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RESUMEN.

Los rumiantes son uno de los principales reservorios naturales de diferentes patotipos de
Escherichia coli diarrogénica (ECDA) y los ovinos para consumo humano han sido
sefalados como uno de los mas importantes reservorios de ECDA zoonoticas, solo por
debajo de los bovinos. El objetivo de este trabajo fue identificar y caracterizar los
principales patotipos de ECDA obtenidos de hisopados rectales y muestras de canal
obtenidos de ovinos faenados en un rastro del Estado de México. Fueron obtenidos 159
muestras de hisopados rectales y 162 muestras de hisopado canal. La identificacion
bacteriolégica se llevd a cabo por pruebas bioquimicas, para la serotipificacion se
emplearon sueros especificos anti-O y anti-H (SERUNAM, México) para 187 antigenos
somaticos y 53 flagelares, los patotipos de ECDA se determinaron por PCR empleando
los genes stx1, stx2 para E. coli productora de toxinas shiga (STEC), para E. coli
enteropatégena (EPEC) los genes eae y bfp, para E. coli enterotoxigénica (ETEC) los
genes LT y sitp, para E. coli enteroinvasiva (EIEC) el gen ipah y para E. coli
enteroagregativa (EAEC) el gen aggR, se identificaron las variantes de stx; (stxqa, Stxsc y
StX1q) Y StXo (StXz2a StXap StXoc StXpy StXze StXor , Stxsg), se determinaron los grupos
filogenéticos, se determiné el patron de sensibilidad antimicrobiana y se identificaron los
genes de resistencia bla-tem, tetA, tetB, sull y sulll. Se identificaron 90 aislamientos como
E. coli, 28% frecuencia de aislamiento, 75 fueron aislados del recto y 15 de canal. Los
serotipos con importancia en salud publica con mayor nimero de aislamientos fueron:
076:H19, 0O146:H21, 091:H10, O6:NM y O8:NM, que han sido senalados como
causantes de diarrea en poblacion humana. Fueron detectados 47.7% (43/90) de
aislamientos de STEC, 3.3% (3/90) de EPEC, 2.2% (2/90) de ETEC y 1.1% (1/90) de
EIEC. El mayor porcentaje de resistencia para cada uno de los patotipos fue nitrofuranos
con 100%. Respecto a la clasificacion por grupos filogenéticos se encontré que para
STEC el 91.7% pertenece al filogrupo B1 y para EPEC, ETEC y EIEC el 100% fue para
B1. Respecto a las variantes de stx; fue posible identificar de 72.09%, 25.5%, 2.3% de
Stxyc, Stx1a- Stxqc Yy de Stxqo- Stxqq respectivamente y en lo referente a las variantes de stx;
se identific6 mayormente stx,, Estos resultados hacen notar la importancia de ECDA
como potencial factor de riesgo a la salud publica por una probable contaminacion
cruzada en el momento de la faena.

Palabras clave: Ovinos, patotipos, Escherichia coli, resistencia antimicrobiana.



ABSTRACT.

Ruminants are one of the main natural reservoirs of different pathotypes of diarrheagenic
Escherichia coli (ECDA) and sheep for human consumption have been identified as one of
the most important zoonotic ECDA reservoirs, only below bovines. The objective of this
work was to identify and characterize the main ECDA pathotypes obtained from rectal
swabs and carcass samples obtained from sheep slaughtered in a slaughterhouse in the
State of Mexico. 159 rectal swab samples and 162 channel swab samples were obtained.
Bacteriological identification was carried out by biochemical tests, for serotyping, specific
anti-O and anti-H sera (SERUNAM, Mexico) were used for 187 somatic and 53 flagellar
antigens, the ECDA pathogens were determined by PCR using the stx1 genes. , stx2 for
shiga toxin-producing E. coli (STEC), for enteropathogenic E. coli (EPEC) the eae and bfp
genes, for enterotoxigenic E. coli (ETEC) the LT and stp genes, for enteroinvasive E. coli
(EIEC) the ipah gene and for enteroaggregative E. coli (EAEC) the aggR gene, the
variants of stx1 (stx7a, stx1c and stx1d) and stx2 (stx2a, stx2b stx2c stx2d stx2e stx2f and
stx2g) were identified, the phylogenetic groups were determined, determined the pattern of
antimicrobial sensitivity and the resistance genes bla-tem, tetA, tetB, sull and sulll were
identified. 90 isolates were identified as E. coli, 28% isolation frequency, 75 were isolated
from the rectum and 15 from the canal. The serotypes with importance in public health with
the highest number of isolates were: O76: H19, O146: H21, O91: H10, O6: NM and O8:
NM, which have been indicated as causing diarrhea in the human population. 47.7%
(43/90) of STEC isolates, 3.3% (3/90) of EPEC, 2.2% (2/90) of ETEC and 1.1% (1/90) of
EIEC were detected. The highest percentage of resistance for each of the pathotypes was
nitrofurans with 100%. Regarding the classification by phylogenetic groups, it was found
that for STEC 91.7% belonged to phylogroup B1 and for EPEC, ETEC and EIEC 100%
was for B1. Regarding the stx7 variants, it was possible to identify 72.09%, 25.5%, 2.3% of
stx1c, stx1a-stx1c and stx1a-stx1d respectively, and regarding the stx2 variants, stx2g was
mostly identified. These results highlight the importance of ECDA as a potential risk factor
for public health due to probable cross contamination at the time of slaughter.

Key words: Sheep, pathotypes, Escherichia coli, antimicrobial resistance
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. INTRODUCCION

Escherichia coli coloniza el intestino del hombre y mamiferos pocas horas después
del nacimiento y se considera como parte normal del microbiota intestinal, aunque se han
descrito varias clasificaciones de este microorganismo capaces de causar diarrea tanto en
humanos como en diversas especies animales como: E. coli enterotoxigénica (ETEC), E.
coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enteropatégena
(EPEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) y E. coli de adherencia difusa (DAEC) (Nataro and
Kaper, 1998).

Los ovinos sanos son uno de los principales reservorios de serotipos de Escherichia
coli diarrogénica (ECDA) y es sabida la importancia de este microorganismo como causante
de enfermedades trasmitidas por alimentos (ETA) (Blanco et al., 2003).

Esta bacteria se puede aislar e identificar tradicionalmente con base en sus
caracteristicas bioquimicas o serologicas, pero también se pueden estudiar sus mecanismos
de patogenicidad empleando técnicas de biologia molecular que evidencian la presencia de
genes involucrados en dichos mecanismos. (Paton and Paton, 1998).

Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETAs) estan cobrando cada vez
mas relevancia a nivel epidemiolégico por representar un problema nacional creciente en
salud publica, dado por su alta incidencia y progresivo aumento en los ultimos afios. La FAO
en, el afo 2005, establecié que la inocuidad de los alimentos es una prioridad, lo que fue
determinado por la aparicién de importantes brotes de enfermedades transmitidas por los
alimentos a nivel mundial (Barlow et al., 2006).

Un importante agente dentro de las ETAs es E. coli productora de toxinas shiga
(STEC), bacteria responsable de cuadros gastrointestinales que pueden ir desde una diarrea
aguda, colitis hemorragicas, hasta cuadros tan graves como el sindrome hemolitico urémico
(SHU), en nifos, y purpura trombocitopénica trombdtica en la tercera edad (Beutin et al.,
2007).

Otro problema importante en salud publica es la resistencia antimicrobiana en
microorganismos Gram negativos, principalmente de la familia Enterobacteraceae, esta se
ha diseminado en las ultimas décadas gracias a la transferencia horizontal de genes que
otorgan resistencia a una amplia gama de antibidticos, los cuales se distribuyen entre
bacterias de diferentes géneros y especies, incluyendo los microorganismos patégenos para
el ser humano (Cordeiro et al., 2008; Chande et al., 2011).

El Estado de México es el principal productor de ovinos para abasto y uno de los
principales consumidores de carne ovina, con aproximadamente el 30% de la produccion
nacional (SIAP, 2016), a pesar de estas cifras; existen poca informacion acerca del estado
sanitario de los ovinos faenados en el rastro donde se realiz6 la toma de muestras El objetivo
de esta investigacion es conocer las caracteristicas mas importantes de las ECDA (serotipo,
factores de virulencia, grupo filogenético y resistencia a los antibiéticos) que portan de
manera natural los ovinos procesados en el Estado de México y que podrian representar un
factor de riesgo, hacia la poblacién consumidora, por una posible contaminacién cruzada del
producto de origen animal.



Il. REVISION BIBLIOGRAFICA.

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo de la familia
Enterobacteriaceae, género. Escherichia. Esta bacteria coloniza el intestino del hombre
pocas horas después del nacimiento y se le considera un microorganismo del microbiota
normal, pero hay cepas que pueden ser patdgenas y causar dafo produciendo diferentes
cuadros clinicos, entre ellos diarrea (Boop et al., 1999).

Esta ampliamente documentado que existen tipos patogénicos de E. coli asociados a
enfermedades tanto en animales como en humanos, ciertos aislamientos patégenos pueden
llegar a causar enfermedades entéricas con diarreas acuosas o severas colitis hemorragicas,
mientras que otros aislamientos pueden llegar a causar infecciones extra-intestinales que
pueden incluir diversas patologias en el tracto urinario u otros problemas como septicemia o
meningitis (Kaper et al., 2004).

E. coli comensal

E. coli tiene un importante papel en la dinamica de la ecologia dentro de su habitat
primario que es el intestino. Tiene una relacidén intima con el hospedero donde tiene una
relacion simbidtica, mientras que el hospedero le proporciona un ambiente estable al
microorganismo, este le previene de la colonizacién por organismos patdgenos a traveés de la
produccién de bacteriocinas (Lawrence, 2005).

El nicho o lugar donde predominan estas cepas es el intestino grueso, principalmente
ciego y coldn; la concentracion estd mediada por diversos factores, todos ellos determinados
por el hospedero, como: tamafo corporal, morfologia intestinal, dieta, tiempo de retencién de
la ingesta y microbiota (Orskov and Orskov, 1992, Carrillo, 2011).

Debido a las diferentes interacciones con el hospedero, la estructura genémica de E.
coli se compone de un genoma central y un genoma flexible, razén por la cual el analisis de
estas poblaciones es de relevancia ecologicas y meédicas ya que permiten comprender el
juego que tienen estas cepas en la transferencia horizontal de diversos factores de virulencia
y resistencia los antibidticos, a pesar de que E. coli comensal no se asocia con los diversos
padecimientos de su contraparte patdgenas pueden poseer algunos de estos genes en su
genoma (Escobar et al., 2004, Lawrence, 2005; Croxen and Finlay 2010).

E. coli patégena extraintestinal.

Un mayor estudio acerca de las E. coli extracelulares, las ha agrupado en 4 grandes
grupos (patotipos o patovares) E. coli uropatogena (UPEC), E. coli asociada a meningitis
(MNEC) y E. coli patéogena aviar (APEC) y E. coli causante de sepsis (SEPEC). Estos
patotipos pueden conseguir acceso a nichos fuera del intestino, lo colonizan y pueden causar

10



un amplio espectro de enfermedades en poblacion humana y animal. Estas cepas comparten
un genoma central tanto en humanos como en animales, y pueden poseer diversos factores
de virulencia, aunque en muchas ocasiones no se pueden diferenciar de cepas de E. coli
comensales (Johnson and Russo 2002; Rosso and Jonhson 2000; Smith et al., 2007).

E. coli patégena intestinal.

Las cepas de E. coli que son causantes de infecciones en el tracto gastrointestinal se
encuentran dentro de los agentes etolégicos mas comunes que causan diarreas. Con base a
su perfil de patogenicidad (factores de virulencia, perfil filogenético y curso de la enfermedad
clinica). Nataro and Kaper (1998) las clasificaron en 6 patotipos o patovares E. coli
enteropatogena (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enterohemorragica o E. coli
productora de toxina shiga (EHEC/STEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli
enteroagregativas (EAEC) y E. coli adherentemente difusa (DAEC).

Durante la primera década del presente siglo se han mencionado en varios trabajos
de investigacion dos nuevos patotipos: E. coli adherente invasiva (AIEC), la cual se asocia a
la enfermedad de Crohn y E. coli enteroagregativa productora de toxina shiga (STEAEC) que
cobro relevancia debido a un brote que afecto a gran parte de Alemania y se asocié a
gastroenteritis con sindrome urémico hemolitico (SHU) en el 2011 (Jafari et al., 2011; Frank
etal., 2011).

E. coli enterohemorragical/ productora de toxina shiga (EHEC/STEC).

Es un grupo de cepas que llegan a ocasionar diarrea, diarrea sanguinolenta o colitis
hemorragica en poblacién humana y puede derivar en sindrome urémico hemolitico (SHU)
(Alam and Zurek, 2006).

Existen mas de 400 serotipos identificados de EHEC/STEC, pero solo un grupo de
estos serotipos se ha correlacionado con enfermedades en humanos (Blanco et al., 2003).

Los principales factores de virulencia con los que cuentan estas cepas son la
produccion de toxina shiga 1 (stx;), toxina shiga 2(stx;) y la intimina (eae) aunque puede
expresar otros factores de adherencia alternativos, sobre todo las cepas STEC, como: Tox B,
ehxa, saa, ent, entre otras (Tatarczak et al., 2005).

Dentro de las stx; ., existen variantes de estas mismas, actualmente estan reconocidas las
siguientes: la primera corresponde a un grupo homologo donde se han descrito tres
variantes de Stxy: stxy,, Stxs Yy Stx4q mientras que las stx, son un grupo mas heterogéneo y se
compone de un mayor numero de subtipos (Stxz, Stxa, StXze StXaq StXze StXory, StXag) (Scheutz et
al., 2012).

Actualmente hay al menos dos clasificaciones del grupo EHEC. Una es en funcién de
la presencia de sus factores de patogenicidad: a) cepas tipicas (tSTEC potencialmente
virulentas) cuando tienen el fago, el plasmido de 60 MDa y presentan el fenédmeno de A/E, y
b) cepas atipicas (aSTEC potencialmente de baja virulencia), cuando no producen lesiones
de A/E y pueden presentar o no el plasmido de 60 MDa. (Nataro and Kaper, 1998). La otra
clasificacion es en funcion del serotipo: a) cepas E. coli O157:H7. Este serotipo no fermenta
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el D-sorbitol ni la ramnosa y no produce R-glocuronidasa; esta bacteria puede producir
principalmente SUH y CH.E. coli O157:H7 se puede encontrar en bovinos, cabras, borregos
y con menos frecuencia en cerdos y pollos; su principal reservorio es el intestino de ganado
bovino. También se ha logrado recuperar de frutas y vegetales como lechuga, rabanos,
alfalfa; ademas en productos industrializados como mayonesa y jugos de naranja y manzana
no pasteurizados. Estas cepas pueden sobrevivir aun cuando estos alimentos tengan un pH
de condicién en la que puede sobrevivir varios dias y b) cepas no-O157:H7 cuya frecuencia
de aislamiento es cuatro veces mayor que las O157:H7 (Beutin et al., 1995).

Dentro de la amplia variedad de serogrupos de las STEC, existe algunos que son de
relevancia sanitaria y se han asociado a la presencia de SHU y HC; han sido considerados
como adulterantes o contaminantes de productos carnicos, tanto en Norteamérica -
conocidos como los “big six”: 026, 045, 0121, 0103, 0145 y 0157 (USDA-FSIS 2012) y la
Comunidad Econémica Europea (0157, 026, 0103, 0111, 0145y O104) (EFSA 2013).

E. coli enteropatégena (EPEC).

EPEC fue el primer grupo que se identificd serolégicamente y se asocioé con casos de
diarrea en infantes, siendo la adherencia su principal factor de patogenicidad denominado
adherencia y esfacelamiento (A/E). La adherencia esta mediada por pilis o fimbrias rizadas
que se llaman Bfp (bundle-forming pilus) cuya informacién genética esta codificada en un
plasmido de 50-70MDa denominado EAF (EPEC adherence factor) y de algunos genes
cromosomales (Giron et al., 1991).

Las cepas EPEC se consideran tipicas (tfEPEC) cuando tienen los genes eae para la
intimina, que participa en A/E, y el plasmido EAF que codifica para el Bfp; se dice que son
atipicas (aEPEC) cuando sélo presentan el gen eae pero no el plasmido EAF (Rosa et al.,
1998).

Puede causar diarrea en humanos y animales. La infeccion por EPEC es muy comun
en infantes menores de dos afios y con mayor riesgo a los menores de 6 meses de edad. En
paises en desarrollo se han reportado tasas del 30% de mortalidad, en el caso de los paises
desarrollados, este tipo de cepa se aisla frecuentemente de salas de maternidad y
guarderias (Nataro and Kaper, 1988)

E. coli enterotoxigénica (ETEC).

Las ETEC colonizan la mucosa del intestino delgado por medio de pilis o fimbrias que
tienen diversas formas denominadas CFA (colonization factor antigens), siendo su principal
mecanismo de patogenicidad la sintesis de alguna o ambas enterotoxinas llamadas toxina
termolabil (LT) y toxina termoestable (ST). Sus genes estan en un plasmido que también
puede tener informacion genética para los CFA’s, aunque algunos genes de ST se han
encontrado en transposones 6-8. Las toxinas LT y ST aumentan el nivel intracelular de cAMP
y cGMP respectivamente, que se encuentran en la membrana de las células intestinales,
provocando la salida de agua y iones (Cassels and Wolf, 1995; Mc Veigh et al., 2000; Sears
and Kapper, 1996).
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La virulencia de estas cepas esta asociada con la produccion de fimbrias y
endotoxinas. Hay dos principales tipos de LT, la LT-l y LT-lIl. LTI se asocia con
enfermedades diarreicas en humanos y animales mientras que LT-ll se asocia con
enfermedades en animales. En el caso de ST hay dos tipos: STa y STb. STa la producen
otras bacterias incluyendo ETEC, mientras que STb solo esta asociada con ETEC
(Hitayama, 1995; Dreyfus et al., 1998; Sears and Kaper 1996).

El cuadro clinico se caracteriza por diarrea aguda, generalmente sin sangre, sin
MoOcCo, Sin pus y en pocos casos se presentan fiebre y vomito. La diarrea producida por ETEC
puede ser leve, breve y autolimitada pero también puede ser grave. La contaminacién fecal
de agua y alimentos es la principal fuente de infeccion, siendo la dosis infectiva de 102 UFC
(unidades formadoras de colonias) (Eslava et al., 1994, Flores-Abuxapqui et al., 1994).

E. coli enteroinvasiva (EIEC).

El grupo EIEC y Shigella spp. estan relacionados genética y bioquimicamente ya que
son descarboxilasas negativas, no moviles y lactosa negativas. El mecanismo de
patogenicidad de EIEC es la invasion del epitelio del colon; para ello el primer paso es la
adherencia de la bacteria a las vellosidades de la mucosa requiriendo de mucinasa y
adhesinas, para después entrar por endocitosis a la célula, y posterior multiplicacién de la
EIEC dentro de la célula y diseminacién a células sanas adyacentes (Rico-Martinez, 1999).

Los genes necesarios para la invasion se encuentran en un plasmido de 140 MDa
llamado plnv, que codifica para proteinas, como por ejemplo las Ipa y otras que estan
involucradas en el proceso de patogénesis (Halet et al., 1983) Los signos caracteristicos en
personas infectadas por EIEC son diarrea acuosa, con sangre y moco, pero algunos casos
s6lo presentan diarrea, ésta en ocasiones es indiferenciable de la que produce ETEC
(Snyder et al., 1984).

E. coli enteroagregativa (EAEC).

Nataro y Kaper (1998) encontraron cepas aisladas de pacientes con diarrea, las
cuales por serologia no correspondian al grupo EPEC, pero si presentaban un patron
caracteristico de adherencia diferente a EPEC. En estudios posteriores se encontré el
fenotipo de adherencia agregativa, caracterizada por auto aglutinacion de las bacterias entre
si y por ser inespecifica a esta caracteristica se le llamo “stacked brick” o ladrillos apilados,
porque las bacterias se adhieren a la superficie de las células Hep-2 (Vial et al., 1998).

La trasmision de este patotipo se puede ocasionar por el agua y alimentos
contaminados. Después de la colonizacion con EAEC se pueden generar citotoxinas, las
cuales causan acortamiento de vellosidades intestinales, necrosis hemorragica, en la punta
de las vellosidades y se genera una respuesta inflamatoria con edema e infiltracién
mononuclear en la submucosa. El principal factor de virulencia se ubica en el gen aspU que
codifica para una proteina de 14kD y el gen aggR el cual codifica el activador transcripcional
de la fimbria de adherencia agregativa (AAF71) (Savarino et al., 1991; Savarino et al., 1996).
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E. coli de adherencia difusa (DAEC).

Las cepas de E. coli de adherencia difusa, no forman micro colonias cuando se
adhieren a células Hep-2 (2). Su mecanismo de patogenicidad se ha caracterizado por una
fimbria de superficie, conocida como F1845, involucrada en el fendmeno de adherencia
difusa. Los genes que codifican para esta fimbria se pueden encontrar en el cromosoma o en
un plasmido. El fenémeno de adherencia difusa también se ha asociado con una proteina de
membrana externa de 100 kDa, en una cepa del serotipo 0126:H27 (Benz and Schmidt,
1992).

Es capaz de colonizar el intestino delgado y causar diarrea acuosa en adultos e
infantes. Puede adherirse a las células sin caer en patrones clasicos de adherencia como el
A/E, sin embargo, genera un patron de adherencia difusa (DA), que le permite adherirse de
manera uniforme a la superficie de la célula. Este patrén lo permiten las proteinas
codificadas por una familia de operones (AFA, Dr, AIDA y Daa) los cuales pueden ser
identificados por el mismo nombre de proteinas (Servin, 2005; Le Bouguénec at al., 2001).

E. coli enteroagregativa productora de toxina shiga (STEAEC).

Hasta ahora el serotipo mas analizado es el O104:H4, capaz de generar
gastroenteritis aguda y SHU, es similar a una EAEC con caracteristicas de una STEC, esta
combinacién de factores de virulencia (FV) representa un nuevo patotipo de importancia en
la salud publica ya que es una clona con FV altamente patdégenos para los humanos
(Bielaszewaska et al., 2011).

El genotipo, fenotipo y la filogenia de los aislamientos de los brotes demuestran que
E. coli O104:H4 es una clona que combina los FV de dos patotipos diferentes (STEC/EHEC
y EAEC) se podria considerar un sero variante emergente que ha adquirido un conjunto de
FV , comparte y combina perfiles de virulencia de STEC (stxz,, iha,lpfO26 y IpfO113) y EAEC
(aggR, aggABCD, aap, aatPABCD, ipc y set1AB), incluyendo fenotipos expresados de
STEC/HEC y EAEC como son la produccion de stxz, y la adhesién de agregacion de células
epiteliales, respectivamente. Estos aislamientos también mostraron un alto porcentaje de
resistencia a los antibiéticos B-lactamicos (Navarro, 2014).

Identificacion de E. col,.

La correcta diferenciacion e identificacion de E. coli, es un aspecto de total
importancia, porque gracias a este aspecto podemos distinguir los tipos patéogenos de los
que no lo son, asi como la correcta realizacidon de investigaciones epidemioldgicas (Levine,
1987).

A lo largo del tiempo se han utilizado varios métodos para identificar las diferentes
cepas entre los cuales estan: la fenotipificacion, por medio de pruebas bioquimicas, la
serologia, patotipos y a través de la genotipificaciéon donde se emplean diversos genes como
marcadores de virulencia y perfiles filogenéticos; dentro de los cuales sobresalen las
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siguientes técnicas: serotipificacion, electroforesis en campos pulsados (PFGE por sus siglas
en ingles) y determinacion de FV y grupos filogenéticos (mediante PCR) (Orskov and Orskov
1984; Joensen, 2015).

Serotipificacion.

Este método se basa en la determinacion de la combinacion de tres estructuras
inmunogénicas: el lipopolisacarido (LPS) (antigeno somatico O), antigeno capsular (K) y
antigeno flagelar (H) (Kauffmann, 1947).

Actualmente solo se determina la combinacién del antigeno somatico O y el antigeno
flagelar H, el esquema de serotipificacion actual comprende 188 grupos O designados del
O1 al 0188 los serogrupos 031, 047, 067, O72, 094 y 0122 fueron retiradas del esquema
ya que son termoestables y resisten al calentamiento a 100°C o 121°C. Existen 53
variedades del antigeno flagelar que se encuentran en el esquema, designados H1 a H56,
con la excepcion de H13, H22 y H50 que se retiraron del esquema, debido a que son de
naturaleza proteica, termolabiles y no todas las cepas de E. coli las expresan (Sheutz et al.,
2004).

Existen un gran numero de cepas de E. coli que se han denominado como “No
tipificables” porque no tienen una reaccion con los antisueros del esquema de tipificacién
establecida. Sin embargo, algunas de estas cepas se les puede asignar un serogrupo (O)
mediante métodos genéticos (Duda et al., 2011).

La serotipificacion de E. coli es muy empleada para su clasificacion taxondmica,
epidemiologia y es un requisito previo para cualquier investigacion de brotes. En la
actualidad, no puede ser reemplazada por otros métodos (Sheutz et al., 2004).

Factores de Virulencia de las cepas patégenas de E. coli intestinales.

A lo largo del tiempo y por la constante reproduccién de las diversas especies de
bacterianas; entéricas que se puede dar en varios medios, la adquisicidn de diversos genes
de virulencia por medio de la transferencia horizontal se convierte en un punto muy
importante, ya que, los modelos actuales de evolucion o adaptacion bacteriana proponen
que la plasticidad patogénica de varias cepas bacterianas, entre ellas, E. coli, es resultante
de esta adquisicion (Ochman et al., 2000).

En lo que corresponde a E. coli la diversidad que existe en las cepas consideradas
como patégenas, parece estan relacionadas con la transferencia horizontal de diversos FV
entre la poblacion. Los FV muchas veces se localizan en elementos genéticos moviles
(EGM) como los: plasmidos, islas de patogenicidad (PAIS) o bacteriéfagos (Reid et al.,
2000).

Esta transferencia horizontal puede ser la causante de la evolucién de la
patogenicidad de E. coli ya que estos FV van a interactuar con la base genética y asi permitir
fijar o expresar estos genes (Escobar et al., 2004).
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A través de diversos trabajos de investigacion con los antecedentes genéticos de los
FV, se ha logrado identificar dos tipos de genomas de E. coli. El primero se refiere a un
‘genoma central” que se encuentra en todas las cepas y permite la expresion de FV
asociados a diarrea leve y crénica y el segundo se llama “genoma mas diverso o accesorio”,
que le permite la expresién de FV asociados con patologias mas graves (Escobar et al,
2003).

Estos cambios en el genoma central permiten que otros FV lleguen a la poblacion,
dando origen a los patotipos asociados con diarreas agudas graves o generar nuevas
interacciones entre diversos patotipos, asi como el surgimiento de nuevos patotipos (Escobar
et al., 2004).

En diversos trabajos de investigacion, tanto in-vitro, como a partir de muestras
clinicas, se ha podido conocer cuales variantes de stx son las que estan mas ligadas a la
presencia de SHU a CH y cudles no. Brett et al, (2003) asocia la stx;. a la poblacién ovina,
sin estar ligada al desarrollo de SHU o CH, Lee y Tesh (2019) menciona a stx;, que se une
preferentemente a Gb3 (globotetraosilceramida) con una union detectable a
globotetraosilceramida (Gb4), mientras que stx,, muestra una fuerte preferencia por Gb3 y
una unién marginal a Gb4. El subtipo de toxina stxze muestra un patrén mas promiscuo de
union a (glicolipidos, con preferencia para Gb4, pero también unidbn a Gb3,
pentahexosilceramidas con estructuras de nucleo alargadas Gb4.

Hay que recordar que las stx se unen con los lipidos complejos, glucoesfingolipidos,
(formados por la unién de una ceramida—esfingosina- + acido graso). Se puede decir que el
Gb3 esta constituido por una ceramida unida a una cadena de azucares formada por una
glucosa y dos galactosas (Lee and Tesh 2019).

Varias investigaciones de in vivo e in vitro sugieren que stx y mediadores
inflamatorios (Gb3 o Gb4) contribuyen a la patogénesis de las STEC. La toxina “Shiga Like”
estd compuesta por dos estructuras: la subunidad A formada por un polipéptido y la
subunidad B compuesta por cinco polipéptidos idénticos (Karpman and Stahl, 2014).

La subunidad B une la toxina al glicolipido de membrana (Gb3) presentes en las
células epiteliales y tubulares renales, las células miocardicas, las células del sistema
nervioso auténomo, las células endoteliales y del musculo liso del sistema vascular. Una vez
unida a su receptor, la subunidad A se incorpora a la célula por pinocitosis, siendo capaz de
resistir la accion de lisosomas. Su accion directa consiste en inhibir irreversiblemente la
sintesis proteica causando la muerte celular. En la corteza del riiédn humano, el principal sitio
de lesidon renal en el SHU, se han descubierto altos niveles de Gb3. (Nataro and Kaper,
1998; Paton and Paton 2001).

Friedich et al. (2002) en una investigacién realizada en Alemania, con muestras de
pacientes que desarrollaron SHU, la variante mas ligada a este padecimiento fue la stxy,
aunque no descarta que stxyy pueda estar ligada a diarrea en pacientes portadores
asintomaticos.

Bielaszewska et al. (2006) pudo reportar que la stxyys activable se asocio
significativamente con la capacidad de causar una enfermedad grave, incluida la diarrea con
sangre y con complicaciones sistémicas, como el sindrome urémico hemolitico en una
investigacion realizada con muestras clinicas en Alemania, esta caracteristica se debe a la
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predilecciéon de la sxt,y por la elastasa, enzima encargada de la degradacién de las fibras
elasticas. Esta enzima esta presente tanto en el humano como en algunos microorganismos
(hongos, bacterias, parasitos) en los que constituye un importante factor de virulencia.

Mora et al., (2011) reporta que en el brote de E. coli O104:H4 en Alemania esta cepa
portaba la subvariante stx,, como uno de los principales factores de virulencia asociado a
SHU y CH.

Leung et al., (2003), sefialan a stx,; como una subvariante que ha sido mayormente
aislada en rumiantes, sin ligarse a padecimientos graves con SHU o CH, sin embargo, no
debe menospreciarse su potencial patogenicidad.

Filogrupos.

Por su importancia médica, existen diferentes técnicas para identificar y clasificar a E.
coli en cepas patogenas y no patégenas como por ejemplo perfil bioquimico, serotipificacion,
patotipificacion, analisis filogenético, electroforesis de enzimas multilocus (multilocus enzyme
electrophoresis, MLEE), tipificacion multilocus de secuencias (Multilocus sequence typing,
MLST) y reaccion en cadena de polimerasa (polymerase chain reaction, PCR) y sus
variantes (Kaper et al., 2004; Lee, 2019).

El método utilizado por Reid et al. (2000) basado en la MLEE ha sido aplicado en
estudios a gran escala para estimar la diversidad genética y la estructura en las poblaciones
naturales de una variedad de especies bacterianas.

Este estudio ha establecido marcos genéticos poblacionales basicos para el analisis
de la variacion de los serotipos y otros caracteres fenotipicos, ha proporcionado gran
cantidad de datos y sistemas de marcadores utiles para la epidemiologia Sheutz and
Strockbine (2015) utilizaron 20 enzimas y las relaciones filogenéticas entre cepas fueron
inferidas del analisis de matriz de distancia genética por el método neighbor-joining (NJ).

MLEE estd basada en la asignacion indirecta de alelos en base a la movilidad
electroforética de enzimas. Sin embargo, la MLST da una asignacién directa de alelos, no es
ambigua y distingue mas alelos por locus, lo que permite altos niveles de discriminacion
entre los aislados utilizando la mitad de los loci que normalmente se requiere para MLEE.
Clermont et al., (2013) propusieron el uso alternativo de MLST en reemplazo de MLEE.

Una de las primeras aplicaciones de la MLST para el estudio de poblaciones de E.
coli, resulto en la relacion entre una serie de cepas de EPEC y EHEC, incluyendo varios
aislados de colecciones DEC (collection of diarrhoeagenic E. coli) junto con otros serotipos
productores de toxina Shiga, cepa uropatégena 536 y la cepa de laboratorio K-12 (Reid et
al., 2000).

Las técnicas de referencia para la agrupacion filogenética: MLEE o Ribotipificacion
requieren de mucho tiempo, son complejas y necesitan una coleccion de cepas tipificadas.
Clermont et al. (2013) desarrollaron un método rapido y sencillo utilizando PCR triplex para la
agrupacion de cepas de E. coli en los cuatro grupos filogenéticos ya descritos para la cual
utilizé 3 marcadores genéticos chuA (gen del receptor de hemina de membrana externa que
actua como siderdéforo, yjaA (proteina no caracterizada). Actua ante la respuesta al stress
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por peroxido de H y Cd) y TSPE4.C2 (fragmento génico de la estereasa putativa). También
perfeccionaron la técnica de PCR multiple, ahadiendo otro marcador, arpa (actia como
control interno para el DNA y permite distinguir el grupo F del D), el cual permite clasificar los
aislamientos de E. coli en 7 grupos filogenéticos los cuales estan relacionados con el
caracter virulento de las cepas: A (cepas comensales de baja virulencia), B1 (cepas
comensales de baja virulencia), B2 (cepas extraintestinales potencialmente virulentas), C
(cepas comensales de baja virulencia), D (cepas extraintestinales potencialmente
virulentas), E (cepas con serotipo O157:H7) y F (cepas extraintestinales potencialmente
virulentas).

Esta prueba nos permite agrupar de manera correcta 80-85% de las cepas. Este
método ha sido validado al compararlo con varios esquemas de MLST las cuales son mas
sensibles y especificas (Clermont et al., (2013).

Enfermedades trasmitidas por los alimentos.

Las enfermedades gastrointestinales representan uno de los principales problemas
de salud publica, anualmente se enferman millones de personas a causa de alimentos
contaminados. Segun la OMS (2012) las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA)
fueron la segunda causa de defuncién en nifios menores de 5 afos a nivel mundial. Los
principales agentes patégenos causantes de diarrea aguda incluyen: Rofavirus y otros tipos
de virus intestinales, variedades diarrogénicas de Escherichia coli, Salmonella sp., Shigellae,
Campylobacter jejuni, Vibrio cholerae, Entamoeba histolytica, entre otros (Marcos and
DuPont, 2007; OMS 2012).

Escherichia coli O157 y Salmonella spp. representan las principales bacterias
patégenas que contaminan la carne bovina, ovina y caprina y pueden llegar a causar
enfermedades a la poblacién humana con un bajo nimero de células: 100 UFC gy 144
UFC g™ respectivamente; estos microorganismos forman parte de la microbiota intestinal del
ganado bovino, ovino y caprino; estas especies son consideradas como el principal
reservorio de estos microorganismos por lo que la carne y leche asi como sus derivados son
los principales vehiculos de transmision de ETAs (FDA, 1999) (OMS, 2012).

Las ETAs se definen como un conjunto de sintomas y signos clasicos originados por
el consumo de agua o alimentos contaminados con agentes patégenos o sustancias toxicas,
en cantidades tales que afectan la salud del consumidor en forma aguda o cronica (USDA,
2011).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 1999) la contaminacion bioldgica
es la causa mas frecuente de ETAs, estas resultan de la ingestion de alimentos
contaminados con microorganismos patdégenos vivos, o sus toxinas

Se considera a las ETAs como uno de los problemas de salud mas relevantes, por su
impacto social, tecnolégico, econémico, cultural y politico. Se estima que cada afio se
reportan 1,500 millones de episodios de diarrea que ocasionan 3 millones de muertes en
infantes menores de 5 afos y dependiendo de la region, 15 a 70% de esos casos son
causados por alimentos contaminados. También se estima que en paises industrializados se
informa soélo el 10% de los casos, mientras que en los paises en vias de desarrollo se
informa solo el 1% (FAO/OMS, 2006).
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La inocuidad alimentaria puede definirse como la “garantia de que un alimento no
causara dafio al consumidor cuando el mismo sea preparado e ingerido de acuerdo con el
uso que debe darsele”, siempre con un nivel de riesgo aceptable. También puede
entenderse como la implementacion de medidas que protejan al consumidor, reduciendo en
los alimentos, los contaminantes fisicos, quimicos y biolégicos (Codex Alimentarius, 2003)

Las zoonosis y las contaminaciones exdgenas y endogenas por bacterias patégenas
en los animales son importantes por la gravedad de las infecciones que producen en el
hombre. La carne, por su propia naturaleza y origen, no solo es muy susceptible a la
contaminacioén, sino que con frecuencia esta implicada en la presentacion de ETAs (Zarco-
Gonzalez, 1999).

La carne de los animales faenados en condiciones de buenas practicas de
manufactura es estéril desde el punto de vista practico. Por ello, el perfil microbiolégico de la
carne fresca que se comercializa a la poblacion consumidora es de suma importancia; ya
que es un conjunto de actividades realizadas durante las operaciones de faena,
almacenamiento, transporte y distribucion. El musculo post-mortem ofrece un ambiente
altamente idoneo para las bacterias que representan un peligro microbiolégico (Escutia-
Sanchez, 1996).

La carne se contamina con microorganismos patégenos por contacto con el pelo, piel,
patas, contenido estomacal y entérico, leche de la ubre, sangre, semen, bilis, etc.,
instalaciones y equipamiento, superficies de contacto, manos y ropa de los trabajadores e,
incluso, con el medio ambiente de las zonas de proceso y de almacenamiento (Rosmini et
al., 1994).

Los enfoques basados en los factores de riesgo que pudiera representar la carne
para la salud humana han sido plenamente demostrados como uno de los factores mas
peligrosos, debido a que una posible contaminaciéon microbiolégica, que pudiera pasar
desapercibida; son mas comunes que muchas anomalias muy obvias que se detectan
durante la inspeccidén ante mortem y post mortem. Esta situacién ha multiplicado la demanda
de enfoques mas sistematicos para combatir estos peligros, por ejemplo, los sistemas
HACCP. (Hathaway, 1993).

La higiene de la carne se define asi: "todas las condiciones y medidas necesarias
para garantizar la inocuidad y aptitud de la carne en todas las etapas de la cadena
alimentaria" (FAO, 2004).

Las condiciones sanitarias deficientes en muchos rastros pueden llegar a generar
contaminacion exdogena de la carne, que pudieran ser derivadas de las malas condiciones en
las instalaciones, equipo obsoleto, malas condiciones de aseo en los locales donde se
procesan las canales, mesas de trabajo y vehiculos en mal estado en los que se transportan
las mismas, malos habitos sanitarios del personal, ineficaz limpieza de utensilios e
indumentaria de trabajo, falta de aseo en los servicios sanitarios destinados al personal del
rastro, falta de estrategias tendentes a evitar la proliferacion de fauna nociva entre otros
(Beltran, 1996).

La situacidn sobre el control sanitario de los alimentos en los paises subdesarrollados
dista todavia de llegar a los niveles de control sanitario aceptables, sobre todo en el caso de
alimentos consumidos popularmente. Por ser, las ETA, un problema recurrente en estos
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paises las autoridades, instancias gubernamentales e instituciones afines, del sector publico
como privado, deberian de implementar programas de vigilancia y asistencia continua para
prevenir y corregir situaciones potencialmente peligrosas y finalmente afectar adversamente
la salud de la poblacién (FAO/OMS, 2006).

En vario paises la inocuidad es responsabilidad de la Secretaria de Agricultura para
productos frescos y de la Secretaria de Salud para productos procesados. También actua la
Secretaria de Economia, usualmente a través del Consejo de Ciencia y Tecnologia, para la
generacion, difusion e implementacion de la normativa. Cada una de estas entidades tiene
mandatos especificos, de manera que es de vital importancia definir y acotar las funciones
que cada institucién debe aplicar: para que no ocurra una duplicidad de funciones. Lo
verdaderamente importante es que exista una autentica coordinacién publica privada y
buena vinculacion entre los actores de las diversas cadenas como son: productores,
procesadores, distribuidores, almacenadores, hasta llegar al consumidor (SE, 2008).

Normas Oficiales Mexicanas para carne.

Tienen por objeto establecer las especificaciones sanitarias que deben cumplir todos
los actores de la cadena productiva, asi como el producto mismo.

Las NOM son de observancia obligatoria para las personas fisicas o morales que se
dedican al sacrificio, faenado de animales para abasto, almacenamiento, transporte y
expendio de sus productos.

El gobierno mexicano cuenta con varias normas en lo concerniente a las operaciones
de los establecimientos destinados a procesar animales para consumo humano y sus
derivados, una de ellas es la Norma Oficial Mexicana, NOM-194-SSA-2004. Productos y
Servicios. Especificaciones sanitarias en los establecimientos dedicados al sacrificio y
faenado de animales para abasto, almacenamiento, transporte y expendio. Especificaciones
sanitarias de productos. D.O.F 18 de septiembre de 2004. De esta norma se desprenden
varios conceptos de importancia, algunos son los siguientes:

* Animal o animal para abasto, a todo aquel que se destina al sacrificio y faenado
como bovinos, ovinos, caprinos, porcinos, aves domésticas, equinos, leporidos o
cualquier otra especie silvestre no acuatica destinada al consumo humano.

* Inspeccion post-mortem, al procedimiento por el cual se efectia el examen de
las canales, visceras, cabezas y patas de los animales faenados, para decidir si
son o no aptos para consumo humano

e Canal, al cuerpo del animal después de haber sido insensibilizado, sacrificado,
sangrado, y desprovisto de cerdas, plumas y visceras; que puede conservar segun
la especie, la piel, cabeza, patas, rifiones o cola.

* Carne, a la estructura muscular estriada esquelética, acompafada o no de tejido
conectivo, hueso y grasa, ademas de fibras nerviosas, jvasos linfaticos y
sanguineos; proveniente de los animales para abasto, jque no ha sido sometida a
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ningun proceso que modifique de modo irreversible sus caracteristicas sensoriales
y fisicoquimicas; se incluyen las refrigeradas o congeladas.

* Evisceracidon, a la extraccién de las visceras contenidas en las cavidades
toracica, abdominal, craneana y bucal de las especies de animales consideradas
aptas para el consumo humano pudiendo o no extraerse los rifiones.

* Faenado, a la etapa posterior al sacrificio de los animales para abasto y segun la
especie, eliminacion de la cabeza, patas, piel, cerdas, plumas y visceras, asi como
la limpieza de la canal, visceras y cabeza.

* Rastro, a todo establecimiento dedicado al sacrificio y faenado de animales para
abasto. Con capacidad diaria de sacrificio de al menos 28 cabezas de ganado
mayor, o 56 de ganado menor o 1000 aves domésticas, o una combinacién
considerando la relaciéon de dos cabezas de ganado menor por una de ganado
mayor o de 35 aves domésticas por un animal de ganado mayor.

e Contaminaciéon, a la presencia en un producto o materia prima, de
microorganismos, hormonas, bacteriostaticos, sustancias quimicas, radioactivas y
materia extrafia, en cantidades que rebasen los limites establecidos por la
normatividad sanitaria vigente o que representen un riesgo para la salud del
consumidor.

* Limite maximo, a la cantidad establecida de aditivos, microorganismos, parasitos,
materia extrafia, biotoxinas y residuos de medicamentos, entre otros; que no se
debe exceder en los productos.

Esta NOM también establece un limite maximo para Escherichia coliy Salmonella spp.

Cuadro 1. NOM-194-SSA1-2004. Especificaciones sanitarias, limite maximo de
microorganismos (mamiferos y aves domésticas).

Producto E. coli UFC/g Salmonella en 25 g
Limite maximo

Congelado No aplica Ausente

Refrigerado 1000 Ausente

Carn'e molida 5000 Ausente
refrigerada

Envasado al vacio

o en atmésfera No aplica Ausente

modificada

Unidades Formadoras de Colonias (UFC), término que debe utilizarse para reportar la cuenta de colonias en placa, las
cuales pueden surgir de una célula o de un cumulo de células. (Norma Oficial Mexicana NOM-092-SSA1-1994, Bienes y
Servicios. Método para la cuenta de bacterias aerobias en placa).

La Norma Oficial Mexicana NOM-113-SSA1-1994, Bienes y Servicios. Método para
La Cuenta de Microorganismos Coliformes Totales en Placa. Identifica a los
microorganismos coliformes, dentro de los cuales se encuentra E. coli, como el grupo de
microorganismos coliformes es el mas ampliamente utilizado en la microbiologia de los
alimentos como indicador de practicas higiénicas inadecuadas.
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El uso de los coliformes como indicador sanitario puede aplicarse para: La deteccién
de practicas sanitarias deficientes en el manejo y en la fabricacion de los alimentos, para la
evaluacion de la calidad microbiolégica de un producto, aunque su presencia no
necesariamente implica un riesgo sanitario, para una evaluacion de la eficiencia de practicas
sanitarias e higiénicas del equipo, evalua la calidad sanitaria del agua y hielo utilizados en
las diferentes areas del procesamiento de alimentos y permite la demostracion y la cuenta de
microorganismos coliformes, que puede realizarse mediante el empleo de medios de cultivos
liquidos o sélidos con caracteristicas selectivas o diferenciales (NOM-113-SSA1-1994).

La inocuidad alimentaria es tema de importancia en salud publica. El consumo de
carne contaminada o de mala calidad es causa de enfermedades en poblaciones humanas
expuestas (Momtaz et al., 2013).

E. coli y Salmonella sp. son las principales bacterias patégenas que contaminan la
carne bovina, pueden infectar al humano con un bajo numero de células 100 UFC/g y 144
UFC/g respectivamente. Las serovariedades de Salmonella sp. Producen principalmente
fiebre tifoidea y paratifoidea mientras que E. coli O157 produce sindrome urémico hemolitico
precedido por colitis hemorragica (D’aoust, 2009; OMS, 2012)

Los principales agentes patdgenos causantes de diarrea aguda por ETAs incluyen:
Rotavirus y otros tipos de virus intestinales, bacterias diversas como diferentes patotipos
diarreogénicos de Escherichia coli, Salmonella sp., Shigella, Campylobacter jejuni, Vibrio
cholerae, Entamoeba histolytica, entre otros (Marcos and DuPont, 2007).

La Comisiéon Federal para la proteccion contra riesgos sanitarios (COFEPRIS) emitié
un Documento publicado en 2006 que contiene los resultados de la evaluacion de riesgos
sanitarios realizado en 306 en rastros y mataderos municipales. Contiene un diagndstico
sobre el vertido de aguas residuales y decomisos generados en dichos establecimientos.
(COFEPRIS, 2006). En este documento nos dice que existe un porcentaje promedio del 18%
de la faena anual de bovinos, ovinos, caprinos y porcinos, que se efectia en
establecimientos con riesgos sanitarios alto o muy alto. También menciona que, si
consideramos el nivel de riesgo de los rastros municipales, en funcion del tamafo de la
poblacion a la cual surten de carne, que casi el 70% de los establecimientos que proveen de
carne a las localidades con una poblacién entre 50,000 y 100,000 habitantes tienen un nivel
de riesgo alto o muy alto. Esa proporcidon disminuye a medida que analizamos las
poblaciones con mayor numero de habitantes, observandose que, en estos casos, la carne
es provista por establecimientos que, en su mayor parte, son considerados como de bajo o
medio riesgo sanitario. Derivado de este documento menciona que México es un pais en el
que se consumen grandes cantidades de visceras, entre las que se pueden mencionar el
higado, rinones, sesos, médula espinal, lengua, intestinos, panza y corazén. Considerando el
peso promedio de cada uno de ellos, fue posible estimar que el volumen de visceras
generadas anualmente en rastros y mataderos, considerados con niveles de riesgo alto y
muy alto, asciende a, 253.34 toneladas obtenidas de ovinos y caprinos.

Resistencia a los antibioticos.

22



La resistencia antibidtica es un fendmeno biolégico natural debido a las mutaciones y
a la gran capacidad de las bacterias de transferir horizontalmente su material genético,
existiendo una clara correlacidn entre el uso de antibidticos y la resistencia bacteriana
(Lahey, 2011).

Segun la OMS (Organizacién Mundial de la Salud), existen principalmente dos
métodos de supervision de resistencia: in vivo (fracasos terapéuticos) o in vitro (estudios en
el laboratorio, en “tubos de ensayo”). Dentro de los métodos in vitro, estan los fenotipicos
(Kirby-Bauer o concentracion minima inhibitoria) y los moleculares cuando se hacen pruebas
genéticas. La vigilancia molecular, se basa en la identificacién de genes que codifican los
mecanismos de resistencia en las bacterias y que representan el futuro de la vigilancia de
resistencia antibidtica. Estos genes suelen expresarse mas ante el uso de un antibiético
especifico, sin embargo, pueden generar también resistencia cruzada, afectando otros
antibidticos de la misma clase o con el mismo mecanismo de accién, incluso a compuestos
de familias diferentes (Mc Donell and Rusell, 1999; Anderson, 2010; Santos et al., 2010).

El fenotipo de resistencia antibidtica es perceptible gracias a la presencia de uno o
mas mecanismos moleculares de resistencia antibiética en la bacteria. Dentro de los tipos de
mecanismos moleculares de resistencia destacan por su relevancia: inactivacién enzimatica,
alteraciones en el sitio blanco y alteraciones de la permeabilidad (Boza y Barrentes, 2001;
Tenover, 2006).

Las enterobacterias a nivel mundial presentan alta resistencia hacia ampicilina (-
lactamico), trimetoprim-sulfametoxazol, tetraciclina, cloranfenicol y acido nalidixico por lo que
hay que determinar la prevalencia de los diferentes genes relacionados a nivel molecular
(Tenover, 2006; Cabrera et al., 2007; Mosquito et al., 2011).

Para que se desarrolle la resistencia son necesarias dos condiciones:
a) El contacto persistente del microorganismo con el antibiético.

b) El contacto debe darse con una concentracion de antibiético que permita la
supervivencia del microorganismo (Antunes et al., 2013).

Desde un punto de vista genético, son dos los principales mecanismos que gobiernan
la presentacién de resistencias:

a) Transmision Vertical: mutacion de un gen existente.

b) Transmision Horizontal: Adquisicion de un nuevo gen que gobierna la resistencia a
partir de otras bacterias (Gimeno y Ortega, 2005)

La transmision horizontal tiene 3 mecanismos de transferencia de genes entre
bacterias:

a) Conjugacion: las bacterias se ponen en contacto y hay transmisién directa de ADN
de una bacteria donante a una receptora.

b) Transformacién: liberacién de material genético en el medio extracelular y su
captacion por otra bacteria.
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¢) Transduccion: transferencia por medio de virus bacteriéfagos que actuan como
vectores de una bacteria donante a una receptora (Antunes et al., 2013; Gimeno y
Ortega 2005).

Esto demuestra que la transmisién no solo se lleva a cabo de forma vertical entre la
descendencia, también se lleva acabo de manera lateral a individuos no necesariamente
emparentados, con los que termina compartiendo trozos de su genoma (Mosquito et al.,
2011; Antunes et al., 2013).

Los mecanismos que producen resistencia a los farmacos antibacterianos incluyen; la
produccidon de enzimas por bacterias, que destruyen o inactivan el compuesto y la reduccién
de la permeabilidad de las bacterias. Las bacterias también pueden desarrollar rutas
metabdlicas alternativas a aquellas que resultan inhibidas por la sustancia antibacteriana, los
antibiéticos pueden eliminarse de la bacteria o pueden alterarse estructuralmente la diana de
este. La alteracion del sitio diana y la destruccion enzimatica del agente son probablemente
los mecanismos mas habituales por los que puede ocurrir la resistencia (Quinn et al., 2005).

Mecanismos bioquimicos de la resistencia a antibiéticos.

1.- Inactivacion enzimatica del antibidtico: consiste en la sintesis por parte de las
bacterias a ciertas enzimas que modifican la estructura de la molécula antibiética
provocando la anulacién de su funcién, el ejemplo mas tipico es la produccion de -
lactamasas, este mecanismo depende muchas veces de plasmidos resistentes
(Gimeno y Ortega, 2005).

La presencia de B-lactamasas de espectro extendido mediadas por plasmidos es
cada vez mas preocupante, la mayoria son mutantes e hidrolizan a las cefalosporinas
y las penicilinas (Zavod, 2004).

2.- Disminucion de la permeabilidad hacia el antibidtico: por modificacién de una
barrera preexistente como el cambio en determinadas porinas de membrana que
imposibilitan el paso del farmaco, por extrusiéon activa del antibiético como ciertos
plasmidos “R” que contienen transposones que codifican un sistema para bombear
tetraciclina desde el interior bacteriano hacia el exterior en contra del gradiente de
concentracién, también puede ser por alteracion del mecanismo de transporte
especifico del antibiético, en E. coli la cicloserina entra a provechando el sistema de
transporte de la valina o de la glicina, por la que determinados mutantes incapaces de
transportar estos aminoacidos son resistentes a la glicoserina (Gimeno y Ortega,
2005).

3.- Modificacién quimica de la diana del antibidtico: ciertas modificaciones que
afectan a las estructuras bacterianas donde actuan los antibidticos imposibilitan la
accion de estos (Gimeno y Ortega, 2005).

4.- Sintesis de una nueva enzima resistente: estas nuevas enzimas presentan mas
resistencia a la accion de los antibiéticos por su menor afinidad a estos (Gimeno y
Ortega, 2005).
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.  JUSTIFICACION.

A pesar de que la informacion sobre este microrganismo es amplia alrededor del
mundo y que es considerado como un factor de riesgo importante para la salud publica, en el
Estado de México la informacion es escaza, siendo la entidad federativa con la mayor
produccién y sacrificio de ovinos en el pais.

En México existen patotipos de Escherichia coli en ovinos, de manera natural, que
pueden estar involucrados en enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA’s) por lo que
consideramos que el conocimiento de las moléculas implicadas en la fisiopatogenia
bacteriana constituye la base racional para el desarrollo de estrategias preventivas viables.

Los diferentes factores de virulencia atribuidos a cada clasificacién pueden contribuir
a la presentacién de brotes de enfermedades gastrointestinales en la poblacién humana.
Con la ayuda de la biologia molecular, concretamente el PCR, se puede realizar una
adecuada caracterizacion para poder determinar la presencia de patotipos diarrégenicos de
E. coli y saber si pudieran llegar a representar un posible factor de riesgo que pudieran estar
presentes en los ovinos muertos en un rastro del Estado de México.
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IV. HIPOTESIS.

Los aislamientos de Escherichia coli obtenidos de ovinos sacrificados en el Estado de
México, pertenecen a 5 patotipos diarrogénicos (STEC, EPEC, ETEC, EIEC y EAEC) de E.
coli.

Los aislamientos de E. coli productores de toxina shiga (STEC) son portadores de las
principales variantes de stx;: Stxy,, Stxyc StxsqYy las variantes de stx, : Stxo, StXap  StXoe StXaq Y
Sthg

Los aislamientos de E. coli obtenidos presentan 50% de resistencia antimicrobiana a
los antibidticos B-lactamicos, quinolonas, tetraciclinas y aminoglucdsidos.
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V. OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL.

Realizar la caracterizacion molecular de los aislamientos de Escherichia coli
obtenidos a partir de hisopados rectales y de canal en ovinos faenados en un rastro del
Estado de México.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Realizar la serotipificacion de los aislamientos mediante el esquema de
serotipificacion de referencia de antigenos somaticos y flagelares (O/H).

Identificar los patotipos de E. coli , sugeridos por la serotipificacion, a través de la
deteccién de los principales genes de virulencia (PCR)

Identificar las variantes stx;: stxy,, Stxsc Stxiqy las variantes de stx, : stxz, Stxzp
StXae, StXoq, StXze StXory Stxag de los aislamientos STEC, por medio de la prueba de
PCR

Identificar los grupos filogenéticos, mediante el sistema modificado de Clermont et
al., 2013

Determinar la resistencia fenotipica a Quinolonas, R-lactamicos, Aminoglucosidos
y Tetraciclinas, a los aislamientos con algun patotipo confirmado, mediante la
prueba de Kirby-Bauer.

Identificar genes de resistencia (bla-tem, sul 1, sul 2, tetA y tetB), a los
aislamientos con algun patotipo confirmado por medio de la prueba de PCR
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VL. MATERIAL Y METODO.

Determinacion del tamaiio de la muestra.

Para determinar el tamano de la muestra se utilizé la formula para poblaciones finitas
(Waine, 1991) considerando una prevalencia del 12.3% de STEC (Etcheverria et al., 2010),
se tomo el numero de animales sacrificados semanalmente, teniendo un total de 900 ovinos,
un nivel de confianza del 95 % (Wayne, 1991) obteniéndose una n de 140. El muestreo se
realizé durante los meses de septiembre del 2017 a enero del 2018, fueron recolectadas 321
muestras en total, de las cuales 162 fueron de canal y 159 muestras fueron de hisopado
rectal.

n= Nzpg
d*(N-1) z%pq

Donde:

n= tamafio de muestra

N= poblacion

z= intervalo de confianza (1.96)
p= prevalencia (12.3%)

q=1-p

d= significancia

Sustitucién
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n= 188(1.96)?

n= 188(1.96)(.20) (.80)
(0.05)2(188-1)+ (1.96)%(.20) (.80)
n= 115.55

0.4675 + 0.614656
n= 115.55

1.082150

N= 140
(Waine, 1991)

Toma de muestras de hisopado rectal y canal en el rastro municipal.

Una vez que a los ovinos se les retiro la piel y previo a la evisceracion por parte del
personal de rastro, fue introducido un hisopo estéril para obtener la muestra de heces
frescas. Se utilizaron hisopos con medio de transporte Stuart para evitar la desecacion de la
muestra. Las muestras fueron identificadas con los siguientes datos: fecha y tipo de muestra.

La muestra de la canal se tomo6 después del lavado y antes de ser sometidas a
refrigeracion, se utilizé el método no destructivo con un hisopo en peptona al 0.1%+NaCl al
0.85 % segun lo recomendado por la Union Europea (Official Journal of the European
Community L165/48. European Directive 2001/471/EC.). Posteriormente cada hisopo se
deposité en un tubo tipo Falcdn con 25 ml de agua peptonada al 1 %.

Los hisopos, fueron transportados inmediatamente, en condiciones de refrigeracion,
al area de bacteriologia del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados en Salud Animal
(CIESA) de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Auténoma del
Estado de México.

Aislamiento bacteriolégico de E. coli e identificaciéon bioquimica.

Las muestras fueron inoculadas en agar Mc-Conkey (SMAC, Beckton Dickinson,
USA). Después de 24 horas de incubacion a 37°C, las colonias de color rosado se
sembraron en agar Eosina-azul de metileno (EMB) (SMAC, Beckton Dickinson, USA) para
observar el caracteristico brillo metalico, se realizé una tincién de Gram, para observar su
morfologia seleccionandose las cepas sugerentes de E. coli (USDA, 2002), estas colonias
fueron identificadas por pruebas bioquimicas: TSI, SIM, RMVP, Urea, malonato, fenilalanina,
gluconato, citrato y sorbitol (Farmer 1995) (Departamento de Salud Publica. Facultad de
Medicina. UNAM), se realizé la interpretacién de acuerdo con lo establecido por la USDA
2015.
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Los aislamientos confirmados como E. coli se congelaron a -80°C en caldo infusion
cerebro corazéon (BHI) con glicerol 50% con el fin de conservar los aislamientos para su
posterior uso.

Serotipificacion.

Se realiz6 segun el procedimiento descrito por Orskov and Orskov (1984). Fueron
empleados sueros especificos anti-O y anti-H (SERUNAM, México) para 187 antigenos
somaticos y 53 flagelares.

Antigeno somatico O: El procedimiento consistié en inocular en un tubo de 16 x 150
mm con 10 pL (inclinado) TSA que se incubd a 24 + 2 h a 37°C, posteriormente se colocé 10
ML de solucidon salina, fue agitado para poder obtener la bacteria fresca y se procedid a
vaciar en un tubo. Dicho tubo se calenté a vapor fluente a 100°C durante 2 horas,
posteriormente se adicionaron 10 yL de formalina para obtener el antigeno.

En una placa de 96 pozos se colocaron 100 uL de cada uno de los sueros (167), y en
cada pozo se colocaron 50 pL del antigeno, fueron cubiertos los pozos con plastico y se
incubaron a 24 + 2 h a 50°C. La lectura se realizé anotando todos los sueros que mostraron
aglutinacion. De cada uno de los sueros en donde hubo aglutinacion se realizaron diluciones
para lo cual se colocaron en el primer pozo 100 uL del suero y en los 7 pozos restantes 50
ML de solucion salina, se realizaron las diluciones tomando 50 pL de pozo 1 al 8,
posteriormente en cada pozo se colocaron 50 uL de antigeno. Fueron incubados a24 £2 h a
37°C. por ultimo, se realizd la lectura tomando los titulos encontrados (OMS, 2005).

Antigeno somatico H: El procedimiento consistid en inocular el medio de Craigie
fraccionado en tubo de ensayo con varilla de vidrio al centro se inoculé en el centro de la
varilla hasta la mitad. Fueron incubados a 37°C, se reviso el crecimiento cada 24 horas para
determinar si hay movilidad de las bacterias, una vez observada la movilidad, se tom6 una
porcion del medio y se inoculo en biotriptasa y se incubo 24 + 2 h a 37°C. Posteriormente se
adiciono 10 L de formalina para obtener el antigeno.

En una placa de 96 pozos se colocaron 100 pL cada uno de los sueros (75), y en
cada pozo se colocaron 50 uL del antigeno, fueron cubiertos los pozos con plastico para ser
incubados a 24 + 2 h a 50°C. La lectura se realiz6 anotando todos los sueros que
aglutinaron. De cada uno de los sueros en donde hubo aglutinacion se realizaron diluciones
partiendo con sueros puros mismo que se colocaron en el primer pozo 100 pL colocando en
los 7 pozos restantes 50 pL de solucion salina, y se realizaron las diluciones tomando 50 L
de pozo 1 al 8, posteriormente en cada pozo se colocaron 50 yL de antigeno. Fueron
incubados durante 24 + 2 h a 37° C para realizar la lectura anotando los titulos encontrados.

Factores de virulencia.

Para identificar la presencia de cepas STEC, se analizaron por PCR, la presencia de
los genes stx; y stxp, utilizando los cebadores y condiciones descritas por Scheutz et al.
(2012) (Cuadro 2).
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Para identificar la presencia de cepas EPEC, se analizaron por PCR, la presencia de
los genes eae y bfp, utilizando los cebadores y condiciones descritas por Kong et al. (2002) y
Gunzburg et al. (1995) respectivamente (Cuadro 2).

Para identificar la presencia de cepas ETEC, se analizaron por PCR, la presencia los
genes de los genes LT y STp, utilizando los cebadores y condiciones descritas por Sjoling et
al. (2007) (Cuadro 2).

Para identificar la presencia de cepas EIEC, se analizaron por PCR, la presencia del
gen ipah, utilizando los cebadores y condiciones descritas por Li et al. (2009) (Cuadro 2).

Para identificar la presencia de cepas EAEC, se analizé por PCR, la presencia del
gen aggR, utilizando los cebadores y condiciones descritas por Czeczulin et al. (1999)
(Cuadro 2).

Los productos del PCR se visualizaron por electroforesis en geles de agarosa al 2%
tefido con bromuro de etidio.

Cuadro 2. Iniciadores utilizados para detectar genes de virulencia

Gen secuencia (5’ - 3’) Tamafio (pb) Referencia
GTACGGGGATGCAGATAAATCGC

vix1 209
AGCAGTCATTACATAAGAACGYCCACT

GGCACTGTCTGAAACTGCTCCTGT

627 Scheutz et al. (2012)
2 ATTAAACTGCACTTCAGCAAATCC
vix.
CGCTGTCTGAGGCATCTCCGCT 62
5
TAAACTTCACCTGGGCAAAGCC
TCAATGCAGTTCCGTTATCAGTT
eae 482 Kong et al. 2002
GTAAAGTCCGTTACCCCAACCTG
AATGGTGCTTGCGCTTGCTGC
Bfp 300 Gunzburg et al., 1995
GCCGCTTTATCCAACCTGGTA
ACGGCGTTACTATCCTCTC
LT 273
TGGTCTCGGTCAGATATGTG
Sjoling et al., 2007
TCTTTCCCCTCTTTTAGTCAG
STp 166
ACAGGCAGGATTACAACAAAG
TGGAAAAACTCAGTGCCTCT
ipaH 423 Li et al., 2009
CCAGTCCGTAAATTCATTCT
CTAATTGTACAATCGATGTA
aggRr 308 Czeczulin et al., 1999
ATGAAGTAATTCTTGAAT
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Determinacidén de las variantes de la toxina shiga.

Para identificar la presencia de las variantes de toxina shiga 1 y 2 se analizaron, por
PCR, la presencia de los genes: StXqa, StX1c, StX1q, StX2a, StXop StXze StXagq StXze StXory StXog
utilizando los cebadores y condiciones descritas por Scheutz et al. (2012) (Cuadro 3).

Los productos del PCR se visualizaron por electroforesis en geles de agarosa al 2%
tefido con bromuro de etidio.

Cuadro 3. Iniciadores utilizados para detectar las variantes de la toxina shiga

Gen Secuencia (5’ — 3’) Tamafio (pb) Referencia

vix1a
vix1a-F1 CCTTTCCAGGTACAACAGCGGTT 478
vix1a-R2 GGAAACTCATCAGATGCCATTCTGG

vixic
vix1c-F1 CCTTTCCTGGTACAACTGCGGTT 252
vix1c-R1 CAAGTGTTGTACGAAATCCCCTCTGA

vix1d
vix1d-F1 CAGTTAATGCGATTGCTAAGGAGTTTACC 203
vix1d-R1 CTCTTCCTCTGGTTCTAACCCCATGATA

vix2a
vix2a-F2 GCGATACTGRGBACTGTGGCC 349 Scheutz et al, 2012
vix2a-R3 CCGKCAACCTTCACTGTAAATGTG
vix2a-R2 GGCCACCTTCACTGTGAATGTG 347

vix2b
vix2b-F1 AAATATGAAGAAGATATTTGTAGCGGC 251
vix2b-R1 CAGCAAATCCTGAACCTGACG

vix2c
vtx2c-F1 GAAAGTCACAGTTTTTATATACAACGGGTA 177
vix2c-R2 CCGGCCACYTTTACTGTGAATGTA

vitx2d 179
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vix2d-F1 AAARTCACAGTCTTTATATACAACGGGTG

vix2d-R1 TTYCCGGCCACTTTTACTGTG
vix2d-R2 GCCTGATGCACAGGTACTGGAC 280
vix2e
vix2e-F1 CGGAGTATCGGGGAGAGGC 411
vix2e-R2 CTTCCTGACACCTTCACAGTAAAGGT
vix2f
vix2f-F1 TGGGCGTCATTCACTGGTTG 424
vix2f-R1 TAATGGCCGCCCTGTCTCC
vix2g
vix2g-F1 CACCGGGTAGTTATATTTCTGTGGATATC 573
vix2g-R1 GATGGCAATTCAGAATAACCGCT

Determinacion de grupos filogenéticos.

Se realiz6 la PCR cuéadruplex para identificar los grupos filogenéticos (A, B1, B2, C,
D, E y F) los iniciadores utilizados fueron descritos por Clermont et al. (2013), para detectar
los genes chuA, yjaA, arpA y el fragmento TspE4.C2 (Cuadro 4).

Los productos del PCR se visualizaron por electroforesis en geles de agarosa al 2%
tefido con bromuro de etidio.

Cuadro 4. Iniciadores utilizados para determinar grupos filogenéticos

Gen Secuencia (5’ — 3’) Referencia

chuA ATGGTACCGGACGAACCAAC 288
TGCCGCCAGTACCAAAGACA

yjaA CAAACGTGAAGTGTCAGGAG 211
AATGCGTTCCTCAACCTGTG

Clermont et al. (2013)
TspE4.C2 CACTATTCGTAAGGTCATCC 152

AGTTTATCGCTGCGGGTCGC

arpa AACGCTATTCGCCAGCTTGC 400
TCTCCCCATACCGTACGCTA
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Pruebas de sensibilidad antimicrobiana.

La sensibilidad antimicrobiana se evalué mediante una prueba de difusién con discos
estandarizada por el Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI 2017). Se usaron como
controles las cepas de E. coli ATCC 25922 y ATCC 35218 del American Type Culture
Collection (ATCC). Se preparo el inoculo bacteriano de cada aislamiento en tubos de ensayo
con caldo Mueller Hinton (MH) (SMAC, Beckton Dickinson, USA) con un patrén de turbidez
de 0.5 en la escala de McFarland lo que equivale aproximadamente de 1 a 2 x 10® unidades
formadoras de colonias (UFC). Se introdujo en el tubo de ensayo inoculado un hisopo estéril
de algodén el cual se sumergido completamente y se froté un poco en las paredes del tubo
para retirar el exceso de liquido de este quedando listo para inocular la placa (CLSI, 2017).

Para sembrar las cajas petri con agar MH, se estrid el hisopo con la suspension de
bacteria sobre toda su superficie en forma paralela y compacta, este paso se repiti6 dos
veces mas rotando la placa aproximadamente 60 grados cada vez para asegurar una
distribucion uniforme del inéculo, finalmente se barrié el hisopo sobre el borde de la placa;
cada caja sembrada se dejo secar durante 2-3 min. (CLSI, 2017).

Dentro de los 15 min posteriores que las cajas de petri fueron sembradas, se
procedid a colocar los multidiscos con una pinza estéril, asegurandose de que hagan
contacto con la superficie del agar. Posteriormente las placas se invirtieron e incubaron por
18 hrs a 35 £ 2°C (CLSI, 2017). La lectura se realiz6 midiendo el didmetro del halo de
inhibicion en mm con un vernier. Los aislamientos sé clasificaron como susceptibles (S),
intermedios (1) o resistentes (R) de acuerdo con los estandares de CLSI (CLSI, 2017).

Se ocuparon sensidiscos de: ampicilina 10 pg (AM), cefalotina 30 pg (CF),
ceftazidima 30 pg (CFZ), amikacina 30 pg (AMK), ciprofloxacino CPF (5 ug), gentamicina GM
(10 pg), fosfomicina FO (50 ug), netilmicina NET (30 ug), sulfametaxol-trimetropim STX (25
ug), norfloxacina NOR (10 ug), nitrofuranos MAC (300 pg y tetraciclina TE (30 pg) (BBL™
Sensi-Disc™ Becton Dickinson. USA).

Genes de Resistencia antibiotica.

Para identificar la presencia de genes de resistencia a B-lactamicos, tetraciclinas y
sulfonamidas, se analizaron por PCR, los genes: bla-tem, tetA, tetB, sul1y sul2.

La identificacién molecular de los genes de resistencia antimicrobiana se llevé a cabo
mediante la técnica de PCR utilizando los cebadores y condiciones descritas por Kerrn et al.
(2002), Marti et al. (2006) y Dallene et al. (2010), respectivamente (Cuadro 5).

Los productos del PCR se visualizaron por electroforesis en geles de agarosa al 2%
tedido con bromuro de etidio, como controles positivos se tomaron aislados de Escherichia
coli ATCC 25922.

Cuadro 5. Iniciadores utilizados para detectar genes de resistencia.

Gen secuencia (5’ — 3’) Tamafio (pb) Referencia
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sul1

sult F CGG CGT GGG CTA CCT GAACG 433
sull R GCC GAT CGC GTGAAGTTCCG 3
Kerrn et al. (2002)
sul2
sul2 F GCG CTC AAG GCA GAT GGC ATT 293
sul2 R GCG TTT GAT ACC GGC ACC CGT
tetA
tetAF GTA ATT CTG AGC ACT GTC GC 950
tetAR CTG CCT GGA CAACAT TGC TT
Marti et al. (2006)
tet B
tet BF GTT AGG GGC AAGTTT TG 650
tet BR GTA ATG GGC CAATAA CAC CG
BlaTEM
MultiTSO-T BlaTEM F  CAT TTC CGT GTC GCC CTTATTC 800 Dallenne et al. (2010)

MultiTSO-T BlaTEM R CGT TCATCC ATAGTT GCCTGAC

VIl. RESULTADOS.
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Una vez realizado el proceso de serotipificacion a los aislamientos obtenidos y con
base a los diferentes serogrupos O y diferentes serotipos O:H, segun Sheutz and Strockbine
(2001) arrojo cinco posibles patotipos diarrogénicos que fueron confirmados posteriormente
mediante la expresién de los diferentes genes de virulencia por medio de PCR (Cuadro 6).

Cuadro 6. Posibles Patotipos detectados por serotipificacion

SEROGRUPOS SEROTIPOS
Enteroagregativas (EAggC) Enterotoxigénicas en Humano (ETEC)
Enterotoxigénicas en Humano (ETEC) Productora de toxina shiga en Humano (STEC no 0157)
Enteroptagenas (EPEC) Productora de toxina shiga en Animales (STEC no O157)
Productora de toxina shiga en Alimento de origen Animal. (STEC
Enteroinvasiva (EIEC) no O157)

Productora de toxina shiga en Humano (STEC no 0157)

Productora de toxina shiga en Alimento de origen Animal. (STEC no O157)

De los 90 aislamientos de E. coli, 49, 54% (49/90) expresaron al menos un factor de
virulencia correspondiente a algun patotipo diarrogénico y 41, 46% (41/90) aislamientos no
expresaron algun factor de virulencia, por lo que podrian considerarse como aislamientos de
E. coli comensales. (Cuadro 7)

Se realiz6 la deteccion de los principales genes de virulencia correspondientes a los 5
posibles patotipos: STEC (stx4, stx; y eae), EPEC (eae y bfp), ETEC (LT y stp), EIEC (ipaH)y
EAEC (aggR). Una vez realizado el PCR punto final para detectar los principales genes de
virulencia fueron confirmados 4 patotipos: STEC 47.7% (43/49), EPEC 3.3% (3/49), ETEC
2.2% (2/49) y EIEC 1.1% (1/49) para el patotipo EAEC ninguno de los aislamientos con
posibilidad de posesion del gen aggR; expresé dicho gen (Cuadro 7).

Cuadro 7. Aislamientos sin factores de virulencia y patotipos detectados.

Patotipo Aislamientos N (%)
Sin F. V. 41 (46%)
STEC 43 (47.7%)
EPEC 3 (3.3%)
ETEC 2 (2.2%)
EIEC 1(1.1%)
TOTAL 90

Se detectaron seis serotipos de importancia en salud publica de México: 06, O8,
O79:H19, 091:H10 y O146:H21 (Eslava et al., 1994), 90.9% (10/11) aislamientos fueron del
recto y 1 de canal, 9.09% (1/11), 90.9% (10/11) de los aislamientos pertenecen al grupo
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filogenético B1 (comensal) y 1 aislamiento pertenece al grupo filogenético C (extraintestinal),
se logré detectar un aislamiento O104, serogrupo que esta clasificado como contaminante de
la carne por la legislacion europea (EFSA, 2013). Los serotipos 06, O104:H2 y O91:H10 han
sido detectados como causantes de SHU (Sheutz and Strockbine, 2001). Estos aislamientos
también expresaron MRA, dos aislamientos expresaron MRA para MAC-AM-TE y un
aislamiento expreso MRA para MAC-AM-TE-SXT (Cuadro 8).

Se detectaron 47.7% (43/90) aislamientos que expresaron stx; (Figura No 1), y/o stx;
(Figura No 2) y/o eae, por lo que pueden ser considerados como STEC; sefalando que un
solo aislamiento expreso stx-eae y se clasificaria como tSTEC (STEC tipico) potencialmente
virulento mientras que el resto de los aislamientos al no expresar el gen eae son clasificados
como aSTEC (STEC atipico) de bajo potencial virulento (Cuadro 8).

Cuadro 8. Aislamientos STEC de importancia en Salud Publica.

Gen de virulencia Perfil de resistencia Gen de resistencia
Aislamiento Serotipo Muesta — ____ GF
stx1 stx2 MAC AM TE SXT tetA tetB sul 1 sul2  bla-tem
B15 06:NM Recto 1c Cc X X
E16 0O8:NM Recto 1c B1 X X X
C23 0146H21 Recto 1c 2b-2g B1 X X
Z3 0146:H21 Recto 1c B1 X X X X X
Z19 0146:H21 Recto 1c B1 X
c27 091:H10 Recto 1c B1 X X X
217 0O76:H19 Recto 1a-1c B1 X X
zZ21 0O76:H19 Recto 1c B1 X X
726 0O76:H19 Recto 1c B1 X X X
732 0O76:H19 Recto 1a-1c B1 X X X
734 0O76:H19 Recto 1a-1c 2b-2g B1 X X X
D28 0104:H2 Canal 1c B1 X X
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Figura No 1. Amplificacién de ADN por PCR para el gen vix1

12 3 4 5 6 78 9 10 111213 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Vitx1 209 pb. Carriles 1, 2, 3, 4 muestras +, carill 5,6, 7 muestras -, carril 8 muestra + carril
9 muestra -, carril 10,11,12,14 muestras +, carril 15 control — S. aureus, carril 16 control +
(EDL933), carril 17 MPM, carril 18,19 muestras +, carril 20 muestra-, carriles 21, 22, 23,
24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, muestras positivas.

Figura No 2. Amplificacién de ADN por PCR para el gen vix2

12 3 4 5 6 78 9 10 111213 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 2728 29 30

VTX 2 pesa 627 pb. Carril 1,2,3,4,5,6,7,8,91,0,11,12,13 muestras -, carril 14 control -
S.aureus carril 15 MPM, carril 16 control + (EDL933), carril 17, 18,19 muestras -, carril 20
muestra +, carril 21,22,23,24,25 muestras -, carril 26, 27 muestras +, carril 28,29 y 30
muestras —

Siete aislamientos expresan los genes para las variantes de stx,-stx, de la siguiente
manera: 42.8% (3/7) para Stxs Stxag, 14.2% (1/7) para Stx1,-StX1o-Stxag, 14.2% (1/7) para
StX1c-StX2p-StXag, 14.2% (1/7) para Stxs-Stxz, y por ultimo 14.2% (1/7) de stxq4-Stx1c-StXap-
Stxzg. (Cuadro 9). Las imagenes de la amplificacion para los genes Stx1a,StX1c,StX14, StX2p Y
Stxog Se encuentran en las Figuras No.3, 4, 5 6 y 7 respectivamente.
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Figura No 3. Amplificacién de ADN por PCR para el gen vix71a

1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 11 12 13 14 15 16
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El gen vix1a pesa 478 pb. Carril 1 MPM, carril 2 control +, carril 3 control +, S. aureus,
carril 4 muestra +, carril 5 +, carril 6-7 muestra -, carril 8 muestra +, carril 9 muestra -,
carril 10-15 muestra + y carril 16 MPM.

Figura No 4. Amplificacién de ADN por PCR para el gen vix1c.

123 4 56 7 891011121314 151617 18 19 2021222324 25 26 2728 29 30...31

geetceqgqaqa

El gen vix1c pesa 252 pb. Carril 1 MPM, carril 2 control +, carril 3 control -, S. aureus,
carril 3 control - S. aureus, carril 4-15 muestra +, carril 16 muestra -, carril 17-18 muestra
+, carril 19 muestra -, carril 20-24 muestra +, carril 25 muestra -, carriles 26-30 muestra +,
carril 31 mpm.
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Figura No. 5 Amplificacion de ADN por PCR para el gen vix1d

1 2 3 4 567 8 9101112 13 14 15 16 1718192021222324252627 28 29 30

El gen vtx1d 202 pb. Carril 1 MPM, carril 2 control — S.aureus, carril 3 control +, carriles 4-
27 muestras -, carril 28 muestra +, carril 29 muestra — y carril 30 MPM.

Figura No.6 Amplificaciéon de ADN por PCR para el gen vix2b.

El gen vix2b pesa 251 pb. Carril 1 MPM, carril 2 control + carril 3 control - S.aureus,
carriles 4-7 muestra -, carril 8-10 muestra +,carril 11 MPM.
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Figura No.7 Amplificacién de ADN por PCR para el gen vix2g.

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

El gen vix2g pesa 573 pb. Carril 1 MPM, carril 2 control + carril 3 control - S.aureus, carril
4 muestra -, carriles 4-6 muestras -, carriles 7-10 muestra + y carril 11-12 muestra - y carril
13 muestra +

Para los aislamientos STEC la distribucion por grupos filogenéticos es de la siguiente
manera: Filogrupo A 2.3% (1/43), Filogrupo B1 90.7% (39/43), Filogrupo B2 2.3% (1/43),
Filogrupo C 2.3% (1/43) y Filogrupo F 2.3% (1/43) (Cuadro 9).

En el caso de la resistencia antimicrobiana de E. coli productora de toxina shiga
(STEC) se observa que el mayor porcentaje de resistencia fue para: nitrofuranos (MAC) con
100% (43/43) seguido de ampicilina (AM) con 72.09% (31/43), tetraciclina (TE) con 30%
(13/43) y por ultimo trimetropim sulfametoxasol (TSX) con 6.9% (4/43) (Cuadro 9).

La multiresistencia antibidtica (MRA) que expresan los aislamientos STEC se
presentd en 27.9% (12/43) de los cuales 18.6% (8/43) expreso MRA para MAC-AM-TE y
9.3% (4/43) expres6 MRA para MAC-AM-TE-SXT (Cuadro 9).

Se reporta un 27.9% (12/43) de aislamientos STEC que expresa al menos un gen de
resistencia a los antibioticos: nueve aislamientos expresan el gen tetB, un aislamiento el gen
tetA, dos aislamientos el gen sul2, un aislamiento el gen su/7 y un aislamiento los genes
sul1- tetB (Cuadro. 9).
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Cuadro 9 Serotipo, grupo filogenético, perfil de resistencia y genes de resistencia los
aislamientos STEC

Gen de virulencia

Perfil de resistencia

Gen de resistencia

Aislamiento Serotipo Muestra G.F
stx1 stx2  eae MAC AM TE SXT fetA tetB Sull Sul2 bla-tem
E44 053:H51 Recto 1c A X X X
734 O76:H19 Recto 1a-1c 2b-2g B1 X X X
B7 0146:H8 Recto  1a-1c 29 B1 X X X X
Z12 091:H28 Recto  1a-1c B1 X X
Z13 091:H42 Recto  1a-1c B1 X X
Z14 091:H47 Recto  1a-1c B1 X X
Z16 037:H10 Recto  1a-1c B1 X X
z217 O76:H19 Recto  1a-1c B1 X X
725 0174:H16 Recto  1a-1c B1 X X X
732 O76:H19 Recto  1a-1c B1 X X X
Z20 O70:H10 Recto  1a-1c B1 X
729 O(NT):H16 Recto  1a-1c B1 X
C24 0185:NM Recto 1c 2b B1 X X X X
C23 0146:H21 Recto 1c 2b-2g B1 X X
V22 0100:H28 Recto 1c 29 B1 X X X
V5 0176:H21 Recto 1c 29 B1 X X X
V15 0176:NM Recto 1c B1 X X X X
C28 084:H14 Recto 1c B1 X X X X
Z3 0146:H21 Recto 1c B1 X X X X X
E16 08:NM Recto 1c B1 X X X
726 O76:H19 Recto 1c B1 X X X
D26 034:H14 Canal 1c B1 X X X X
V25 0100:H21 Recto 1c B1 X X
B1 06:H16 Recto 1c B1 X X
c27 091:H10 Recto 1c B1 X X
E15B 032:H27 Recto 1c B1 X X
E20 032:H7 Recto 1c B1 X X
E30 032:H7 Recto 1c B1 X X
Z5 0174:H16 Recto 1c B1 X X
Z9 0340145:H45 Recto 1c B1 X X
Z18 091:H47 Recto 1c B1 X X
C3 096:H20 Canal 1c B1 X X
D28 0104:H2 Canal 1c B1 X X X
V13 0146:H10 Recto 1c B1 X X
C28B O(NT):H14 Recto 1c B1 X
Z19 0146:H21 Recto 1c B1 X
Z21 O76:H19 Recto 1c B1 X X
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B13C 0150:NM Canal 1c B1 X X

72 O(NT):H34 Recto 1c ege B1 X X X X X
E18 08:H2 Recto 1c-1d B1 X X X

B3 0176:NM Recto 1c B2 X X

B15 O6:NM Recto 1c Cc X X

V11 0153:NM Recto 1c 29 F X X X

Ampicilina (AM), trimetropim sulfametaxol (STX), nitrofuranos (MAC) y tetraciclina (TE)

Los aislamientos EPEC, 3/90 (3.3%) expresaron eae (Figura No 8) clasificados como
EPEC, estos tres aislamientos al no expresar el gen Bfp es considerado como aEPEC
(EPEC atipico). Para los aislamientos EPEC, la distribucién por grupos filogenéticos es de la
siguiente manera: Filogrupo B1 100% (3/3)

En el caso de la resistencia antimicrobiana de E. coli enteropadgena (EPEC) se
observa que el mayor porcentaje de resistencia fue para: nitrofuranos (MAC) con 100% (3/3),
seguido de ampicilina con 66.6% (2/3) y por ultimo tetraciclina (TE) y trimetropim
sulfametoxasol (TSX) con 33.3% (1/3) un solo aislamiento expreso el gen tetb.

Figura No. 8 Amplificacién de ADN por PCR para el gen eae

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1213 14 15 16 17 1819 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

eae 482 pb. Carril 1,2,3,4,5 muestras -, carril 6 muestra +, carril 7,8,9,10,11,12,13,
muestras -, carril 14 control + (E 2369), carril 15 MPM, carril 16 control — S. aureus, carril
17,18,19,20,21,22,23,24,25,26,27,28, 29 y 30 muestras -.
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Figura No. 9 Amplificacién de ADN por PCR para el gen sip.

stp 166 pb carril 1 MPM carril 2 control — S. aureus, carril 3 control + (EDL1257), carril 4
muestra +, carril 5 — 9, muestras negativas.

La MRA para aislamientos EPEC se expres6 en 33.3% (1/3) para MAC-AM-TE-SXT
(Cuadro 10).

Dos aislamientos 2/90 (2.2%) expresaron el gen stp, (Figura No 9) pudiendo
clasificarse como ETEC.

Para los aislamientos ETEC la distribucion por grupos filogenéticos es de la siguiente
manera: Filogrupo B1 100% (2/2).

En el caso de la resistencia antimicrobiana de E. coli enterotoxigénica (ETEC) se
observa que el mayor porcentaje de resistencia fue para: nitrofuranos (MAC) y ampicilina
(AM) con 100% (2/2). Seguido de tetraciclina (TE) con 50% de resistencia (1/2), ningun
aislamiento expreso genes de resistencia.

La MRA para aislamientos ETEC se expresé en 50% (1/2) para MAC-AM-TE
(Cuadro10).

Un aislamiento 1/90 (1.1%) expreso el gen ipah (Figura No 10) pudiendo clasificarse
como EIEC.

Para los aislamientos EIEC la distribucion por grupos filogenéticos es de la siguiente
manera: Filogrupo B1 100%.
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Figura No. 10 Amplificacién de ADN por PCR para el gen ipaH.

1 2 3 4 5 6 7

El gen ipaH pesa 446 pb. Carril 1 MPM, carril 2 control +, carril 3 control -, S. aureus, carril
3 y muestras -, carril 5 muestra +, carril6 y 7 muestras -.

En el caso de la resistencia antimicrobiana de E. coli enteroinvasiva (EIEC) se
observa que fue resistente en un 100 % (1/1) para nitrofuranos (MAC), ampicilina (AM) y
tetracilina (TE) un aislamiento expreso el gen de resistencia tetB.

La MRA para aislamientos EIEC se expres6é en 100%% (1/1) para MAC-AM-TE
(Cuadro 10).

Cuadro 10 Serotipo, Grupo filogenético, perfil de resistencia y genes de resistencia de los
aislamientos EPEC, ETEC y EIEC.

Gen de virulencia Perfil de resistencia Gen de resistencia
Aislamiento Serotipo Muestra G.
eae sip ipah MAC AM TE SXT tetA tetB sull sul2 bla-tem
D3 O(NT):H34 Canal X B1 X x X x X
D53 028ac:H21 Canal X B1 X X
Z15 O(NT):H10 Canal X B1 X X
D15 0105ab:H16  Canal X B1 X x X
D15B 0120:H16 Canal X B1 X X
E3 028ac:H21 Canal X B1 X x X X

Ampicilina (AM), trimetropim sulfametaxol (STX), nitrofuranos (MAC), tetraciclina (TE) y NT Not mobile

La amplificacién de los genes para determinar los grupos filogenéticos de los aislamientos
de los diversos patotipos se encuentran en la Figura No. 11
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Figura No. 11 Amplificacién de ADN por PCR para el gen arpa, chuA, TspE4 y jyA.

1 23 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Carril1 arpA-chuA, carril 2,3 Tsp-chuA-arpA, carril 4 arpA-chuA, carril 5 Tsp-chuA-arpA,
carril 6 Control + (8yja-arpA), carril 7 MPM, carril 8 control + (Tsp-yjA-chuA), carril 9 Tsp-
chuA-arpA, carril 10 arpA-chuA, carril 11, Tsp, arpA, carril 12 chuA, carril 13 Tsp-chuA-
arpA, carril 14 MPM, carril 15 control — (S.aureus), carril 16 Tsp-yjA-chuA, carril 17 Tsp,
arpA, carril 18 muestra -, carril 19 Tsp-chuA-arpA, carril 20 Tsp-yjA-arpA, carril 20 muestra
-, carril 22, 23, 24, 25, 26, 27 Tsp-jyA-arpA, carril 28, 29 y 30 sin muestra.
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VIIl. DISCUSION

Los ovinos sanos son uno de los principales reservorios de Escherichia coli
diarrogénica (ECDA) y es conocida la importancia de este microorganismo como causante
de enfermedades trasmitidas por alimentos (ETA) (Bettelheim, 2000).

Uno de los primeros objetivos de este trabajo fue obtener el porcentaje de frecuencia
de aislamiento para E. coli aislados de ovinos procesados o faenados en rastro (28%), cifra
menor a lo reportado por Mancera-Cuadros et al. (2019) con un 62.5% en rastros del Estado
de México (Xalatlaco, Lerma, Toluca y Zinacantepec) y existe otro porcentaje ain mayor de
un 86.87% reportado por Moreno (2018) obtenido de ovinos faenados en el rastro municipal
de Capulhuac, México (2018).

La serotipificacion continda siendo una herramienta indispensable para la adecuada
clasificacion de los diferentes patotipos diarrogénicos de E. coli, junto con la deteccion de los
diferentes factores de virulencia, por diferentes técnicas propias de la biologia molecular
(Scheutz et al., 2004).

Se han logrado aislar varios serotipos que han sido ligados, a lo largo de la historia,
con diferentes tipos de diarrea inclusive padecimientos mas graves como SHU o CH (Barlow
et al., 2006).

En México, Eslava et al. (1994) dan a conocer una lista con los serotipos y
serogrupos mas comunes de Escherichia coli causante de diarrea y que coincide con cinco
patotipos diarrogénicos de E. coli reportados en la presente investigacion: 06:NM, 08:NM,
076:H19, 091:H10, O146.H21 y O104:H2.

Es importante destacar que el serotipo O146:H21 ha sido reportado en varios trabajos
de investigacion alrededor del mundo como en Brasil tanto en ovinos vivos como en rastro
(Vettorato et al., 2008) y (Maluta et al., 2014) respectivamente, en México con ovinos de
traspatio (Amezquita et al., 2014) y Noruega de ovinos vivos (Urdhal et al., 2003); aunque
existen diferencias en lo concerniente al patrén de genes de virulencia ya que pueden variar
estos, pudiendo tener stx;, stx, y/o stx,—stx;

Los serotipos 06:NM, O91:H10 y O104:H2, reportados en el presente, también han
sido ligados al desarrollo de SHU a nivel internacional (Shuetz and Strockbine, 2015).

El serogrupo 091 reportado en este trabajo, también fue reportado en diversos
paises como Brasil (Vettorato et al., 2008; Maluta et al., 2014) y en ltalia (Varcaise et al.,
2018) con carne de bovinos es importante sefalar que en estos trabajos solo se logré
detectar el serogrupo 091.

El serogrupo O8 ha sido reportado en diversos trabajos de investigacion Akiyama et
al. (2017) lo reporta, pero en bovinos, en corderos con diarrea lo reporta Wani et al. (2003)
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en la India, aunque nuevamente solo reportan el serogrupo O8 y no el serotipo completo
(O8:NM) como en la presente investigacion.

La legislacion norteamericana enuncia a seis serogrupos (026, 045, 0121, 0103,
0145 y O157) considerados como adulterantes o contaminantes de los productos carnicos
(USDA, 2002) en este trabajo de investigacién no encontramos alguno de estos, también
conocidos como los “big six”.

La Comunidad Econdémica Europea, dentro de su legislacion sanitaria (EFSA, 2013)
también ha enlistado varios serogrupos que pueden ser considerados como inaceptables en
cualquier producto carnico (026, 0103, 0104, 0111, 0145y 0O157).

En el presente trabajo de investigacién se logré detectar un aislamiento con el
serotipo 0104:H2, aislado de canal; lo cual puede significar un posible riesgo de
contaminacién cruzada, el serogrupo O104 ha tomado relevancia a nivel sanitaria desde el
brote de SHU en Alemania y varios paises europeos, aunque hay que recordar que en ese
caso el serotipo especifico fue O104:H4 aislado de varios productos de origen vegetal (Mora
etal., 2011)

A raiz de ese brote se ha considerado la presencia de un nuevo patotipo; donde se
ha sugerido la nomenclatura de STEAEC (E. coli enteroagregativa productora de toxina
shiga) (Frank et al., 2011).

Hay que recordar que en el brote de Alemania la variante de la toxina shiga implicada
fue la stxz, y en la presente investigacion se reporta la variante de stxy, sin tener algin gen
de virulencia correspondiente al patotipo EAEC.

Alrededor del mundo hay mas trabajos que reportan el serogrupo O104 como Brett et
al. (2003), en la India con corderos con y sin diarrea y carneros vivos (Wani et al., 2009; Bath
et al.,, 2008; Kumar et al., 2014) en México Navarro et al. (2018) reportaron aislamientos de
bovinos, esta investigacion coincide con el serotipo O104:H2, aunque en ninguno de los
casos anteriormente expuestos se logro aislar en rastro.

Existe una clasificacion propuesta por Mora et al. (2012) que se basa en la
combinacion de los factores de virulencia y los serotipos expresados por el microorganismo,
llamado seropatotipos.

Esta clasificacion nos arroja cinco categorias, de la A-E, siendo la A la asociada a
SHU y brote y como serotipo emblematico el O157:H7, B: asociada a brote y presencia de
SHU con serotipos como 026:H11 y O121:H19, C: asociada a SHU y con serotipos como
0O2:H6 u 0145:H8, D que se asocia con diarrea pero sin brote ni SHU con serotipos como:
0O76:H19 y 0O146:H21 entre otros y E que no se asocia con diarrea, brote o SHU y una
amplia variedad de serotipos.

En el presente trabajo reportamos tres aislamientos O146:H21 y cinco aislamientos
076:H19 que estarian en la categoria de seropatotipo D, asociado a diarrea sin SHU. Cabe
sefalar que en el trabajo de Mora et al. (2012) dichos serotipos poseian algunas variantes de
stx como stx;, para el caso de O76:H19, en el presente trabajo se reporta ese mismo
serotipo y la stxs; junto con stx;; y en el caso del serotipo O146:H21 Mora reporta las
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variantes Stxy, Stxz, Yy Stxz; para este mismo serotipo coincidid con lo reportado por en el
presente trabajo a excepcion de la stx,

La Norma Oficial Mexicana NOM-194-SSA1-2004. Productos y servicios.
Especificaciones sanitarias en los establecimientos dedicados al sacrificio y faenado de
animales para abasto, almacenamiento, transporte y expendio, especifica limites maximos
de E. coli para productos congelados, molidos y refrigerados. En las NOM encargadas de
salvaguardar la higiene de la carne que se consume en México solo se menciona a E. coli,
pero existen mas de seis patotipos de este microorganismo con capacidad para generar
diarrea tanto en poblaciéon humana como animal (Nataro and Kaper, 1998)

Varios de estos patotipos han sido identificados como agentes zoondticos capaces de
producir ETAs, desde una diarrea sin complicaciones hasta diarrea acuosa o sanguinolenta
hasta enfermedades graves como el SHU y la CH (Kaper et al., 2004)

Otro objetivo de este trabajo fue el de aislar todos los patotipos que pudieran estar
presentes en los ovinos que se faenan en el rastro municipal de Capulhuac, México. En el
presente se pudo comprobar la presencia de cuatro patotipos diarrogénicos de E. coli los
cuales fueron: E. coli productora de toxina shiga (STEC) 43/90 (47.7%), E. coli
enteropatégena (EPEC) 3/90 (3.3%), E. coli enterotoxigénica (ETEC) 2/90 (2.2%) y E. coli
enteroinvasiva (EIEC) 1/90 (1.1%) el resto de los aislamientos 41/90 (46%) no poseen
alguno de los FV que correspondan a los diferentes patotipos diarrogénicos de E. coli por lo
que podrian ser considerados como comensales.

Estudios similares realizados en México, como lo reportado por Gonzales-Antonio
(2018) con un 5.6% de STEC en ovinos faenados en el rastro municipal de Capulhuac,
México. Esta cifra es menor a lo reportado en este trabajo (47.7%) aunque el niumero de
muestras de este trabajo es mayor a lo recolectado por Gonzales-Antonio (2018). El Estado
de México es el principal productor y consumidor de carne de ovino en México (SIAP,
2016), no obstante, existe poca informacion acerca de los patotipos presentes en los ovinos
faenados y consumidos en la entidad.

Diversos trabajos de investigacion reportan diferentes patotipos de E. coli presentes
de manera simultanea en pequefios rumiantes (ovinos y caprinos) en paises con amplio
consumo de carne ovina y caprina. Njoroge et al (2013) en Kenia reporta estudios en cabras
faenadas en rastro encontrando, 50% STEC, EPEC 30%, ETEC 10% y EAEC 10%, siendo el
patron de distribucion de patotipos similar al del presente trabajo, aunque Njoroge ademas
reporta el patotipo EAEC, Jajarmi et al. (2015) en Iran reportaron, en cabras faenadas en
rastro, 16.4% de STEC y 2.8% de EPEC, sin presencia de otros patotipos. En Brasil con
ovinos faenados, Maluta et al. (2014) reportaron solo dos patotipos 11.3% STEC y EPEC.

Otros trabajos de investigacion realizados con bovinos faenados y en pie donde
también reportan la presencia de varios patotipos de manera simultanea, como Kagambega
et al. (2010) en Burkina Faso, que reporta STEC 37%, EPEC 8%, ETEC 4% y EAEC 7%,
Bako et al. (2017) en el mismo pais reportaron cifras menores de STEC 0.58% y ETEC
12.6% aislados de heces de bovinos en un rastro, Navarro et al. (2018) estudio en bovinos
vivos en México y reportaron los siguientes patotipos STEC 40.7%, ETEC 26.7%, EPEC
17.3%, EIEC 11.5%, EAEC 3.8%; cabe resaltar que en estos trabajos, Kagamebega (2010) y
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Navarro (2018), reportaron el patotipo EAEC, que en el presente trabajo de investigacién no
fue posible detectar.

Yafiez-Villa (2016) en un trabajo realizado en México en cabritos con diarrea reporta
la presencia de aislamientos de EAEC y STEC.

Tomando en cuenta que el patotipo con mayor frecuencia de aislamientos en la
mayoria de los trabajos de investigacion, es STEC; en la presente investigacion se reporta
47.7% de STEC, del cual 90.6% fue aislado de hisopado rectal, esta cifra es superior a lo
reportado por Njoroge et al., 2015 (Irdn) obtenidos de cabras, Rigobelo et al. (2008) (Brazil)
reportaron una cifra menor de 39.3%, Zwifel et al. (2004) hallaron 29.9% en ovinos, y cifras
aun menores que en el presente son las reportadas por Mersha et al. 2009 (Etiopia) y Kumar
et al. (2012) (Turquia) con 6.9% respectivamente.

En lo que respecta a STEC aislado de muestras de canal, en Brasil (Rigobelo et al.,
2008) reportaron una cifra muy superior, a lo encontrado en el presente trabajo, con un
39.3% en Etiopia (Mersha et al., 2009) reporta una cifra similar con 9.8% aislado de la canal
de ovinos faenados en dicho pais, cabe sefalar que los aislamientos detectados sobre la
canal representan un factor de riesgo de mayor importancia hacia una posible contaminacion
del producto (Barlow et al., 2006; USDA-FSIS, 2012; EFSA, 2013).

Respecto al patrén de expresion de los diferentes genes de virulencia para STEC,
podemos decir lo siguiente: stx; de hisopado rectal 72%, stx; de hisopado sobre canal 9.3%,
stx4- stx, de hisopado rectal 16.2% y por ultimo stx,. eae de hisopado rectal 2.3%.

Existen diferentes trabajos realizados para la deteccion de STEC alrededor del
mundo en los que también se considera el patrén de distribucion de los genes de virulencia
stx; stxp y eae. En Iran, Jarjami et al. (2015) reportaron datos similares donde stx; tienen
mayor porcentaje de presentacion que stx,, mientras que en Turquia (Kumar et al., 2012) el
patron es inverso.

Al respecto hay que considerar que las cepas STEC al carecer o tener el gen eae, se
pueden clasificar en aSTEC (STEC atipico de baja virulencia) o tSTEC (STEC tipico de alta
virulencia) (Nataro and Kaper, 1998), los aislamientos detectados en este trabajo caen
dentro de la clasificacion de aSTEC, pero aunque carezcan de la principal adhesina
(intimina) hay que recordar que se han logrado encontrar multiples adhesinas putativas o
emergentes detectadas en varios trabajos de investigacién (Tatarczak et al., 2005)

La amplia plasticidad de expresién de variantes de toxina shiga significa un
importante dato para saber si estas se pueden asociar mas al SHU y al CH; stxyy Y Stxz. son
el claro ejemplo ya que se unen a la elastasa, presente en el mucus del intestino delgado en
los humanos, mientras que diferentes variantes de stx han sido asociadas a especies en
particular como: stxy;, (ovinos) stxse (cerdos) y stxor (palomas) son ligadas a diarreas sin
complicaciones (Beutin et al., 2007).

En este trabajo se obtuvo el siguiente patron de distribucién de variantes de stx4: stxy.
72.09%, Stx1o- Stx1c 25.5% Yy Stx14- Stx14 2.3%. Reportes muy similares, en canales de ovinos,
reportan en India (Kumar et al., 2012) y Turquia (Erol et al., 2016).
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Desde el afio 2003, Brett et al. reportaron esta caracteristica de stx;, como la
predominate en ovinos, misma que corroboran investigaciones en Irdn (Thagadossi et al.,
2018), Brasil (Vettorato et al., 2014), México (Amézquita et al., 2014) y en Japon (Akiyama et
al., 2017).

Para el patron de distribucion de las variantes de stx, se reportan siete aislamientos
que expresan stxo; en su gran mayoria solamente dos aislamientos expresan Stxo,-Stxag,
Ramachandran et al., (2001) reporta que stxy, €s la variante predominante en ovinos, Tasara
et al., (2008) en Suiza reporta a la stx,. como la variante predominante en ovinos faenados
en rastros en contraste existen otras investigaciones que coinciden con los datos reportados
en este trabajo, donde también reportan stx,; sobre todo en bovinos y cabras en Vietnam
(Vu-khac et al., 2008; Nguyen et al., 2010), Argentina (Granobles-Velandia et al., 2012),
Polonia (Januszkiewicz and Rastawicki 2016) y Japon (Akiyama et al., 2017), Curiosamente,
Prager et al. (2011) demostraron que los aislamientos stx,4 aislados de humanos, animales y
fuentes ambientales tienen una estrecha relacién filogenética, lo que refuerza la idea de las
infecciones humanas como una posible enfermedad zoonética.

Cabe resaltar que la stxp, al ser la variante de stx, con mayor numero de
aislamientos, también ha sido reportado de diferentes fuentes como: ganado, aguas
residuales, ambientes acuaticos, y humanos (Garcia-Aljaro et al., 2006; Kruger et al., 2007)
al estar presente en un amplio numero de fuentes, esta variante, puede estar regulada a la
presencia de fagos liticos y diferentes ciclos de estos (Granobles-Velandia et al., 2012).

La identificacién de varios genes conservados, se puede emplear en cepas de E. coli
para clasificarlas en grupos filogenéticos, la técnica de “oro” para estudiar la estructura
filogenética de E. coli es el analisis de multiloccus de secuencia (MLST), la cual clasifica en 7
filogrupos (A,B1,B2,C.D,E y F), no obstante Clermont et al, (2013) desarrollo una
metodologia mas simple y econémica basado en un PCR cuéadruplex que nos arroja datos
acerca de su potencial de virulencia y basicamente los clasifica en aislamientos intestinales o
comensales(A, B1y C) o en aislamientos extraintestinales (B2, D y F).

Las cepas que pueden pertenecer a un grupo filogenético determinado pueden estar
asociados con la fuente del aislamiento, presencia de mutaciones puntuales y trasferencia
horizontal de genes, ademas de una posible influencia de diversas condiciones geograficas,
cambios en la dieta, mal uso de antibidticos y de factores inherentes del hospedero
(Turrientes et al., 2014).

En esta investigacion fueron determinados los grupos filogenéticos mediante la
metodologia de Clermont et al. (2013) y para los aislamientos STEC tenemos que el 90.7%
pertenece al filogrupo B1, 2.3% al filogrupo C y A y para los filogrupos considerados como
extraintestinales y potencialmente patégenos como B2 y F se detecté un 2.3%.

Wang et al. (2013) sefialaron al filogrupo B1 como el predominate en rumiantes, este
dato concuerda con numerosos trabajos de investigacion reportados en Iran en un rastro de
cabras (Jajarmi et al., 2015), Portugal en un rastro de ovinos (Ramos et al., 2011), y Brasil
(Martins et al., 2015), estas investigaciones logran también detectar otros filogrupos como el
A, B2 y D, aunque en una cifra mucho menor al B1, al igual que en la presente investigacion.
Estos datos se han reportado continuamente en rumiantes a lo largo de varios trabajos de
investigacion, coincidiendo con la presente investigacion, lo cual podria llevar a decir que los
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rumiantes tienen un grupo filogenético en comun, independiente de la presencia de diarrea
(Samati et al., 2015).

EPEC es responsable de diarreas neonatales tanto en poblacién infantii humana
como animal, es el segundo patotipo mas frecuente, en este trabajo de investigacion se
encontré un 3.3%, esta muy ligado a la presencia de STEC, ya que ambos pueden llegar a
expresar el gen eae (Karmali et al., 2013) Esta caracteristica la reportan en rastros de cabras
en Kenia (Njoroge et al., 2013) e Iran (Jajarmi et al., 2015), para poblacién ovina lo reportan
en Australia (Djordjevic et al., 2001) y Brasil (Maluta et al., 2014) y en bovinos de Burkina
Faso (Kagambéga et al., 2012). Es de hacer notar que las cepas aisladas en el presente
trabajo de investigacion, al no expresar el gen bfp (pili en forma de rizo) caen dentro de la
categoria de aEPEC.

En tercer lugar, por frecuencia de aislamiento tenemos a ETEC con un 2.2%, este
patotipo se considera como uno de los principales agentes de diarreas neonatales en
corderos y terneros, también es responsable de la “diarrea del viajero” (Troeger et al., 2017).
En el trabajo de Navarro et al. (2018) este patotipo ocupa el segundo lugar en frecuencia de
aislamiento, Njoroge et al. (2013) en Kenia lo reportaron como el tercero mas aislado, igual
situacion en bovinos de Burkina Faso (Kagambéga et al., 2012); hay reporte de otros
trabajos que reportan aislamientos de ETEC como en Brasil (De Moura et al., 2012) en
becerros con y sin diarrea también en Vietnam se reporta en bovinos con diarrea (Nguyen et
al., 2011) y en Burkina Faso aislado de heces de rumiantes (Bako et al., 2017).

En cuarto lugar, por frecuencia de aislamiento se reporta a EIEC con 1.1%, que
también es reportado en Burkina Faso (Kagambéga et al., 2012) y en México (Navarro et al.,
2018) ambos casos de heces de bovino y en menor porcentaje de aislamiento respecto a los
otros patotipos diarrogénicos.

Con respecto al patotipo EAEC; tenemos que otros trabajos de investigacion lograron
reportar dicho patotipo, junto con STEC, EPEC y ETEC, en México, Iran y Burkina Faso
(Navarro et al., 2018; Jajarmi et al., 2015; Kagambéga et al., 2012) y en esta investigacion
ninguna de nuestros aislamientos expresoé dicho patotipo.

Correspondiente a los diferentes grupos filogenéticos al que pertenecen los
aislamientos con patotipos EPEC. ETEC y EIEC; el alto porcentaje de cepas que pertenecen
al grupo filogenético B1 que se reporta en el presente trabajo es muy parecido a lo reportado
en otras partes del mundo en cepas de ovinos, bovinos y cabras (Ghanbarpour et al., 2012;
Wang et al., 2013; Alizade et al., 2014; Carlos et al., 2016).

Las variantes de stx han sido asociadas a algunas especies animales en particular
como Stxz con cerdos (Fratamico et al., 2004) y stx, con palomas (Sonntag et al., 2005).

Brett et al. (2003), reportaron que la stx;. es la variante de stx7 mas asociada a los
ovinos misma que corroboran varias investigaciones en Iran (Thagadossi et al., 2018), Brasil
(Vettorato et al., 2014), México (Amézquita et al., 2014) y Japon (Akiyama et al., 2017) al
igual que en el presente.

En nuestro trabajo de investigacion se reporta la presencia de siete aislamientos con
alguna variante de stx,, las cuales fueron en su gran mayoria stxy; sola y de manera
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simultanea con stxy,, cabe destacar que estas dos variantes no han sido reportadas, hasta la
fecha, como asociadas a la presentaciéon de SHU o CH tanto en humanos como animales;
también coincide con trabajos de investigacion, la presencia de stx,; como predominante en
rumiantes (Leung et al., 2003); también otros trabajos de investigacién reportan esta variante
con mayor porcentaje de aislamiento como en Vietnam (Vu-khac et al., 2008; Nguyen et al.,
2010), Argentina (Granobles-Velandia et al., 2012), Polonia (Januszkiewicz and Rastawicki
2016) y Japén (Akiyama et al., 2017).

Amézquita et al. (2014) es el unico trabajo de investigacién en México, que reporta
variantes de stx en ovinos y reporta las variantes que han sido asociadas a los ovinos como
Stxs, O Stxy, pero también reporta las variantes asociadas a SHU a nivel internacional como
la stxyc y Stx,q asi como el serotipo O157:H7 en ovinos de traspatio en Sinaloa.

Las enterobacterias a nivel mundial presentan alta resistencia hacia ampicilina, B-
lactamicos, trimetoprim-sulfametoxazol, tetraciclina, cloramfenicol y acido nalidixico
(Tenover, 2006; Cabrera et al., 2007). Estos porcentajes altos de resistencia a varios
antibidticos empleados en medicina veterinaria constituyen un problema debido a que estos
pueden trasmitir esta resistencia a bacterias de diferentes géneros y especies, incluyendo a
los microorganismos patégenos para el ser humano (Chande et al., 2011).

Para Ampicilina en el presente estudio se reporta 72.09% (31/43) y existen diversos
trabajos realizados, en pequefos rumiantes tanto faenados en rastro como vivos, que
reportan porcentajes de resistencia muy variables como en Turquia (Seker and Kus, 2019)
que reporta 10%, Njoroge et al. (2013) reportaron un trabajo realizado en cabras faenadas
en rastros en Kenia con 26%, Elsayed et al. (2018) en Egipto, con aislamientos de cabras y
ovinos reporta un porcentaje mayor de 66.7%; estos diversos porcentajes de resistencia
pudieran indicar que el uso de la ampicilina a nivel internacional dentro de la medicina
veterinaria todavia es amplio (Antunes et al., 2013).

Para tetraciclina el presente trabajo reporta un porcentaje de 30% (13/43), Seker and
Kus 2019) en Turquia reportan 50% ovinos faenados, Njoroge et al. (2013) en Kenia reporta
15% y Medina et al. (2011) con ovinos sanos reporta 100% de sensibilidad para tetraciclina.

Para trimetropim sulfametoxasol (TSX) el presente trabajo reporta un 6.9% (4/43)
mientras que otros investigadores reportan porcentajes variables como en Turquia (Seker
and Kus 2019) un 50%, Ramos et al. (2011) en Portugal con ovinos faenados reporta 24.6%
y Elsayed et al. (2018) en Egipto, con aislamientos de cabras y ovino reporta 73.3% de
resistencia.

Para un grupo de antibidticos de gran importancia a nivel mundial como lo son las
cefalosporinas otras investigaciones reportan porcentajes variables de resistencia como
Njoroge et al. (2013) en cabras de Kenia reporta 2% de resistencia, porcentajes altos son
reportados en Brasil (Rigobelo et al., 2008) con ovinos faenados reporta 72% para cefalotina
y 22% para ceftriaxona, en Egipto (Elsayed et al.,2018), con pequefios rumiantes vivos, que
reporta 86% de resistencia para cefalotina, en contraste con lo reportado en el presente con
100% de sensibilidad para esta familia de antibiéticos.

Para gentamicina diversos estudias reportan porcentajes de resistencia variables
como Ramos et al. (2011) en Portugal con 2.7%, Rigobelo et al. (2008) con 9% y Elsayed et
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al. (2018) en Egipto reporta 66.7%; mientras que en el presente estudio se reporta 100% de
sensibilidad para gentamicina.

Para ciprofloxacino varios trabajos realizados en pequefos rumiantes reportan
porcentajes de resistencia diversos como Ramos et al. (2011) en Portugal reporta 1.4% de
resistencia, Rigobelo et al. (2008) en Brasil reporta 22% de resistencia y Elsayed et al.
(2018) en Egipto reporta 53.4%; en este trabajo se reporta 100% de sensibilidad para este
antibidtico.

Debido a la enorme explotacién de antimicrobianos en el campo de la medicina
veterinaria los problemas asociados con la presencia de bacterias resistentes a los
antimicrobianos ha alcanzado proporciones alarmantes en los ultimos afios; una de las
aplicaciones mas controvertidas de los antimicrobianos es su empleo para promover el
crecimiento en los pequefios rumiantes como ovinos y cabras; lo que ha planteado
preocupaciones sobre su contribucidén a la presencia de bacterias resistentes en humanos y
existe evidencia sustancial de que el uso de agentes antimicrobianos para el ganado podria
ejercer presion de seleccion para que se presente resistencia hacia diferentes antibiéticos
(Schwarz et al., 2006; Szmolka et al., 2013).

Los aislamientos STEC, con multiresistencia (MRA) fueron 18.6% (8/43) para MAC-
AMP-TE y un 9.3% (4/43) para MAC-AMP-TE-TSX, mientras que en otros trabajos los
porcentajes son variables desde un 3.1% en Inglaterra (Enne et al., 2008) un 9.1% en
Polonia (Wasyl et al., 2013) y 65% en Azerbaiyan (Zare et al., 2014), con ovinos faenados la
presencia de aislamientos con MRA que también expresaron los aislamientos EPEC, ETEC
y EIEC pudiera significar otro aspecto relevante en la presion de seleccion por
antimicrobianos en poblaciones de STEC del ganado ovino para consumo humano alrededor
del mundo (Gimeno y Ortega, 2005).

En el presente estudio se lograron detectar genes de resistencia como tetA, fetB,
sul1, sul2 detectados en aislamientos resistentes a tetraciclina y trimetropim sulfametoxasol
trabajos de investigacion alrededor del mundo también reportan el hallazgo de algunos de
estos genes, en Portugal (Ramos et al., 2011) reportan la presencia de tetA, tetB y en menor
nuamero sul2, en muestras de ovino procesados en rastro, Medina et al. (2011) con ovinos
vivos en Espafa reporta la presencia de estos mismos genes, siendo tetA el de mayor
presencia y en aislados de bovinos franceses (Um et al., 2018) reporta tetA y sul2.
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IX. CONCLUSIONES.

Se lograron detectar seroptipos con importancia en salud publica en México,
asociados a diarrea, como: el 06: NM, O8:NM, O79:H19, O91:H10 y O146:H21
(Eslava et al., 1994) y serotipos que han sido asociados a SHU, a nivel internacional,
como0O104:H2 y 091:H10.

Fueron confirmados 4 patotipos: STEC, EPEC, ETEC y EIEC.

La variante de stx; mas aislada fue la stx; seguida de la stxs, La variante de stx, mas
aislada fue la stx,y, seguida de la stxy,

El filogrupo predominante, para STEC; EPEC; ETEC y EIEC fue el B1 (comensal),
aunque se lograron identificar, en menor porcentaje, los filogrupos A (comensal), B2
(extraintestinal), C (comensal) y F (extraintestinal) para aislamientos STEC.

El antibiético con mayor porcentaje de resistencia fue el nitrofurano, seguido de la
ampicilina, tetraciclina y por ultimo el trimetropim sulfametoxasol para STEC, EPEC,
ETEC y EIEC. Se lograron identificar aislamientos multiresistentes (MAC-AM-TE y
MAC-AM-TE-SXT) para todos los patotipos identificados

El gen de resistencia con mayor numero de aislamientos fue el tetB, seguido del sul 2,
y por ultimo los genes fetA y sul1.
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1.

X. SUGERENCIAS.

Realizar una investigacion similar en el mismo Municipio, pero con muestras de
canales ovinas faenadas a nivel traspatio, ya que los indices de animales faenados en
traspatio son mayores que los faenados en rastro.

Tomar en cuenta otros genes de virulencia para cada patotipo, por ejemplo, los genes
ehxA, Saa, toxB, pO157, ent, etc para STEC.

Realizar a nivel traspatio alguna técnica para detectar si los aislamientos son clonas o
no, por ejemplo, PFGE.
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