filogrupo B1 y cepas del filogrupo F estan relacionadas con las cepas de los
filogrupos D y B2 [Gordon, 2013a]. Existe un incremento en la evidencia de que los
distintos grupos filogenéticos juegan distintos roles ecoldgicos; por ejemplo, en
humanos, el grupo A y B2 son mas comunes, siendo los grupos B1 y D menos
prevalentes, mientras que en animales las cepas B1 son predominantes seguidos

de A, B2 y D [Olivier Tenaillon, 2010].

Como ya se comentd anteriormente, las técnicas de tipificacion molecular son muy
Utiles para realizar estudios ecolégicos y epidemioldgicos. A pesar de que en la
actualidad ya existe una gran variedad, contindan surgiendo nuevas técnicas que
mejoran o complementan los resultados obtenidos con las anteriores. MLEE ha
permitido grandes avances en la investigacion de las relaciones génicas entre las
distintas cepas, pero existen unas de éstas que no son tipificables con esta
metodologia debido a la degradacion de las proteinas durante el proceso de
preparacion de las muestras. Por ello, una nueva técnica basada en la
secuenciacion de genes (MLST- Multilocus sequence typing, en inglés) se presenta
como una alternativa para mejorar la capacidad de identificacion de estos agentes

[Roy R. Chaudhuri, 2012].
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La tipificacion multilocus de secuencias (MLST), a pesar de ser una técnica
relativamente novedosa en el campo de la biologia molecular, es una técnica
genética empleada para realizar clasificaciones taxondmicas de bacterias, hongos
y parasitos. Se basa en el analisis de los pequefios cambios producidos en las
secuencias de una serie de genes denominados “housekeeping” (Que generalmente
codifican funciones metabdlicas esenciales) de tamafios entre 450-500 pb para
caracterizar las distintas cepas mediante perfiles alélicos Unicos (denominados en
inglés sequence type-ST). Este sistema de tipificacion es altamente discriminatorio
y basta el analisis de pocos genes (6-8) para obtener buenos resultados. Esta
técnica, al igual que la MLEE, presenta la limitacidon relacionada con el costo que

supone [Roy R. Chaudhuri, 2012].

No obstante, se han desarrollado otras técnicas para establecer las relaciones
filogenéticas de esta bacteria. Existe un protocolo de PCR triple para permitir la
clasificacion de las cepas de E. coli en los cuatro grupos filogenéticos mayores A,
B1, B2 0 D. Se basa en la presencia 0 ausencia de los genes chuA (presente en las
cepas de los grupos B2 y D, ausente en B1y A) junto con yjaA (presente en el grupo
B2, ausente en grupo D) y el fragmento de ADN TSPE4.C2 (presente en grupo B1,

y ausente en grupo A) [Olivier Clermont, 2000].

Las comparaciones con secuencias basadas en analisis filogenéticos demuestran
que la triple PCR de Clermont permite la tipificacion de alrededor del 85-90% de las
cepas de E. coli, con el correcto grupo filogenético [David M. Gordon, 2008]. Este
meétodo es simple y presenta la ventaja de un bajo costo en comparacion con MLST

y ha proporcionado evidencia que las cepas de varios grupos filogenéticos difieren
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en sus caracteristicas fenotipicas y genotipicas, su nicho ecoldgico y su habilidad

para causar enfermedad [Ingmar Zudea, 2013].

Estudios realizados mediante MLST, han generado la caracterizacion de cepas de
E. coli de fuentes no clinicas. Esto ha permitido un mejor entendimiento sobre la
creciente diversidad y variacion genética del género Escherichia y ademas describir
cinco clados de Escherichia. Este término fue usado fundamentado en los métodos
fenotipicos estandares, y las cepas pertenecientes a estas nuevas especies de
Escherichia son fenotipicamente indistinguibles de E. coli. Por esta razon su
importancia para la microbiologia aplicada y clinica no ha sido determinada. Estos
clados son cinco (CI-CV) y fueron aislados de fuentes humanas, animales y

ambientales [Seth T.Walk, 2009].

Recientemente (2013) la misma técnica de Clermont para ubicar cepas de E. coli
en los cuatro grupos filogenéticos mayores sufrié una modificacion y ahora permite
ubicarlos en siete grupos (A, B1, B2, C, D, E, F) pertenecientes a E. coli sensu stricto
y a un octavo clado criptico llamado I. Este método adiciona un gen aparte de los
genes : chuA (gen requerido para transporte de hemo en EHEC O157:H7 [Alfredo
G. Torres, 1997]), yjaA (gen inicialmente identificado en la secuencia completa del
genoma de E. coli K-12 cuya funcion es desconocida [Olivier Clermont, 2000]),
TspE4.C2 (un fragmento de ADN que posteriormente se caracteriz6 como un gen
esterasa lipasa [Olivier Clermont, 2013]), que es el gen arpA, que permite que las
cepas pertenecientes al filogrupo F se diferencien de las pertenecientes al grupo D.
El gen arpA esta presente en todas las cepas de E. coli con excepcién de las

pertenecientes al filo grupos B2 y F, y también ausente en los clados cripticos II, Ill,
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IV, V, asi como en Escherichia albertii y Escherichia fergusonii. Este método esta
validado y permite asignar aproximadamente 95% de las cepas de E. coli en el
correcto grupo filogenético [Olivier Clermont, 2013]. Una limitacion de este método
es que algunas cepas no se podran definir en un grupo filogenético especifico ya
gue se necesitaria analisis MLST para saberlo, pero es ventajoso obtener la
identificacion de 4 grupos filogenéticos adicionales en comparacién con su técnica

predecesora para un mejor entendimiento de la eco epidemiologia de este género.

Capitulo 3: METODOLOGIA
1. Objetivo General
e Caracterizar los patotipos y grupos filogenéticos de Escherichia coli
circulantes en Honduras, aislados de diferentes fuentes durante el periodo

de 2012-2015.

2. Objetivos especificos
e Determinar molecularmente la frecuencia de cinco patotipos diarreogénicos
de E. coli procedentes de diferentes fuentes durante el periodo 2012-2015.
¢ Clasificar molecularmente los patotipos diarreogénicos de E. coli de
acuerdo a la presencia de los genes chuA, yjaA, TSPe4.C2, arpA en los 8

grupos filogenéticos (A, B1, B2, C, D, E, F, y clado 1).
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3. Disefio de investigacion
Se propuso un disefio descriptivo observacional con un alcance exploratorio y

enfoque cuantitativo.

4. Unidad de anélisis

Producto de 4 estudios anteriores se han recolectado desde el afio 2012 diferentes
cepas de E. coli las cuales pertenecen a la coleccién del cepario del Laboratorio
Teasdale-Corti. Estos estudios incluyen: un estudio llevado a cabo en pacientes
pediatricos en diferentes centros asistenciales de salud en Tegucigalpa y
Comayaguela, un estudio para evaluar la calidad microbioldgica de fuentes de agua
para consumo humano y recreacional en la misma zona geografica y ademas un
estudio en el Lago de Yojoa, un estudio de calidad microbiolégica en productos
lacteos artesanales y finalmente un estudio de calidad microbioldgica en alimentos

como lechugas y carne molida.

4.1 Cepas de origen humano

La investigacion se llevd a cabo en el Hospital de Especialidades del Instituto
Hondurefio de Seguridad Social, en el Hospital Escuela Universitario y en el Centro
de Salud Alonso Suazo. La poblacion estudiada fueron nifios menores de tres afios
de edad, que acudieron con cuadro de diarrea aguda a los centros mencionados.
En la figura 8 se muestran los establecimientos de salud donde se recolectaron las
muestras.
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Figura 8. Localidades de Centros de atencion a la salud donde se tomaron las

muestras diarreicas.

Los autores del estudio definieron un cuadro de diarrea aguda como la ocurrencia
de tres 0 méas evacuaciones liquidas o semiliquidas en las ultimas 2 horas y con
menos de catorce dias de duracidén. Las muestras se recolectaron durante los
meses del 2010 a junio del 2011 y de febrero a abril del afio 2012, comprendiendo

tanto la estacion seca como la humeda [Espinoza, 2013].

En el afio de 2016 se realiz6 un proyecto de reactivacion de las cepas crio
conservadas para verificar la viabilidad y pureza de los aislamientos de este
proyecto, a fin de continuar su caracterizaciéon de acuerdo a los otros patotipos
diarreogénicos de E. coli. De este proceso se recuperaron un total de 86 cepas las

cuales tenian fecha de conservacion del 2012.

4.2 Cepas de quesos artesanales
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Se analizaron un total de 72 cepas provenientes de dos estudios de evaluacion
microbiolégica de quesos artesanales. Del primer estudio se obtuvieron 24 cepas,
esta investigacion fue realizada a partir de muestras de queso artesanal adquiridas
en diferentes establecimientos de Tegucigalpa y Comayaguela [Coello, 2015]. El
segundo estudio aportd 48 cepas de E. coli de quesos artesanales variados. Estos
qguesos fueron obtenidos de distintos departamentos de Honduras que pertenecen
a las zonas productoras de lacteos artesanales, los cuales estan organizados en
regiones productoras. Los departamentos de la region centro oriental incluyen:
Olancho, El Paraiso, Yoro y Atlantida. En la regién occidental el departamento de
Ocotepeque, Yy de la region sur o del Pacifico se obtuvieron del departamento de
Valle [Montoya, 2015]. En el siguiente mapa se muestra el nimero de cepas

aisladas por localidad (Fig. 9).

Figura 9. Numero de cepas de E. coli aisladas de quesos artesanales por

departamento. Un total de 48 cepas fueron analizadas.

En la regidn centro oriental se obtuvieron 24 cepas; distribuidas de la siguiente manera: Olancho
(n=8), El Paraiso (n=11) y Atlantida (n=5). En la regién Occidental se obtuvieron 21 cepas; Yoro
(n=19) y Ocotepeque (n=2) y de la regién sur del departamento de Valle (n=3). La mayoria de
cepas se obtuvieron de queso semiseco (n=41), queso seco (n=4) y queso fresco (n=3).
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4.3 Cepas de origen hidrico
Se analizaron 32 cepas provenientes de diferentes fuentes hidricas: 15 cepas de un

proyecto sobre la calidad bacteriolégica del agua en diferentes sistemas de
abastecimiento del departamento de Francisco Morazan en el afio 2012; realizado
en colaboracion con el Instituto Hondurefio de Ciencias de la Tierra-UNAH, a partir
de aguas superficiales y subterraneas. Las 17 cepas restantes se obtuvieron del
estudio “Variacion estacional de la diversidad y abundancia del fitoplancton con
énfasis en cianobacterias toxicas en el lago de Yojoa durante el afio 2015”. El
objetivo de ambos estudios fue evaluar la calidad bacteriol6gica de esas fuentes de
agua en funcién de los usos a los que se destina, mediante la determinacion de los

coliformes totales y fecales en cada punto de muestreo.

En el segundo estudio correspondiente al Lago de Yojoa se realizaron 6 jornadas
bimensuales durante un afio entre 2014 y 2015, que resultaron en tres muestreos
en época seca y tres en época lluviosa. Se ubicaron seis estaciones de muestreo

las cuales se identifican en el siguiente mapa (Figura 10).
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Figura 10. Mapa del lago de Yojoa con las estaciones de monitoreo, mayo de 2014

a marzo de 2015. Tomado de:[Hernandes Oviedo, 2016]

4.4 Cepas de alimentos (lechugas y carne molida)

Se obtuvieron un total de 22 cepas aisladas de alimentos; 16 cepas de lechugas y
6 cepas de carne molida de mercados y supermercados de Tegucigalpa y

Comayaguela.

5. Muestra
Se aplic6 un muestreo por conveniencia, el cual se propuso analizar inicialmente

200 cepas conservadas en el cepario del laboratorio Teasdale-Corti.
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6. Periodo de estudio

Se plane6 que el estudio tuviera una duracion de 10 meses, comprendidas entre los
meses de febrero a octubre de 2016. El periodo de este estudio se prolongo,
dividiéndose de la siguiente manera: 4 meses en organizacion de cepario de
enterobacterias UNAH, 4 meses analisis serologico y analisis molecular en UNAM,
finalmente se emplearon 2 meses para el analisis molecular en los laboratorios
Teasdale-Corti y de Biologia Molecular en la UNAH. Un total de 15 meses fueron

invertidos para el analisis de laboratorio.

7. Recoleccion de datos

Las fuentes primarias para la recoleccion de datos fueron las cepas del Laboratorio
Teasdale-Corti. Se utilizdé una hoja de registro de cepario y una hoja de resultados
(Ver Anexo 1y 2) para la debida recoleccion de informacion de las cepas de E. coli
a evaluar y el registro de los resultados obtenidos en los analisis moleculares. El
sistema de registro consto de un respaldo en forma fisica utilizando el Anexo 1y de
forma digital utilizando para esto el programa Excel y facilitar el andlisis de
resultados de frecuencia. Las fuentes secundarias de recoleccion de informacion
fueron los informes técnicos de los estudios que permitieron coleccionar las cepas
los cuales permitieron identificar el origen y cddigos de estas cepas. Las cepas

codificadas se ordenaron por caja; estos registros se muestran en el Anexo 3.

8. Analisis de laboratorio
Se realizd el procesamiento bacteriologico de reactivacion y verificacion de
viabilidad y pureza de las cepas en el Laboratorio Teasdale-Corti y los analisis

moleculares en el Laboratorio de Biologia Molecular de la Escuela de Microbiologia;

37



ambos laboratorios cuentan con la infraestructura necesaria para ejecutar la
investigacion propuesta. Adicionalmente se realizé un andlisis de clasificacion de
serotipos de las cepas al igual que su filogenia y factores de virulencia y algunos
factores de colonizacion (principalmente de las cepas con serotipos de ETEC) en el
Laboratorio de Patdégenos Entéricos en el Departamento de Salud Publica de la
Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Autonoma de Meéxico. El
flujograma de trabajo que se empleo para cada una de las cepas se describe en el

anexo 4. Los codigos de cepas trabajados se describen en el anexo 5.

8.1 Confirmacion de identificacion bioquimica

La pureza y viabilidad de las cepas se realiz6 en infusién corazon-cerebro y en
placas de agar MacConkey, incubando las placas a 37°C durante 18-24h.
Posteriormente se confirmd la identificacion fenotipica mediante pruebas
bioquimicas en las que se incluyeron agar Kligler, urea, SIM, caldo rojo de metilo y
Voges Proskauer, caldo malonato-fenilalanina y acido glucénico. Los resultados de
identificacion bioquimica también estan anotados en el sistema de registro de
manera fisica en bitacora de laboratorio y de manera digital en el formulario

establecido.

8.2 Determinacion antigénica de cepas de E. coli

La tipificacion serologica se realizé utilizando 187 sueros (SERUNAM) contra los
187 antigenos somaticos (O) y 53 sueros contra los antigenos flagelares (H) del
esquema antigénico de E. coli. Estos sueros se obtuvieron de conejos inmunizados

con cepas de referencia de E. coli (NCTC- National Collection of Type Culture). El
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procedimiento para cada antigeno se describe en el Anexo 6. Terminada la
identificacion bioquimica y serologica de las cepas, se clasificaron en serogrupos
(los serotipos correspondientes a cada patotipo). En algunos casos un serotipo se
encontro reportado por mas de un patotipo, lo que se tomo en cuenta para aumentar
las posibilidades de encontrar factores de virulencia correspondientes para cada
uno. La serologia sirve como un orientador del patotipo correspondiente ya que en
la naturaleza pueden existir cepas hibridas que contienen uno o mas factores de

virulencia.

8.3Caracterizacion molecular de patotipos de E. coli

Para la caracterizacion molecular de los distintos patotipos de E. coli se aplico la
técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). La identificacion se realizd
mediante dos reacciones de PCR diferentes: en el primer PCR se amplificé un
fragmento de la regidén que codifica para factores de virulencia propios de cada
patotipo; por su parte, el segundo PCR permitié determinar la relacion entre cepas
al clasificarlas en ocho grupos filogenéticos mayores A, B1, B2, C, D, E, F, y clado

1, segun lo descrito por Clermont en 2013[Olivier Clermont, 2013].

8.4Extraccion de acidos nucleicos

La caracterizacion de cepas se llevo a cabo en el Laboratorio de Patdgenos
Entéricos de la UNAM, y siguiendo sus procedimientos se utilizO el método de
extraccion descrito por Islam (Ver Anexo 7) [Islam, 2006]. En el laboratorio de
Biologia Molecular en UNAH se utilizé el método descrito por Boom solamente para

aguellas cepas control [R. Boom, 1990].
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8.5 Amplificacion de genes mediante Reaccion en cadena de la polimerasa
PCR

8.5.a. PCR Factores de virulenciay colonizacion de patotipos

Se efectuaron varios protocolos de PCR para determinar la presencia de secuencias
especificas en genes que codifican para factores de virulencia de cinco patotipos
diarreogénicos de E. coli (EPEC, EAEC, ETEC, EIEC y STEC). Los marcadores de
virulencia a utilizar incluyeron, eae (gen estructural para la intimina en EPEC y
EHEC), bfpA (gen estructural para BFP de las EPEC tipicas) y eaf, AggR (activador
transcripcional de AAFs de EAEC), It, sth y stp (enterotoxinas de ETEC), IpaH
(pldsmido de invasion de antigeno H encontrado en EIEC y Shigella) en este se
incluyé el gen lacY del operdn lactosa para confirmar la presencia de E. coli, y stx
(Toxina Shiga 1y 2). Los iniciadores, secuencias y cepas de referencia empleados

se describen en la Tabla 1.
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Genes Cédigo Secuencia de primers 5'a 3’ Peso de Referencia Cepa de

amplicon referencia
()
stx1 Vix-det-F1 GTACGGGGATGCAGATAAATCGC 209 [Scheutz, 2012] 87657
Vix1l-det-R1 AGCAGTCATTACATAAGAACGYCCACT 108287
Stx2 F4 GGCACTGTCTGAAACTGCTCCTGT 627 E32511
R1 ATTAAACTGCCACTTCAGCAAATCC
F4.f CGCTGTCTGAGGCATCTCCGCT 625
R1-eff TAAACTTCACCTGGGAAAGCC
Eae SK1 CCCGAATTCGGCACSAGCATAAGC 864 [Schmidt, 1994] 87237
SK2 CCCGGATCCGTCTGCCCAGTATTC 108287
Bfp bfp-F AATGGTGCTTGCGCTTGCTGC 326 [Gunzburg, 1995] 87237
bfp-R GCCGCTTTATCCAACCTGGTA E2348
Eaf EAF-F CAGGGTAAAAGAAAGATGATAA 397 [Franke, 1994] 87237
EAF-R TATGGGGACCATGTATTATCA E2348
Lt LtA-F ACGGCGTTACTATCCTCTC 273 [Rodas, 2009] H-10407
LtA-R TGGTCTCGGTCAGATATGTG
Stp Stp-F TCTTTCCCCTCTTTTAGTCAG 166 [Rodas, 2009]
Stp-R ACAGGCAGGATTACAACAAAG
Sth Sth-F CTTTCTGTATTATCTTTTTCACCTTT 181 [Chattopadhyay, H-10407
Sth-R CACCCGGTACAAGCAGGATTAC 2012]
Cfa CFAI-F GGTGCAATGGCTCTGACCACA 479 [Bekal, 2003] H-10407
CFAI-R GTCATTACAAGAGATACTACT 115365
csl Csl-F GCTCACACCATCAACACCGTT 321 112114
Csl-R CGTTGACTTAGTCAGGATAAT
cs3 CS3-F GGGCCCACTCTAACCAAAGAA 401 112114
CS3-R CGGTAATTACCTGAAACTAAA
cs21 CS21-F ATGAGCCTGCTGGAAGTTATCATTG 608 [Mazariego- 90342
CS21-R TTAACGGCTACCTAAAGTAATTGAGTT Espinosa, 2010] 115362
IpaH EM ShipaH F ATCTAATAACTTTGGATGTGTCCGA 187 [Navarro, 2016]  DYS6
EM Sh ipaH R TTAAGATTAGAAGGCAGAGATGGAA 287780
LacY EM LacY F CAATAATCAGTTCGTTTTCTGGC 241 (042)
EM LacY_R AGCAAACTGTTGGTCAAAAACAT
AggR aggR-F CTAATTGTACAATCGATGTA 308 [Czeczulin, 1999] 49766
AggR-R ATGAAGTAATTCTTGAAT

Tabla 1. Iniciadores a utilizar en PCR para identificacién de patotipos y factores de
colonizacion de Escherichia coli.

8.5.b. PCR Grupos filogenéticos

La segunda reaccion de PCR se efectudé para clasificar las cepas de E. coli en
grupos filogenéticos. Se utilizé la técnica cuadruplex descrita por Clermont donde
se pueden clasificar en 8 grupos filogenéticos con el uso de los genes chuA, yjaA,
TspE4.C2 arpA [Olivier Clermont, 2013]. Los iniciadores se describen en la Tabla 2

y la decision dicotdmica de pertenencia a los grupos filogenéticos en el Anexo 8.
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Genes Cadigo Secuencia de primers 5'a 3’ Peso de Referencia Cepa de

amplicon referencia
(pb)
chuA chuA-F ATGGTACCGGACGAACCAAC 288 [Olivier K-12
chuA-R TGCCGCCCAGTACCAAAGACA Clermont, 116979
yjaA yjaA-F CAAACGTGAAGTGTCAGGAG 211 2013] 108287
yjaA-R ATTGCGTTCCTCAACCTGTG ECOR 70
TspE4.C2  TspE4-F CACTATTCGTAAGGTCATCC 152
TspE4-R AGTTTATCGCTGCGGGTCGC
arpA arpA-F AACGCTATTCGCCAGCTTGC 400
arpA-R TCTCCCCATACCGTACGCTA
arpA* ArpAgpC-F  AGTTTTATGCCCAGTGCGAG 219
ArpAgpC-R  TCTGCGCCGGTCACGCCC
trpA* TrpBA-F CGGCGATAAAGACATCTTCAC 489
TrpBA-R GCAACGCGGCCTGGCGGAAG

*Corresponde al primer ArpAgpC (Filo grupos A o C)
** Corresponde al primer trpBA usado como control interno.

Tabla 2. Iniciadores utilizados en PCR cuadruplex para identificacion de grupos
filogenéticos. [Olivier Clermont, 2013]

Al igual que en los métodos de extraccion de ADN, en ambos laboratorios se
emplearon diferentes equipos: un termociclador Multigene Optimax en el laboratorio
de patdgenos entéricos de la UNAM y un termociclador Gene Amp PCR System
9700 (Applied Biosystems ®) en el laboratorio de Biologia Molecular UNAH. La
distribucion de los productos de PCR se realizé en geles de agarosa a distintas
concentraciones segun los protocolos estandarizados (ver anexo 9 y 10). La
coloracion de los geles se realiz6 en UNAM con Red gel (Biotium, Biolabs) y en
UNAH se utilizé bromuro de etidio. La visualizacién de los amplicones en gel se
realiz6 en transiluminador (Biosens SC805-Gel Image Systems). Los protocolos de
PCR detallados con programa de termociclaje, controles, reactivos se encuentran
en los anexos 9 y 10. Las fotografias detalladas de los distintos PCR se ubican en

el anexo 13.
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9. Analisis bioestadistico
A patrtir de la base de datos generada con el registro de cepas y los resultados de
las técnicas de caracterizacion molecular de las cepas de E. coli para identificar los
patotipos y los grupos filogenéticos, se generaron las frecuencias absolutas

utilizando el software Excel 2016 mediante estadistica descriptiva [Daniel, 2002].

10. Consideraciones éticas
Las consideraciones éticas en las cepas de origen hidrico y de los diferentes
alimentos no existen; ya que las muestras de donde se aislaron fueron obtenidas de
manera aleatoria mediante los distintos proyectos realizados. Las muestras
diarreicas de origen humano a utilizar, desde el proyecto inicial de su aislamiento
fueron anonimizadas, es decir que no tienen un registro que se pueda rastrear, lo
cual conlleva a que no habra conflictos éticos y de interés por el uso de las cepas
recolectadas en el laboratorio Teasdale-Corti. No obstante, se sometio el protocolo

a revision y aprobacion por el CEI-MEIZ (Ver Anexo 11).

11. Consideraciones de Bioseguridad

E. coli es un microorganismo infeccioso clasificado en el grupo de riesgo 2 para los
niveles de bioseguridad en los laboratorios. El grupo de riesgo 2 representa un
riesgo individual moderado y un riesgo poblacional bajo, por lo que se utilizaron
técnicas microbiologicas apropiadas. Se validaron los procedimientos operativos
estandares para el manejo de cepas en la implementacion de las técnicas para su
caracterizacion. Las cepas viables se trabajaron en la cabina de bioseguridad clase
Il tipo A2. Utilizando ademas el equipo de proteccién personal indispensable para
este nivel (gabacha y guantes) [Zelaya, 2009]. Se adjunta en los anexos 18 al 21
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las hojas de seguridad de los distintos patotipos de E. coli y en el anexo 22 el

formulario de bioseguridad de la MEIZ respectivamente.

Los procedimientos moleculares fueron ejecutados siguiendo las directrices de
bioseguridad y las buenas practicas de laboratorio establecidas en cada laboratorio,
para garantizar al maximo la no contaminacion de la muestra a evaluar, asegurando

de esta manera la fiabilidad de los datos.

12. Limitaciones

Este estudio tiene una limitacién en cuanto a una de las técnicas a utilizar ya que
no fue posible determinar algunos grupos filogenéticos al momento de la
amplificacion en vista de que no todas las cepas respondieron al perfil investigado.
En la literatura se refiere hacer MLST a aquellas cepas que no se puedan
categorizar con la técnica de PCR al igual que la construcciébn de un arbol

filogenético.
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Capitulo 4: RESULTADOS
El objetivo de nuestro estudio fue caracterizar molecularmente las cepas de diversos
origenes que se habian conservado en el laboratorio de Teasdale-Corti, producto
de estudios anteriores, a fin de conocer los patotipos circulantes y los grupos
filogenéticos a los que se encontraban asociadas estas cepas; por lo que fue
necesario entonces desarrollar un protocolo de trabajo que permitiera asegurar la
viabilidad y pureza de las cepas en estudio, la caracterizacion fenotipica, una
serotipificacion mediante la cual se establecieron los lineamientos a seguir en la

caracterizacion molecular.

Se llegaron a analizar 212 cepas, pero después de su analisis se eliminaron 24
cepas de origen de quesos artesanales (primer estudio), ya que sus resultados de
serologia, filogenia y resultados moleculares presentaron el mismo serotipo, grupo
filogenético, y su perfil molecular fue negativo. Por lo tanto, los resultados que se

presentan a continuacion son los relativos a 188 cepas.

Las 188 cepas pudieron caracterizarse mediante las técnicas propuestas y
buscando obtener la mayor cantidad de resultados positivos de factores de
virulencia guiados por el serotipo de cada cepa. Los resultados, al igual que la
presentacion de unidad de analisis se realizo diferenciando cada una de las fuentes:
humanas, hidricas y alimentos. Se disefiaron dos tablas para una mejor
organizacion de los resultados, en cada grupo de cepas segun su procedencia; una
en la que se presentan los resultados de acuerdo al grupo filogenético al cual
pertenecen los distintos serotipos y su respectiva frecuencia; y en la segunda tabla

de cada procedencia se presentan los resultados de acuerdo a los patotipos en la
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gue se describe el serotipo, grupo filogenético y genes para los cuales amplificaron
los distintos serotipos. Los resultados completos y sin categorizar se ubican en el
anexo 12. Los resultados, de una manera general e indistintamente de la fuente se

discuten al final de la presentacion de resultados por fuente.

1. Identificacion bioquimica

La determinacién del perfil bioquimico consistio en la utilizacién de glucosa y lactosa
con produccién de gas, la produccion de indol y acido de la fermentacion de la
glucosa (rojo de metilo), la produccién de ureasas, la deaminacién de la fenilalanina,
la reaccién de Voges-Proskauer, y la utilizacion de gluconato y malonato. De las
188 cepas analizadas, 7 no concordaron con el perfil bioquimico de E. coli y se
sustituyeron con nuevas cepas. Las 7 cepas correspondian a los proyectos de
aguas (4 cepas) y carne molida (3 cepas) en el departamento de Francisco
Morazan. Para todas las otras cepas el perfil bioquimico fue coincidente con el perfil
clasico de E. coli. A su vez durante el proceso de identificacion bioquimica se

obtuvieron 11 cepas sorbitol positivo (en busqueda de cepas presuntivas de STEC).

2. Serologia

En el capitulo 2 se mencionaron las similitudes que existian entre los géneros
Escherichia y Shigella ya que filogenéticamente tienen ancestros comunes. En
cuanto a serologia tres cepas de origen humano presentaron antigenos de Shigella
dysenteriae (dys6 y dys15). Los serotipos comunes por fuente y los mas frecuentes

por cada una se describen en el analisis realizado por origen.
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3. Cepas de origen humano
Los resultados de las 86 cepas de origen humano se muestran en la tabla 3. Estos
se han dividido en serotipos, de acuerdo a los grupos filogenéticos en que se

encuentran y la frecuencia de cada uno.

Serotipo N Grupo Serotipo N Grupo Serotipo N Grupo
dys6:H26 1 A dys15:H10 2 B1 0O8:H9 1 C
O7?:H- 5 0109:H21 1 020:H1 1
O7?:H10 2 0O113:H10 1 O7?:H- 1 D
O7:H4 2 0150:H8 2 O1:H? 1
0?:H9 1 0159:H21 1 0O15:H18 1
0101:H9 2 0173:H51 5 0166:H15 1
0128ab:H- 1 023:H25 1 023:H25 1
016:H48 1 0O8:H16 1 044:H18 1
0171:H10 1 08:H19 3 O73:H18 2
0176:H10 1 08:H31 1 086:H2 2
020:H?/H- 1 088:H8 2 086:H18 1
020:H30 3 OR:H27 1 086:H34 1
020:H41 1 0100:H31 1 B2 044:H- 1 E
027:H6 2 02:H6 2 0154:H45 1
06:H10 1 025:H4 3 0169:H41 1
060:H- 2 06:H1 3 020:H18 1
065:H32 3 091:H21 1 0166:H15 1 U
0O76:H45 1
092:H10 2
092:H33 2
OR:H33 1
Total: 36 31 19 86

Tabla 3. Serotipos de E. coli aislada de heces diarreicas en nifios menores de tres

anos.

El serotipo mas frecuente en las cepas de origen humano es O?:H- (n=6) y este se
encuentra en dos grupos filogenéticos (A, D). El serotipo O113:H10 (n=5) segun

literatura [Rodriguez-Angeles, 2002] pertenece a el patotipo STEC (ver anexo 17),
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pero como se discutid previamente existen cepas hibridas que pueden transportar
uno o mas factores de virulencia. En el caso de que los serotipos estén dentro de

este patotipo se realiza una distincion entre EPEC y STEC.

El grupo filogenético mas frecuente es el A con 42 % (n=36), le sigue el grupo B1
con 24 % (n=21), D con 14 % (n=12), B2 con 12 % (n=10). Los grupos filogenéticos
con menor frecuencia son E 3 % (n=3), C 2 % (n=2), F 1 % (n=1) y U 1% (n=1) de
una cepa que no se pudo determinar su grupo filogenético. El factor de virulencia

positivo por cada serotipo se presenta a continuacion (Tabla 4).

Serotipo Grupo Patotipo Gen

0O?:H9 A a-EPEC eae+

0101:H9

0128ab:H-

0O171:H10

0176:H10

020:H41

060:H-

076:H45

088:H8 B1

0173:H51

0100:H31 B2

02:H6

044:H18

0O73:H18

086:H2

0166:H15

065:H32 t-EPEC eae+,bfp+

088:H8 B1

0109:H21

023:H25

0150:H8

0173:H51

0169:H41

O7?:H10 EAEC aggR+

e I ] Y o B B B N N N N S S N e e e e e e =4

092:H10
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086:H2
015:H18
086:H18
086:H34
044:H-
020:H18
016:H48
0113:H10
020:H30
dys15:H10

A EIEC IpaH+
B1 STEC Stx1+

A ETEC [t+,sth+

B1

0159:H21
081:H31
08:H19
025:H4
0O73:H18
TOTAL

stp+

B2

N N N NN R N e e R

D sth+

S
[ee)

Tabla 4. Resultados de factores de virulencia en cepas de origen humano.

En la tabla 4 se observa que en las cepas de origen humano se identificd la
presencia de los 5 patotipos diarreogénicos. Se dividieron por serotipo, grupo
filogenético y la frecuencia de acuerdo a los factores de virulencia que presento
cada cepa. En la grafica 1 se muestran las cepas que amplificaron para factores de

los distintos patotipos agrupados segun su grupo filogenético.
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20 Patotipo

3 t-EPEC
[0 STEC
Il ETEC
[] EIEC

EAEC
15 .
B a-EPEC

Frecuecia
3
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0 I .--
E F U

Grupo filogenetico A B1 B2 D

Grafica 1. Frecuencia de grupos filogenéticos de acuerdo a frecuencia de los

distintos patotipos en cepas de origen humano.

Se describe un 56 % de cepas positivas (n=48) del total de cepas humanas (n=86).
El patotipo con mayor frecuencia fue EPEC con un 56 % (n=27) siendo estas
divididas en EPEC atipicas 41 % (n=20) y EPEC tipicas 15% (n=7). En cuanto a los
grupos filogenéticos a-EPEC presentd mayor representacion el grupo A (n=9), y D
(n=3). El serotipo 0173:H51 (n=5) y el O88:H8 (n=2) se encuentré en ambos grupos

y en el mismo grupo filogenético.

El patotipo EAEC (donde el factor a identificar fue el regulador maestro de genes de
virulencia Unico para este patotipo AggR) tuvo una frecuencia del 19 % (n=9) y

donde el serogrupo 086 fue el mas frecuente (n=3); pertenecientes todos al grupo
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filogenético D. Ademas, se encuentro este serotipo como una EPEC atipica en el

mismo grupo filogenético.

Los patotipos EIEC y STEC tuvieron igual representacion del 1 % cada uno; EIEC
con el serotipo 016:H40 del grupo Ay STEC la cual present6 solamente stx1 con el

serotipo O113:H10 del grupo B1.

ETEC presentd una variedad de resultados ya que en los serotipos se observo la
presencia una o mas toxinas. ETEC se identificod en el 12 % (n=10), 5 cepas
presentaron ambas toxinas It+/sth+ con el serotipo mas frecuente S. dysenteriae
15:H10 (n=2) del grupo B1, los menos frecuentes del mismo grupo filogenético
fueron O159:H21 y O81:H31. En el caso de la toxina termoestable (ST) porcina stp+
el serotipo O8:H19 (n=3) fue el mas frecuente y perteneciente al grupo Bl a
diferencia el serotipo 025:H4 (n=1) representante del grupo B2 que también
amplific6 para esta toxina. El tipo de la toxina termo estable humana de ETEC
solamente se identificd en el serotipo O73:H18 del grupo D; serotipo que también
se encontr6é en a-EPEC en el mismo grupo filogenético. Cabe agregar que ninguna
cepa de origen humano clasificada como ETEC amplificé para los factores de
colonizacion o antigenos de superficie buscados (cfa, CS1, CS3, CS21). La Unica
cepa (del total de cepas analizadas en el proyecto) dentro del grupo filogenético F,
se encontro en esta fuente de origen humano, y cabe destacar que fue del patotipo

EAEC.
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4. Cepas de quesos artesanales
Los resultados de las 48 cepas de quesos artesanales se muestran en la tabla 5.
Estos se han organizado en serotipos, de acuerdo a los grupos filogenéticos en que

se encuentran y la frecuencia de cada uno.

Serotipo N Grupo Serotipo N Grupo Serotipo N Grupo
0101:H9 1 A 49766:H10 2 B1 06:H1 1 B2
0129:H30 3 0O111lab:H2 1 0125ab:H37 1
0176:H30 1 0124:H38 1 06:H16 1 C
020:H11 1 0129:H30 1 08:H9 3
040:H4 2 0153:H12 1 020:H21 1 CLADO 1
041:H10 1 0159:H? 1 0159:H11 1 D
069:H51 1 0159:H21 3 0102:H7 1 E
025:H21 1 0101:H9 1 u
06:H? 4 0159:H21 2
06:H2 2 06:H2 1
06:H51 1 08:H12 1
06:H9 1
08:H12 3
08:H21 2
TOTAL 10 24 14 48

Tabla 5. Serotipos de E. coli aislada de quesos artesanales.

En cuanto los grupos filogenéticos el de mayor frecuencia fue el grupo B1 con 50 %
(n=24), seguido del grupo A con el 21 % (n=10). A continuacién, el grupo C tuvo
una frecuencia de 8 % (n=4) y el grupo B2 con un 4 % (n=2). Los grupos D, Ey

Clado 1 tuvieron una frecuencia de 2 % (n=1) cada uno. Un 11 % (n=5) de las cepas
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de origen de quesos artesanales no se pudieron agrupar en los demas grupos

filogenéticos es decir se nombran U.

Es de hacer notar que, entre las cepas provenientes de quesos artesanales, el
serogrupo O6 represento el 23 % (n=11). En este serogrupo se clasificaron seis
diferentes serotipos, de la siguiente manera: el de mayor frecuencia es el O6: H?
con un 8 % (n=4) correspondientes al grupo B1. El serotipo O6:H2 se encontré en
ambos grupos Bl y U; y los demas serotipos se encontraron en O6:H51; O6:H9 se
encontré en el grupo Bl y los serotipos O6:H1 y O6 H16 en el grupo filogenético B2

y C, respectivamente.

El serogrupo O6 al igual que el O8 generalmente se encuentran en la literatura
identificados con el patotipo ETEC. El serogrupo O8 en estas cepas es el segundo
mas frecuente con 19 % (n=9); los serotipos son O8:H12 de las cuales tres cepas
pertenecen al grupo B1 y una con grupo desconocido (U). El segundo serotipo es
08:H9 con tres cepas en el grupo C, finalmente O8:H21 con dos cepas en el grupo
B1. El 15 % (n=7) de las cepas pertenece al serogrupo O159 en el cual el serotipo
0159:H21 es el frecuente con tres cepas en el grupo B1 junto con su variante no
movil haciendo un total de 4 cepas en este grupo. Las demas variantes de O159:H21
(n=2) no tienen un grupo definido (U) y O159:H11 (n=1) se encuentro en el grupo
D. Los resultados de sus factores de virulencia se encuentran en la tabla 6. En la
grafica 2 se muestran los grupos filogenéticos de acuerdo a las cepas que contenian

factores de los distintos patotipos.

Serotipo N Grupo Patotipo Gen

040:H4 1 A a-EPEC eae+
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069:H51 1
0129:H30 1
0101:H9 2 AU
Olllab:H2 1 B1
0159:H21 2
0102:H7 1 E
06:H? 3 B1 t-EPEC eae+,bfp+
08:H21 1
08:H12 2 B1,U
040:H4 1 A ETEC It+,sth+
0159:H? 1 B1
06:H9 1 Bl
0159:H21 2 B1,U
0O6:H1 1 B2
08:H9 3 Cc
06:H16 1 C It+,sth+,cs1+,cs21+,cs3+
0159:H11 1 D It+, sth+
06:H2 1 u cfat
0159:H12 1 U It+,sth+,cs1+,cs21+,cs3+
Total 28

Tabla 6. Resultados de factores de virulencia en cepas de quesos artesanales.
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Grafica 2. Frecuencia de grupos filogenéticos de acuerdo a frecuencia de los

distintos patotipos en cepas de quesos artesanales.

El 58 % (n=28) de las cepas de quesos artesanales presentaron factores de
virulencia. La frecuencia de los patotipos se divide de la siguiente manera: el 54 %
(n=15) presentaron factores de EPEC del cual el 32 % (n=9) son EPEC atipicas y el
21 % (n=6) son EPEC tipicas. Las cepas del patotipo ETEC representan un 46 %

(n=13) del total de cepas analizadas.

Se pueden denotar ciertos resultados en cuanto a sus serotipos; por ejemplo,
040:H4 se encuentré en ambos patotipos (a-EPEC y ETEC) dentro del mismo grupo

filogenético A. El caso anterior puede observarse en el serotipo O159:H21 el cual
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se encuentra en el grupo B1 y U, siempre en ambos patotipos. Los demas serotipos

0159: H? /IHR y O159:H11 se encontraron en ETEC en los grupos B1 y D.

En cuanto a los serogrupos mencionados en el analisis de la tabla 6. El serogrupo
08 con sus serotipos 0O8:H21(n=1) y 0O8:H12 (n=2), se encontraron en el mismo
patotipo EPEC, siendo ambos EPEC tipicas y del grupo B1 y una cepa de grupo U
(desconocido). El serogrupo O6 presenta mayor diversidad ya que los serotipos
06:H9, 06:H1, 06:H16, O6:H2, pertenecientes a los grupos B1, B2, C, y U
respectivamente, pertenecen al patotipo ETEC. El serotipo O6: H? se encuentrd en

el grupo Bl y pertenece a las EPEC tipicas.

Los hechos a resaltar de esta fuente son, que ninguna cepa amplifico el gen eaf de
EPEC tipicas, que solamente dos cepas de ETEC presentaron los factores de
colonizacion o antigenos de superficie CS1, CS21 y CS3, las cuales son de los
serotipos O6:H16 (este amplifico para cfa) y 0159:H12. Que ninguna cepa amplifico
para la porcién porcina de la toxina termoestable de ETEC. Que ambas cepas
mencionadas anteriormente provienen del departamento de Atlantida (ver anexo
14). Y que estas cepas no amplificaron para alguna de las toxinas de STEC u otro

factor de virulencia de los demas patotipos.

Anteriormente, en la descripcién de la muestra se menciond la distribucién del tipo
de estos quesos, siendo el tipo semiseco el que represento el 86 % (n=41) de las
muestras, seguido de queso seco con 8 % (n=4) y queso fresco con 6 % (n=3). En
cuanto a la proveniencia de las muestras, corresponden a las zonas productoras de
acuerdo a la distribucion de la Secretaria de Agricultura y Ganaderia (SAG). La zona
centro oriental represento el 90 % (n=43) de los quesos analizados; los aislamientos
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fueron divididos de la siguiente manera: El Paraiso represent6 el 23 % (n=11),
Olancho 17 % (n=8), Atlantida el 10 % (n=5) y Yoro un 40 % (n=19). La region
Occidental representada por el departamento de Ocotepeque con un 4 % (n=2). La
region sur del pais solamente esta representa por un 6 % existiendo tres

aislamientos del departamento de Valle.

Para crear un analisis completo y recuperar la mayor informacion posible de estas
cepas se analizé la distribucion de patotipos en el pais de acuerdo al origen
departamental de cada una de ellas, y el tipo de queso del cual fueron obtenidas. El
siguiente mapa (Figura 11) muestra la distribucibn de patotipos de quesos
artesanales con sus serotipos. La tabla 13 adjunta en el anexo 14 muestra el andlisis

de datos para obtener esta distribucion.
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Figura 11. Mapa de distribucion espacial de patotipos de E. coli en quesos

artesanales por departamento.
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Los resultados positivos se distribuyeron segun el patotipo y en orden descendente
(el patotipo con mayor frecuencia por departamento se menciona primero). Se
describe el serotipo de la cepa que amplificé para los distintos factores, seguido de
su grupo filogenético y entre paréntesis la frecuencia absoluta de cada serotipo.
Destacando en color rojo aquellos serotipos comunes entre departamentos y en azul
se destaca los resultados positivos del total de aislamientos por departamento. Las
abreviaciones SS (queso semiseco) y QF (queso fresco) describe el tipo de queso
donde se obtuvieron las cepas.

Se observo que, en ambas regiones, ETEC esta presente en distinta proporcioén en
cada departamento. El serotipo O40:H4 se encuentra en Yoro y El Paraiso como
dos patotipos distintos a-EPEC y ETEC. Se pudo observar también que el serotipo
06: H? se encuentra como t-EPEC en el mismo grupo B1, pero en departamentos
totalmente alejados uno de otro (Ocotepeque y Olancho), y adicionalmente en dos
distintos tipos de quesos ya que las del departamento de Ocotepeque son de queso
fresco. El serotipo 0159:H21 y 0159: H? se encuentra como ETEC en Olancho y
El Paraiso y en el mismo grupo filogenético B1, pero se encuentré6 como a-EPEC
en Yoro. Las variantes de este serogrupo O159:H12 y O159:H11 se encuentran
ambas en el patotipo ETEC en los departamentos de Yoro y Atlantida y sus grupos
filogenéticos son distintos (U, D).

5. Cepas de origen hidrico

Los resultados de las 32 cepas de origen hidrico se muestran en la tabla 7. Estos
se han dividido en serotipos, de acuerdo a los grupos filogenéticos en que se

encuentran y la frecuencia de cada uno.

Serotipo Grupo

Olllab:H-

0184:H11

O3:H2

040:H-

[l Il O R B Y 4

040:H10
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06:H16

09:H10

Ol11lab:H-
Ol11lah:H2
0159:H21

B1

0175:H28

040:H10

0127:H6 B2

08:H9

0129:H15

0159:H21

038:H39

0129:H15

0128ah:H2 U

CLADO 10O
2

O3:H2

NSRS RN S RN S RN S G RS

0O3:H?

TOTAL

w
N

Tabla 7. Serotipos de E. coli aislada de fuentes de agua.

Un total de 32 cepas fueron analizadas. El 47 % (n=15) fueron cepas obtenidas de
un estudio de aguas en Francisco Morazan. El 53 %(n=17) corresponde a las cepas
obtenidas del Lago de Yojoa. La filogenia de estas cepas es variada ya que se
lograron ubicar en 7 de 8 grupos filogenéticos de los cuales se puede discriminar
mediante la técnica utilizada. El serotipo O3:H? y O3:H2 se ubican en clado 1 o 2.
Se denota otra limitacion de esta técnica ya que una cepa que presenta esta
clasificacion (arpA-, chuA-, yjaA+, TspE-) no se puede diferenciar en cada uno de
los clados sea este 1 0 2 u otro clado. Los grupos Ay B represento el 63 % (n=20),
teniendo cada uno el 31 % (n=10) del total de cepas. El 25 % (n=8) lo represento
los grupos B2, D, clado 1 0 2 y U; cada uno con el 6 % (n=2) del total de cepas

analizadas. El grupo E representa el 9 % (n=3) y el grupo C el 3 % (n=1).
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Los serotipos frecuentes son Olllab con un 22 % (n=7), con sus variantes no
moviles y una cepa con antigeno flagelar H2; estos se ubican en los grupos Ay B1
pertenecientes al patotipo EPEC en la literatura. El segundo serotipo mas frecuente
es el O6:H16 con un 13 % (n=4) perteneciente al grupo A y representante del
patotipo ETEC. En tercer lugar, el serotipo O3 y su variante no moévil represento el
9 % (n=3), estos se encuentran en grupo A y Clado 1 o 2, este serotipo se ha
reportado como miembro del patotipo EAEC. Los resultados de patogenicidad de
estas cepas de fuentes de agua se describen a continuacion en la tabla 8. En la
grafica 3 se muestran los grupos filogenéticos de acuerdo a las cepas que contenian

factores de los distintos patotipos.

Serotipo Grupo Patotipo Gen

Ol11lab:H- A a-EPEC eae+

B1

0159:H21

0127:H6 B2

0129:H15

09:H10 t-EPEC eae+,bfp+

040:H10

0127:H6 B2

O1l1llab:H2

0128ab:H2

06:H16 ETEC It+,sth+,cs1+,cs3+,cfa

08:H9 It+,sth+,cs21+

gl O »| C

0159:H21 It+,sth+

03:H2 A EAEC aggR+

N
1
1
1
1
1
1
1
Ol1llab:H- 5 B1 eae+,bfp+,eaf+
1
2
4
1
1
1
1

03:H2 CLADO 10O
2
CLADO 10

2

O3:H?

[

Total 24

Tabla 8. Resultados de factores de virulencia en cepas de origen hidrico.
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Grafica 3. Frecuencia de grupos filogenéticos de acuerdo a frecuencia de los

distintos patotipos en cepas de origen hidrico.

Del total de cepas analizadas un 75 % (n=24) amplificé para distintos factores de

virulencia. El 50 % (n=16) lo representa las cepas originarias del Lago de Yojoay el

25 % (n=8) las cepas de Francisco Morazan. El 63 % (n=15) corresponde al patotipo

EPEC, el cual se divide de la siguiente manera: 17 % (n=4) corresponde a EPEC

atipicas y el 46 % (n=11) a EPEC tipicas.

En esta fuente se resalta el hecho de que la mayoria de cepas tipicas de EPEC

amplificaron para el factor de adherencia de EPEC (eaf+). El siguiente patotipo

representado es ETEC el cual con un 25 % (n=6) esta presente en aguas de los dos
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puntos geograficos. En ETEC se destaca que en esta fuente todas presentaron
ambas toxinas, y la mayoria de las cepas presentaron los factores de colonizaciéon
principales como cfa (4 cepas) y los antigenos de superficie CS1, CS21 y CS3. En
Gltima instancia se encuentra EAEC con un 13 % (n=3), el cual se encuentra en
ambas localidades. La distribucion por localidad se describe en la tabla 14 en el

anexo 15.

En cuanto a la filogenia de las cepas que presentaron factores de virulencia, el 33%
(n=8) esta representado por los grupos B2, D, clado 1 0 2, y U con 2 cepas en cada
grupo. El otro 33 %(n=8) esta representado por el grupo Ay el 29 % (n=7) lo
representa el grupo B1. El grupo filogenético con menor frecuencia es el C con el 4

% (n=1).

Los serotipos a destacar en esta fuente son Ol11lab:H-, el cual es uno de los mas
frecuentes (6 cepas) y estos se encuentran en dos grupos filogenéticos (A, B1) y su
otra variante de serotipo Ol111ab:H2 en el grupo Bl. Las cepas de este serotipo se

encuentran el patotipo EPEC, pero difieren en tipicas y atipicas.

El serotipo O40:H10, fue identificado en dos cepas una de ellas presento factores
de virulencia coincidentes con el patotipo EPEC tipico del grupo filogenético Ay la

otra que no presentd factores de virulencia se ubicé en el grupo filogenético B1.

Las dos cepas del serotipo O128ab:H2 originarias del Lago de Yojoa, las cuales no
se diferenciaron en un grupo filogenético (U), se destacaron como miembros de
EPEC tipicas. El serotipo O3:H2 y sus variantes no moviles mencionadas

anteriormente concuerda con el patotipo EAEC, pero aqui se diferencian en grupo
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filogenético ya que estan en grupo A y clado 1 o 2. La localidad de EAEC es

Francisco Morazan.

Un serotipo notorio es 0159:H21 el cual se presentd como una EPEC atipica del
grupo B1 localizada en Francisco Morazan. La segunda cepa con el serotipo
0159:H21 es una ETEC del grupo D localizada en el Lago de Yojoa, se destaca que

presenta ambas LT+/STH+.

Lamentablemente se desconocen algunos datos de origen (localidad y si las aguas
eran subterraneas o superficiales) de las cepas provenientes de Francisco Morazan
y no se puede crear una distribucion ilustrativa de aquellas cepas positivas y sus
patotipos, al contrario que las cepas del Lago de Yojoa, de las cuales se puede crear
una distribucion de acuerdo a muestreo, estacion y época del afio. La informacién
de las cepas del Lago de Yojoa se encuentra en la tabla 15 del anexo 15. A
continuacion, se muestra la distribucién de patotipos por estacion y época del afio
(Figura 12). Se toman en cuenta solamente 5 muestreos ya que del sexto muestreo

no se obtuvieron cepas.
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ESTACION 5 ESTACION 6

Epoca lluviosa Epoca lluviosa
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ESTACION 1

Epoca lluviosa
*O40:H10-A-tEPEC
*O111ab:H-B14EPEC

~ -O111ab:H-A-aEPEC
+06:H16-A-ETEC

Figura 12. Distribucion espacial de patotipos de E. coli por estacion en el Lago de
Yojoa.

Durante la época lluviosa se obtuvieron 10 cepas de las cuales 7 corresponden a
EPEC tipicas, 2 cepas a ETEC y 1 fue negativa. En época seca se obtuvieron 7
cepas de las cuales 3 se distinguieron como EPEC (1 a-EPEC Yy 2 t-EPEC) y 4 como
ETEC. Se observé que ambos patotipos estdn en ambas estaciones en distintas

proporciones. En época lluviosa EPEC es mas frecuente y ETEC lo es en época
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seca. Se puede observar que el serogrupo Olllab se encuentra en 5 de 6
estaciones y en las dos épocas del afio como EPEC tipicas y atipicas. El serotipo
06:H16 representante del patotipo ETEC se encuentra en las estaciones 1, 4y 5.
El comportamiento de O6:H16 es notable ya que en época lluviosa se observa en
estacion 5; ambas épocas del afio en la estacidon 4, y época seca en la estacion 1.
El serotipo O40:H10 se observo en época lluviosa en las estaciones 1y 3 pero como
ya se habia mencionado anteriormente tiene diferente filogenia y uno de ellos se
encuentra negativo para EPEC. En resumen, se observé con frecuencia el grupo
filogenético B1 en la época lluviosa, a excepcion de las estaciones 4 que esta en
ambas estaciones. Se observo que en época seca los grupos filogenéticos fluctdan
entre los grupos C, D y cepas U, a excepcion de la estacion 4, y uno donde

prevalece el grupo Ay B1.

6. Cepas de alimentos (carne molida y lechugas)
Los resultados de 22 cepas de alimentos se muestran en la tabla 9. Estos se han
dividido en serotipos, de acuerdo a los grupos filogenéticos en que se encuentran y

la frecuencia de cada uno.

Serotipo Grupo

O7?7:H-

0120:H?

0147:H32

0182:H?

020:H?

0O70:H11

0O?:H10 Bl

0103:H16

0140:H21

015:H8

[N Y I Y e B e s S S = =Y B -4

0150:H8

(o))
]



088:H8

025:H8 B2

0125ab:H5
0125ab:H?
0174:H3

[ I N N e =

0102:H7
TOTAL 22

Tabla 9. Serotipos de E. coli aislada a partir de alimentos.

Se analizaron un total de 22 cepas de alimentos que comprenden solamente
lechugas de mercados y supermercados de la capital al igual que carne molida. El
73 % (n=16) corresponde a las cepas aisladas de lechugas y el 27 % (n=6) a las
cepas aisladas de carne molida. En cuanto a las cepas de lechugas el 56 % (n=9)
pertenece a lechugas compradas en mercados y el 44 % (n=7) fueron lechugas
compradas en supermercados. En cuanto a las cepas aisladas de carne molida no
se tiene la informacion del origen de cada una de ellas. La distribucion de estas
cepas de acuerdo al origen y su respectivo serotipo se detallan en las tablas 16 y

17 del anexo 16.

En la filogenia de estas cepas el grupo A representa el 41 % (n=9), B1 el 36 % (n=8),
B2 el 14 % (n=3) y finalmente grupo C y E comprenden el 10 % cada uno (n=1). Los
serotipos mas frecuentes en esta fuente fueron 0182:H?, 020:H?, O15:H8,
0150:H8 y finalmente O125ab:H5 y su variante no movil. Los serotipos frecuentes
antes mencionados estan dentro de las cepas de lechugas. A continuacion, en la

tabla 10 se describen aquellas cepas que amplificaron para factores de virulencia.
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Serotipo N Grupo Patotipo Gen
0140:H21 1 B1 a-EPEC eae+
0125ab:H5 2 B2

015:H8 1 B1 t-EPEC eae+,bfp+

025:H8 1 B2

TOTAL 5

Tabla 10. Resultados de factores de virulencia en cepas de alimentos.

Un 23 % (n=5) de las cepas amplificaron genes de virulencia de EPEC solamente.
El patotipo EPEC representa el 100 % (n=5) en estas cepas, dividido en 60 %(n=3)
de EPEC atipicas y 40 %(n=2) de EPEC tipicas. En el patotipo EPEC solamente el
serotipo O140: H21 del grupo B1 es de origen de carne molida siendo esta una cepa
EPEC atipica. El siguiente serotipo, el cual representa dos cepas 0125ab:H5 del
grupo B2, son dos cepas EPEC atipicas de lechugas compradas en mercados. Los
serotipos 0O15:H8 y O25:H8 de los grupos Bl y B2 respectivamente, son de origen

de lechugas compradas en supermercado siendo estas cepas tipicas de EPEC.

7. Resultados generales

Luego del analisis de fuentes se pudo concluir que 106 cepas amplificaron para los
distintos factores de virulencia de los distintos patotipos; es decir un 56 % de las
cepas son portadoras de al menos un factor de virulencia. La grafica 4 (se cre6 con
ayuda del anexo 16 tabla 8) expresa la frecuencia total de aquellas cepas que

presentaron factores de los distintos patotipos distribuidos en los grupos
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filogenéticos (independientemente de el origen de cepa y numero de factores).

40 Patotipo

H t-EPEC
[0 STEC
| ETEC

[] EIEC
30 I EAEC

# a-EPEC

20

Frecuencia

> Qv C \0’1' Q < 3 )

Grupo filogenetico v

O
)
&

Grafica 4. Frecuencia de grupos filogenéticos de acuerdo a frecuencia de los

distintos patotipos en cepas de diferentes fuentes.

Estos patotipos se clasificaron de la siguiente manera: un 33% (n=62)
pertenecientes al patotipo EPEC; del cual un 19 % (n=36) se diferenciaron como
aEPEC y un 14 % (n=26) se diferenciaron como tEPEC. El siguiente patotipo en
frecuencia fue ETEC, con un 16 % (n=30) del total de las cepas analizadas. El
patotipo por primera vez analizado en Honduras es EAEC, con frecuencia de 6 %
(n=12) del total de cepas. Los patotipos STEC y EIEC obtuvieron ambos un 1 % de

positividad (n=1 cada uno).

En el Lago de Yojoa se encotraron cepas variadas que albergan tanto factores de
colonizacion como de virulencia. Anteriormente se observo la distribucion de estas
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cepas presentes tanto a orillas de lago, cerca de vertientes de rios, lugares de pesca

y restaurantes.

En cuanto a la filogenia, un 96 % (n=180) del total de cepas analizadas se lograron
clasificar en los distintos grupos filogenéticos. Se observo una mayor frecuencia del
grupo filogenético A con un 35 % (n=65) del total de las cepas aisladas, seguido del
grupo B1 con 34 % (n=63). El grupo B2 con un 9 % (n=17), y el grupo D con 8 %
(n=15) del total de las cepas. Los Grupos C, E, y aguellas cepas que no se pudieron
ubicar en algun grupo filogenético (U) representaron el 12 % del total, es decir que
cada grupo representd un 4 % (n=8) del total de cepas. Los aislamientos
pertenecientes a los Clados 1 y 2 representan el 2 % (n=3); y como se habia
mencionado anteriormente una cepa se diferencio en el grupo F (0.5 %), siendo esta

una cepa EAEC.

En cuanto a los grupos filogenéticos de aquellas cepas que presentaron factores de
virulencia de los patotipos se describen en la gréfica 4. El grupo filogenético méas
frecuente es el B1 con un 36% (n=38), el siguiente grupo mas frecuente es el A con
27% (n=29), el grupo D con 10% (n=11), B2 con un 8% (n=9), U con 7% (n=7), C

6% (n=6), E 3% (n=3), Clado 1 0 2 con un 2% (n=2) y finalmente F con 1% (n=1).

La distribucién de grupos filogenéticos varié por fuente: generalmente el grupo A es
mas frecuente en fuentes humanas y alimentos, mientras que en quesos el grupo
B1 se observo en mayor proporcion. Las fuentes hidricas presentan igual frecuencia
en ambos grupos. El grupo D es mas frecuente en cepas humanas que en las otras
fuentes, donde se encuentré de 0 a 2 cepas pertenecientes a este grupo, pero mayor
a diez en las cepas humanas.
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Se observa que existen diferencias entre patotipos y grupos filogenéticos; por
ejemplo t-EPEC es mas frecuente en el grupo B1 que en el A, donde a-EPEC es el
de mayor frecuencia. EPEC tipicas se encuentran en todos los grupos, a excepcion
de C, Dy clado 1 o 2; EPEC atipicas no se encuentran en los grupos C, y clado 1 o
2. El grupo C representa solamente al patotipo ETEC y en el grupo E este patotipo
no esta representado. El inico miembro del grupo filogenético F es EAEC y la Unica
cepa STEC se encuentra en el grupo B1l. El grupo filogenético A representd 4
patotipos, B1 representé 3 patotipos, grupos B2, D, E, U representaon cada uno 2

patotipos y solamente el grupo C, F, y clado 1 o 2 un patotipo.

Los resultados revelaron al menos 100 serotipos de los cuales se destacan:
0128ab:H-, que esta presente en la fuente humana y la hidrica, incluyendo a EPEC
tipica y atipica de los grupos Ay U. El serogrupo 020, con sus serotipos 020:H18,
como EAEC del grupo F; 020:H30 como ETEC del grupo Ay 020:H41 como EPEC
atipica del grupo A. Todos los anteriores serotipos pertenecen a la fuente humana.
Los demas serotipos 0O20:H1, O20: H?, 0O20:H11, y 020:H21 de las fuentes
humanas, alimentos y quesos, son comensales ya que no presentan factores de

patogenicidad.

El serotipo O111ab:H2 y su variante no movil se encuentro en fuentes de quesos y
aguas como patotipo EPEC ambos. Previamente se habia mencionado el serotipo
0159:H21 y sus variantes no moviles y H2 los cuales se encuentran en fuentes
humanas, quesos y aguas. Este serotipo a excepcion de su variante H2 esta
presente en el grupo filogenético B1. En cuanto al patotipo de este serotipo se

encuentra como ETEC en la mayoria de cepas y también como EPEC atipica. El
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serotipo O86:H2 presentd dos cepas en el grupo D en las fuentes humanas,

diferenciado en dos patotipos EPEC atipica y EAEC.

Capitulo 5: DISCUSION
El manejo y prevencion de enfermedades diarreicas no es un tema que tenga aristas
desconocidas. La prevencidon o cuidados que se deben tener para evitar
enfermedades diarreicas son basicos y conocidos por la poblacion. EI saneamiento
basico en un pais es importante para la prevencion de enfermedades; sin este, el
correcto lavado de manos, alimentos y consumo de agua es dificil. La poblacion
puede estar educada en habitos de higiene y consumo seguro de alimentos, pero lo
importante es el correcto saneamiento para que las fuentes de agua no sean
contaminadas con patégenos entéricos que alberguen factores de patogenicidad y

el ciclo se detenga o se controle.

Escherichia coli, por ser un habitante normal del intestino de humanos y animales
de sangre caliente, es reconocido indicador de calidad e higiene de agua y
alimentos; por lo tanto, en nuestro estudio ademas de considerar aislamientos de
heces humanas, se incluyeron cepas que se recolectaron en diversos estudios de
calidad microbiolégica de alimentos y agua, considerados como vehiculos de

transmision de las cepas patdégenas.

De las 200 cepas seleccionadas para el presente estudio, una vez realizadas las
pruebas de pureza, viabilidad y caracterizacion fenotipica, se encontr6 que en
realidad se trataba de 188 cepas las que cumplian las condiciones para ser incluidas

en el proyecto.
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Este estudio es el primero en reunir una cantidad significativa de cepas en
Honduras, aunque no es comparable con otros realizados en Centroamérica; ni
metodoldgicamente ni en numero de cepas, ya que, en la mayoria de los casos, las
muestras se circunscriben a muestras humanas y el disefio metodolégico mas
empleado es el caso-control. En nuestro caso se opto por analizar una coleccion de
cepas con diferentes procedencias a fin de realizar una descripcion de los patotipos

circulantes y los grupos filogenéticos a que pertenecen estos patotipos.

Como se ha presentado en el capitulo anterior, de las 188 cepas analizadas, el 100
% fueron bioquimicamente identificadas como E. coli. La serologia es una
herramienta empleada particularmente en laboratorios de referencia, ya que las
posibilidades de someter cada cepa a 187 antisueros somaticos y a 56 flagelares,
son muy pocas, por lo cual en la mayoria de los casos se recurre localmente a
antisueros especificos para casos particulares tales como O157:H7, que es un
patdgeno reconocido en los ultimos afios por su impacto en salud publica por causar
el Sindrome Urémico Hemolitico.En nuestro caso, la serologia sirvi6 como una
prueba orientadora para agrupar las cepas en patotipos segun el resultado de la
serologia y, de esta manera someterlas a las pruebas moleculares
correspondientes. La oportunidad de poder realizar la serologia nos permitid
conocer los serotipos circulantes en Honduras. No se encontré un estudio referente
en el pais donde la serologia de E. coli se haya realizado con tanto detalle. Los
resultados de serologia ademas de brindar orientacidén para la realizacion de las
pruebas moleculares, sirvié para informarnos acerca de los serotipos comunes en

los distintos ambientes. Al combinar toda la informaciobn de factores de
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patogenicidad y filogenia de las cepas con su serotipo vemos si estos se presentan
en los distintos ambientes como cepas patégenas 0 como cepas que aun no

adquieren estos factores y su relacion filogenética.

Previamente se mencionaron aquellos serotipos comunes en cada fuente y se
resaltaron los comunes en todas las fuentes. El serotipo O159:H21 fue descrito por
primera vez por Blanco en 1992[Blanco, 1992], aislado durante 1983 en un pequefio
brote de diarrea en infantes de distintos hospitales de Espafia, albergando
solamente la toxina termolabil. Este serotipo y sus variantes (0159:H4, 0159:H-) se
ha considerado tipico de ETEC, se ha reportado en Egipto como un serotipo que
codifica una de dos toxinas, Lt+ o ST+ asi como sucede en las cepas descritas en
este estudio [Peruski, 1999]. En este mismo estudio se describe el serotipo Olllab
como ETEC, de acuerdo a nuestros resultados este serotipo (O111ab) de clasifico
como EPEC. Segun el estudio de Timm, en 2006 [Timm, 2006] existen otras
variantes de este serogrupo (0159:H42) albergando factores de STEC (stx2) en
heces de ganado vacuno en Brasil. Recientemente, en el 2016 Baranzoni
[Baranzoni, 2016], describi6 el serotipo O159:H- como otro serotipo de STEC, en
este estudio el serotipo 0O159:H21 es negativo para ambas toxinas Shiga en cepas
provenientes de ganado porcino donde este patotipo es de importancia
epidemioldgica. Podemos considerar que clasificar en serotipos las cepas de E. coli,
orienta la busqueda de factores de virulencia pero que el diagndstico molecular es
indispensable para clasificar las cepas en los distintos grupos patégenos y que aun

hay mucho por estudiar para comprender un patégeno tan ubicuo.
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Al comparar los porcentajes obtenidos en nuestro estudio, con reportes publicados
en 2017 por Torres, en general en América Latina los aislamientos mas frecuentes
en muestras humanas corresponden al patotipo ETEC [Torres, 2017]. En Nicaragua,
el estudio de Vilchez y colaboradores [Vilchez, 2009] , se destaca que el patotipo
prevalente en cepas humanas es ETEC, en segundo lugar fue EPEC atipica, EIEC
y EAEC en nifios con diarrea. Otro estudio realizado por Reyes y colaboradores
[Reyes, 2010] en el mismo pais en el afio 2010, que incluy6 2,164 aislamientos de
E. coli de 282 muestras positivas, concluyé que EPEC y EAEC no estuvieron
asociadas a diarrea (aungue si presentes) pero que ETEC estuvo asociado a diarrea

en los infantes y principalmente aquellas cepas It+/sth+.

En Guatemala, Torres y colaboradores[Torres, 2015] realizaron un estudio caso-
control, en viajeros a zonas rurales, encontrando que el patotipo causante del mayor
namero de casos de diarrea fue ETEC. Los casos severos de diarrea se presentaron
en las estaciones de verano-lluviosas de mayo a septiembre. Segun Torres, se
observé que en los controles también se amplificaron toxinas de ETEC en un 10 %.
Las cepas con la toxina termolébil It+ fueron mas comunes en casos de diarrea
persistente seguida de cepas que albergan la toxina termoestable st+ [Torres,
2015]. En un estudio realizado por Ouyang-Latimer en México durante los meses
de verano donde se analizaron un total de 166 cepas, la mayoria de cepas
presentaron ST+ seguidas de LT+/ST+ y por ultimo Lt [Ouyang-Latimer, 2010;

Torres, 2015].

Reportes previos en Honduras ha mostrado que ETEC esta en mayor frecuencia

que EPEC [Ferrera, 2014], [Espinoza, 2013]. Ochoa y colaboradores [Ochoa, 2008]
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han encontrado que esto ha cambiado en paises tanto desarrollados como en
desarrollo, esto debido a la poblacion en estudio o también deberse a la
susceptibilidad de infeccion relacionado con la edad de la poblacion en estudio.
EPEC y principalmente aquellas atipicas se han visto en mayor proporcion que las
tipicas, lo cual concuerda con lo encontrado en las fuentes humanas y de alimentos

de origen lacteo de este estudio.

Existen diferencias en los resultados de este estudio con los demas en la region; ya
gue EPEC sobrepasa a ETEC y esta tendencia se presenta en las distintas fuentes
de origen. Esta diferencia de patotipos entre nuestros resultados y los antes
mencionados llevados a cabo en Guatemala y Nicaragua puede tener muchas
causas. En primer lugar, los estudios en ambos paises se llevaron a cabo solamente
en muestras de humanos con muestra fue mayor a la analizada en el presente
estudio. En segundo lugar, la diferencia en metodologia podria ser una razén para
las diferencias entre los estudios, ya que aquellos fueron estudios caso control
(donde los aislamientos procedentes de los controles también presentaron
factores). No hay suficientes estudios que avalen una relacién entre presencia de
patotipos con relacion a estacionalidad. La bibliografia consultada se refiere a
muestras puntuales de un solo origen. La estacionalidad de EPEC y ETEC puede
fluctuar de época lluviosa a seca ya que existen reportes de cambios en la presencia
de patotipos en pacientes con diarrea segun estacién sea esta lluviosa o0 seca,
segun Paredes-Paredes en su estudio en visitantes a México que presentaron
diarrea del viajero; aquellos infectados con EPEC fueron identificados en igual

proporcion en ambas épocas. ETEC en cambio, estd en distintas proporciones
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siendo esta mayor cuando la temperatura incrementa (época seca) [Paredes-
Paredes, 2011]. Al no tener informacion de la época en la cual se tomaron cada una
de las cepas de origen humano no se logré concluir en este estudio algo acerca de
la estacionalidad. Se podria inferir algo en relacidén a las cepas caracterizadas en
las muestras de agua especificamente aquellas extraidas del Lago de Yojoa. En el
articulo de Hernandes Oviedo se describe las temperaturas y estaciones en las
cuales se tomaron las muestras de agua en el Lago de Yojoa [Hernandes Oviedo,

2016].

El agua de consumo es un recurso que cada vez y con mayor frecuencia es
sometido a vigilancia, en vista de que sus fuentes son susceptibles de ser
contaminadas y durante el almacenamiento y uso doméstico es igualmente facil de
ser contaminada por los manipuladores, por lo que se constituye en el vehiculo
transmisor de enfermedades de origen hidrico. En este estudio se evaluaron cepas
aisladas de diferentes fuentes de agua, encontrdndose que tanto en aguas
recreacionales, como es el caso de las cepas aisladas en el lago de Yojoa, como
en las fuentes superficiales y profundas destinadas para consumo humano, se
identificaron los patotipos EPEC, ETEC y EAEC. Esto es congruente por lo descrito
por Martinez y colaboradores [Martinez-Nazaret, 2015] en su estudio llevado a cabo
en Venezuela en el afio 2015 donde EPEC se identificé en un 16.90 % y EAEC en
un 6.50 % de un total de 77 cepas de agua marina de playas de interés turistico.
Este dato evidencia el riesgo de la contaminacion hidrica para la salud publica, ya
que la sola presencia de E. coli como indicador de contaminacion en las fuentes de

agua y ademas la existencia entre estos indicadores de patotipos diarreogénicos,
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es indicativo de la influencia antropogénica en estos ambientes [Martinez-Nazaret,

2015].

Entre las cepas EPEC se observa que a-EPEC es mas frecuente que t-EPEC, a
excepcion de las fuentes hidricas donde se ve mayor frecuencia de las cepas EPEC
tipicas que albergan el factor de adherencia de EPEC (eaf+). En algunos casos, los
aislados de EPEC han perdido probablemente su plasmido EAF ancestral y han
adquirido otro plasmido EAF procedentes de un linaje diferente de E. coli. Ademas,
los plasmidos EAF se han sometido modificaciones genéticas, incluida la
recombinacién de los genes bfp y otros genes en el plasmido [Hazen, 2015]. Muchos
estudios llevados a cabo los ultimos 20 afios revelan que ha decrecido la frecuencia
de t-EPEC mientras que han aumentado la frecuencia de a-EPEC en paises en

desarrollo [Hernandes, 2009] [Ochoa, 2008].

No obstante, es de hacer notar que EPEC se puede estudiar a profundidad ya que
en este estudio el gen de intimina no diferencia entre los subtipos (al menos 35
distintos) y se ha reportado en distintos estudios que aquellas cepas EPEC atipicas
los subtipos beta 1, épsilon 1 y theta son los mas frecuentes [Contreras, 2010]. En
el presente estudio no se diferencié entre cada subtipo, sino que se amplifico el gen

“universal” de la intimina.

En cuanto a grupo filogenéticos se encuentra el estudio de Ratajczak del 2010,
[Ratajczak, 2010] , el cual habla acerca de filogenia y su influencia de las
condiciones hidroldgicas en las poblaciones de E. coli en cuencas de agua. Sin
embargo, no realizan una comparacion con patotipos. La filogenia de estas cepas
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también difieren en estacionalidad ya que segun Ratajczak los grupos B1 y A estan
sobre representados en las muestras de agua fresca en periodos de lluvia, y los

grupos B2 y D son raros en este tipo de muestras [Ratajczak, 2010].

Carlos en su investigacion [Carlos, 2010] sugiere que la prevalencia del grupo
filogenético B1 en cepas pueden ser en su mayoria de origen animal provenientes
de ganado vacuno, caprino y ovino. Aqui surgen mas interrogantes ya que en casi
todas las fuentes analizadas y principalmente agua y alimento el grupo filogenético
B1 es el mas frecuente. Recordemos que en los quesos artesanales se cumple y
claro esta su origen animal o de ganado vacuno. En el caso de las cepas del Lago
de Yojoa se debe investigar ya que es evidente las actividades de ganaderia
alrededor, pero se debe profundizar mas acerca de la contaminacién fecal en este

recurso hidrico ya que podria no ser solamente por actividad ganadera.

Herndndez Oviedo y colaboradores [Hernandes Oviedo, 2016] describen las
temperaturas ambientales y de superficie de agua en el lago de Yojoa, en cada
muestreo realizando un promedio de las temperaturas maximas y minimas. Asi
como se describe en la tabla 14 del anexo 15, existen diferencias en temperaturas;
ejemplo de ello es el predominio de EPEC en ambas estaciones. No obstante, ETEC
aparecio cuando inicia la época lluviosa y existe un aumento de temperatura
ambiental aproximado de cuatro grados Celsius entre el muestreo 2 y 3. Asi como
antes se ha resaltado ETEC es predominante en las cepas encontradas en épocas
secas. Aunque sean pocas las cepas recolectadas se logra distinguir una tendencia

en las distintas cepas del lago de Yojoa.
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El hecho de que hay movimiento hidrico natural al igual que biolégico dentro del
lago podria explicar la distribucion espacial de los distintos serotipos de las cepas
en las distintas estaciones de muestreo de esta importante fuente hidrica del pais.
El saneamiento de los establecimientos y comunidades alrededor se desconoce; es
de entender las multiples fuentes de contaminacion a que el Lago de Yojoa esta
expuesto, dado las diversas actividades agricolas, comerciales, turisticas y mineras

a gque se dedican las comunidades adyacentes.

Cabe resaltar que segun los hallazgos de Escobar-Paramo, [Escobar-Paramo,
2004] las cepas que causan infeccion extra intestinal pueden originarse de cualquier
grupo filogenético de E. coli y toda la evidencia disponible indica que los principales
patotipos responsables por enfermedades intestinales han surgido de cada uno de
los grupos filogenéticos en multiples ocasiones. Otra conclusion de estos autores
es que los patdgenos responsables de diarrea severa aguda como los son las
causadas por toxinas o invasion a células eucariotas como los patotipos EHEC,
ETEC, y EIEC/Shigella no se encuentran en los grupos D y B2. Los patotipos
anteriores, asi como sus factores de virulencia especificos pueden ser encontrados
solamente en los grupos A, B1, C, y E. Los patotipos ligados a diarrea cronica o
leves o como los son EPEC, EAEC y DAEC estan distribuidos en toda la filogenia.
La descripcién anterior indica que el intercambio genético puede ocurrir entre cepas
de diferentes grupos filogenéticos, cepas comensales y patdégenas y cepas con
distintos patotipos. La existencia de cepas de ETEC en todas las fuentes también
hace resaltar otra de las observaciones de Escobar-Paramo y colaboradores, y es

gue no hay un agrupamiento particular en el arbol filogenético por las cepas de
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ETEC [Escobar-Paramo, 2004]. La distribucién de los genes It y st asociados a este
patotipo se limita a los grupos A, B1 y C. Esto puede indicar un modo
predominantemente horizontal de transmision de factores de virulencia por multiple
e independiente inclusion de plasmidos conteniendo estos genes o puede indicar
una diseminacion entre especies. Las cepas ETEC de este estudio concuerdan,

pero también se encuentran en los grupos B2 y D en humanos, quesos y aguas.

Otras conclusiones escritas por Ingle nos orientan un poco en la explicacion de la
presencia de clados en la formacion de biopeliculas y su relacién con virulencia en
nichos con diferente temperatura [Ingle J., 2011]. Segun este autor, las cepas
pertenecientes a los clados de Escherichia son capaces de adaptarse a los
ambientes con distinta temperatura y existe la hipétesis que estos pueden adaptarse
mejor con pocos nutrientes. Ya que no sabemos en qué clado especifico caben las
dos cepas acuaticas presentes en el lago (Clado 1 o 2 u otro) estas son un ejemplo
de intercambio de genes en un ambiente de temperatura fluctuante (ya que son
EAEC) donde el intercambio de genes por la capacidad de producir biopelicula en

el agua puede ser una explicacion.
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Capitulo 6: CONCLUSIONES

Por primera vez en Honduras se describen los serotipos de E. coli en distintos
ambientes, se analiza su distribucion y se describe cuéles albergan los factores que
definen los patotipos. Igualmente se compara aquellos serotipos que todavia no los
han obtenido, indicando asi cuales cepas siguen siendo comensales y cuales son

potenciales patdgenos. Se analiza a su vez su clasificacion filogenética.

El objetivo de este estudio fue describir y observar la presencia de los distintos
patotipos de E. coli en el ambiente junto con su filogenia y serotipos. Las cepas que
albergan los distintos factores de virulencia son potenciales patdgenos causantes

de enfermedades diarreicas.

Se detectaron 5 patotipos diarreogénicos de E. coli principalmente entre las cepas

de origen humano.

Las cepas EPEC, tipicas y atipicas, tuvieron distinta frecuencia en los distintos
ambientes, siendo t-EPEC mas frecuente en ambiente acuatico y a-EPEC entre las

cepas de origen humano, quesos artesanales y alimentos.

Las cepas de origen hidrico presentaron el factor de adherencia de EPEC y fueron
las Unicas del total analizadas que lo amplificaron. ETEC se encuentra en todas las
fuentes analizadas y algunas cepas presentan ambas toxinas It+ y sth+ stp+, y

factores de colonizacion.
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Se observan ambos patotipos (EPEC y ETEC) y EAEC en todas las fuentes, asi que
estos patotipos podrian ser aquellos causantes de patologias intestinales en el pais

y ser candidatos de vigilancia epidemioldgica de patdégenos entéricos.

EAEC es un patotipo que debe ser vigilado ya que se encuentra en tercer lugar en
frecuencia en los ambientes humano y acuatico. Este puede ser un patdégeno de
importancia en los casos de diarreas en el pais causadas por consumo de agua

contaminada.

Aunque EIEC y STEC sean los patotipos con menor frecuencia, esto no quiere decir
gue no puedan ser causantes de enfermedad o que no se encuentren en otros

ambientes y puedan ser causa de infecciones.

La distribucién de serotipos que albergan factores de patogenicidad se encuentra
en distintos grupos filogenéticos. Ciertos serotipos se encuentran en las distintas
fuentes albergando distintos factores y en distintos grupos filogenéticos dando

prueba de la plasticidad génica de las cepas de E. coli en distintos ambientes.
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Capitulo 7: RECOMENDACIONES
La comparacion entre los casos diarreicos y portadores sanos debe ser el préximo
paso a seguir en la investigaciéon de distribucion de E. coli diarreogénica en
Honduras ya que conociendo los patotipos de E. coli y sus serotipos se tiene una
base para la busqueda de E. coli y su potencial como patdgeno. El analisis de los
casos de diarrea y su diagnostico molecular en aquellas areas donde se aislaron
patotipos de alimentos y aguas es pertinente. La accidén anterior se realizaria con el
objetivo de verificar la patogenicidad de estas cepas y observar aqguellos serotipos

gue son causa de diarreas en estas areas.

El estudio de cepas de origen humano y su correlacion con enfermedad, factores
sociales, acceso a correcto saneamiento, uso de agua potable debe ser analizado.
El hecho de comparar los aspectos anteriores dard una vision global de las
enfermedades causadas por patdgenos entéricos, no solamente E. coli. La difusién
de estos estudios ambientales debe ser para la poblacion interesada asi se podrian
generar soluciones y evitar asi muertes en infantes y adultos mayores los cuales
son los mas susceptibles. La educacion junto con la difusién de resultados es vital

para la prevencion y solucion de las enfermedades infecciosas en la comunidad.

Tomando en cuenta la recomendacion anterior, y el hecho de que EPEC es el
patotipo mas frecuente, se debe analizar la posibilidad de aumentar los genes de

subtipos de intimina e igualmente correlacionarlos con la enfermedad.

En cuanto a filogenia y serotipos no se tiene informacién concreta en toda la region

asi que seria una colaboracioén interesante observar si las cepas encontradas son
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clonas compartidas con similar origen filogenético o son distintas. La construccion
de un arbol filogenético seria muy buen aporte para continuar la comprension de

cepas ambientales y su origen.

En microbiologia industrial interesa mucho aquellos patégenos causantes de
enfermedades de origen alimentario, asi como E. coli. EIl aumento de muestra de
estas fuentes, como el aumento de variedad de alimentos a analizar seria
recomendable, ya que complementaria la informacién obtenida en este estudio. La
basqueda del patotipo STEC en alimentos de origen animal es importante. Aunque
en quesos artesanales de este estudio no se haya encontrado, no quiere decir que
no pueda existir. Las cepas de origen animal no se deben limitar a ganado vacuno
ya que hay evidencia reciente en paises como Brasil donde cepas de E. coli de

origen aviar estan emergiendo como patégenos.

Otro tépico a considerar en cuanto a cepas de origen humano, ambiental y de origen
alimenticio es la busqueda de genes causantes de resistencia a antibiéticos. El
hecho de que una cepa ambiental exprese genes de resistencia es un topico
importante ya que la vigilancia debe ser con mayor énfasis; en vista de que estas
cepas pueden poseer o adquirir factores de patogenicidad, y pueden llevar a

enfermedad en un hospedero susceptible.

El orden y la correcta identificacion fenotipica tanto el correcto registro de trabajos
pequefios de recoleccion de cepas es imperativo. La supervision de estos es punto
clave para generar estudios grandes; de esta manera no se perderian cepas en

analisis, en el caso que se desee en un futuro realizar una distribucion espacial de
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cepas portadoras de factores de patogenicidad. Se recomienda el seguimiento de
almacenaje de cepas de acuerdo a reglas y formularios establecidos. La
implementacion de nuevas formas de almacenaje de cepas para mantener los

factores y caracteristicas de las mismas se debe iniciar.
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Anexos

Anexo 1. Registro y Hoja de resultado
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E Maestria en Enfermedadeos Infecdosas v Zoondticas MEIZ |1l Promoci Gn
Proyecto de Investigaciin
=—— Caracterizacidén molecular de Escherichia coli aisladas de diferemtes procedencias
Ragistro de cepario vy haja de resultados

Reallzado por. Dra. Jeniffer Fiallos

Responsable de registra:

Mumers de pagina

s i O

1. REGISTRO CEPARIO

1.1 Codigo cepa Escherichia ccu'f:l

Muestras diarreicas
1.2 Aislamiento de: |:|hurnanas

DGL.EEDS artesanales

I:lLech ugas
I:lﬁgua

I:ICame molida

1.3Condicion de cepa: Viahle
Mo viable

1.4 Fecha wernficacion de viabilidad

DIP]:I MESI:' ARO I:l

1.5 Fecha extrmaccion de ADMN
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2. REGISTRO RESULTADOS PCR

2.1 PCR Multiplex 1- Genes patotipos
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Anexo 2. Formulario de registro de caja
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Anexo 3. Registro de cepario de Enterobacterias Laboratorio Teasdale-Corti

Universidad Macional Autdnoma de Honduras Pagina 1
g Facultad de Ciencias

Escuela de Microbiclogia
m— Maestria en Enfermedades Infeccicsas y Zoonoticas |l Promocion|
A Registro de cepario Escherichia coli

Realizado por: Dra. Jeniffer Fiallos Responsable de registro: Jeniffer Fiallos
ldentificacion de caja: CGEC-CA-01-01
Version 0 Cepas ambientales. E. colil GA

Reactivadas por: Adonis Ramos, Dornielissa Carcamo
Il Pericdo 2015 3001015
Ubicacion en laboratono:

M Codigo de cepa |Fechade Replicas M2 Codigo de cepa |Fecha de Replicas

presenacon |existentes preservacion |existentes

1 | CADZ(1) I0AW1S 1 3 |CAD132) 015 1

2z |CAD2 THAE 2 32 (CAI33) 305 2

3 | CADIT) 305 1 B |CAD13 THHE 2

4 |CAD3 THMG 2 M |CA16(1) IMs 3

5 | CAD3I) 305 2 35 |CA16(2) IMs 2

6 | CAD4(Z) 305 3 36 |CA-16(3) IMs 4

T |CAD4 THHE 2 37T (CAD1E THNS 2

B | CADS(T) 305 2 3| |CAIT2) 305 1

O | CADSZ) 305 2 W O(CAITE) 305 2

10 | CAOT(1) 30AM5 1 40 |CAD1T 1272716 1

11 [CADT(2) 30MDNM35 2 41 |ca01T THME 2

12 |CAOT THNE 2 42 |CAD18(2) IS 1

13 | CADE(1) 305 1 43

14 | CADB(Z) 305 2 A4

15 | CADB(I) 305 2 45

16 | CA-09(1) 301015 1 46

17 | CADO(3) 305 2 AT

18 | CADD 1216 2 AR

19 | CADD THHE 2 49

20 | CA10[2) 3005 4 50

M (CAT02 28/4718 2 B

| CA10(3) 305 1 52

3 | CA10-3 2804716 2 53

M | CA1241 2804716 2 54

25 (CA-122 28/4/16 2 R

26 | CA12(3) 305 3 56 MOTA Se oo iffusion cerebro |

IT |CA12-3 28/4/16 2 57 orazon los codi recuperados ¢l 2016; los

28 |CA-12 THAS 2 58 1fomgns n_ac:uperaios_ el 2075 congenvados en

2 | CA13) BAS 2 5 |3 DISTINTOS CODIGOS

30 | CA131 2804716 2 go (81 VIALES
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Universidad Macional Autdnoma de Honduras Pagina 2
poeenen  Facultad de Ciencias

Escuela de Microbiologia
me——eee Magstria en Enfermedades Infeccicsas y Zoonoticas || Promocion
@ Registro de cepario Escherichia coli

Realizado por: Dra. Jeniffer Fiallos Responsable de registro: Jeniffer Fiallos
Identificacion de caja: CGEC-CA-02-02
Version 0 Cepas ambientales. E. colil CA
Reactivadas por; Adonis Ramos, Donelissa Carcamo
Il Periodo 2015 30M0/15
Ubicacion en laboratonio:
MN® |Codigode cepa |Fechade Replicas N° |Codigodecepa |Fecha de Replicas

presernacion | existentes preservacion | existentes
1 |CAD18 THMEG 2 k1|
2 | CA-19(1) 3005 2 12
3 | CA-19(2) 30015 2 i
4 [CAD18 THMEG 2 M
5 [CAD22(1) 30015 2 35
6 | CADZ22) 30105 2 36
T |CADZ2 TG 2 i
& |CADZ3 126 1 38
9 |CADZ3 TG 2 k]
10 [CAD24(1) 30015 1 40
1 |CAD242) 301015 2 a1
12 | CAD2 127216 2 42
13 [CAD24 THMEG 2 &3
14 | CAD51) 301015 2 ad
15 | CAD2S(2) 30105 2 A5
16 | CAD25 121216 1 46
17 |CADZE TG i a7
18 |CADZ6(1) A0S 2 48
19 | CADZ62) A0S 1 49
20 | CAD25(3) 301015 3 50
M [CAD2G 16/2/16 2 Eq
2 |CAD2G TéNg 2 52
I [CADIT) 30015 2 53
M [CADIT2) 30015 1 54
25 |CADITI) A0S 2 &R
26 | CADIT TG 2 56 MOTA: Sa con . s .
n 81 porazon los codigps recuperados LE{HE; los
8 gg [O0IQ0s recuperados e 2012 congervados en
2 |E.coli 12407 Alim | 284716 2 ] ‘1{] DISTINTOS CE}IDIGDE
30 [ E.coli Alim | 2804116 2 g0 |51 VIALES
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i  Registro de cepario Escherichia coli

m——e Maestria en Enfermedades Infeccicsas y Zoonoticas |1l Promocian

Pagina 3

Realizado por: Dra. Jeniffer Fiallos Responsable de registro: Jeniffer Fiallos
Identificacion de caja: CGEC-CM-01-03

Versian 0 Cepas de muestras de Carne molida/CM
Analistas: Alvaro, Jahir y Kelly
I Periodo 2015
Ubicacion en laboratonio:
N* | Codigo de cepa |Fechade Replicas N* |Codigodecepa |Fechade Replicas
preseracion | existentes preservacion |existentes

1 | CM-001 37C E coli 28015 1 H

2 | CM-001 37C TG 2 a2

3 | CM-001 44.5C THMG 2 1

4 | CM-002 4450 261115 1 ko

5 | CM-002 44.5C THMG 2 35

6 | CM-002 37C 2BMON15 1 36

T | CM-003 37C 31015 JK 2 n

8 | CM-004 37C 31015 JK 1 a8

9 | CM-004 37C 261115 2 n

10 | CM-004 37C THMG 2 40

11 |CM-004 445C 26/11115 1 a1

12 | CM-00 44 5C THMG 2 42

13 | CM-005 37C TG 2 43

14 | CM-005 44.5C 261115 1 44

15 | CM-005 44.5C THMG 2 45

16 | CM-0OT 37C 261115 1 A6

17 | CM-008 44.5C 261115 1 AT

18 | CM-00B 445C THMG 2 48

19 | CM-000 44 5C 261115 1 49

0 50

| Eectadedacds 370 21115 & 51
22 |Esstdedmas I 35 2 52
23 | Erterchadediciee 44 50 26/11115 2 5
24 St 4 28110015 1 (]
25 £5
26 56
Y 5
26 58 MOTA: Los codiggs recuperados ¢l 2016 se
20 gy [CONSEMNVAron en ciildo Infusion cengbro corazon.
» p E.SEELTE«.ETGS SOEEES
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Pagina 4

Realizado por: Dra. Jeniffer Fiallos

Responsable de registro; Jeniffer Fiallos
|dentificacion de caja: CGEC-Ct-01-04

Versicn 0 Cepas de muestras diarreicas. E. coli
Codigos Ct. Recuperadas Marzo 2016
Analista: lsaac Sabillon
Ubicacidn en laboratonio:
N* |Codigode cepa |Fechade Replicas N° |Codigodecepa |Fechade Replicas
preseracion | existentes preservacion | existentes
1 | CED1-3 124716 2 3
2 | CHDI1-3 124716 2 2
3 | CHD14 124716 2 i}
4 | CH01-4 124716 2 M
5 | C+01-B 124716 2 L1
6 | CHDI-E 124716 2 36
T | CHlz-1 124716 2 kT
B | CHO2-1 124716 2 ]
9 | CHoz+4 124716 2 n
10 | Co2 124716 2 40
11 | CHOEE 124716 2 4
12 | CHO2-5 124716 2 42
13 | Chiz-2 124716 2 o3
14 | CHiz-2 124716 2 44
15 | CHO3-3 124716 2 45
16 | CHi3-3 124716 2 46
17 | CH03 1214716 2 47
18 | CHO3 124716 2 48
19 |G+ 124716 2 44
20 | CHld-1 124716 2 E0
M| Ck-2 124716 2 Eq
2 | CkM-2 124716 2 L7
| CHM-3 124716 2 53
M| CHl-3 124716 2 54
25 | CH0d- 124716 2 EE
26 | CHld 124016 2 56
| CHM-B 124716 2 ET
28 |CHM-5 121416 2 B MNOTA: Se conservaron en caldo infusion cerebro
ez,
H B |44 DISTINTOS AADIGOS
30 60 (56 VIALES
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Pagina

5

Realizado por: Dra. Jeniffer Fiallos

Responsable de registro; Jeniffer Fiallos
|dentificacion de caja: CGEC-C-01-05

Version 0 Cepas ETECY E colf Codigos C
Reactivadas por. Adonis Ramos y Donelissa Carcamao
2411115
Ubicacion en laboratorio:
N |Codigode cepa |Fechade Replicas N° |Cédigodecepa |Fechade Replicas
presenvacion | existentes preservacion | existentes
1 |1-E. coli 24/1115 2 3|
2 1 24/1115 2 a2
3 |2 24/1115 2 1
4 (3 24/1115 2 H
5 |3E. coli 24/1115 2 35
& |[4-E.col 24/1115 2 36
T |5E.cal 24/1115 2 kT
B [GE. col 241115 2 38
4 |C-12 2401115 2 k]
0 |C17 241115 2 40
11 |C-1TE woli 2401115 2 #
12 |18 24/1115 2 42
13 |C-18 2401115 2 43
14 | C-18 24/1115 2 44
15 |C-18 2401115 2 45
16 |C-110 24/1115 4 46
17 [C-11 24/1115 2 47
18 |C-112 E col 24/1115 2 4B
19 [C-113 241115 2 4
0 50
H 51
n 52
s 53
4 54
5 55
6 56
o 57 NOTA: Se conserfaron en caldo Luria Bertani.
28 gy F5i08 COOIQOS estfn &n registros de Donelissa y
i o
B ® |18 DISTINTOS CPDIGOS
30 60 |40VIALES
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Lie.na  Facultad de Ciencias
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Realizado por: Dra. Jeniffer Fiallos

Wersicn 0

Responsable de registro:Jeniffer Fiallos

ldentificacion de caja: CGEC-QM-01-06
Cepas de muestras de quescs/OM
Reactivadas por Dorielissa Carcamo y Adonis Ramos
Hl Pericdo 2015 30/110/15

Ubicacion en laboratonio:

M? |Codigo de cepa |Fechade Replicas N° |Codigodecepa |Fechade Replicas
preservacion |existentes preservacion | existentes

1 | QMOD1 E coli 411115 1 M |OM-016 E off 2411115 1
2 |aMOoD THNME 2 32 |OM-D16 TIN5 2
3 |COMOORE coli 411115 1 B |OM-01TE of 2411115 1
4 (oMo THNME 2 M |OM-DIBE ool M5 1
5 |COMOOR E coli 411115 1 35 |oM-D18 TIN5 2
6 | OM-D03 TG 2 3B (OM-019 E ool 24/MN5E 1
T | OM-DM E coli 2411115 1 T |OM-013 TG 2
& | OM-D TG 2 3B (OM-020 E ool 24/MN5E 1
9 | OM-D05 E coli 2411115 1 3 |OM.020 TG 2
10 |[QMO0s THNME 2 40 (OM-021 E coff 2411115 1
11 [ QM-006 E. coli 411115 1 M |aM-oe TG 2
12 | QM-D06 THE 2 42 |OM-022 E. ol /115 1
13 [ QMAOOT E caoli 411115 1 43 |oheoe T4HE 2
14 | oM-Do7 THNG 2 M |OM-023E ool M5 1
15 | OM-008 E. coli 241115 1 45 |oM0z3 TG 5
16 | OM-DO0B THAE 2 46 |OM-024 E. ol MI11A5 1
17 | OM-009 E. cali 2401115 1 47 |OM-025 E @l Mi11H 5 1
16 | OM-D0D THAE 2 45 |OM-025 E. colf MI11A5 1
18 | OM-010 E. cali 2411115 1 48 |OM-025 TG 2
20 |CoM010 THNE 2 50 |QM-02T E ool M5 1
M |OMONE coff 411115 1 51 |oM-oer /416 2
2 |oMaOnm THNG 2 52 |OM-028 E ool M/11A5 1
23 | OMD12 E edli 411115 1 53 |OM-029 E ool M5 1
M |oMDi2 THNME 2 54 |OM-D30 E ool 1
25 | OM-013 E cali 2411115 1 EE
26 | OM-013 TG 2 56 )
2 |QMOT4 E coli 2411115 1 5 lﬁp‘ s e et 1ot Bt e |
28 | OM-014 THNG 2 5 [(del afio 2016 se gonservaron en ga
20 |QM-D15 E coli 24/11115 1 5 %gﬁ’gﬁ?%g“t hDIGOS
0 |oMD15 THNE 2 80 [78 VIALES
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Pagina

7

Realizado por: Dra. Jeniffer Fiallos

Responsable de registro; Jeniffer Fiallos
Identificacion de caja: CGEC-L-01407

Version 0 Cepas de muestras de lechugas/L LIl
Analistas: Alvaro, Jahir y Kelly
Il Periodo 2015
Ubicacion en laboratorio:
M? |Codigo de cepa |Fechade Replicas N° |Codigodecepa |Fechade Replicas
preservacion | existentes preservacion | existentes
1 LIN-001 E. coli3T C 2BMOM5 2 M |L-0TAE colADGE 13815 1
2 |L-NHD0A E cold4C 2BMOM5 2 32 (L-0TASTC TlMG 2
3 |02 ElADGG 9iTNs 1 33 |L-018AE colRDGGE W85 2
4 |LO2 TEME 2 M (L0194 3TC THMEG 3
5 |L03E col ADGG TS 1 35  (L-019BE colADGG 13815 3
6 |L03 THMG 2 36 |L-019B 44 5C THMEG 2
T |L04 E cal ADGG 9iTNs 1 kT
8 [LO4 THME 2 3B |L-MADGG Pseudo 3NTME 3
9 |L-NHDO4 44C E coli 26115 3 30
10 [ L-IIHDOd 44.5C 26IMN5 2 40
11 | L-IIHD05 44.5C 26IMN5 1 4
12 |L-05 E col ADGG 3ITM5 1 42
13 | LOSA3TC THAG 2 o3
14 | LO5BEADGG E.coli TS 1 44
15 |L-05E 44C TEMEG 2 45
16 |L-OTAADGE E.col 3TM5 1 46
17 [LOTAZTC TEMEG 2 4T
18 |L-OTBADGG Ecol 3TMS 1 48
18 (LO7E 44.5C TEMG 2 49
20 [L-D13A3TC THME 2 EQ
H [LD13BEcaliADGGE 3ITME 1 Eq
2 (LD13B445C THME 2 52
23 | LO013CE coitDGG 317715 1 53
24 | L0154 44.5C THAE 2 54
25 (L0158 EcaliADGGE 1W8M5 2 EE
26 |LD15B 3TC THAG 2 56 OTA B . .
# | L-MEAElDGE bk ! 5T ponservadas en chldo Luris E!ertaEi y las cepas
28 [L018A37C THNE 2 g del afio 2016 s& conservaron en caldo infusion
2 |L016BEcoliADGG 13815 1 g m“lf}l’,'_,“_’l_m’_'lf’r‘“;”r; | .
30 | L0168 44 .5C THAEG 2 60 BOVIALES
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Realizado por: Dra. Jeniffer Fiallos Responsable de registro; Jeniffer Fiallos
ldentificacion de caja: CGEC-DA-01-08
Version 0 Cepas de muestras diarreicas. E. coliDA
Analistas: Isaac Sabillon, Joselyne Hernandez
| Periodo 2016

Ubicacion en laboratorio:

N* |Codigode cepa |Fechade Replicas N° |Codigodecepa |Fechade Replicas
preservacion |existentes preservacion | existentes

1 DA-001 204118 2 M (DAD4T 204016 2
2 |DAD02 204118 2 32 (DAD4E 2416 2
3 |DADO3 204118 2 3 |DADET 204016 2
4 [DADO4 204118 2 3 (DADSR 2416 2
5 |DADDS 204118 2 35 (DADSY 2416 2
6 | DAD0E 2004716 2 36 (DADSS 2416 2
T | DADOT 2004716 2 37 |DADSE 204016 2
& |DADDE 204118 2 3B (DADSE 204016 2
9 |[DAD10 204118 2 38 (DADSD 2416 2
10 |[DADIS 204118 2 40 (DADSD 204016 2
11 |DAD18 204118 2 4 |DADG1 216 2
12 (DAD21 204118 2 42 |DADSR 2416 2
13 |DADZ2 2004716 2 43 |DADEd WV1E 2
14 | DADZE 2004716 2 44 |DADES 2004016 2
15 |DADZT 200416 2 45 |Daoes G 3
16 |(DADZE 204118 2 46 |DADSD 2416 2
17 |DADZD 24416 2 47 (DADTY 2004116 2
18 (DADZ0 204416 2 48 (DAOTZ 2416 2
18 (DAD31 204118 2 48 |DADTI 2416 2

M | DADE3 2004/16 2 50 |DAOTS 204016 2

21 | DAD3S 2004716 2 B9

2 | DAD3E 2004716 2 52

I (DAD3E 204118 2 53

M (DAD40 204118 2 54

25 (DAD4 204118 2 EE

26 |(DAD42 204118 2 L5

IT | DAD43 2004716 2 ET

25 | DAD44 2004716 2 Eg

2 | DAD4S 2004716 2 54

0 [DAD4E 204118 2 &0
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Pagina 9

Realizado por: Dra. Jeniffer Fiallos

Responsable de registro: Jeniffer Fiallos
|dentificacion de caja: CGEC-DA-02-09

Version 0 Cepas de muestras diameicas. E. coliDA
Analistas: |saac Sabillon, Joselyne Hernandez
| Periodo 2016
Ubicacion en laboratonio:
N® |Codigode cepa |Fechade Replicas N* |Codigodecepa |Fechade Replicas
preservacion |existentes preservacion |existentes
1 DA-0TE 2004116 2 H
2 |DADTT 2004116 2 32
3 |DADTE 2004116 2 33
4 |[DADTS 20416 2 4
5 |DA-DE2 20416 2 35
6 |DA-DE4 2004116 2 36
T |DADES 2004116 2 n
& |DADES 2004116 2 38
9 |DADET 2004116 2 i
10 | DA-DEE 2004116 2 40
1 |Da0sa 2004016 2 a1
12 | DA-DGD 20416 2 42
13 | DADEY 2004116 2 43
14 | DA-DE2 2004116 2 44
15 | DA-DE3 2004116 2 45
16 | DA-DS 2004116 2 46
17 |DADS8 2004016 2 a7
18 |DA-120 20416 2 48
19 49
0 50
Fal 51
s 52
3 53
4 54
25 55
26 56
n 57
8 g |NOTA: Se consenvaron en caldo infusidn cerebro
2 = LJI!t-}vlcar?l-::.l‘1|'| NTOS QODIGOS
30 60 | 136 VIALES
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Realizado por: Dra. Jeniffer Fiallos

Responsable de registro; Jeniffer Fiallos
ldentificacion de caja; CGEC-MX-01-010

Version 0 Cepas ambientales. E. colil Mx,CEPAE .coli
Reactivadas por: Adonis Ramaos, Dorelissa Carcamo
Il Periodo 20151211115
Ubicacion en laboratorio:
N® |Codigode cepa |Fechade Replicas N° |Codigode cepa |Fechade Replicas
preservacion |existentes preservacion | existentes
1 [ MX-1 440 VIALHM 121115 3 M |CEPA12-12-12#3 121115 2
2 | MX-1 440 VIALRZ 121115 2 32 |CEPARIVIALRIZ 1211115 2
3 [ ME-1 44CVIALRS 121115 1 1
4 | MX-144C TG 2 k]
5 |CEPAMX-2VIAL# 121115 1 35
6 |MUESTRAZVIALZ 121115 2 36
T |MUESTRAZ VIAL3 121115 2 kT
& |MUESTRAZ 121115 2 38
9 |CEPAMX-3 121115 i o
10 |CEPAMX-3 TG 2 40
11 | M- VIAL# 121115 2 #
12 |CEPAMX-4 121115 1 42
13 | M- VIALRZ 1211115 2 43
14 |CEPAME-4VIAL3Z 121115 2 44
15 | CEPA-MX-4 THME 2 45
16 | CEPAMX-SVIAL# 121115 2 46
17 | MX-5VIALRZ 121115 2 47
18 |CEPAMX-5VIAL#3 121115 1 48
19 |CEPAMX-5 THNG 2 49
20 | E colf M¥-8-4 (1) L . 50
M| Ecolf M¥-8-4(2) L . 5
21 |Ecol MX8-5 5216 2 L¥]
23 | Ecol M¥-10-2 52AE z 53
24 | Ecolf M¥-103 52AE z 54
25 |Ecol MX-10-3 5216 2 EE
26 | E.coli MX-10-4 516 2 56 OTA: Saconsat 1. . |
71| EoolNX10-5 Sens : d onrazﬁn los codigps recuperados gl 2016; bbs
28 |MUESTRA#12 12115 4 &g [codigos rgmper:x_m el 2015 conservados en
M (CEPA12-12-12 121115 2 L] o IS TINTOE CORGOS
30 (CEPAfZ-12-12#2 121145 2 80 (52 VIALES
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Realizado por: Dra. Jeniffer Fiallos

Responsable de registro: Jeniffer Fiallos
|dentificacion de caja: CGEC-MX-02-011

Version 0 Cepas ambientales. E colil MX,CEPAE coli
Reactivadas por: Adonis Ramos, Donelissa Carcamo
lll Periodo 201512111115
Ubicacion en laboratorio:
N® |Codigo de cepa |Fechade Replicas N® |Codigodecepa |Fechade Replicas
presenacion | existentes preservacion | existentes
1 |Ecoli# THMG 2 M |CEPAGZAVIALRS 121145 1
2 |Ecoli# VIAL# 121115 1 32 |CEPAG2AI(S) 121145 4
3 | Ecoii# VIAL#2 12115 2 3 |CEPAG2A TG 2
4 | Ecolf#1 VIAL#3 12IMAM5 2 M |CEPAS4AVIALRM 12Mns 1
5 | Ecoli #2 VIAL# 12MM M5 2 35 |CEPAG4AVIALR2 12Mns 2
6 | Ecoli #2 VIAL#2 12MM M5 2 36 |CEPAG4AVIALRS 121145 2
T | Ecoli #2 VIAL#3 121115 1 3T |CEPAG4A THMEG 2
8 |Ecolii#2 12115 4 B/ O|EYAI 12Mns 2
9 | Ecoli #3 VIAL# 12MMM5 2 k]
10 |Ecol#3 12IMAM5 2 40
M | Ecoli# 12MM M5 3 41
12 | Ecoli# VIAL#3 121115 2 42
13 | Ecoli # VIAL# 12115 2 43
14 | Ecoli# THNG 2 A4
15 | Ecolf #5 VIAL# 12IMAM5 2 45
16 | E.colf # VIAL#2 12MM M5 2 46
17 | E.coli #5 VIAL#3 121115 2 Fri
18 |Ecoli# 12115 1 48
19 |Ecoli# THNG 2 49
20 |CEPASIAVIAL# 12IMAM5 2 L]
M | CEPASIAVIALHZ 12MM M5 2 B
2 |CEPASDAVIALFY 121115 1 52
23 |CEPAGIA(S) 12115 2 53
24 | CEPASIA THNG 2 54
25 |CEPAGDAVIAL# 121115 1 EE
26 |CEPAGDAVIAL#Z 12MM M5 2 L' ) B
71 |CEPABIAVIALHS 121115 1 57 “T;TA: i "”'.'ml. W
28 |CEPAGDA(S) 121115 2 58 [odigos recuperagdos el 2015 congervados en .
20 |CEPAGZAVIAL# 1211115 2 % | eTmIosC tﬁlzl:r!chgé
30 |CEPAG2AVIALRZ 12IMAM5 2 80 |73VIALES
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Realizado por: Dra. Jeniffer Fiallos

Responsable de registro: Jeniffer Fiallos

|dentificacion de caja: CGEC-IL-01-12 /| CGEC-IL-02-13

Version 0 Cepas de muestras de quesos/ IL
Analistas: Brayan D, Montoya, Lilian Galeano
Agosto 2015
Ubicacion en laboratono:
N® |Codigo de cepa |Fechade Replicas N® |Codigodecepa |Fechade Replicas
presenvacion | existentes preservacion | existentes
1 IL-001 58615 121416 3 M (IL-0as 124116 3
2 |IL-0010157 C4 1274018 3 32 (IL-Da6 1274016 3
3 1001 127418 3 3B (IL-0aT 1204016 3
4 [IL003 1204016 3 M |ILde 1204016 3
5 [IL-005 127418 3 35 (IL-Dag 1274016 3
& [IL-006 127418 3 36 (IL-050 1204016 3
T (I-007 1274416 3 T |IL-051 1214016 3
& (IL-00@ 1274416 3 38 (IL-053 124716 3
9 |10 12416 3 3 [IL-054 12/4/16 3
io [IL0i2 1204016 3 40 | IL-055 124016 3
"M [I013 127418 3 41 |IL056 124016 3
12 [IL014 1204016 3 42 |ILO57 1204716 3
13 |IL015 120416 3 43 |IL058 1214016 3
14 [IL-D16 120416 3 44 |IL-05a 1204016 k]
15 [IL-017 12416 3 45
16 (1018 1214016 a 46  |IL-038 Cronobacier 1274016 3
iF [IL018 1204016 3 Fri
18 (1020 1204016 3 48
19 [I-021 127418 3 49
20 (1023 127418 3 L]
2 (024 1274416 3 B
Fr o | 12416 3 52
23|Iz 1204016 3 53
4 (1028 127418 3 54
25 (1030 127418 3 1]
26 [IL032 1204016 3 56
T | IL036 1204016 3 L1
3% |IL-038 121416 3 sg [NUTA: Se conserraron en caldo iffusion cenebro
el L 1204116 3 ® 15 DISTINTOS ChDIGOS
0 (IL-043 127418 3 60 [135 VIALES
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Realizado por: Dra. Jeniffer Fiallos

Responsable de registro: Jeniffer Fiallos

ldentificacion de caja: CGEC-CA-01-014

Version 0 Cepas ambientales
Codigos CA Noviembre 2015
Ubicacion en laboratorio:
M® | Codigo de cepa |Fechade Replicas N* |Codigo decepa |Fecha de Replicas
presenvacion | existentes preservacion | existentes
1 [CaA-2-2 V1AL 251115 3 H
2 [CAD3M nsnT 4 32
3 | CAD302 VIAL# 251115 G s
4 | CAD3O2 VIAL #3 2511115 3 k]
5 | CAD3O2 117517 3 35
6 | CAD303 VIAL &% 2511115 3 36
T |CAD3I3VIAL #3 2511115 3 a
8 |CAD3O3 117517 3 k]
8 [ CA-D4-01 VIAL #4 2511115 3 k]
10 | CA-D4-02 VIAL #1 2511115 3 40
11 | CAD4-02 117517 3 #
12 | CAD4-03 11S1T 3 42
13 | CA-D502 VIAL #1 2511115 3 i)
14 | CADS02 VIAL %2 251115 3 44
15 |CA-D5O2 117517 3 45
16 | CADS03 VIAL #3 251115 3 46
17 | CADSO03 11S1T 3 47
18 | CADSO03 VIAL # 251115 3 48
18 | CADOO3 VIAL 2 251115 3 45
20 | CADSO3 11S1T 4 B0
M| CAT003 11S1T 3 B
| CA-12402 117517 4 52
3 53
| 54
Fa] 55
B o 1 56
77 \u..: TSe WIIHW o
28 Ponelissa y Adonig. NO se sabe 5| son E. coli 5B
og |POT 8513 razon seEepararon en offa caja =
A o= = = =
0 |72VIALES 60
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Realizado por: Dra. Jeniffer Fiallos

Responsable de registro: Jeniffer Fiallos
|dentificacion de caja: CGEC-Rf-01-015

Version 0 Cepas control de patotipos E. coli
cepas enviadas de Brasil
Ubicacion en laboratono:
N® | Codigo de cepa |Fechade Replicas MN*  |Codigodecepa |Fechade Replicas
preservacion |existentes preservacion | existentes
1 |EHEC EDL-833 2216 5-Riosado M
2 | ETEC HiMOT 2216 G-Gris i
3 |EPECEZ¥3168 2216 -Vernde n
4 |BAEC D42 2216 6-Blanco H
5 |EIEC 2515 2216 f-Azul 35
& 36
T |L monocyiogenss 6 i
& |E coliATCC 49786 BOM 3 8
9 k]
10 Ll
1 #
12 &2
13 43
14 o4
15 A5
16 AB
i7 A7
18 A8
19 ]
20 50
a 51
o 52
Fa] 53
4 5
5 55
26 56
Kl 5
38 55 [NOTA: Se conseryaron en caldo ipfusidn cenebro
d - b;lrﬁ{:']m'rn: CODIGOS
30 60 |29VIALES
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Realizado por: Dra. Jeniffer Fiallos

Responsable de registro: Jeniffer Fiallos
|dentificacion de caja; CGEC-NO E.coli-01-016

Version 0 Codigos DA-NO E. coli segun registro
Abril 2016
Ubicacion en laboratornio:
N* |Codigode cepa |Fechade Replicas N° |Codigode cepa |Fechade Replicas
presenvacion | existentes preservacion | existentes
1 |DaD03(2) Cictubre 2012 2 31 |DAD3E(2) Octubre 2012 2
2 |DADO3 4) Cictubre 2012 2 32 (DAD3R (3 Oictubre 2012 2
3 |DaDOR(5) Oectubre 2012 2 33 [DAD4D (4) Octubre 2012 2
4 |DADOS (2) Oectubre 2012 2 4 (DAD4D [¥) Octubre 2012 3
5 |DADDS (3) Oectubre 2012 2 35 (DAD41 [4) Octubre 2012 2
& |DADDS 4) Cictubre 2012 2 36 |DAD4 [5) Octubre 2012 2
T |DADOS (5) Oectubre 2012 2 37 |[DAD4S (2) Octubre 2012 2
B |DADI5(2) Cictubre 2012 2 38 |DAD4S (3) Octubre 2012 2
9 |DAD15 4) Cictubre 2012 2 30 [DAD4S [4) Oictubre 2012 2
10 |DAD19 (4) Oectubre 2012 2 40 |DA-D4S (5) Octubre 2012 2
11 | DAD1D(5) Octubre 2012 2 41 |DAD4E (1) Octubre 2012 1
12 | DAD21 (4) Octubre 2012 2 42 |DAD4E (2) Octubre 2012 2
13 |DADZ2 (4) Octubre 2012 2 43 [DA-D4G (4) Cictubre 2012 b
14 | DADIT (2) Octubre 2012 2 44 |DADAE [5) Octubre 2012 2
15 | DADZT (3) Cictubre 2012 ‘ 45  [DA-D4a (1) Octubre 2012 1
16 | DADZT (4) Cetubre 2012 2 46 |DAD4D (3) Octubre 2012 2
17 | DADZT (5) Cetubre 2012 2 47 |DAD4D [4) Octubre 2012 2
18 | DADZT (X) Octubre 2012 2 48 |DAD49 (5) Octubre 2012 2
19 | DADZE (1) Octubre 2012 1 49 |DADS1(2) Octubre 2012 2
20 [DADI8 [4) Octubre 2012 2 50 |DADSZ (1) Octubre 2012 1
M [DADZO (1) Octubre 2012 1 51 |DADSS (1) Octubre 2012 1
22 |DADZD(3) Oectubre 2012 2 52 DADSS (4) Octubre 2012 2
23 | DAD3D (3 Cictubre 2012 2 53 |DA-DES (5) Oictubre 2012 2
24 |DAD31(2) Cictubre 2012 2 B4 |DADES [¥) Oictubre 2012 2
25 | DAD33 [4) Oectubre 2012 2 &5
26 |DAD33(5) Cictubre 2012 1 56
27 |DAD3S (1) Oectubre 2012 1 57
28 |DAD35(2) Octubre 2012 1 58 [NO EXISTE INFQRMACION DE CALDO
29 |DAD35 (5) Octubre 2012 2 59 ;Ugg;;tc ;”t pERVARUN
30 |DAD3B (1) Cictubre 2012 1 80 |og VJALES
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Realizado por: Dra. Jeniffer Fiallos

Responsable de registro: Jeniffer Fiallos
ldentificacion de caja: CGEC-NO E.coli-01-017

Version 0 Codigos DA-NO E. coli segun registro
Abril 2016
Ubicacian en laboratono:
N* | Codigo de cepa |Fecha de Replicas N* |Cédigo de cepa |Fecha de Replicas
preservacion |existentes presenvacion | existentes
1 [DADST (1) Octubre 2012 2 k|
2 | DADST(2) Octubre 2012 2 32
3 | DADG3 (X) Octubre 2012 2 33
4 [DADB4 (1) Octubre 2012 1 M
5 |DADTI(2) Octubre 2012 1 5
6 [DADTI(E) Octubre 2012 2 36
T |DADTI(4) Octubre 2012 2 ar
8 (DADTE (3 Octubre 2012 T 38
9 [DAOTE (4) Octubre 2012 2 I
10 (DAOTE (5) Octubre 2012 1 40
1 |DA082(2) Octubre 2012 1 4
12 |DA-DBZ (3) Octubre 2012 2 42
13 | DA-DE2 (5) Octubre 2012 2 43
14 | DADET (4) Octubre 2012 2 ad
15 | DA-DET (5) Octubre 2012 2 45
16 |DA-DBE (1) Octubre 2012 1 46
17 |DA-DBE (2) Octubre 2012 1 47
18 |DA-DBE (3) Octubre 2012 1 48
19 |DADBE [5) Octubre 2012 2 49
20 50
Fyl 5
n 52
3 53
| 54
s 55
Fi 55
n 5
28 gg MU EZEISTE INFURMALTUN DE TALDU
e e T
= 19 CODIGOS
30 g |36 VIALES
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Realizado por: Dra. Jeniffer Fiallos

Responsable de registro; Jeniffer Fiallos
ldentificacion de caja; CGEC-Rf-02-018

Wersion 0
Ubicacion en laboratonio:
MN® |Codigode cepa (Fechade Replicas N® |Codigodecepa |Fechade Replicas
presenacion | existentes preservacion | existentes
1 |E. coli 10407 154715 5 k3|
2 |E ocoli10407 21T 3 32
3 |E coli2348060 24T T 13
4 |E ooli 2348768 2804018 2 k-
5 |E. ocoli2348/68 154715 4] 35
6 |EDL-933 21T 3 36
T |EDL-933 2804018 2 kT
8 |EDL-933 154715 4] 38
9 |E ooliLt83 21T T i}
10 | ETEC Lt-83 2804018 3 40
11 |E coliATCC 43889 21T 3 41
12 |E. coliATCC 43890 24T 3 42
13 |E coli ATCC 35401 21T 3 o3
14 |E. coliSp-50 24T 3 44
15 |E ooliLts 21T 3 45
16 |E. coliL+Sth 71 24T T 4B
17 |E. mliEPEC 111 24T T 47
18 |E. cmliEPEC 128 24T T 48
18 45
0 50
Fal B4
7 52
3 53
4 54
25 55
26 56
Y 57
% gz MO EXISTE INFORMACION DE GALDO
» ® bocomcos |
30 &0 B0 VIALES

110




Universidad Nacional Autdnoma de Honduras
Facultad de Ciencias
Escuela de Microbiologia

ERLET

Registro de cepario Escherichia coli

Maestria en Enfermedades Infeccicsas y Zoonoticas |1l Pomocion

Pagina 18

Realizado por: Dra. Jeniffer Fiallos

Responsable de registro: Jeniffer Fiallos

ldentificacion de caja: CGEC-Rf-03-019

Versian 0 Cepario E. coli
Fecha 13/3114 Conservadas en TSB
¥ glicerol al 20%
Ubicacidn en laboratorio:
N* | Codigode cepa (Fechade Replicas N° |Codigo decepa |Fechade Replicas
presenacion |existentes preservacion | existentes
1 [ATCC#A 13314 M |ATCC#EC
2 |ATCCHEB 32 |ATCC#&BD
3 |ATCC#IC 33 |ATCC#0A
4 |ATCC#D 2 M (ATCC#IB
5 |ATCC#2A 35 (ATCC#IC
6 |ATCC#B 3 |ATCC#ID
T |ATCC#C T |ATCC#I0DA
& |ATCC#D 3B |ATCC#I0OB
9 |ATCC#3A ¥ |ATCC#OC
10 |ATCC#3B 40 |ATCC#I0D
11 |ATCC#3C 41 |ATCC#11A
12 |ATCC#D 42 |ATCC#11B
13 |ATCC # A 4 |ATcc#ic
14 |ATCC# B 4 (ATCC#1D
15 |ATCC#C 45 |ATCC#1z A
16 [ATCC# D 46 |ATCC#2B
17 |ATCC#S5A a7 |ATCC#2C
i |ATCC#5 B 48 |ATCC#12D
18 |ATCC#C 49 |ATCC#13 A
0 |ATCC#5D B0 |ATCC#12B
M | ATCC #6A E1 |ATCC#2C
n |ATCC#B 52 |ATCC#3D
3 |ATCC a6 C 53
M |ATCC#ED 54
25 [(ATCC#TA EBE
2% |(ATCC#TE 56
27 |ATCC#TC = Moz sateehedioergue
sp conservaron estas cenas |
2B |ATCC#TD 58 ni a que codigg comresponde
2 |ATCC #BA = cada numero, i1 0 1echa.
-
W |ATCC#ER &0 52 VIALES
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Realizado por: Dra. Jeniffer Fiallos

Responsable de registro: Jeniffer Fiallos
|dentficacion de caja; CGEC-E. coli-01-020

Version 0 Cepas de origen de carne molida y lechuga.
Investigacion Mario M. y Argelia 2016
Ubicacion en laboratorio:
N* | Codigode cepa |Fechade Replicas N° |Codigode cepa |Fechade Replicas
presen/acion | existentes preservacion |existentes
1 |E wli#1 295916 4 H
2 |E mli#2 2916 4 32
3 |E woli#3 219916 4 3
4 |E coli#4 2916 5 k™
5 |E woli#5 295916 5 35
6 |E colifG 295916 4 36
T |E oli#&T 219916 4 kT
8 |E moli#B 219916 4 k]
9 |E cmoli#d 2916 4 i
10 |E colig 10 2916 3 40
1 |E ooli# 11 29916 3 4
12 |E coi# 12 219916 3 42
13 |E coli# 13 219916 3 43
14 | E oli# 14 2916 2 Fr
15 |E colig# 15 2916 2 45
16 |E ooli# 16 29916 2 T
17 |E coi& 17 219916 1 Frd
18 |E coi# 18 295916 1 48
189 |E coli# 18 2916 2 49
0 50
Fal Eq
n 52
e 53
4 54
5 55
26 | No se sabe el medio en que se chnservaron 6
1 | estas cepas y log registros de ongen estan en ET
= Im CODIGOS i 58
1 | G0VIALES 54
30 60
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Fagina______

Realizado por: Dra. Jeniffer Fiallos

Responsable de registro:

Identificacion de caja; CGEC-Rf-04-020

Version 0 Replicas ATCC-Cepas control ATCC
Ubicacion en laboratonio:
MN® |Codigode cepa |Fechade Replicas N® |Codigo de cepa |Fechade Replicas
preservacion |existentes preservacion | existentes
1 |E coffATCC 23022 4216 4 H
2 |E cofATCC 23822 1V 1M5s 24 a2
31 |E wofATCC 23822 1812014 1 1
4 |E coffATCC 23022 2477114 1 M
5 |E o ATCC 23822 411115 17 a5
6 |E coffATCC 23022 1672016 2 36
T |EDL-EHEC- 933 19517 1 kT
g 38
8 3
10 40
h #1
12 42
13 43
14 A4
15 45
16 46
17 47
18 48
19 49
20 50
# 51
n 52
3 53
4 54
25 55
26 56
n &7
28 58
Fa 59
30 Gl
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Realizado por: Dra. Jeniffer Fiallos

Responsable de registro:

Identificacion de caja: CGEC-IL-03-22

Version 0 Replicas de cepas de queso/lL BDMT]
Analista Kellyn Escobar 2016
Ubicacidn en laboratonio:
MN® | Codigode cepa |Fechade Replicas N° |Codigodecepa |Fechade Replicas
presenacion | existentes preservacion | existentes
1 [IL-001-C4015TNHT MOV 2015 1 3 |ILD01 E coli 4216 2
2 [IL001 E coif 4218 2 a2
3 [ILD15h E coli 4218 2 13
4 [IL019 BOMT MOV 2015 1 M
5 |IL0M19 E colf 4216 2 35
6 [IL-01%a E coli 4218 2 36
T |ILM9: E colf 4216 2 a
8 [IL021 BOMT MOV 2015 1 38
9 |IL021 E colf 4216 2 i
10 |IL024 BDMT MOV 2015 1 40
11 |IL024 E coli 4216 2 4
12 |IL029 BDMT MOV 2015 1 42
13 |IL029 E coli 4216 2 &3
14 |IL-030 BDMT MOV 2015 1 44
15 |IL-030 E coli 4216 2 45
16 |IL-032 BOMT MOV 2015 1 46
17T |IL032 E coli 4216 2 4T
18 |IL-036 BOMT MOV 2015 1 48
19 |IL-036 E coli 4216 2 49
20 | IL-MEBDMT MOV 2015 1 0
M |ILME E coll 4216 2 Eq
2 |IL4T BOMT MOV 2015 1 52
23 |47 E colf 4216 2 53
24 |IL48 BOMT MOV 2015 1 54
25 |IL-ME E coli 4216 2 EE
26 |IL053 BOMT MOV 2015 1 56
T |IL053 E coll 4216 2 ET
28 |IL055 BOMTI NOV 2015 1 58 COTSETVa0S eI Mo Cereon— |
corazin
20 |ILO55 E coli 42016 2 5 15 CODIGOS
30 |[ILO5T BOMT MOV 2015 1 &0 4BV|ALES
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Anexo 4. Flujograma de trabajo

Cepas de distintas fuentes conservadas en Dorset
Y
Verificacion de viabilidad y pureza en agar MacConkey

Y
| Confirmacion bioquimica de Escherichia coli |

Y
| dentificacion serologica de antigenos somaticos (0) y flagelares (H) |

Y

Extraccion de ADN por el método de ebullicion

Y

Clasificacion de serogrupos en distintos patotipos de acuerdo a literatura

Y

Reaccion en cadena de la polimerasa

v Y

Patofipos Grupos flogeneticos
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gensb2 STEC
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Anexo 5. Codigos de cepas enviadas a UNAM

Universidad Macional Autonoma de Honduras
Facultad de Ciencias
Escuela de Microbiologia
Maestria en Enfermedades Infecciosas y Zoonoticas Il Promacién
e NEQISTT0 & 0Epario Escherichia col
i Codigos enviados a UNAM

- Mx14°C  49- LA9A3PC
9. 1L 145 DADZ5 . DA-
N T b Dwrme %M MDA e oaoe
1. CoaMxs 52 Cuootaee B 1083 M7 DA 195.- DA-092
G Eois s Cwaoaec [0 L0 M0- DADXD  fg7. D34
7. Ecifs 5. CMoMamse 02 1L 150 DAQ31 198.- DA-098
oo g 2V 103 1LO17 151~ DAD33 199 DA129
8- CepaS9A  56- CMOOSIT'C 40a” Lote o DA - DA-
9- Cepab2A  57. CMOOSMSCT joc | a4 53~ DAD3 200, e
10- CepabdA 58~ CMOBUSC 100 | oop o Do
- QM-001 59 CMHOOSM5C 107 | o1 e Do
12- gm-mz 60- gmz 108 IL023 186~ DAD41
13- Om-ms B1- Cms 109, ILOM o Dhods
14.- Om-m.q 62- CA-{M 0. Lo o Dhods
7. OMO07  BS. CA2 112~ 1L-023 160.- DAQ45 CODIGOS DE 110: ORIGEN DE AGUA
8- OM008  B6- CA13 113 IL0O30 161.- DAL46 CODIGOS QM #11-34: ORIGEN DE QUESOS
0. QM09  B7- CAG 114~ L3 162.- DAD4T CODIGOS L #35-50: ORIGEN LECHUGAS
0. OMOI0 BR- CAAT 115 IL03% 163~ DA048 CODIGOS CM #51-59-ORIGEN CARNE MOLIDA
21 OM-011 FO- CA18 116.- IL039 164.- DADS51 CODIGOS CA #60-76- CEPAS AMBIENTALES
29. OM-012 70- CA19 117.- 1043 165.- DADS3 CODIGOS Ct # 77-90- CONTROLES DA
23- QMO13 71 CA22 - L% 166- DAOS4  CODIGOS IL #91-131- ORIGEN DE QUESOS
24- QMO14  72- CAZ3 gl 167- DA0S5  CODIGOS DA#132-199-ORIGEN DIARREAS
' ' 120.- 1L-047 168.- DA-056 (menores de 3 afios)
25- QM015  73- CA24 1. L0468 o DA
2%- QMO16  74- CA25 95 IL049 o DAt
27- QMO18  75- CA26 1. IL0%) e
o e I 124.- 1LO51 {72.- DA-061 Elaboracién de registro 5 de Abril 2016
20- QM020  77- CHOI3) 195 1083 et
30.- QM-021 78- CHO1{4) 198 ILOSA oy
M- QM2 79- CHO1(S) 197 L0 e
32- QM023  80- CHe2(1) 8. L0 e
33- QM026 1. Ct02i4) 9. ILOST T DAk
W OM027 82 gt-{JE[S} 0. IL0% o Ao
39~ L2 83- Cr03i2) 131.- IL059 179.- DAO72
3. L-03 84- CHO3(3) 15 DAMOT o Dhors
37- L4 85- Ct03i) 11. DAD2 ol
38- LOSASTC 86~ CHO4(1) 124 DAD03 o oron
39- L05B445C 87- CHMQ) 35 - DAD0 o onon
40- LOTAIC 88~ Cto43) 128 DADOS o Do
41- LOTBMSC 89- CtO4{4) 127 DADOE o DA
42- L13AJC 90 CtO4f5) 38 DADOT o DA
43- L13BMSC 91- IL-001 26, DAY = O
- DA- 187.- DA-0B4
4. LASAFC  92- IL-003 0. DAD1D
- DA- 188.- DA-085
45- L-15BM4SC 93- IL-005 1. DADMS
- DA- 189.- DA-086
46- L-16AIC  94- IL-006
142.- DA-019 190 DA-087
47- L-16BMSC 95- IL-007
o0 143.- DA-021 191- DA-088
48- L7AYC  96- IL-009 141 DALDD bl
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Anexo 6. Procedimiento Serologia

Antigeno somatico (O)

Se obtuvo el antigeno somatico inoculando por estria cerrada las cepas en agar soya
tripticasa (TSA) en tubo con pico de flauta, se incubo a 37 C durante 18-24 horas. Al
crecimiento bacteriano se agregd 10 ml de solucidn salina al 0.9%. La suspension
bacteriana se colocd a vapor fluyente (100 °C) durante una hora. Después de la
ebulliciéon, se agregaron 10 mL de formalina al 0.6%.

En tres placas de 96 pozos en fondo en U se distribuyeron 50 pL de cada uno de los 187
antisueros diluidos 1:100 utilizando un dispensador automatico (Dynatech
Laboratories, Quick Spense Controller). Posteriormente se agregaron 50 uL del antigeno
somatico preparado y las placas se incubaron a 50 °C durante 18-24 h.

Se procedié a la lectura y registro de aglutinacion cualitativa de cada una de las tres
placas por cepa. Una vez registradas las aglutinaciones se procedid a realizar diluciones
seriada al doble iniciando con una dilucién de 1:100 y finaliza en 1:2800. Al agregar el
antigeno se incubaron de nuevo a 50 °C durante 18-24 h. Posterior a la incubacion se
registran y se determinaron los titulos, que se consideré como la ultima dilucién del
suero a la cual se registré una reaccidon de aglutinaciéon. Finalmente se establecio el
serogrupo comparando el titulo del suero determinado con el antigeno O del cultivo
con el titulo contra el suero con su antigeno homologo. En el caso que se presente dos
titulos similares se realizo el ensayo descrito anteriormente donde se emplean anti-
sueros especificos iniciando con una dilucién de 1:50 hasta 1:6400.

Antigeno flagelar (H)

El antigeno flagelar se obtuvo al inocular el cultivo por picadura en agar semisélido en
tubos de Craigies, estos se incubaron a 30C durante un maximo de tres semanas y se
revisan cada tres dias, hasta observar el crecimiento bacteriano en la superficie del agar-
Cabe sefalar que, si las cepas no presentaron movilidad en el agar semisdlido, se
registraron como no maviles (H-).

Una vez desarrollado el flagelo del cultivo se tomd un inoculo del agar semisdlido y se
sembrdé en caldo biotriptasa al 2.0% para después incubarlos a 30 °C durante 18-24 h.
Al final de la incubacién se le agregaron al tubo con biotriptasa aproximadamente 10
mL de formalina al 0.6%. Al igual que en los antigenos somaticos se distribuyen en
microplacas serolégicas con fondo en U 50 pL de cada uno de los 53 sueros (1:100)
contra antigenos Hy se agregaron 50 pL de antigeno flagelar de cada cepa para después
incubar a 50 °C por 2 horas.

Al terminar la incubacion, se registraron los titulos hasta los cuales hubo reaccién
positiva con el antigeno flagelar de las cepas, para establecer el serotipo el titulo de los
sueros anti H con su antigeno homologo se comparé con el titulo del suero determinado
con el antigeno H de las cepas. Cuando los anti-sueros mostraron titulos semejantes, se
realizé el mismo procedimiento de diluciones seriadas al doble previamente descritos
con diluciones desde 1:50 hasta 1:6400, si el anti-suero presento un titulo similar al
titulo homologo fue el que se considerd para determinar el antigeno H de la cepa.
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Anexo 7. Protocolo de extraccion de ADN/Método de ebullicién

e Técnica Extraccion de ADN (Hervido)-29 JULIO 2010. UNAM
l. Crecer el cultivo en caldo LB (2 mL) aunque con 1 mL es suficiente.
1l Pasar 1 mL de caldo a un tubo eppendorf (1.5 mL)
il. Centrifugar a 13rpm /5 min
Iv. Decantar el sobrenadante y escurrir bien sobre un papel secante o retirar con
micro pipeta.
V.  Adicionar 200 uL de agua ultra pura.
VI. Remover y re suspender muy bien el pellet con un rascado sobre micro placay
después en vértex. Tapar bien los tubos.
VII. Hervir durante 10 minutos.
VIII. Pasar rapidamente a hielo por unos 5 minutos.
IX.  Volver arascar sobre la micro placa y vértex, poner en hielo y centrifugar a
13rpm/10 minutos.
X. Pasar 100 ul del sobrenadante con cuidado a otro tubo nuevo, refrigerar para
un uso inmediato o congelar para uso futuro.
Xl. Rotular con ADN, CODIGO y fecha de extraccién.

Anexo 8. Flujograma de decisiéon dicotomica Olivier Clermont
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U= se refiere a grupo desconocido, no se puede diferenciar mediante la técnica cuddruplex.
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Anexo 9. Protocolos PCR UNAM

Universidad Nacional Autébnoma de México
Facultad de ciencias Medicas
Departamento de Salud Publica
Laboratorio de Referencia de Serologia

PROCEDIMIENTO OPERATIVO ESTANDAR Pagina
PARA PCR STEC (stx1, vtx1) 1/1
Elaborado por: Biol. Delia Licona Aprobado por: PhD. Armando Navarro
Supervisado por: Fecha: __/_/__ Firma

Fecha: _/ /  Firma

Objetivo

Estandarizar técnica multiplex para categorizar cepas de E. coli en patotipo diarreogénico y determinar su
frecuencia.

Alcance

Esta técnica sera de ayuda para el mejor entendimiento de los patotipos y su distribucién en el ambiente de
patotipos de E. coli.

Primers
Los marcadores de virulencia a utilizar son
Gen Secuencia5a 3’ Peso molecular Cepa de referencia
(pb)
Vix-det-F1 GTACGGGGATGCAGATAAATCGC 209 87657
Vix1l-det-R1 AGCAGTCATTACATAAGAACGYCCACT 108287
Contenido de reaccién
Elemento Descripcion Ofinal pl/tubo # tubos ul total
Buffer 10X 1X 1.5uL
Dntp’s 2.5mM 0.2mM 0.6puL
Primer 1 Vix1 frw 100puM 1.2uM 0.6l
Primer 2 Vix 2 100p M 1.2uM 0.6l
Primer 3
Primer 4
MgCl, 25mM 1.8puM 0.45uL
H.0O --- --- 10.47pL
Otro
Otro
Tag Polimerasa Su/pl 0.18pL
Vol. Mezcla
Vol. Muestra 0.6uL
Vol. Total 15uL
Programa de Termociclaje
Etapa Temperatura(*C) Tiempo Ciclos Programa
Desnaturalizacién inicial 95°C 5 minutos 35 ciclos
Desnaturalizacion /extension 94°C 50 segundos
Hibridacion 56°C 40segundos
Elongacion 72°C 60 segundos
Extension final 72°C 5 minutos
Temperatura final 4°C ce

Electroforesis
Los productos de PCR se visualizaran en geles de agarosa al 1.5% en buffer y tincion con red gel y se
identificaran los amplicones basado peso en pb del producto amplificado. Se utiliza un marcador de PM de 100
pb.
Referencia Bibliogrdfica

° [Scheutz, 2012]
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Universidad Nacional Autébnoma de México
Facultad de ciencias Medicas
Departamento de Salud Publica
Laboratorio de Referencia de Serologia

PROCEDIMIENTO OPERATIVO ESTANDAR
PARA PCR STEC (stx2, vtx2)

Elaborado por: Aprobado por:
Supervisado por: Fecha: _/_/__ Firma
Fecha: _/ /|  Firma

Objetivo

Estandarizar técnica multiplex para categorizar cepas de E. coli en patotipo diarreogénico y determinar su
frecuencia.

Alcance

Esta técnica sera de ayuda para el mejor entendimiento de los patotipos y su distribucion en el ambiente de
patotipos de E. coli.

Primers
Los marcadores de virulencia a utilizar son
Gen Secuencia5a 3’ Peso molecular (pb) Cepa de referencia
F4 GGCACTGTCTGAAACTGCTCCTGT 625-627 E32511
R1 ATTAAACTGCCACTTCAGCAAATCC
F4.f CGCTGTCTGAGGCATCTCCGCT
R1-e/f TAAACTTCACCTGGGAAAGCC
Contenido de reaccidn
Elemento Descripcion ()final ultubo # tubos ul total
Buffer 10X 1X 1.5uL
Dntp’s 2.5mM 0.2mM 1.5pL
Primer 1 F4 100uM 12uM 0.6uL
Primer 2 R1100u M 1.2uM 0.6ulL
Primer 3 F4.F 100 p M 04uM 0.6ulL
Primer 4 R1-e/f 100 u M 0.4puM 0.6uL
MgCl, 25mM 1.8uM 0.9uL
H.0 7.92uL
Otro
Otro
Taq Polimerasa 5u/pl 0.18ulL
Vol. Mezcla
Vol. Muestra 0.6ulL
Vol. Total 15uL
Programa de Termociclaje
Etapa Temperatura(*C) Tiempo Ciclos Programa
Desnaturalizacion inicial 95°C 5 minutos 35 ciclos
Desnaturalizacién /extension 94°C 50 segundos
Hibridacién 56°C 40 segundos
Elongacion 72°C 60 segundos
Extension final 72°C 5 minutos
Temperatura final 4°C o2

Electroforesis
Los productos de PCR se visualizaran en geles de agarosa al 1% en buffer y tincién con red gel y se identificaran
los amplicones basado peso en pb del producto amplificado. Se utiliza un marcador de PM de 100 pb.
Referencia Bibliogrdfica

o [Scheutz, 2012]0
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Universidad Nacional Autbnoma de México
Facultad de ciencias Medicas
Departamento de Salud Publica
Laboratorio de Referencia de Serologia

PROCEDIMIENTO OPERATIVO ESTANDAR
PARA PCR EPEC (bfp)

Elaborado por: Aprobado por:
Supervisado por: Fecha: _/ | _ Firma
Fecha: _/ |  Firma

Objetivo

Estandarizar técnica mdltiplex para categorizar cepas de E. coli en patotipo diarreogénico y determinar su
frecuencia.

Alcance

Esta técnica sera de ayuda para el mejor entendimiento de los patotipos y su distribucion en el ambiente de
patotipos de E. coli.

Primers
Los marcadores de virulencia a utilizar son
Gen Secuenciaba 3’ Peso molecular (pb) Cepa de referencia
bfp-F AATGGTGCTTGCGCTTGCTGC 326 87237
bfp-R GCCGCTTTATCCAACCTGGTA E2348
Contenido de reaccion
Elemento Descripcion (final pl/tubo #tubos ul total
Buffer 10X 1X 1.5uL
Dntp’s 2.5mM 0.2mM 0.3ulL
Primer 1 bfp frw 100uM 1.2uM 0.6ulL
Primer 2 bfp rev 100u M 12uM 0.6l
Primer 3 0.4pM
Primer 4 04pM
MgCl, 25mM 18uM 0.9uL
H.0 10.41pL
Otro
Otro
Taq Polimerasa 5ufpl 0.09uL
Vol. Mezcla
Vol. Muestra 0.6ulL
Vol. Total 15uL
Programa de Termociclaje
Etapa Temperatura(*C) Tiempo Ciclos Programa
Desnaturalizacion inicial 95°C 5 minutos 30
Desnaturalizacién /extensién 72°C 2 minutos
Hibridacién 96°C 30 segundos
Elongacion 56°C 60 segundos
Extension final 72°C 8 minutos
Temperatura final 4°C G

Electroforesis
Los productos de PCR se visualizaran en geles de agarosa al 1.5% en buffer y tincion con red gel y se
identificaran los amplicones basado peso en pb del producto amplificado. Se utiliza un marcador de PM de 100
pb.
Referencia Bibliogrdfica

o [Gunzburg, 1995]
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Universidad Nacional Auténoma de México
Facultad de ciencias Medicas
Departamento de Salud Publica
Laboratorio de Referencia de Serologia

PROCEDIMIENTO OPERATIVO ESTANDAR Pagina
PARA PCR EPEC (eae) 1/1
Elaborado por: Aprobado por:
Supervisado por: Fecha: _/ [ Firma

Fecha: _/ [/  Firma

Objetivo

Estandarizar técnica multiplex para categorizar cepas de E. coli en patotipo diarreogénico y determinar su
frecuencia.

Alcance

Esta técnica sera de ayuda para el mejor entendimiento de los patotipos y su distribucién en el ambiente de
patotipos de E. coli.

Primers
Los marcadores de virulencia a utilizar son
Gen Secuencia5a 3’ Peso molecular (pb) Cepa de referencia
SK1-F CCCGAATTCGGCACSAGCATAAGC 864 87237
SK2-R CCCGGATCCGTCTGCCCAGTATTC 108287
Contenido de reaccion
Elemento Descripcién (final ul/tubo #tubos ul total
Buffer 10X 1X 1.5uL
Dntp’s 2.5mM 0.2mM 1.5uL
Primer 1 SK1 frw 100uM 12uM 0.6uL
Primer 2 SK 2rev 100p 12uM 0.6pL
M
Primer 3 04puM
Primer 4 04puM
MgCl, 25mM 18uM 0.9uL
H.O 9.21puL
Otro
Otro
Taq Polimerasa 5u/pl 0.09uL
Vol. Mezcla 0.6uL
Vol. Muestra
Vol. Total 15uL
Programa de Termociclaje
Etapa Temperatura(*C) Tiempo Ciclos Programa
Desnaturalizacién inicial 94°C 5 minutos 30
Desnaturalizacién /extension 94°C 30 segundos
Hibridacion 55°C 60 segundos
Elongacién 72°C 2 minutos
Extension final 72°C 5 minutos
Temperatura final 4°C foc)

Electroforesis
Los productos de PCR se visualizaran en geles de agarosa al 1.2% en buffer y tincién con red gel y se identificaran
los amplicones basado peso en pb del producto amplificado. Se utiliza un marcador de PM de 100 pb.
Referencia Bibliogrdfica

. [Schmidt, 1994)
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Universidad Nacional Auténoma de México
Facultad de ciencias Medicas
Departamento de Salud Publica
Laboratorio de Referencia de Serologia

PROCEDIMIENTO OPERATIVO ESTANDAR Pagina
PARA PCR EPEC (eaf) /1
Elaborado por: Aprobado por:
Supervisado por: Fecha: _/ |/ Firma

Fecha: _/ [/ Firma

Objetivo

Estandarizar técnica multiplex para categorizar cepas de E. coli en patotipo diarreogénico y determinar su
frecuencia.

Alcance

Esta técnica sera de ayuda para el mejor entendimiento de los patotipos y su distribucién en el ambiente de
patotipos de E. coli.

Primers
Los marcadores de virulencia a utilizar son
Gen Secuencia5a 3’ Peso molecular (pb) Cepa de referencia
EAF-F CAGGGTAAAAGAAAGATGATAA 397 87237
EAF-R TATGGGGACCATGTATTATCA E2348
Contenido de reaccion
Elemento Descripcion (final pl/tubo #tubos ul total
Buffer 10X 1X 1.5ul
Dntp’s 2.5mM 0.2mM 0.6uL
Primer 1 eaf frw 100uM 1.2uM 0.3ulL
Primer 2 eaf rev 100u M 1.2uM 0.3uL
Primer 3
Primer 4
MgCl, 25mM 1.8uM 0.9uL
H.O 10.71pL
Otro
Otro
Taqg Polimerasa 5u/pl 0.09uL
Vol. Mezcla
Vol. Muestra 0.6ulL
Vol. Total 15uL
Programa de Termociclaje
Etapa Temperatura(*C) Tiempo Ciclos Programa
Desnaturalizacion inicial 95°C 5 minutos 30
Desnaturalizacion /extension 94°C 40 segundos
Hibridacion 57°C 60 segundos
Elongacion 72°C 45 segundos
Extension final 72°C 10 minutos
Temperatura final 4°C e

Electroforesis
Los productos de PCR se visualizaran en geles de agarosa al 1.2% en buffer y tincion con red gel y se identificaran
los amplicones basado peso en pb del producto amplificado. Se utiliza un marcador de PM de 100 pb.
Referencia Bibliogrdfica

o [Franke, 1994)
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Universidad Nacional Auténoma de México
Facultad de ciencias Medicas
Departamento de Salud Publica
Laboratorio de Referencia de Serologia

PROCEDIMIENTO OPERATIVO ESTANDAR
PARA PCR ETEC (Lt/stp)

Elaborado por: Aprobado por:
Supervisado por: Fecha: _/ [/ Firma
Fecha: _/ [/ Firma

Objetivo

Estandarizar técnica mltiplex para categorizar cepas de E. coli en patotipo diarreogénico y determinar su
frecuencia.

Alcance

Esta técnica sera de ayuda para el mejor entendimiento de los patotipos y su distribucion en el ambiente de
patotipos de E. coli.

Primers
Los marcadores de virulencia a utilizar son
Gen Secuenciaba 3’ Peso molecular (pb) Cepa de referencia
LtA-F ACGGCGTTACTATCCTCTC 273 H-10407
LtA-R TGGTCTCGGTCAGATATGTG
Stp-F TCTTTCCCCTCTTTTAGTCAG 166
Stp-R ACAGGCAGGATTACAACAAAG
Contenido de reaccion
Elemento Descripcion (final pl/tubo #tubos ul total
Buffer 10X 1X 1.5uL
Dntp’s 2.5mM 0.2mM 0.3uL
Primer 1 LT frw 100uM 1.2uM 0.6ulL
Primer 2 LT rev 100p M 1.2uM 0.6uL
Primer 3 Stp F100 p M 0.4uM 0.6uL
Primer 4 StpR100 u M 0.4uM 0.6ulL
MgCl, 25mM 18uM 0.45ulL
H,O 9.6 UL
Otro
Otro
Taq Polimerasa 5u/ul 0.15ulL
Vol. Mezcla
Vol. Muestra 0.6uL
Vol. Total 15uL
Programa de Termociclaje
Etapa Temperatura(*C) Tiempo Ciclos Programa
Desnaturalizacion inicial 94°C 5 minutos 40
Desnaturalizacion /extension 94°C 30 segundos
Hibridacion 54°C 30 minutos
Elongacién 72°C 30 segundos
Extension final 72°C 5 minutos
Temperatura final 4°C o

Electroforesis
Los productos de PCR se visualizaran en geles de agarosa al 1.8% en buffer y tincion con red gel y se identificaran
los amplicones basado peso en pb del producto amplificado. Se utiliza un marcador de PM de 100 pb.
Referencia Bibliogrdfica

e [Rodas, 2009)
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Universidad Nacional Autbnoma de México
Facultad de ciencias Medicas
Departamento de Salud Publica
Laboratorio de Referencia de Serologia

PROCEDIMIENTO OPERATIVO ESTANDAR
PARA PCR ETEC (sth)

Elaborado por: Aprobado por:
Supervisado por: Fecha: _/ |/ Firma
Fecha: _/ |/ Firma

Objetivo

Estandarizar técnica multiplex para categorizar cepas de E. coli en patotipo diarreogénico y determinar su
frecuencia.

Alcance

Esta técnica sera de ayuda para el mejor entendimiento de los patotipos y su distribucion en el ambiente de
patotipos de E. coli.

Primers
Los marcadores de virulencia a utilizar son
Gen Secuencia5a 3’ Peso molecular (pb) Cepa de referencia
Sth-F CTTTCTGTATTATCTTTTTCACCTTT 185 H-10407
Sth-R CACCCGGTACAAGCAGGATTAC
Contenido de reaccion
Elemento Descripcién (final ul/tubo #tubos ul total
Buffer 10X 1X 1.5uL
Dntp’s 2.5mM 0.2mM 0.6pL
Primer 1 Sth frw 100uM 1.2uM 0.6puL
Primer 2 Sth rev 100u M 1.2uM 0.6puL
Primer 3
Primer 4
MgCl, 25mM 1.8uM 0.9uL
H.0 10.08 pL
Otro
Otro
Taq Polimerasa Sufpl 0.12uL
Vol. Mezcla
Vol. Muestra 0.6ulL
Vol. Total 15pL
Programa de Termociclaje
Etapa Temperatura(*C) Tiempo Ciclos Programa
Desnaturalizacion inicial 94°C 5 minutos 35
Desnaturalizacion /extension 94°C 60 segundos
Hibridacion 49°C 60 segundos
Elongacion 72°C 60 segundos
Extension final 72°C 7 minutos
Temperatura final 4°C e

Electroforesis
Los productos de PCR se visualizaran en geles de agarosa al 1.5% en buffer y tincién con red gel y se
identificaran los amplicones basado peso en pb del producto amplificado. Se utiliza un marcador de PM de 100
pb.
Referencia Bibliogrdfica

e  Chattopadhyay, 2012]
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Universidad Nacional Auténoma de México
Facultad de ciencias Medicas
Departamento de Salud Publica
Laboratorio de Referencia de Serologia

PROCEDIMIENTO OPERATIVO ESTANDAR
PARA PCR FACTORES DE COLONIZACION ETEC (Cfa)

Pagina
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Elaborado por:
Supervisado por:
Fecha: _/ [

Aprobado por:
Fecha: [/ [

Firma

Firma

Objetivo

Estandarizar técnica mudltiplex para categorizar cepas de E. coli en patotipo diarreogénico y determinar su
frecuencia.

Alcance

Esta técnica sera de ayuda para el mejor entendimiento de los patotipos y su distribucion en el ambiente de
patotipos de E. coli.

Primers

Los marcadores de virulencia a utilizar son

Gen Secuencia5a 3’ Peso molecular (pb) Cepa de referencia
CFAI-F GGTGCAATGGCTCTGACCACA 479 H-10407
CFAI-R GTCATTACAAGAGATACTACT 115365

Contenido de reaccion
Elemento Descripcion (final pl/tubo # tubos pl total
Buffer 10X 1X 2.5uL
Dntp’s 2.5mM 0.2mM 1L
Primer 1 CFAI-F frw 100uM 1.2pM 1pL
Primer 2 CFAI-R rev 100y M 12uM 1uL
Primer 3
Primer 4
MgCl, 25mM 1.8uM 1.5pL
H.0 16.75 pL
Otro
Otro
Taq Polimerasa 5u/pl 0.25uL
Vol. Mezcla
Vol. Muestra 1pL
Vol. Total 25ul
Programa de Termociclaje
Etapa Temperatura(*C) Tiempo Ciclos Programa

Desnaturalizacion inicial 94°C 5 minutos 30

Desnaturalizacién /extension 94°C 60 segundos
Hibridacion 51°C 60 segundos
Elongacién 72°C 60 segundos

Extension final 72°C 1 minutos
Temperatura final 4°C e

Electroforesis
Los productos de PCR se visualizaran en geles de agarosa al 1.5% en buffer y tincién con red gel y se
identificaran los amplicones basado peso en pb del producto amplificado. Se utiliza un marcador de PM de 100
pb.
Referencia Bibliogrdfica

e [Bekal 2003]R
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PROCEDIMIENTO OPERATIVO ESTANDAR
PARA PCR FACTORES DE COLONIZACION ETEC (CS1)

Elaborado por: Aprobado por:
Supervisado por: Fecha: _/ /  Firma
Fecha: _/ /| Firma

Objetivo

Estandarizar técnica miltiplex para categorizar cepas de E. coli en patotipo diarreogénico y determinar su
frecuencia.

Alcance

Esta técnica sera de ayuda para el mejor entendimiento de los patotipos y su distribucion en el ambiente de
patotipos de E. coli.

Primers
Los marcadores de virulencia a utilizar son
Gen Secuenciaba 3’ Peso molecular (pb) Cepa de referencia
Csl-F GCTCACACCATCAACACCGTT 321 112114
Csl-R CGTTGACTTAGTCAGGATAAT
Contenido de reaccion
Elemento Descripcién (final pl/tubo # tubos ul total
Buffer 10X 1X 1.5uL
Dntp’s 2.5mM 0.2mM 0.6uL
Primer 1 AGGR frw 100uM 1.2uM 0.6pL
Primer 2 AGGR rev 100y M 1.2uM 0.6uL
Primer 3
Primer 4
MgCl, 25mM 1.8uM 0.9uL
H.0 10.02 pL
Otro
Otro
Taq Polimerasa 5u/pl 0.18uL
Vol. Mezcla
Vol. Muestra 0.6pL
Vol. Total 15uL
Programa de Termociclaje
Etapa Temperatura(*C) Tiempo Ciclos Programa
Desnaturalizacion inicial 94°C 5 minutos 40
Desnaturalizacion /extension 94°C 30 segundos
Hibridacién 52°C 30 segundos
Elongacion 72°C 30 segundos
Extension final 72°C 5 minutos
Temperatura final 4°C e

Electroforesis
Los productos de PCR se visualizaran en geles de agarosa al 1% en buffer y tincién con red gel y se identificaran
los amplicones basado peso en pb del producto amplificado. Se utiliza un marcador de PM de 100 pb.
Referencia Bibliogrdfica

e [Bekal, 2003]
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PARA PCR FACTORES DE COLONIZACION ETEC (CS3) 11
Elaborado por: Aprobado por:
Supervisado por: Fecha: _/ /| Firma

Fecha: _/ /| Firma

Objetivo

Estandarizar técnica mdltiplex para categorizar cepas de E. coli en patotipo diarreogénico y determinar su
frecuencia.

Alcance

Esta técnica sera de ayuda para el mejor entendimiento de los patotipos y su distribucion en el ambiente de
patotipos de E. coli.

Primers
Los marcadores de virulencia a utilizar son
Gen Secuencia5a 3’ Peso molecular (pb) Cepa de referencia
CS3-F GGGCCCACTCTAACCAAAGAA 401 112114
CS3-R CGGTAATTACCTGAAACTAAA
Contenido de reaccion
Elemento Descripcion (final pl/tubo #tubos ul total
Buffer 10X 1X 1.5uL
Dntp’s 2.5mM 0.2mM 0.3ulL
Primer 1 AGGR frw 100uM 1.2uM 0.6pL
Primer 2 AGGR rev 100u M 12puM 0.6uL
Primer 3
Primer 4
MgCl, 25mM 1.8uM 0.9uL
H0 10.32 L
Otro
Otro
Taq Polimerasa 5u/ul 0.18uL
Vol. Mezcla
Vol. Muestra 0.6pL
Vol. Total 15pL
Programa de Termociclaje
Etapa Temperatura(*C) Tiempo Ciclos Programa
Desnaturalizacion inicial 94°C 5 minutos 40
Desnaturalizacion /extensién 94°C 30 segundos
Hibridacion 50°C 30 segundos
Elongacion 72°C 30 segundos
Extension final 72°C 5 minutos
Temperatura final 4°C fos)

Electroforesis
Los productos de PCR se visualizaran en geles de agarosa al 1% en buffer y tincién con red gel y se identificaran
los amplicones basado peso en pb del producto amplificado. Se utiliza un marcador de PM de 100 pb.
Referencia Bibliogrdfica

o [Bekal, 2003]
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PROCEDIMIENTO OPERATIVO ESTANDAR
PARA PCR FACTORES DE COLONIZACION ETEC (CS21)
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Elaborado por:
Supervisado por:
Fecha: _/ [

Aprobado por:
Fecha: /| |

Firma

Firma

Objetivo

Estandarizar técnica multiplex para categorizar cepas de E. coli en patotipo diarreogénico y determinar su
frecuencia.

Alcance

Esta técnica serd de ayuda para el mejor entendimiento de los patotipos y su distribucion en el ambiente de
patotipos de E. coli.

Primers

Los marcadores de virulencia a utilizar son

Gen Secuenciab5a 3’ Peso molecular (pb) Cepa de referencia
CS21-F | ATGAGCCTGCTGGAAGTTATCATTG 608 9034A
CS21-R TTAACGGCTACCTAAAGTAATTGAGTT 115362

Contenido de reaccion
Elemento Descripcion (final pl/tubo #tubos pl total
Buffer 10X 1X 1.5uL
Dntp’s 2.5mM 0.2mM 0.6pL
Primer 1 AGGR frw 100uM 12uM 0.6pL
Primer 2 AGGR rev 100u M 12uM 0.6pL
Primer 3
Primer 4
MgCl, 25mM 1.8uM 0.9uL
H.0 10.05 L
Otro
Otro
Taq Polimerasa 5u/pl 0.15uL
Vol. Mezcla
Vol. Muestra 0.6uL
Vol. Total 15puL
Programa de Termociclaje
Etapa Temperatura(*C) Tiempo Ciclos Programa

Desnaturalizacién inicial 94°C 2 minutos 35

Desnaturalizacion /extension 95°C 60 segundos
Hibridacion 62°C 60 segundos
Elongacion 72°C 60 segundos

Extension final 72°C 7 minutos
Temperatura final 4°C e

Electroforesis

Los productos de PCR se visualizaran en geles de agarosa al 1% en buffer y tincion con red gel y se identificaran
los amplicones basado peso en pb del producto amplificado. Se utiliza un marcador de PM de 100 pb.

Referencia Bibliogrdfica
o [Mazariego-Espinosa, 2010]
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Elaborado por:
Supervisado por:
Fecha: _ /[ [

Aprobado por:
Fecha: _ /| [

Firma

Firma

Objetivo

Estandarizar técnica multiplex para categorizar cepas de E. coli en patotipo diarreogénico y determinar su
frecuencia.

Alcance

Esta técnica sera de ayuda para el mejor entendimiento de los patotipos y su distribucién en el ambiente de
patotipos de E. coli.

Primers

Los marcadores de virulencia a utilizar son

Gen Secuencia5a 3’ Peso molecular (pb) Cepa de referencia
aggR-F CTAATTGTACAATCGATGTA 308 49766
AggR-R ATGAAGTAATTCTTGAAT

Contenido de reaccion
Elemento Descripcion (final ul/tubo #tubos ul total
Buffer 10X 1X 1.5uL
Dntp’s 2.5mM 0.2mM 0.6pL
Primer 1 AGGR frw 100puM 12uM 0.6pL
Primer 2 AGGR rev 100u M 1.2uM 0.6pL
Primer 3
Primer 4
MgCl, 25mM 18uM 0.45uL
H.0 10.53 pL
Otro
Otro
Tag Polimerasa 5u/pl 0.12ulL
Vol. Mezcla
Vol. Muestra 0.6uL
Vol. Total 15uL
Programa de Termociclaje
Etapa Temperatura(*C) Tiempo Ciclos Programa

Desnaturalizacion inicial 94°C 5 minutos 30

Desnaturalizacion /extension 94°C 60 segundos
Hibridacion 42°C 60 segundos
Elongacion 72°C 60 segundos

Extension final 72°C 7 minutos
Temperatura final 4°C fo s

Electroforesis

Los productos de PCR se visualizaran en geles de agarosa al 1.2% en buffer y tincion con red gel y se
identificaran los amplicones basado peso en pb del producto amplificado. Se utiliza un marcador de PM de 100

pb.
Referencia Bibliogrdfica
. Czeczulin, 1999
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PARA PCR EIEC (lpaH/ LacY) 11
Elaborado por: Aprobado por:
Supervisado por: Fecha: _/ / _ Firma

Fecha: _/ /| Firma

Objetivo

Estandarizar técnica mdltiplex para categorizar cepas de E. coli en patotipo diarreogénico y determinar su
frecuencia.

Alcance

Esta técnica seré de ayuda para el mejor entendimiento de los patotipos y su distribucion en el ambiente de
patotipos de E. coli.

Primers
Los marcadores de virulencia a utilizar son
Gen Secuencia5’a 3’ Peso molecular (pb) Cepa de referencia
EM_Sh ATCTAATAACTTTGGATGTGTCCGA 187 DYS3
ipaH_F 87780 (042)
EM_Sh_ipaH | TTAAGATTAGAAGGCAGAGATGGAA
R
EM LacY_F CAATAATCAGTTCGTTTTCTGGC 241
EM LacY_R AGCAAACTGTTGGTCAAAAACAT

Contenido de reaccidn

Elemento Descripciéon ()final ul/tubo # tubos ul total
Buffer 10X 1X 1.5uL
Dntp’s 2.5mM 0.2mM 0.4uL
Primer 1 IEMLACY frw 100puM 1.2uM 0.6uL
Primer 2 IEMLACYrev 100p M 1.2uM 0.6uL
Primer 3 SEMSH F 100 p M 0.4puM 0.6uL
Primer 4 SEMSH R 100 u M 0.4uM 0.6puL
MgCl, 25mM 18uM 0.45puL
H.0 9.53ul
Otro
Otro
Taq Polimerasa 5u/pl 0.12uL
Vol. Mezcla
Vol. Muestra 0.6pL
Vol. Total 15uL
Programa de Termociclaje
Etapa Temperatura(*C) Tiempo Ciclos Programa
Desnaturalizacion inicial 94°C 90 segundos 35
Desnaturalizacion /extension 94°C 30 segundos
Hibridacion 60°C 25 segundos
Elongacion 72°C 30 segundos
Extensién final 72°C 5 minutos
Temperatura final 4°C e

Electroforesis
Los productos de PCR se visualizaran en geles de agarosa al 1.5% en buffer y tinciéon con red gel y se
identificaran los amplicones basado peso en pb del producto amplificado. Se utiliza un marcador de PM de 100
pb.
Referencia Bibliogrdfica

. [Navarro, 2016]
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PARA PCR Cuéadruplex Filogenia

Pagina
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Elaborado por:
Supervisado por:
Fecha: __ /[

Firma

Aprobado por:
Fecha: _/ |

Firma

Objetivo

Estandarizar técnica multiplex para categorizar cepas de E. coli en grupo filogenético y determinar su frecuencia.

Alcance

Esta técnica sera de ayuda para el mejor entendimiento de los patotipos y su distribucion en el ambiente de
grupos filogenéticos de E. coli.

Primers

Los marcadores de virulencia a utilizar son

Gen Secuencia5a 3’ Peso molecular (pb) Cepa de referencia
chuA-F ATGGTACCGGACGAACCAAC 288 K-12 (ArpA,YjaA)
chuA-R TGCCGCCCAGTACCAAAGACA 116979 (chuA,YjaA, TspE)
yjaA-F CAAACGTGAAGTGTCAGGAG 211 108287 (Grupo E o D)
yjaA-R ATTGCGTTCCTCAACCTGTG ECOR 70 (Grupo A o C)
TspE4-F CACTATTCGTAAGGTCATCC 152
TspE4-R AGTTTATCGCTGCGGGTCGC
arpA-F AACGCTATTCGCCAGCTTGC 400
arpA-R TCTCCCCATACCGTACGCTA
ArpAgpC-F | AGTTTTATGCCCAGTGCGAG 219
ArpAgpC- TCTGCGCCGGTCACGCCC *En PCR grupo E o D,
R arpA=301 pb
TrpBA-F CGGCGATAAAGACATCTTCAC 489 (control interno)

TrpBA-R GCAACGCGGCCTGGCGGAAG
*Corresponde al primer ArpAgpC (Filo grupos A o C)
** Corresponde al primer trpBA usado como control interno.
Contenido de reaccidn
Elemento Descripcion (Ofinal ul/tubo # tubos ul total
Buffer 10X 1X 1.5uL
Dntp’s 2.5mM 0.2mM 1.5uL

Primer 1 ChuA frw 100pM 1.2uM 0.6uL

Primer 2 ChuA rev 100 M 1.2uM 0.6uL

Primer 3 YjaA F 100 p M 0.4puM 0.6uL

Primer 4 YjaA R 100 p M 0.4puM 0.6uL

Primer 5 TspE frw 100pM 0.6uL

Primer 6 TspE rev 100p M 0.6uL

Primer 7 AceK F100 p M 0.6uL

Primer 8 ArpA R 100 p M 0.6uL

MgCl, 25mM 1.8uM 0.45uL
HO --- --- 6L
Otro
Otro
Taq Polimerasa Su/pl 0.15uL
Vol. Mezcla
Vol. Muestra 0.6uL
Vol. Total 15uL
Grupo Ao C
Elemento Descripcién (Ofinal ul/tubo # tubos ul total
Buffer 10X 1X 1.5uL
Dntp’s 2.5mM 0.2mM 1.2uL

Primer 1 ArpA gp C- frw 1.2uM 0.6pL

100uM

Primer 2 ArpA gp C-rev 100u 1.2pM™m 0.6uL

M
Primer 3 trpBA-F 100 u M 0.4uM 0.6uL
Primer 4 trpBA- R 100 p M 0.4pM 0.6pL

133




MgCl; 2omM 18puM 0.45L
H20 — — g.7uL
Otro
Otro
Taq Polimerasa su/pl 0.15uL
Vol Mezcla
Vol. Muestra 0.6uL
Vol Total 150uL
GrupaEoD
Elemento Descripcion (Jfinal pltubo # tubos ul total
Buffer 10X 1X 15uL
Dntp’s 2.5mM 0.2mM 1.2uL
Primer 1 ArpA gp C-F100uM 12pM 0.6uL
Primer 2 AmpAgpCR100pM | 12pM 0.6uL
Primer 3 trpBA-F 100 p M 04pM 06puL
Primer 4 trpBA-R 100 p M 04pM 06puL
MqCl, 25mM 18puM 0.45L
Hz0 — - 8.7uL
Otro
Otro
Taq Polimerasa ou/l 0.15uL
Vol Mezcla
Vol. Muestra 06uL
Vol. Total 15Ul
Programa de Termociclaje
Etapa Temperatura(*C) Tiempo Ciclos Programa
Desnaturalizacion inicial 04°C 4 minutos 30 3 PCR mismo
Desnaturalizacion /extension 04°C 5 segundos programa
Hibndacion 58°C 20 segundos
Elongacion 12°C 40 sequndos
Extension final 12°C 5 minutos
Temperatura final 4°C ®

Electroforesis
Los productos de PCR se visualizaran en geles de agarosa al 1.5% (1.8% cuadruplex) en buffer y tincion con red gely
se identificaran los amplicones basado peso en pb del producto amplificado. Se utiliza un marcador de PM de 100 pb.

Referencia Bil
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Anexo 10. Protocolos PCR UNAH- Laboratorio de Biologia Molecular

Universidad Nacional Autbnoma de Honduras
Facultad de ciencias
Maestria en Enfermedades Infecciosas y Zoonéticas (MEIZ)
Laboratorio de Biologia Molecular

PROCEDIMIENTO OPERATIVO ESTANDAR Péagina
PARA PCR DUPLEX EPEC 1/1

Elaborado por: Aprobado por:
Supervisado por: Fecha: _ /|  Firma
Fecha: _/ /| Firma

Objetivo
Estandarizar técnica multiplex para categorizar cepas de E. coli en cinco patotipos diarreogénicos y determinar su
distribucion.

Alcance

Esta técnica sera de ayuda para el mejor entendimiento de los patotipos y su distribucién en el ambiente de
patotipos de E. coli

Primers
Los marcadores de virulencia a utilizar son: eae (gen estructural para la intimina en EPEC y EHEC), bfpA (en
estructural para BFP de las EPEC tipicas,

Gen Secuencia5a 3 Peso molecular (pb) Cepa de referencia
eae frw CACACGAATAAACTGACTAAAATG. 376 pb EPEC 111
eae rev AAAAACGCTGACCCGACCTAAAAT. EPEC 128
bfp frw TTCTTGGTGCTTGCGTGTCTTTT. 367 pb
bfp rev TTTTGTTTGTTGTATCTTTGTAA

Contenido de reaccién
Elemento Descripcién (final pL/tubo # tubos pL total
Buffer 10X 1X 2.5
Dntp’s 2.5mM 0.2mM 2
Primer 1 Eae frw 100uM 12uM 0.3
Primer 2 Eae rev 100y M 12uM 0.3
Primer 3 Bfp F 100 u M 0.4uM 0.1
Primer 4 Bfp R100 u M 0.4uM 0.1
MgCl, 25mM 18uM 1.8
H.O 14.75 M
Otro
Otro
Taq Polimerasa 5u/uL 0.15

Vol. Mezcla 22
Vol. Muestra 3

Vol. Total 25

Programa de Termociclaje

Etapa Temperatura(*C) Tiempo Ciclos Programa
Desnaturalizacion inicial 94 4 minutos 1 ETEC/EPEC
Desnaturalizacion /extensién 94 20 segundos 35
Hibridacion 55 30 segundos
Elongacién 62 10 segundos
Extension final 72 7 minutos 1
Temperatura final 4 0

Electroforesis
Los productos de PCR se visualizaran en geles de agarosa al 2% en buffer y tincién con bromuro de etidio y se
identificaran los amplicones basado en el producto amplificado. Se utiliza un marcador de PM de 100 pb.
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Facultad de ciencias
Maestria en Enfermedades Infecciosas y Zoonéticas (MEIZ)
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PROCEDIMIENTO OPERATIVO ESTANDAR Péagina
PARA PCR TRIPLE ETEC 1/1
Elaborado por: Aprobado por:
Supervisado por: Fecha: _/_/ _ Firma
Fecha: _/ /| Firma
Objetivo

Estandarizar técnica multiplex para categorizar cepas de E. coli en cinco patotipo diarreogénicos y determinar su
distribucion.

Alcance
Esta técnica sera de ayuda para el mejor entendimiento de los patotipos y su distribucién en el ambiente de
patotipos de E. coli

Primers
Los marcadores de virulencia a utilizar son: Lt (gen estructural para toxina termolabil), St (gen estructural toxina
termoestable porcién humana), Stp (gen estructural toxina termoestable porcién porcina)

Gen Secuencia Peso molecular (pb) Cepa de referencia
Lt frw ACGGCGTTACTATCCTCTC 234 pb STH-LT-71
Lt rev TGGTCTCGGTCAGATATGTG
stp Fw TCTTTCCCCTCTTTTAGTCAG 166 pb STP-59
stp Rev. ACAGGCAGGATTACAACAAAG
St Fw AGTGGTCCTGAAAGCATG . 64 pb STH-LT-71
St Rev. TACAAGCAGGATTACAACAC.
Contenido de reaccién
Elemento Descripcion (Ofinal pL/tubo # tubos pL total
Buffer 10X 1X 5
Dntp’s 2.5mM 0.1mM 2
Primer 1 Lt frw 100 p M 2upM 1
Primer 2 Lt rev100 u M 2upuM 1
Primer 3 stp F 100u p M 2upM 1
Primer 4 stp R 100u p M 2upuM 1
MgCl, 25mM 09upuM 1.8
H,O 30.9
Otro StF 100u p M 2upM 1
Otro StR100up M 2upM 1
Tag Polimerasa 5u/pL 0.3
Vol. Mezcla 46
Vol. Muestra 4
Vol. Total 50
Programa de Termociclaje
Etapa Temperatura(*C) Tiempo Ciclos Programa
Desnaturalizacion inicial 94 4 minutos 1 ETEC/EPEC
Desnaturalizacion /extensién 94 20 segundos 35
Hibridacion 55 30 segundos
Elongacién 62 10 segundos
Extension final 72 7 minutos 1
Temperatura final 4 0

Electroforesis
Los productos de PCR se visualizaran en geles de agarosa al 2% en buffer y tincién con bromuro de etidio y se
identificaran los amplicones basado en el producto amplificado. Se utiliza un marcador de PM de 100 pb y 50 pb.
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Anexo 11. Constancia de Resolucion. Aprobacion CEI-MEIZ

UNAH

FACULTAD DE CIENCIAS

COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION

MAESTRIA EN ENFERMEDADES INFECCIOSAS ¥ 2Z00NOTICAS

COMSTANCIA DE RESOLUCION
PROTOCOLO DE INVESTIGACION No. 0B-2016

Por este medio el Comité de Etica de Investigacidn de la Maestria de Enfermedades Infecciosas y
Zoonoticas (CEI-MEIZ) hace CONSTAR que el provecto de investigacidn:

Titule del proyecto: “Caracterizacion molecular de patolipos v grupos filogenéticos de cepas
de Escherichia coli diarrecgénicas circulantes en Honduras en el periodo 2012-2015"

Equipo de Investigacion: Maria Lourdes Enriguez (Investigadora principall, Jennifer Fiallos
Lopez (Estudiante Co-Investigadora) y Armande Navarro Ocafia {Co-investigador).

Institucidn [es): Escuela de Microbiologia, Facultad de Ciencias, UNAH y Departamento de
Salud Publica, Facultad de Medicina, UNAM.

Fecha de presentacidn al comité: 20 /07 / 2016
Fue sometido a un proceso de revisidn y andlisis y en consecuencia fue APROBADO
Duracién de la aprobacién: 08 f 08 f 2016 al 08 /08 f 2017

Para los fines de los interesados se les extiende la presenta a los oche dias del mes de agosto de
2016,

- qm*@.

Dra. Cyhthia Rodriguez

Dra. Wendy Murilla
Secretaria Suplente CEI-MEIZ

Presidente CEI-MEIZ
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Anexo 12. Resultados completos serologia y PCR
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ORIGEN Codigo INAH
LAGDOEYOU (16 Ul Eol i e A K
LAGDEYOI U7 (7 ol i e A K
LAGD DEYUOA 08 B | B | fof L) i I FHL-tca
LAGD DEYUOA 03 My | M- | Lol Ol i A HPHl-difica
LAGD DEYUOA -7 (1173 lor- | fal Ol fl ] PHL-tica
LAGDOEYOI (413 e | Nw- | Lo 07k fl I PHL-tica
LAGDOEYOU (- ) ol i i [ K
LAGD DEYEUOA (-2 (2178 ol i Ll A fe
LAGD DEYIUOA (4-16 (217 13 03 il ) He
LAGD DEYUOA U (2130 13 i HE A He
HAND -0 113 1] I iR A ]
HINAND -0 [ 2] M iR A ]
HINAND 06 (1133 ol M iR A ]
HWAND 01-00) (213 13: i i A ]
HIID 1-006) (1133 Y- | fof IE] i L] FPHL-tica
HIID AR e | Q- | fol 03l i i ]
HINAND (1030 R 2] 0 i A ]
HINAND 1030 (113 ol I ] t ]
HWAND (1-036) (2133 13 ] /K A ]
HIID 01-4() (1140 13 0 il L] HHl-difica
HIID (1040 LG Eol 07 il i HHl-diica
HAND R (12 1] 07 il ] PHl-diica
HINAND (1-4) (1143 2] 0 il ] FPHC-eipa
HINAND (1) (114 ol 0 il ] Pt
KD -0 (1143 13: 03 fl I te
KD 003 (1148 Eol L] i A HHl-diica
KD 1005 (147 Eol 1] i I HPHl-diica
QD 1006 (1148 Eol 03 il ] 3K
QD 00 M| B | fof 0 il L] ]
KD 1008 (2130 13 i i I He
KD 101 (21 Vo- | fof 0 il L] FPHL-tca
KD 07 M | Be- | Lol 0 2 I PHL-tica
KD Y | B+ | Eod i 2 ] PHL-tica
QD 103 (1153 ol 03 il | K
KD I-04 (2134 13 i Ll AE fe
KD [0 | We- | Lol ] i A te
KD /| W+ | folf 02 il A HH-diica
KD |06 (1138 Lol 03 il ] PHl-diica
QD 107 M| M- | Fo i il ] ]
QD M| Wes | Fol 00 fl t FPEC-ega
KD |08 (2138 3. i i L] te
KD -0 (1153 Lol 0 i [ He
KD 100 (1150 Lol i i i He
IED -0 (111 Eol 49766 il fi ]

139

=1

= = =
=

=

=
=

—|=|=

=

===

=

=

=

=1

= |=

===

=]
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Anexo 13. Fotografias geles de agarosa (distintos PCR)

Geles Proyecto E.cali
Gelas de filogenia

GEL 1 1 2 3 4 §$ 6 C1 7 8 9MPM10 1T 2 C213 4 1S 16 B
100 pb

GELZ

177 18 19 20 21C122 23 24 MPM252627C2 28 2930 31 2 B
1200 pb

Bl 33 34 35 36 37 C1 38 30 40MPM4142 43C2 4445 46 48 49 B

100 pb

c2
chuA-288 pb

YJA-211 pb
TspE-152 pb
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SUBGRUPOS D O E DE PCR CUADRUPLEX FILOGENIA

GEL 1 2 4 35 S4 74 WS C 196 152 153 154 91 1SAPM N0 1S WE WS 200 S
100 pi»

GEL 2 201 204 C 208 2VMPMITI 83 C T4 384 WMOIC C3 C4 B
100 pis WO >

SUBGRUPOS A O CDE PCR CUADRUPLEX FILOGENIA

GEL® @O = 42 C 43 51 S8 686 67 T2MPM 7a 75 T8 77T W 8
100 pb

M 22 284 91 WO W7 C M7 19 127 28 138 141 MPM M2 144 148 49 150151
100 g
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"44 70 ¢ 71 110 MPM 162 00|

O Mae a8 aCcCean e TS MW S SMESSSE2T0 T 30 51 91 52 108 190 1
VO p>

ase= 863 pb -

- 88 4BAL su

M OAMAD SO CaEaIDSETREMNIEGAE SR TOTIS0sTS 2 WaTo
100 g
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I A0 41 44 45 A5 AT C 45 51 53 55 STESSSD MNP S0 54 55 55 20 70 77 50 8% 91 22 O mot2
100 p>

GELES ETEC

S

W OIS IR O AT A ER B C XX XN N4 TR R W RS BE T R EE D R e W W W e YD
T

GELES ETEC
WSt

IS O OIS O A3 RN CIT DT T B MW A W AEREE W M A W R W e
T
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GELEIEC
L scYApsdd

122 1R 1 CTMNPM CE 104 200 2000 B
1 OOt

GELES EAEC
SO

TTY o 100 97 WS 41 MM ES2IES e = ws B
200 phs

IT3 T4 s C WS O IBA WS AT MW D 2O0 29 2w L
100 g
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Anexo 14. Resultados de quesos artesanales por departamento y tipo de queso

NOHND ' COD CEPA

9
12
93
34
B
96
97
98

98
100
li]

102
103

104
109
106
107
108

109
110
1l
112
113
114
113
116
117
18
119

120
121

122
123
124
120
126
127

128
129
130
131

IL-001
IL-003
IL-005
IL-006
IL-007
IL-009
IL-01
IL-012
i-2
IL-013
IL-04
IL-015
-3
IL-016
IL-017
i-7
IL-018
IL-013
L-020
IL-021
IL-023
i-23
IL-024
L-027
IL-028
IL-029
IL-030
IL-032
IL-036
IL-039
IL-043
IL-045
IL-046
il-46
IL-047
IL-048
il-48
IL-049
IL-050
IL-0at
IL-053
IL-054
IL-0a5
il-03
IL-036
IL-0a7
IL-058
IL-059

SEROO
0158
oo
oo
0153

08
06
08
08
08
0153
06
040
0123
0153
08
010z
06
08
06

49766
IE)]

43766
0153
0123
020

0125ab
0153
020
0123
041
025
0176
0124

06
06
08
0123
08
08
0153
040
06
063
06
06
0153
06
06

SERCH
HaI
Hi
Hi
H2I
H2
H2
H2I
H2
H2
H2
HE
HA
Hil
H2I
H2
H7
Hi
Hi
H
HO
H2
HD
H2I
Hil
H2I
H37
Hil
Hil
Hil
HD
HaI
Hil
H3B
H2
H?
H2I
Hi0
Hi
H
H2
H4
H?
Hal
H2
Hal

H7/HR

H?/HR

H/HR

ALOGRUPD |~ STX 1

U
A
1
B
B
U
B
U
Bl

B
Bl
B

F

STX 2
f

eae
f
POSITVO
POSITVO
f

POSITVO

POSITVO

POSITVO
f

POSITVO
POSITVO

POSITVO

POSITVO

POSITVO

POSITVO
POSITVO
POSITVO

f
POSITIVD
POSITVO

bip
F

POSITIVO

POSITVO

POSITVD
F

POSITIVO

f
POSITIVO
POSITVO

sl

LSl Cs21

POSITIVD  POSITVO
POSITIVD  POSITVO

CS3

POSITIVD
POSITIVD

Tabla 11. Resultados completos de quesos artesanales.
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POSITIVO
POSITIVO

POSITIVD

[
POSITIVO

POSITIVO

POSITVD

POSITIVD
POSITVD
POSITIVO

POSITIVD
POSITIVO
POSITIVD

POSITVD

POSITIVD
POSITIVD

POSITIVD

STp

Sth
POSITIVO

POSITIVD

POSITIVD

POSITIVD
POSITIVD
POSITIVO

POSITIVD
POSITIVD
POSITIVD

POSITIVD

POSITIVD
POSITIVO

POSITIVD

Origen depto
Dlancho
[lancho
[lancho
(lancho
[lancho
Atlartida

Yoro
Atlartida
Atlantida
Atlartida
Atlartida

Yoro

Yoro

Yoro

Yoro

Yoro

Yoro

Yoro

Yoro

Yoro

Yoro

Yoro

Yoro

Valle

Valle

Valle

Yoro

Yoro

Yoro
Fl Paraiso
Fl Paraiso
Fl Pariso
Fl Pariso
Fl Paraiso
[lancho
Dlancho
Fl Paraiso
Fl Pariso
(lancho
Fl Pariso
Fl Paraiso
Fl Paraiso
Fl Pariso
(eotepeque
(eotepeque

Tipo de queso
Semiseco
Semiseco
Semiseco
Semiseco
Semiseco
Semiseco
Semiseco
Semiseco
Sermiseco
Semiseco
Semiseco
Semiseco
Semiseco
Semiseco
Semiseco
Semiseco
Semiseco
Semiseco
Semiseco
Semiseco
Semiseco
Semiseco
Sermiseco

Seco
Semiseco
Semiseco
Semiseco

{luesn fresco
Semiseco
Semiseco

Seco
Semiseco
Semiseco
Semiseco
Semiseco

Seco

Seco
Semiseco
Semiseco
Semiseco
Sermiseco
Semiseco
Semiseco
Semiseco
Semiseco
Semiseco

(lueso fresco

(lueso fresco



Tipo de queso Localidad Serotipo N Grupo Patotipo Gen
El Paraiso 040:H4 1
069:H51 1 A
Yoro 0129:H30 1
Semiseco Olanncho 0101:H9 2 AU a-EPEC eae+
O11lab:H2 1 B1
Yoro 0159:H21 2
0102:H7 1 E
queso fresco(2), semiseco (1) Olancho,Ocotepeque(2) 06:H?/HR 3 Bl
Yoro 08:H21 1 t-EPEC eae+ bfp+
Atlantida 08:H12 2 B1,U
Yoro 040:H4 1 A
El Paraiso 0159:H?/HR 1 B1
Yoro 06:H9 1 B1 t4,sth+
Semiseco Olancho 0159:H21 2 B1,U
Yoro 06:H1 1 B2 ETEC
Yoro(1),0lancho(2) 08:H9 3 C
Atlantida 06:H16 1 C It+,sth+,cs1+,cs21+,cs3+
Yoro 0159:H11 1 D 4, sth+
Atlantida 06:H2 1 u
0159:H12 1 V] It+,sth+,cs1+,cs21+,cs3+
Total 28

Tabla 12. Resultados de patotipos de quesos artesanales y su origen.

Anexo 15. Resultados de origen hidrico por localidad.

Procedencic  Serotipo N Grupo
LAGO 0111ab:h- 1
FM 0184:H11 1
FM 03:H2 1
FM 040:H- 1 A
LAGO 040:H10 1
LAGO 06:H16 4
FM 09:H10 1
LAGO 0111ab:H-/H? 5
LAGO 0111ab:H2 1
FM 0159:H21 1 B1
FM 0175:H28 2
LAGO 040:H10 1
FM 0127:H6 2 B2
LAGO 08:H9 1 C
FM 0129:H15 1 D
LAGO 0159:H21 1
FM 038:H39 2 E
FM 0129:H15 1
LAGO 0128ab:H2 2 U
FM 03:H2 1 CLADO 102
FM 03:H? 1

TOTAL 32
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Tabla 13. Resultados cepas de agua y su localidad y temperatura

Fecha

31/03/14 Alfinal de laepoca seca e inicios de la epoca lluviosa

12/07/14

27/09/14

01/11/15

24/05/15

Epoca

Canicula

Epoca lluviosa

Final de la epoca lluviosa e inicio de epoca seca

Epoca seca

No. De Muestreo Estacion Codigo cepa Serotipo

1

2CA-2

3CA-3

4 CA-4

1CA-7

3CA-9

6 CA-12
1CA-13
4 CA-16
5CA-17
6 CA-18
1CA-19
4CA-2
5CA-23
6 CA-24
1CA-25
3 CA-26
4 CA-27

Filogrupo

B1 t-EPEC
B1 t-EPEC
A t-EPEC
B1 t-EPEC
B1 NEGATIVA
B1 t-EPEC
B1 t-EPEC
A ETEC

A ETEC

U t-EPEC
A a-EPEC
B1 t-EPEC
U t-EPEC
C ETEC
A ETEC

D ETEC
A ETEC

Tabla 14. Cepas de Lago de Yojoa y distribucidén por época.

Anexo 16. Resultados de origen alimenticio

Procedencia
L-MERCADO
LSUPER
L-SUPER
L-MERCADO
L-SUPER

CM

CM

CM

CM

L-SUPER
L-MERCADO
CM

L-SUPER
L-MERCADO
L-MERCADO
CM
L-MERCADO

Serotipo
07?:H-
0120:H?/H-
0147:H32
0182:H?
020:H?/H-
070:H11
0?:H10
0103:H16
0140:H21
015:H8
0150:H8
088:H8
025:H8
0125ab:H5
0125ab:H?
0174:H3
0102:H7
TOTAL
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R PR R RPRRNNRPRRRRPRNWRRRLRZ

Grupo

22

B1

B2

(51,683
(51,C83,cfa

(s21
(S1,CS3,cfa

(S1,CS3,cfa

PROMEDIO

302

26.2

303

234

24

Patotipo  Observacion T* ambiental T* sup agua

286

274

2838

25.5

233



Tabla 15. Resultados de alimentos por fuente.

Procedencia Serotipo N Grupo Patotipo Gen
C™M 0140:H21 1 Bl
B2 a-EPEC eae+
L-MERCADO 0125ab:H5 2
L-SUPER 015:H8 1 Bl t-EPEC eae+ bfo+
L-SUPER 025:H8 1 B2
TOTAL 5
Tabla 16. Resultados de patotipos en alimentos por fuente.
GRUP,O PATOTIPO FRECUENCIA PORCENTAJE FRECUENCIA PORCENTAIJE
FILOGENETICO (N) POR POR GRUPO TOTAL POR
PATOTIPO (N) GRUPO (%)
(%)
A a-EPEC 14 7 29 15
t-EPEC 4 2
ETEC 6 3
EAEC 4 2
EIEC 1 1
B1 a-EPEC 10 5 38 20
t-EPEC 17 9
ETEC 10 5
STEC 1 1
B2 a-EPEC 5 3 9 5
t-EPEC 2 1
ETEC 2 1
C ETEC 6 3 6 3
D a-EPEC 4 2 11 6
ETEC 3 2
EAEC 4 2
E a-EPEC 1 1 3 2
t-EPEC 1 1
EAEC 1 1
F EAEC 1 1 1 1
U a-EPEC 2 1 7 4
t-EPEC 3 2
ETEC 2 1
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CLADO102 EAEC 2 1 2 1
TOTAL 106 56 106 56

Tabla 17. Frecuencias y porcentajes de patotipos de acuerdo a grupos filogenéticos.
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Anexo 17. Serotipos de E. coli causantes de diarrea.

SEROTIPOS ¥ SEROGRUPOS MAS COMUNES DE ESCHERICHIA COLI CAUSANTE DE DIARREA

ETEC HEC EPEC FAEC STEC
06:H- O2acH- 018 032 O1MN 023HT 0BxH10 01MIHT - O165H-
06:H16 02%H- 026:H- O15H18 O1H1 O23H16  OB3HZ ONTHTKY - O165H10
Ol - OMzscdl-  O264IM 0441110 Otz 0251+ 0061110 ONEnd 0165119
O1H2T 01248- 035H- OTTH1B 01:H20 O25H11 0B8H- ONZHIS  O165HL
O13HT1 0124H1 035HE 0B6:H- OLHNT 026:H- 091H- ONMBHIG  O166:H15
020:H- OI24HI0  O55HT Ol1TH2 DZHI D2HZ O9LHI0 OlgH3  OI66:H28
025:H- 0135H- OB6H- 012712 OZHZKY  026:H8 001H1 O118H- O168H-
02TH- 0143H- 0B6HH ONTHI0  OZHG 026:H 09TH21 ONgHy  O169H-
02THT O144H- O1TH- OZHI 026:H21 (Q9BH- O10H19  O01M:H2
027T.H20 0152H- O01TeH2 0ZH2T 02H32 098 H- M21H- O17ZH-
080 0167H3 O11%:He O4:H4D 02TH- (098:Ha 0121HE  OX3H2
OB3HT 0125acH OfH- 03%H4 103:H- 0126:H- ONT:H21
LR 0126H- 05:H16 035:H8 O103:H2 0126H2  ONT:HZ
O1EH! 0126:H2 Of:H- O45:H- O103:H4 0126H8  ONTH2
0126:H9 0126:H21 OBH! 045H2 0103:Ho 0126H21  ONTH4
0128acH2T 012FH2 06:H29 O45:HT 0103H2  0126H27  ORH-
0139 (0128abH2 OB:H- 05(H- O104H7 0128H12  ORH20
0148:H28 0128H12 OBHM 085:H- 010%H2 0137H41 ORH2
014&H4 (014ZHb OBHA 055H6 O110H- OU1H-
01&H10 0158H23 Ofab:H- 055HT OneH1e  0144H-
EXRICH 011:1148 035110 OMael - OM4&I-
O158H- 014H- 085H! OnHz 0145H16
015&H O15H- OBH- O11HT 0145H2
O15%H20 O15H2T OBSHIG  OIlllapHE  O145Hz
MB6H2T DE:H- O70:HN O111:HH 0146:H-
0167:H3 016:Hb O73H3H ONEHNT - OMEHT
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$TEC E. coli productora de toxing shiga
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Anexo 18. Hoja de bioseguridad Escherichia coli enterohemorragica

ESCHERICHIA COLI
PATHOGEN SAFETY DATA SHEET - INFECTIOUS SUBSTANCES

SECTION | - INFECTIOUS AGENT

NAME: Escherichia coli, enterohemorrhagic

SYNONYM OR CROSS REFERENCE: Enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC), Verotoxin producing Escherichia
coli (VTEC), Shiga toxin producing Escherichia coli (STEC)

CHARACTERISTICS: Gram negative rod; motile, aerobic; produce Vero / Shiga toxins (VT/STXx), 2 types, VT1/Stx1
and VT2/Stx2; serotyping to determine somatic and flagellar antigens

SECTION Il - HEALTH HAZARD

PATHOGENICITY: Hemorrhagic colitis, intestinal disease accompanied by cramps and abdominal pain; initially
watery, followed by bloody diarrhea; low grade fever; last about 8 days; 5-10% of hemorrhagic colitis victims may
develop hemolytic uremic syndrome (HUS); affects all ages, higher death rates occur in elderly and young; can cause
thrombocytopenic purpura (TTP) in elderly

EPIDEMIOLOGY: Sporadic and in outbreaks of bloody diarrhea; associated with 15-30% of patients where no other
pathogen has been identified; main EHEC serotype in North America from infections is E. coli 0157:H7

HOST RANGE: Humans; animals (O157:H7 - piglets, calves and cattle)

INFECTIOUS DOSE: Appears to have low infectious dose, may be similar to that of Shigella spp.,10 organisms by
ingestion

MODE OF TRANSMISSION: Ingestion of contaminated food (undercooked hamburger meat, unpasteurized milk);
fecal-oral transmission; person-to-person transmission (extremely high)

INCUBATION PERIOD: 2-8 days (median of 3-4 days)

COMMUNICABILITY: Communicable for duration of fecal excretion (7-9 days); 3 weeks in one third of children.

SECTION IIl - DISSEMINATION

RESERVOIR: Infected persons, animals (sheep, goats, pigs, poultry, calves, cattle)
ZOONOSIS: Yes - direct or indirect contact with infected animal and waste

VECTORS: birds may be a vector

SECTION IV =STABILITY AND VIABILITY

DRUG SUSCEPTIBILITY: Sensitive to a wide spectrum of antibiotics

SUSCEPTIBILITY TO DISINFECTANTS: Susceptible to many disinfectants - 1% sodium hypochlorite, 70% ethanol,
phenolics, glutaraldehyde, iodines, formaldehyde

PHYSICAL INACTIVATION: Heat sensitive, inactivated by moist heat (121° C for at least 15 min) and dry heat (160-
170° C for at least 1 hour)

SURVIVAL OUTSIDE HOST: Butter - up to 50 min; cream - 10 days; hamburger meat - survives well; does not survive
long in slurry systems (innoculum of 10%cfu/mL became undetectable after 9 days); survives well in contaminated feces
and soil, only small reduction in organism number over 2 months.

SECTION V —FIRST AID/MEDICAL

SURVEILLANCE: Monitor for symptoms; confirm bacteriologically, DNA probe to detect Verotoxins VT1 and VT2

FIRST AID/TREATMENT: Electrolyte fluid therapy; antibiotics may be administered in very severe cases

IMMUNIZATION: None
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PROPHYLAXIS: Not usually administered.

SECTION VI - LABORATORY HAZARDS

LABORATORY-ACQUIRED INFECTIONS: 4 reported cases of laboratory infections with E. coli since 1981
SOURCES/SPECIMENS: Contaminated food (raw milk, hamburger, apple juice and water); feces
PRIMARY HAZARDS: Ingestion

SPECIAL HAZARDS: None

SECTION VII —-EXPOSURE CONTROLS/PERSONAL PROTECTION

CONTAINMENT REQUIREMENTS: Biosafety level 2 practices, containment equipment and facilities for activities
involving cultures and infected clinical materials

PROTECTIVE CLOTHING: Laboratory coat; gloves when contact with infectious materials is unavoidable

OTHER PRECAUTIONS: Good personal hygiene and frequent handwashing essential.

SECTION VIII - HANDLING INFORMATION

SPILLS: Allow aerosols to settle; wearing protective clothing, gently cover spill with absorbent paper towel and apply
1% sodium hypochlorite, starting at perimeter and working towards the centre; allow sufficient contact time (30 min)
before clean up

DISPOSAL: Decontaminate before disposal; steam sterilization, chemical disinfection
STORAGE: In sealed containers that are appropriately labelled

SECTION IX - REGULATORY AND OTHER INFORMATION

Date prepared: January, 2001
Prepared by: Office of Laboratory Security, PHAC

Although the information, opinions and recommendations contained in this Material Safety Data Sheet are compiled
from sources believed to be reliable, we accept no responsibility for the accuracy, sufficiency, or reliability or for any
loss or injury resulting from the use of the information. Newly discovered hazards are frequent and this information may
not be completely up to date.

Copyright ©
Health. Canad4, 2001
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Anexo 19. Hoja de bioseguridad Escherichia coli enteroinvasiva

ESCHERICHIA COLI
PATHOGEN SAFETY DATA SHEET - INFECTIOUS SUBSTANCES

SECTION | - INFECTIOUS AGENT

NAME: Escherichia coli, enteroinvasive
SYNONYM OR CROSS REFERENCE: EIEC, intestinal pathogenic E. coli, bacillary dysentery.

CHARACTERISTICS: Enteroinvasive Escherichia coli (EIEC) are in the family Enterobacteriaceae. They are Gram
negative, rod shaped, non-spore forming, motile with peritrichous flagella or nonmotile, grow on MacConkey agar
(colonies are 2 to 3 mm in diameter and red or colorless), and are capable of aerobic or anaerobic growth. Strains
belonging to EIEC are biochemically, genetically, and pathogenically closely related to Shigella spp.

SECTION Il - HEALTH HAZARD

PATHOGENICITY/TOXICITY: EIEC causes bacillary dysentery, an acute ulcerative infection of the large intestine. EIEC
invade cells of the colon and causes watery diarrhea (might be bloody), fever, and abdominal cramps. In severe cases,
the bacteria may attack the colonic mucosa, invading epithelial cells, multiplying, and causing ulceration of the bowel.

EPIDEMIOLOGY: EIEC is endemic in most developing countries and may cause occasional outbreaks in industrialized
countries. Species of Shigella are the major cause of bacillary dysentery, although up to 10% of cases are caused by
enteroinvasive E. coli. EIEC are rare in United States and Canada, and are less common than ETEC and EPEC strains
in the developing world. Three large outbreaks in the United States have been reported. EIEC infections primarily affect
children under 5 years living in developing countries.

HOST RANGE: Humans.

INFECTIOUS DOSE: 10%-10% organisms.

MODE OF TRANSMISSION: EIEC are spread by the fecal/oral route. Contaminated food and water are the usual
vehicles for the spread. Food-borne outbreaks have occurred. Person-to person transmission can also occur.

INCUBATION PERIOD: The incubation period is between 2-48 hours with an average of about 18 hours.

COMMUNICABILITY: Yes. Person-to-person transmission is possible but is uncommon.

SECTION IIl - DISSEMINATION

RESERVOIR: Humans are the only known reservoir.
ZOONOSIS: None reported.

VECTORS: None.

SECTION IV =STABILITY AND VIABILITY

DRUG SUSCEPTIBILITY/RESISTANCE: Susceptible to carbapenem, fosfomycin-trometanol and nitrofurantoin. E.
coli can be resistant to chloramphenicol, § lactams, nalidixic acid, ampicillin and ciprofloxacin. Fluoroquinolones such as
ciprofloxacin enhance toxin production.

SUSCEPTIBILITY TO DISINFECTANTS: Susceptible to a combination of 2,2-dibromo-2-cyanoacetamide (DBA) with
sodium iodide (20:80 parts), iodine, 2 % glutaraldehyde, quaternary ammonium (20°C, 0.5 min), hypochlorite (0.525%,
20°C, 0.5 min), phenolics (20°C, 0.5 min), and ethyl alcohol (70%, 20°C, 0.5 min).

PHYSICAL INACTIVATION: Ozone can inactivate E. coli. E. coli are also sensitive to heat treatment, especially at
temperatures of 70°C or higher.

SURVIVAL OUTSIDE HOST: Food and water. E. coli can survive for 1.5 hours to 16 months on dry inanimate surfaces.

SECTION V —FIRST AID/MEDICAL

SURVEILLANCE: Monitor for symptoms. Stool culture, immunoassays, and nucleic acid-based assays are used for
detection of EIEC. As with Shigella spp., the loci most frequently sought in molecular tests (PCR and DNA hybridization
methods) are IpaH and the invasion-associated locus (ial).

156



Note: All diagnostic methods are not necessarily available in all countries.

FIRST AID TREATMENT: Treatment with trimethoprim/sulfamethoxazole (TMP-SMX) or quinolones reduces the
duration of diarrhea. Treatment of fluid and electrolyte loss is usually achieved through oral rehydration. The use of the
World Health Organization Oral Rehydration Salts (ORS) solution has been recommended. Intravenous rehydration may
be necessary for infants, individuals with excessive vomiting, or those with severe dehydration. Bismuth subsalicylate
may decrease the amount of diarrhea and the duration of disease. Antimicrobial therapy is generally not indicated,
because of the self-limited nature of this disease.

IMMUNIZATION: None.

PROPHYLAXIS: TMP-SMX is recommended for a short term (< 2 weeks) for those at a high risk of disease. Bismuth
subsalicylate provides some prophylactic benefit, but should not be used as a substitute for other preventive measures.

SECTION VI - LABORATORY HAZARDS

LABORATORY ACQUIRED INFECTIONS: Twelve cases of laboratory acquired infections with E. coli have been
reported, the majority of which have been caused by E. coli enterohemorrhagic (EHEC).

SOURCES / SPECIMENS: Stool, food, and water.
PRIMARY HAZARD: Ingestion.

SPECIAL HAZARD: None.

SECTION VII —-EXPOSURE CONTROLS/PERSONAL PROTECTION

RISK GROUP CLASSIFICATION: Risk Group 2.

CONTAINMENT REQUIREMENTS: Containment Level 2 facilities, equipment, and operational practices for work
involving infectious or potentially infectious materials, animals, or cultures.

PROTECTIVE CLOTHING: Lab coat. Gloves when direct skin contact with infected materials or animals is unavoidable.
Eye protection must be used where there is a known or potential risk of exposure to splashes.

OTHER PRECAUTIONS: All procedures that may produce aerosols, or involve high concentrations or large volumes
should be conducted in a biological safety cabinet (BSC). The use of needles, syringes, and other sharp objects should
be strictly limited. Additional precautions should be considered with work involving animals or large scale activities.

SECTION VIII - HANDLING AND STORAGE

SPILLS: Allow aerosols to settle and, wearing protective clothing, gently cover spill with paper towels and apply an
appropriate disinfectant, starting at the perimeter and working towards the centre. Allow sufficient contact time before
clean up.

DISPOSAL: Decontaminate all wastes that contain or have come in contact with the infectious organism by autoclave,
chemical disinfection, gamma irradiation, or incineration before disposing.

STORAGE: The infectious agent should be stored in leak-proof containers that are appropriately labeled.

SECTION IX - REGULATORY AND OTHER INFORMATION

REGULATORY INFORMATION: The import, transport, and use of pathogens in Canada is regulated under many
regulatory bodies, including the Public Health Agency of Canada, Health Canada, Canadian Food Inspection Agency,
Environment Canada, and Transport Canada. Users are responsible for ensuring they are compliant with all relevant
acts, regulations, guidelines, and standards.

UPDATED: December 2011

PREPARED BY: Pathogen Regulation Directorate, Public Health Agency of Canada

Although the information, opinions and recommendations contained in this Pathogen Safety Data Sheet are compiled
from sources believed to be reliable, we accept no responsibility for the accuracy, sufficiency, or reliability or for any loss

or injury resulting from the use of the information. Newly discovered hazards are frequent and this information may not
be completely up to date.
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Anexo 20. Hoja de bioseguridad Escherichia coli enteropatogénica

ESCHERICHIA COLI
PATHOGEN SAFETY DATA SHEET - INFECTIOUS SUBSTANCES

SECTION | - INFECTIOUS AGENT

NAME: Escherichia coli, enteropathogenic
SYNONYM OR CROSS REFERENCE: EPEC, intestinal pathogenic E coli, acute and protracted infant diarrhea.

CHARACTERISTICS: Enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) are in the family Enterobacteriaceae. The bacteria are
gram negative, rod shaped, non-spore forming, motile with peritrichous flagella or nonmotile, and grow on MacConkey
agar (colonies are 2 to 3 mm in diameter and red or colorless). They can grow under aerobic and anaerobic conditions
and do not produce enterotoxins.

SECTION Il - HEALTH HAZARD

PATHOGENICITY/TOXICITY: EPEC cause acute, profuse, watery diarrhea, which rarely becomes persistent. Stools
are typically not bloody, mucoid, or dysenteric. Low-grade fever with nausea and vomiting may be present. EPEC is
characterized by the formation of attaching-and-effacing lesions in the involved intestinal areas. Two groups of EPEC
are now recognized, typical EPEC and atypical EPEC. Typical EPEC, a leading cause of infantile diarrhea in developing
countries, is rare in industrialized countries, where atypical EPEC seems to be a more important cause of diarrhea.
Typical and atypical EPEC also differ in genetic characteristics, serotypes, and virulence properties. Atypical EPEC is
more closely related to Shiga toxin—producing E. coli (STEC), and like STEC these strains appear to be emerging
pathogens. The atypical EPEC strains may be less virulent than the typical ones. One reason may be the lack of the
EPEC adherence factor (EAF) plasmid.

EPIDEMIOLOGY: Typical EPEC primarily causes disease in neonates and young children, with most cases occurring in
children < 2 years old and particularly in those < 6 months old. Disease may occur in adults if sufficiently high inocula
are ingested. Outbreaks have occurred in pediatric wards, nurseries, and day care centers and in adults that have
consumed contaminated food from a buffet. In developing countries, EPEC are highly prevalent and are an important
cause of childhood diarrheal disease and dehydration-associated deaths. Studies in Brazil, Mexico, and South Africa
have shown that 30-40% of infant diarrhea can be attributed to EPEC. Atypical EPEC are prevalent in both developed
and developing countries. They appear to cause disease in a broader range of ages and have been associated with
outbreaks in developed countries. However, the enteropathogenicity and the role of certain atypical EPEC strains is
controversial. At least two case-control studies showed no statistical difference in infection rates between cases and
matched controls suggesting they may be part of the normal human flora. It is likely that EPEC and atypical EPEC in
particular, are vastly underreported.

HOST RANGE: Humans and animals, including cattle and horses.
INFECTIOUS DOSE: The infectious dose of EPEC in healthy adults is estimated to be 10°organisms.

MODE OF TRANSMISSION: Contaminated food, water, and fomites serve as vehicles for the fecal/oral transmission of
EPEC.

INCUBATION PERIOD: The incubation period is between 6-48 hours.

COMMUNICABILITY: Can be transmitted through direct contact with infected persons.

SECTION IIl - DISSEMINATION

RESERVOIR: Typical EPEC: Humans. Atypical EPEC: dogs, cats, cattle, sheep, rabbits, monkeys and humans.
ZOONOSIS: Yes. May be transmitted when handling infected cattle, dogs, cats, sheep, rabbits, and horses.

VECTORS: None.

SECTION IV — STABILITY AND VIABILITY

DRUG SUSCEPTIBILITY/RESISTANCE: Susceptible to carbapenem, fosfomycin-trometanol, nitrofurantoin, and bovine
apo-lactoferrin. E. coli can be resistant to chloramphenicol, B lactams, nalidixic acid, ampicillin and ciprofloxacin.
Fluorogquinolones such as ciprofloxacin enhance toxin production.
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SUSCEPTIBILITY TO DISINFECTANTS: Susceptible to a combination of 2,2-dibromo-2-cyanoacetamide (DBA) with
sodium iodide (20:80 parts), iodine, 2 % glutaraldehyde, quaternary ammonium (20°C, 0.5 min), hypochlorite (0.525%,
20°C, 0.5 min), phenolics (20°C, 0.5 min), and ethyl alcohol (70%, 20°C, 0.5 min).

PHYSICAL INACTIVATION: Ozone can inactivate E. coli. E. coliis also sensitive to heat treatment, especially at
temperatures of 70°C or higher.

SURVIVAL OUTSIDE HOST: E. coli can survive for 1.5 hours to 16 months on dry inanimate surfaces.

SECTION V — FIRST AID/MEDICAL

SURVEILLANCE: Monitor for symptoms. Stool culture is a common method used to identify E. coli. DNA probes and
techniques such as PCR can be applied directly to clinical samples and food. Both typical and atypical EPEC are most
frequently identified by detection of the eae gene encoding the intimin protein. The presence of the eae gene and
demonstration of the absence of the verotoxin (enterotoxin) gene are absolutely required for the molecular identification
of EPEC. To identify typical EPEC, PCR or DNA hybridization methods can be used for detection of the EAF plasmid
and the gene encoding bfp. Additional tests that may be performed in some situations are the fluorescent actin staining
test and adherence tests showing localized adherence (LA).

Note: All diagnostic methods are not necessarily available in all countries.

FIRST AID TREATMENT: Treatment with trimethoprim/sulfamethoxazole (TMP-SMX) or quinolones reduces the
duration of diarrhea. Treatment of fluid and electrolyte loss is usually achieved through oral rehydration. The use of the
World Health Organization Oral Rehydration Salts (ORS) solution has been recommended. Intravenous rehydration may
be necessary for infants, individuals with excessive vomiting, or those with severe dehydration. Bismuth subsalicylate
may decrease the amount of diarrhea and the duration of disease. Antimicrobial therapy is generally not indicated,
because of the self-limited nature of most of these diseases.

IMMUNIZATION: There are currently no vaccines approved for human use against diarrheagenic E. coli.

PROPHYLAXIS: TMP-SMX is recommended for short term use (< 2 weeks) for those at a high risk of disease. Bismuth
subsalicylate provides some prophylactic benefit, but should not be used as a substitute for other preventive measures.

SECTION VI - LABORATORY HAZARDS

LABORATORY ACQUIRED INFECTIONS: 12 cases of laboratory acquired infections with E. coli have been reported,
the majority of which have been caused by enterohemorrhagic E. coli (EHEC).

SOURCES / SPECIMENS: Stools and fecally contaminated material.
PRIMARY HAZARD: Ingestion.

SPECIAL HAZARD: None.

SECTION VIl - EXPOSURE CONTROLS/PERSONAL PROTECTION

RISK GROUP CLASSIFICATION: Risk Group 2.

CONTAINMENT REQUIREMENTS: Containment Level 2 facilities, equipment, and operational practices for work
involving infectious or potentially infectious materials, animals, or cultures.

PROTECTIVE CLOTHING: Lab coat. Gloves when direct skin contact with infected materials or animals is unavoidable.
Eye protection must be used where there is a known or potential risk of exposure to splashes.

OTHER PRECAUTIONS: All procedures that may produce aerosols, or involve high concentrations or large volumes
should be conducted in a biological safety cabinet (BSC). The use of needles, syringes, and other sharp objects should
be strictly limited. Additional precautions should be considered with work involving animals or large scale activities.

SECTION VIII - HANDLING AND STORAGE

SPILLS: Allow aerosols to settle and, wearing protective clothing, gently cover spill with paper towels and apply an
appropriate disinfectant, starting at the perimeter and working towards the centre. Allow sufficient contact time before
clean up.

DISPOSAL: Decontaminate all wastes that contain or have come in contact with the infectious organism by autoclave,
chemical disinfection, gamma irradiation, or incineration before disposing.

STORAGE: The infectious agent should be stored in leak-proof containers that are appropriately labeled.

SECTION IX - REGULATORY AND OTHER INFORMATION
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SECTION IX - REGULATORY AND OTHER INFORMATION

REGULATORY INFORMATION: The import, transport, and use of pathogens in Canada is regulated under many
regulatory bodies, including the Public Health Agency of Canada, Health Canada, Canadian Food Inspection Agency,
Environment Canada, and Transport Canada. Users are responsible for ensuring they are compliant with all relevant
acts, regulations, guidelines, and standards.

UPDATED: December 2011
PREPARED BY: Pathogen Regulation Directorate, Public Health Agency of Canada

Although the information, opinions and recommendations contained in this Pathogen Safety Data Sheet are compiled
from sources believed to be reliable, we accept no responsibility for the accuracy, sufficiency, or reliability or for any loss
or injury resulting from the use of the information. Newly discovered hazards are frequent and this information may not
be completely up to date.

Copyright ©
Public Health Agency of Canada, 2011
Canada
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Anexo 21. Hoja de bioseguridad Escherichia coli enterotoxigénica

ESCHERICHIA COLI
PATHOGEN SAFETY DATA SHEET - INFECTIOUS SUBSTANCES

SECTION | - INFECTIOUS AGENT

NAME: Escherichia coli, enterotoxigenic
SYNONYM OR CROSS REFERENCE: ETEC, intestinal pathogenic E. coli, enteric pathogen.

CHARACTERISTICS: Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) are in the family Enterobacteriaceae. The bacteria are gram
negative, rod shaped, non-spore forming, motile with peritrichous flagella or nonmotile, and grow on MacConkey agar
(colonies are 2 to 3 mm in diameter and red or colorless). They are able to grow under aerobic and anaerobic conditions,
and produce two types of enterotoxin: heat-labile (LT) (oligomeric) and heat-stable (ST) (monomeric).

SECTION Il - HEALTH HAZARD

PATHOGENICITY/TOXICITY: Patients with ETEC enteritis usually have an abrupt onset of watery diarrhea that does not
contain blood, pus, or mucus (non dysenteric). The diarrhea is usually mild to moderate in severity, but some patients may
have severe fluid loss. Low-grade fever, nausea, and abdominal pain may also be present. Dehydration may become severe
or life threatening in neonates and children, necessitating aggressive fluid and electrolyte replacement. A self-limited course,
with resolution in 2-5 days, is most common in adult travelers who acquire the disease, though some strains of the organism
may produce a disease lasting much longer, with a median duration of illness of 7 days. There are an estimated 800,000
deaths each year due to ETEC.

EPIDEMIOLOGY: Human diarrhea caused by ETEC is the most common disease caused by pathogenic E. coli strains. It is
estimated that there are more than 650 million cases of ETEC infection each year. ETEC infections are most common in
developing countries that lack appropriate sanitation and drinking-water treatment facilities but are now considered a re-
emerging food- and water-borne disease in developed nations as well. In developing nations disease occurs at any time of
the year, but incidence peaks in the warm, wet seasons that favor environmental bacterial replication. ETEC is a disease of
young children in developing nations. The percentage of ETEC in children with diarrhoea varies from 10-30%. In endemic
areas, 20—40% of diarrhea cases are due to ETEC. Several studies suggest that 20—60% of travellers from developed
countries experience diarrhoea when visiting the areas where ETEC infection is endemic. Furthermore, several outbreaks
have occurred on cruise ships, which appear to constitute a fairly frequent setting for disease caused by this organism.
Outbreaks of ETEC caused by endemic strains, rather than association with travel, have occurred in the U.S. and Denmark.
As with travel-associated diarrhea, disease caused by ETEC in developed nations tends to strike older children and adults.

HOST RANGE: Humans (principally neonates and travelers from non-endemic areas) and animals (production animals and
post weaning diarrhea in swine). ETEC have been strongly associated with cattle, though the role of cattle as a source of
strains for human infection is currently unclear.

INFECTIOUS DOSE: The infectious dose of ETEC in adult is estimated to be at least 108organisms, but the young, the
elderly and the infirm may be susceptible to lower numbers.

MODE OF TRANSMISSION: ETEC are spread primarily by the fecal-oral route and are most common in developing
countries that lack appropriate sanitation and drinking-water treatment facilities. The most important mode of transmission
is contaminated, improperly treated drinking water. Fruits and vegetables that are washed with contaminated water and not
cooked also serve as vehicles of transmission. Person-to-person spread is uncommon.

INCUBATION PERIOD: The incubation period is short at between 14 and 30 hours.

COMMUNICABILITY: Person-to-person infection can occur, but is uncommon because the infectious dose is high.

SECTION Ill - DISSEMINATION

RESERVOIR: Humans and animals (especially post weaning pigs).
ZOONOSIS: None reported.

VECTORS: None.

SECTION IV — STABILITY AND VIABILITY

162



DRUG SUSCEPTIBILITY/RESISTANCE: Susceptible to carbapenem, fosfomycin-trometanol, nitrofurantoin, and bovine
apo-lactoferrin. E. colican be resistant to chloramphenicol, B lactams, nalidixic acid, ampicillin, and ciprofloxacin.
Fluoroquinolones such as ciprofloxacin enhance toxin production.

SUSCEPTIBILITY TO DISINFECTANTS: Susceptible to a combination of 2,2-dibromo-2-cyanoacetamide (DBA) with
sodium iodide (20:80 parts), iodine, 2 % glutaraldehyde, quaternary ammonium (20°C, 0.5 min), hypochlorite (0.525%, 20°C,
0.5 min), phenaolic (20°C, 0.5 min), and ethyl alcohol (70%, 20°C, 0.5 min).

PHYSICAL INACTIVATION: Ozone can inactivate E. coli. E. coli are also sensitive to heat treatment, especially at
temperatures of 70°C or higher.

SURVIVAL OUTSIDE HOST: E. coli can survive for 1.5 hours to 16 months on dry inanimate surfaces.

SECTION V - FIRST AID/MEDICAL

SURVEILLANCE: Monitor for symptoms. Stool culture is a common method used to identify E. coli. ETEC can be detected
using non-radioactively labeled oligonucleotides DNA probes and PCR targeted against the LT and ST genes. ELISA can
also be used to detect LT and ST.

Note: All diagnostic methods are not necessarily available in all countries.

FIRST AID TREATMENT: Treatment with trimethoprim/sulfamethoxazole (TMP-SMX) or quinolones reduces the duration
of diarrhea. Treatment of fluid and electrolyte loss is usually achieved through oral rehydration. The use of the World Health
Organization Oral Rehydration Salts (ORS) solution has been recommended. Intravenous rehydration may be necessary
for infants, individuals with excessive vomiting, or those with severe dehydration. Bismuth subsalicylate may decrease the
amount of diarrhea and the duration of disease. Antimicrobial therapy is generally not indicated, because of the self-limited
nature of this disease.

IMMUNIZATION: There are currently no vaccines approved for human use against the diarrheagenic E coli.

PROPHYLAXIS: TMP-SMX is recommended for a short term (< 2 weeks) for those at a high risk of disease. Bismuth
subsalicylate provides some prophylactic benefit, but should not be used as a substitute for other preventive measures.

SECTION VI - LABORATORY HAZARDS

LABORATORY ACQUIRED INFECTIONS: 12 cases of laboratory acquired infections with E. coli have been reported, the
majority have been caused by enterohemorrhagic E. coli (EHEC).

SOURCES/SPECIMENS: Stools and fecally contaminated material.
PRIMARY HAZARD: Ingestion.

SPECIAL HAZARD: None.

SECTION VIl - EXPOSURE CONTROLS/PERSONAL PROTECTION

LABORATORY ACQUIRED INFECTIONS: 12 cases of laboratory acquired infections with E. coli have been reported, the
majority have been caused by enterohemorrhagic E. coli (EHEC).

SOURCES/SPECIMENS: Stools and fecally contaminated material.
PRIMARY HAZARD: Ingestion.

SPECIAL HAZARD: None.

SECTION VIII - HANDLING AND STORAGE

SPILLS: Allow aerosols to settle and, wearing protective clothing, gently cover spill with paper towels and apply an
appropriate disinfectant, starting at the perimeter and working towards the centre. Allow sufficient contact time before clean
up.

DISPOSAL: Decontaminate all wastes that contain or have come in contact with the infectious organism by autoclave,
chemical disinfection, gamma irradiation, or incineration before disposing.

STORAGE: The infectious agent should be stored in leak-proof containers that are appropriately labeled.

SECTION IX - REGULATORY AND OTHER INFORMATION

REGULATORY INFORMATION: The import, transport, and use of pathogens in Canada is regulated under many regulatory
bodies, including the Public Health Agency of Canada, Health Canada, Canadian Food Inspection Agency, Environment
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Canada, and Transport Canada. Users are responsible for ensuring they are compliant with all relevant acts, regulations,
guidelines, and standards.

UPDATED: December 2011
PREPARED BY: Pathogen Regulation Directorate, Public Health Agency of Canada

Although the information, opinions and recommendations contained in this Pathogen Safety Data Sheet are compiled from
sources believed to be reliable, we accept no responsibility for the accuracy, sufficiency, or reliability or for any loss or injury
resulting from the use of the information. Newly discovered hazards are frequent and this information may not be completely
up to date.

Copyright ©
Public Health Agency of Canada, 2011
Canada
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Anexo 22. Formulario de Bioseguridad

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE HONDURAS
FACULTAD DE CIENCIAS
ESCUELA DE MICROBIOLOGIA
MAESTRIA EN ENFERMEDADES INFECCIOSAS Y ZOONOTICAS

FORMULARIO DE BIOSEGURIDAD PROMOCION 2015-2017

Si tiene alguna consulta o requiere asistencia para completar este formulario, favor contactar a la Oficial de Bioseguridad
de la MEIZ al correo electrénico <lourdesenriquez10@gmail.com>

Datos Generales

Nombre de proyecto: Caracterizacion Departamento o unidad ejecutora:
molecular de cepas de Escherichia coli de
diferentes procedencias

Alumno (s) responsable de la investigacion: Asesor (s) responsable:
Jeniffer Denisse Fiallos Lopez Maria de Lourdes Enriquez M.Sc.
Laboratorio (s) en que se llevara a cabo la Instituciones participantes:

investigacion:
Laboratorio Teasdale-Corti, Edificio J1-UNAH

Laboratorio de biologia molecular, Edificio J1-

UNAH

Naturaleza de la Investigacién
Nombre de los agentes infecciosos que ¢En qué nivel de riesgo estan clasificados Los
manipulara: agentes infecciosos que manipulara?
Escherichia coli enteropatogénica (EPEC), 1 2 3
Escherichia coli enteroagregativa (EAEC), X

Escherichia coli enterotoxigénica(ETEC),
Escherichia coli enteroinvasiva EIEC,
Escherichia coli(STEC)
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Toda muestra bioldgica se considera
potencialmente infecciosa por lo que
deberan tratarse como si lo estuvieran

¢,Cuenta con las hojas de seguridad (MSDS)
impresas de los agentes que manipulara?

SIX N

¢, Cudl es el nivel de bioseguridad con que
trabaja el laboratorio en el que desarrollara la
investigacion?

1 2 3 4

¢ Utilizara reactivos quimicos?

Si N

X

Enumere las sustancias quimicas que utilizara
con mayor frecuencia

Tiocianato de guanidinio
Bromuro de etidio
Agarosa

Cloro

¢, Cuenta con las hojas de seguridad (MSDS)
de los reactivos quimicos que utilizara?

S|X

Revisar las MSDS de cada reactivo y
comentar su riesgo potencial y las medidas
basicas de seguridad si es necesario

Reactivos con riesgo a la salud de tipo 1 a 4,
se necesita campana de gases para su uso.
EPP basico: gabacha, gafas, guantes y
mascarilla.

¢En qué estado manipulara el o los agentes infecciosos?

X

Cultivos puros en placa ¥ lltivos en tubo
ADN [y Cultivo de tejidos I:I
Otros

No Aplica

Tipo de muestras que manipulara

TEjidOS N/A
Sangre N/A
Orina

N/A
Animales

N/A

Heces

Otros liquidos biolégicos

—

X

Muestras ambientales*

Cultivos puros X

Otras

*Tipo de muestras ambientales

Cultivos de Escherichia coli aisladas de fuentes
de agua y alimentos

Describa las técnicas que utilizara

Extraccion de acidos nucleicos de cepas de Escherichia colimediante el metodo de Boom
utilizando agente caotropico de tiocianato de guanidinio. Amplificacion de genes que codifican
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para los factores de virulencia de cinco patotipos diarreogenicos. PCR para categorizar cepas en
diferentes grupos filogeneticos de Escherichia coli.

CONTROLES PRIMARIOS

Controles de Ingenieria

¢ El laboratorio en que desarrollara la
investigacion cuenta con cabina de seguridad
biologica?

Si X No

Si su respuesta es negativa ¢ Como suplira esta
carencia?

¢El laboratorio en que desarrollara la
investigacion cuenta con autoclave dentro del
laboratorio?

Si X No

Si su respuesta es negativa ¢ COmMo suplira esta
carencia?

¢ El laboratorio en que desarrollara la
investigacion cuenta con campana de
seguridad quimica?

Si X No

Si su respuesta es negativa ¢, COmo suplira esta
carencia?

¢ El laboratorio en que desarrollara la
investigacion cuenta con espacio adecuado
para realizar la investigacion?

Si X N
Si su respuesta es negativa ¢ Como suplira esta

carencia?

Equipo de Proteccion Personal (EPP)

¢, Qué tipo Equipo y materiales de proteccion personal usara en su investigacién?

Gabacha ¢ X tes X Cabina de bioseguridad X
Mascarilla quirdrgica X Mascarilla N95L X
Procedimientos Operativos Estandar (POE)
¢ Cuenta con los POE's siguientes? Si No No aplica
1.- Toma de muestras X
2.- Manejo de desechos bioinfecciosos X
3.- Transporte de muestras X
4.- Uso de la CSB
5.- Almacenamiento de muestras X
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6.- Puesta y quitado de EPP

7.- Limpieza de derrames X

8.-Otro:

Controles Administrativos

Si No No aplica
1.- ¢ Ha recibido entrenamiento para el uso de X
la CSB?
2.- ¢ Ha recibido entrenamiento para el uso de X
la autoclave?
3.- ¢ Ha recibido entrenamiento para puestay X
quitado de EPP?
4.- ¢Ha recibido entrenamiento para limpieza X
de derrames?
5.- ¢ Ha sido vacunado contra la Hepatitis B? X
6.- ¢ Ha recibido entrenamiento para el uso de X
la campana de seguridad quimica?
7.- ¢Conoce las caracteristicas quimicas de X
los reactivos que utilizara en la investigacion
8.- Otros

Este formulario serd remitido la Oficial de Bioseguridad de la MEIZ, quien tendrd a su cargo
asegurarse de que el proyecto sea implementado con las normas de seguridad bioldgica apropiadas
para el nivel de riesgo. La presentacidon de este formulario es requisito obligatorio antes de la
aprobacion del protocolo de investigacion (Seminario de Tesis Il).

Para uso exclusivo de la MEIZ. UNAH

Fecha de presentacion
Nombre y firma de quien revisé Observaciones

(dd/mm/aaaa)

04/02/2016

Revision 2015 MC/LE
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