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RESUMEN

Objetivo. Caracterizar fenotipica y genéticamente cepas de Eschenichia coli
aisladas de productos lacteos procesados artesanalmente y comercializados en el
area urbana del estado Mérida, Venezuela.

Materiales y métodos. Se analizaron 45 cepas de E. coli provenientes de
productos lacteos artesanales (crema de leche, cuajada y requesoén). Estas cepas
se aislaron segin la norma de la Comision Venezolana de Normas industriales
(COVENIN) y la identificacién microbiolégica se llevé a cabo por metodologias
convencionales. La susceptibilidad antimicrobiana se determiné mediante la técnica
de difusion del disco y los fenotipos con susceptibilidad intermedia o resistente
fueron confirmados por concentracion inhibitoria minima (CIM). El grupo filogenético,
la deteccidn de 6 factores de virulencia (fimH, kpsMTIl, papAH, PAl, fyuA y-usp)y
los genes bla:y se realizaron mediante amplificacion por PCR vy la tipificacién.de las
cepas por Rep-PCR.

Resultados. El 73,3% (33/45) de las cepas fueron susceptibles a todos los
antibiéticos probados y el 24,4% (11/45) presenté resistencia a ampicilina mediada
por blatem.s. La mayoria de las cepas resistentes fueron aisladas de requesén. El
82,2% de las cepas fueron ubicadas en el filogrupo A. El gen de virulencia mas
frecuente fue fimH (97,8%), seguido por fyuA (68,9%), kpsMTIl (57,8%), papAH
(44,4%) y usp (22,2%). La tipificacion por Rep-PCR de las cepas demostré una
estructura poblacional heterogénea.

Conclusidn. La caracterizacion molecular de estas cepas demostré que no estan
relacionadas clonalmente y en su mayoria se distribuyeron entre los filogrupos
correspondientes a cepas comensales con al menos un factor de virulencia. Este
estudio revela la necesidad de intensificar los controles higiénico-sanitarios en todas
las etapas de la manufactura artesanal del producto, asi como la implementacién de
medidas que permitan la vigilancia epidemioldgica de cepas bacterianas
potenciaimente patdégenas presentes en los productos y derivados lacteos no
pasteurizados de fabricacion artesanal que se expenden en la ciudad de Mérida,
Venezuela.

Palabras clave: Escherichia coli, grupos filogenéticos, caracterizacién molecular,
productos lacteos.
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INTRODUCCION

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS), denomina a las enfermedades
transmitidas por alimentos (ETAs) como uno de los problemas de salud mas
relevantes en el ambito mundial. Cada ano, la OMS recibe informes sobre la
ocurrencia de cientos de casos de ETAs en todo el mundo, siendo los mas
frecuentes los ocasionados por alimentos que sufrieron contaminacion
biologica, destacandose Escherichia coli como uno de los microorganismos

gramnegativos mas frecuentemente asociados a las ETAs (World Heaith

Organization, 1997).

E. coli se encuentra normalmente en el intestino humano y_de animales,
incluyendo las aves, formando parte de la microbiota normal. Dicho
microorganismo presenta una gran diversidad de cepas, agrupadas en
funcién de su patogenia: E. coli comensal, E. coli patbgena intestinal y E. coli
patdgena extraintestinal (ExPEC, del inglés Extraintestinal Pathogenic
Escherichia coli); y clasificadas en 4 grupos filogenéticos: A, B1, B2 y D. Esta
clasificacion se fundamenta en las variaciones alélicas de genes codificantes
de enzimas, detectadas mediante técnicas como multilocus enzyme
electrophoresis (MLEE). Sin embargo, en la actualidad la caracterizacién del
grupo filogenético de una cepa puede determinarse por pruebas rapidas y
sencillas como la amplificacion por PCR-mudiltiple, de los genes chuA, yjaA'y

el fragmento TspE4.C2 (Herzer y cols., 1990; Nataro y Kaper, 1998; Clermont y cols.,

2000; Russo y Johnson, 2000; Maynard y cols., 2004; Yang y cols., 2004; Fairbrother y



Nadeu, 2006; Sousa, 2006; Smith y cols., 2007; Koneman y cols., 2008; Hannaoui y cols.,

2009).

La capacidad de E. coli de producir infeccion se debe a que genéticamente
esta dotada de diversos factores de virulencia que hacen posible la
produccion de enfermedades tanto intestinales como extraintestinales. Entre
dichos factores se incluyen: fimbrias, adhesinas, sideroforos, toxinas, entre

otros (Blanco y cols., 1995; Johnson, 2002; Soto, 2006; Ananias y Yano, 2008).

Otro aspecto que incrementa la frecuencia de las ETAs producidas por
E. coli, es la aparicion de cepas con capacidad de resistir a la accion de
potentes antimicrobianos. Este fendmeno se debe al uso indiscriminado de
los antibidticos, tanto en animales como en el hombre, asi como la utilizacion
de los biocidas en el saneamiento de la industria de alimentos, 10 cual ha
favorecido la seleccion, circulacion y transmisidon de cepas de E. coli
multirresistentes. Por consiguiente, la cadena alimentaria, especialmente en
su fase primaria o inicial, ha jugado un papel preponderante en la
diseminacibn de genes de resistencia en la poblacion bacteriana,
encontrAndose la capacidad en estas cepas de expresar entre otros

mecanismos, la producciéon de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE)

(Molina y cols., 2010).

En Venezuela, son escasos los estudios que relacionan la carga de factores
de virulencia y los marcadores de resistencia en los procesos de colonizacion

e infeccion de patégenos bacterianos encontrados en alimentos. En este



contexto y deede el punto de vista clinico-epidemiolégico, se considera
importante caracterizar fenatipica y genéticamente {as cepas de E. col
aisladas de productos lacteos procesados artesanalmente y comercializados

en el area urbana del estado Mérida, Venezuela.



MARCO TEORICO

1. Escherichia coli

1.1 Caracteristicas generales

Desde el punto de vista taxonémico, E. coli pertenece al Reino Protista,
Phylum Proteobacteria, Clase Gammaproteobacteria, Orden
Enterobacteriales, Familia Enterobacteriaceae y al género Escherichia, el
cual comprende cinco especies distintas: E. coli, E. hermanni, E. ferqusonii,
E. vuineris y E. blattae. La especie E. coli, es la Gnica de las cinco con

significacidn clinica (ingledew y Poole, 1984; Blanco y cols., 2002; Von Baum y Marre,

2005).

Esta especie bacteriana corresponde a un bacilo gramnegativo recto de
1,1-1,5 um de diametro x 2,0-6,0 um de largo, que se dispone individual o en
pares, es movil por flagelos peritricos, aunque en algunos casos se muestran
inmdviles (Figura 1) (Ingledew y Poole, 1984, Fotadar y cols., 2005). Son bacterias
quimioheterétrofas facultativas en los metabolismos fermentativos y
respiratorios, no forman esporas, estan desprovistas de oxidasa, producen
catalasa y B-galactosidasa, producen acido y gas a partir de glucosa, lactosa
y otros carbohidratos y normalmente reducen los nitratos a nitritos (Blanco y
cols., 2002). Generan indol a partir del triptéfano, descarboxilan la lisina, siendo
negativa a la reaccion de Vorges Proskauer, ureasa, fenilalanina desaminasa

y citrato. Ademas, se desarrolla en agar sangre, formando colonias grandes,



secas, con hemolisis variable. Su temperatura éptima de crecimiento es de
37°C con un rango que va entre 15 °C y 45 °C, el pH optimo es de 7

tolerando grandes variaciones (Sneath y cols., 1984; Koneman y cols., 2008).

Figura 1. Microfotografia electrénica de £. coliz Fuente: Rogers, 2011.

1.2 Habitat

Este microorganismo se encuentra normalmente en el intestino humano y de
animales formando parte de la microbiota normal (Yang y cols., 2004; Fairbrother
y Nadeau, 2006). El intestino humano es colonizado por E. coli en las primeras
40 horas tras el nacimiento, siendo la bacteria ingerida en agua y alimentos u
obtenida directamente por contacto entre individuos y el recién nacido. La
bacteria se adhiere al moco que recubre el intestino grueso y una vez
establecida la colonizacién, una misma cepa puede persistir indefinidamente,
en forma inofensiva e incluso beneficiosa para el hospedador, debido a la

produccion de vitamina K y al impedimento del establecimiento de otras



bacterias patégenas en el intestino (Bentley y Meganathan, 1982; Hudault y cols.,

2001, Todar, 2008).

Ademas, E. coli por ser eliminada al exterior por las heces, se puede
encontrar en el medio ambiente, ya que es capaz de sobrevivir algunos dias
en el agua y los alimentos, de manera que su aislamiento es un indicador de

contaminacién fecal reciente (Blanco y cols, 2002; Todar, 2008).

1.3 Estructura antigénica

La estructura antigénica de E. coli se serotipifica sobre la base de sus
antigenos de superficie: O (somatico), H (flagelar) y K (capsular) (Figura 2)
(Koneman y cols., 2008). Kauffman, desarrollé_un esquema de serotipificacion
para determinar el grupo patogeno al que pertenecen, dicho esquema
continuamente varia y actuaimente tiene 176 antigenos somaticos (O), 112
flagelares (H) y 60 capsulares (K). El antigeno “O” es el responsable del
serogrupo; la determinacién del antigeno somatico y flagelar (O:H) indica el
serotipo, el cual en ocasiones se asocia con un cuadro clinico en particular

(Rodriguez, 2002).

El antigeno “O” se encuentra localizado en la pared celular constituyendo
parte del complejo lipopolisacarido, y no puede distinguirse de la fraccién
antigénica de la endotoxina. Es termoestable, resiste el calentamiento a 100

o 121 °C, y representa el primer grupo de antigenos que deben determinarse



cuando se trata de serotipificar una cepa de E. coli, mientras que el antigeno
“H” o flagelar, es de naturaleza proteica termolabil y no todas las cepas de

E. coli lo poseen (Edward y Ewing, 1972; Orskov, 1973).

Por otra parte, el antigeno “K” se encuentra rodeando a la célula a manera
de envoltura, o bien, como capsula rudimentaria (existe una excepcion, el
antigeno K88, de naturaleza proteica que existe en forma de pelos o
fimbrias). Se conocen 3 variedades de antigenos K con base en algunas
caracteristicas fisicas y se les denomina L, B y A. Es termolabil e inhibe la
aglutinacién con sueros especificos anti O, ya sea de células vivas o
formalinizadas. El antigeno K debe ser eliminado por calor cuando se trata
de determinar el serogrupo al cual pertenece una cepa particular de E. coli

(Edward y Ewing, 1972; Orskoy, 1973).
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Figura 2. Principales antigenos de superficie (O, K, H y F) y algunos factores de virulencia

de E. coli. Fuente: Johnson, 1991.



1.4 Filogenia

Durante muchos anos la filogenia de E. coli se basé en funcion de la
variacién alélica de genes codificantes de enzimas detectadas por multilocus
enzyme electrophoresis (MLEE), los cuales revelaron 4 grupos filogenéticos
principales, designados como A, B1, B2 y D (Herzer y cols., 1990; Soto y cols.,
2006). Hoy en dia, la caracterizacion del grupo filogenético de una cepa se
hace por medio de la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR-
multiple), usando marcadores filogenéticos especificos de cada grupo, como
el gen chuA (necesario para el transporte del grupo hemo de E. coli O157:H7
enterohemorragica), yjaA (identificado en el genoma de E. coli K-12, con
funcion desconocida), y un fragmento de ADN con funcion indeterminada,

llamado TspE4.C2 (Figura 3) (Clermont y cols., 2000).
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Figura 3. Arbol dicotémico interpretativo de los diferentes grupos filogenéticos de E. coli en
funcidn de la presencia de los genes chuA, yjaA y del fragmento TspE4.C2. Fuente: Clermont y

cols., 2000.



Por otra parte, las cepas de E. coli con base en su patogenia, se pueden
clasificar en los siguientes grupos: E. coli comensal, E. coli patdégena

intestinal y E. coli patégena extraintestinal (ExPEC).

1.4.1 E. coli comensal

Las cepas de E. coli comensales constituyen gran parte de fa microbiota del
intestino de humanos sanos, mamiferos y aves. Son cepas perfectamente
adaptadas a la coexistencia con el hospedador, raramente son patdogenas y
no desarrollan en este sintomatologia, excepto en casos de
inmunosupresion. Tipicamente pertenecen a los grupos filogenéticos A y B1,
y se /caracterizan por carecer de muchos de los determinantes de virulencia

que estan presentes enlas cepas patoégenas (Russo y Johnson, 2000).

1.4.2 E. coli patégena intestinal

Las cepas patdgenas intestinales de E. coli causan infeccidbn en una gran
variedad de hospedadores, la entrada de la bacteria puede ser por via oral a
través de alimentos y, tras colonizar el intestino causan la infeccién. Se
incluyen en los grupos filogenéticos A, B1 y D o en linajes no clasificados
(Russo y Johnson, 2000). En la actualidad, se han definido seis clases de
patotipos de E. coli que causan enfermedades intestinales en humanos,

aunque existe en algunos casos, cierta superposicion entre ciertos patotipos



diarreicos (Figura 4). No obstante, cada patotipo posee una dnica
combinacion de determinantes de virulencia que dan lugar a mecanismos de
patogenia bien diferenciados. Segun la fisiopatogenia se han clasificado en

los siguientes grupos:

v' E. coli enterohemorragica (EHEC): se caracterizan por sintetizar una

potente citotoxina (toxina Shiga).

v' E. coli enteropatogénica (EPEC): producen una histopatologia
caracteristica, mediante una fuerte adherencia (AE) a la membrana de
las células epiteliales intestinales. Presenta plasmidos EAF (EPEC
adherente factor) que codifican para adhesinas tipo BFP (bundle
forming pilus), la presencia de fimbrias tipo 1, la produccion de una
toxina termoestable de bajo peso molecular, llamada EAST1
(enteroaggregative E. coli heatstable enterotoxin 1), y en ocasiones
pueden presentar una proteina de membrana externa llamada

intimina, codificada en el gen eae.

v E. coli enterotoxigénica (ETEC): estas cepas son productoras de
toxinas termoestables (STa y STb) y termosensibles (LT-1 y LT-II}),

ademas de una variedad de factores de colonizacién intestinal.

10
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Figura 4. Diferentes mecanismos de patogenicidad de los patotipos intestinales.de E. coli.

(EPEC: E. coli enteropatogénica, EHEC: E. coli enterchemorragica, ETEC: E. coli enterotoxigénica, EAEC: E. coli

enteroagregativa, EIEC: E. coli enteroinvasiva, DAEC: E. coli difusiva adherente). Fuente: Kaper y cols., 2004.

v' E. coli enteroinvasiva (EIEC): presentan un complicado mecanismo
de patogenia que comienza con la invasion de células epiteliales y su
posterior expansién a los tejidos adyacentes, provocando una fuerte

reaccion inflamatoria y ulceraciéon.

v' E. coli enteroagregativa (EAEC): se caracteriza por su patrén de

agregacion y adherencia a las células epiteliales y por la produccion

de la toxina EAST-1.
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v E. coli difusiva adherente (DAEC): estas cepas tienen un patréon de
adherencia difusa en cultivos de células epiteliales, lo cual se debe
principaimente a la familia de adhesinas Afa/Dr. Estas bacterias son
capaces de activar la senal en cascada de transduccion en células
epiteliales, lo cual puede dafar la funcionalidad de las enzimas

localizadas en las microvellosidades (Nataro y Kaper, 1998; Sousa, 2006;

Koneman y cols., 2008; Hannaoui y cols., 2009; Heymann, 2011).

1.4.3 E. coli patégena extraintestinal (ExPEC)

Son cepas que pueden causar infecciones extraintestinales en zonas
anatomicas concretas o bien en organos localizados. Dada la creciente
importancia de este tipo de cepas Russo y Johnson propusieron en el ano
2000, designarlas con el acronimo “ExXPEC” (Extraintestinal Pathogenic
Escherichia coli).

Numerosos estudios demuestran que las cepas ExPEC pertenecen a los
grupos filogenéticos B2 y también aunque en menor frecuencia, al grupo D.
Designaciones mas restrictivas son utilizadas para patotipos causantes de

sindromes especificos, tales como:
v" UPEC (Uropathogenic Escherichia coli): principal causante de las

infecciones en el tracto urinario. Estas cepas presentan multiples

adhesinas y toxinas especificas. Varios estudios sefalan que existe
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una relacion entre la pérdida de factores de virulencia y la resistencia

a las quinolonas y a las fluoroquinolonas (Soto y cols., 2006).

v BMEC (Bacterial meningitis Escherichia coli): es el principal agente
de la meningitis en recién nacidos. Este patotipo puede atravesar la
barrera hematoencefalica, provocando un proceso de inflamacion de

las meninges (Russo y Johnson, 2000; Maynard y cols., 2004, Sousa, 2006;

Smith y cols., 2007).

1.5 Factores de virulencia

Los factores de virulencia, son todas las estructuras o productos bacterianos
que intervienen en el proceso infeccioso. La capacidad de las cepas
patégenas de E. coli para causar los distintos tipos de enfermedades
intestinales y extraintestinales procede de la expresion de multiples factores
de virulencia incluyendo: fimbrias, adhesinas, sideréforos, toxinas, entre
otros. Estos factores no son necesarios para la replicacion vegetativa, como
tampoco para el simple comensalismo, pero contribuyen al aumento de la
eficacia en la colonizacion de superficies especificas del hospedador,
evasion de la respuesta inmunolégica, o dafio directo a sus células y tejidos,

lo que resulta en el establecimiento de la enfermedad (Blanco y cols., 1995;

Johnson, 2002; Soto, 2006; Ananias y Yano; 2008).
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Los genes responsables de los factores de virulencia se encuentran en el
cromosoma bacteriano o agrupados en fragmentos de ADN denominados
“islas de patogenicidad” (PAl). Estos genes pueden ser transmitidos
primariamente en forma vertical y en algunas situaciones en forma horizontal
a través de plasmidos, transposones, bacteriéfagos, ademas las PAIl pueden
albergar genes relacionados con resistencia a los antibiéticos (Ananias y Yano,

2008; Ribeiro y cols., 2008; Zalewska y cols., 2009).

Los factores de virulencia determinados para cada patotipo de E. coli son
distintos. En algunos casos pueden ser factores de colonizacion
(o adhesinas) y en otros, son elementos capaces de unirse al mucus del
intestino para resistir la movilidad del intestino. También estos factores
pueden estar representados por diferentes toxinas, las cuales interfieren con

la fisiologia normal de las células del hospedero (Tabla 1) (Wilson y cols., 2002).

Las cepas ExXPEC son caracterizadas por la diversidad de factores de
virulencia que poseen (Tabla 2 y 3), de alli que puedan causar infecciones
en una diversidad de sitios extraintestinales, tales como el tracto urinario,

sangre, meninges, cavidad peritoneal y pulmones (Russo y Johnson, 2003).
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Tabla 1. Principales factores de virulencia asociados con los distintos

patotipos de E. coli patdégena intestinal.

_Patotipo Factor de virulencia Funcién Genes

EHEC Toxina Shiga Daflan células intestinales, six7, six2
vasculares y renales.

Plasmido pO157: serina Colonizan enterocitos y lisan espP, katP,

proteasa extracelular, catalasa- los eritrocitos. hiyA, etp

peroxidasa, enterochemolisina,

sistema de secrecion tipo I,

fimbrias.

Intimina Lesion AJ/E "adherencia y eae
esfacelacion”.

EPEC  Adhesién: Fimbrias Bfp Forman penachos sobre la bfpA
Plasmido EAF superficie bacteriana
Intimina Lesibn A/E “adherencia y eae

esfacelacion”.

ETEC Pilis o fimbrias CFA Colonizacién de la mucosa
del intestino delgado.

Enterotoxinas: termolabil (LT) v " Provocan la salida/de agua y est, elt
termoestable (ST) iones..~ de las células
intestinales.

EIEC Plasmido Pinv Codifica proteinas
involucradas en el proceso de
patogénesis.

Antigeno de Invasion Invasion del epitelio del ipaH
colén.

EAEC  Adhesion: Unidn a la mucosa intestinal.  aafA, aggA,
Fimbrias de adherencia aggRr
agregativa Tipo Iy |l
Dispersina Mejora la colonizacion aap

superficie intestinal.
Toxina: Enteroagregativa Produce secrecion moco en astA
termoestable EAST-1 las células intestinales.
Proteinas Pec y Pic Actividad de proteasa pec, pic

DAEC Fimbria F1845 Fimbria de superficie daaC

involucrada en la adherencia
difusa

Fuente: Paton y Paton, 1998; Schmidt y cols., 2000; Rodriguez, 2002; Zhang y cols., 2002; Hannaoui y cols., 2009.
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Tabla 2. Principales factores de virulencia de E. coli

infecciones extraintestinales.

causantes de

Superficie Funcidén
Adhesinas Fimbriadas Fimbrias P
{alelos {, ll y 1t1)
Fimbrias tipo 1
Fimbria F1C
Fimbria S Media la adherencia de
la bacteria
No fimbriadas Adhesinas del antigeno Dr
(adhesinas X) Adhesinas AFA y AFA Ll
Adhesina M
Flagelo Movilidad y adaptacion
Mecanismos  Capsula K1, K2, K13, K& Efecto  antifagocitario,
evasores de anticomplemento,

las defensas

resistencia al suero y

del evasion del sistema
hospedero inmune.
Lipopolisacaridos 06, 04, 01, 02, 018, 083, Efectos endotoxicos,
o7 antigeno 0O, induccién
de citoquinas,
resistencia .-al suero,
inmunoadyuvante
Proteinas de membrana externa Receptor y transporte.
Resistencia al Proteina Trat *Aumenta la virulencia
suero *Plasmidos Col V de la bacteria.
Exportado Funcién
Toxinas a-hemolisina Citotoxicidad, hem®lisis.
Factor citotoxico necrosante Interferencia en la
fagocitosis y apoptosis.
Toxina citoletal distensiva
Citolisina A Citotoxicidad
Toxina secretada autotransportadora
Sistema de Aerobactina
captacion de Yersiniabactina Captacion de hierro
hierro Enterobactina

{sideréforos)

Invasinas

Invasinas del endotelio Antigeno K1

cerebral

Permite la invasion de
cepas de E. coli al SNC
de neonatos.

Fuente: Pacheco y Felipe, 1991; Emddy y cols., 2003; Andreu, 2005.
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Tabla 3. Principales genes de virulencia de E. coli causantes de infecciones

extraintestinales.

Factor de Factor relacionado Genes
virulencia

Adhesinas Fimbria tipo 1 fimH
Fimbria S sfaD/E
Fimbria P papC
Adhesina no fimbriadas afaB/C
Adhesinas no fimbriadas -3 afaB/C Il
Adhesinas no fimbriadas -8 afaE-8
Adhesina fimbriada P papG (alelos |, il y 1)

Capsula Grupo capsular 2 (K1/K5) kpsMTii
Grupo capsular 3 kpsMTIll

Sidero6foros Aeraobactina lucD
Yersiniabactina fyuA
Salmochelina iroN

Toxinas Hemolisina hiyA
Factor citotéxico necrosante tipo 1 cnf1
Toxina secretada autotransportadora sat
Toxina citoletal distensiva cdth

Varios Invasinas del endotelio cerebral ibeA
Resistencia al suero aumento de resistencia traT
al suero iss
Colicina V (bacteriocina) cvaC
Proteasa T (proteina de membrana externa) ompT
Proteinas uropatégenas especifica usp
Adhesina homologa a /irga de Vibrio cholerae tha
Adhesina especifica del grupo sanguineo M bmakE

Fuente: Ananias y Yano, 2008; Karisik y cols., 2008; De Melio y cols., 2009.

2. E. coli como productor de Enfermedades Transmitidas por

Alimentos (ETAs)

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAs), son definidas como
sindromes originados por la ingestion de alimentos y/o agua, que contienen

agentes etiologicos en cantidades tales, que afectan la salud del consumidor
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en forma individual o grupos de poblaciéon. Identifica a este tipo de
situaciones la contaminacién del alimento, la cual puede ser endégena o
bien ocurrir en algin punto de su transformacion; por lo tanto el agente
etiolégico podria existir en los animales, vegetales o en el medio ambiente

donde se almacena, se procesa o manipula el alimento (Delgado y cols., 2003).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las ETAs constituyen uno
de los problemas de salud mas relevantes, tanto en los paises desarrollados,
como en los paises en vias de desarrollo. Cada aio, la OMS recibe informes
sobre la ocurrencia de cientos de casos de ETAs en todo el mundo, siendo
los mas frecuentes los ocasionados por alimentos que sufrieron
contaminacion biolégica. La OMS estima que cada afo se producen 1.500
millones de episodios de diarrea que ocasionan unos 3 millones de muertes
en menores de 5 anos. Se calcula que, dependiendo del pais, un 15 al 70%
de las ETAs son causadas por alimentos contaminados (World Health

Organization, 1997).

Entre las bacterias asociadas a ETAs se incluyen Salmonella spp.,
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus y Clostridium perfringens. Sin
embargo, en los Ultimos afios se presentaron brotes ocasionados por
patbgenos emergentes y reemergentes, aumentando los riesgos de contraer
ETAs en la poblacién. Entre los patdgenos bacterianos emergentes se
destacan: Salmonella enteritidis en huevos, Salmonella Typhimurium fagotipo

104 (DT 104), Escherichia coli O157:H7 en carnes y vegetales, Listera
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monocyfogenes en carne y quesos, Campylobacter jejuni y Yersinia
enterocolitica en carne de cerdo y aves, Shigella dysenteriae en agua y
Cronobacter sakasakii en productos lacteos deshidratados. Entre los
reemergentes se debe sefalar Vibrio cholerae O1, cuya principal fuente de

infeccion es el agua y los alimentos principalmente de origen marino (instituto

Nacional de Enfermedades Infecciosas INEI-ANLIS “Carlos G. Malbran®, 2011).

3. Importancia clinica y epidemioldgica de E. coli 0157

E. coli productor de toxi_na Shiga (STEC) es un patégeno emergente
asociado a ETAs, con casos esporadicos de brotes de diarrea, colitis
hemorragica (CH) y complicaciones extraintestinales como el sindrome
urémico hemolitico (SUH) y purpura trombocitopénica. Las cepas STEC
asociadas a enfermedades severas en el hombre pertenecen a la categoria
de E. coli enterohemorragica (EHEC), y es E. coli O157:H7 el prototipo de

mas de 150 serotipos que comparte este potencial patogénico (Levine, 1987;

World Health Organization, 1997; Jure y cols.; 2010).

La infeccion por E. coli STEC parece ser de distribucion universal, pero su
prevalencia solamente se conoce con cierto detalle en Argentina, Canada,
Estados Unidos y Europa Occidental (Tabla 4), aunque también se ha

encontrado en paises como Brasil, Chile, Colombia, México y Venezuela

(Margall y cols., 1997; Hannaoui y cols., 2009).
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Tabla 4. Brotes asociados a E. coli O157:H7.

N° de N°SUH Mortalidad Tipo de Brote

Lugar Fecha Casos (%) (%) Fuente
Oregon/EE.UU. 1982 26 0 0 Comunidad Hamburguesas
Michigan/EE.UU. 1982 21 0 0 Comunidad Hamburguesas
Nebraska/EE.UU. 1984 34 1(2,9) 4 (11,8) Geriatrico Hamburguesas
Ontario/Canada 1985 73 12 (16,4) 19 (26) Geriatrico Sandwiches
Ontario/Canada 1986 30 3(10) 0 Escuela Leche cruda
Utah/EE.UU 1987 51 Carcel Came molida
Missouri/EE.UU. 1989 243 2(0,8) 4 (1,6) Comunidad Agua
Washington, Idaho, 1992 a Comunidad Hamburguesas
California, Nevada. 1993 559 41 (7,3) 4(0,7) Muitiestado
Washingto’V/EE.UU 1994 20 1(5,0) 0 Comunidad Embutido

Seco
Suecia 1995 a9 24 (24,2) (V) Comunidad Came
1996
Washington, 1996 45 12(26.7) 0 Comunidad Jugo de
California, Multiestado manzana no
Colorado, pasteurizado

Columbia Britanica
EE.UU., Canada

Escocia 1996 496 0 19(3,8) Comunidad Came
Japon 96 9451 101 (1,1) 12 {0,1) Escolares Vegetales,
carmey
pescado
Espana 2000 158 6 (3,8) 0 Escolares Saichichas
Argentina 2004 4 1 0 J. Infantes Agua de
Recreacion

Fuente: Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas INEI-ANLIS “Carlos G. Malbran”, 2011.

En 1982, en Michigan y Oregon, EE.UU. se produjo un brote de colitis
enterohemorragica causado por el consumo de hamburguesas,
identificandose por primera vez el serotipo de E. coli O157:H7 como

patogeno humano (Riley y cols., 1983). También en 1993, tuvo lugar otro brote
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originado por el consumo de hamburguesas poco cocidas que afecté a la
region oeste de EE.UU y en donde se vieron afectadas 559 personas (Bell y
cols., 1994; Barret y cols., 1994). En EE.UU, las infecciones por E. coli O157:H7
continuan siendo un problema importante de salud a pesar de la
implementacién de sistemas de vigilancia de los patégenos asociados a las
ETAs y un estricto control de la producciéon de alimentos a partir del brote
multiestado ocurrido en 1993. La incidencia de las infecciones por E. coli
0O157:H7 es de 2,1 casos/100.000 habitantes, y representa la segunda causa

de las hospitalizaciones (29%) por ETAs después de Listeria (Instituto Nacional
de Enfermedades Infecciosas INEI-ANLIS “Carlos G. Malbran”, 2011).

En Canad4, la incidencia de las infecciones por E. coli O157:H7 es de 5,3
casos/100.000 habitantes, siendo la exposicion a came molida‘mal cocida,
contacto directo con el ganado, agua de consumo contaminada y un medio

ambiente rural contaminado los factores de riesgo mas importantes (Instituto

Nacional de Enfermedades Infecciosas INEI-ANLIS “Carlos G. Malbran®, 2011).

En Europa continental, las infecciones por cepas STEC no-O157 son mas
frecuentes, mientras que en Gran Bretafia STEC O157 aparece asociada a
casos esporadicos y brotes, fundamentaimente por productos carnicos. En
Alemania, cepas de E. coli O157:NM, sorbitol positivas, B-glucuronidasa
positivas, son causa frecuente de casos esporadicos y brotes de diarrea y

SUH (Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas INEI-ANLIS “Carlos G. Malbran”,

2011).
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Diversos autores han estudiado en Espafia la frecuencia de E. coli 0157:H7
como causante de diarrea y se ha podido demostrar que ésta es muy baja,
probablemente entre el 0,1 y 1% de las diarreas estudiadas y es detectada

siempre en forma de casos esporadicos (Margall y cols., 1997).

En Asia, hay pocos reportes de infecciones por STEC 0157, salvo en Japén
a partir del brote masivo con mas de 10.000 afectados en 1996,
posiblemente por falta de sistemas de vigilancia (Watanabe y cols., 1996). En
Australia las infecciones por STEC no-O157, fundamentalmente O111:NM,

son mas frecuentes que las de 0157 (instituto Nacional de Enfermedades

Infecciosas INEI-ANLIS “Carlos G. Malbran®, 2011).

Respecto a Latinoamérica, en Colombia se comunicoé en forma preliminar
que E. coli O157:H7 fue el agente causal del 7,2% de los casos de diarrea y
que el 6,5% del ganado era portador de este patégeno. En Chile y Argentina,
STEC 0157 y no-O157 estan asociadas a casos de diarrea y SUH (Rios y
cols., 1999; Rivas y cols.; 2008). Durante el afio 2002, se informé el primer caso
que vincula a E. coli O157:H7 con episodios de diarrea sanguinolenta o SUH
en Uruguay (Gadea y cols., 2004). En Paraguay a partir del afio 2001 se
comenzaron a notificar casos de diarrea asociados a E. coli O157:H7,
después de la implementacién de un programa regional de control de las
enfermedades emergentes y reemergentes (Weiler y cols., 2005). Estos
hallazgos demuestran la importancia de las enfermedades asociadas a

STEC en Latinoameérica.
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En Venezuela por las limitaciones en el diagnéstico de E. coli 0157 no se
cuenta con suficientes registros estadisticos y epidemiolégicos. Sin embargo,
se conoce de su existencia, por algunas investigaciones realizadas, como las
de Bravo y Villalobos en el 2002, que determinaron la presencia de E. coli
enterohemorragica, en carne molida y chorizos procedentes de diversos
expendios del mercado municipal de Cumana, estado Sucre, y confirmaron la
presencia del serotipo O157:H7 en un 3,15%, y las investigaciones de
Narvaez y colaboradores en el 2007, que reportaron este serotipo en
muestras de heces de ganado bovino en el municipio Miranda, estado Zulia,

donde aislaron 1,94% cepas de E. coli O157:H7.

Por otra parte, se ha determinado que E. coli O157 se transmite por via fecal
oral y el vehiculo mas frecuente de infeccion humana es la carne de bovino,
fundamentalmente las hamburguesas poco cocidas. También se ha
documentado la infeccion vehiculada por carne de pavo, salami, leche,
yogurt, mayonesa, ensaladas, vegetales crudos y agua. La transmision de
persona a persona también ha sido demostrada y la dosis infectante minima

es baja; se estima entre 10° y 10? bacterias (Margall y cols., 1997; Instituto Nacional

de Enfermedades Infecciosas INEI-ANLIS “Carlos G. Malbran”, 2011).

4. Mecanismos de resistencia antimicrobiana en E. coli

La resistencia bacteriana puede definirse como la capacidad de un

microorganismo para crecer en presencia de un antimicrobiano a dosis
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terapéuticas. El uso no siempre racional y muchas veces inadecuado de los

antibidticos, ha favorecido la seleccion de cepas resistentes (Garcia y cols.,

2011).

E. coli, presenta altos porcentajes de resistencia contra ampicilina,
trimetoprim-sulfametoxazol, tetraciclina, cloranfenicol y acido nalidixico
(Tabla 5), lo que supone grandes complicaciones en el tratamiento cuando

este es requerido (Mosquito y cols., 2011).

4.1 Antibiéticos B-lactamicos

Uno de los grupos de antibidticos mas importantes, tanto histérica como
clinicamente, es el grupo de los.B-lactamicos, el cual ha sido ampliamente
utilizado para el tratamiento de las infecciones bacterianas debido a su baja

toxicidad y a su amplio espectro de accion (Perozo y col., 2007).

Los B-lactamicos, son antibiéticos de accion bactericida que actian sobre la
fase final de la sintesis del peptidoglicano. Actian como sustratos
competitivos de distintas enzimas participantes en la sintesis de membrana,
esencialmente de las transpeptidasas denominadas proteinas fijadoras de
penicilina (PBP), ya que presentan una similitud estructural con el extremo D-
alanina-D-alanina del pentapéptido que enlaza las cadenas de N-
acetilmuramico y N-acetilglucosamina del peptidoglicano (Perozo y cols., 2007;

Mosquito y cols., 2011).
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Tabla 5. Principales mecanismos de resistencia antibidtica estudiados en

E. coli.

Familia de Mecanismo de accién Mecanismos de Genes implicados

antibiéticos resistencia

p-lactamicos interfiere en las ditimas fases f-lactamasas: enzimas que Genes que codifican B-
de la sintesis del pepti- se caracterizan por hidrofizar lactamasas: blaTEM,
doglicano, componente ne- el enlace amida del nlcleo b/aSHV, blaCARB,
cesario en la formacién de la betalactamico, inactivando blaOXA, blaCTX-M vy
pared bacteriana. de esta manera el blaGES.

antibiotico.

Quinolonas inhibe la accibn de las Mutaciones puntuales que Mutaciones a nivel de
topoisomerasas y de la ADN generan <l cambio de gyrA (gen que codifica
girasa bacterianas aminoacidos en la enzima una subunidad de la ADN

blanco del antibi6tico. girasa) y parC (gen que
codifica una subunidad
de la topoisomerasa V).
Sistemas de expulsion. AcrAB-like (sistemas
presente en diferentes
enterobacterias).
Presencia de genes Familia de genes gnr (A,
plasmidicos de resistencia B, C, D S) que codifican
antibidtica. proteinas Qnr que
impiden estericamente la
union del antibiético /al
blanco.
Gen < que . codifica la
varniante cr de la
acetiltransferasa 6’ (AAC
©')-lbcr), capaz de
acetilar fluoroquinolonas.

Tetraciclinas Se unen al ribosoma Presencia de bombas de Genes fefA y fefB que
bacteriano, inhibiendo Ila eflujo especificas para codifican sistemas de
sintesis de proteinas. tetraciclinas. eflujo.

Cloranfenicol Inhibidor de la biosintesis de  Inactivacion enzimatica Gen catf que codifica a la
las proteinas, previene la  por acetilacion. enzima cloranfenicol
elongacion de la cadena de acetiltranferasa.
péptidos al unirse al centro de Exportadores especificos de
L.aboso?nnggﬂst'ranfemsa del  cloranfenicol. Genes floR y cmiA.

Trimetoprim inhibe la sintesis de la enzima  Presencia de genes Genes sull y sul2
Sulfametoxazol dihidropteroato sintasa  que codifican formas (sulfametoxazol) y genes
(sulfametoxazol) y de la en- mutantes de Ia dfr (trimetoprim).

zima dihidrofolato reductasa
(trimetoprim), las cuales son
enzimas necesarias en la ruta
del acido félico.

enzima blanco.

Fuente: Mosquito y cols., 2011.
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En presencia de antibidtico, las transpeptidasas hidrolizan el enlace amida
del anillo beta-lactamico y se forma un éster estable entre el compuesto
hidrolizado y un grupo hidroxilo de la serina del sitio activo de la enzima.
Con ello se inhibe la transpeptidacion, se desestabiliza la pared celular y
finalmente se produce Ia lisis bacteriana mediada por autolisinas. Este grupo
incluyen las penicilinas, cefalosporinas, cefamicinas, carbapenemos vy

monobactamicos, entre otros antibidticos clinicamente Utiles (Perozo y cols.,

2007; Mosquito y cols., 2011).

4.2 Resistencia a los fB-lactamicos

La resistencia a Q-lactamicos estd mediada  por varios . mecanismos

(Figura 5):

1. Alteracion de la diana (PBP).
2. Disminucién de la permeabilidad.
3. Mecanismos de eflujo o expulsién del antibiotico.
4. Inactivacion enzimatica por B-lactamasas
1. B-lactamasas cromosomicas.
2. B-lactamasas plasmidicas: B-lactamasas de espectro extendido

(BLEE) (Garcia y cols., 2011).
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Figura 5. Mecanismos de resistencia a los antibidticos $-lactamicos. Fuente: Mandeli y cols.,

2006.

El ‘'mecanismo mas utilizado por los bacilos gramnegativos para adquirir
resistencia a los antibiéticos B-lactamicos, ya sea que esto ocurra de manera
natural o adquirida, es la inactivacion de las drogas por las enzimas
denominadas B-lactamasas, capaces de hidrolizar el enlace amida del anillo

beta-lactamico (Perozo y cols., 2007; Garcia y cols., 2011; Mosquito y cols., 2011).

4.3 pB-lactamasas de espectro extendido (BLEE)

En E. coli, se ha estudiado ampliamente la produccién de B-lactamasas de
espectro extendido (BLEE), las cuales son enzimas que se caracterizan por
ser capaces de hidrolizar penicilinas, cefalosporinas de espectro extendido y

monobactamicos, son sensibles a los carbapenemos pero, son inhibidas por
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el acido clavulanico. Las BLEE han evolucionado como resultado de
mutaciones en el centro activo de las B-lactamasas plasmidicas clasicas
TEM y SHV excepto la CTX-M. Estas mutaciones originan cambios en la
secuencia de la cadena aminoacidica, como respuesta a la presion ejercida
por el amplio uso de las cefalosporinas de tercera generacion, permitiendo
modificar su perfil de sustrato, mejorando su capacidad de hidrélisis frente a
los B-lactamicos de amplio espectro. Estas enzimas generalmente estan
codificadas en genes que se encuentran frecuentemente en elementos

extracromosomicos como los plasmidos (Cortés y cals., 2006; Blanc, 2007; Perozo y

cols., 2007, Garcia y cols., 2011).

Las BLEE se agrupan de acuerdo con dos sistemas generales, el de-Ambler
(1980) segun la similitud en la secuencia de aminoacidos y el de Bush,
Jacoby y Medeiros (1995), clasificadas segln sus propiedades fenotipicas.
De acuerdo con el esquema de Ambler, las B-lactamasas pueden dividirse
en cuatro clases moleculares diferentes (A, B, C y D), cada una con una
secuencia de aminoacidos distinta, donde las BLEE derivadas de SHV y
TEM pertenecen a las enzimas de clase A, mientras que las BLEE derivadas
de OXA pertenecen a la clase D (Tabla 6). En la clasificacion de Bush y
colaboradores, las BLEE se localizan en dos subgrupos del grupo 2,
llamados 2be (principalmente BLEE derivadas de TEMy SHV) y 2d (BLEE

derivadas de OXA) (Cortés y cols., 2006).
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Tabla 6. Clasificacion de las B-lactamasas bacterianas.

Bush, Molecular Famiilias de
p-lactamasas Jacoby y {Ambler) pactamasas Sustratos
Medeiros
Espectro 2b A TEM-1, TEM-2, Bencilpenicilinas, Aminopenicilinas,
ampliado SHV-1 Carboxipenicilinas, Ureidopenicilinas,
Cefalosporinas de espectro
estrecho**.
2d D OXA-1 a OXA-10, El mismo sustrato de TEM-1, TEM-2,
PSE-2 (OXA-10) SHV-1, mas cloxacilina, meticilina y
oxacilina.
Espectro 2be TEM-3 a TEM-26 EI mismo sustrato del grupo de
extendido SHV-2 A SHV-6, espectro ampliado mas
(BLEE) A K1 de K. oxytoca cefalosporinas de tercera
generacion** y aztreonam.
2br TEM-30 a TEM-
36, TRC-1
2d D OXA-1a OXA-10 El mismo sustrato del grupo de
espectro ampliado mas cefepima
para algunas enzimas
ND* A Familia CTX-M El mismo sustrato del grupo de
espectro ampliado mas cefepima
para algunas enzimas
Otras (BES-1, El mismo sustrato de la familia TEM y
familia GES/IBC, SHV.
PER-1, PER-2,
SFO-1, TLA-1,
VEB-1y VEB-2).
AmpC ND* C ACC-1, ACT-1, E! mismo sustrato del grupo de
CFE-1, familia espectro ampliado mas cefamicinas™*
CMY, DHA-1,
DHA-2, familia
FOX, familia LAT,
MIR-1, MOX-1y
MOX-2.
Carbapenemasas ND* B Familia IMP, El mismo sustrato del grupo de
familia VIM, GIM-  espectro extendido mas
1y SPM-1 cefamicinas* y carbapenémicos.
ND * A KPC-1, KPC-2 y El mismo sustrato del grupo de la
KPC-3 familia IMP, familia VIM, GIM-1 y
SPM-1.
ND* D OXA-23, OXA-24, El mismo sustrato del grupo de la

OXA- 25, OXA-26,
OXA-27, OXA-40
y OXA-48

familia IMP, familia VIM, GIM-1 y
SPM-1.

* No determinado.

generacion, cefotaxima, cefpodoxima, ceftazidima, y ceftriaxona;

** Benzilpenicilinas, penicilina G; aminopenicilinas, amoxicilina y ampicilina,
carboxipenicilinas, carbenicilina y ticarcilina; ureidopenicilinas, piperacilina; cefalosporinas de espectro
estrecho, cefazolina, cefalotina, cefamandol y cefuroxima, entre otras; cefalosporinas de tercera

carbapenémicos, ertapenem,

imipenem, y meropenem; cefamicinas, cefotetan,cefoxitin. Fuente: Cortés y cols., 2006.
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4.4Tipos de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE)
4.4.1 TEM

La B-lactamasa TEM-1 ha sido diseminada por todo el mundo, y es en la
actualidad, el mecanismo de resistencia mas comun de las bacterias
gramnegativas al grupo de los B-lactamicos. Es responsable de mas del 90%
de la resistencia de E. coli a la ampicilina. TEM-2 deriva de TEM-1 por una
mutacion puntual. La primera variante TEM con fenotipo de BLEE se aisl6
en 1987 y fue denominada TEM-3, fruto de una mutacion puntual de la
enzima TEM-1. A partir de entonces, se ha presentado un rapido incremento
en el nimero y en la diversidad de las variantes de TEM con espectro
extendido. Hoy en dia, se conoce quellas mutaciones puntuales en el gen
parental blatem-1, que han dado lugar a las enzimas caracterizadas como
BLEE, tienen un numero limitado de posiciones. Cada una de estas enzimas

presenta una especificidad de sustrato y un punto isoeléctrico determinado

(Cortés y cols., 2006; Blanc, 2007).

4.4.2 SHY
La mayoria de estas enzimas SHV se encuentran en cepas de
Klebsiella pneumoniae; sin embargo, también se han identificado en
Citrobacter diversus, E. coli y Pseudomona aeruginosa. La enzima
progenitora, SHV-1, sélo tiene actividad contra penicilinas de amplio espectro

como: ampicilina, ticarcilina y piperacilina. No obstante, como resultado de
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mutaciones puntuales, su espectro ha sido ampliado a cefalosporinas de
tercera generacidn, denominandose SHV-2. En la actualidad, existen
alrededor de 150 tipos distintos de la B-lactamasa SHV; la mayoria de estas
B-lactamasas tienen fenotipo BLEE, y algunas han sido reportadas como

SHV-10, que tienen fenotipo de resistencia a inhibidores de B-lactamasas

(Cortés y cols., 2006; Blanc, 2007).

4.4.3 CTX-M
Este grupo de enzimas es una nueva familia de B-lactamasas con un
espectro ampliado de sustrato, que hidroliza de manera preferencial a
cefotaxima y tiene actividad intrinseca contra cefalosporinas de tercera
generacion; sin requerir mutaciones. adicionales, a diferencia de las antiguas
BLEE. En la actualidad, son consideradas las mas ampliamente diseminadas
en el mundo. Estas se hallan codificadas en plasmidos transferibles y se
encuentran principalmente, en cepas de Salmonella enterica serotipo
Typhimurium y en E. coli, pero también ha sido descrita en otras especies de
enterobacterias como K. pneumoniae, Citrobacter freundii, Proteus mirabilis,
Enterobacter cloacae y Enterobacter aerogenes (Bonnet, 2004; Cortés y cols.,

2006; Harada y cols., 2008; Mantilla y cols., 2009).

En este grupo se incluye a las enzimas denominadas CTX-M (activas frente
a la cefotaxima) como la CTX-M-1 (también llamada MEN-1), desde la CTX-

M-2 hasta CTX-M-58 y las enzimas Toho 1 y Toho 2. Se clasifican
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flogenéticamente en 6 grupos (CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9,
CTX-M-25 y CTX-M-45), distanciados evolutivamente unos de otros, ya que
no comparten mas de un 94% de identidad, el grupo CTX-M-1 incluye 6
enzimas mediadas por plasmidos (CTX-M-1, CTX-M-3, CTX-M-10, CTX-M-
12, CTX-M-15 y FEC-1) y las enzimas no publicadas CTX-M-22, CTX-M-23,
y CTX-M-28; el grupo CTX-M-2 esta conformado por 8 enzimas (CTX-M-2,
CTX-M-4, CTX-M-4L, CTXM-5, CTX-M-6, CTX-M-7, CTX-M-20 y Toho-1),
mientras que el grupo CTX-M-8 esta representado por una sola enzima. El
grupo CTX-M-9 consta de 9 enzimas (CTX-M-9, CTX-M-13, CTX-M-14, CTX-
M-16, CTX-M-17, CTX-M-19, CTX-M-21, CTX-M-27 y Toho-2) y otras 2
enzimas no publicadas, una de estas es la CTX-M-24 y el grupo CTX-M-25
gue incluye solo CTX:M-25 y CTX-M-26 y por ultimo el grupo CTX-M-45
conformada por una representante (Bonnet, 2004; Cortés y cols., 2006; Harada y

cols., 2008; Mantilla y cols., 2009).

Estas enzimas muestran tan solo un 40% de similitud con las B-lactamasas
tipo TEM y SHV, sin embargo los genes blactx.y poseen un alto grado de
similitud con los genes cromosémicos blakLua que codifican las B-lactamasas
del género Kluyvera. Por lo cual, se considera que los grupos CTX-M-1 y
CTX-M-2 derivan de las B- lactamasas cromosomicas de Kluyvera ascorbata,
mientras que los grupos CTX-M-8 y CTX-M-9 derivan de las B-lactamasas

cromosémicas de Kluyvera georgiana (Harada y cols., 2008; Mantilla y cols., 2009).
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4.5 B-lactamasa Amp-C

Las AmpC, son B-lactamasas pero no son consideradas estrictamente BLEE,
pertenecen a la clase C segin Ambler y al grupo 1 segun Bush, Jacoby y
Madeiros. Estas enzimas mediadas por plasmidos confieren resistencia a la
ampicilina, amoxicilina, aztreonam y a la mayoria de las cefalosporinas. Se
diferencian de las BLEE porque son resistentes a los inhibidores de B-

lactamasas y susceptibles a las cefalosporinas de cuarta generacion (Mattar y

Martinez, 2007).

5. Impacto epidemiolégico de E. coli productora de BLEE (TEM,

SHV, CTX-M) transmitida por alimentos

La aparicion de enterobacterias multirresistentes gracias a la produccién de
enzimas BLEE, se ha incrementado en los Ultimos afios y se registra,
ademas, una mayor morbilidad y mortalidad en los pacientes con infecciones
por dichos microorganismos, registrandose frecuencias de cepas productoras
de BLEE en diferentes paises que varian desde un 20% a un 48% (Puig y cols.,

2011).

En humanos, el principal reservorio de E. coli con BLEE es el tracto digestivo,
y su transmision se facilita por el contacto a través de las manos. También se

ha considerado que ciertos alimentos de origen animal, principalmente en
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relacién con las aves de corral, podrian ser fuente de transmision de enzimas

BLEE al hombre (Garcia y cols., 2011).

La primera bacteria de origen animal portadora de una enzima BLEE se aisl6
en 1998, y fue una E. coli portadora de SHV-12. Desde ese momento, se
produce un incremento alarmante en la deteccion de estas enzimas,
fundamentalmente, de los tipos CTX-M en animales sanos destinados al
consumo humano. Por tanto, se plantea que el intestino de animales es un
reservorio de bacterias portadoras de BLEE CTX-M, fundamentalmente en E.
coli y no se descarta la posible transferencia al hombre por la cadena

alimentaria (Puig y cols., 2011).

En Japén, un estudio nacional conducido entre 1999 y 2002 para la vigilancia
de la susceptibilidad antimicrobiana ‘en cepas de 'E. coli aisladas de
alimentos, se encontraron 18 cepas resistentes a la cefaiolina; seis
portadoras de BLEE tipo CTX-M y ocho productoras de una B-lactamasa de
espectro amplio blacmy.2), a la vez que otras ocho, contenian una mutacion
en la region del promotor AmpC para la resistencia a la ampicilina (Kojima y

cols., 2005}).

En Espaﬁa‘. durante los afios 2003 y 2004 se realiz6 un estudio donde se
analizaron 866 muestras de diferentes alimentos y se encontré E. coli
productora de BLEE tipo CTX-M-14, CTX-M-9, SHV-12, CTX-M-1, CTX-M-32

y SHV-2 (Lavilla y cols., 2008).
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En Cuba, aunque se han identificado cepas de Salmonella y E. coli aisladas
de alimentos con susceptibilidad reducida a cefalosporinas de tercera
generacion (cefotaxima y ceftriaxona), no se ha confirmado en dichos

microorganismos la presencia de enzimas BLEE u otras de espectro amplio

(Espino y cols., 2010).

Las BLEE en Latinoamérica alcanzan tasas preocupantes principalmente en
Argentina, Brasil, Chile, Colombia, Ecuador, Guatemala, México, Panama,
Pera y Venezuela. La produccion de BLEE en estos paises mostraron
variaciones marcadas de un pais a otro, con rangos entre un 5% a 73%. Las
enzimas mas comunmente encontradas en Latinoamérica son SHV-2, SHV-
4, SHV-5, CTX-M-2, CTX-M-8 y PER-2 (Méattar y Martinez, 2007), esto en lineas

generales, ya que son escasos los estudios reportados en este aspecto.

Un estudio realizado en Venezuela en el afio 2010, reporté el aislamiento de
varios serotipos de Salmonella productora de BLEE en muestras de pollo
crudo (Molina y cols., 2010). En el 2012, Gonzéalez y colaboradores reportan el
primer aislamiento de cepas de Salmonella enterica con resistencia a
quinolonas asociadas a CTX-M y SHV mediada por plasmidos. En el caso de

E. coli se desconoce la distribucion de BLEE en cepas aisladas de alimentos.
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6. Técnicas para la tipificacion de cepas de E. coli e importancia en

estudios epidemiolégicos

El estudio epidemiolégico molecular de las enfermedades infecciosas tiene
por objeto determinar la relacion clonal que existe entre varios aislados de
una misma especie. Esta informacién es muy datil, sobre todo cuando se
producen brotes epidémicos causados por cepas multirresistentes, porque
permite determinar el nimero de clones circulantes, identificar la fuente de
contaminacion o reservorio y los vehiculos de transmision, evaluar la eficacia
de las medidas de control dirigidas a evitar la diseminacién de clones y

diferenciar entre infeccion y recidiva (Fernandez, 2004).

Los métodos de tipificacién se clasifican en dos grandes grupos: fenotipicos
(basados en caracteristicas fisiologicas - 0..bioquimicas) 'y genotipicos
(basados en el estudio del ADN). En la investigacion de brotes de ETAs,
resulta dificil relacionar los aislados de origen humano, de alimentos y de
ambiente por técnicas fenotipicas convencionales de tipificacion, ya que
estas son menos reproducibles y poseen menor poder de discriminacién que
los métodos genotipicos. Esto se debe a que la expresion de un caracter
fenotipico es el resultado de la interaccién del genotipo con el ambiente vy,
por tanto, es susceptible de modificarse cuando las condiciones ambientales

varian (Fernandez, 2004; Toro y cols., 2010).
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El extraordinario avance de la biologia molecular en los Ultimos afios ha
permitido desarrollar nuevos métodos genotipicos de tipificacion. Estos
métodos se sustentan en el estudio del ADN cromosémico o
extracromosémico. Utilizando la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

y sus variantes, se han disefiado varias técnicas de tipificacion bacteriana.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, Polymerase Chain Reaction),
se fundamenta en la amplificacibn de genes o secuencias de ADN
polimérficas, a través de ciclos repetidos y duplicados llevados a cabo por
una enzima, llamada ADN polimerasa y la subsiguiente separacion

electroforética de los productos de la amplificacion (Figura 6) (Fernandez, 2004;

Bedolla, 2007).

Existen diversas variantes de la PCR como método de tipificacion bacteriana
dependiendo de ciertas modificaciones en el protocolo de trabajo: las
técnicas de amplificacién al azar de ADN polimérfico (RAPD), la amplificacion
de elementos repetitivos (REP-PCR) y el analisis del polimorfismo de la
longitud de los fragmentos de restriccion (PCR-RFLP), las cuales se han

utilizado ampliamente en estudios epidemiolégicos.

6.1 Amplificacion al azar de ADN polimérfico (RAPD, Radom
amplified polymorphic DNA)
Esta técnica consiste en la amplificacion de secuencias arbitrarias, en la que

los iniciadores no estan dirigidos a ninguna region especifica. El uso de
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Figura 6. Etapas de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR). Fuente; Vierstraete, 1999.

varios iniciadores con secuencias de nucledtidos aleatorias y de corta
longitud (8-12 nucledtidos), hibridan a bajas temperaturas de alineamiento
con suficiente afinidad a las secuencias del ADN cromosomal de la célula
bacteriana (Struelens y cols., 1998; Ferndndez, 2004; Coll y cols., 2005), permitiendo
amplificar las regiones que se encuentran localizadas entre dos iniciadores
consecutivos. Los productos resultantes de la PCR pueden representar una
variedad de fragmentos de ADN de diferentes tamanos, que son visualizados
a través de electroforesis convencional en geles de agarosa (Bedolla, 2007), y

que producen un patrén de bandas caracteristico en cada cepa bacteriana
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particular, con el potencial de detectar polimorfismo entre cepas ligeramente

divergentes (Coll y cols., 2005).

El analisis de los perfiles producidos por el RAPD examina y compara el
namero y tamafio de bandas entre los aislamientos, permitiéndolos agrupar
de acuerdo a la similitud de éstos. Actualmente, el RAPD es considerado el
método mas adecuado para una tipificacion comparativa rapida, pero
inadecuado para bibliotecas de tipificacion en programas de vigilancia

epidemiolbgica (Calderén y Yagui, 2002; Bedolla, 2007).

6.2 Amplificacion de elementos repetitivos (REP-PCR, repetitive

element PCR fingerprinting)

Esta es otra técnica de tipificacion en la que se utilizan iniciadores que
hibridan con secuencias de ADN repetidas (secuencias REP), que se
encuentran distribuidas en diferentes localizaciones a lo largo del cromosoma
bacteriano. Cuando dos secuencias estan situadas lo suficientemente cerca,
el fragmento de ADN que hay entre ambas es amplificado. Dado que el
namero y localizacion de estas secuencias repetidas entre cepas es variable,
el nimero y tamano de los fragmentos de ADN generados también variara,
por lo que el polimorfismo resulta de la variabilidad en la repeticiéon de dichas
secuencias y de la distancia entre copias contiguas causadas por inserciones

de ADN (Fernandez, 2004; Coll y cols., 2005).
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Las secuencias repetitivas palindromicas extragénicas (secuencias REP) y
las secuencias consenso repetitivas intragénicas de enterobacterias
(secuencias ERIC), son las secuencias “rep’ que se han utilizado con mas

frecuencia en estudios epidemiologicos (Calderdn y Yagui, 2002; Femandez, 2004).

6.3 Analisis del polimorfismo de la longitud de los fragmentos de

restriccion (PCR-RFLP, restriction fragment length polymorphism)

Esta técnica se fundamenta en la amplificacion de una secuencia conocida
de ADN, para someterla a un proceso de digestion, con enzimas de
restriccion y finaimente comparar los fragmentos resultantes en diferentes

aislamientos bacterianos (De la Torre, 2006).

La PCR-RFLP permite diferenciar_distintos microorganismos mediante el
andlisis de patrones de bandas, derivados de sus respectivos ADN. Primero
se amplifican fragmentos de ADN especificos mediante PCR vy
posteriormente se tratan con enzimas de endonucleasas de restriccion, que
los cortan en trozos mas pequenos, generando perfiles de restriccion del
ADN o fragmentos de restriccion. Diferencias en la secuencia nucleotidica
entre las especies estudiadas, daran lugar a fragmentos de diferentes
tamarios, dichos fragmentos o el patrén de bandas es identificable por
electroforesis en geles de agarosa, donde migran de acuerdo con su peso

molecular (De la Torre, 2006).
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6.4 Electroforesis en gel de campo pulsante (PFGE, pulsed-field gel

electrophoresis)

Esta técnica utiliza un sistema de separacion electroforética de pulsos
alternos de corriente multidireccional, usando una camara disefiada
especialmente que dispone de 24 electrodos dispuestos periféricamente

formando un hexagono alrededor del gel (Figura 7) (Calderén y Yagui, 2002; Coll y

cols., 2005; Delgado y cols., 2006; Bedolla, 2007).

Se basa en que primero es aplicado un campo eléctrico (E1) al gel. Las
hebras de ADN, cortadas previamente con enzimas de restriccion
(endonucleasa de restriccion de ADN de clivaje o corte infrecuente), se
elongan.en la direccion del campo-eléctrico.y comienzan a migrar en-el gel,
por los cambios periodicos en el.campo eléctrico. Este primer campo es
entonces removido y un segundo campo (E2) en angulo con el primer
campo, es activado. El ADN debe cambiar la conformacion y la reorientacion
antes de comenzar a migrar en la direccion del segundo campo eléctrico. El
tiempo requerido para esta reorientacién varia de acuerdo al peso molecular
de la muestra (Mattar, 2000). En esta técnica, el genoma bacteriano, que
tipicamente es de 2.000 a 5.000 pares de kb en tamaiio, al ser digerido con
una enzima de restriccion, genera aproximadamente desde 10 a 30
fragmentos de restriccion que van de 10 a 800 kb (Delgado y cols., 2006; Bedolla,

2007). Es asi como, los grandes fragmentos son separados permitiendo
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obtener un patréon de ADN, que luego son comparados unos con otros para

determinar sus relaciones (Calderon y Yagui, 2002).

La PFGE es la técnica estandar de referencia, para tipificar la mayoria de
bacterias, hongos y parasitos con importancia clinica, debido a que posee un
elevado poder de discriminacion y una excelente reproducibilidad, aunque
tiene el inconveniente de que es muy laboriosa y requiere de tiempo para la
obtencion de resultados, por lo que su uso diario en el laboratorio es poco

practico (Fernandez, 2004).

Figura 7. Esquema de la distribuciéon de electrodos en el sistema de PFGE. El angulo

sefialado (120°) es el angulo de reorientacién entre el campo eléctrico A y el B. Fuente: Coll y

cols., 2005.
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HIPOTESIS

La presencia de E. coli en alimentos lacteos indica una contaminacion de
origen fecal, estas cepas presentan factores genéticos que condicionan su
virulencia y resistencia antimicrobiana, las cuales favorecen su persistencia y

diseminacion a través de la cadena alimentaria.
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OBJETIVO GENERAL

Caracterizar fenotipica y genéticamente cepas de Escherichia coli aisladas
de productos lacteos procesados artesanalmente y comercializados en el

area urbana del estado Mérida, Venezuela.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

o |dentificar microbiologicamente las cepas de E. coli aisladas de los

productos lacteos.

o Seleccionar inicialmente mediante ‘pruebas bioquimicas las posibles

cepas de E. coli O157.

o Establecer los perfiles de susceptibilidad de las cepas de E. coli a los

agentes antimicrobianos.

e Clasificar las cepas de E. coli de acuerdo a sus grupos filogenéticos
mediante la amplificacion por PCR de los genes chuA, yjaA y el

segmento génico TspE4.C2.

e Detectar la presencia de factores de virulencia, mediante la
amplificacion por PCR de los genes fimH, kpsMTII, papAH, PAl, fyuAy

usp.
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L ]

Detectar la presencia de genes que codifican para la produccion de f-
lactamasas mediante la amplificacion por PCR de acuerdo al perfil

fenotipico de resistencia.

Relacionar el grupo filogenético, el perfil de virulencia y la resistencia

antimicrobiana.

Establecer la relacién o diversidad clonal de las cepas de estudio

mediante la técnica de Rep-PCR.
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MATERIALES Y METODOS

1. Recoleccion de los productos lacteos

Se recolectaron 15 muestras de productos lacteos artesanales distribuidas
de la siguiente manera: 5 crema de leche, 5 cuajada y 5 requesédn. Estas
muestras fueron adquiridas de manera aleatoria a partir de lotes no
relacionados y en establecimientos comerciales diferentes ubicados en el
area urbana del Municipio Libertador del estado Mérida, Venezuela, durante
el periodo enero a julio 2013. Los productos lacteos seleccionados oscilaron

entre 250 g y 500 g por presentacion.

2. Aislamiento-e identificacion de las cepas de E. coli

Se tomaron porciones de diferentes sitios del producto lacteo para tener una
muestra representativa. Se pesaron 10 g de cada muestra y se
homogeneizaron en 90 mL de agua peptonada al 0,1% (dilucion 10,
siguiendo las recomendaciones de la Comisién Venezolana de Normas
Industriales (COVENIN norma N° 1126, 1989). Luego con la finalidad de mejorar la
recuperacion de las cepas de E. coli se realizé una incubacion por 2 horas a
37 °C y a partir de esta solucién, se realizaron 3 diluciones (10? - 107) bajo
las mismas condiciones (Figura 8). Posteriormente, de cada dilucién se tomé

1 mL para inocular las placas rehidratables tipo Petrifilm E. coli/coliformes
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(3M™ USA) (COVENIN norma N° 3276, 1997) y se incubaron a 35 °C por 18 a 24
horas, siguiendo las recomendaciones del proveedor.

Se escogieron todas las placas que mostraron un crecimiento entre 4 a 10
unidades formadoras de colonias (UFC) de E. coli, estas colonias fueron
reconocidas por el color azul y su asociacion a la producciéon de gas. A partir
de estas placas, se seleccionaron al azar 4 colonias, las cuales fueron
extraidas con el asa en punta, colocadas en caldo BHI (BBL, Cockeysville,
Md, USA) e incubadas a 36 °C por 18 — 24 horas. Luego del crecimiento en
dicho caldo y subcultivando en agar Levine o MacConkey (Himedia, Mumbai,
India) a 36 °C por 18 - 24 horas, se seleccionaron las colonias fermentadoras
de la lactosa que tuviesen morfologia sugestiva de E. coli y a estas, se les
confirmo su identificacion mediante el sistema de galerias APl 20E
(BioMerieux, Marcy [|'Etoile, France), de acuerdo a lo descrito por el

proveedor.

Adicionalmente, a todas las cepas de E. coli seleccionadas se les determiné
bioquimicamente la fermentacidbn del sorbitol. Las variantes fenotipicas
sorbitol negativa fueron sometidas a ensayos de aglutinacion con antisueros
especificos (AntiColi O157:K-, Sifin Berlin, Germany) con el objeto de
descartar la presencia de una posible E. coli O157:H7. En estos ensayos se
utilizaron como cepas control: E. coli ATCC 25922 y E. coli O157:H7

(CVCM1931), siguiendo el protocolo descrito por el proveedor.
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Figura 8. Representacién esquematica de la recoleccion y aislamiento de las cepas de E. coli.




3. Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana

La susceptibilidad antimicrobiana de las cepas de E. coli se realizé utilizando
el método de difusién en agar con disco, de acuerdo a los criterios del
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2013). Los discos de
antibidticos utilizados fueron (BBL): ampicilina (10 ug), amoxicilina/acido
clavulanico (30/15 ug), ceftazidima (30 pg), cefotaxima (30 pg), gentamicina
(10 ug), tobramicina (10 ug), amikacina (30 ug), ciprofloxacina (5 ug), acido
nalidixico (30 pg), imipenem (10 pg), meropenem (10 pg) y ertapenem (10
Mg). Las cepas de E. coli que resultaron con susceptibilidad intermedia y/o
resistente a los antibidticos probados se les confirmé el fenotipo mediante la
determinacién de la concentracion _inhibitoria minima (CIM) en_agar,
siguiendo las recomendaciones del CLSI. En estos ensayos se utilizd como

cepa control E. coli ATCC 25922,

4. Extraccion del ADN
La extraccion y preparacion del ADN genomico se realizd mezclado varias
colonias provenientes de cultivos frescos en 200 ul de agua destilada estéril.
Estas suspensiones se colocaron en congelacion (-20 °C) durante 30 min y
luego se sometieron a ebullicion durante 15 min. Los residuos celulares se
separaron por centrifugacion (13.000 rpm durante 5 min a temperatura
ambiente) y el ADN disuelto en el sobrenadante se recuperd en un tubo

eppendorf estéril, el cual se almacené a -20 °C hasta el momento de su uso.
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5. Deteccién de genes que codifican pg-lactamasas

Las cepas que resultaron resistentes a la ampicilina se les determinaron la
presencia de genes codificantes para TEM utilizando los iniciadores
sefialados en la Tabla 7, utilizando las condiciones de amplificacion
previamente descritos por Ma y cols., (2005). Las amplificaciones se llevaron
a cabo en un volumen final de 25 yL y la mezcla estuvo compuesta por 2,5
pL del buffer de reaccién (10X), 1,25 pyL de MgCi2 (50 Mm), 1,5 de dNTPs
(10 mM; Fundaim, Venezuela), 2,5 uL de cada iniciador (10 pmol/uL), 0,3 pL
de la Tag polimerasa (5 U/uL; Fundaim, Venezuela), 12,45 pyL de agua
bidestilada ultrapura y 2 pL del ADN extraido. Las PCRs se realizaron en un
termociclador Perkin Elmer (GeneAmp PCR System 2400). Los amplicones
obtenidos fueron purificados utilizando el sistema AccuPrep PCR Purification
(Bioneer) y secuenciados por Macrogen Inc. (Seul, Corea) mediante
electroforesis capilar en un secuenciador modelo ABI 3730XL (Applied
Biosystems, CA, USA), utilizando los mismos iniciadores usados en la PCR.
Las secuencias nucleotidicas resultantes fueron analizadas mediante el uso
del programa Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) del National
Center for Biotechnology Information (NCBI) y comparadas con las
secuencias genéticas incluidas en las base de datos

http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi.
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6. Determinacion de los grupos filogenéticos de E. coli

Las cepas fueron clasificadas dentro de los grupos filogenéticos (A, B1, B2y
D) de acuerdo a la presencia de los genes chuA, yjaA y el fragmento génico
TspE4.C2, mediante una PCR mdltiple utilizando los iniciadores y
condiciones descritas previamente (Clermont y cols., 2000). La mezcla de
amplificacion se realizé6 en un volumen final de 25 pL y estuvo compuesta
por: 2,5 uL del buffer de reaccion (10X), 1,5 yL de MgClz (50 mM), 1,5 uL de
dNTPs (10 mM; Bioneer, Daejeon, Korea), 2,5 uL de cada iniciador (10
pmoi/pL), 0,3 pL de la Taqg polimerasa (5 U/uL; Bioneer), 2,2 uyL de agua
bidestilada ultrapura y 2 uL del ADN extraido. Los resultados fueron
interpretados con base en el esquema de Clermont y cols., (2000) mediante
la ausencia (-) o presencia (+) de los elementos antes descritos: grupo A:
chuA -y TspE4.C2 -; B1: chuA =y TspE4.C2 +;, B2: chuA + y yjaA + y el
filogrupo D: chuA + y yjaA -. Para estos ensayos se utilizaron como cepas
control E. coli LMM36-ULA (chuA + y yjaA +) y E. coli LMM32-ULA

(TSpE4.C2 +).

7. Deteccion de genes de virulencia

Se estudiaron 6 genes de virulencia, los cuales incluyeron: capsula
polisacarida especifica del grupo Il (kpsMTIl), adhesina de la fimbria tipo 1

(fimH), fimbria P (papAH), marcador de isla de patogenicidad (PAl),
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yersiniabactina (sider6foro fyuA) y proteina especifica uropatégena (usp).
Los genes kpsMTII, fimH y PAIl fueron detectados mediante una PCR muiltiple
y el resto (papAH, fyuA y usp) por PCR simple, utilizando los iniciadores
sefialados en la Tabla 7 y las condiciones de amplificacién previamente
establecidas (Johnson y Stell, 2000 y Nakano y cols., 2001). La mezcla de reaccién
para las PCRs multiple estuvo compuesta por 2,5 ul. de agua bidestilada
ultrapura, 2,0 yL de buffer (10X; Bioneer), 2,0 yL de dNTPs (10 mM;
Bioneer), 1,5 yL de MgCl> (50 mM; Bioneer), 0,3 pyL de Taq polimerasa (5
U/uL; Bioneer), 2,5 yL de cada iniciador (10 pmol/uL) excepto para el fimH
que se utilizé 2 pL y de ADN 2 pL para un volumen final de 25 uL. Para las
PCR simples se utilizaron 12,3 uL de agua bidestilada ultrapura, 2,5 yL de
buffer (10X; Bioneer), 1,5 uL de dNTPs (10mM; Bioneer), 1,5 uL de MgCi; (50
mM; Bioneer), 0,2 uL de Taqg polimerasa (5 U/uL; Bioneer), 2,5 pyL de cada
iniciador (10 pmol/uL) y 2 uL de ADN para un volumen final de 25 yL. Las
cepas control utilizadas en estos ensayos fueron E. coli LMM/EO2-ULA (fimH
+, fyuA +, kpsMTIl + y PAl +) y E. coli LMM/Sc03-ULA (papAH +) y E. coli
LMM/EO2-ULA (usp +).

En todos los ensayos, los productos amplificados se separaron en un gel de
agarosa (Sigma-Aldrich Co. St. Louis, MO, USA) al 1%, teflido con bromuro
de etidio (0,5 ug/mL; Sigma-Aldrich) y fotografiados con el UVP Biodoc-It
System. Se utiliz6 el marcador de peso molecular de 100 pb (Bioneer) para

identificar el tamafio de los productos amplificados.
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8. Tipificacién de E. coli por Rep-PCR

La relacién clonal entre las cepas fue determinado por la amplificacion de
secuencias repetitivas por PCR (Rep-PCR) a partir del ADN total, utilizando
los iniciadores: REP-1 F: 5°- lIGCGCCGICATCAGGC - 3; REP-2 R: 5'-
ACGTCTTATCAGGCCTAC - 3 y las condiciones descritas por Lozano y
cols., (2002). La mezcla de reacciéon para la Rep-PCR se realizd en un
volumen final de 25 uL y estuvo constituida por 2,5 uL de buffer (10X), 2,5 pL
de MgCl; (50 Mm), 3 uL de dNTPs (10 Mm), 3 pL de cada uno de los
iniciadores (10 pmol/uL), 0,5 L de Taq polimerasa (5 U/uL; Bioneer), 5,5 uL
de agua bidestilada estéril y 5 ul. de ADN. Los productos de amplificacién se
separaron en un gel de agarosa al 1,5%, teflido con bromuro de etidio y
fotografiados con el UVP Biodoc-It System. Como_marcador de peso
molecular se utilizé una escalera de 50 pb (Bioneer). Los patrones obtenidos
del Rep-PCR fueron analizados utilizando el Software Treecon 1.3b, el cual
genero el dendograma o arbol de similitud para establecer las relaciones
entre las cepas estudiadas. Los patrones con coeficientes de similitud

superior al 90% fueron considerados relacionados clonalmente.
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Tabla 7. Iniciadores empleados en las amplificaciones por PCRs.

Geno Nombre
fragmento del Secuencia del oligonucleétido Producto Referencia
de ADN iniciador 5—»3 esperado

blayen blarem F ATAAAATTCTTGAAGACGAAA 1105 pb Ma y cols., 2005
blarem R GACAGTTACCAATGCTTAATCA

chuA chuAF GACGAACCAACGGTCAGGAT 279 pb Clermont y cols., 2000
chuAR TGCCGCCAGTACCAAAGACA

yjaA yjaA F TGAAGTGTCAGGAGACGCTG 211 pb Clermont y cols., 2000
yjaA R ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC

TspE4.C2 TspE4C2F GAGTAATGTCGGGGCATTCA 152 pb Clermont y cols., 2000
TspE4C2R CGCGCCAACAAAGTATTACG

kpsMTIl kpsMTII F GCGCATTTGCTGATACTGTTG 272 pb Johnson y Stell, 2000
kpsMTII R CATCCAGACGATAAGCATGAGCA

fimH fimHF TGCAGAACGGATAAGCCGTGG 508 pb Johnson y Stell, 2000
fimHR GCAGTCACCTGCCCTCCGGTA

PAI PAlI F GGACATCCTGTTACAGCGCGCA 930 pb Johnson y Stell, 2000
PAIR TCGCCACCAATCACAGCCGAAC

papAH papAH F ATGGCAGTGGTIGTCTITIGGTG 720 pb Johnson.y Stell; 2000
papAH R CGTCCCACCATACGTGCTCTTC

fyuA fyuA F TGATTAACCCCGCGACGGGAA 880 pb Johnson y Steli, 2000
fyuAR CGCAGTAGGCACGATGTTGTA

usp usp F ATGCTACTGTTTCCGGGTAGTGTGT 1000 pb Nakano y cols., 2001
usp R CATCATGTAGTCGGGGCGTAACAT
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RESULTADOS

Un total de 90 cepas de E. coli fueron aisladas a partir de productos lacteos
artesanales. De estas, se seleccionaron aleatoriamente 45 que
correspondieron a 15 cepas por cada grupo de producto lacteo: crema de
leche, cuajada y requesdn. Ninguna de las cepas seleccionadas resulté
positiva para la identificacion del serotipo patégeno E. coli O157:H7 (datos no
mostrados).

Los resultados de las pruebas de susceptibilidad realizadas en las 45 cepas
de E. coli se muestran en la Tabla 8. El 73,3% (33/45) de las cepas fueron
susceptibles a los 12 antibidticos probados. Las cefalosporinas _de tercera
generacion (cefotaxima y ceftazidima), los carbapenemos y amikacina fueron
los antibidticos con mayor actividad sobre las cepas estudiadas (100%),
seguido en orden de frecuencia por &acido nalidixico (97,8%; 44/45),
amoxicilina/acido clavulanico (95,6%; 43/45), gentamicina y tobramicina
(ambos 91,1%,; 41/45). La resistencia a la ampicilina se observé en el 24,4%
de las cepas (11/45), mientras que el 8,9% (4/45) fue resistente a los
aminoglucésidos. La resistencia a amoxicilina/acido clavuldnico y acido
nalidixico estuvo representada por un bajo nimero de cepas (4,4%; 2/45 y
2,2%; 1145, respectivamente). La susceptibilidad intermedia solo se evidencié
con ciprofloxacina en 17,8% de las cepas (8/45).

Las cepas que presentaron resistencia a ampicilina fueron sometidas a la

deteccidn genética de B-lactamasas, resultando todas positivas para el gen
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blatem-1 (datos no mostrados). El analisis bioinformatico de este gen presenté

un 100% de homologia con la secuencia de referencia registrada en el

Genbank N° HG941719.1.

Tabla 8. Susceptibilidad de 45 cepas de E. coli frente a doce agentes

antimicrobianos.

Susceptibilidad antimicrobiana

n (%)
Antibiético Sensible Intermedio* Resistente*
Ampicilina 34 (75.5) 0 11 (24.,4)
Amoxicilina/acido clavulanico 43 (95,6) 0 2(4,4)
Cefotaxima 45 (100) 0 0
Ceftazidima 45 (100) 0 0
Imipenem 45 (100) 0 0
Meropenem 45.(100) 0 0
Ertapenem 45 (100) 0 0
Amikacina 45 (100) 0 0
Gentamicina 41 (91,1) 0 4 (8,9)
Tobramicina 41 (91,1) 0 4 (8,9)
Acido nalidixico 44 (97,8) 0 1(2,2)
Ciprofloxacina 37 (82,2) 8 (17.8) 0

* Los fenotipos fueron confirmados por concentracion inhibitoria minima: ampicilina >64ug/mL;
amoxicilina/acido clavulanico >64/32 pg/mL; gentamicina y tobramicina >32 pg/ml.; acido nalidixico >32

uvg/mL; ciprofioxacina 2 pyg/mt.

La distribucién porcentual de los filogrupos de las 45 cepas de E. coli

estudiadas se muestran en las Figuras 9 y 10. Independientemente del

origen del aislamiento de las cepas, el 82,2% (37/45) fueron ubicadas en el
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grupo filogenético A. Los filogrupos B1 y D se observaron en igual proporcion
(8,9%, 4/45). El B1 fue el grupo con menor frecuencia de aislamiento en
relacion con la procedencia de las cepas (6,7% crema de leche y requeson y
13,3% cuajada). Por el contrario, el grupo D estuvo ausente en cepas
aisladas de crema de leche, pero su distribucion se evidencié con mayor
frecuencia en E. coli proveniente de cuajada (20%; 3/15). Ninguna de las

cepas clasificé para el grupo B2.

chuA 273pb B
vjaA 211pb o
R — B - e
TspE4.C2152pb
Filogrupos ! Y ! Yy
a) b) A A Bt D

BA aB1 ubD

Figura 9. a) Distribucion general de los grupos filogenéticos de E. coli aisladas de productos
lacteos procesados artesanalmente. b) Gel electroforético representativo de la amplificacion
por PCR de los genes chuA, yjaA y el fragmento génico TspE4.C2 en las cepas de E. coli

aisladas de productos lacteos artesanales. E: marcador de peso molecular (100 pb); CP: control positivo.
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Figura 10. Distribucion del perfil filogenético de E. coli de acuerdo al producto lacteo

procesado.

La distribucion de los factores de virulencia presentes en las cepas de £. coli
se muestran en las Figuras 11 y 12. Todas las cepas analizadas presentaron
al menos un factor de virulencia, siendo el gen fimH el mas frecuente (97,8%;
44/45), seguido por los genes fyuA (68,9%; 31/45), kpsMTII (57,8%,; 26/45),
papAH (44,4%; 20/45) y usp (22,2%; 10/45). No obstante, estos genes se
distribuyeron en tres particulares frecuencias de acuerdo a la procedencia de
las cepas: los aislados provenientes de crema de leche mostraron el
siguiente orden de frecuencia fimH-fyuA-kpsMTli-papAH-usp, en el caso de
las cepas aisladas en requeson, la distribucidon de los genes difirié del
anterior en que el gen kpsMTII, ocupé el segundo lugar y fyuA el tercer lugar

de frecuencia, mientras que la distribuciéon fimH-fyuA-usp-kpsMTll-papAH se
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observé en los aislados recuperados de cuajada. Por otra parte, destaca el

hecho que en ninguna de las cepas estudiadas se encontrd el marcador de

la isla de patogenicidad (PAI).
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Figura 11. a) Distribucién general de los factores de virulencia en los productos lacteos

estudiados. b) Gel electroforético representativo de la amplificacion por PCR de los genes

fimH, kpsMTIl, fyuA, papAH y usp en las cepas de E. coli aisladas de productos lacteos

artesanales. CP: control positivo.

Al relacionar la distribucion de los grupos filogenéticos de las cepas de E. coli

y su procedencia con los factores de virulencia (Tabla 9), se evidencié que

los aislados pertenecientes al filogrupo A provenientes de cualquiera de los

productos lacteos analizados, presentaron invariablemente cinco genes de

virulencia. El fimH se mantuvo como el de mayor frecuencia (66,7% - 86,7%)

y el usp en el ultimo lugar de este grupo (6,7% - 20%). En cuanto a las cepas
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Figura 12. Distribucion y frecuencia de los factores de virulencia de acuerdo al tipo de

producto lacteo.

del grupo B1, el nimero de genes de virulencia detectados fue en el orden
siguiente: 6 en cuajada, 3 en requeson y 2 en crema de leche. Las cepas del
filogrupo D aisladas en requeson y las recuperadas de cuajada en ningin
caso presentaron el gen papAH.

La distribucion de los fenotipos de susceptibilidad en funcién de los grupos
filogenéticos y los factores de virulencia se muestran en la Tabla 10. Las
cepas sensibles a los agentes antimicrobianos probados se distribuyeron en
orden de frecuencia en los siguientes filogrupos: A (75,8%; 25/33), B1 y D
(12,1%; 4/33, respectivamente). En todas las cepas sensibles se detectaron
5 genes de virulencia, excepto en el caso de los aislados del grupo

filogenético D, donde se observé la ausencia del gen papAH. Por otra parte,
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Tabla 9. Distribucion de los grupos filogenéticos y presencia de factores de

virulencia de E. coli de acuerdo al tipo de producto lacteo analizado.

E. coli Factores de virulencia
Grupo Filogenético n (%)
n (%) fimH fyuA kpsMTli  papAH  usp
Crema de leche n = 15 (100)
A 14 (93,3) 13(86,7) 11(73,3) 10 (66,7) 9(60) 3(20)
B11(6,7) 1(6,7) 0 0 0 1(6,7)
Requeso6n n =15 (100)
A 13 (86,6) 13 (86,6) 9 (60) 13 (86,6) 9(60) 3(20)
B11(6,7) 1(6.7) 1(6,7) 1(6,7) 0 0
D1(8,7) 1(6,7) 0 0 0 0
Cuajada n= 15 (100)
A 10 (66,7) 10(66,7) 7 (46,7) 1(6,7) 1(6,7) 1(6,7)
B12(13,3) 21(13,3) 2(13,3) 0 1(6,7) 1(6,7)
D 3 (20) 3 (20) 1(6,7) 1(6,7) 0 1(6,7)

las 12 cepas con fenotipo intermedio/resistente fueron clasificadas en un
anico grupo filogenético, el A. Del mismo modo que en los aislados sensibles
de los filogrupos A y B1, estas cepas demostraron la presencia de 5 genes
de virulencia cuya frecuencia fue la siguiente: fimH y kpsMTIl 100%, fyuA 'y
papAH 66,7% (8/12) y usp 16,7% (2/12). Al establecer [a relaciéon entre los
diferentes marcadores de resistencia y la asociacion con los distintos genes
de virulencia estudiados (Tabla 11), se pudo observar que todas las cepas
con resistencia a ampicilina, gentamicina, tobramicina y ciprofloxacina se
asociaron con 5 genes de \virulencia. Las cepas resistentes a

amoxicilina/acido clavulanico no se les detecto el gen usp, mientras que el
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unico aislado resistente al acido nalidixico solo presenté la combinacién de

los genes fimH 'y kpsMTII.

Tabla 10. Distribucién de los fenotipos de susceptibilidad de acuerdo con los

grupos filogenéticos y factores de virulencia presentes en las cepas de

E. coli.
Susceptibilidad E. coli Factores de virulencia
Grupo filogenético n (%)
n (%) fimH fyuA kpsMTIll  papAH usp
Cepas sensibles n= 33 (100)
A 25 (75,8) 24 (72,7) 19(576) 12(36,4) 11(33,3) 5(15,1)
B14(12,1) 4(12,1) 3(8,1) 1(3,0) 1(3,0) 2(6,1)
D4 (12,1) 4(12,1) 1(3,0) 1(3,0) 0 1(3,0)
Cepas intermedia/resistentes
A 12 (100) 12(100)  8(66,7) 12(100) 8(66,7) 2(16,7)

El nimero de factores de virulencia y las combinaciones de estos genes
fueron estudiados en los distintos filogrupos de las 33 cepas sensibles,
aisladas de los tres productos lacteos (Tabla 12). Catorce patrones de
virulencia distintos se establecieron de acuerdo al nimero y combinacién de
los genes detectados. En el filogrupo A se encontrdé el mayor nimero de
cepas con patrones diversos, que abarcaron desde la presencia de un solo
gen hasta la asociacion de 5 determinantes de virulencia. La mayoria de

estas cepas fueron aisladas de crema de leche. Nueve de las 15 cepas
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Tabla 11. Distribucién de los marcadores de resistencia de acuerdo a los
factores de virulencia presentes en las 12 cepas de E. coli con fenotipo

intermedio/resistente.

Marcador Factores de virulencia n (%)
de resistencia fimH fyuA kpsMTIHl  papAH usp
Ampicilina 11(100)  8(72,7) 11 (100) 8(72,7) 2(18,2)
Amoxicilina/Ac. clavulanico 2 (100) 1 (50) 2 (100) 1 (50) 0
Gentamicina 4 (100) 3 (75) 4 (100) 4 (100) 1(25)
Tobramicina 4 (100) 3(75) 4 (100) 4 (100) 1(25)
Acido Nalidixico 1 (100) 0 1 (100) 0 0
Ciprofloxacina 8 (100) 5(62,5) 8 (100) 5(62,5) 1(12,5)

provenientes de cuajada fueron las que portaron el menor nimero de genes
de virulencia. En una sola cepa sensible del grupo A y aislada en crema de
leche no se detect6 el fimH, pero se demostré la presencia de dos genes de
virulencia (kpsMTIl y fyuA).

En relaciéon a las 12 cepas con fenotipo intermedio/resistente se pudo
observar que casi todas fueron recuperadas a partir de muestras de
requeson y fueron clasificadas exclusivamente en el filogrupo A. Solo una
cepa fue aislada de crema de leche y esta a su vez fue la tnica con un
fenotipo de susceptibilidad intermedia a la ciprofloxacina sin asociacién a
otros antibidticos. ElI marcador de resistencia mas frecuente estuvo

representado por la ampicilina y, en por 1o menos 5 cepas, este se asocid
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Tabla 12. Relacién de los perfiles de virulencia con los filogrupos y origen de las 33 cepas de E. coli con fenotipo

sensible.
N° Factores Perfil de genes de Grupo Origen
de virulencia virulencia Filogenético (n) de la cepa (n) n (%)
A B1 D CL RQ CcJ
1 fimH 3 - 2 - 1 4 5 (15,1)
2 fimH, fyuA 4 1 - - - 5 5(15,1)
fimH, usp - 1 - 1 - - 1(3,0)
kpsMTII, fyuA 1 - - 1 - - 1(3,0)
fimH, kpsMTII - - 1 - - 1 1(3,0)
3 fimH, kpsMTII, fyuA 4 1 - <) 1 1 5(15.1)
fimH, usp, papAH 2 - - 2 - - 2(6,1)
fimH, usp, fyuA 1 - 1 - - 2 2(6,1)
fimH, papAH, fyuA 3 - - 2 - 1 3(9,1)
fimH, kpsMTIl, papAH 1 - - 1 - - 1(3,0)
4 fimH, kpsMTII, papAH, fyuA 4 - - 3 1 - 4(12,1)
fimH, usp, papAH, fyuA - 1 - - - 1 13,0)
fimH, kpsMTII, usp, fyuA 1 - - - 1 - 1(3,0)
5 fimH, kpsMTII, usp, papAH, fyuA 1 - - 1 - - 1(3,0)

Total 33 (100)

CL: crema de leche; RQ: requesdn; CJ: cuajada



con la resistencia a mas de tres antibidticos no B-lactamicos. La mayoria de
las cepas resistentes presentaron al menos la combinacién de 3 genes de
virulencia (10/12). En todos los perfiles de virulencia prevalecio la presencia
de los genes fimH y kpsMTI| (Tabla 13).

Las relaciones genéticas de las cepas de E. coli y sus respectivas
caracteristicas se muestran en la Figura 13. El 956% de las cepas
estudiadas (43/45) se distribuyeron en dos principales grupos A y B, los
cuales mostraron niveles de similitud entre un 35% y 58%, respectivamente.
El grupo A, se subdividié en dos subgrupos el | y ll. En el primero destacaron
dos subclusters con aproximadamente un 95% de similitud caracterizados
por: el 1A-1 conformado por 4 cepas aisladas de requeson con al menos 3
marcadores de resistencia asociados con 3,'4 0 5 genes de virulencia y el 1A-
2, integrado por 6 cepas (4 provenientes de cuajada y 2 de requeson), de las
cuales 2 mostraron entre 2 y 4 marcadores de resistencia y 4 fueron
susceptibles. Estas cepas presentaron patrones de virulencia conformados
por la asociacién de un maximo de 3 genes de virulencia. En el grupo B, se
observé un subcluster (IB-1) con relaciones de similitud cercana al 95%,
estructurado por 4 cepas aisladas de crema de leche, sensibles a los
antibioticos y con patrones de virulencia diferentes compuestos por 2 hasta 4
genes de virulencia. Todas las cepas que conformaron estos tres subclusters

fueron clasificadas dentro del grupo filogenético A.
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Tabla 13. Caracteristicas fenotipicas y genéticas de las 12 cepas de E. coli con fenotipo intermedio/resistentes
aisladas de los productos lacteos analizados.

Cepa Procedencia Patrén de Grupo Perfil de genes de
N° Resistencia Filogenético virulencia

A25-4  Crema de leche CIP' A fimH, kpsMTII, fyuA
A19-3 Requeson AMP A fimH, kpsMTII, papAH, usp
A29-5 Requesbdn AMP A fimH, kpsMTII, papAH, fyuA
A30-5 Requeson AMP A fimH, kpsMTIl, fyuA, papAH
A31-5 Requeson AMP A fimH, kpsMTII, fyuA
A33-7 Requesodn CIP!, AMP A fimH, kpsMTIl, papAH, fyuA
A36-7 Requesén CIP, AMP A fimH, kpsMTiIl

A34-7 Requesoén CIP', AMP, AMC, NA A fimH, kpsMTII
AB0-14 Requesén CIP', AMP, CN, NN A fimH, kpsMTII, papAH, fyuA
A61-14 Requeson CIP', AMP, CN, NN A fimH, kpsMTII, papAH
AB3-14 Requesoén CIP', AMP, CN, NN A fimH, kpsMTIl, papAH, fyuA, usp
AB2-14 Requesoén CIP', AMP, AMC, CN, NN A fimH, kpsMTII, papAH, fyuA

CIP" ciprofloxacina susceptibilidad intermedia; AMP: ampicilina; AMC: amoxicilina/acido clavulanico; CN: gentamicina; NN: tobramicina; NA: acido
nalidixico.
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Figura 13. Diversidad clonal y caracteristicas fenotipicas y genéticas de las 45 cepas de E. coli aisladas de productos lacteos.




DISCUSION

En este estudio se analizaron un conjunto de muestras provenientes de tres
grupos de productos lacteos artesanales: crema de leche, cuajada y
requeson, los cuales fueron adquiridos en diferentes establecimientos
comerciales de la ciudad de Mérida. En ningun caso estos alimentos fueron
reportados como vehiculos en la transmision o brote de alguna enfermedad

de origen alimentario durante el lapso de estudio.

De un total de 90 cepas de E. coli aisladas de los derivados lacteos
analizados, 45 fueron seleccionadas para su caracterizacion posterior. El
analisis fenotipico de estas cepas ‘mostré que mas del 70% fueron
susceptibles a los antibiéticos ensayados, destacando la excelente actividad
exhibida por las cefalosporinas-de amplio espectro, carbapenemos Yy
amikacina. No obstante, un porcentaje menor al 25% de las cepas fueron
resistentes a ampicilina y menos del 10% mostraron baja susceptibilidad a
gentamicina, tobramicina, amoxicilina/acido clavulanico y acido nalidixico.
Estos resultados son similares a los descrito por Tamang y cols., (2013)
quienes reportaron la presencia de E. coli resistente a B-lactamicos en un
16,7% en muestras de leche cruda provenientes de cinco provincias de
Corea. Sin embargo, porcentajes superiores a los obtenidos en este estudio
fueron registrados en la regién de Jammu (India), donde la prevalencia de

cepas de E. coli multirresistentes en leche y derivados lacteos no
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pasteurizados fue del 48% y en Iran, se reporté una frecuencia de E. coli
resistente a ampicilina, cefalotina y a los aminoglucésidos mayor del 30% en
productos lacteos fermentados con procesamiento artesanal (Rashid y cols.,
2013; Darehabi y cols., 2013). Al respecto, se ha descrito que el uso de los
antibidticos como terapéuticos, profilacticos y promotores del crecimiento en
animales destinados al consumo humano, han contribuido con la aparicion

de cepas bacterianas resistentes (Tham y cols., 2012; Da Costa y cols., 2013; Wang y

cols., 2013).

En este trabajo las cepas de E. coli con fenotipos resistentes fueron aisladas
casi exclusivamente de muestras de requesén y es posible que este producto
haya sido elaborado con lacteos contaminados desde su origen en el animal.
Sin embargo, no se descarta que este hallazgo también se encuentre
asociado a la naturaleza misma de su elaboracién, ya que en las etapas de
escurrido y amasado existe una mayor exposicion de la materia prima a
fuentes de contaminacién provenientes del ambiente y/o del manipulador. En
este sentido, Saleh y cols., (2009) senalaron que las fuentes de
contaminacién con patotipos de E. coli multirresistentes de quesos
artesanales provenientes del Valle de Begaa (Libano), fueron la manipulacion
y el secado al aire libre de la materia prima. Por el contrario, la evaluacion de
la calidad microbiologica de 126 quesos naturales de elaboracién doméstica
en Hokkaido (Japén), reporté un 19,8% de muestras positivas para

coliformes con valores menores a 25 ufc/g y solo una muestra (0,8%) fue
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positiva para E. coli enteroinvasiva. Estos resultados, segin los estandares
internacionales, fueron considerados satisfactorios, debido al uso de leches
pasteurizadas y a la implementacion de buenas practicas higiénicas en todas

las etapas de la produccion (Esho y cols., 2013).

Varios reportes sefalan que dentro de la diversidad genética de E. coli, los
grupos A y B1 relnen las cepas comensales con pocos o ningun factor de
virulencia, pero que son reservorios de genes de resistencia con una
frecuencia mayor que en el resto de los filogrupos (B2 y D) (Leedom, 2006; Le
Gall y cols.,, 2007; Leimbach y cols.,, 2013; Wang y cols, 2013). Los resultados
obtenidos avalan esta afirmacion, ya que el 82,2% de las cepas analizadas
pertenecieron al grupo A, incluyendo aguellas que se les detectd el gen
blatgm1 asociado a ofros marcadores de resistencia. Asai y cols., (2011)
sefialaron que las cepas de E. coli productoras de B-lactamasas aisladas de
alimentos provenientes de animales con colibacilosis se clasificaron
indistintamente en los grupos filogenéticos A, B1 y D. Al respecto, varios
autores coinciden en sefialar que la cadena alimentaria es el vehiculo de
transferencia de genes de resistencia, y se ha sugerido un origen alimentario
a la presencia de E. coli portadora de diversos mecanismos de resistencia en
la microbiota intestinal de humanos (Leedom, 2006; Tham y cols., 2012; Da Costa y
cols.,, 2013; Esho y cols., 2013; Tamang y cols., 2013; Wang y cols., 2013). En este
sentido, la OMS recomienda monitorear la resistencia antimicrobiana en una

“bacteria indicadora” como E. coli para analizar los fenotipos y mecanismos
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de resistencia que pudieran diseminarse a través de alimentos de origen

animal y sus derivados, en diferentes areas geograficas (Organizacion Mundial

de la Salud, 2000).

Por otra parte, los resultados obtenidos se ajustan a la hipdtesis propuesta
por Carlos y cols., (2010) quienes sefialaron que la distribucién de los grupos
filogenéticos de E. coli puede ayudar a la identificacion de las principales
fuentes de contaminacién fecal en productos de origen animal. De esta
manera, cepas de E. coli de los grupos A y B1 se encuentran en un amplio
espectro de mamiferos herbivoros y carnivoros, respectivamente, mientras
que el B2 y D tienen un estrecho y especializado rango de hospederos,
particularmente el filogrupe B2 es un buen indicador de contaminacion fecal
humana (Le Gall y cols., 2007; Leimbach y cols., 2013)."En este estudio, el filogrupo
dominante fue el A, correspondiéndose con cepas comensales de E. coli
probablemente presentes en un hospedero bovino, mientras que la ausencia
de cepas del grupo B2 podria indicar que la fuente de contaminacién fecal de

los productos lacteos no era de origen humano.

E. coli es un reservorio importante de genes que codifican para diversos
factores de virulencia, los cuales le permiten a este microorganismo
sobrevivir a los mecanismos de defensa del hospedero y ocasionar
infecciones en areas anatémicas distantes a la intestinal (Vincent y cols., 2010;
Bergeron y cols., 2012). Al respecto, independientemente del grupo filogenético,

y de la presencia 0 no de marcadores de resistencia todas las cepas de
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E. coli aisladas de los tres tipos de productos lacteos, por lo menos
albergaban un gen de virulencia. Por lo tanto, la mayoria de las cepas
estuvieron dotadas genéticamente de tres principales factores de virulencia:
adhesién (fimH), sistemas para la captacion de hierro (fyuA) y formacién de
capsula (kpsMTIl) y con menor frecuencia la expresién de fimbrias P (papAH)
y la producciéon de una bacteriocina (usp). Este perfil de virulencia es similar
al reportado por nuestro equipo Millan y cols., (2014) en cepas de E. coli
uropatdégenas aisladas de pacientes procedentes de la misma localidad en
donde se realiz6 el presente trabajo. En este sentido, Vincent y cols., (2010)
y Johnson y cols., (2012), afirman que las cepas de E. coli extraintestinales
aisladas de alimentos son indistinguibles 0 genéticamente relacionadas a
aquellas causantes de infecciones del tracto urinario (ITU) en el hombre. De
hecho, Cortés y cols., (2010) describieron el mismo perfil de virulencia en
cepas de E. coli aisladas de granjas avicolas y porcinas y las provenientes
de pacientes con ITU, sepsis y meningitis en el noroeste de Espana. Por
consiguiente, se ha establecido que los alimentos son una de las principales
fuentes de cepas de E. coli que albergan una gran carga de informacion
genética, que puede ser transmitida de una cepa a otra a través de
plasmidos o islas de patogenicidad. Estas cepas que incluyen no solamente
genes de resistencia a los antibiéticos, sino también determinantes que
incrementan su potencial de virulencia y favorecen el establecimiento de

infecciones extraintestinales (Johnson y cols., 2005; Vincent y cols., 2010; Obeng y

cols., 2012; Kmet y cols., 2013; Virpari y cols., 2013).
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La tipificacién por Rep-PCR de las 45 cepas de E. coli aisladas de los tres
productos lacteos artesanales, permitié evidenciar una estructura poblacional
heterogénea, donde mas del 95% de las cepas se distribuyé en dos grandes
grupos, cuyos indices de similitud no superaron el 60%. Sin embargo, 3
subgrupos (lIA-1, 1A-2 y IB-1) con una relacion genéticamente distante,
destacaron por rangos internos de similitud de aproximadamente 95%, sin
asociacién alguna con las caracteristicas fenotipicas. Es probable que la
distribucidén policlonal observada en este estudio haya estado influenciada
por la participacion de diferentes factores intervinientes no controlados, tales
como origen de la materia prima para la elaboracion del producto, area
geografica donde se realizd el estudio, manufactura, condiciones de
preservacion del producto y aleatoriedad en la seleccion de las cepas, entre

otros.

En este contexto, los hallazgos obtenidos en este estudio determinaron que
los productos lacteos como crema de leche, cuajada y requesén de
procesamiento artesanal disponibles comercialmente para el consumo
humano, estan contaminados con cepas de E. coli clonalmente diversas.
Estas cepas suponen un potencial patogénico importante, no solo por la
cantidad de genes de virulencia presentes, sino también por la asociaciéon de
estos con determinantes de resistencia. Por lo tanto, ambas caracteristicas

proporcionan a las cepas estudiadas ventajas para mejorar los mecanismos
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adaptativos en diferentes nichos ecoldgicos y facilitar de este modo, su

diseminacion a través de la cadena alimentaria.

Desde el punto de vista epidemioldgico, la deteccion de cepas de E. coli en
alimentos lacteos indica una contaminacion de origen fecal, que
eventualmente podria estar asociada con la presencia de otros
enteropatdgenos. Por ende, la informacion presentada en este estudio revela
la necesidad de intensificar los controles higiénico-sanitarios en todas las
etapas que conllevan a la manufactura artesanal del producto, asi como la
implementacién de medidas que permitan la vigilancia epidemioldgica de
cepas bacterianas potencialmente patégenas presentes en los productos y
derivados lacteos no pasteurizados de fabricacion artesanal que se

expenden en la ciudad de Mérida, Venezuela:

Este estudio representa un aporte importante al conocimiento, ya que, por
primera vez en Venezuela se describen las caracteristicas fenotipicas y
genéticas que determinan el potencial patogénico de cepas de E. coli
obtenidas de productos lacteos destinados a la comercializacién y consumo

humano.
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CONCLUSIONES

. La mayoria de las cepas de E. coli fueron susceptibles a los
antibidticos probados.

. Un porcentaje menor al 25% de las cepas estudiadas con fenotipo
resistente a la ampicilina eran portadoras del gen blargy.-+.

. La mayoria de las cepas fueron clasificadas dentro del grupo
filogenético A. Esta caracteristica fue independiente del origen de
donde se aislé la cepa (crema de leche, requesoén o cuajada).

. Tres principales factores de virulencia fueron detectados en las cepas
estudiadas: adhesion (fimH), sistemas para la captacion de hierro
(fyuA) y formacién de capsula (kpsMTIl).

. Estas cepas constituyeron genéticamente un grupo poblacional
heterogéneo, por lo que no se evidencié una diseminacién clonal.

. Las cepas de E. coli presentaron una carga genética que determiné
su potencial patogénico, asi como los mecanismos adaptativos que
facilitaron su permanencia en diferentes nichos ecolégicos en la
cadena alimentaria.

. Este es el primer estudio de caracterizacion fenotipica y genética de
cepas de E. coli provenientes de productos lacteos procesados

artesanalmente y comercializados en la ciudad de Mérida.
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1.

RECOMENDACIONES

La deteccion de cepas resistentes, sugiere el establecimiento de
estrategias epidemiolégicas que contribuyan con el uso racional de los
antibiéticos en animales destinados al consumo humano, asi como la
implementaciéon de medidas higiénicas en todas las etapas que

conllevan a la manufactura artesanal de los productos lacteos.

Ampliar el estudio de caracterizacidon genética de las cepas con la
busqueda de otros factores de virulencia y aplicar técnicas con alto
poder discriminatorio, como la electroforesis de campo pulsado, a fin
de detectar clonas altamente patégenas "que- pudieran estar

diseminandose a través de la cadena alimentaria.

La deteccion de cepas de E. coli en alimentos lacteos indica una
contaminacién de origen fecal, esto obliga a realizar la busqueda de
otros enteropatégenos que pudieran estar presentes en este tipo de

alimentos.

Implementar medidas que permitan la vigilancia epidemiolégica de
cepas bacterianas potencialmente patégenas presentes en los
productos y derivados lacteos no pasteurizados de fabricacion

artesanal que se expenden en la ciudad de Mérida, Venezuela.
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1 PALABRAS CLAVE Resumen

u Escherichia coll; Objetivo: Determinar los grupos filogenéticos y la diversidad clonal dé cepas de Escherichia coli
1 Grupos filogenétices; aisladas de productos lacteos artesanales elaborados y comercializados en-Mérida, Venezuela.
3 Caracterizacion Materiales y métodos: Se analizaron 45 cepas de E. coli pravenientes de productos lacteos arte-
14 molecular; sanales {crema de leche, cuajada y fequeson). Estas cepas se aislaron segln la norma/de
15 Productos lacteos la Comisin Venezolana de Normas industriales (COVENIN) y-la identificacion se lievd a cabo
i por metodologias convencionales. La susceptibilidad antimicrobfana se determind mediante
" la técnica de difusion del disco, y los fenotipos con susceptibilidad intermedia o resistente
18 fueron confirmados por concentracion inhibitoria minima (CiM). El grupo fitogenético se rea-
1 lizé6 mediante amplificacién por PCR de los genes chuA, yjaA v del fragmento TspE4.C2 v la
20 tipificacion de las cepas por Rep-PCR.

2 Resultados: El 73,3% {33/45) de las cepas fueron susceptibles a todos los antibioticos probados
2 y el 24,4% (11/45) presentaron resistencia a {a ampicilina. La mayoria de las cepas resistentes
23 fueron aisladas de requesén. Et 82,2% de las cepas fueron ublicadas en et filogrupoAy el 8,9%
2 en los grupos Bt y D, respectivamente. El filogrupoB2 no fue detectado. La tipificacion por
2 Rep-PCR de las cepas demostrd una estructura poblacional heterogénea.

2% Conclusién: La caracterizacion molecular de estas cepas demostré que no estan relacionadas
2 clonalmente y en su mayoria se distribuyeron entre los filogrupos correspondientes a cepas
8 comensales de baja patogenicidad. La deteccion de E. coli en alimentos lacteos indica una
) contaminacion de origen fecal, que eventualmente padria estar ascciada con la presencia de
N otros enteropatogenos.

N ’ © 2014 ACIN. Publicado por Elsevier Espaia, S.L. Todos los derechos reservados.
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Molecular characterization of Escherichia coli strains isolated from homemade dairy
foods produced in Mérida, Venezuela

Abstract

Objective: To determine phylogenetic groups and clonat diversity of Escherichia coli strains
isolated from several homemade dairy foods produced and marketed in Mérida, Venezuela.
Materials and methods: Forty-five E. coli strains isolated from homemade dairy products
(cream cheese, curd and cottage cheese) were analyzed. These strains were isolated accor-
ding to procedures established by the Venezuetan Commission of Industrial Norms (COVENIN)
and identification was carried out using conventional methods. Antimicrobial susceptibility was
determined by the disk diffusion method and phenotypes with intermediate or resistant suscep-
tibility were confirmed by minimum inhibitory concentration (MIC). Phylogenetic groups were
identified by PCR amplification of chuA, yjaA genes and the TspE4.c2 DNA fragment, while
molecular typing was carried cut by Rep-PCR.

Results: Of the 45 isolates, 33 (73.3%) were susceptible to all antibiotics tested while 11 (24.4%)
were ampicillin-resistant. The phylogenetic group A was the most common (82.2%), followed
by B1 and D (8.9%, respectively). The phylogroup B2 was not detected and Rep-PCR typing of
E. coli strains showed a heterogeneous population structure.

Conclusion: The molecular characterization of £. coli strains showed that they were clonally
nonrelated and mostly distributed among phylogenetic groups that belong to low pathogenicity
commensal strains. Detection of E. coli strains in dairy foods indicates a contamination of fecat

origin, which could be associated with the presence of other enteric pathogens.
© 2014 ACIN. Published by Elsevier Espafia, S.L. All rights reserved.

Introduccién

Escherichia coli es un microorganismo que se encuentra
en el intestino de humanos y animales formando parte
de la microbiota normal'. La presencia de esta bacte-
tia en alimentos indica generalmente upa contaminacion
directa o indirecta de origen fecal, que en algunas ocasiones
pudiera estar acompafiada de otros patégenos intestinales.
La deteccion y cuantificacién de E. coli constituye uno de
los parametros importantes para evaluar la calidad sani-
taria de un alimento'2. Algunos derivados lacteos que no
son sometidos a procesos de higienizacion pueden tener una
cantidad permisible de E. coli, sin que ello signifique nece-
sariamente un peligro para el consumidor o una disminucion
en la calidad de estos productos®. Sin embargo, valores por
encima de {os limites recomendados para E. coli como indi-
cador pueden advertir sobre una inadecuada manipulacion
y condiciones sanitarias deficientes durante la produccion,
almacenamiento, transporte y comercializacion de estos
alimentos?3.

E. coli tiene la habilidad de sobrevivir y desarrollarse en
el medio ambiente gracias a su versatilidad para aprovechar
distintas fuentes de energia, ademas de ser un microorga-
nismo poco exigente en sus requerimientos nutricionales.
Esta capacidad de adaptacion a diversas condiciones favo-
rece su integracion a comunidades microbianas en una
variedad de ambientes®. Esta propiedad de E. coli consti-
tuye uno de los factores que facilita la contaminacién de
alimentos de origen animal y vegetal, frutas y sus deri-
vados, fuentes de agua potable, asi como su intervencion
y/o persistencia en cualquiera de las etapas de la cadena
alimentaria®®.

Aunque E.coli es el principal componente aero-
bio de la flora intestinal del hospedero humano, sus

interretaciones con este permiten separarla en 3 gran-
des grupos: cepas comensales, patotipos intestinales y
patégenos extraintestinales®. A su vez, con base en el
analisis de isoenzimas (MLEE, del inglés Multilocus Enzyme
Electrophoresis) las cepas de E. coli son designadas en 4
grupos filogenéticos principales: A, B1, B2 y D®7. Las cepas
comensales se ubican principalmente en los filogruposA y
B1, mientras que las patogenas extraintestinales se agrupan
en el B2 y el D, y los patotipos intestinales, en cualquiera de
los filogrupos®®. Algunos estudios sefialan que las cepas de
E. coli aisladas del ambiente pertenecen al grupo filogené-
tico B1%6, mientras que cepas contaminantes de alimentos
pueden encontrarse en cualquiera de tos 4 filogrupos®.

Por otra parte, E. coli es considerado como un reservo-
rio y transmisor de genes a otros miembros de la microbiota
humana o animal. Por consiguiente, el tracto gastrointes-
tinal se convierte en el nicho ideal para la transferencia a
gran escala de genes de resistencia antimicrobiana y de fac-
tores de patogenicidad®’. De hecho, en los dltimos afios,
se ha registrado un aumento importante de cepas de E. coli
resistentes a los antibidticos provenientes de animales sanos
y sus productos destinados al consumo humano'®*, Esta
resistencia, al estar codificada principalmente en elemen-
tos genéticos moviles, facilita su diseminacion en diferentes
ecosistemas, incluyendo el humano®'>. En este sentido, la
Organizacion Mundial de la Salud recomienda monitorizar
ta resistencia antimicrobiana en una «bacteria indicadora»
como E. coli para analizar los fenotipos y mecanismos de
resistencia que pudieran diseminarse a través de alimen-
tos de origen animal y sus derivados, en diferentes areas
geograficas™.

Actualmente, las técnicas moleculares que analizan las
caracteristicas o polimorfismos genéticos de microorganis-
mos han ampliado notablemente el campo de la tipificacion
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de bacterias de interés epidemioldgico; dentro de estas
técnicas destacan por su alto poder de discriminacion el
analisis del polimorfismo de la longitud de los fragmentos
de restriccion (RFLP, del inglés Restriction Fragment Length
Palymorphism) y la electroforesis en gel de campos pulsan-
tes (PFGE, del inglés Pulsed-Field Gel Electrophoresis)'-'.
Sin embargo, las técnicas de tipificacion basadas en la ampli-
ficacion de acidos nucleicos mediante PCR son extensamente
utilizadas, por ser menos laboriosas, ya que no dependen
de enzimas ni de equipos de electroforesis especiales y
tienen un aceptable nivel discriminatorio y buena repro-
ducibilidad, y ademas son de relativo bajo costo. Entre las
técnicas alternativas se encuentra la amplificacion de ele-
mentos repetitivos (Rep-PCR, del inglés repetitive element
PCR fingerprinting), para la rapida obtencién de huellas
gendmicas™. En el caso de E. coli, esta técnica tiene la fina-
lidad de determinar la relacion y origen clonal de cepas de
la misma especie, determinar el nimero de clones circulan-
tes, reconacer brotes infecciosos de casos no relacionados,
asi como evaluar la eficacia de las medidas de control diri-
gidas a evitar la diseminacion de clonas con caracteristicas
particulares de patogenicidad o resistencia' 7.

Existen numerosas investigaciones que reportan las
caracteristicas moleculares de cepas de £. coli aisladas de
muestras clinicas de humanos y de animales enfermos, y
una gran variedad de trabajos analizan el grado de rela-
ciones genéticas entre cepas patdgenas en animales con
las de origen humano™'"'°, Por el contrario, los estudios
que describen {as propiedades genéticas de E. coli aisla-
das de alimentos de origen animal destinados al consumo
humano, especialmente de los que no tienen un procesa-
miento industrial, son escasos'>2.21, Particularmente; en
Venezuela existen pocos reportes que involucren técnicas
moleculares para estudiar la diversidad genética y la impor-
tancia epidemiologica de bacterias presentes en alimentos
procesados artesanalmente’®. Por tal motivo, el objetivo
de este estudio fue determinar los grupos filogenéticos y
la diversidad clonal de cepas de E. coli aisladas de produc-
tos lacteas procesados artesanalmente y comercializados en
Mérida, Venezuela.

Materiales y métodos
Productos lacteos

Se recolectaron 15 muestras de productos lacteos artesana-
les distribuidas de la siguiente manera: 5 de crema de leche,
5 de cuajada y 5 de requeson. Estas muestras fueron adqui-
ridas de manera aleatoria a partir de lotes no relacionados
y en establecimientos comerciales diferentes ubicados en
el area urbana del Municipio Libertador del estado Mérida,
Venezuela, durante el periodo enero a julio 2013. Los pro-
ductos lacteos seleccionados oscilaron entre 250 y 500 g por
presentacion.

Aislamiento e identificacion de las cepas de
Escherichia coli

Se tomaron porciones de diferentes sitios del producto lac-
teo para tener una muestra representativa. Se pesaron 10g
de cada muestra y se homogeneizaron en 90m! de agua

peptonada al 0,1% (dilucién 10-'), siguiendo las recomen-
daciones de la Comision Venezolana de Narmas Industriales
(COVENINY?. Luego, con la finalidad de mejorar la recu-
peracién de las cepas de E. coli se realizé una incubacion
por 2h a 37°C, y a partir de esta solucion se realizaron 3
diluciones (102 a 10~%) bajo las mismas condiciones. Poste-
riormente, de cada dilucion se tomé 1 ml para inocular las
placas rehidratables tipo Petrifilm E. coli/coliformes (3M™,
EE. UU.)2 y se incubaron a 35 °C por 18 a 24 h, siguiendo las
recomendaciones del proveedor.

Se escogieron todas las placas que mostraron un cre-
cimiento entre 4 a 10 unidades formadoras de colonias
(UFC) de E. coli; estas colonias fueron reconocidas por el
color azul y su asociacion a la produccion de gas. A par-
tir de estas placas, se seleccionaron al azar 4 colonias,
las cuales fueron extraidas con el asa en punta, colocadas
en caldo BHI (BBL, Cockeysville, Md, EE.UU.) e incuba-
das a 36°C por 18-24h. Luego del crecimiento en dicho
caldo y subcultivando en agar Levine o MacConkey (Himedia,
Mumbai, India) a 36 °C por 18-24 h, se seleccionaron las colo-
nias fermentadoras de la lactosa que tuviesen morfologia
sugestiva de E. coli, y a estas se les confirmd su identifica-
cién mediante el sistema de galerias APl 20E (BioMeriéux,
Marcy UEtoile, Francia), de acuerdo a lo descrito por el
proveedor.

Adicionaimente, a todas las cepas de E. coli selecciona-
das se les determind bioquimicamente la fermentacion del
sorbitol. Las variantes fenotipicas sorbitol negativas fueron
sometidas a ensayos de aglutinacion con antisueros especi-
ficos {AntiColi 0157:K-, Sifin Berlin, Alemania) con el objeto
de descartar la presencia de una posible E. coli 0157:H7. En
estos ensayos se utilizaron como cepas control: E. coli ATCC
25922 y E. coli 0157:H7 (CYCM1931), siguiendo el protocolo
descrito por el proveedor.

Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana

La susceptibilidad antimicrobiana de las cepas de E. coli
se realizd utilizando el método de difusidon por disco,
de acuerdo con los criterios del Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSIY*. Los discos de antibiéticos uti-
lizados fueron (BBL): ampicilina (10 ug), amoxicilina/acido
clavulanico (30/15pg), ceftazidima (30 ug), cefotaxima
(30n8), gentamicina (10 g}, tobramicina (10 ng), amika-
cina (30 pg), ciprofloxacino (5pg), acido nalidixico (30 pg),
imipenem (10 ug), meropenem (10 ug) y ertapenem (10 ug).
Las cepas de E. coli que resultaron con susceptibilidad inter-
media y/o resistente a los antibidticos probados se les
confirmo el fenotipo mediante la determinacion de la con-
centracion inhibitoria minima (CIM) en agar, siguiendo las
recomendaciones del CLSI®. En estos ensayos se utilizd
como cepa control E. coli ATCC 25922.

Extraccion dei ADN

La extraccion y preparacion del ADN gendmico se realizo
mezclado varias colonias provenientes de cultivos frescos
en 200t de agua destilada estéril. Estas suspensiones se
colocaron en congelacién (~20-C) durante 30 min y tuego se
sametieron a ebullicion durante 15min. Los residuos celu-
lares se separaron por centrifugacion (13.000rpm durante
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Tabla 1

antimicrobianos

Susceptibilidad de 45 cepas de Escherichia coli aistadas de productos lacteos artesanales frente a 12 agentes

Susceptibilidad antimicrobiana, n (%)

Antibibtico Sensibte Intermedio® Resistente?
Ampicilina 34(75,5) 0 11(24,4)
Amaoxicilina/acido clavulanico 43 (95,6) 0 2(4,4)
Cefotaxima 45 (100} 0 (1]
Ceftazidima 45 (100) 0 0
Imipenem 45 (100) 0 0
Meropenem 45 (100) 0 0
Ertapenem 45 {100) 0 0
Amikacina 45 {100) 0 4]
Gentamicina 41(91,1) 0 4(8,9)
Tobramicina 41(91,1) 0 4(8,9)
Acido nalidixico 44 (97,8) 0 1(2,2)
Ciprofloxacino 37(82,2) 8(17,8) 0

2 Los fenotipos fueron confirmados por concentracion inhibitoria minima: ampicilina >64pg/mi; amoxicilina/acido clavulanico
> 64/32 ug/ml; gentamicina y tobramicina > 32 ug/mt; acido nalidixico > 32 ug/ml; ciprofloxacino 2 pg/ml.

5 min a temperatura ambiente) y el ADN disuelto en el sobre-
nadante se recuper6 en un tubo eppendorf estéril, el cual
se almacend a -20 C hasta el momento de su uso".

Determinacion de los grupos filogenéticos de
Escherichia coli

Las cepas fueron clasificadas dentro de 0s grupos filogenéti-
cos (A, B1, BZ y D} de acuerdo con la presencia de los genes
chuA, yjaA 'y el fragmento génico TspE4.C2, mediante una
PCR maltiple utilizando los iniciadores y condiciones des-
critas previamente?>.'La mezcla de amplificacion se realizd
en un volumen final de 25 ut y estuvo compuesta por: 2,5 ul
del buffer de reaccion (10X), 1,5 ul de MgCl, (50 mM), 1,5 ul
de dNTPs (10 mM; Bioneer, Daejeon, Corea), 2,5 ul de cada
iniciador (10 pmol/yl), 0,3 ul de la Tag polimerasa (5U/pl;
Bioneer), 2,2 ul de agua bidestilada ultrapura y 2 ul del ADN
extraido. Los resultados fueron interpretados con base en el
esquema de Clermont et al.?> mediante la ausencia (~) o pre-
sencia (+) de los elementos antes descritos: grupo A: chuA-
y TspE4.C2-; B1: chuA- y TspE4.C2+; B2: chuA+ y yjeA+y
el filogrupo D: chuA+ y yjaA-. Para estos ensayos se utiliza-
ron como cepas control E. cofi LMM36-ULA (chuA+ y yjaA+)
y E. coli LMM32-ULA (TspE4.C2+).

Tipificacién de Escherichia coli por Rep-PCR

La relacion clonal entre las cepas fue determinado por
la amplificacion de secuencias repetitivas por PCR (Rep-
PCR) a partir del ADN total, utilizando los iniciadores:
REP-1 F: 5’- IIGCGCCGICATCAGGC-3’; REP-2 R: 5’-
ACGTCTTATCAGGCCTAC-3’ y las condiciones descritas por
Lozano et al.?5. La mezcla de reaccion para la Rep-PCR se
realizd en un volumen final de 25 pl y estuvo constituida por
2,5 ul de buffer (10X), 2,5 ul de MgCL, (50 Mm), 3 ul de dNTPs
(10Mm}, 3 ul de cada uno de los iniciadores (10 pmot/ul),
0,5ul de Taqg polimerasa (SU/ul; Bioneer), 5,5ul de
agua bidestilada estérit y Sul de ADN. Los productos de

amplificacion se separaron en un gel de agarosa al 1,5%,
tefiido con bromuro de etidio y fotografiados con el UVP
Biodoc-It System. Como marcador de peso molecular se uti-
liz6 una escalera de 50 pb (Bioneer). Los patrones obtenidos
del Rep-PCR fueron analizados utilizando el Software Tree-
con 1.3b, el cual generd el dendrograma o arbol de similitud
para establecer las relaciones entre las cepas estudiadas.
Los patrones con coeficientes de similitud superior al 90%
fueron considerados relacionados clonalmente.

Resultados

Un total de 90 cepas de E. coli fueron aisladas a partir de
derivados lacteos artesanales. De estas, se seleccionaron
aleatoriamente 45 que correspondieron a 15 cepas por cada
grupo de producto lacteo: crema de leche, cuajada y reque-
son. Ninguna de las cepas seleccionadas resultd positiva
para la identificacion del serotipo patdgeno E. coli 0157:H7
(datos no mostrados).

Los resultados de {as pruebas de susceptibilidad reatiza-
das en las 45 cepas de E. coli se muestran en {a tabla 1.
El 73,3% (33/45) de las cepas fueron susceptibles a los 12
antibioticos probados. Las cefalosporinas de tercera gene-
racion (cefotaxima y ceftazidima), los carbapenemos y la
amikacina fueron los antibidticos con mayor actividad sobre
las cepas estudiadas (100%), seguido en orden de frecuencia
por acido nalidixico (97,8%; 44/45), amoxicilina/acido cla-
vulanico {95,6%; 43/45), gentamicina y tobramicina {ambos
91,1%; 41/45). La resistencia a ampicilina se observo en el
24,4% de las cepas (11/45), mientras que el 8,9% (4/45)
fue resistente a gentamicina y tobramicina. La resistencia
a amoxicilina/acido clavuldnico y al &cido nalidixico estuvo
representada por un bajo nimero de cepas (4,4% [2/45] y
2,2% [1/45), respectivamente). La susceptibilidad interme-
dia solo se evidencid con ciprofloxacino en 17,8% de las cepas
(8/45). Los fenotipos de multirresistencia se observaronen 5
cepas (11,1%) y estuvieron conformados por la asociacion de
4 o 5 antibidticos, de los cuales la susceptibilidad interme-
dia a ciprofloxacino y la resistencia a ampicilina fueron los
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Tabla 2 Distribucion de los patrones de resistencia y procedencia de las cepas de Escherichia coli

Cepa numero Marcadares de resistencia (n) Patrén de resistencia Procedencia
A19-3 AMP Requeson
A25-4 cp' Crema de leche
A29-5 1 AP Requeson
A30-5 AMP Requeson
A31-5 AMP Requeson
A33-7 CIP', AMP Requesén
A36-7 2 CIP', AMP Requeson
Al4-7 CiP', AMP, AMC, NA Requeson
A60-14 CiP!, AMP, CN, HH Requesdn
A61-14 4 CIP', AMP, CN, NN Requeson
A63-14 CIP', AMP, CN, NN Requesén
A62-14 55 CIP', AMP, AMC, CN, NN Requeson

AMC: amoxicilina/é4cido clavulanico; AMP: ampicilina; CIP': ciprofloxacino susceptibilidad intermedia; CN: gentamicina; NA: 4cido nali-

dixico; NN: tobramicina.

marcadores mas frecuentes. Todas las cepas de E. coli con
fenotipo resistente fueron aisladas de requeson, represen-
tando el 73,3% (11/15) del total de cepas recuperadas en ese
producto. Solo una cepa (A25-4) proveniente de crema de
leche present6 susceptibilidad intermedia a ciprofloxacino
{tabla 2).

En la figura 1a se muestra un gel electroforético
representativo de los productos amplificados por PCR corres-
pondientes a los genes chuA (279pb) y yjaA (211pb) y
al fragmento de ADN TspE4.C2 (152 pb), cuya presencia o
ausencia en las cepas de E. coli determiné la clasificacion
de los grupos filogenéticos A, B1, B2 y D. La distribucion
porcentual de los filogrupos en las 45 cepas de E.coli se
presenta en (a figura 1b. EL 82,2% (37/45) de las cepas
fueron ubicadas en el grupo filogenéticoA, mientras. que
los grupos B1 y D se distribuyeron en igual proporcién
(8,9% [4/45]). Sin embargo, cuando se estudio ta frecuencia
de los filogrupos de acuerdo con el origen o proceden-
cia de la cepa, se encontré que el grupoA predominé en
los 3 tipos de producto lacteo (crema de leche: 93,3%;
requeson: 86,6%; cuajada: 66,7%). El filogrupoB1 tuvo una
frecuencia del 13,3% en cepas aisladas de cuajada y del
6,7% en crema de leche y requeson. Por et contrario,

E  A10-1 A14-1 A254 CP A29-5 A32-6 A183 A4t-9

el grupoD estuvo ausente en las cepas obtenidas a par-
tir de crema de leche, pero su distribucion se evidencio
con mayor frecuencia en E. coli aisladas de cuajada (20%
[3/15]). Ninguna de las cepas clasifico para el grupo B2
{fig. 2).

Las relaciones genéticas de las cepas de E.coli y sus
respectivas caracteristicas fenotipicas se muestran en la
figura 3. El 95,6% de las cepas estudiadas (43/45) se distri-
buyeron en 2 grupos principales, Ay B, los cuales mostraron
niveles de similitud entre un 35 y un 58%, respectivamente.
En el grupo A, especificamente enla ramai, se observaron
2 subgrupos (IA-1 y 1A-2) con aproximadamente un 95% de
stmititud. Et |A-1 estaba conformado por 4 cepas aisladas de
reguesdn y con al menos 4 marcadores de resistencia anti-
microbiana comunes; y el 1A-2 estaba integrado por 6 cepas
{4 provenientes de cuajada y 2 de requeson), de las cuales 2
mostraron entre 2 y 4 marcadores de resistencia y 4 fueron
susceptibles. En el grupo B se observd un subgrupo (1B-1) con
relaciones de similitud cercana al 95%, estructurado por 4
cepas provenientes de crema de leche y sensibles a los anti-
bidticos. Todas las cepas de E. coli que conformaron estos 3
subgrupos (IA-1, 1A-2 y IB-1) fueron clasificadas dentro del
filogrupo A.

chuA 279p5
1‘ oA 21
S MR e

TepE4 C2 152 pb
H .

e -

A A

T

Figura 1

P 82,2%
g Filogrupos

oAmBIOB

a) Gel electroforético representativo de ta amptlificacion por PCR de los genes chuA, yjaA y del fragmento de ADN

TspE4.C2 en cepas de £. coli aisladas de praductos lacteos artesanales. CP: control positivo; E: marcador de peso motecular (100 pb).
b) Distribucién general de los grupos filogenéticos de E. coli aisladas de productos lacteos artesanales.
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Figura 2  Distribucién de los grupos filogenéticas de E. coll de
acuerdo con el tipo producto lacteo de origen.

Discusion

E.coli es uno de los agentes biologicos que con mayor
frecuencia se encuentra involucrado en la contaminacion
de alimentos. Particularmente la leche y sus productos

Grado de similitud
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Figura 3

derivados no pasteurizados son potencialmente peligrosos
por su alto riesgo de contaminacion en todas las etapas de
la produccién?. En este estudio se analizaron un conjunto
de muestras provenientes de 3 grupos de productos lacteos
artesanales —~crema de leche, cuajada y requeson—, los
cuales fueron adquiridos en diferentes establecimientos
comerciales de la ciudad de Mérida. En ninglin caso estos
productos fueron reportados como vehiculos en la transmi-
sion o brote de alguna enfermedad de origen alimentario
durante el lapso de estudio.

De un total de 90 cepas de E. coli aisladas de los derivados
lacteos analizados, 45 fueron seleccionadas para su carac-
terizacion posterior. El analisis fenotipico de estas cepas
demostré que mas del 70% fueron susceptibles a los antibié-
ticos ensayados, destacando la excelente actividad exhibida
por las cefalosporinas de amplio espectro, carbapenemos
y amikacina. No obstante, un porcentaje menor al 25%
de las cepas fueron resistentes a ampicilina, y menos del
10% mostraron baja susceptibilidad a gentamicina, tobra-
micina, amoxicilina/acido clavulanico y acido nalidixico.
Estos resultados son similares a los descrito por Tamang
et al.”, quienes reportaron la presencia de E. coli resis-
tente a B-lactamicos en un 16,7% en muestras de teche
cruda provenientes de 5 provincias de Corea. Sin embargo,
porcentajes superiores a los obtenidos en este estudio fue-
ron registrados en la regién de Jammu (india)??, donde ta
prevalencia de cepas de E. coli multirresistentes en leche y
derivados lacteos no pasteurizados fue del 48%, y en Iran se
reportd una frecuencia de E. coli resistente a ampicilina, a

Fenotipo de Grupo
Procedencia resistencia filogenético
oy

ciP', avP™, o, NN A
Requesén ciP!, amp®, amcR, on® NNP A
ciP', aMPR, CNT, NN A
cie!, ampR, on® NP A
Cugjada Sensidlo A
Cuzjada Sensibls A
”C““q“m“ o' ave” amc” na” A
Requestn cslle‘i:;li A
Cugjada Sensible A
Sensibla 2
Crema de lecho Sendibto A
Sensible A

Diversidad clonal y caracteristicas fenotipicasy genéticas de las cepas de E. coli aisladas de productos lacteos artesanales.

I: intermedio; ®: resistente. AMC: amoxicilina/écido clavulanico; AMP: ampicilina; CIP: ciprofloxacino, CN: gentamicina; NA: acido

nalidixico; NN: tobramicina.
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cefalotina y a los aminoglucosidos mayor del 30% en produc-
tos lacteos fermentados con procesamiento artesanal®. Al
respecto, se ha descrito que el uso de los antibi6ticos como
terapéuticos, profilacticos y promotores del crecimiento en
animales destinados al consumo humano ha contribuido con
la aparicion de cepas bacterianas resistentes” %%,

En este trabajo, las cepas de E. coli con fenotipos resis-
tentes fueron aisladas casi exclusivamente de muestras de
requeson, y es posible que este producto haya sido elabo-
rado con lacteos contaminados desde su origen en el animal.
Sin embargo, no se descarta que este hallazgo también se
encuentre asociado a la naturaleza misma de su elabora-
cion, ya que en las etapas de escurrido y amasado existe
una mayor exposicion de la materia prima a fuentes de con-
taminaci6n provenientes det ambiente y/o del manipulador.
En este sentido, Saleh et al.*' sehalaron que las fuentes de
contaminacion con patotipos de E. coli multirresistentes de
quesos artesanales provenientes del Valle de Beqgaa (Libano)
fueron la manipulacion y el secado al aire libre de la materia
prima. Por el contrario, la evaluacién de la calidad micro-
biologica de 126 quesos naturales de elaboracion doméstica
en Hokkaido (Japon) reporté un 19,8% de muestras posi-
tivas para coliformes con valores menores a 25UFC/g, y
solo una muestra (0,8%) fue positiva para E. coli enteroinva-
siva. Estos resultados, segin los estandares internacionales,
fueron considerados satisfactorios, debido al uso de leches
pasteurizadas y a la implementacion de buenas practicas
higiénicas en todas las etapas de la produccion®.

Varios reportes sefialan que dentro de (a diversidad gené-
tica de E. coli, los grupos A y B1 re(nen las cepas comensales
con pocos o ningln factor de virulencia, pero gue son reser-
vorios de genes de resistencia con una frecuencia mayor que
en el resto de los filogrupos (B2 y D)*7/#:28_ Los resultados
obtenidos avalan esta afirmacién, ya que {a mayoria de las
cepas de E. coli analizadas pertenecieron. al filogrupoA; y
las pocas cepas que presentaron alglin marcador de resis-
tencia se concentraron en este mismo filogrupo. Aunque
Son et al.' no determinaron el perfil de resistencia de 570
cepas de E. coli aisladas en una finca productora de ali-
mentos lacteos, el 86% de estas fueron consideradas como
comensales, distribuyéndose entre los filogruposA y Bi; el
11% se agrupo en el filogrupo D y el 4% en el B2. No obstante,
Asai et al.!" sefalaron que las cepas de £. coli producto-
ras de #-lactamasas aisladas de alimentos provenientes de
animales con colibacilosis se clasificaron indistintamente
en los grupos filogenéticosA, B1 y D. Al respecto, varios
autores coinciden en sefalar que la cadena alimentaria es
el vehiculo de transferencia de genes de resistencia, y se
ha sugerido un origen alimentario a la presencia de E. coli
portador de diversos mecanismos de resistencia en (a micro-
biota intestinal de humanos3%12:13:27.28

Por otra parte, los resultados obtenidos se ajustan a la
hipotesis propuesta por Carlos et al.??, quienes sefialaron
que la distribucion de los grupos filogenéticos de E. coli
puede ayudar a la identificacion de las principales fuentes de
contaminacion fecal en productos de origen animal. En este
sentido, cepas de E. coli de los gruposA y B1 se encuentran
en un amplio espectro de mamiferos herbivoros y carnivoros,
respectivamente, mientras que el B2 y D tienen un estre-
cho y especializado rango de hospederos; particularmente
el filogrupo B2 es un buen indicador de contaminacion fecal

humana®’. En este estudio, el filogrupo dominante fue el A,
correspondiéndose con cepas comensales de E. coli proba-
blemente presentes en un hospedero bovino, mientras que la
ausencia de cepas del grupo B2 podria indicar que la fuente
de contaminacion fecal de los productos lacteos no era de
origen humano.

La tipificacion por Rep-PCR de las 45 cepas de E. coli
aisladas de los 3 productos lacteos artesanales permitio
evidenciar una estructura pobltacional heterogénea, donde
mas del 99% de las cepas se distribuyeron en 2 grandes
grupos, cuyos indices de similitud no superaron el 60%.
Sin embargo, 3 subgrupos (iA-1, 1A-2 y IB-1) con una rela-
cion genéticamente distante destacaron por rangos internos
de similitud de aproximadamente el 95%, sin asociacion
alguna con las caracteristicas fenotipicas. Es probable que
la distribucioén policlonal observada en este estudio haya
estado influenciada por la participacion de diferentes fac-
tores intervinientes no controlados, tales como origen de
la materia prima para la elaboracion del producto, area
geografica donde se realizd el estudio, manufactura, con-
diciones de preservacion del producto y aleatoriedad en
{a seleccidn de las cepas, entre otros. Sin embargo, desde
el punto de vista técnico es probable que utilizando otras
herramientas maleculares con mayor poder discriminatorio,
como la electroforesis de campo pulsante, y aumentado el
nimero de cepas a estudiar, se pudiera dilucidar mejor la
estructura y la distribucion clonal de las cepas de E. coli
presentes en alimentos lacteos artesanales que se expenden
en Mérida, Venezuela. Estos aspectos seran considerados en
estudios futuros.

Finalmente, los hallazgos obtenidos en este estudio per-
mitieron_concluir que los productos lacteos como crema
de leche, cuajada y requeson de procesamiento artesa-
nal disponibles comercialmente para el consumo humano
estan contaminados con cepas de E, coli clonalmente hete-
rogéneas. Las caracteristicas fenotipicas y genéticas de
estas cepas indican que aunque siendo en su mayoria dis-
tribuidas entre los grupos filogenéticos correspondientes a
cepas comensales de baja patogenicidad, no se descarta la
posibilidad de que estas puedan adquirir nueva informacion
genética y convertirse en reservorios de genes que codifi-
quen para factores de virulencia y/o diversos mecanismos
de resistencia antimicrobiana.

Desde el punto de vista epidemiolégico, la deteccién
de cepas de E. coli en alimentos lacteos indica una conta-
minacién de origen fecal, que eventualmente podria estar
asociada con la presencia de otros enteropatégenos. Por
ende, la informacion presentada en este estudio revela la
necesidad de intensificar los controles higiénico-sanitarios
en todas las etapas que conlleva la manufactura artesanal
del producto, asi como la implementacion de medidas que
permitan la vigilancia epidemiolégica de cepas bacterianas
potencialmente patogenas presentes en los productos y deri-
vados lacteos no pasteurizados de fabricacion artesanal que
se expenden en la ciudad de Mérida, Venezuela.

Si bien el estudio descrito se circunscribe a una loca-
tidad geografica especifica, los resultados obtenidos, muy
probablemente, son representativos de una problematica
nacional que incluso puede ser valida para otras regiones del
continente que comparten caracteristicas socloeconémicas
y culturales similares.
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