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RESUMEN

Existe un importante nimero de casos y brotes asociados al consumo de
alimentos contaminados por cepas patdégenas de E. coli que causan enfermedades
como gastroenteritis, sindrome urémico hemolitico, trombocitopenia e incluso fallo
renal. Los conejos actian como vectores en la trasmision de la infeccion causada por
estas bacterias, debido a que su carne se puede contaminar con cepas de E. coli
patdgenas. En el presente trabajo se lleva a cabo la identificacién de 90 aislamientos
de la zona colorrectal de conejos de granjas con sintomatologia diarreica mediante
espectrometria de masas MALDI TOF. Asi mismo, se estudid la presencia de factores
de virulencia en 30 de las cepas de E. coli aisladas, segun lo indicado anteriormente,
mediante una PCR multiplex para los genes eaeA, Stx1 y Stx2. Escherichia coli fue la
especie que se aislé con mayor frecuencia con un 84%, seguida de Enterococcus
faecalis con un 7% de los aislamientos y de Morganella morganii con un 6% de los
aislamientos. Respecto a las cepas de E. coli estudiadas, ninguna de ellas fue positiva

para los genes Stx1 y Stx2 y Unicamente el 3,3% fueron positivas al gen eaeA.
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ABSTRACT

Pathogenic of E. coli has been associated with gastroenteritis, hemolytic uremic
syndrome, thrombocytopenia and kidney failure. Rabbits have been considered as a
vector of this borne disease, especially their meat that could be contaminated with this
pathogen. The aim of this study has been to identify and characterize 90 isolates of E.
coli bacteria from the colon of rabbits with diarrheal disease. The identification of the
isolates was carried out by mass spectrometry MALDI TOF, and the virulence factors
of 30 isolates of E. coli were studied by a PCR multiplex (genes eaeA, Stx1 y Stx2.).
Escherichia coli was the most frequent species identified (84%), followed by
Enterococcus faecalis (7%) and Morganella morganii (6%). None of the E. coli studied
was positive to the Stx1 y Stx2 genes, and only the 3,3% were positive to the eaeA

gen.
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1 INTRODUCCION

1.1 Justificacion

En la actualidad existe un amplio nUmero de casos y brotes asociados al
consumo de alimentos contaminados por cepas de E. coli que presentan factores de
virulencia, provocando una amplia variedad de infecciones asociadas a enfermedad en
humanos. En respuesta a ello, surgen numerosas ramas de investigacion con el
objetivo de buscar medidas de prevencion a lo largo de toda la cadena alimentaria que
permitan disminuir el nimero de casos y brotes alimentarios asociados a estas cepas

bacterianas.

Por otro lado, es necesaria la evaluacién de la efectividad y rapidez de las
nuevas técnicas aplicadas al estudio de la microbiologia de los alimentos. En la
actualidad, el método espectrometria de masas MALDI-TOF permite una identificacion
microbiana con una buena relacién coste-efectividad. Asi mismo, la PCR (Reaccién en
Cadena de Polimerasa) es un técnica altamente especifica y sensible para la

deteccidn de factores de virulencia de de E. coli en un corto periodo de tiempo.

Asi mismo, los conejos se caracterizan por ser un importante vehiculo de
trasmisién de determinadas cepas patdégenas de E. coli; pudiendo ser su carne uno de
los principales portadores de E. coli enterohemorragica y E. coli enteropatdgena,
causantes de enfermedades como gastroenteritis, septicemias y sindrome urémico
hemolitico. Segun la OMS, estas bacterias han causado mas de un millén de

enfermedades en el 2017.

Finalmente, a nivel personal la eleccién del tema se encontré6 motivada por la
posibilidad de ampliar los conocimientos sobre la microbiologia de los alimentos, asi
como, en la aplicacion de los métodos mas utilizados en la actualidad para la

identificacion bacteriana y deteccion de factores patégenos.

1.2 Caracteristicas generales de E. coli

Escherichia coli pertenece a la familia Enterobacteriaceae y se caracteriza por
ser una de las especies mas importante y frecuente del género Escherichia (1). Es un
bacilo gram negativo, anaerobio facultativo, mesofilo, ubicuo, mévil o inmovil y no
forma esporas. En cuanto a sus caracteristicas bioquimicas: fermenta la glucosa y la

lactosa, reduce los nitratos, produce indol a partir de triptéfano y es catalasa-positivo y
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oxidasa-negativo (1)(2). Es una bacteria que puede crecer a pH entre 3-4, pero no
inferior a 2; a una aw de 0,95 y a temperatura aproximada de 60°C, pero no inferior a
72°C (2). Este microorganismo coloniza el tracto intestinal de los humanos y animales
de sangre caliente en las primeras horas de vida y pasa a formar parte de su
microbiota normal. Normalmente, E. coli y sus huésped coexisten sin provocar

enfermedad y con beneficio mutuo durante décadas (3).

Sin embargo, existen determinadas cepas patdgenas que debido a la adquisicion
de factores de virulencia, tienen la capacidad de provocar una amplia variedad de
infecciones. Estas cepas se asocian a multiples enfermedades de tipo entérico
(gastroenteritis, diarreas, disenteria, colitis hemorragica, sindrome urémico hemolitico,
edemas) y extraentérico (infecciones del tracto urinario, septicemias, meningitis,

infecciones respiratorias o de heridas, peritonitis, mastitis) (1)(4)(3).

1.3 Cepas de E. coli patégenas

En base al sistema de clasificacion serolégica propuesto por Kauffmann en 1947
existen tres tipos de antigenos de superficie (O: somatico; H: flagelar; K: capsular) E.
coli presenta 176 antigenos sométicos (O), 112 flagelares (H) y 60 capsulares (K).
Cada antigeno “O” define un serogrupo y cada combinacién especifica de antigenos
‘O” y “H” (O: H) define el serotipo de cada aislamiento. Ambos sirven como
marcadores cromosomicos de facil identificacion que se correlacionan con clones
virulentos especificos y en ocasiones pueden ser asociados con cuadros clinicos
particulares (4)(3)(5).

A partir de los mecanismos de patogenicidad, los factores de virulencia y
cuadros clinicos, las cepas de E. coli causantes de infecciones gastrointestinales se
clasifican en seis grupos (ver Figura 1): E. coli enteropatogénica (EPEC); E. coli
enterotoxigénica (ETEC); E. coli enteroinvasiva (EIEC); E. coli enterohemorragica,
también conocida como productora de verotoxinas o toxinas “Shiga”
(EHEC/VTEC/STEC); E. coli enteroagregativa (EAEC) y E. coli con adherencia difusa
(DAEC) (3)(5)(6).
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Figura 1. Esquema patogénico de las cepas de E. coli patdgeno-diarreicas (3).

Los esquemas reflejan las formas de interaccién de las cepas patégenas de E. coli con las
células eucariotas, obtenidas a partir de estudios “in vitro”, aunque no podrian reflejar
completamente los fendbmenos que ocurren en humanos infectados. Encontramos: a) EPEC
lesion de adhesién y eliminacién (A/E) en intestino delgado: (1) adhesion inicial, (2) traslocacién
de proteinas por secrecion tipo I, (3) formacion de pedestales debajo de la fijacion bacteriana,
resultado del reordenamiento de los elementos del citoesqueleto y acumulacién de actina
polimerizada junto con otras enzimas; b) EHEC lesion de adhesién y eliminacion en el colon,
junto con la secrecién de la toxina Shiga (Stx) que da lugar al sindrome urémico hemolitico y/o
a la purpura trombocitopénica trombética; ¢) ETEC se adhiere a los enterocitos del intestino
delgado e induce a diarrea acuosa por secrecion de enterotoxinas termolabiles (LT) y/o
termoestables (ST); d) EAEC se adhiere a los epitelios del intestino delgado y grueso formando
una biopelicula gruesa y elabora enterotoxinas secretoras y citotoxinas; e€) EIEC invade las
células del epitelio del colon, lisa el fagosoma y se mueve a través de la célula nucleando
microfilamentos de actina. La bacteria podria desplazarse lateralmente por el epitelio a través
de diseminacién directa de célula a célula; f) DAEC provoca el crecimiento de largas
proyecciones celulares sobre los enterocitos del intestino delgado, que envuelven a la bacteria.
AAF: fimbrias de adherencia agregativa; BFP: pilis formadores de haces; CFA: antigeno del
factor de colonizacion, DAF: factor de aceleraciéon de la descomposicion; LT: enterotoxina
termolabil, ST: enterotoxina termolabil, ShET1: enterotoxina Shigella (3).

1.3.1 E. coli enteropatogénica (EPEC)

E. coli enteropatogénica fue el primer patdégeno o patotipo de E. coli identificado
serolégicamente y se asocié con grandes brotes diarreicos en nifios menores de 2
afios en las décadas de 1940 y 1950, siendo en la actualidad una de las principales

causas de diarrea infantil en paises en vias de desarrollo (3)(7).
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El mecanismo de accion patdgeno de EPEC es una lesion de adhesion y
eliminaciéon (A/E) de la mucosa intestinal, que puede ser observada en muestras de
biopsia intestinal de pacientes o animales infectados y reproducida en cultivos
celulares (5). La lesion se inicia con un contacto intimo de la bacteria con la membrana
plasmatica apical, provocando una destruccién localizada del borde del cepillo
intestinal y una posterior distorsion y pérdida de la capacidad de absorciéon del
enterocito, dando lugar a un acimulo de solutos en el lumen intestinal que conduce a
la diarrea acuosa caracteristica de esta enfermedad (5)(8). Este contacto tiene como
resultado un reordenamiento de los elementos del citoesqueleto y acumulacion de
actina polimerizada junto con otras enzimas como la talina, cadena ligera de ezrina y
miosina, que da lugar a la formacién de estructuras en forma de “pedestal” debajo de
los sitios de fijacion bacteriana (5)(9). La formacion de la lesion A/E es un proceso
dinamico dividido en tres etapas principales de patogénesis: (I) adherencia localizada
inicial, (I1) transduccion de sefiales y (lll) adherencia intima (10); durante el cual se ha
comprobado que estos pedestales pueden doblarse y ondularse y que las bacterias
pueden desplazarse por la superficie de la célula huésped (8). La primera etapa de
adherencia de las bacterias a las microvellosidades esta mediada por pilis o fimbrias
rizadas denominadas BFP (bundle-forming-pilis) cuya informacién genética se
encuentra codificada en el plasmido EAF (EPEC adherence factor) de 50-70 MDa y
otros genes cromosomales necesarios para completar la adherencia localizada inicial
en forma de microcolonias (3)(11). Posteriormente, en la segunda etapa la actividad de
transduccién es codificada por la isla de patogenicidad “locus de eliminacion de los
enterocitos” (LEE: locus of enterocyte effacement) de 35 kb. Este LEE codifica la
formacion de una proteina de la parte exterior de la membrana de 94 kDa llamada
intimina, la cual interviene en la adhesién de la EPEC a las células epiteliales. La
intimina no s6lo funciona como un ligando para la adhesién a las células epiteliales,
sino que también estimula la respuesta inmune de la mucosa Tw1 Y la hiperplasia de la
cripta intestinal. Asi mismo, mas de 41 marcos de lectura abierta en el corazén de la
isla de patogenicidad del LEE codifican el sistema de secrecién Tipo Il (T3SS: type llI
secretion system), las proteinas efectoras hacia el interior de la célula hospedadora
(Esp), y los chaperones (3)(5)(12). En la Ultima etapa, una de las proteinas efectoras,
conocida como receptor de intimina translocado (Tir), se inserta en la membrana de la
célula del epitelio y actia como receptor para la intimina codificada por el gen eaeA,;
determinando la posterior acumulacion en forma de pedestal de la actina polimerizada
junto con numerosas proteinas citoesqueléticas que permiten la fijacion en la parte
exterior de las células; generando dafio en las microvellosidades, pérdida de la

integridad de la superficie y muerte celular (3)(10)(11).

4
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Las cepas de EPEC se dividen en tipicas y atipicas, en funcién de si presentan
el gen eaeA que codifica para la producciéon de intimina y el factor de adherencia
(EAF) (tipicas) o solo presentan el gen eaeA que codifica para la intimina (atipicas). Si
EPEC posee el plasmido denominado EAF (EPEC factor de adhesién) que codifican
para la formacion de pilis tipo IV formadores de haces (BFP), estos intervienen en la
adherencia entre bacterias y posibilitan la adherencia a las células epiteliales,
facilitando el proceso de lesion A/E (5)(9).

Al igual que otras cepas de E. coli, la forma de trasmisién de EPEC es fecal-
oral por contaminacion de alimentos, manos, férmulas de destete o fémites que sirven
como vehiculos de trasmision. Los reservorios de EPEC pueden ser nifios y/o adultos
sintomaticos o asintomaticos y puede ocasionar brotes o casos aislados de diarrea,

principalmente en nifilos menores de dos afios (3)(5).

Finalmente, la enfermedad que provoca se caracteriza por una diarrea acuosa,
resultado de mdultiples mecanismos entre los que se incluyen: secrecion de iones
activos, aumento de la permeabilidad intestinal, inflamacién intestinal y pérdida de
absorcion; resultado del borramiento de las microvellosidades. La diarrea puede ser

grave, prolongarse en el tiempo e ir acompafiada de fiebre y vémitos (3)(5).

1.3.2 E. coli enterotoxigénica (ETEC)

E. coli enterotoxigénica provoca diarrea acuosa y puede cursar desde una
enfermedad poco grave a una grave. Es causa importante de diarrea infantil en paises
en vias de desarrollo, especialmente en los meses célidos y humedos de zonas
nativas americanas; y principal causa de diarrea del viajero de norteamericanos y

europeos gue visitan zonas endémicas de la enfermedad (3)(5)(13).

Las cepas de ETEC pueden expresar una de las dos toxinas, enterotoxinas
termolabiles (LT: heat-labile enterotoxins) o enterotoxinas termoestables (ST: heat-
stable enterotoxins) o ambas toxinas (LT + ST) (3)(5). Las toxinas enterotermoestables
son toxinas de pequefio tamafio que incluyen dos clases de toxina que no se
encuentran relacionadas entre ellas (STa y STb), difieren tanto en su estructura como
en su mecanismo de accién patégeno. Unicamente la enterotoxina STa esta asociada
con enfermedades en humanos y en animales; mientras que STb esta asociada
principal con diarrea en lechones. Respecto a las toxinas termolabiles, estas tienen
una estructura y funcién similar a la enterotoxina coélera (CT) que expresa Vibrio
cholerae. La enterotoxina LT-l se asocia con cepas aisladas en humanos, mientras

gue LT-II se asocia s6lo a enfermedad en animales (5)(14).

5
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El mecanismo de accion patdgeno de ETEC en humanos se caracteriza por
una colonizacion de la mucosa del intestino delgado y posterior sintesis de
enterotoxinas (LT/ST) que incrementan la secrecion intestinal. La colonizacién se
encuentra mediada por uno o varios factores de colonizacion fimbriales proteinicos
(FFC): antigeno del factor de colonizacion (CFA), antigeno coli de superficie (CS) y el
factor de colonizacion putativo (PCF). La toxina LT esta formada por una subunidad A
y cinco subunidades B. En primer lugar, se une a través de las subunidades B a los
receptores (gangliésidos GM;) y otras glucoproteinas que se encuentran en la
superficie del borde del cepillo y posteriormente penetra en los enterocitos por
endocitosis. La LT llega a la membrana basolateral y a través de su subunidad A, que
tiene actividad enzimatica, activa la adenil-ciclasa provocando un aumento intracelular
de monofosfato de adenosina ciclico (AMPc), una activacion de cinasas dependientes
del AMPc y una eventual activacion del principal canal de cloruro (CTFR) de las
células epiteliales. El resultado es el incremento de la secrecion de cloro de las células
de la cripta secretora y la inhibicion de la absorcién de cloruro de sodio (CINa), que da
lugar a la diarrea osmotica caracteristica de la enfermedad. La toxina STa es un
péptido de pequefio tamafio y monomérica que se une al receptor transmembrana de
la guanilato-clicasa y provoca un aumento intracelular de guanosina monofosfato
ciclico (GMPc) , que a su vez activa las cinasas dependientes del GMPc y/o del AMPc

dando lugar a una posterior hipersecrecion de liquidos (3)(13)(15).

La forma de trasmision de ETEC es fecal-oral, por consumo de alimentos y
agua contaminados por heces. La dosis infectiva para producir la enfermedad es alta,
siendo de 108-10° UFC (Unidades Formadoras de Colonias) (13)(15).

Como ya se mencion6 anteriormente, ETEC produce una diarrea acuosa como
enfermedad principal, que persiste aproximadamente de 3-5 dias tras un periodo de
incubacién de 1-2 dias y es autolimitada (13). El cuadro clinico es muy similar al
causado por el Vibrio cholerae pero mas leve, especialmente en adultos. Los sintomas
se caracterizan por la aparicion repentina de heces acuosas (sin sangre, sin moco, sin
pus) que en algunos casos puede ir acompafada de nauseas o vomitos y conducen a
una deshidratacion por pérdida de liquidos y electrolitos en las heces (5)(15). Esta
deshidrataciéon puede verse reflejada en: boca seca, letargo, disminucion de la
turgencia de la piel, hipotensién arterial, calambres musculares y en algunas

ocasiones, en las formas mas graves, shock hipovolémico (13).
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1.3.3 E. coli enteroinvasiva (EIEC)

En 1971, DuPont y colaboradores descubrieron que determinadas cepas de E.
coli causaban colitis inflamatoria invasiva y ocasionalmente disentérica en muchos
casos de diarrea acuosa cuando se realiz6 en estudios con personas voluntarias.
Ademas, este microorganismo muestra caracteristicas bioquimicas, genéticas y
patdégenas similares a Shigella spp, aunque con una virulencia mas leve y una dosis

infecciosa mas alta (5)(16).

El mecanismo de patogenicidad actual de EIEC comprende las fases: (I)
penetracion en las células epiteliales, (ll) lisis de la vacuola endocitica, ()
multiplicacion intracelular, (IV) movimiento direccional a través del citoplasma y (V)
extension en células epiteliales adyacentes. Si el proceso infeccioso es severo, esta
secuencia de eventos puede provocar la ulceracidon colonica caracteristica de una
fuerte reaccion inflamatoria (3)(5). Ademas, tiene la capacidad de elaborar una o0 mas
enterotoxinas secretoras que pueden desempefiar un papel importante en la
enfermedad diarreica (5). Los genes necesarios para llevar a cabo este complejo
proceso patogénico se encuentran en el plasmido pinv de 140 MDa, que codifica para
un sistema de secrecion de tipo lll necesario para la produccién de multiples proteinas
de membrana, como las IpA, IpaB, IpaC e IpgD, implicadas en: la sefializacion
epitelial, reordenamientos citoesqueléticos, captacion celular y lisis de la vacuola
endocitica, entre otras acciones (3)(16). Aungue el sistema de secrecion tipo Il es
esencial para la invasién de la célula, se han descrito otros factores de virulencia,
como la proteasa serina que codifica para el plasmido SepA, el sistema de adquisicion
de hierro de aerobactina codificado por el cromosoma, asi como, otras proteasas

secretadas codificadas por los genes presentes en las islas de patogenicidad (3).

Las cepas patogénicas de EIEC estan asociadas a serotipos especificos de E.
coli O: E. coli O:028ac: NM, 029: NM, O112ac: NM, O121: NM, O124: NM,0124: H30,
0135: NM, 0136: NM, 0143: NM, 0144: NM,0152: NM, 0159: H2, 0159: NM, 0164:
NM, O167: H4,0167: H5, O167: NM y 0O173: NM(17). La trasmision de estas cepas
generalmente se produce en forma de brotes a través de alimentos o aguas

contaminadas, aunque también puede llevarse a cabo de persona a persona (5).

Finalmente, la infeccibn que provoca EIEC en la mayoria de los casos se
caracteriza por una diarrea acuosa que puede no diferenciarse de la que produce
ETEC. Sélo una minoria de pacientes presenta diarrea disentérica, que se manifiesta
con la presencia de sangre, moco y leucocitos en las heces, tenesmo, fiebre, malestar
y calambres (5)(16).
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1.3.4 E. coli enterohemorragica (EHEC)

En 1982, E. coli enterohemorragica (EHEC) fue reconocida por primera vez
como causa de dos brotes enfermedad gastrointestinal humana en Oregén y Michigan,
aparentemente trasmitida por carne poco cocinada (18). En las ultimas décadas, E.
coli enterohemorragica es la mas relacionada con la morbilidad y mortalidad en
humanos asociadas a infecciones causadas por brotes alimentarios de forma directa e
indirectamente, siendo causante de importantes pérdidas econdmicas en la industria
alimentaria (19). Existe un amplio nimero de serotipos atribuidos a cepas de EHEC,
siendo el serotipo E. coli O157:H7 uno de los mas importantes patdégenos trasmitidos
por alimentos por ser causante de enfermedades potencialmente mortales como la
colitis hemorragica que puede derivar en sindrome urémico hemolitico (SUH), siendo
especialmente vulnerables nifios de corta edad, ancianos e inmunodeprimidos
(20)(21).

El mecanismo de accién patégeno de EHEC se basa en su capacidad de
producir una o mas toxinas de la familia Shiga (Stx) o verotoxinas (VT) (5), potentes
citotoxinas que se encuentran relacionadas con la toxina producida por Shigella
dysenteriae tipo | (22). Estas verotoxinas estan constituidas por cinco subunidades B
idénticas de 7,7 kDa que intervienen en la uniéon de las holotoxinas a la receptores
celulares glucolipidos especificos (Gb3), que se encuentran en la superficie de las
células diana; y una subunidad enzimatica A de 30 kDa con actividad especifica RNA
N-glucosidasa que le permite dividir el ARN ribosomal e inhibir la sintesis proteica,
dando lugar a la muerte celular (5)(10). Dentro de la familia Stx se distinguen dos
principales subgrupos: StxyVT1y Stxo/VT,, codificadas respectivamente por los genes
Stx1 y Stxz que comparten aproximadamente un 55% de homologia en aminoacidos
(3), pero inmunoldgicamente distintas. Las Stxs se producen en el colon atraviesan el
epitelio intestinal, viajan a través de la circulacidon sanguinea pudiendo ir unidas a
leucocitos polimorfonucleares humanos (PMNs) (23)(24). Posteriormente, llegan a las
células diana expresan el receptor Gb3, sobre todo a nivel renal, provocando el dafio
de las células endoteliales y oclusion de la microvasculatura a través de una
combinacion de toxicidad directa e induccién de la produccion local de citocinas
proinflamatorias, especialmente TNFa y IL, que da lugar a una inflamaciéon de los
o6rganos afectados. Este dafio renal puede provocar el desarrollo de Sindrome
Urémico Hemolitico (SUH), que se caracteriza por una anemia hemolitica,
trombocitopenia e insuficiencia o fallo renal agudo; proceso regulado por la familia Bcl-

2 (proteinas pro-apoptoéticas formadoras de poros) (3)(23).
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Ademas de producir verotoxinas, determinadas cepas de EHEC pueden
presentar otros mecanismos patégenos, como la lesion de adhesién y eliminacion
(A/E) mediado por el gen eaeA u otros factores de virulencia como el gen ehxA, que
incrementan su poder patéogeno (5). EI gen cromosomal eaeA codifica para la
produccion de intimina, proteina de membrana externa de 94 kDa que facilita la union
de las cepas bacterianas a las células huésped (25). Mientras que, el gen ehxA se
encuentra en el plasmido pO157 y codifica para la produccién de una hemolisina que
se encuentra dentro del grupo de toxinas RTX (26), estas citolisinas tienen la
capacidad de causar enfermedades extraintestinales y son activas en diferentes

células, como linfocitos, granulocitos, eritrocitos y células tubulares renales (19).

Las de cepas de EHEC se pueden clasificar en tipicas y atipicas, en funcion de
si presentan el plasmido de 60 MDa y producen la lesién A/E (tipicas) o no producen la
lesion A/E pero pueden presentar o no el plasmido de 60 MDa (atipicas) (5). Y en
funcién del serotipo en E. coli O157:H7, sorbitol-negativo y B-glucuronidasa-negativo y

E. coli no O157:H7, sorbitol-positivo y B-glucuronidasa-positivo (27)(28).

La forma de trasmision de EHEC puede ser fecal-oral, por consumo de
alimentos y agua contaminados por heces o por trasmision de persona a persona (5).
El reservorio de EHEC se encuentra en el tracto intestinal bovino y la mayoria de los
casos estan asociados a la ingestion de carne y derivados, asi como el consumo de
leche sin pasteurizar (3). Sin embargo, existe una amplia variedad de alimentos
asociados con la enfermedad, incluyendo la carne de cerdo, ave, oveja y conejo (29),
asi como, verduras crudas, como la lechuga o rdbanos (5). Ademas, también estan
documentados brotes recientes asociados al consumo de mayonesa (29) y jugo de

manzana sin pasteurizar (30).

Finalmente, en la mayoria de los casos las cepas de EHEC provocan una
enfermedad que suele iniciarse con diarrea no sanguinolenta precedida de dolor
abdominal y una fiebre de corta duracién; todo ello puede ir acompafiado de vomito. Al
cabo de varios dias, la diarrea se vuelve sanguinolenta y el dolor abdominal se
intensifica. En la mayoria de los casos, el cuadro clinico se resuelve al cabo de 4-10
dias sin secuelas aparentes. Sin embargo, en aproximadamente un 10% de pacientes
(edad infantil, ancianos e inmunodeprimidos) la enfermedad progresa a sindrome
urémico hemolitico, caracterizado por anemia hemolitica, trombocitopenia e
insuficiencia renal aguda, y cuyas manifestaciones clinicas iniciales incluyen oliguria o
anuria, edema, palidez y, en algunas ocasiones, convulsiones. La mayor parte estos

pacientes se recupera con el apoyo adecuando; sin embargo, un pequefio porcentaje
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presentara secuelas graves, como insuficiencia renal potentemente moral,
hipertension arterial o afecciones en el sistema nervioso central. La progresion a SUH
es mas probable que se produzca en pacientes infectados con cepas de E. coli EHEC
0157:H7; mientras que las cepas E. coli EHEC no-O157:H7 provocan cuadros clinicos
menos graves, caracterizados por diarrea acuosa con dolor abdominal y colitis
hemorréagica (3)(5)(31).

1.3.5 E. coli enteroagregativa (EAggEC)

E. coli enteroagregativa fue identificada por Nataro et al en 1987 (32) y descrita
posteriormente por su capacidad de adherirse a las células HEp-2 y a la superficie de
cubreobjetos libre de células HEp-2 a través de un patron autoagregante inespecifico
(AA), en el cual las bacterias se adhieren unas a otras adquiriendo la forma de
“ladrillos apilados” (33). Desde su descubrimiento, ha sido asociada a brotes de
diarrea acuosa aguda o persistente en nifios de paises en vias de desarrollo (3),
diarrea del viajero, diarrea en adultos con infeccion por VIH y diarrea endémica en
ciudades de EE.UU y en adultos sanos de paises desarrollados, de forma variable
(34).

El mecanismo de accion patégeno de EAEC se basa en tres etapas: (I)
colonizacién y adherencia de las fimbrias a la mucosa intestinal,(ll) aumento de la
produccion de moco que da lugar a la formacion de una capa espesa de biofilms en la
superficie de los enterocitos y (ll) secrecion de toxinas (enterotoxinas y citotoxinas) e
induccién de la respuesta inflamatoria, que da lugar al dafio celular (3)(5)(35). La
adherencia a las células HEp-2 y la hemaglutinacion de los eritrocitos humanos se
debe a la presencia de una fimbria | de adherencia agregativa (AAF/1), una adhesina
fimbrial que es codificada por el gen aggA que se encuentra en un plasmido de 60
MDa (5)(36). Sin embargo, no todas las cepas de EAggEC expresan esta adhesina
fimbrial y se han descrito otras fimbrias genéticamente y morfolégicamente distintas a
AAF/I, como por ejemplo las fimbrias AAF/Il, gue median la adhesién de las bacterias
al colon humano (5)(37). Respecto a las toxinas se han descrito varios tipos, dos de
ellas estan codificadas por el mismo locus cromosémico en cadenas opuestas. El gen
mas grande codifica a la proteasa autotransportadora Pic, que tiene actividad de
mucinasa. Mientras que, la hebra opuesta codifica a la enterotoxina oligomérica
Shigella enterotoxina 1 (ShET1), cuyo mecanismo de accion todavia no se ha podido
comprender, pero podria contribuir a la diarrea acuosa caracteristica de la infecciéon
por EAggEC (38). Otras toxinas presentes en la mayoria de las cepas de EAggEC son

la enterotoxina termoestable EAST1 y la toxina Pet. La primera toxina se caracteriza
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por ser un péptido de bajo peso molecular homélogo a la toxina ETEC STa, que podria
contribuir a la diarrea acuosa en cepas positivas para esta toxina (39). La segunda
toxina se caracteriza por ser una proteina autotransportadora de alto peso molecular
gue esta codificada para un plasmido de 65 MDa, con actividad enterotoxica
(acortamiento de las vellosidades, alteraciones hemorragicas y necréticas y ulceracion
del epitelio superior) y capacidad para provocar cambios en el citoesqueleto (38)(40).

Finalmente, las cepas de EAggEC se caracterizan por causar brotes o casos
aislados de diarrea persistente. El cuadro clinico suele presentar diarrea acuosa,
secretora y mucoide, que puede ir acompafada en algunas ocasiones de fiebre leve,
vomito o sangre (5). En niflos puede manifestarse con diarrea acuosa, con moco, sin
sangre y puede llegar a requerir de rehidratacién intravenosa en sus formas mas

severas (41).

1.3.6 E. coli con adherencia difusa (DAEC)

E. coli con adherencia difusa se identifica por tener un patron de adherencia
difusa (DA) a célula HEp-2, en el cual cubren uniformemente toda la superficie celular
sin formar microcolonias (42). El grado de implicacion de las cepas de DAEC en la
diarrea sigue siendo controvertido; hay estudios que encuentran asociacion en nifios

de mas de 12 meses de edad, en particular en el noroeste de Brasil (43).

El mecanismo de accion patégeno de DAEC no esta claramente demostrado,
aunqgue se sabe que la mayoria de las cepas, como la DEAC C1845, producen F1845,
una fimbria de adherencia que permite la adhesion a la superficie de células que
expresan sitios de union especificos (5)(42). Los genes que codifican para la fimbria
F1845 pueden encontrarse en un cromosoma o en un plasmido (5). Estas fimbrias
pertenecen a la familia de las adhesiones Dr que se unen a células que tienen en su
superficie una proteina conocida como DAF, que actla como receptor para E. coli
C1845, desencadenando un efecto citopatico que da lugar a una sefalizacion de
varios eventos que afectan a las funciones de transporte y/o secreciéon y a la
organizacion de la estructura celular (44). En una minoria de cepas aisladas de DEAC
(0126:H27), el fenbmeno de adherencia difusa se ha asociado a AIDA-I, una proteina
de membrana externa de 100kDa con capacidad de producir la diarrea caracteristica
de la infeccion (45).En los dltimos afos, se han identificado cepas Afa/Dr DAEAC
asociadas con infecciones del tracto urinario (ITU), complicaciones en mujeres

embarazadas y diarrea en nifios de 18 a 5 afios de edad; que poseen islas de
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patogenicidad que no se encuentran en las cepas intestinales de la microbiota de
nifos y adultos (3)(46).

Finalmente, las cepas de DAEC se pueden aislar de personas sanas y que
presentan diarrea, siendo de mayor importancia los nifios mayores de 1 afio hasta los
4-5 afios de edad (47). La diarrea se caracteriza por ser acuosa, sin sangre y sin
leucocitos (5). El fendmeno, caracteristicas epidemiolégicas y modo de adquisicion de
la infeccion aun son indeterminados (43)(47).

1.4 Dosis infectiva de E. coli patbgenas

La dosis infectiva de E. coli enteropatogéna (EPEC) actualmente es desconocida
(48). Aunque se han realizado algunos estudios sobre las dosis infectivas en
voluntarios adultos, en los que fue necesaria una dosis entre 108-10° UFC (Unidades
Formadoras de Colonias) para producir diarrea (5)(48), teniendo en cuenta que

previamente se neutraliz6 el acido gastrico con bicarbonato (5).

La dosis infectiva de E. coli enterotoxigénica (ETEC), en comparacion con otras
cepas patogenas de E. coli, es relativamente alta; se cree que esta entre 10108 UFC
(5)(48). Sin embargo, esta dosis infecciosa se basa en ensayos “in vitro” y puede

diferir de la dosis de trasmision de la infeccion natural (48).

La infeccion por E. coli enteroinvasiva EIEC tiende a ser menos virulenta que la
de Shigella spp, algunos autores indican que se requiere un mayor numero de
microorganismos para causar la infeccién y que es superior a la dosis infectiva (10-102
UFC) de Shigella spp (5)(48).

E. coli enterohemorragica (EHEC), a diferencia del resto de cepas de E. coli
patégenas, con una dosis extremadamente baja es capaz de provocar infeccion (<100
células) (3). Una investigacion, determiné que la empanada de carne con el nivel mas
alto de STEC 0157:H7 contenia s6lo 675 organismos por gramo Yy sugirié que la dosis

infecciosa de esta bacteria podria ser inferior (48).

E. coli enteroagregativa (EAggEC), como patdgeno gastrointestinal, ha sido
investigado en varios estudios con voluntarios. En estos estudios se observd que
determinadas cepas de EAQQEC causaban diarrea s6lo en una parte de los

voluntarios, siendo la dosis infectiva entre 108-10'° UFC/ml (49).

En la actualidad, todavia no se ha desarrollado un método universal para la

deteccion de cepas de E. coli de agregacion difusa (DAEC) responsabas de diarrea,
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en el entorno clinico. Por tanto, las caracteristicas de su epidemiologia siguen siendo
poco claras y se necesita investigar mas sobre su transmision y la dosis infectiva que

causa infeccion (48).

1.5 Importancia de la presencia de E. coli en alimentos

La epidemiologia de las cepas patégenas de E. coli trasmitidas a través de los
alimentos es variable. En paises en vias de desarrollo son frecuentes las cepas ETEC,
EIEC y EPEC. Mientras que, en los paises desarrollados la cepa mas comun ha sido
EHEC (5)(50).

Las cepas patdgenas de E. coli son excretadas a través de las heces de
huéspedes enfermos o sanos. Los rumiantes, en particular el ganado vacuno, son
considerados como el principal reservorio de EHEC O157:H7. Las heces portadoras
de esta cepa patdgena pueden contaminar la carne durante el sacrificio en el
matadero, ser arrastradas hasta aguas de bebida o depositarse en frutas y verduras
por el uso de abonos organicos o agua de riego contaminada con aguas residuales.
Ademads, algunos animales como insectos, aves, roedores y otros animales silvestres,
pueden ser vectores y transportar las bacterias desde las heces al agua de bebida y a
los alimentos (51). Los seres humanos se pueden contaminar con EHEC O157:H7 a
través de contacto directo con una persona infectada o un animal portador, o
indirectamente a través del medio ambiente, agua o alimentos contaminados con

heces portadoras de esta cepa patdgena (48).

Las cepas de toxina Shiga (STEC) se caracterizan por tolerar temperaturas
minimas de 7-10°C y maximas de 50°C, siendo su temperatura 6ptima de crecimiento
de 37°C. Ademas, son consideradas las cepas de E. coli mas &cido-resistentes,
capaces de sobrevivir a un pH inferior a 4,4 y crecer en alimentos con una actividad de
agua de 0,95 (52). Estas caracteristicas permiten a EHEC O157:H7 crecer facilmente
en productos carnicos a una temperatura de conservacion superior a 7°C; un ejemplo

de ello es la carne de conejo, que presenta un pH de 6 y una aw de 0,98 (53).

Los tratamientos bactericidas son considerados el Unico método eficaz para la
eliminacion de STEC de los alimentos, como el calentamiento (cocciéon o
pasteurizaciéon) o la irradiacién (54). Sin embargo, la resistencia al calor de E. coli
depende de la matriz alimentaria; por ello, los tratamientos térmicos considerados
letales para esta bacteria pueden resultar no ser suficientes para eliminar
determinadas cepas patdégenas, como E. coli 0157:H7. La resistencia extrema al calor

de E. coli es conferida por una isla genémica de 14 kbp (LHR) que codifica 16 genes;
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de los cuales, 6 genes son exclusivos de cepas de E. coli resistentes al calor. Se ha
visto que la adquisicion de LHR aumenta la supervivencia en méas de 7 log (UFC/mL),
después de la exposicion a 60°C durante 5 minutos. Asi mismo, esta resistencia al
calor aumenta en alimentos con baja actividad de agua y elevada acumulacién de
solutos; como por ejemplo la carne picada con elevadas concentraciones de NacCl
(55).

Parece evidente que las recomendaciones actuales para la eliminacién de
patégenos pueden ser no suficientes para controlar determinadas cepas de E. coli
altamente resistentes al calor. Es necesario desarrollar un método que asegure la

inactivacion de las cepas mas resistentes al calor (55).

1.6 Brotes de E. coli en alimentos

Las cepas de E. coli productoras de toxinas Shiga (STEC) son las que producen
un mayor nimero de brotes en el mundo y son trasmitidas por alimentos (56).
Recientemente, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estim6 que estas cepas
bacterianas causaron en 2010 mas de 1 milldbn de enfermedades trasmitidas por los
alimentos, mas de 100 muertes y casi 13.000 afios de vida ajustados a discapacidad
(AVAD) (57).

Una reciente revision bibliografica recoge un total de 957 brotes de STEC de 27
paises segun las regiones de la Organizacion Mundial de la Salud: las Américas
(AMR), Europa (EUR) y el Pacifico occidental (WPR), en el periodo comprendido entre
1998 y 2017. Los brotes mas antiguos fueron recogidos en EEUU del 1998 al 2015;
mientras que los datos de los brotes recogidos de los paises restantes ocurrieron entre
2010 y 2017. El estudio dividié los alimentos en simples, cuando pertenecian a una
sola categoria, o complejos, cuando los ingredientes pertenecian a varias categorias.
Los resultados mostraron que la carne de vacuno, los productos agricolas y los
productos lacteos fueron las fuentes con mayor probabilidad de ser la causa de un
brote de STEC causado por un alimento complejo y que estos alimentos variaban de

categoria entre las regiones (58).

En otro estudio realizado en EEUU, se reportd un total de 350 brotes y 8.598
casos de infeccion por E. coli 0157 en 49 estados en el periodo de 1982 a 2002. Entre
los casos, hubo 1.493 hospitalizaciones, 354 casos de SUH y 40 muertes. La mayoria
de los brotes ocurrieron de mayo a noviembre, y fueron disminuyendo en el periodo de
1982 a 2002. La principal causa de los brotes fue la trasmision por alimentos en

comunidades, seguido de restaurantes y escuelas. Los alimentos implicados con
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mayor importancia fueron la carne picada de vacuno, siendo el principal vehiculo de
trasmision de EHEC 0157 y productos agricolas, como lechuga, brotes, repollo, o
zumo de manzana. Estos ultimos mostraron un aumento del nimero de infecciones en

los ultimos afios (59).

Durante el periodo 2013-2017, los Estados miembros de la Uni6n Europea (UE)
notificaron un total de 30.400 casos de infeccion en humanos por STEC. En 2017, se
comunicaron 6.073 casos confirmados de infecciones por STEC en UE. La tasa de
notificacion fue de 1,66 casos por 100.000 habitantes; lo que representa una
disminucion del 6,2% en comparacién con 2016, que era de 1,77 casos por cada
100.000 habitantes. Como en afios anteriores, el serogrupo 0157 fue al que mas
casos de infeccion por STEC se le atribuyeron y la carne de vacuno el principal

vehiculo de trasmision a través de alimentos (60).

En la Figura 2 se recoge la evolucién de los casos asociados a las E. coli
patégenas obtenidos del Centro para el Control y la Prevencion de Enfermedades
(CDC) de EEUU desde el afio 2007 hasta el aflo 2017, se puede observar una
disminucion del nimero de brotes y casos asociados a E. coli patdégena transmitida por
alimentos a partir del afio 2008. E. coli verotoxigénica fue la responsable de la mayor
parte de estos casos de infeccion, seguida por E. coli enterotoxigénica y E. coli
enteroagregativa, en menor proporcion. Segun la informacién recogida de la CDC, el
principal vehiculo de transmision de estas bacterias fue el consumo de carne picada,
seguida por el consumo de leche y productos lacteos no pasteurizados y productos

vegetales contaminados, como la lechuga, el repollo o las espinacas (61).
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Figura 2: Numero de brotes y casos de E. coli en alimentos desde el 2007 a 2017, en EEUU.
Elaboracién propia.
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En la Figura 3 se pueden observar el numero de casos y brotes de E. coli
verotoxigénica producidos en Espafia desde el afio 2010 hasta el 2016, estos datos
fueron obtenidos de la Red Nacional de Vigilancia Epidemiologica (RENAVE). Al
contrario de lo observado en EEUU, en Espafia se observa un crecimiento del nUmero
de casos a partir del 2013; posiblemente debido al cambio de criterio en la notificacion
de E. coli verotoxigénica respecto a los anteriores afios, en los cuales no era
obligatoria su notificacion. Los vehiculos de transmision no fueron notificados o
escasamente notificados por la RENAVE, por lo que no se ha podido establecer cual

es el principal vehiculo de transmision (62).
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Figura 3: Brotes de E. coli verotoxigénica en alimentos, en Espafa. Elaboracion propia.

1.7 Factores de virulencia de E. coli

Escherichia coli presenta una gran cantidad factores de virulencia que se han
dividido en diferentes categorias, como la adhesion, la aptitud para la colonizacion y
los efectos toxicos de las toxinas en las Tablas 1y 2. Las cepas mas patdégenas de E.
coli presentan principalmente entre otros factores de virulencia: las verotoxinas, el gen
eaeA y la enterolixina (3). Mientras que, las cepas de E. coli enteropatdégena presentes
en conejos con sintomatologia diarreica, generalmente, presentan el gen eaeA y los
factores necrotizantes (CNF1, CNF2) (63).
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Tabla 1: Factores de virulencia: de adhesion y de aptitud a la colonizacion. Adaptada de Kaper

(2004) (3).
Factor Patotipo Actividad/efecto
IcsA (VirG) EIEC Nucleacion de los filamentos de actina
Intimin EPEC, EHEC Adhesina, induce la respuesta tH1
Adherencia, unidn al factor de aceleracion de la
Dr. adhesins DAEC descomposicién (DAF), activa P1-3-quinasa, induce
la MICA
CFAs ETEC Adhesina
Type-1 fimbriae Todos Adhesion
Bundle-forming ) S .
] EPEC Formacién de fimbrias rizadas tipo IV
pilus
Aggregative
99red ) ) EAEC Adhesina
adherence fimbriae
Paa EPEC,EHEC Adhesina
ToxB EHEC Adhesina
Efa-1/LifA EHEC Adhesina
Long polar fimbriae )
EHEC,EPEC  Adhesina
(LPF)
Saa EHEC Adhesina
OmpA EHEC Adhesina
Curli Varios Adhesina, se une a la fibronectina
) ) Promueve la colonizacion, ayuda al a penetracion
Dispersin EAEC
en la mucosa
Aerobactin EIEC Adquisicién de hierro, sideréforo
Yersiniabactin Varios Adquisicién de hierro, sideroforo
Chu (Shu) EIEC Adquisicién de hierro, transporte heme
i Moatilidad, induce a la expresion de citoquinas a
Flagellin Todos 5
través del TLR5
Lipopolysaccharide Todos Induce la expresion de citoquinas a través de TLR4
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Tabla 2: Factores de virulencia de E. coli: toxinas y efectos. Adaptada de Kaper (2004) (3).

Factor Patotipo Actividad/efecto
Heat-labile enterotoxin e ADP ribosilatos y activa adenilato ciclasa, dando
(LT) lugar a secrecién de iones
) ) Depurinar RNA, inhibe la sintesis de proteina,
Shiga toxin (Stx) EHEC ) )
induce a apoptosis
Cytolethal distending oy Actividad de DNasel, bloquea la mitosis en la fase
arios
toxin (CDT) G2/M
Shigella enterotoxin 1 EAEC, » )
Secrecion de iones
(ShET1) EIEC
Urease EHEC Degrada la urea a NH3 y CO2
EspC EPEC Serina proteasa, secrecién de iones
EspP EHEC Serina proteasa, corta la coagulacién factor V
Pet EAEC Serina proteasa, secrecién de iones, citotoxicidad
i EAEC, ;
Pic Proteasa, mucinasa
EIEC
SepA EIEC Serina proteasa
SigA EIEC Secrecion de iones
Cycle-inhibiting factor EPEC, Bloguea la mitosis en fase G2/M, da lugar a la
(Cif) EHEC inactivacion de Cdkl
EPEC, ) ) )
EspF Abren uniones estrechas, inducen apoptosis
EHEC
EPEC, » ] )
EspH Modula la formacion de filopodios y pedestales
EHEC
EPEC, ) i i
Map Altera el potencial de la membrana mitocondrial
EHEC
Ti EPEC, Altera las microvellosidades del potencial de
ir
EHEC membrana mitocondrial, actividad similar a GAP
IpaA EIEC Despolimerizacion de actina
Apoptosis, liberacion de IL-1, insercion de
IpaB EIEC
membrana
IpaC EIEC Polimerizacion de actina, activacién de Cdc42
IpaH EIEC Modula la inflamacion
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IpgD EIEC Inositol-4- fosfatasa, ampollas de membrana
) Desestabilizacion de microtubulos, fruncido de
VirA EIEC
membrana
Corta C1-INH, interrumpe la cascada del
StcE EHEC
complemento
Ehx EHEC Lisis celular

Cytotoxic necrotizing

EHEC Alteracion del citoesqueleto, necrosis
factors (CNF-1,-2)

EPEC,
LifA/Efa Inhiben la activacion y adhesion de los linfocitos

EHEC
Shigella enterotoxin 2 EIEC, » i

Secrecion de iones
(ShET2) ETEC
Heat-stable enterotoxin a ETEC Activa la guanilato ciclasa, resultado en la secrecion
(STa) de iones
Heat-stable enterotoxin b e Aumenta el calcio intracelular dando como
(STh) resultado la secrecion de iones
) Activa la guanilato ciclasa, que promueve la

EAST Varios

secrecion de iones

1.8 Metodologia para la identificacion de E. coli

En el laboratorio de microbiologia se pueden aplicar multiples métodos para
abordar la identificacion microbiana, entre los que cabe destacar los métodos
fenotipicos o “tradicionales, los métodos moleculares y los métodos protedmicos. El
objetivo principal de estas técnicas es la identificacibn de los microorganismos
implicados en la calidad, seguridad, inocuidad y tecnologia alimentaria o presentan

importancia clinica.

1.8.1 Métodos fenotipicos

En la actualidad, la identificacion bacteriana realizada por métodos
convencionales basados en las caracteristicas fenotipicas son utilizados debido a su

bajo coste y su bajo nivel de complejidad (64).

Estos métodos se basan en las caracteristicas que las bacterias expresan al
crecer, como su morfologia, el uso de ciertos hidratos de carbono o la hidrélisis de

algunos compuestos derivados de enzimas concretos, es decir, segun sus
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caracteristicas bioguimicas y metabdlicas. Por ello, el cultivo continta siendo el
método de diagndéstico de eleccion, permitiendo el aislamiento del microorganismo
implicado y su identificacion, estudiar la sensibilidad a los antimicrobianos y facilitar la
aplicacion de marcadores epidemiolégicos (64).

Entre sus inconvenientes, se requiere de una buena formacion y experiencia
del microbiélogo para la eleccion de las pruebas para la identificacion de un
microorganismo concreto, asi como, la falta de concordancia entre las caracteristicas
morfolégicas y/o fenotipicas observables de los aislamientos en estudio y las
correspondientes a las cepas de la especie tipo, hace que la identificacién no sea
definitiva (64). Ademas, las condiciones de cultivo pueden provocar cambios en las
caracteristicas fenotipicas de las bacterias. No obstante, estos métodos permiten una

mejor descripcion de las cepas en estudio.

1.8.2 Meétodos moleculares

Hasta hace algunos afos, se consideraba a los métodos moleculares como
procedimientos complementarios o alternativos para la identificacion bacteriana, que
permiten solventar las limitaciones de los métodos fenotipicos (64). En la actualidad,
los métodos moleculares son utilizados como métodos de referencia para la

identificacion bacteriana.

Las técnicas de identificacion molecular en bacterias se basan en la
amplificacibn gendémica y en la secuenciacién de una amplia variedad de genes o
parte de estos, por ejemplo, el gen 16SrRNA, ya sea de forma parcial o total. El medio
de cultivo o las condiciones de incubacién no son determinantes, mientras que la
extraccion del ADN cromosémico y la amplificacion son considerados factores criticos
gue debe tenerse en cuenta en la metodologia de identificacibon molecular. La
observacion de la secuencia de amplificacion en el electroferograma resulta el primer

paso de analisis (64).

Entre las nuevas tecnologias para la identificacion molecular microbiana se
encuentra la PCR (Reacciéon en Cadena de la Polimerasa), que permite la obtener
diagnésticos sensibles y especificos en el menor espacio de tiempo posible. Sin
embargo, esta técnica se caracteriza por ser muy susceptible a errores de ejecucion y
de contaminacion. Por ello, requiere de una formacion especializada previa del

personal que ejecute los analisis (65).
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1.8.3 Métodos protedmicos

Las técnicas de protedbmica se basan en el estudio y caracterizacion de un
conjunto de proteinas expresadas por un genoma (proteoma), las mas utilizadas son la

electroforesis y la espectrometria de masas (64).

La espectrometria de masas se caracteriza por ser una técnica que permite
analizar con gran precision la composicion de diferentes elementos quimicos, a través
de la medicién de iones derivados de moléculas separandolos en funcion de su
relacion masa/carga (m/z). En la actualidad, la mas utilizada es la espectrometria de
masas MALDI-TOF; denominado asi por sus siglas en inglés, MALDI (desorcion/
ionizacion por laser asistida por matriz) y TOF (analizador tiempo de vuelo). En los
ltimos afios, esta técnica se ha empezado a utilizar como método rapido y fiable para
la identificacion bacteriana (64). Estas técnicas se caracterizan por el andlisis de

proteinas concretas, especialmente proteinas ribosomales.

Entre los inconvenientes de la metodologia del MALDI-TOF destacan la necesidad
de mantener el vacio que el espectrometro requiere para trabajar, de aplicar
calibraciones y controles de calidad frecuentes y de formar al personal que ejecute el
analisis (64). Ademas, en algunas cepas bacterianas se necesita de una extracciéon

muy meticulosa para logar una identificacién con alto nivel de puntuacion.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Caracterizar los aislamientos de bacterias obtenidas de la zona colorrectal de
conejos con sintomatologia diarreica criados en granjas, mediante las técnicas
moleculares MALDI-TOF y PCR.

2.2 Objetivos especificos:

Identificar los aislamientos obtenidos de la zona colorrectal de conejo de granjas

con sintomatologia diarreica, a través de la técnica MALDI-TOF.

Estudiar la presencia de factores de virulencia en cepas de E. coli aisladas de

conejos de granjas con sintomatologia diarreica, mediante PCR.
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3 MATERIALES Y METODOS

En el siguiente apartado se describe como se ha llevado a cabo la toma de
muestras a partir de conejos con sintomatologia diarreica. Asi como, la metodologia
utilizada para la identificacion de bacterias y la determinacion de la presencia de
factores patdégenos de Escherichia coli, en las muestras estudiadas.

3.1 Toma de muestras

Se aislaron un total de 130 cepas provenientes de la zona colorrectal de 12
conejos de 35 dias de edad, de raza californiana y neozelandesa que presentaban
sintomatologia diarreica, provenientes de explotaciones de la regién de Tulancingo
Hidalgo (México). Los conejos fueron sacrificados conforme a la norma oficial
Mexicana NOM-056-SAG-Z0O0-2014 para su posterior necropsia y toma de muestras

del contenido fecal en condiciones asépticas.

Una vez obtenidas las muestras, se conservaron en un buffer de agua de
peptona de pH 7,2 durante 2 horas en refrigeracion a 4°C y se trasladaron al

laboratorio para su posterior analisis.

A partir del contenido fecal si utilizd 1 ml para realizar diluciones seriadas 10%,
102, 103, 10* y 10°, las cuales fueron sembradas en agar estandar “Oxoid” e
incubadas a 37°C durante 48 horas. Se eligié la dilucién 104, en la cual se obtuvieron
colonias aisladas que fueron transferidas con un asa bacteriol6gico a caldo de soya y
triple caseina con 0.05 % de extracto de levadura “Oxoid” e incubadas a 37°C durante
24 horas en condiciones microaeréfilas. Posteriormente, se recuperé 1 ml del cultivo,
se centrifug6 a 3500 rpm durante 5 min y el precipitado bacteriano “pellet” se conservo
con caldo de soya triple caseina y glicerol al 50% V/V en crio-tubos a -20°C hasta su

uso.

3.2 Identificacion bacteriana mediante espectrometria de masas
(MALDI-TOF)

Se identificaron un total de 90 cepas mediante espectrometria de masas, las
cuales se sembraron en caldo TSB (Trypto-casein Soy Broth, CONDA) con 0.5 % de
extracto de levadura y se incubaron a 37°C durante 18 horas. Posteriormente, se
sembraron en placas Agar TSA por el método de agotamiento en superficie y se
incubaron a 37°C para verificar la pureza de los aislamientos. A partir de las placas

gue contenian un solo tipo de colonias se prepararon las muestras para el analisis
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mediante espectrometria de masas MALDI-TOF con el sistema MALDI BioTyper
(Bruker Daltonik).

Dos colonias de uno de los aislamientos puros, obtenidos segun lo descrito en el
parrafo anterior, fueron transferidas a la placa de ensayo (Steel Target Sample Plate)
del MALDI-TOF. Posteriormente, se dejo secar al aire y, una vez seco, se agrego 1uL
de acido férmico al 70% sobre el pocillo dejandolo secar nuevamente a temperatura
ambiente. A continuacion, se afadid 1puL de matriz acido a-cyano-4-hidroxicinamico
disuelto en una solucién saturada de acetonitrilo y acido trifluoroacético, que también
se dej6 secar al aire. A continuacion, se llevdo a cabo la identificacion de los
microorganismos problema utilizando el programa BioTyper (version 3.1; Bruker
Daltonik); para ello, previamente se realiz6 una calibracién externa del espectro de
masas utilizando un estandar E. coli DH5. La lista de picos generada se comparé con
la biblioteca de referencia de MALDI BioTyper 3.1, usando un algoritmo de
comparacion integrado en el programa. Tras importar el espectro al programa, el
proceso de andlisis se realiz6 de forma automatica desde su andlisis hasta su

identificacion, sin intervencién alguna por parte del usuario.

La comparacion de la similitud del espectro problema frente a los al espectro de
la biblioteca se obtiene en puntuaciones de similitud denominados niveles de
identificacion (score). El BioTyper (score) se identifica con un cddigo de colores en

funcion del valor obtenido (ver Tabla 3).

Tabla 3. Nivel de identificacion (score) de los microorganismos aislados de conejos con diarrea

Rango Descripcion Simbolos
2,300-3,000 Identificacién de especies altamente probable (+++)
2,000-2,299 Identificacién segura de género y probable de especie (++)
1,700-1,999 Identificacién probable de género (+)

- Identificacion irrelevante )

3.3 Deteccion de factores patdégenos en Escherichia coli a través

de PCR (reaccion en cadena de polimerasa)

3.3.1 Extraccién del DNA

Para llevar a cabo la extraccion del DNA se cogi6 1 ml de un cultivo de

crecimiento de TSB mas extracto de levadura después de 24 horas de incubacion en
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un tubo Eppendorf ® previamente esterilizado. El cuél fue centrifugado durante 2,5
minutos a 12.500 rpm. Seguidamente se retird el sobrenadante y se resuspendié en
200puL de agua de pureza MiliQ previamente esterilizada.

Posteriormente, la mezcla se calenté en un bloque térmico modelo “Termobloc
Multiplaces” durante 10 minutos a 100 °C y después fue introducida en una centrifuga
de mesa modelo “Eppendorf” a 12.500 rpm durante 3 minutos. Finalmente, con ayuda
de una micropipeta se recuperé el sobrenadante y se congel6 hasta su analisis.

3.3.2 Seleccion de genes “diana” y cebadores

Para la caracterizacion de Escherichia coli fueron seleccionados el gen eaeA
gue codifica para la adhesina intimina; VT1, VT2 que codifican para las verotoxinas o

“toxinas shiga”; y CNF1, CNF2 que codifican para el factor necrotizante citotéxico.

Los genes de virulencia estudiados, las secuencias de los “primers” o
cebadores utilizados (TIB MOLBIOL Syntheselabor, Berlin, Alemania), el tamafio de
los fragmentos amplificados, asi como, las referencias bibliograficas se encuentran
recogidos en la Tabla 4.

Tabla 4. “Primers” utilizados en la técnica PCR para la amplificacion de la secuencia de

fragmentos correspondiente a los genes de virulencia eaeA, VT1l, VT2, CNF1l, CF2
respectivamente.

Gen de Secuencia del primer Fragmento Referencia

virulencia P amplificado

Gen eaeA F - GACCCGGCACAAGCATAAGC - (66
R - CCACCTGCAGCAACAAGAGG
F - ATAAATCGCCATTCGTTGACTAC

VT 1/StX1  p . AGAACGCCCACTGAGATCATC 180 (63)
F - GGCACTGTCTGAAACTGCTCC

VT 2/ StX2 B TCGCCAGTTATCTGACATTCTG 255 (63)
F- GAACTTATTAAGGATAGTAGT

CNF 1 R- CATTATTTATAACGCTGCTG 543 (67)
F- AATCTAATTAAAGAGAAC

CNF 2 R- CATGCTTTGTATATCTA 543 (67)

3.3.3 Mezcla de lareaccion (tener en cuenta los controles)

La mezcla de reaccion preparada fue para un volumen final de 25 pL. Esta

mezcla estuvo compuesta por DNA polimerasa termoestable, Mg* (cofactor), dNTPs
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(desoxirribonicledsidos trifostato) y TAE 1% con un pH 7,8-8,3 (tampon Sigma).
Posteriormente, fueron adicionados 0,5 puL de cada cebador directo (F) e inverso (R)
en una concentracion 12,5 pmolar al tubo con la mezcla de la reaccion.
Posteriormente, se agregé una cantidad de agua MiliQ estéril necesaria para
completar un volumen final de 25 L (mezcla de la reacciébn mas la muestra) en cada
tubo de microcentrifuga. Finalmente, se agregaron los 5 uL de DNA de cada cepa
obtenido de la alicuota de sobrenadante de la etapa anterior.

3.3.4 Controles

En cada una de las PCR que se realiz6 fueron introducidos dos controles. Un
control positivo obtenido a partir de una cepa de E. coli O157:H7 o de una cepa de E.
coli 0111 cedidas amablemente por el area de Tecnologia de los Alimentos de la
Universidad de Le6n; y un control negativo o “blanco” al cual se habia sustituido la

muestra de DNA molde por agua MiliQ estéril.

3.3.5 Amplificacion de fragmentos del DNA

La amplificacién de fragmentos del DNA se llevd a cabo a través de la técnica
de PCR (reaccibn en cadena de la polimerasa) en un termociclador modelo
“Eppendorf” aplicando las condiciones descritas por Paton y Paton (66) para la
programacion del proceso, siendo ajustadas a las limitaciones del termociclador. Los
tubos de microcentrifuga con el DNA molde junto con la mezcla de la reaccién se
sometieron a una programacion completa que comenzd con un proceso inicial de
calentamiento a 95°C durante 5 minutos. Posteriormente, los tubos se sometieron a 35
ciclos de amplificacién de DNA distribuidos en dos etapas. La primera etapa formada
por 10 ciclos distribuidos en tres subetapas: primera subetapa a 95°C durante 1
minutos, para la separacion de ambas cadenas de DNA; segunda subetapa a 60°C
durante 2,5 minutos, para la hibridacién de los cebadores o “annealing”; tercera
subetapa a 72°C durante 1,5 minutos, para la elongacion de los cebadores. La
segunda etapa formada por 20 ciclos distribuidos en tres subetapas realizadas en las
mismas condiciones que la etapa anterior a diferencia de la subetapa de hibridacién de
los cebadores o “annealing”, la cual se dividid en dos temperaturas: una primera a
62°C durante 1,5 minutos y una segunda de 65°C durante 1,5 minutos. Finalmente, se
agregd una etapa de periodo de elongacion adicional da 72°C durante 10 minutos
junto con un periodo a 4°C a tiempo infinito para la conservacion del producto obtenido

durante el proceso.
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3.3.6 Ajustes previos alas condiciones de la PCR final

Se realizaron dos ensayos previos con condiciones de PCR diferentes,
ajustandose a las condiciones del termociclador. En la primera PCR los tubos de
microcentrifuga con el DNA molde junto con la mezcla de la reaccion se sometieron a
una programacion completa formada por 30 ciclos de amplificacion de DNA
distribuidos en cuatro etapas. La primera etapa formada por 10 ciclos distribuidos en
tres subetapas: primera subetapa a 95°C durante 1 minuto; segunda subetapa a 65°C
durante 2 minutos; tercera subetapa a 72°C durante 1,5 minutos. La segunda etapa
formada por 5 ciclos distribuidos en tres subetapas: primera subetapa realizada en las
mismas condiciones que en la anterior etapa; segunda subetapa a 63°C durante 2
minutos; tercera subetapa a 72°C durante 2 minutos. La tercera etapa formada por 7
ciclos realizados en las mismas condiciones que la anterior etapa, a excepciéon de la
segunda etapa que fue realizada a 62°C durante 2 minutos. La cuarta etapa formada
por 8 ciclos distribuidos en tres subetapas: la primera subetapa realizada en las
mismas condiciones que en la etapa anterior; segunda subetapa realizada a 60°C
durante 2 minutos; tercera subetapa realizada a 72°C durante 1,5 minutos. En este
ensayo no se agregd una etapa de periodo de elongacion adicional a 72°C, ni el
periodo a 4°C a tiempo infinito para la conservacion del producto obtenido durante el

proceso.

En la segunda PCR los tubos de microcentrifuga con el DNA molde junto con la
mezcla de la reaccidn se sometieron a una programacion completa gue comenzé con
un proceso inicial de calentamiento a 95°C durante 5 minutos. Posteriormente, los
tubos se sometieron a una programacién completa formada por 25 ciclos de
amplificacion de DNA distribuidos en tres etapas. La primera etapa formada por 7
ciclos distribuidos en tres subetapas: primera subetapa a 95°C durante 1 minuto;
segunda subetapa a 65°C durante 2 minutos; tercera subetapa a 72°C durante 1,5
minutos. La segunda etapa formada por 8 ciclos distribuidos en tres subetapas
realizada en las mismas condiciones gue en la anterior etapa, excepto la subetapa dos
gue fue a 63°C durante 2 minutos. La tercera etapa formada por 10 ciclos realizados
en las mismas condiciones que la anterior etapa, a excepcién de la segunda subetapa
gue fue realizada a 62°C durante 2 minutos. En este ensayo se agregd un periodo a

4°C a tiempo infinito para la conservacion del producto obtenido durante el proceso.

Finalmente, se realizé la tercera PCR descrita en el apartado anterior en la que

se ajustaron las condiciones de “annealing” y se afadio una etapa de periodo de
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elongacion adicional da 72°C durante 10 minutos, antes del periodo de conservacion
del producto obtenido a 4°C a tiempo infinito.

3.3.7 Analisis de los productos de lareaccion de PCR

La separacion de los productos amplificados por la PCR se realiz6 mediante
electroforesis en un gel de Agarosa “Sigma Aldrich” al 2% en un tampon TAE al 1%
(Tris base 2M, acido acético glacial 5,7% y EDTA 0,025 M ajustado a pH 7,9)
suplementado con 0,4 /L de colorante Gel RED ® con el objetivo de visualizar las
bandas de DNA. Para ello, se deposit6é 5 uL de marcador mezclado con 10 pL de
Buffer de carga en uno de los pocillos y 10 puL de cada producto obtenido de la PCR
mezclados con 10 pL de tampon de carga en el resto de pocillos, formados
previamente al retirar los peines del gel. Posteriormente, se colocaron los electrodos,
teniendo en cuenta una correcta disposicion de estos, para realizar una diferenciacién
de potencial desde el polo negativo hacia el polo positivo comprendida entre 70-100 V
durante el tiempo necesario para la correcta resolucion de las bandas. Finalmente, el
resultado de la electroforesis se realiz6 observando los geles en un transiluminador de

luz ultravioleta modelo” Bio Rad”

4 RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 5, se muestran los resultados de las distintas condiciones ensayadas
para detectar los genes de virulencia a través de una PCR multiplex. Los ciclos de
temperatura y tiempo de las distintas condiciones ensayadas se encuentran descritas
en el apartado de materiales y métodos, en la seccién 3.4.6. Como podemos observar
en la Tabla 5, las condiciones de la PCR2 y PCR3 permitieron la deteccién de los
genes de virulencia Stx2 y el gen eaeA. Al comparar, las condiciones de la PCR2 y
PCR3, las temperaturas de hibridacion de la PCR2 eran superiores a las temperaturas
Optimas de hibridaciéon o “annealing” recomendadas por el proveedor; por lo tanto se
decidié disminuir la temperatura en esta etapa de hibridacién. Las temperaturas de
hibridacion son especificas para cada primer; si esta temperatura es muy baja
obtendremos un producto de PCR menos especifico, es decir, una amplificacion
inespecifica. Mientras que, si la temperatura es muy alta, la especificidad sera mayor;
aunque tiene un limite, ya que si esta estuviera muy por encima de la temperatura
méxima de hibridacion no se obtendria ningun producto durante la amplificacion. Esto
se debe a que la unién de los oligonucledtidos con sus sitios complementarios seria

poco estable y la polimerasa no podria iniciar la sintesis de la hebra de ADN (68).
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Asi mismo, con el objetivo de mejorar el producto obtenido de la PCR se agreg6
una etapa de elongaciéon que consisti6 en subir la temperatura a 72°C durante 10
minutos. Esta etapa se adicion6 antes de la ultima fase correspondiente a la
conservacion del producto obtenido a 4°C sin tiempo predeterminado, es decir, infinito.
Debido a las ultimas condiciones establecidas y para un mejor rendimiento de la PCR
se decidio utilizar las condiciones de la PCR3. La etapa de elongacion/extension
permite asegurar que el ADN amplificado es bicatenario. Debido a que la etapa de
elongacion evita amplificar erroneamente las hebras de ADN, diversos autores la
integran en el ciclo de la PCR (69)(70)(71). Aunque algunos autores consideran que
esta etapa no es tan importante como las etapas de desnaturalizacion y de
“annealing”/hibridacion, siendo las temperaturas de estas etapas las mas criticas (72).
Es posible que la adiccion de la etapa de elongacion durante el ciclo de amplificacion
de la PCR permitiera mejorar la calidad de la amplificacion del ADN de los genes Stx2
y el gen eaeA, ya que fue mas facil observar las bandas. En ninguna de las
condiciones ensayadas fue posible observar el fragmento correspondiente al gen Stx1.
La ausencia de la amplificacion de ese gen pudo deberse, segun lo indica Paton y
Paton, al polimorfismo que puede presentar este gen (73).

Tabla 5. Resultados de la puesta a punto de la PCR en funcién de las condiciones introducidas
en el termociclador, ya descritas en el apartado de materiales y métodos.

Condiciones de

PCR Stx1 Stx2 Gen eaeA
PCR1 - - -
PCR2 - + +
PCR3 - + +

En la Tabla 6 se recoge la identificaciéon de los 90 aislamientos obtenidos de
conejos con sintomatologia diarreica. Escherichia coli fue la especie que se aisl6 con
mayor frecuencia, aproximadamente un 84% de los aislamientos correspondieron a
esta especie (ver Figura 5). Diversos autores han aislado esta bacteria en conejos
tanto con sintomatologia diarreica, como en conejos sanos (63)(74)(75). Estos autores
Unicamente han estudiado los aislamientos que procedian de Agar MacConkey, un
medio selectivo con caracteristicas propias para E. coli; por lo tanto, consideraban los
aislamientos como presuntos Escherichia coli. Sin embargo, en este estudio se
aislaron bacterias que crecian en condiciones de micro-anaerobiosis (CO,5%) y en un
medio de cultivo general, como el medio TSA. Debido a estas diferencias no hemos

podido comparar nuestros resultados con los autores mencionados.
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En la Figura 4, se muestra el perfil de espectro de masas obtenido de la cepa
28 identificada como E. coli. Como se puede observar en el espectro de masas, el
tamafio de las proteinas ribosdmicas utilizadas para la identificacién de las bacterias
oscila entre 3.125 y 9.735 m/z. El nivel de identificacion de cada cepa aislada es el
resultado de comparar el perfil del espectro de masas con los perfiles de la biblioteca
de la base de datos BioTyper, niveles superiores a una determinada puntuacién son
considerados como identificacion de alto valor de confianza (ver seccion 3.2) (76).
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Figura 4. Perfil del espectro de masas obtenido a través de MALDI TOF de la cepa de E. coli
que presento el gen eaeA.

Respecto a los resultados de identificacién obtenidos por MALDI TOF, el 84%
de los aislamientos fueron identificados como E. coli. Se observé un alto nivel de
identificacion por encima de 2,0, es decir, el 94,7% de los aislamientos se identificaron
con un alto valor de confianza (ver Tabla 6). S6lo un 5,26% de los aislamientos se
identificaron a nivel de género, siendo identificados como Escherichia, aunque el
programa BioTyper lo considera identificado a nivel de especie; debido a que el nivel
de identificacion fue inferior a 2 pero superior a 1,82, con una media de 1,93 de nivel
de identificacién. La segunda especie aislada con mayor frecuencia del intestino de los
conejos fue Enterococcus faecalis con un porcentaje del 7% (ver Figura 5) y su nivel
de identificacién fue superior a 2,094 (ver Tabla 6). Finalmente, Morganella morganii
fue la tercera especie que se aislé de conejos con un 6% (ver Figura 5) y un nivel de
identificacion superior a 2,5. Diversos autores han identificado E. coli por MALDI TOF
utilizando la base de datos de BioTyper (76)(77). El nivel de identificaciébn observado

en este estudio fue inferior al observado por Timm et al., (76), quiénes identificaron el
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100% de E. coli con el método mencionado a partir de bacterias gram negativas
recuperadas de muestras clinicas, con un alto valor de confianza (score superior a 2).
Asi mismo, Christner et al., (77) identificé correctamente el 99,7% de Escherichia coli
productora de verotoxinas por MALDI TOF, procedente del aislamiento de E. coli a
partir de hisopos de heces rectales y orina. Ademas, Timm et al., (76) obtuvieron
menor porcentaje de aislamientos identificados con un valor de baja confianza (3,2%),
en comparacion con este estudio en el que se encontrd un 5,26%. La presencia de
Morganella morganii y Enterococcus faecalis puede deberse a que son bacterias que
forman parte de la microbiota del tracto intestinal de humanos y animales (78)(79).

Tabla 6. Identificacion bacteriana de aislamientos obtenidos de conejo con sintomatologia
diarreica.

N Microorganismo SCORE N Microorganismo SCORE
cepa cepa
1 Escherichia coli 2,100 22 Escherichia coli 2,183
2 Escherichia coli 1,933 23 Escherichia coli 2,209
3 Escherichia coli 2,268 24 Escherichia coli 2,296
4 Escherichia coli 2,182 25 Escherichia coli 2,377
5 Escherichia coli 2,273 26 Escherichia coli 2,196
6 Escherichia coli 2,357 27 Escherichia coli 2,134
7 Escherichia coli 2,173 28 Escherichia coli 2,175
8 NI* ! 29 Escherichia coli 2,302
9 Escherichia coli 2,116 30 Escherichia coli 2,290
10 Escherichia coli 2,335 31 Escherichia coli 2,259
11 Enterococcus faecalis 2,156 32 Escherichia coli 2,317
12 Enterococcus faecalis 2,094 33 Escherichia coli 1,826
13 Escherichia coli 2,285 34 Escherichia coli 1,989
14 Escherichia coli 2,409 35 Escherichia coli 2,243
15 Escherichia coli 2,379 36 Escherichia coli 2,243
16 Escherichia coli 2,214 37 Escherichia coli 2,092
17 Escherichia coli 2,208 38 Escherichia coli 2,249
18 Escherichia coli 2,294 39 Escherichia coli 2,166
19 Escherichia coli 2,200 40 Escherichia coli 2,308
21 Escherichia coli 2,330 41 Escherichia coli 2,308
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42 ND* - 67 Escherichia coli 2,178
43 ND* - 68 Morganella morganii 2,506
44 Escherichia coli 2,388 69 Escherichia coli 2,312
45 Escherichia coli 2,320 70 Escherichia coli 2,332
46 Escherichia coli 2,305 71 Escherichia coli 2,293
47 Escherichia coli 2,324 72 Escherichia coli 2,315
48 Escherichia coli 2,146 73 Escherichia coli 2,333
49 Escherichia coli 2,309 74 Escherichia coli 2,362
50 Escherichia coli 2,344 75 Escherichia coli 2,225
51 Morganella morganii 2,527 76 | Enterococcus faecalis 2,230
52 Escherichia coli 2,338 77 Escherichia coli 2,392
53 Escherichia coli 2,382 78 | Enterococcus faecalis 2,483
54 Escherichia coli 2,306 79 Escherichia coli 2,459
55 Escherichia coli 2,292 80 Escherichia coli 2,271
56 Escherichia coli 2,357 81 Escherichia coli 2,280
57 Morganella morganii 2,552 82 Escherichia coli 2,352
58 Escherichia coli 2,308 83 Enterococcus faecalis 2,321
59 Escherichia coli 2,331 84 Enterococcus faecalis 2,553
60 Escherichia coli 2,413 85 Escherichia coli 2,359
61 Morganella morganii 2,500 86 Escherichia coli 2,288
62 Escherichia coli 2,189 87 Escherichia coli 2,290
63 Escherichia coli 2,293 88 Escherichia coli 2,435
64 Escherichia coli 2,242 89 Escherichia coli 2,254
65 Escherichia coli 2,349 90 Escherichia coli 2,403
66 Morganella morganii 2,530

*NI: cepa no identificada; ND: cepa no determinada
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Figura 5. Porcentaje de identificacion de cada microorganismo de aislamientos obtenidos en
conejos con sintomatologia diarreica.

En la Tabla 7, se encuentra la caracterizacion de 30 de los aislamientos
identificados como Escherichia coli por MALDI-TOF. Ninguna de las cepas fue positiva
para los genes Stx1 y Stx2 y unicamente el 3,3% de las cepas fueron positivas al gen
eaeA. El gen eaeA es un gen que codifica la expresién o formacion de una proteina de
membrana (94 kDa), denominada intimina, que es la responsable de la adherencia de
esta bacteria a la membrana del enterocito (9) y del barrido de las microvellosidades
del epitelio intestinal producido en las infecciones por E. coli verotoxigénica (80). Este
gen ha sido el factor de virulencia que con mayor frecuencia se ha encontrado en las
E. coli aisladas de conejos con sintomatologia diarreica (63)(74)(75). Blanco et al., (63)
estudiaron 304 cepas de E. coli que provenian de conejos con diarrea y sanos,
encontrando que 74% de los aislamientos portaban el gen eaeA. Este gen también se
encontr6 en un 61% de los aislamientos de E. coli provenientes de animales con las
mismas caracteristicas (74). Sin embargo, el gen eaeA también fue aislado de E. coli
provenientes de conejos sanos (63)(74)(75). El porcentaje de E. coli que portaban el
gen eaeA en este estudio fue muy inferior a lo observado por otros autores
(63)(74)(75). Esta diferencia observada puede deberse a: i) que el gen eaeA presenta
una importante variabilidad de su c6digo genético entre las distintas cepas de E. coliy
los cebadores utilizados en este estudio no han sido capaces de amplificar la variante
del gen eaeA presente en estos aislamientos (81)(82) y ii) que en este estudio solo se
ha realizado el analisis de la tercera parte de los aislamientos totales y puede existir un

sesgo en los resultados.
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Tabla 7. Genes de virulencia de Escherichia coli aisladas de conejo con sintomatologia
diarreica.

Escherichia coli Stx1 Stx2 Gen eaeA
30 - - 3,3%

5 CONCLUSIONES

La PCR multiplex es una técnica con alta especificidad que permite la deteccion
de diversos factores de virulencia de E. coli. No obstante, este método requiere de una
optimizacion de las condiciones de ensayo. La adiccién de la etapa de elongacion ha
permitido obtener las amplificaciones de los fragmentos del gen eaeA y Stx2 con

mayor nitidez.

La bacteria predominante en la zona colorrectal de conejos de granjas con
sintomatologia diarreica fue Escherichia coli. El porcentaje de esta bacteria respecto al

total de los aislamientos obtenidos a través de la técnica MALDI TOF fue del 84%.

De los aislamientos identificados como E. coli, un 3,3% poseian el gen eaeA. Sin
embargo, el numero de E. coli patébgenas podria ser mayor; ya que no se han
estudiado otros genes de virulencia, como el gen del factor necrotizante. Asi mismo,
en este estudio sélo se analizé la presencia del gen eaeA en un tercio de las cepas

identificadas como E. coli.

En futuros estudios se sugiere evaluar la prevalencia de cepas de E. coli
patdbgenas en canales de conejos para ayudar a reducir el riesgo de brotes en

humanos asociados a la presencia de estos microorganismos.
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