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RESUMEN

RESUMEN

El brote del 2011 provocado por el ECVT-ECEA 0104:H4 en Europa marcé un antes y un
después en la forma de entender y valorar las infecciones por E. coli diarreagénicos, ya
que puso en evidencia el riesgo de que otros serotipos de ECVT pudieran emerger como
patégenos importantes para los humanos en el futuro. Hasta esa fecha, la mayoria de
los estudios se centraban exclusivamente en el serotipo enterohemorragico 0157:H7 y
en la carne de vacuno como principal fuente de transmisidon. Hoy en dia es cada vez
mayor el interés en el papel que juegan los E. coli diarreagénicos, principalmente los
ECVT no 0157, en las infecciones de origen alimentario, incluyendo todo tipo de
alimentos. Debido a la dificultad que supone la deteccidn y aislamiento en alimentos de
todos los patotipos de E. coli, son muy pocos los laboratorios a nivel mundial que
realizan su investigacion de manera conjunta. Por otro lado, en los Ultimos afios se ha
producido un incremento significativo de cepas de E. coli productoras de BLEE debido
fundamentalmente a la rdpida diseminacién de cepas que sintetizan enzimas de la
familia CTX-M, tanto en ambiente hospitalario como en la comunidad. De especial
preocupacion es la emergencia a nivel mundial del grupo clonal 025b:H4-B2 (ST131)
productor de CTX-M-15 y otros tipos de enzimas BLEE, puesto que las cepas de dicho
grupo clonal portan un enorme arsenal de genes de virulencia y de resistencia a
antibiodticos. La posibilidad de que la cadena alimentaria sea un vehiculo importante de
transferencia de genes de resistencia de cepas de origen animal al ser humano ha sido
planteada por diferentes investigadores, no obstante, muy pocos estudios han sido
realizados hasta la fecha en alimentos.

Por todo lo expuesto, planteamos en esta Tesis Doctoral investigar conjuntamente la
presencia de cepas de E. coli diarreagénicas, del grupo clonal 025b:H4-B2 (ST131) y
productoras de BLEE en diferentes alimentos de origen animal (carne de vacuno, porcino
y ave) y de origen vegetal, con el objetivo de evaluar su calidad microbioldgica, estudiar
la presencia de estas cepas y sus caracteristicas, conocer el papel de los alimentos en la
transmisidn de cepas productoras de BLEE y del grupo clonal O25b:H4-B2, y determinar
el potencial de virulencia y grado de clonalidad de las cepas aisladas, comparandolas con
cepas causantes de infecciones en seres humanos. Los resultados indican que un
elevado porcentaje de las muestras de alimentos analizadas (17,5%) son positivas para
el aislamiento de cepas que suponen un riesgo potencial desde el punto de vista
microbiolégico para la salud del consumidor. Por las prevalencias obtenidas, se
confirman la carne de vacuno y de cerdo como fuente de transmision de ECVT, vy
fundamentalmente la de ave como transmisora de ECEPa. Ademas, tanto los alimentos
carnicos como los productos agricolas, son potenciales transmisores de cepas de E. coli
productoras de BLEE y del grupo clonal pandémico O025b:H4-B2 (ST131). Destaca por su
especial riesgo la carne de ave, en la que se detecta un porcentaje significativamente
superior de cepas con estatus EXPEC. Finalmente, evidenciamos el potencial riesgo de
emergencia de nuevos patotipos de E. coli en alimentos, tal y como sucedid en el brote
de Alemania, con posibilidades reales de transmisién al hombre, en base a la
coexistencia en un mismo alimento de cepas de E. coli pertenecientes a diferentes
patotipos, portadoras de un variado repertorio de genes de virulencia y de resistencias,
y con alta similitud con cepas de origen humano.

PALABRAS CLAVE: E. coli, ECVT, BLEE, EXPEC, 025b:H4-B2 (ST131)

Vil



RESUMEN

SUMMARY

The 2011 outbreak caused by STEC-EAEC 0104:H4 in Europe meant a before and after in
the way we understand and assess diarrheagenic E. coli infections, as it highlighted the
risk that others STEC serotypes could emerge in the future as important human
pathogens. Until that date, most studies focused exclusively on the STEC serotype
0157:H7, and beef as the main source of transmission. Nowadays, the role played by
diarrheagenic E. coli in food-borne infections on all types of food, and non-0157 STEC in
particular, is receiving widespread attention. However, due to the difficulty of detection
and isolation in food of all pathotypes of E. coli, there are only a few laboratories
worldwide which are capable of simultaneously studying all pathotypes. Furthermore, in
recent years, there has been a significant increase of E. coli ESBL producing strains,
mainly due to the rapid spread of strains that synthesize enzymes of the CTX-M family,
both in hospital settings and within the community. Of particular concern is the
worldwide emergence of the clonal group 025b:H4-B2 (ST131) CTX-M-15-producing and
other ESBL enzymes; since strains of the clonal group bear both a huge arsenal of
virulence genes as well as antibiotic resistance. The possibility that the food chain could
be an important vehicle of transmission of resistance genes of animal origin strains to
humans has been proposed by different researchers, however, until now, few studies
have been conducted on food.

For all these reasons, in this PhD thesis we propose to study simultaneously the
presence of diarrheagenic E. coli strains, clonal group 025b:H4-B2 (ST131) strains and
ESBL-producing strains in foods from different animal (beef, pork, poultry) and vegetable
sources, in order to: assess their microbiological quality; study the presence of these
strains and their characteristics; understand the role of food in the transmission of ESBL-
producing and clonal group 025b:H4-B2 strains; and determine the potential virulence
and level of clonality of isolated strains by comparing them to strains which cause
human infections. The results indicate that a high percentage of food samples analyzed
(17.5%) were positive for the isolation of strains that represent a potential risk to
consumer health from a microbiological point of view. Due to the prevalence obtained,
we confirm beef and pork as sources of STEC transmission, and fundamentally avian
meat as an aEPEC transmitter. In addition, foods from animal and vegetable sources are
potential transmitters of E. coli ESBL-producing and the pandemic clonal group 025b:H4-
B2 (ST131) strains. Avian meat stands out by its special risk, in which a significantly
higher percentage of strains with ExPEC status is detected. Finally, we demonstrate the
potential risk of the emergence of new E. coli pathotypes in food, as in the recent
German outbreak, with a real chance of transmission to humans, based on the
coexistence in the same food of E. coli strains from different pathotypes, carriers of an
assorted repertory of virulence and resistance genes, and high similarity with strains of
human origin.

KEYWORDS: E. coli, STEC, ESBL, EXPEC, 025b:H4-B2 (ST131)
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RESUMEN

RESUMO

O brote do 2011 provocado polo ECVT-ECEA 0104:H4 en Europa marcou un antes e un
despois na forma de entender e valorar as infecciéns por E. coli diarreaxénicos, xa que
puxo en evidencia o risco de que outros serotipos de ECVT puidesen emerxer como
patdxenos importantes para os humanos no futuro. Ata esa data, a maioria dos estudos
centrdbanse exclusivamente no serotipo enterohemorraxico 0157:H7 e na carne de
vaculn como principal fonte de transmisidon. Hoxe en dia é cada vez maior o interese no
papel que xogan os E. colidiarreaxénicos, principalmente os ECVT non 0157, nas
infeccidns de orixe alimentaria, incluindo todo tipo de alimentos. Debido a dificultade
que supodn a deteccidn e illamento en alimentos de todos os patotipos de E. coli, son moi
poucos os laboratorios a nivel mundial que realizan a sua investigaciéon de xeito
conxunto. Por outro lado, nos ultimos anos produciuse un incremento significativo de
cepas de E. coli produtoras de BLEE debido fundamentalmente, a rapida diseminacién
de cepas que sintetizan encimas da familia CTX-M, tanto no ambiente hospitalario coma
na comunidade. De especial preocupacion é a emerxencia a nivel mundial do grupo
clonal 025b:H4-B2 (ST131) produtor de CTX-M-15 e outros tipos de encimas BLEE, posto
qgue as cepas do devandito grupo clonal portan un enorme arsenal de xenes de
virulencia e de resistencia a antibidticos. A posibilidade de que a cadea alimentaria sexa
un vehiculo importante de transferencia de xenes de resistencia de cepas de orixe
animal 6 ser humano foi formulada por diferentes investigadores, non obstante, moi
poucos estudos foron realizados ata a data en alimentos.

Por todo o exposto, formulamos nesta Tese Doutoral investigar conxuntamente a
presenza de cepas de E. colidiarreaxénicas, do grupo clonal O25b:H4-B2 (ST131) e
produtoras de BLEE en diferentes alimentos de orixe animal (carne de vacun, porcino e
ave) e de orixe vexetal, co obxectivo de avaliar a sua calidade microbioldxica, estudar a
presenza destas cepas e as sUas caracteristicas, cofiecer o papel dos alimentos na
transmision de cepas produtoras de BLEE e do grupo clonal 025b:H4-B2, e determinar o
potencial de virulencia e grao de clonalidade das cepas illadas, compardndoas con cepas
causantes de infecciéns en seres humanos. Os resultados indican que unha elevada
porcentaxe das mostras de alimentos analizadas (17,5%) son positivas para o illamento
de cepas que supoiien un risco potencial dende o punto de vista microbioléxico para a
salde do consumidor. Polas prevalencias obtidas, confirmanse a carne de vacun e de
porco como fonte de transmision de ECVT, e fundamentalmente a de ave como
transmisora de ECEPa. Ademais, tanto os alimentos carnicos coma os produtos agricolas,
son potenciais transmisores de cepas de E.coli produtoras de BLEE e do grupo clonal
pandémico 025b:H4-B2 (ST131). Destaca polo seu especial risco a carne de ave, na que
se detecta unha porcentaxe significativamente superior de cepas con status ExPEC.
Finalmente, evidenciamos o potencial risco de emerxencia de novos patotipos de E.
coli en alimentos, tal e como sucedeu no brote de Alemafia, con posibilidades reais de
transmisién 6 home, sobre a base da coexistencia nun mesmo alimento de cepas de E.
coli pertencentes a diferentes patotipos, portadoras dun variado repertorio de xenes de
virulencia e de resistencias, e con alta similitude con cepas de orixe humana.

PALABRAS CHAVE: E. coli, ECVT, BLEE, ExPEC, 025b:H4-B2 (ST131)
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1.1. Escherichia coli: caracteristicas generales

Escherichia coli es un bacilo gram negativo, anaerobio facultativo, perteneciente a la
familia Enterobacteriacea (Ewing, 1986; Blanco et al. 2002; Kaper et al. 2004; Beutin,
2006; Bettelheim, 2007). Fue descrito por primera vez en 1885 por el pediatra aleman
Theodor Escherich tras aislarlo de las heces de un nifio sano, bautizandolo inicialmente

con el nombre de Bacterium coli (Escherich, 1885).

Es quiza el organismo procariota mas estudiado por el ser humano debido a su facilidad
de crecimiento (una divisidn celular cada 20 min a 37 °C en un medio nutritivo), lo que
ha hecho de esta bacteria el candidato ideal para experimentos de genética y biologia
molecular. Desde que fue descubierta se ha convertido en una de las especies

bacterianas mas cominmente aisladas en laboratorios de microbiologia clinica.

E. coli es la especie predominante de la microbiota normal aerobia y anaerobia
facultativa saprofitica del tubo digestivo de la mayor parte de los mamiferos,
colonizando el tracto gastrointestinal del neonato a las pocas horas de vida (Hartl y
Dykhuizen, 1984; Gordon y Cowling, 2003). Junto al resto de bacterias presentes en el
intestino, E. coli realiza diferentes funciones de caracter fisiolégico beneficiosas para el
hospedador, tales como el aporte de nutrientes esenciales para el epitelio intestinal, su
papel en la sintesis de la vitamina K, el procesamiento de los residuos alimentarios, el
constante estimulo de la respuesta inmune en el hospedador o la inhibicién competitiva

gue ejerce sobre el crecimiento de todo tipo de enteropatégenos (Kruis, 2004).

Al tratarse de una bacteria intestinal, E. coli se excreta diariamente con las heces de
manera abundante. Las heces de un individuo sano contienen entre 10° y 10° E. coli/g,
como la masa fecal media es de unos 200 g, esta masa contendrd 2 x 10" — 10" E. coli.
Por tanto, la poblacion humana excreta al medio ambiente sobre 10%° — 10* E. coli
diarios, una cantidad que se ve incrementada por las excreciones de los animales.
Muchos de estos E. coli sobreviven, al menos inicialmente, en el medio ambiente, en el
agua y en los alimentos, de manera que su aislamiento es un indicador de

contaminacidn fecal reciente (Hartl y Dykhuizen, 1984).
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Si bien la mayor parte de los aislados de E. coli forman parte de la microbiota intestinal de
la mayoria de los mamiferos donde juega un papel inocuo o incluso beneficioso para el
hospedador, algunas cepas de E. coli se consideran patdgenas, debido a la adquisicion de
factores de virulencia especificos que les confieren la capacidad de producir una amplia
variedad de infecciones en seres humanos y animales, tanto de tipo entérico (diarreas,
disenteria, colitis hemorrdagica, sindrome urémico hemolitico y enfermedad de los
edemas) o extraintestinales (infecciones del tracto urinario, bacteriemias o septicemias,
meningitis, peritonitis, mastitis, e infecciones pulmonares y de heridas). Por lo tanto, las
cepas de E. coli se clasifican en tres categorias en funcién de su grado de patogenicidad
y del tipo de infecciones que producen: comensales, patégenas entéricas y patdgenas

extraintestinales (Russo y Johnson, 2000).

Se estima que al afio se producen en el mundo 1,7 billones de casos de diarreas en seres
humanos, de los cuales un cuarto son provocadas por E. coli y que éstas provocan mas
de 700.000 muertes al afio, afectando fundamentalmente a la poblacion infantil del
tercer mundo (aproximadamente 375.000 nifios menores de 5 afios mueren al afio por
E. coli) (OMS, 2005; UNICEF/OMS, 2009, Walker et al. 2013). Es ademas, el patdgeno
mas frecuentemente asociado con infecciones urinarias y septicemias. En animales las
colibacilosis son muy frecuentes, incidiendo esencialmente en animales de pocos dias de
edad y en recién destetados, ocasionando importantes pérdidas econdémicas en las
explotaciones de ganado bovino, porcino y ovino, asi como en la cria intensiva de aves y
conejos (Blanco et al. 1991, 2001, 2003; Blanco M. et al. 2003b; Blanco y Blanco M.,
1993; Blanco J.E. et al. 1996a).

1.2. Clasificacion seroldgica

El primer método que resulté de una gran utilidad para realizar la diferenciacion de las
cepas patdgenas de E. coli de las que no lo son fue desarrollado por Kauffmann en 1947.
Kauffmann propuso un sistema basado en la determinacion de los antigenos
superficiales O (somaticos de la membrana externa de la pared celular), K (capsulares) y
H (flagelares) (Figura 1). Esta forma de clasificacion seroldgica resulté ser muy util en los
estudios epidemioldgicos y en su dia representd el primer método que permitié hacer

una aproximacion al estudio de la clonalidad de las cepas, facilitando la diferenciacion
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entre cepas virulentas e inocuas, y permitiendo la deteccién de brotes. En la actualidad
se reconocen del orden de 180 antigenos O (O1 a 0185), 72 antigenos K (K1 a K103) y 56
antigenos H (H1 a H56), y aunque existen numerosas combinaciones o serotipos O:K:H,
tan solo algunas son frecuentes entre las cepas patégenas. La determinacién de los
antigenos O y H se realizan por técnicas de aglutinacién, mientras que la identificacién
del antigeno K es recomendable que se realice por contrainmunoelectroforesis (Guinée

et al. 1981; Orskov y Orskov, 1984; Ewing, 1986).

Capsula (K)

Antigeno O

Membrana
celular

Figura 1. Fotografia de la bacteria Escherichia coli y esquema en el que se representan los
principales antigenos de superficie (O, K y H) y algunos factores de virulencia
(http://phil.cdc.gov/phil/details.asp y esquema adaptado de Fairbrother, 2015)

1.3. Patotipos de E. coli

Actualmente la diferenciacion entre cepas patégenas y no patégenas de E. coli se realiza
mediante la caracterizacién de sus antigenos superficiales (serotipo) y la caracterizacién de
sus genes de virulencia (patotipo). De este modo, el término seropatotipo hace referencia
al conjunto de los antigenos superficiales y los factores de virulencia que caracterizan a la

cepa (serotipo mas patotipo).

La virulencia bacteriana es un fendmeno multifactorial, de manera que las cepas
patégenas presentan diferentes tipos de factores de virulencia que suelen ser adquiridos

por mecanismos de intercambio genético bacteriano.

Entre los factores de virulencia de E. coli cabe destacar: la expresion de adhesinas que
facilitan la adherencia a las superficies corporales (colonizacidn); la sintesis de proteinas
gue confieren a la bacteria la capacidad de invadir diferentes tejidos (invasividad); la
produccién de toxinas (induccion al dafio al hospedador); la sintesis de enzimas que son

excretadas al medio con distintas funciones (evasién de las defensas del hospedador);
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diferentes sistemas de captacién de hierro y mecanismos de resistencia al suero y a la

fagocitosis; etc.

En base a sus serotipos, a los factores de virulencia que presentan, a sus mecanismos de
patogénesis y a las infecciones y sindromes que causan, las cepas patégenas de E. coli se
engloban en dos grandes categorias: E. coli patdgenos extraintestinales y E. coli

diarreagénicos.

1.3.1. E. coli patégenos extraintestinales (EXPEC)

E. coli es uno de los microorganismos que se asocia con mayor frecuencia a infecciones
extraintestinales, tanto en seres humanos como en animales. Entre las infecciones que
provoca estan las infecciones del tracto urinario (ITU), bacteriemias o septicemias,
meningitis, peritonitis, infecciones pulmonares y de heridas (Domingue et al. 1985; Blanco
et al. 1991; Blanco M. et al. 1996, 1997a, Dalmau et al. 1996; Abe et al. 2008; Houdouin et
al. 2008; Manges et al. 2008; Mora et al. 2009b).

El grupo de los EXPEC es responsable del 20% al 30% de las bacteriemias de la comunidad
y del 20% de las nosocomiales, siendo el patdgeno mas prevalente. Estas infecciones se
originan en el tracto urinario y en la cavidad intrabdominal. Cominmente se dan en
individuos con enfermedades de base o con enfermedades crénicas de larga evolucion. Su
prondstico suele ser mejor que la infeccion por otros microorganismos bacilo gram
negativos, con una tasa de mortalidad de entre el 4% y el 18%, que se asocia
principalmente a leucopenia, inmunodepresién y a la adquisicion nosocomial. No
obstante, en los ultimos 10 afios las cepas de E. coli bacteriémicas han desarrollado un
incremento progresivo de resistencia a antibidticos, lo cual dificulta su tratamiento

(Javaloyas et al. 2003; Oteo et al. 2006; Jones et al. 2008; Naseer et al. 2009).

Se han desarrollado 2 teorias para explicar la relacién entre las cepas fecales de E. coliy las
causantes de ITU: la teoria de la prevalencia y la teoria de la especial patogenicidad. La
primera sostiene que la cepa presente en mayor abundancia en la microbiota normal
intestinal es la que generalmente causa las ITU, mientras que la segunda teoria apoya la
idea de que solo determinadas cepas con factores de virulencia son capaces de producir

las infecciones extraintestinales. Los resultados obtenidos en las décadas de los ochenta y
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noventa del siglo pasado confirman la validez de la teoria de la especial patogenicidad, ya
que se comprobd que las cepas causantes de ITU presentaban una serie de factores de
virulencia que les permite invadir, colonizar y dafiar el tracto urinario, provocando
infecciones urinarias bajas y altas (Korhonen et al. 1985; Orskov y Orskov, 1985; Blanco et

al. 1991; Johnson, 1991; Blanco M. et al. 1996).

En el afo 2000, Russo y Johnson proponen una nueva designacion para las cepas de E. coli
que causaban infecciones extraintestinales, de esta manera, a estas cepas se les llamara
EXPEC (extraintestinal pathogenic E. coli) si poseen factores de virulencia extraintestinales
actualmente reconocidos o si demuestran su potencial de virulencia en un modelo animal

para infeccién extraintestinal.

El grupo de los EXPEC exhibe una considerable diversidad genética que se traduce, entre
otros aspectos, en un amplio rango de factores de virulencia asociados, como son:
adhesinas (fimbrias P, S, F1C); toxinas (hemolisina, factor citotdxico necrotizante); factores
de adquisicidn de hierro (aerobactina, salmoquelina); lipopolisacédridos (LPS); polisacaridos
capsulares (capsulas del grupo |, Il, Ill); e invasinas (lbeA), los cuales se encuentran
frecuentemente codificados en islas de patogenicidad (PAl), en otros elementos de ADN
moviles, o en el cromosoma bacteriano (Blanco et al. 1992; Moulin-Schouleur et al. 2006;
Bidet et al. 2007; Johnson et al. 2008; Olesen et al. 2009). Los principales genes de

virulencia asociados a cepas EXPEC se describen en la Tabla 1.

Tabla 1. Principales factores de virulencia de cepas de E. coli causantes de infecciones extraintestinales
Descripcion
ADHESINAS
Fimbrias tipo 1: fimbria sensible a la manosa, presentes en el 99% de las cepas de
E. coli

Genes
fimH
fimAvy7g Fimbrias tipo 1: variante del fimAyq5 de las fimbrias tipo 1

Fimbrias tipo P: fimbria resistente a la manosa, region central del operdn pap,

papEF asociada a pielonefritis, urosepsis, cistitis aguda y bacteriuria asintomatica
Localizados en una isla de patogenicidad cromosémica

papG | Fimbrias tipo P: adhesina del extremo del pilus, alelo poco frecuente
papG I Fimbrias tipo P: adhesina del extremo del pilus, alelo asociado a pielonefritis
papG Il Fimbrias tipo P: adhesina del extremo del pilus, alelo asociado a cistitis
Fimbrias tipo S: regidén central de los operones sfa y foc, asociada a septicemia
sfa/focDE rias tp & P fay f P y
meningitis
Adhesina resistente a la manosa, promueven la persistencia bacteriana dentro del
afa/draBC P P

tracto urinario. Asociada con ITU infantil y pielonefritis en mujeres embarazadas
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TOXINAS
Factor necrotizante citotdxico (cytotoxic necrotizing factor), asociado a diversas
cnfl infecciones extraintestinales, asi como a necrosis y multinucleacion de las células

Hela, Vero y CHO. Localizados en una isla de patogenicidad cromosémica
Toxina de distensidn citoletal (cytolethal distending toxin), asociada a infecciones
extraintestinales e intestinales
Proteina autotransportadora (secreted autotransporter toxin), altera el
sat citoesqueleto de las células epiteliales de la vejiga y el rifidn, incrementando la
habilidad de E. coli para propagarse
a-hemolisina, citotoxina calcio dependiente, facilita el crecimiento de los
microorganismos en los tejidos corporales gracias al suministro de iones Fe**.
Asociada a ITU, sepsis, apendicitis, peritonitis y otras infecciones extraintestinales.
Localizado en plasmidos o en el cromosoma bacteriano

SIDEROFOROS

cdtB

hlyA

iroN Codifica para el receptor de salmoquelina (sideréforo)

iucD Aerobactina (adquisicién de hierro). Localizado en pladsmidos o en el cromosoma
bacteriano

iutA Receptor de la aerobactina

CAPSULA
Capsula del grupo I, localizado en cepas de E. coli causantes de infecciones
extraintestinales
KpsM 1I-K2 K2, capsula grupo Il
kpsM 1I-K5 K5, capsula grupo Il
neuC-K1 Antigeno K1, relacionado con la resistencia al suero, capsula grupo Il
Cépsula del Grupo lll, localizado en cepas de E. coli causantes de infecciones
extraintestinales

KpsM 1

kpsM I

Gen estructural de la colicina V, con actividad letal contra ciertos organismos

cvaC entéricos, aumenta la supervivencia de las bacterias que la producen. Localizado
en plasmidos

iss Proteina que incrementa la supervivencia en suero (increased serum survival)

traT Proteina asociada con la resistencia al suero

malX Marcador asociado a la isla de patogenicidad PAI

ibeA Proteina (invasion of brain endothelium) que contribuye a que la bacteria
atraviese la barrera hemato-encefalica y penetre en el sistema nervioso central
Proteina que actia como una bacteriocina (uropathogenic strain-specific protein),

usp permite a las cepas lisar otras cepas no virulentas de E. coli, favoreciendo la
competicion contra otras cepas de E. coli que ocupan el mismo nicho,
aumentando su infectividad en el tracto urinario

tsh Proteina de superficie termosensible que posee la capacidad de aglutinar los

enterocitos a 26 °C (temperature sensitive hemagglutinin)

Johnson y colaboradores (2003a), mediante analisis estadisticos, identificaron como
independientemente predictivos 5 marcadores de virulencia (pap, sfa/focDE, afa/draBC,
iucD y kpsM 1), y propusieron como criterio para la determinacién del estatus EXPEC de las

cepas de E. coli, la presencia de 2 o mas de dichos marcadores.

A pesar de la variedad de patologias que las cepas ExPEC pueden causar en los seres

humanos y los animales, parecen ser incapaces de causar enfermedades entéricas, pero
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pueden colonizar de una manera estable el tracto intestinal del hospedador y muchos
constituyen parte de la microbiota predominante (20%) de hospedadores sanos (humanos
y animales), los cuales se convierten en reservorio de este tipo de cepas que pueden, bajo
determinadas circunstancias, pasar al tracto urinario o a la sangre, provocando asi la
infeccién. Por lo tanto, la adquisicién por parte de un huésped de una cepa patégena
extraintestinal no es suficiente para que se produzca la infeccion, para ello es necesaria la

entrada del microorganismo a un érgano extraintestinal.

Como se ha indicado anteriormente, las cepas EXPEC también causan infecciones
extraintestinales en animales, incluidos animales domésticos y mascotas. Se ha
demostrado que las cepas ExPEC de animales y humanos comparten factores de

virulencia, lo que sugiere que estos microrganismos podrian ser patégenos zoonéticos.

Las cepas de ExPEC han sido aisladas de productos alimentarios, en particular de carnes
crudas y aves de corral, lo que indica que estos microorganismos podrian representar
potencialmente una nueva clase de patdgenos causantes enfermedades de transmision

alimentaria (ETA) (Smith et al. 2007; Bélanger et al. 2011; Manges y Johnson, 2012).

1.3.1.1. E. coli productor de B-lactamasas de Espectro Extendido (BLEE)

Los antibioticos B-lactamicos son bactericidas e inhiben la sintesis de la pared celular
bacteriana al impedir la Ultima etapa de las sintesis del peptidoglucano, la
transpeptidacidén. Su actividad la ejercen actuando como analogos estructurales del
sustrato natural (D-alanil-D-alanina) de las transpeptidasas y carboxipeptidasas (Murray

et al. 2006; Coira, 2008).

Los preparados B-lactamicos originales se obtuvieron a partir de hongos y bacterias. Sin
embargo, el verdadero punto de partida en el desarrollo de los antibidticos B-lactamicos
tuvo lugar con la sintesis del nucleo de las penicilinas y las cefalosporinas, el acido 6-
aminopenicilanico (6-PA) y el acido 7-aminocefalosporanico (7-ACA), que han permitido

la obtencién de numerosas penicilinas y cefalosporinas semisintéticas.

Las principales familias de antibidticos p-lactdmicos son las penicilinas, las

cefalosporinas, las cefamicinas, los carbapenemas y los monobactamicos (Tabla 2).
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Tabla 2. Antibiéticos B-lactamicos (adaptacion de Murray et al. 2006; Calvo y Martinez-Martinez, 2009)
Grupo \ Antibidticos \

Penicilinas naturales Bencilpenicilina/penicilina G, penicilina V

Meticilina, nafcilina, oxacilina, cloxacilina,
dicloxacilina

. . Aminopenicilinas: ampicilina, amoxicilina,
PENICILINAS Penicilinas de amplio carbenicilina, ticarcilina
espectro - o - - -

Ureidopenicilina: piperacilina, mezlocilina

Ampicilina/sulbactam
Combinaciones con Amoxicilina/acido clavulanico
inhibidor de B -lactamasas | Ticarcilina/acido clavuldnico
Piperacilina/tazobactam
Cefalosporinas espectro Cefalexina, cefalotina, cefazolina, cefapirina,
reducido-12 generacion cefadrina
Cefalosporinas de espectro
ampliado-22 generacion
Cefalosporinas de amplio Cefixima, cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima,
espectro-32 generacion cefpodoxima
Cefalosporinas de maximo
espectro-42 generacién
Cefamicinas de espectro

Resistentes a penicilinasas

Cefaclor, cefuroxima, cefamandol

CEFALOSPORINAS

Cefepima, cefpiroma

CEFAMICINAS . -, Cefoxitina, cefotetan
ampliado-22 generacion
CARBAPENEMAS Imipenem, meropenem, ertapenem, doripenem
MONOBACTAMICOS Aztreonam

Las bacterias pueden adquirir resistencia a los antibidticos B-lactamicos mediante la
produccidn de B-lactamasas que los inactivan. Se han descrito mas de 200 B-lactamasas
diferentes, algunas son especificas para penicilinas (penicilinasas), cefalosporinas
(cefalosporinidasas) o carbapenémicos (carbapenemasas), mientras que otras poseen un
espectro amplio de actividad, incluyendo algunas que son capaces de inactivar a la

mayoria de los antibiodticos B-lactamicos (Murray et al. 2006).

Las B-lactamasas estdn codificadas en genes que pueden localizarse tanto en el
cromosoma bacteriano como en pldasmidos. El grado de resistencia conferida por este
tipo de enzimas depende fundamentalmente de la cantidad de enzima producida y esta
modulada por factores de permeabilidad. Su hiperproduccién puede conferir resistencia
a las combinaciones de amoxicilina-clavuldnico e incluso piperacilina-tazobactam. En el
caso de la enzima SHV-1 puede, ademas, conferir resistencia de bajo nivel a ceftazidima

(cefalosporina de 32 generacion) (Coira, 2008; Navarro, 2009).

Las B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) se definen como enzimas capaces de

hidrolizar las cefalosporinas de amplio espectro y los monobactdmicos, pero no las
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cefamicinas o los carbapenemas. Se caracterizan por ser inhibidas por los inhibidores de
B-lactamasas de clase A (p.e. acido clavuldnico). Sus determinantes genéticos se
encuentran generalmente en plasmidos y derivan de mutaciones puntuales de otras j3-

lactamasas con menor espectro como TEM-1, TEM-2 y SHV-1.

Las BLEE se describieron por primera vez en 1983 en cepas de Klebsiella pneumoniae en
Alemania y actualmente estdn distribuidas por todo el mundo. Hasta la fecha, se han

descrito 221 B-lactamasas del tipo TEM y 189 del tipo SHV (http://www.lahey.org/

Studies), lo que da idea de la gran diversificacion evolutiva que han sufrido estas
enzimas en un corto periodo de tiempo, debido, esencialmente, a la presién selectiva de

los antibidticos.

En 1989 se describié un nuevo tipo de BLEE, las cefotaximasas o CTX-M, practicamente
de forma simultdnea en una cepa de E. coli en Alemania y en una cepa de Salmonella en
Argentina. Estas BLEE, de naturaleza plasmidica al igual que las TEM o SHV, derivan de
las B-lactamasas cromosdmicas de distintas especies del género Kluyvera. Estas enzimas
muestran solo un 40% de homologia con las TEM y SHV, y se han caracterizado por
conferir un alto grado de resistencia frente a la cefuroxima, cefotaxima y cefepima sin
incrementar las CMI (concentracion minima inhibitoria) de la ceftazidima, ya que la
actividad hidrolitica frente a este ultimo antibidtico es minima comparada con la de las

otras cefalosporinas (Oliver y Cantén, 2003).

A dia de hoy, se han descrito 161 enzimas de tipo CTX-M (http://www.lahey.org/Studies)

y pueden ser clasificadas segun sus secuencias aminoacidicas en 5 subgrupos

(Thirapanmethee, 2012) (Tabla 3):

Tabla 3. Subgrupos de BLEE tipo CTX-M

Subgrupo
CTX-M
CTX-M1 CTX-M-1, 3, 10, 11, 12, 15, 22, 23, 28, 29, 30,32,33, 36, 36, 54
CTX-M2 CTX-M-2,4,6,7,20,31, 44
CTX-M8 CTX-M-8, 40, 63
CTX-M9 CTX-M-9, 13, 14, 16, 17, 18, 19, 24, 27, 45, 46, 47, 48, 49, 50

CTX-M25  CTX-M-25, 26, 39, 41

Ejemplos ‘

Existen dos sistemas para clasificar las BLEE, el sistema molecular de Ambler (Ambler,

1980) y el funcional de Bush-Jacoby-Medieros (Bush et al. 1995). Sin embargo, el sistema
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mas utilizado a nivel mundial es la clasificacion de Ambler que divide a las B-lactamasas

en 4 grupos (A, B, C, y D) basandose en su secuencia aminoacidica (Tabla 4).

Tabla 4. Clasificacion de las B-lactamasas, esquema molecular de Ambler y funcional de Bush-Jacoby-
Medeiros (Bush et al. 1995)

Bush- 1989 Bush Richmond- Mitsuhashi-Inoue Molecular Inhibited by:

doobr, ww Skedw el Cdw o feme o R
group 44 (2%3) (194) (2,121,132 CA* EDTA )
1 1 Ia, Ib, Id CSase C Cephalosporins - - AmpC enzymes from gram-
negative bacteria; MIR-1
2a 2a Not included  PCase V A Penicillins + - Penicillinases from gram-
positive bacteria
2b 2b 11 PCase 1 A Penicillins, cephalosporins + - TEM-1, TEM-2, SHV-1
2be 2b’ Not included  CXase A Penicillins, narrow-spec- + - TEM-3 to TEM-26, SHV-2
except K1 trum and extended- to SHV-6, Klebsiella oxy-
in class IV spectrum cephalospo- toca K1
rins, monobactams
2br Not included Not included  Not included A Penicillins * TEM-30 to TEM-36, TRC-1
2c 2c v PCase IV A Penicillins, carbenicillin + - PSE-1, PSE-3, PSE-4
2d 2d v PCase II, PCase 111 D Penicillins, cloxacillin * OXA-1l to OXA-11, PSE-2
(OXA-10)
2e 2e Ic CXase A Cephalosporins + - Inducible cephalosporinases
from Proteus vulgaris
2f Not included Not included  Not included A Penicillins, cephalospo- + - NMC-A from Enterobacter
rins, carbapenems cloacae, Sme-1 from Ser-
ratia marcescens
3 3 Not included  Not included B Most B-lactams, including - + L1 from Xanthomonas mal-
carbapenems tophilia, CcrA from Bac-
teroides fragilis
4 4 Not included  Not included ND Penicillins - ? Penicillinase from Pseudo-

monas cepacia

@ Csase, cephalosporinase; PCase, penicillinase; CXase, cefuroxime-hydrolyzing p-lactamase.
# CA, clavulanic acid.
< ND, not determined.

Las cepas de E. coli productoras de BLEE han emergido a nivel mundial de forma
significativa, tanto en las infecciones adquiridas en la comunidad, como en las asociadas
a cuidados sanitarios (Pitout et al. 2008). Asimismo, se ha incrementado la implicacién
de estos microorganismos como causa de infecciones nosocomiales (Rodriguez-Bario,
2006). Los programas de vigilancia realizados en Europa y otras areas geograficas
demuestran este incremento de la prevalencia y dispersiéon de cepas productoras de
BLEE. Los ultimos datos disponibles de la EARSS (European Antimicrobial Resistance

Surveillance System) (http://ecdc.europa.eu/en/Publications/antimicrobial-resistance-

surveillance-europe-2013.pdf) del 2013 indican que mas de la mitad de las cepas

invasivas (de hemocultivos) reportadas a la Red de la EARSS eran resistentes a, al menos,

uno de los antibidticos que se encuentran bajo vigilancia.

Segin el informe, preocupa especialmente el aumento de las resistencias a
cefalosporinas de 32 generacidén (Figura 2) y la resistencia combinada de cefalosporinas
de 32 generacién, fluoroquinolonas y aminoglucésidos. Varios paises reportaron una

tendencia al alza estadisticamente significativa para este tipo de resistencias durante el
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periodo 2010-2013. De esta manera, el porcentaje de resistencias a cefalosporinas de 32

generacion en la poblacién media de la Unién Europea (UE) aumentd significativamente,

pasando del 9,5% en 2010 al 12,6% en 2013. Por el contrario, no se produjo un aumento

significativo en cuanto a las resistencias combinadas durante el mismo periodo.

Percentage resistance

" <1%

a1 1to<5%
[ 5to < 10%
B 10 to < 25%

. 25to <50%

- = 50%
i No data reported orless than 10 isolates
[ Notincluded 7

mm Liechtenstein
i Luxembourg
) Malta

(C) SCOCDundas TESSy

Figura 2. Porcentaje de cepas invasivas aisladas en Europa resistentes a cefalosporinas de 32 generacién

en 2013 (www.ecdc.europa.eu)

s

e

Una gran proporcién de las cepas invasivas resistentes a cefalosporinas de 32 generacion

reportadas fueron confirmadas como BLEE por los paises que participaban en el estudio

en 2013. De esta manera, de los 22 paises, 17 reportaron porcentajes de cepas BLEE que

se encontraban entre el 85% y 100% (Tabla 5).

Tabla 5. Porcentaje de cepas invasivas resistentes a cefalosporinas de 32 generacion (3GCREC)

confirmadas como BLEE por los laboratorios participantes de la UE, 2013 (www.ecdc.europa.eu)

Pais N2 de N2 de %
laboratorios 3GCREC BLEE
Dinamarca 5 121 73,6
Eslovaquia 14 240 74,6
Francia 51 861 76,5
Austria 21 196 81,6
Estonia 6 25 84
Espafia 33 672 86,3
Polonia 36 113 87,6
Holanda 12 111 88,3
Letonia 5 18 88,9
Irlanda 32 245 89,8

11
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Pais N2 de Ne de %
laboratorios 3GCREC BLEE
Bulgaria 11 66 90,9
Croacia 14 91 91,2
Republica Checa a4 387 91,2
Eslovenia 10 107 91,6
Portugal 26 328 92,1
Finlandia 18 263 93,5
Italia 3 33 93,9
Rumania 11 56 94,6
Luxemburgo 5 22 95,5
Suecia 16 382 97,4
Hungria 7 40 100
Lituania 8 33 100

En los ultimos afios estamos asistiendo a una serie de cambios en la epidemiologia de las
bacterias pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae productoras de BLEE, mientras
gue en los afios 80 y principios de los 90 la mayoria de las BLEE eran del tipo TEM o SHV,
actualmente, las mas frecuentes en la mayoria de los paises, incluyendo Espafia, son las

CTX-M (Cantén y Coque, 2006).

En el estudio epidemioldgico llevado a cabo en Espaiia en el 2006, en el que se
compararon los datos obtenidos ese afio con los de otro estudio similar realizado en el
afio 2000 (Hernandez et al. 2005), se detectaron cambios muy importantes en la
prevalencia y distribucion de las cepas de E. coli productoras de BLEE. En ese periodo,
pasé del 0,5% (afio 2000) al 4,04% (aino 2006) y la incidencia de infecciones provocadas
por estos microorganismos paso6 del 0,12 a 12 (100.000 hab./mes) (Diaz et al. 2010). Por
otro lado, la prevalencia de las BLEE tipo TEM disminuyd del 19% (afio 2000) al 1,2%
(afio 2006). En cuanto a las BLEE tipo CTX-M, la prevalencia se disparé del 52% en 2000
(CTX-M-9 y CTX-M-14, principalmente) al 72% en 2006 (CTX-M-14, CTX-M-15 y CTX-M-9,
principalmente). Y en lo que respecta a la prevalencia de las BLEE tipo SHV, los
resultados fueron muy similares en ambos estudios, sin embargo, si destacaba el

aumento de las SHV-12 (Diaz et al. 2010).

Posteriormente, Blanco M. y colaboradores (2009), realizaron un estudio epidemioldgico
en Lugo, en el que se confirmaron las cepas de E. coli BLEE CTX-M-15 y CTX-M-14 como
las predominantes (54,1% y 21,9%, respectivamente), seguidas de las SHV-12 (9,5%) y
CTX-M-32 (6,7%).

12
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Igualmente en los uUltimos afios, distintos estudios hacen referencia a la deteccion de
estas bacterias en diferentes especies animales, tanto en sanos como en enfermos, en
ganado vacuno (Madec et al. 2008; Wittum et al. 2010; Horton et al. 2011), en cerdos y
en pollos (Blanc et al. 2006; Riafio et al. 2006), lo que puede representar un problema

grave en el tratamiento de las enfermedades infecciosas en veterinaria.

Al comparar los tipos de BLEE predominantes en bacterias de origen humano en
distintos paises con los detectados en cepas de origen animal, se evidencia una cierta
relacion segun su distribucién geogréfica. Asi, en Espafia, las CTX-M predominantes en
bacterias de origen humano son las del grupo 1y 9, y en animales sanos destinados a
consumo humano las del grupo 9 (Cantén y Coque, 2006; Mamani, 2014). Sin embargo,
en paises como Dinamarca, Suiza, Portugal y Francia, las cepas CTX-M predominantes en
humanos son las de grupo 1, mientras que las cepas CTX-M del grupo 9 raramente son
aisladas (Cantén et al. 2008; Aarestrup et al. 2006; Girlich et al. 2007; Goncalves et al.
2010). Las CTX-M-15 son las predominantes en humanos en Suiza, mientras que la

enzima CTX-M-1 es la mas frecuentemente aislada en animales (Geser et al. 2012).

1.3.1.2. Grupo clonal ST131

Los primeros estudios epidemiolégicos indicaban una ausencia de clonalidad entre las
cepas productoras de los distintos tipos de BLEE (Rodriguez-Bafio et al. 2004), hasta que
en el afio 2007, y coincidiendo con la diseminacion mundial de cepas productoras de
CTX-M (especialmente CTX-M-15), un consorcio de investigadores describieron por
primera vez un grupo clonal expandido a nivel mundial en hospitales y en la comunidad

(Nicolas-Chanoine et al. 2008).

Se trababa del grupo clonal pandémico de E. coli 025b:H4-B2-ST131 (de aqui en
adelante grupo clonal ST131) que caracteristicamente estd asociado a la produccién de
CTX-M-15, al serotipo 025b:H4, al grupo filogenético B2, y a la secuencia tipo 131
(ST131) (Blanco M. et al. 2009).

La introduccidn y diseminacion de este grupo clonal ha hecho cambiar rdpidamente el
panorama epidemiolégico de las BLEE. No obstante, hay que tener en cuenta que menos

del 10% de las cepas de este grupo clonal producen BLEE y que su presentacion clinica

13
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mas frecuente es en forma de resistencia a la ciprofloxacina y sensibilidad a las

cefalosporinas de 32 y 42 generacion (CipR-noBLEE).

Estudios recientes indican que las cepas del grupo clonal ST131 suponen mas del 50% de
las cepas productoras de BLEE, al menos 1 de cada 10 infecciones urinarias/sepsis
causadas por E. coli, y mds del 25% de las cepas multirresistentes a los antibidticos a

nivel mundial (Blanco M. et al. 2009; Johnson et al. 2009a, 2010; Dahbi et al. 2013).

A diferencia de la mayoria de las cepas de E. coli resistentes a antibidticos, que derivan
principalmente de grupos filogenéticos diferentes del B2 (es decir, A, B1 y D), el grupo
clonal ST131 exhibe tipicamente multiples factores de virulencia, incluidas adhesinas,
toxinas, siderdforos, capsulas del grupo 2, etc.; por lo que este grupo clonal combina
tanto genes de resistencia como genes de virulencia, algo que en las cepas clasicas del
grupo de E. coli patégenos extraintestinales (EXPEC) habia sido excluyente (Nicolas-

Chanoine et al. 2008).

Recientemente, han sido caracterizados nueve virotipos (A, B, C, D1, D2, D3, D4, D5 y E)
dentro del grupo clonal ST131, distribuidos a nivel internacional, con perfiles PFGE
especificos y con asociaciones clinico-epidemioldgicas significativas. Esta variabilidad
dentro de ST131 también se ha demostrado mediante la secuenciacién multilocus
(MLST) empleando el esquema altamente discriminatorio del Instituto Pasteur, e incluso
por serotipado, ya que recientemente se ha observado que algunas cepas del grupo
clonal ST131 pertenecen al serotipo 016:H5 (Blanco et al. 2013; Mora et al. 2014; Dahbi
et al. 2014). Incluso, ensayos in vivo en un modelo murino de sepsis de un grupo
representativo de cepas ST131 aisladas de casos clinicos humanos pertenecientes a dos
serotipos (025b:H4, 016:H5) y los nueve virotipos (A, B, C, D1, D2, D3, D4, D5 y E) han
demostrado diferentes patrones de virulencia in vivo correlacionados con los virotipos

ST131 (Mora et al. 2014; Dahbi et al. 2014).

Los ultimos trabajos de investigacidn indican una alta heterogeneidad dentro del grupo
clonal ST131, no solo en base al contenido de genes de virulencia (virotipos), la variedad
de enzimas BLEE que puede producir, los patrones de resistencia a antibidticos, los

diferentes perfiles de electroforesis en campo pulsado (PFGE), y los diferentes patrones
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de virulencia in vivo, sino también por las diferencias encontradas entre las cepas
obtenidas de distintas fuentes (Mora et al. 2010; Platell et al. 2011; Johnson et al. 2012;
Matsumura et al. 2012; Dhabi et al. 2013; Vredenburg et al. 2014).

Las cepas de E. coli productoras de BLEE representan actualmente un gran problema, no
solo en medicina humana, sino también en veterinaria, con la emergencia de éstas en

animales de produccién.

El grupo clonal ST131 también ha sido identificado en animales de produccion,
concretamente en produccién aviar (Cortés et al. 2010; Mora et al. 2010) y produccidn
porcina (LREC, datos no publicados). Cortés y colaboradores (2010) describieron por
primera vez el grupo clonal ST131 CTX-M-9, detectandolo en muestras de aves de
produccién. En ese mismo afio, Mora y colaboradores (2010) describen por primera vez
la emergencia del grupo clonal 025b:H4-ST131 jbeA positivo en cepas aviares con la
reciente adquisicion del antigeno capsular K1 incluyendo las cepas productoras de CTX-
M-9 y establecen que este grupo clonal representa un riesgo zoondtico real entre

humanos y aves.

A lo largo de la historia, la fauna silvestre ha sido una fuente muy importante de
transmision de enfermedades al ser humano. Hoy en dia, su papel como reservorio de
zoonosis constituye una de las principales preocupaciones en la salud publica (Cutler et

al. 2010).

Al igual que en otras partes del mundo, las poblaciones de zorros (Vulpes vulpes), corzos
(Capreolus capreolus) y jabalies (Sus scrofa) en Espafia han experimentado tal
crecimiento en las ultimas décadas que se han extendido practicamente por toda la
Peninsula Ibérica, acercandose a los asentamientos humanos. Esta proximidad potencia
el riesgo de contacto entre estas especies silvestres y los animales de produccidn, asi
como con el hombre. El noroeste espainol es una zona tipica de ganaderia semiextensiva
y en las areas rurales, el contacto entre los animales de produccién y los silvestres es

inevitable.

La conveniencia de compatibilizar la actividad ganadera con la actividad cinegética-

conservacionista en zonas rurales y forestales requiere que las Administraciones
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Publicas establezcan estrategias de control, en base a los datos epidemioldgicos, que
prevengan la posible transmision de agentes zoondticos entre los animales que

comparten el mismo biotopo.

En un estudio reciente, nuestro grupo demostré que el zorro, el corzo y el jabali en
Galicia se confirman como reservorios de E. coli enterohemorragicos productores de
verotoxinas potencialmente patégenos para el ser humano y que parecen jugar un papel

importante en su mantenimiento y transmision (Mora et al. 2012).

Los animales silvestres no estdn normalmente expuestos a los agentes antimicrobianos
utilizados en la clinica, pero pueden adquirir bacterias resistentes a antimicrobianos a
través del contacto con humanos, animales domésticos y el medio ambiente, en el que
parece que las aguas contaminadas con heces son el vector mas importante (Colomer-

Lluch et al. 2013).

La diseminacion a nivel mundial de cepas de E. coli productoras de BLEE en el medio
ambiente, mds alla del perimetro de las poblaciones humanas y de produccién animal,
parece estar directamente influenciado por la practica mediante el uso de
antimicrobianos. Esto podria ser la consecuencia colateral de la emergencia de

infecciones comunitarias por cepas BLEE, pero a su vez puede dar lugar a:

a) Una subsiguiente colonizacidn de las poblaciones de animales silvestres, que
a su vez se conviertan en fuentes de infecciéon o incluso en un reservorio de E. coli

productoras de BLEE.

b) Diseminacion y transmisiéon de E. coli productoras de BLEE en nichos

ecolégicos fragiles.

c) Posibles nuevos ciclos de infeccion entre los animales silvestres, animales

domeésticos y los humanos.

d) Problemas en el tratamiento médico de todas las especies.

En este sentido, los investigadores sefialan la necesidad de estudios a gran escala, en

particular estudios centinela, para monitorizar el impacto de la diseminaciéon de este
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tipo de bacterias multirresistentes en la fauna silvestre (Guenther et al. 2011).

Actualmente se conoce que las aves silvestres son portadoras, con una alta prevalencia,
de cepas de E. coli productoras de BLEE (incluidas cepas del grupo clonal ST131) y se
asume que este fendmeno es debido al contacto frecuente con aguas residuales
humanas y a los residuos procedentes de las granjas de produccién intensiva. También
se ha sugerido que las aves migratorias juegan un papel importante en la transmisién y

mantenimiento de este tipo de cepas (Guenther et al. 2012).

A dia de hoy, se asume que las aguas residuales humanas y los residuos de las granjas de
produccion intensiva juegan un papel fundamental en el mantenimiento y diseminacion
de cepas productoras de BLEE y del grupo clonal ST131 (Guenther et al. 2011; Colomer-
Lluch et al. 2013).

1.3.2. E. coli diarreagénicos

Las enfermedades diarreicas son la mayor causa de mortalidad y morbilidad entre los
nifios menores de 5 afios, contando en mas de 718.000 el nimero de muertes y en 1.731
millones de casos al afio, con una incidencia de 2,7 episodios de diarrea por nifio al afio en

2011 (Walker et al. 2013).

La prevalencia de los distintos patégenos entéricos varia entre los distintos paises y
areas geograficas (Afset et al. 2003; Cohen et al. 2005; Spano et al. 2008; Ochoa et al.
2009; Moyo et al. 2011; Sang et al. 2012). Los grupos de E. coli diarreagénicos han
adquirido gran relevancia en los ultimos afios en cuanto a la salud publica se refiere
(Okeke, 2009; Estrada-Garcia y Navarro-Garcia, 2012; Croxen et al. 2013; Dutta et al.
2013; Chattaway et al. 2013).

Los E. coli diarreagénicos se clasifican en 6 categorias en funcién de sus caracteristicas
clinicas, epidemiolégicas y factores de virulencia: E. coli enterotoxigénicos (ECET), E. coli
enteropatogénicos (ECEP), E. coli enteroinvasivos (ECEI), E. coli enteroagregativos (ECEA),
E. coli de adherencia difusa (ECAD) y E. coli verotoxigénicos (ECVT) también conocidos

como Shiga-like toxin-producing E. coli (STEC) (Tabla 6) (Nataro y Kaper, 1998).
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Tabla 6. Factores de virulencia de E. coli diarreagénicos humanos (Blanco et al. 2002, cap. 21)

E. coli enteropatogénicos (ECEP)

e Adhesina BFP codificada en el plasmido EAF responsable de la adhesién a distancia de la bacteria al
enterocito y de la adhesién localizada a células HEp-2.

e Locus cromosomico LEE con los genes: eae, tir, esp y sep. Responsable de la adhesion intima de la bacteria
y de la lesion de adhesion y borrado del microvilli intestinal.

E. coli enterotoxigénicos (ECET)

e Factores antigénicos de colonizacién (CFA/I, Il, Il y IV).

e Enterotoxinas: termolabil LT y termoestable STa.

e Tanto los CFAs como las enterotoxinas se encuentran codificadas en plasmidos.

E. coli enteroinvasivos (ECEI)
o Pldsmido de elevado peso molecular (140 MDa) que lleva genes implicados en la invasividad.

E. coli verotoxigénicos (ECVT) o enterohemorragicos (ECEH)

e Verotoxinas (VT1y VT2) o shiga-like toxins (Stx1 y Stx2) codificadas en profagos.

e Locus cromosomico LEE con genes: eae, tir, esp y sep.

e Plasmido de 60 Mda que codifica para una enterohemolisina (E-Hly) y una adhesina fimbrial que puede
estar implicada en la colonizacidn intestinal.

E. coli enteroagregativos (ECEA o ECEAgg)

e Adhesidn agregativa a células HEp-2 mediada por las fimbrias plasmidicas AAF/l y AAF/II
e Enterotoxina termoestable EAST1 (plasmidica).

o Citotoxina de 108 KDa que provoca lesiones destructivas a nivel intestinal.

E. coli con adherencia difusa (ECAD)
o Adhesidn difusa a células HEp-2 mediada por la fimbria F1845
e Proteina de la membrana externa de 100 Kda denominada AIDA-I.

A diferencia de las cepas comensales y de las EXPEC, las cepas de E. coli diarreagénicas
raramente aparecen en la microbiota fecal de hospedadores sanos y ademas, al contrario
de las cepas ExPEC, las diarreagénicas parecen ser esencialmente patdgenas obligadas,
causando distintas infecciones entéricas cuando son ingeridas en cantidades suficientes

(Russo y Johnson, 2000).

Las cepas de los diferentes grupos de E. coli diarreagénicos pertenecen a una amplia

variedad de serotipos. En la Tabla 7 se relacionan los mas frecuentes en humanos.

Tabla 7. Principales serotipos de E. coli diarreagénicos humanos (Herrera, 2010)

ECEP ECET ECEI ECVT ECEA \
Clésicos 06:H16,H51,H- 028:H- 01:H7,H- 03:H2,H3,H21
026:H11,H- 08:H9,H- 029:H- 02:H5 04
055:H6,H51,H- 09:H21 073:H18 08:H2,H- 07:H-
086:H8,H34,H- 011:H27 0112:H- 09:H21 09:H10
0111:H2,H6,H27,H- | O15:H11,H- 0115:H- 015:H- 015:H1,H18,H-
0114:H2,H- 020:H21,H- 0121:H- 022:H8 017:H18
0119:H2,H6,H8,HH- | 025:H42,H- 0124:H7,H30,H- | 025:H- 021:H21
0125 027:H7,H20,H- 0135:H- 026:H11,H- 025:H9,H18,H19
0126:H2 029:H- 0136:H- 055:H- 044:H18
0127:H6,H40,H- 049:H- 0143:H- 076:H19 051:H11
0128:H2 063:H12,H- 0144:H25,H- 077:H41 077:H18
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ECEP ECET ECEI ECVT ECEA

0142:H6,H21,H34 077:H18,H45 0152:H- 084:H2 078:H2,H10
078:H11,H12,H- 0153:H- 091:H14,H21,H- 085:H10

Otros 085:H7 0159:H2,H- 098:H- 086:H2,H11,H18

02:H2,H45 0114:H21,H49,H- 0164:H- 0103:H2,H7,H25 H21,H27

023:H8 0115:H21,H40,H51 0167:H4,H5,H- | 0104:H21 092:H33

026:H- 0126:H9 0171:H- 0111:H2,H8,H- 0104:H?

033:H34 0128:H7,H12,H21,H27,H4,H9 | O173:H- 0113:H4,H21,H32 0111:H21

034:H45 0139:H28 0117:H4,H7 0125:H9,H21

049:H10 0148:H8,H28 0118:H2,H12,H16 0127:H2

051:H49 0149:H4,H10 0121:H19 0153:H2

073:H34 0153:H45 0128:H2,H- ONT:H10,H21,H-

076:H51 0159:H4,H20,H21,H34,H- 0129:H-

088:H21,H25 0166:H27 0145:H28,H-

0101:H33 0167:H5 0146:H21,H28

0107:H- 0169:H41,H- 0150:H-

0109:H- 0173:H- 0153:H21,H33,H-

0110:H6 0157:H7,H-

0118:H5 0165:H25

0131:H46 0166:H28

O145:HNT 0174:H-

0148:H28 ONT:H8,H19,H21,H-

0153:H7,H8,H11

0157:H45,H-

0162:H33,H-

0167:H6

OX9:H7

ONT:H7,H45

En la tabla figuran los diferentes antigenos H asociados a cada antigeno O. Asi 026:H11,H- son realmente dos

serotipos (026:H11y 026:H-).

1.3.2.1. E. coli enterotoxigénicos (ECET)

Los E. coli enterotoxigénicos fueron descritos por primera vez como causantes de diarrea
en ganado porcino (Alexander, 1994), en el que sigue provocando importantes pérdidas
econdémicas en neonatos y recién destetados (Melkebeek et al. 2013). Pero no fue hasta
1971 cuando DuPont y colaboradores demostraron que las cepas de ECET eran capaces de

causar diarrea en humanos adultos voluntarios.

Los ECET son considerados en la actualidad, junto con los E. coli enteropatogénicos
(ECEP) vy los rotavirus, los patégenos que con mayor frecuencia causan gastroenteritis
infantil, diarrea colérica y diarrea del viajero en paises con condiciones higiénico-

sanitarias deficientes (OMS, 2005). En estudios realizados en Asia, Africa e Iberoamérica,
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los ECET se aislan de entre el 10% y el 50% de los pacientes con diarrea. En los paises
desarrollados, los ECET se aislan muy raramente de casos esporadicos de diarrea (0%-
4%). Se cree que la razén de que los ECET causen diarrea principalmente en paises poco
desarrollados es que las bacterias deben ser ingeridas en cantidades elevadas (10%-10')
para llegar a provocar deshidratacién. Concentraciones tan elevadas de bacterias fecales
solo se dan cuando las condiciones higiénico-sanitarias son deficientes. No obstante, aln
en los paises desarrollados han de controlarse los ECET, ya que en los ultimos afios han
provocado algunos brotes de gastroenteritis en EE.UU y Noruega (Yoder et al. 2006;
Harrison et al. 2012; MacDonald et al. 2015). Los sintomas mas destacados de las
enfermedades causadas por los ECET son diarrea y calambres abdominales, algunas
veces acompafados por nduseas y dolor de cabeza, normalmente con vomitos o fiebre.

Al mismo tiempo, también se asocian con diarreas liquidas moderadas, y algunos brotes

han llamado la atencidn por su prolongada duracién.

Los ECET humanos colonizan la mucosa del intestino delgado por medio de pili o
fimbrias denominadas factores de colonizacidn intestinal CFA (colonization factor
antigens) (CFA/I, CFA/ll, CFA/Ill o CFA/IV), siendo su principal mecanismo de
patogenicidad la sintesis de dos enterotoxinas: termolabil (LT) y/o termoestable (ST)

(Figura 3).

Guanylate oM
cyciase GD1b
cFA,—.g . S JI
\

ST LT

\_ Y

ETEC

Figura 3. Mecanismo de patogenicidad de los ECET (Kaper et al. 2004)

e La enterotoxina termolabil LT (Heat-labile) de E. coli esta intimamente relacionada en
estructura y funcion a la enterotoxina del célera (CT) expresada por la Vibrio cholerae

(Sixma et al. 1993).

e Existen dos tipos de enterotoxinas termorresistentes ST (Heat Stable), que difieren en

estructura y mecanismo de accién. Por un lado, la toxina STa que se asocia con cepas ECET
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humanas, porcinas y de rumiantes y, por otro, la toxina STb, que se asocia
fundamentalmente con cepas aisladas del ganado porcino. En Espafa los serotipos
predominantes entre humanos son 025:H- (STa CFA/Ill), O153:H45 (STa CFA/I),
0169:H41 o H- (STa CFA/IV) (Blanco et al. 1991, 2002).

En animales, se sabe que en rumiantes las infecciones por ECET generan grandes
pérdidas econdmicas debidas a las elevadas tasas de morbilidad y mortalidad que
produce (Cox et al. 2014). En ganado vacuno y ovino, las infecciones por ECET en los
primeros 4 dias de vida, pueden ser las responsables de diarreas graves con altos indices
de mortalidad (Nagy y Fekete, 1999). En lechones neonatales y recién destetados, las
diarreas asociadas a ECET provocan altas tasas de mortalidad y morbilidad (Gyles, 1994)
y estdn consideradas una de las enfermedades mas importantes a nivel econémico en la

cria de ganado porcino (Van den Broeck et al. 1999; Frydendahl, 2002; Chen et al. 2004).

Los ECET que causan diarrea en animales producen enterotoxinas (LT, STa y/o STb) y
poseen los factores de colonizacién K88, K99, P987, F18 o F41 (Garabal et al. 1995, 1996;
Gonzdlez et al. 1995; Blanco M. et al. 1997b; Vu Khac et al. 2006, 2007). Las fimbrias
asociadas con diarreas en cerdos son F4 (K88), F5 (K99), F6 (P987); F7 (F41) y F18. No
obstante, en ganado vacuno las fimbrias identificadas con mayor frecuencia son K99,
F41y F17 (Casey et al. 1992; Nagy y Fekete, 1999; Nguyen et al. 2011), mientras que en
corderos son K99y F41 (Nagy y Fekete, 1999).

1.3.2.2. E. coli enteroinvasivos (ECEI)

Los ECEl son muy parecidos desde el punto de vista bioquimico, genético y por sus
mecanismos de patogenicidad, a los miembros del género Shigella. De hecho, estudios
recientes de evolucion molecular apoyan la teoria del multiorigen de las diferentes
especies de Shigella a partir de la adquisicion por distintos serotipos de E. coli de

diversos plasmidos de virulencia ancestrales (Yang et al. 2007).

Los primeros estudios que demostraron la capacidad de los ECEl de provocar diarreas al
invadir las células del epitelio intestinal, fueron realizados por Dupont y colaboradores
en 1971. Los genes que confieren el potencial invasor estan localizados en un plasmido

(pInv) de 120 MDa en Shigella sonnei y en un plasmido de 140 MDa en las otras especies
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de Shigella y en E. coli. Ademas, los ECEl producen una enterotoxina de 63 kDa (ShET2)

gue se encuentra codificada en el gen plasmidico sen.

Existe un numero reducido de serotipos de ECEI, siendo el mas frecuente el serotipo
0124:H- que en Espafia ha causado varios brotes (Nataro y Kaper 1998; Andrade et al.
2002; Kaper et al. 2004), y el serotipo, el 073:H18 responsable de otro brote que ha

tenido lugar en nuestro pais (Blanco et al. 2002).

El mecanismo de patogénesis de los ECEl comprende los siguientes pasos: (1)
penetracion por endocitosis al interior de las células de la mucosa del colon, (2) lisis de
la vacuola endocitica, (3) multiplicacidn intracelular, (4) movimiento intracelular y (5)

diseminacién lateral a las células adyacentes (Figura 4).
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Figura 4. Esquema del ciclo de infeccion de los ECEI. Las bacterias penetran por endocitosis en las células
de la mucosa del colon y luego se diseminan (Kaper et al. 2004)

Esta secuencia de eventos provoca, en la mayoria de los pacientes afectados, diarrea
acuosa y solamente algunos presentan disenteria, que se manifiesta con sangre, mucus,
leucocitos en heces y fiebre. Cuando la infeccidn es grave, puede aparecer una fuerte

inflamacién que se manifiesta en forma de ulceras (Nataro y Kaper, 1998).

1.3.2.3. E. coli enteroagregativos (ECEA)

Hasta principios de los afos ochenta, las cepas de E. coli inductoras de diarrea estaban
clasificadas en tres categorias: ECET, ECEl y ECEP. Sin embargo, mas tarde se
encontraron cepas aisladas de pacientes con diarrea que no se podian englobar en
ninguno de los tres grupos conocidos hasta entonces. Dichas cepas poseian un patréon de
adherencia caracterizado por agregacién de las bacterias entre si de manera inespecifica

en una configuracién “en ladrillo”, lo que permitioé la diferenciacién de un nuevo grupo
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de E. coli diarreagénicos: los E. coli enteroagregativos ECEA (Nataro y Kaper, 1998;

Okeke y Nataro, 2001).

En paises en vias de desarrollo, los ECEA (o ECEAgg) se han asociado con la diarrea
infantil, y estdn particularmente asociados con la diarrea persistente de mas de 14 dias

de duracién.

En paises desarrollados no se ha estudiado sistematicamente, pero se sabe que se aislan
con frecuencia en nifos y adultos con diarrea, que han provocado algunos brotes
importantes y que pueden estar implicados en las diarreas crénicas que sufren pacientes
infectados por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). Provocan una diarrea
acuosa mucoide, pero se puede observar la presencia de sangre en un numero
significativo de muestras fecales, a pesar de esto, son frecuentes los individuos

portadores asintomaticos (Nataro y Kaper, 1998).

Las cepas de ECEA presentan fimbrias (AAF/I y
AAF/ll) que les permiten adherirse de forma
agregativa a las células HEp-2 y al epitelio
intestinal. Una vez unidas, las cepas provocan un
aumento de la secrecién de moco que conduce a

la formacion de una biopelicula en la superficie

del intestino delgado en la que quedan atrapadas

i

las bacterias. Si examinamos esta pelicula Figura 5. E. coli enteroagregativo
(USDA, www.ars.usda.gov/is/graphics/
mucoide podemos ver la presencia de un gran photos/mar05/K11077-1.htm)

numero de bacterias agregadas y densamente

empagquetadas (Figura 5). Se cree que la formacion de la biopelicula puede facilitar la
colonizacion persistente y, tal vez, una mala absorcién. Posteriormente, la bacteria
produce una enterotoxina termoestable (EAST1) de 4.100 Da y una citotoxina de 108
kDa que pueden ser responsables de la diarrea y de las lesiones histopatolégicas
(acortamiento de las microvellosidades o villi). La enterotoxina EAST1 y los factores de
colonizacion AAF/I y AAF/Il se encuentran codificados en plasmidos (Nataro y Kaper,

1998; Okeke y Nataro, 2001) (Figura 6).
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Figura 6. Mecanismos de patogenicidad de los ECEA (Kaper et al. 2004)

Los serotipos de ECEA que predominan en Espafia son: 03:H2, 015: H- y 086:H21 o H27
(Blanco et al. 2002).

La deteccidn de los ECEA se realiza investigando la adhesidn agregativa a células HEp-2 y
mediante pruebas genéticas (hibridacion o PCR) que detectan un plasmido (pCVD432)
asociado con el patrén de adherencia enteroagregativa (Nataro y Kaper, 1998; Pabst et
al. 2003; Piva et al. 2003; Kaper et al. 2004; Sarantuya et al. 2004; Blanco M. et al. 2005;
Cohen et al. 2005; Nataro, 2006).

1.3.2.4. E. coli enteropatogénicos (ECEP)

Durante décadas, los mecanismos de patogenicidad de los ECEP eran desconocidos y
solo podian ser identificados mediante serotipado. No obstante, desde 1979 se han
realizado numerosos avances en la comprension de la patogénesis de las diarreas

provocadas por cepas ECEP (Kaper et al. 2004).

El serotipado sistematico de las cepas E. coli aisladas de casos esporadicos y brotes de
diarrea en Europa y Estados Unidos (EE.UU.), permitié en los afios cuarenta y cincuenta
del pasado siglo, asociar con la diarrea infantil un grupo de cepas E. coli pertenecientes a
un grupo limitado de serotipos que se denominaron E. coli enteropatogénicos (ECEP)
(Neter et al. 1953a, 1953b, 1955; Neter, 1955). Posteriormente, la OMS reconoceria que
los ECEP englobaban cepas pertenecientes a 12 serogrupos: 026, 055, 086, 0111, 0114,
0119, 0125, 0126, 0127, 0128, 0142 y 0158 (OMS, 1987), también conocidos como

serogrupos cldsicos de ECEP.

Varios estudios realizados con voluntarios en la década de los cincuenta demostraron
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que estas cepas eran capaces de producir diarrea. Sin embargo, en los afos setenta se
descubrié que las ECEP no producian enterotoxinas ni tenian capacidad enteroinvasiva,
por lo que algunos investigadores concluyeron precipitadamente que dichas cepas no
eran enteropatdgenas. La polémica suscitada fue resuelta por Levine y colaboradores en
1978 al demostrar, tras la inoculacién oral a voluntarios, que las cepas ECEP, no
enterotoxigénicas ni enteroinvasivas, conservadas en el laboratorio durante mas de

siete afios, todavia eran capaces de causar diarrea por mecanismos no conocidos.

Los ECEP son hoy en dia una de las principales causas de diarrea en nifos menores de 2
afios en paises en vias de desarrollo, predominando especialmente los serotipos 0111:H2
y 0119:H6. La mayor prevalencia se da en lactantes de hasta seis meses (Donnenberg et

al. 1997; Nataro y Kaper, 1998; Kaper et al. 2004).

Una de las principales caracteristicas de la infeccion por ECEP es la diarrea de tipo acuoso,
gue puede ocurrir en diversos grados de intensidad. Ademas es comun que los nifios
infectados presenten vomito y fiebre moderada. El periodo de incubacion varia de 3a 24 h
después de que el individuo ingiere en condiciones experimentales un indculo de bacterias
(10° a 10" UFC), aunque se cree que el inéculo que infecta de manera natural a los nifios

es mucho menor (Cravioto et al. 1988; Nataro y Kaper, 1998).

La caracteristica histopatolégica asociada con los ECEP y que los define es la
denominada “attaching and effacing” (A/E) (adhesion y borrado), la bacteria queda
intimamente adherida a las células del epitelio intestinal provocando cambios importantes
en el citoesqueleto, incluyendo la acumulaciéon de actina polimerizada directamente
debajo de las bacterias adheridas. La reorganizacion del citoesqueleto altera la morfologia
y fisiologia normal de la region apical de las células, lo que lleva al final a la pérdida de las
microvellosidades intestinales y su funcidn (Finlay et al. 1992; Goosney et al. 2000).
Ademas, se forma desde el epitelio intestinal una estructura tipo pedestal en la que se

posan las bacterias (Figura 7).

La capacidad de inducir esta histopatologia (A/E) estd codificada por genes que se
encuentran en una isla de patogenicidad de 35 kb denominada isla de patogenicidad LEE

(Locus of enterocyte effacement). La isla de patogenicidad LEE también se encuentra en
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patégenos humanos y animales que producen la histopatologia A/E, incluidos ECVT y ECEP
implicados en patologia cunicola, y en Citrobacter rodentium, que induce hiperplasia

coldnica en ratones (Kaper et al. 2004).

pedestal

Figura 7. ECEP adherido a la estructura de tipo pedestal (Gad Frankel, Imperial College London,
http://www.imperial.ac.uk/people/g.frankel/reseacrh.html)

En 1992, Donnenberg y Kaper describieron el mecanismo de patogenicidad de los ECEP en
un modelo de tres etapas (adherencia a distancia, transduccién de sefiales e intima
adherencia), en el que aparecen multiples pasos en la produccién de la lesion A/E. La
adherencia es un proceso fundamental en la patogénesis y en ella se pueden distinguir dos
fases, por un lado la adherencia a distancia de la bacteria al enterocito, y por otro, la

adherencia intima (Figura 8).

\ /

EPEC
Figura 8. Mecanismo de patogenicidad de los ECEP (Kaper et al. 2004)

La isla de patogenicidad LEE codifica para los componentes estructurales de un sistema de
secrecion tipo Il (T3SS), reguladores, translocadores, chaperones y moléculas efectoras
qgue alteran diversos procesos celulares (Garmendia et al. 2005). La isla LEE también
codifica para una proteina de la membrana externa de 94 kDa denominada intimina, que
media la adherencia intima de la bacteria al enterocito (Kaper et al. 2004).

Concretamente, la intimina estd codificada por el gen eae (E. coli attaching and effacing),
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localizado en el operdn LEE; de la isla de patogenicidad LEE. Este gen eae esta presente en

todas las cepas ECEP y ECVT capaces de producir una lesién A/E.

El gen eae, tiene una regidon C-terminal (3") altamente variable (280 aminoacidos) que
codifica para la parte de la proteina que interacciona directamente con el receptor Tir. Por
el contrario, la regiéon N-terminal es muy conservada, ello favorece enormemente los
estudios sobre el gen eae, ya que por una parte, es posible establecer unos primers
basados en la regidn variable del gen, que sirvan para diferenciar las distintas variedades, y
por otra, es posible también disefiar primers basados en la regién conservada, que sirvan
para detectar conjuntamente todas las variantes del gen eae. Hasta el dia de hoy se han
descrito 34 tipos y subtipos de intiminas: al, a2, B1, B2, B3, v1, v2, §, €1, €2, €3, €4, €5, U1,
02,73, v, nl, n2, 61, 62, 1A, B, 11C, 2, U, K, A\, 4, 0, T, T, p Y 0 (Adu-Bobie et al. 1998;
Oswald et al. 2000; Tarr y Whittam, 2002; Zhang et al. 2002; Blanco M. et al. 2003a,2004b,
2005, 2006a ; Garrido et al. 2006; Mora et al. 2009a; Horcajo et al. 2012). La diferenciacion
de los alelos que codifican para los distintos tipos de intiminas es importante para el
diagndstico, la epidemiologia y el establecimiento de las relaciones clonales de los ECVT y

los ECEP, asi como para los estudios inmunoldgicos y el desarrollo de vacunas.

El grupo de los ECEP presenta factores de virulencia adicionales codificados fuera de la
isla de patogenicidad LEE. Algunas cepas de ECEP poseen un plasmido de 70-100 kb
denominado pEAF (EPEC adherence factor) (Tobe et al. 1999). Este plasmido codifica
para un pilus tipo IV denominado BFP (Bundle-forming pilus) que es el responsable de
mediar la adherencia entre bacterias y la adherencia de las bacterias a las células
epiteliales (Giron et al. 1991). También contiene el locus per (plasmid-encoded
regulator), cuyos productos regulan el operén bfp y la mayoria de los genes de la isla LEE

mediante el Ler (LEE encoded regulator) (Kaper et al. 2004).

En 1995, los ECEP fueron divididos en dos grupos, los ECEP tipicos (ECEPt) y los ECEP
atipicos (ECEPa). La diferencia basica entre ambos es la presencia del pEAF en ECEPt y su
ausencia en ECEPa (Kaper, 1996). Trabulsi y colaboradores (2002) describieron muchas
otras diferencias entre ambos grupos. De hecho, aunque la mayoria de los estudios han
identificado los serogrupos clasicos entre los ECEPa, en los Ultimos afios se han descrito

muchas cepas ECEPa pertenecientes a una amplia variedad de serogrupos (Hernandes et
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al. 2009; Blanco M. et al. 2006a, 2006b). En cuanto al genotipo, las cepas de ECEPa
presentan con mayor frecuencia genes de virulencia de otros patotipos diarreagénicos
en relacién con los ECEPt (Trabulsi et al. 2002; Vieira et al. 2001; Beutin et al. 2005;
Scaletsky et al. 2009; Horcajo et al. 2012), lo que da una idea de su heterogeneidad.
Gomes y colaboradores (2004) demostraron que las cepas ECEPa pertenecientes a
serogrupos no cldsicos presentan incluso mas diversidad. Estudios epidemioldgicos y
experimentales apoyan la hipétesis de que al menos algunos ECEPa podrian proceder de
ECVT que han perdido sus genes vt (Afset et al. 2008; Scaletsky et al. 2009; Horcajo et al.
2012).

Mientras que los ECEPt estdn claramente relacionados con diarrea en nifios menores de
1 afio y son la principal causa de diarrea endémica en paises del tercer mundo (Toledo et
al. 1983; Gomes et al. 1991; Trabulsi et al. 2002), existen datos controvertidos con
respecto a la asociacién epidemioldgica de los ECEPa como agentes causales de diarrea.
Algunos estudios epidemioldgicos sugieren una creciente identificacion de ECEPa en
casos de diarrea, tanto en paises desarrollados como en vias de desarrollo (Trabulsi et
al. 2002), y aunque algunos estudios han demostrado la asociacion entre este tipo de
cepas vy la diarrea infantil (Araujo et al. 2007), otros describen los ECEPa como agentes
de diarrea persistente (Afset et al. 2004; Nguyen et al. 2006). La deteccion de cepas
ECEPa en pacientes con diarrea de distintos rangos de edad y en pacientes con SIDA es
indicativo de que algunas cepas ECEPa con ciertas combinaciones genéticas actuan
como verdaderos enteropatégenos (Gassama-Sow et al. 2004; Gomes et al. 2004). En
diferentes paises se han descrito ademas brotes en los que aparecen implicados como
agentes causales de diarrea cepas ECEPa pertenecientes a diferentes
serogrupos/serotipos tales como 039:HNM (Hedberg et al. 1997), 0111 (Viljanen et al.
1990), O55:HNM (Yatsuyanagi et al. 2002), ONT:H45 (Yatsuyanagi et al. 2003).

En Espafia, los ECEPa parecen ser un grupo emergente, ya que la frecuencia con la que se
aislan estas cepas ha aumentado en los Ultimos afios. Este hecho queda evidenciado en
los estudios realizados por el LREC entre 1996-1999 en colaboracién con la Unidad de
Microbiologia del Hospital Universitario Lucus Augusti (HULA), en los que se examind la

prevalencia de los diferentes tipos de E. coli diarreagénicos en coprocultivos de
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pacientes con diarrea y otras alteraciones gastrointestinales. Mientras que los ECEPt se
aislaron Unicamente en 5 de los 2.015 pacientes estudiados (0,2%), los ECEPa se
identificaron en 105 (5,2%) (Tabla 8 y Tabla 9) (Blanco M. et al. 2006a).

Tabla 8. Prevalencia de E. coli diarreagénicos en coprocultivos de pacientes del HULA (1996-1999) (Blanco
M. et al. 2006a)

Enteropatégeno bacteriano ‘ N total de N° de “:“_‘95"35
muestras positivas
ECEP tipico ege” bfp” 2.015 5(0,2%)
ECEP atipico eae’ bfp’ 2.015 105 (5,2%)
ECVT (STEC) 3.212 90 (2,8%)
ECET 2.467 17 (0,7%)
ECEI 2.467 6(0,2%)
ECEA 2.467 51 (2,1%)

Tabla 9. Tipos y subtipos de intiminas encontrados en ECEPt y ECEPa de origen humano (Lugo, 1996-1999)
(Blanco M. et al. 2006a)

Tipo de
intimina

Serotipos (N° de cepas)

EPEC tipicos (eae” bfpA’ vt1 vt2) (n=5)
al 3 0131:H46 (1), 0157:H45 (2)
€R/B2 1 0167:H6 (1)
a 1 0153:H8(1)
EPEC atipicos (eae” bfpA vt1 vt2’) (n = 105)
al 3 051:H49 (3)
a2 4 063:H33 (1), 0125:H6 (1), 0132:H1 (1), 0132:H34 (1)
04:H16 (2), 06:H1 (1), 011:H16 (1), 015:H2 (1), 026:H- (5), 026:H11 (3), 049:H2 (1),
X 34 051:H- (1), O51:H19 (1), O51:H49 (2), 080:H26 (1), 0103:H- (2), O115:H8 (2),
B 0128:H2 (3), 0145:H10 (2), 0153:H7 (1), O167:H9 (1), 0177:H- (1), O177:H11 (2),
ONT:H2 (1)
£R/B2 5 056:H6 (1), 0110:H6 (1), 0113:H6 (2), 0137:H6 (1)
/K 5 049:H- (1), 071:H49 (1), 088:H- (2), ONT:H- (1)
vl 13 055:H11 (1), 0145:H28 (4), 0145:H- (8)
6 16 02:H40 (1), 05:H11 (1), 010:H- (2), 011:H25 (1), 051:H40 (2), O71:H40 (2), O76:H7
¥ (1), 0103:H40 (1), 0111:H25 (1), 0117:H40 (1), 0153:H- (1), 0159:H4 (1), ONT:H- (1)
| o 026:H- (1), 045:H40 (1), 080:H26 (1), 0103:H2 (1), 0140:H31 (1), 0152:H38 (2),
€ 0157:H16 (1), ONT:H16 (1)
vR/g2 5 06:H19 (1), 0123:H19 (4)
4 6 085:H31 (1), 085:H- (1), 085:HNT (1), 0156:H25 (1), 0156:H- (1), 0179:HNT (1)
UR/A2 1 ONT:H45 (1)
vB 1 010:H- (1)
€8 1 080:H2 (1)
o 2 084:H- (1), 0129:H- (1)
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En un segundo estudio realizado en el periodo 2005-2013 se detectd un incremento
significativo de las infecciones causadas por los ECEP, pasando los ECEPt de un 0,2% a un
0,6% y los ECEPa de un 5,2% a un 11,5%, lo que apoya la hipdtesis de los ECEPa como
grupo emergente (Tabla 10 y Tabla 11) (Lépez et al. 2007; LREC, datos no publicados).

Tabla 10. Prevalencia de E. coli diarreagénicos en coprocultivos de pacientes del HULA (2005-2013) (Lopez
et al. 2007; LREC, datos no publicados)

Enteropatégeno bacteriano N° de muestras positivas

ECEP tipico ege” bfp* 63 (0,6%)
ECEP atipico eae” bfp’ 1.309 (11,5%)

ECVT (STEC) 282 (2,5%)

ECET 91 (0,8%)

ECEI 17 (0,1%)

ECEA 198 (1,7%)

Tabla 11. Tipos y subtipos de intiminas encontradas en ECEPt y ECEPa de origen humano (Lugo, 2003-
2005) (Lépez et al. 2007; LREC, datos no publicados)

.TI[.)O .de N-de Serotipos (N° de cepas)
intimina fcepas "0 T

ECEP tipicos (eae” bfpA* vt') (n=6)

/K 3 | 049:H10 (2), 088 (1)
VR/E2 2 | 088:H25(2)
a 1 | 0153:H11 (1)
ECEP atipicos (eae” bfpA vt) (n=190)
al 4 | 01:H49 (1), 051:H41 (1), 051:H49 (2)
a2 11 | O5:H6 (1), 020:H6 (1), 063:H6 (4), 0101:H- (1), 0132:H5 (2), 0132:H34 (2)

01:H7 (1), 02:H16 (1), 08:H11 (1), 08:H19 (1), 011:H16 (1), 015:H2 (7), 015 (3), O18:H7 (1),
021:H15 (1), 024:H2 (1), 025:H2 (1), 026:H11 (3), 049:H2 (1), O51:H40 (1), O51:H- (1),
B1 47 | 0103:H2 (1), 0103:H4 (1), 0111:H- (1), 0115:H8 (4), 0128:H2 (2), 0128:H- (1), 0139:H2 (1),
0153:H8 (1), 0159:H2 (1), 0167:H9 (1), 0167:H11 (1), 0177:H11 (1), 0178:H7 (1), ONT:H10
(1), ONT:H11 (3), ONT:H- (1)

03:H4 (1), 033:H6 (1), 056:H6 (1), 056:H- (1), 0110:H10 (1), 0112:H15 (1), 0113:H6 (3),
§R/B2 | 26 | 0121:H19 (1), 0137:H6 (3), 0139:H19 (1), O168:H- (1), 0178:H6 (1), 0184 (1), ONT:H4 (1),
ONT:H6 (5), ONT:HS8 (1), ONT :H9 (1), ONT:HNT (1)

B3 2 | 0128:H- (1), ONT:H4 (1)
5/k 7 | 02:H45 (1), 05:H49 (1), 049:H10 (1), 049:H- (2), 085:H8 (1), ONT:H4 (1)
vl 21 | 055:H7 (3), 0145:H28 (3), 0145:H- (8), 0145 (1), 0157:H7 (3), ONT:H- (1), ONT:HNT (2)

02:H40 (7), 010:H- (1), O15:H7 (1), 064:H40 (1), 071:H1,H12 (1), 098:H- (1), 0103:H40 (1),
0117:H11 (1), O117:H40 (1), 0127:H40 (3), 0146:H28 (1), 0153:H31 (1), 0153:H40 (1),

12/8 33 | 0156:H4 (1), 0156:H8 (3), O162:H- (1), 0174 (1), ONT:H11 (1), ONT:H23 (1), ONT:H40 (1),
ONT:H- (3)
01:H40 (1), 018:H16 (1), 026:H2 (1), 026:H11 (1), 0113:H- (1), 0123:H45 (1), 0153:H11 (1),
el 11| 0157:H16 (1), 0171:H19 (1), ONT:H4O (1), ONT:H4S5 (1)
€3 3 | 085:H43 (1), 0181:H- (1), ONT:H- (1)
&4 1 | 0109:H- (1)
¢ 8 | 064:H25 (1), 085:H- (1), 085:H31 (3), 086:HNT (1), 0156:H- (1), 0179:H31 (1)
n2 1 | ONT:H45 (1)
HR/2 1 | o0101:H- (1)
A 1 | 033:H34(1)
¢B 7 | 02:H6 (1), 04:H- (1), 06:H16 (1), 080:H2 (4)
o 4 | 035:H11 (1), 084:H- (1), 0105:H4 (1), ONT:H- (1)
n 1 | ONT:H51 (1)
o 1 | 0180:H2 (1)
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Los ECEP también estdan implicados en procesos diarreicos en los animales. Son
patégenos importantes en las explotaciones produccidn cunicola, en las que causan
graves pérdidas econdmicas (Peeters, 1993; Blanco J.E et al. 1996a; Blanco M. et al.
1997c). Las caracteristicas de las cepas ECEP aisladas de conejos son diferentes a las
implicadas en patologia humana y pertenecen a un numero limitado de serotipos,
siendo el 0O109:H2 el detectado principalmente en cepas aisladas de gazapos, y
O15:HNM, 020:H7, 0103:H2, 0128:H2, 0132:H2, 0153:H7 los principalmente
identificados en cepas de conejos destetados (Peeters et al. 1984a,1984b; Blanco J.E. et
al. 1996a; Penteado et al. 2002). También son distintos los factores de adherencia de las
cepas ECEP aisladas de conejos; se han descrito las fimbrias AF/R1 y AF/R2 (O'Hanley y
Cantey, 1978; Milon et al. 1990).

1.3.2.4.1. Reservorio de ECEP

El reservorio principal de las cepas de ECEPt es fundamentalmente el ser humano,
mientras que en raras ocasiones se aislan de animales (Trabulsi et al. 2002; Hernandes
et al. 2009). Por el contrario, las cepas de ECEPa estan presentes tanto en humanos
(Goffaux et al. 2000; Trabulsi et al. 2002; Beutin et al. 2003; Aktan et al. 2004) como en
animales sanos o con diarrea. De hecho, la mayoria de las cepas de ECEP de origen
animal carecen del gen bfpA, convirtiéndose los animales que las portan en reservorio
de cepas ECEPa (Cid et al. 2001; Aktan et al. 2004; Blanco M. et al. 2005; Cortés et al.
2005; Krause et al. 2005; Malik et al. 2006; Aidar-Ugrinovich et al. 2007; Vu-Khac et al.
2007).

En la mayoria de los casos, estas cepas ECEPa han sido identificadas en el curso de
estudios de caracterizacién de cepas de E. coli A/E aisladas de animales de produccién,
incluidos vacuno, ovino y caprino (Orden et al. 2002; Aktan et al. 2004; Blanco M. et al.
2005; Leomil et al. 2005; Cortés et al. 2005; Aidar-Ugrinovich et al. 2007; Otero et al.
2013). Ademas, las cepas ECEPa se han aislado de animales de compaiiia (perros y gatos)
(Goffaux et al. 2000; Nakazato et al. 2004) y de otros animales, tanto domésticos como
silvestres (caballos y ciervos, entre otros) (Beaudry et al. 1996; Carvalho et al. 2003;

Blanco M. 20044, Krause et al. 2005; Ishii et al. 2007).
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Aunque no existe la evidencia certera de transmision directa entre animales y el
hombre, si existen numerosos estudios que apoyan esta hipédtesis, al demostrar que
algunas cepas ECEPa de origen humano y animal no solo comparten
serogrupos/serotipos (Aktan et al. 2004; Blanco M. et al. 2005; Leomil et al. 2005; Yuste
et al. 2006; Horcajo et al. 2012), sino también marcadores de virulencia como los genes
ehxA y efal/lifA (Horcajo et al. 2012), y perfiles genéticos determinados por
herramientas altamente discriminativas como PFGE (Moura et al. 2009; Horcajo et al.

2012).

1.3.2.5. E. coli verotoxigénicos (ECVT)

Con esta denominacién (ECVT) se conocen todas aquellas cepas de E. coli capaces de
producir alguno de los 2 tipos de citotoxina conocidas como verotoxinas (VT) o toxinas
shiga (Stx). Los E. coli productores de verotoxinas han recibido diferentes nombres en la
literatura cientifica: E. coli verotoxigénicos (ECVT) y E. coli productores de Shiga-toxins

(STEC) (Mora et al. 2011b).

Desde que fueron descubiertos por Konowalchuk y colaboradores en 1977, los E. coli
verotoxigénicos se han convertido en una de las principales causas de colitis hemorragica
(CH) y sindrome urémico hemolitico (SUH) en el hombre. Desde entonces se ha visto
incrementada su incidencia hasta situarse actualmente entre los principales agentes
infecciosos responsables de gastroenteritis (Slusker et al. 1997; Andreoli et al. 2002;

Blanco J.E. et al. 2004; CDC, 2006).

Ademas de CH y SUH, los ECVT pueden provocar en seres humanos dolencias como
diarrea no sanguinolenta, purpura trombocitopénica trombdtica (PTT) e incluso
infecciones asintomaticas. La presentacion clinica mds comun es la CH, caracterizada por
un cuadro de grave dolor abdominal y diarrea sanguinolenta que cursa generalmente sin
fiebre, a diferencia de la disenteria. Aproximadamente el 10% de los pacientes con CH
termina desarrollando SUH. Este sindrome afecta principalmente a nifios y se caracteriza
por la presencia de anemia hemolitica, trombocitopenia y fallo renal agudo, que puede
requerir didlisis e incluso trasplante. La tasa de mortalidad del SUH oscila entre un 5% y

un 10% (Karmali, 1989; Blanco et al. 1993, 1995; Tarr et al. 2005; Karch et al. 2006).
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La infeccién por ECVT fue confirmada por primera vez en EE.UU. en 1982 en dos brotes
de CH que afectaron a 47 personas que habian comido en diversos restaurantes de
comida rapida de la misma cadena (Riley et al. 1983). El ECVT causante de los brotes

pertenecia al serotipo 0157:H7, muy raramente aislado hasta el momento.

Desde su reconocimiento como patdgeno, el nimero de brotes provocados por cepas de
ECVT sorbitol negativo del serotipo O157:H7 aumentd de forma considerable en paises
desarrollados como EE.UU., Canad3, Japdn y Reino Unido (Carter et al. 1987; Tarr et al.

1997; Rangel et al. 2005; Doorduyn et al. 2006).

A pesar de que las cepas ECVT causantes de infecciones y enfermedades en humanos
pertenecen a un gran numero de serotipos O:H, la mayor parte de los brotes y de casos
esporadicos de CH se atribuyen a cepas del serotipo O157:H7. De hecho, este serotipo
provoco el 65,7% de los casos confirmados de infecciones en humanos por ECVT en la
UE entre los afios 2007 y 2010 (EFSA/ECDC, 2012). Sin embargo, existen otros
serogrupos considerados también altamente virulentos, ya que han sido reportados
frecuentemente en infecciones humanas (026, 045, 0103, 0104, 0111, 0121, 0145y
0157). Cabe destacar el 026:H11, considerado el segundo ECVT de mayor importancia
por detras del 0157:H7, y que provocé en la UE el 18,6% de los casos de infeccién por
este tipo de bacterias en el periodo 2007-2010 (EFSA/ECDC, 2012). Por todo esto, se
suele clasificar a los ECVT en 0157 y no O157.

En el afio 2003 Karmali y colaboradores propusieron clasificar las cepas ECVT en cinco
seropatotipos (del seropatotipo A al E), atendiendo a su incidencia y asociacion con
casos de SUH y brotes. En el afio 2011 se afiadié una categoria especial debido al brote
provocado por el seropatotipo hibrido 0104:H4 en Alemania (Mora et al. 2011b), ya que
hasta la fecha ninguna cepa de ECVT habia causado tantos casos de SUH (845 casos solo
en Alemania) (AESAN, 2012). Finalmente, debido a su incidencia, se amplié el nimero de
serotipos incluidos originalmente por Karmali (Tabla 12) (Brooks, 2005; EFSA, 2009,
2013; Bosilevac y Koohmaraie, 2011; USDA, 2011b; Delanoy et al. 2012; Bosilevac y
Koohmaraie, 2012; Kobayashi, 2013).
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Tabla 12. Clasificacion de las cepas ECVT en seropatotipos y su relacién con la virulencia (Karmali et al.

ECVT
Categoria especial
Cepas altamente
virulentas asociadas
con tasas elevadas de
mortalidad.

2003, Mora et al. 2011b)
CARACTERISTICAS
Cepas enteroagregativas productoras
pertenecientes al serotipo 0104:H4.
Una cepa de esta categoria causé un gran brote de Alemania en el
afio 2011 que provoco numerosos casos de HUS, CH y muertes.

de la toxina VT2a

SEROTIPOS
0104:H4

Seropatotipo A Cepas
altamente virulentas

0157:H7 (no fermentadoras de sorbitol) y 0157:H- (H-=no
moéviles; fermentadoras de sorbitol) causantes de numerosos
brotes y frecuentemente asociadas con casos esporadicos de HUS
y HC. Las cepas poseen el gen eae.

0157:H7, 0157H-

Seropatotipo B Cepas
altamente virulentas

Incluye serotipos que han causado brotes ocasionales y son
relativamente comunes en casos esporadicos de HUS y HC. Las
cepas poseen el gen eae.

026:H11/H-, 045:H2/H-,
0103:H2, H11, H25/H-,
0111:H8/H-, 0121:H7,
H19/H-, 0145:H28/H-

Seropatotipo C Cepas
con riesgo potencial
elevado

El seropatotipo C incluye serotipos no responsables de brotes
pero que se han aislado de casos esporadicos de HUS y HC. Se
incluyen Unicamente los serotipos considerados de mayor riesgo y
prevalencia.

01:H42, 05:H-, 07:H6,
076:H19, 080:H2,
086:H27, 091:H10/H21,
0104:H21, 0105:H18,
0113:H21, 0121:H2/H-,
0123:H2, 0128:H2,
0165:H25, 0174:H2/H21.

Seropatotipo D Cepas
de riesgo moderado

El seropatotipo D incluye serotipos no responsables de brotes y
gue nunca se han asociado con HUS, pero que si se han aislado de
pacientes con patologias menos graves (diarrea sin sintomas
severos). Se especifican Unicamente los serotipos considerados de
mayor riesgo y prevalencia.

07:H4, 069:H11,
0103:H25, 0113:H4,
0117:H7, 0119:H25,
0132:H-, 0146:H21,
0171:H2, 0172:H,
0174:H8

Seropatotipo E Cepas
de bajo riesgo

Incluye una larga lista de serotipos aislados de animales,
alimentos y del medioambiente no implicados nunca con casos
clinicos/enfermedad en humanos.

Muchos serotipos

Los ECVT producen dos potentes citotoxinas que destruyen las células Vero denominadas
verotoxinas (VT1 y VT2) o toxinas Shiga (Stx1 y Stx2). Existen varios subtipos de cada una
de estas citotoxinas, VT1 (VT1a, VT1cy VT1d) y de la VT2 (VT2a, VT2b, VT2c, VT2d, VT2e,
VT2f y VT2g). La capacidad de los ECVT para causar enfermedad en los seres humanos
esta claramente relacionada con el tipo y subtipo de toxinas. La VT2 es la toxina mas
potente, siendo los subtipos VT2a y, en menor medida, VT2d y VT2c los comiUnmente

asociados a SUH (Friedrich et al. 2002; Feng et al. 2011).

Las verotoxinas se encuentran codificadas en el genoma de profagos integrados en el
cromosoma bacteriano (Muinesa et al. 2003; Allison, 2007), y estan constituidas por una
subunidad enzimatica A de aproximadamente 33.000 d y 5 o 6 subunidades B que tienen
un peso molecular de unos 7.500 d y fijan la toxina a receptores celulares compuestos
por glucolipidos (Gb3 o Gb4). Estas toxinas inhiben la sintesis proteica al inactivar

cataliticamente la subunidad ribosomal 60S.

Si se produce suficiente cantidad de toxina en el intestino se produce un dafio a nivel de
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los vasos sanguineos, lo que provoca que la diarrea acuosa evolucione hacia un cuadro
de CH (Nataro y Kaper, 1998). Ademas, una vez liberadas las toxinas en el intestino,
deben ser absorbidas por el epitelio intestinal para acceder a la circulacién sanguinea,
desde donde seran transportadas hacia las diferentes partes del cuerpo, siendo el rifién

el 6rgano mas afectado, provocando SUH (Andreoli et al. 2002) (Figura 9).

17 S

Stx

Systemic absorb(ion._.,,/
EHEC
Figura 9. Mecanismo de patogenicidad de los ECVT (Kaper et al. 2004)

Ademads de las verotoxinas, los ECVT pueden portar otros factores de virulencia, como la
isla de patogenicidad LEE que codifica un sistema de secrecion tipo lll; y proteinas
efectoras que son homologas a las producidas por ECEP, como las intiminas codificadas
por el gen eae que les confiere la capacidad de producir la lesion A/E. La enterohemolisina
o enterohemorrhagic E. coli hemolysin (E-Hly o EHEC-hemolysin) (Jerse et al. 1990; Barret
et al. 1992; Beutin et al. 1995; Oswald et al. 2000). El gen saa, que codifica para la
adhesina autoaglutinante Saa, que fue descrita en cepas de ECVT que no poseen la isla de
patogenicidad LEE y asociadas con SUH (Paton et al. 2001). La citotoxina subtilasa (SubAB),
que incluye dos genes cotranscritos (sub A y sub B) implicados en la virulencia de las cepas
ECVT (Paton et al. 2004). Experimentos in vivo han demostrado que la SubAB es letal para
las células Vero (Paton et al. 2004), que puede participar directamente en el mecanismo
de la diarrea en nifios (Gerhardt et al. 2013) y que contribuye al SUH lesionando las células
glomerulares endoteliales humanas (Amaral et al. 2013). Recientemente, se ha
confirmado que debe ser considerado como marcador de virulencia, especialmente en
cepas de ECVT responsables de infeccion alimentarias (Funk et al. 2013). Estos factores de
virulencia (E-Hly, Saa y SubAB), se encuentran codificados en el plasmido pO113. Por
ultimo, otro factor de virulencia a tener en cuenta es el gen stcE, que juega un papel critico
en la colonizacién desenmascarando proteoliticamente la superficie de la célula del

huésped para permitir la intima adherencia de las ECVT a las células epiteliales del
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intestino. El papel del stcE en la virulencia se atribuye a su metaloproteasa, que degrada y
reduce la viscosidad de la capa mucosa intestinal, este gen se encuentra localizado en el

plasmido pO157 (Grys et al. 2005).

1.3.2.5.1. Reservorio de ECVT

Esta claramente demostrado que los rumiantes son el reservorio principal de los ECVT
donde forman parte de la microbiota intestinal, comportdndose como cepas
comensales. Multitud de estudios han puesto de manifiesto que el ganado bovino,
principalmente, siguiéndole en importancia el ovino y caprino, albergan en su
microbiota intestinal cepas de ECVT, muchas de las cuales pertenecen a los mismos
serotipos que las cepas causantes de infecciones en seres humanos (Armstrong et al.
1996; Bettelheim, 2000; Avery et al. 2004; Djordjevic et al. 2004; Padola et al. 2004;
Blanco M. et al. 1993, 1994, 2003b, 2004b, 2004c, 2005; Blanco et al. 2001, 2003; Cortés
et al. 2005; Hornitzky et al. 2005; Irino et al. 2005; la Regione et al. 2005; Liebana et al.
2005; Sheng et al. 2005; Timm et al. 2007). Incluso, estudios en Canadd y Francia
demostraron que la incidencia de SUH en infecciones de ECVT en humanos esta
directamente relacionada con indicadores de densidad de ganado (Valcour et al. 2002;

Haus-Cheymol et al. 2006).

En cuanto a la duracién de la eliminacion fecal del ECVT 0157 y otros ECVT en el ganado
bovino, varios estudios han sefialado que ésta es variable, pudiendo durar desde algunas
semanas hasta incluso afos. Es necesario resaltar que la ecologia de los ECVT en las
granjas es aun bastante desconocida, asi como las causas que provocan el aumento
drastico de animales colonizados y la reduccién posterior hasta la desaparicién total de
portadores en una determinada granja (Armstrong et al. 1996; Blanco et al. 2001,

Hancock et al. 2001).

La prevalencia de los ECVT, en general, también es muy variable. Existen dos factores
principales para esta variabilidad, primero la estacionalidad, ya que estd demostrado
gue entre finales de verano y principios de otoino aparece un pico de prevalencia de
ECVT en ganado (Elder et al. 2000); y en segundo lugar, la ubicacion geografica. Estudios

realizados en Argentina (primer pais en casos de SUH por habitante del mundo) han
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demostrado que la prevalencia de ECVT en ganado vacuno varia entre el 22% y el 67%
(Sanz et al. 1998; Parma et al. 2000; Chinen et al. 2003; Padola et al. 2004; Meichtri et
al. 2004; Mercado et al. 2004). Por el contrario, los datos de la EFSA del afo 2012,
revelan que ese afio se reportd en Europa una prevalencia de ECVT en ganado del 7,4% y
del 1,8% para ECVT O157. En este caso, la prevalencia se hizo tomando los datos de 7
paises (Austria, Dinamarca, Estonia, Finlandia, Alemania, Italia y Suecia). Sin embargo, si
analizamos los paises individualmente, vemos grandes diferencias entre ellos. Por
ejemplo, para el mismo periodo (2012) Austria reportd una prevalencia del 32,1% de
ECVT en ganado vacuno, mientras que Dinamarca, Estonia, Finlandia, Italia y Suecia,
reportaron una baja prevalencia de ECVT y de ECVT 0157 (del 1,7% al 8,4%) (EFSA/ECDC,
2014). En lo que respecta a Espafia, en un estudio realizado en 2013, se detecté ECVT

0157 en el 14,7% de las muestras analizadas (Ramoneda et al. 2013).

Los ECVT también se han aislado ocasionalmente de otros animales de produccion
(como cerdos y aves) y de animales silvestres, pero se considera que en muchos casos
estan presentes de forma transitoria, y que estos animales los han adquirido a través del
alimento o agua contaminados por material fecal de rumiantes. En cualquier caso, estos
hospedadores accidentales pueden ser vehiculos de infeccion para los humanos

(Sanchez et al. 2009, 2010; Mora et al. 2012).

El ganado porcino no esta considerado como fuente de ECVT 0157 ni de otras ECVT no
0157 asociadas con infecciones en humanos. No obstante, en paises europeos se han
reportado tasas de prevalencia de ECVT 0157 en heces de cerdos sacrificados que varian
en un rango entre 0,2% y 2% (Heuvelink et al. 1998; Johnsen et al. 2001 y Bonardi et al.
2003) y en cerdos de cebo 0,4% (Schouten et al. 2005). Durante el periodo 2007-2010, 8
paises miembros de la UE, reportaron datos sobre la deteccién de ECVT en cerdos, cuya
prevalencia variaba entre el 0% y el 10,8%, y tan solo Alemania detecté ECVT 0157,

aunque a niveles muy bajos, variando entre el 0,1% y el 0,6% (EFSA/ECDC, 2012).

Fuera del continente europeo, la prevalencia de los ECVT 0157 parece mantenerse
también en niveles muy bajos: en Japén 1,4% (Nakazawa et al. 1999) y en EE.UU. 2%
(Feder et al. 2003). La baja prevalencia observada en estos estudios podria ser resultado

de la exposicidon accidental de las piaras de cerdos con ECVT 0157 a través de la
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contaminacion de piensos o del medio ambiente con estiércol de rumiantes en granjas
gue no cumplen con las buenas practicas de cria. Sin embargo, estudios realizados en
Sudamérica muestran una tasa sorprendentemente elevada de ECVT 0157 en heces de
cerdos sacrificados (8-10%) (Borie et al. 1997; Rios et al. 1999). Estas diferencias en las
prevalencias pueden ser debidas a diferencias en los métodos de cria y practicas de

sacrificio (Caprioli et al. 2005).

Los ECVT también han sido aislados en aves. Existen varios estudios que han reportado
el aislamiento de ECVT 0157 y no 0157 en gaviotas (Wallace et al. 1997 y Makino et al.
2000). A pesar de esto, no se considera a las gaviotas un verdadero reservorio de ECVT
pero si vectores potenciales de su diseminacién (Caprioli et al. 2005). Las palomas si
parecen ser un reservorio natural para una variedad particular de ECVT, portadora en

concreto del subtipo de verotoxina VT2f (Schmidt et al. 2000).

En lo que respecta a las aves de corral, en la mayoria de los estudios no se han
detectado cepas de ECVT (Beutin et al. 1993; Heuvelink et al. 1999). Tampoco se detectd
ninguna cepa ECVT en un estudio realizado entre Francia, Bélgica y Espafia, en el que
analizaron un total de 1.491 cepas de E. coli aisladas de pollos, pavos y patos (Schouler
et al. 2012). En otros estudios si se han detectado cepas ECVT con una prevalencia muy
baja. En estudios realizados en Alemania y Hungria entre los afios 2007 y 2010, solo
Hungria detectd ECVT (3,9%), pero ninguna cepa ECVT 0157 (EFSA, 2012). En Holanda,
Schouten y colaboradores (2005) reportaron una prevalencia de ECVT 0157 del 1,7% en
pollos de engorde. Cepas de ECVT 0157 se han aislado también de productos de aves de
corral (Doyle y Schoeni, 1987; Leclercq y Mabhillon, 2003) y del contenido intestinal de
pavos (Heuvelink et al. 1999). También se han encontrado cepas de ECVT 0157 en

gallinas ponedoras (Schouten et al. 2005; Dipineto et al. 2006).

En cuanto al papel de la fauna silvestre como reservorio de cepas de ECVT, destacar que
en un estudio realizado en Galicia en el que se analizaron muestras fecales de 179
corzos, 262 jabalies y 260 zorros, se aislaron cepas ECVT no 0157 en el 52,5%, 8,4% y
1,9% de las mismas respectivamente, y solo se aislaron cepas ECVT 0157 en el 0,56% de
los corzos y 0,38% de los jabalies. Globalmente, el 40% de los animales silvestres

muestreados portaban cepas ECVT que compartian un perfil similar a las aisladas de
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pacientes humanos en cuanto a la combinacidon de serotipo, filogrupo, perfil de
virulencia, tipo de intimina y subtipo de verotoxina. Ademas, las cepas aisladas de
animales silvestres de los serotipos O5:HNM-A, 026:[H11]-B1, 076:H19-B1, 0145:[H28]-
D, 0146:H21-B1 y 0157:H7-D mostraron perfiles de PFGE con una similitud superior al
85% con cepas de ECVT humanas, confirmando que, aunque no sean reservorio
principal, la fauna silvestre es portadora de cepas potencialmente patdgenas para el
hombre y parece jugar un papel importante en el mantenimiento de los ECVT (Mora et

al. 2012).

1.3.2.5.2. Resistencia de los ECVT a los antibioticos

Uno de los temas mds controvertidos en el manejo de una infeccién por ECVT, radica en
el posible efecto de los antibidticos en el transcurso de la misma. De manera general, los
antibidticos no estdan recomendados como tratamiento ante infecciones por ECVT 0157,
ya que es posible que éstos rompan la pared celular de las bacterias, liberando de esta
manera las verotoxinas (Walterspiel et al. 1992, Wong et al. 2000), y/o incrementando la
expresion de los genes de las verotoxinas in vivo (Zhang et al. 2000). Sin embargo,
algunos estudios sugieren que algunos antibidticos, si se administran en fases
tempranas de la infeccidn, pueden prevenir que ésta desemboque en SUH (Fukushima
et al. 1999; lkeda et al. 1999). Incluso, Menne y colaboradores (2012) concluyeron que
durante el brote por ECVT-ECEA 0104:H4 en 2011, el uso de un tratamiento agresivo de

antibidticos para los casos de SUH mejorod la condicidn de los pacientes.

A pesar de que la terapia antimicrobiana no es la herramienta primaria para el
tratamiento de las infecciones por ECVT, y que inicialmente los estudios indicaban que
las cepas ECVT 0157 eran sensibles a muchos antibiéticos (Griffin y Tauxe, 1991,
lzumikawa et al. 1998; Schmidt et al. 1998), investigaciones posteriores han ido
documentando la deteccién de resistencia a antibidticos en cepas ECVT 0157 vy
especialmente entre las no 0157 (Schmidt et al. 1998; Galland et al. 2001; Stephan y
Schumacher, 2001; Khan et al. 2002; Mora et al. 2005).

En Espafia, Mora y colaboradores (2005) realizaron un estudio de resistencias frente a

26 antimicrobianos frecuentemente utilizados en medicina humana y veterinaria en una
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coleccion de 722 cepas ECVT aisladas entre los afios 1992-1999 de pacientes humanos
(en su mayoria con cuadros diarreagénicos), ganado vacuno y ovino sanos, y carne
picada de vacuno. Como resultado encontraron un nivel de resistencia similar (41%)
entre las cepas ECVT 0157 (58/141) y las no 0157 (240/581) frente a al menos 1 de los
antimicrobianos analizados. Globalmente, los porcentajes de resistencias mas elevados
fueron frente al sulfisoxazole (36%), tetraciclina (32%), ampicilina (10%), trimetroprim
(8%), cotrimoxazole (8%), cloranfenicol (7%), kanamicina (7%), piperacilina (6%) y
neomicina (5%). El 7% de las cepas ECVT 0157 y el 12% de las no 0157 mostraron
multirresistencia a 5 o mas antimicrobianos, y el perfil de resistencia multiple mas
comun fue estreptomicina-sulfisoxazole-tetraciclina. La mayoria de las cepas
multirresistentes a 5 0 mds antimicrobianos pertenecian a los serotipos 04:H4, 08:H21,
020:H19, 026:H11, O0O111:HNM, O118:HNM, 0118:H16, 0128:HNM, 0145:HS,
0145:HNM, 0157:H7, O171:H25, 0177:H11, ONT:HNM y ONT:H21. En este estudio se
encontrd, ademas, un mayor nivel de resistencias a numerosos antibiéticos (ampicilina,
amoxicilina+dcido clavulanico, piperacilina, estreptomicina, kanamicina, neomicina,
tetraciclina, cloranfenicol y sulfisoxazole) entre cepas ECVT no 0157 portadoras del gen
eae frente a cepas eae negativas. Asimismo, se encontrd una asociacion positiva entre
cepas ECVT no 0157 positivas para el gen vt1 y un mayor nivel de resistencias frente a
ampicilina, amoxicilina+acido clavulanico, piperacilina, cefalotina, estreptomicina,

kanamicina, neomicina, cloranfenicol, trimetoprim y cotrimoxazole.

En general, los datos obtenidos en el estudio plantearon importantes interrogantes en
cuanto al potencial impacto del uso antibiético en animales y sobre la posible entrada
de patdégenos resistentes en la cadena alimentaria. Debido a que los principales
antibidticos implicados en las resistencias detectados eran, presumiblemente, de uso
veterinario, y que el ganado vacuno constituye un importante reservorio de ECVT
patdgenos para humanos, se podia asumir que los fenotipos resistentes tenian como
origen el ganado, sin embargo, no se pudo determinar de manera concluyente que las
altas tasas de resistencia observadas en dicho estudio fueran consecuencia del uso de
esos antimicrobianos en animales de produccidon (Mora et al. 2005). No obstante, son
muchos los estudios que apoyan la hipdtesis de que cepas de ECVT resistentes se

trasfieren de animales a humanos a través de los alimentos y que son provocadas por el
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uso indebido de antimicrobianos en medicina veterinaria (Schroeder et al. 20023,

2002b; Rajkhowa y Sarma, 2014).

Estudios mas recientes demuestran que las cepas ECVT han adquirido un nivel de
resistencias alarmante. Cergole-Novella y colaboradores (2011) estudiaron los patrones
de resistencia a 12 antimicrobianos y las caracteristicas moleculares de 32 cepas ECVT
no 0157 aisladas en Sao Paulo (21 de infecciones humanas y 11 de ganado vacuno). Los
mayores niveles de resistencia fueron frente a la tetraciclina (100%), estreptomicina
(78%) y cotrimoxazole (56%). Ademas 11 cepas ECVT resistentes a la ampicilina eran
portadoras del gen bla, y fueron confirmadas como TEM-1. La identificacién de este
tipo de B-lactamasa en una cepa ECVT habia sido descrita por primera vez en un brote
familiar por ECVT 0157 ocurrido en 2003 en Hiroshima (Ahmed et al. 2005), en el que 1
de las 4 cepas aisladas presentaba multirresistencia a estreptomicina, espectinomicina,
cotrimoxazole, ampicilina y tetraciclina y ademas era portadora de un gen codificador de

la B-lactamasa del tipo TEM-1.

Hasta el momento son pocos los estudios que han informado de la presencia de cepas
ECVT productoras de BLEE. Se han descrito cepas ECVT aisladas de humanos
pertenecientes a un limitado nimero de serotipos/serogrupos 026:HNM, 026:H11, 064,
0157:H7 productoras de las B-lactamasas TEM-52, CTX-M-2, CTX-M-3, CTX-M-18 o CTX-
M-1 (Ishii et al. 2005; Buvens et al. 2010; Dutta et al. 2013; Torpdahl et al. 2013; Ewers
et al. 2014), ademas de la cepa ECVT-ECEA 0104:H4 CTX-M-15 implicada en el brote
aleman de 2011 (Frank et al. 2011); pero no cabe duda de que el escenario esta
cambiando. Ishii y colaboradores (2005) describieron por primera vez este tipo de
enzimas en una cepa 026:H11 VT1 aislada de una muestra de diarrea de una nifia de 9
afios en Japdn, en junio de 2004 y que, por secuenciacion, fue tipificada como CTX-M-
18. Torpdahl y colaboradores (2013) reportaron el primer caso de ECVT 0157 BLEE
aislado de un caso de diarrea sanguinolenta de una nifia de 2 aflos que habia visitado

una granja. La cepa resulto ser portadora de los genes blatem-104 Y blacTxm-28-

En el caso de cepas ECVT productoras de BLEE de origen animal, todavia son mas
escasas las referencias y solo se ha descrito hasta el momento 1 cepa 0157 CTX-M-2

aislada de una gallina, 1 cepa 0111:H8 CTX-M-15 aislada de vacuno y 2 cepas CTX-M-1
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0145:HNM y ONT:HNM, respectivamente, aisladas de terneros con diarrea (Roest et al.
2007; Valat et al. 2012; Ewers et al. 2014).

En cuanto a las cepas ECVT aisladas de alimentos, pocos estudios han analizado en
profundidad los perfiles moleculares de resistencia de cepas con este origen.
Recientemente, Ahmed y Shimamoto (2015) analizaron las bases genéticas de la
multirresistencia de 54 cepas ECVT 0157 aisladas de 1.600 muestras de alimentos (800
productos carnicos de ave y vacuno y 800 de productos lacteos), obtenidos en 2010 en
puntos de venta de diferentes ciudades y pueblos de Egipto. Encontraron que el 57,4%
(31/54) de las cepas eran multirresistentes a al menos 3 clases de antimicrobianos. El
mayor nivel de resistencia detectado fue a la kanamicina (96,8%), seguido de la
espectinomicina (93,6%), ampicilina (90,3%), estreptomicina (87,1%) y tetraciclina
(80,6%). Se detectaron genes codificadores de B-lactamasas en el 63% de las cepas
ECVT: blarem-1 (35,2%), blatemsy (1,9%), blacyy., (13%), blacrxm (5,6%), blasyy.1, (5,6%) y
blaga1 (1,9%). En este estudio, ademas, se describe por primera vez la identificacion de
genes plasmidicos de resistencia a las quinolonas en ECVT 0157, detectados en el 13%

(7/54) de las cepas analizadas.

1.3.3. Grupos filogenéticos de E. coli

Como ha quedado evidenciado en los apartados anteriores, E. coli es una de las especies
bacterianas mas versatiles que existen. Alterna entre su habitat primario, el intestino de
los vertebrados, donde vive como comensal (Tenaillon et al. 2010), y el secundario, agua
y sedimentos (Savageaus, 1983). También puede actuar como patdgeno extra e
intraintestinal en humanos y muchas otras especies animales (Kaper et al. 2004). Esta
diversidad de habitats es debida a la gran plasticidad de su genoma, que presenta
pérdida y ganancia de genes a través de transferencia horizontal (Rasko et al. 2008;
Touchon et al. 2009). Esta especie posee un core genome de menos de 2.000 genes, sin
embargo, en su repertorio genético se encuentran mas de 10.000 genes (Rasco et al.
2008; Touchon et al. 2009). Asi, los diversos fenotipos observados son el resultado,

principalmente, de un gran numero de combinaciones genéticas diferentes.

A pesar del gran grado de flujo genético y la enorme diversida genética, la estructura de
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la poblacion de esta especie parece casi clonal debido a la existencia de clones
ampliamente diseminados y prevalentes entre las cepas patdgenas (Touchon et al.
2009), con la clara definicién de, por lo menos, 6 grupos filogenéticos principales (A, B1,
B2, D, E y F) (Jaureguy et al. 2008). Se ha demostrado que los antecedentes genéticos
juegan un papel en la adquisicion, retencién y expresién de ADN foraneo (Escobar-

Paramo et al. 2004).

Diferentes estudios sefialan que los patotipos de E. coli se distribuyen en grupos
filogenéticos concretos. Asi, el grupo de los ExPEC incluye cepas pertenecientes a los
filogrupos B2 y D; los diarreagénicos normalmente muestran los filogrupos A, B1y D; y
las cepas de E. coli comensales no patdgenas pertenecen a los filogrupos A y B
(Martinez-Medina et al. 2009; Okeke et al. 2010; Blanco et al. 2011; Chattaway et al.
2011; Mora et al. 2012).

1.4. ECVT en alimentos

De todos los grupos de E. coli patégenos cabe destacar, por su gran importancia en las
infecciones de origen alimentario y por ser considerados como patégenos emergentes
causantes de patologias muy graves en seres humanos, el grupo de los E. coli
verotoxigénicos (ECVT) y muy especialmente los enterohemorragicos altamente virulentos

del serotipo 0157:H7 (ECVT 0157) (Blanco et al. 2003, AESAN-2012-007).

Aunque la mayoria de los brotes se han asociado al consumo de carne o de alimentos
carnicos de origen bovino mal cocinados (CDC, 2007b, 2008, 2009a, 2009¢c, 20103,
2011a, 2014a), también aparecen implicados otros alimentos como: alimentos
precocinados y congelados (CDC, 2007a, 2009b, 2013c), lechugas (Soderstrom et al.
2005; CDC, 2010b, 2010d, 2012a), quesos (CDC, 2010c), frutos secos (CDC, 2011b),
brotes (CDC, 2011c, 2012c, 2014b), espinacas (CDC, 2006, 2012b), ensaladas listas para
el consumo (Bolduc et al. 2004; CDC, 2013b), sidra no pasteurizada (Vojdani et al. 2008),
carne de cerdo asada (Trotz-Williams, 2012), e incluso mariscos (la AECOSAN ha
reportado en los Ultimos afios, varias notificaciones por ECVT en mariscos, sobre todo en
bivalvos). La fuente mas probable de contaminacién cruzada para estos alimentos es el

contacto con carne o heces (rumiantes o humanas) portadoras de ECVT.
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1.4.1. Ciclo de transmision de ECVT

Como hemos indicado en apartados anteriores, estd claramente demostrado que los
rumiantes son el reservorio principal de los ECVT, fundamentalmente el ganado bovino,
siguiéndole en importancia el ovino y caprino. La materia fecal de rumiantes estd, por
tanto, claramente reconocida como la fuente de origen de un gran porcentaje de
infecciones humanas por ECVT, siendo el origen del ciclo de transmisién de los ECVT.
Esta puede contaminar la carne durante el sacrificio en matadero, llegando a las
superficies de las canales cepas de E. coli procedentes de la microbiota intestinal del
animal, lo mismo ocurre durante el ordefio, contaminandose casi siempre la leche con
bacterias intestinales. Ademas, es muy importante tener en cuenta que en el medio
ambiente, tanto en el agua como en el suelo, las heces bovinas pueden permanecer
infectivas durante varios meses, y el hecho de que éstas sean arrastradas por corrientes
de agua, tiene importantes implicaciones para su diseminacidn en cultivos mediante la
aplicacién directa de estiércol, por riego con agua contaminada o directamente al

hombre por contacto con agua o tierra contaminada (Maule, 1999) ( Figura 10).

Contaminacién del medio
ambiente
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Contaminacién
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persona-persona

Figura 10. Ciclo de transmision de los ECVT

Por otro lado, algunos animales como insectos, aves, roedores y otros silvestres pueden
transportar esas bacterias desde las heces al agua de bebida y los alimentos. Los seres
humanos, por tanto, pueden infectarse a través del contacto directo con una persona

infectada o un animal portador, o indirectamente a través del medio ambiente,
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alimentos, agua de bebida o agua superficial que contenga material fecal contaminada

con ECVT de origen humano o animal (Mora et al. 2011b; AESAN-2012-007).

1.4.2. Epidemiologia de los ECVT

Como se ha comentado en el apartado anterior, la transmisién de ECVT al hombre se
produce, bien a través del consumo de alimentos o agua contaminados (fuente principal
de infeccidn), o bien por la exposicion a ambientes contaminados, ya sea por contacto
directo o indirecto con las heces de animales portadores (Armstrong et al. 1996; Ferens
y Hovde, 2011). Se estima que la dosis infectiva para el ser humano es <100 bacterias
(Tuttle et al. 1999), por lo que esta baja dosis para ECVT implica que la diseminacion
persona-persona es comun, una vez producida la infeccidon primaria (Parry y Salmon,

1998; Locking et al. 2011).

Los ECVT estan implicados tanto en infecciones esporadicas como en infecciones
epidémicas. Mientras que los pequefios brotes debidos a la diseminaciéon persona-
persona ocurren fundamentalmente en centros del tipo escuelas infantiles (Rangel et al.
2005; Wahl et al. 2011), los grandes brotes estan asociados en la mayoria de los casos
con la transmision por alimentos (Michino et al. 1999; Buchholz et al. 2011; Herman et
al. 2015) y el contacto con rumiantes, como es el caso de granjas abiertas al publico

(Willshaw et al. 2003; Ihekweazu et al. 2012).

La mayoria de las infecciones notificadas por ECVT afectan a nifios (Willshaw et al. 2001;
Carroll et al. 2005; Vally et al. 2012; Byrne et al. 2015). Si bien es cierto que los
resultados suelen estar sesgados, puesto que acuden antes a un centro primario los
nifios con procesos intestinales que los adultos, y tienen mas probabilidades de una
toma de muestra para aislamiento. En todo caso, existen factores que hacen mas
susceptibles a los nifios a la infeccién, como es la facilidad de transmisién persona-
persona en las escuelas infantiles por el estrecho contacto entre ellos (Rangel et al.
2005; Wahl et al. 2011); también la exposicion ambiental al patdgeno es un factor de
riesgo en los nifios asi como los factores relacionados con la higiene y la mayor
sensibilidad inmunoldgica. El mayor nimero de casos afecta especialmente al rango de

1-4 afios (Byrne et al. 2015; Sodha et al. 2015).
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Algunos estudios describen diferencias de prevalencia en adultos ligadas al sexo, con
valores superiores en las mujeres (Schimmer et al. 2008; Frank et al. 2011; Vally et al.
2012; Vrbova et al. 2012). Las hipdtesis para esta correlacidon no estan bien establecidas,
sugiriéndose desde factores ligados al hospedador femenino que favoreciesen el
desarrollo de sintomas mas graves, hasta a factores derivados de habitos o actividad
laboral (mayor exposicidn al patégeno alimentario por manipulacién de los alimentos y
habitos de consumo, mayor exposicién al patdégeno transmitidos persona-persona por

actividad en centros infantiles o cuidado de nifios, etc.).

La distribucién geografica de las infecciones por ECVT en distintos paises es muy
heterogénea. Destaca el hecho de que dentro de la latitud norte, las regiones mas
septentrionales presentan una mayor incidencia de casos. Este fendmeno se ha
observado tanto en EE.UU. (Sodha et al. 2015) y Canada (Waters et al. 1994), como en el
continente europeo, donde la incidencia es mayor en paises como Alemania vy
Dinamarca en relacién con los datos de Espafiia e Italia (Caprioli y Tozzi, 1998). Incluso el
Reino Unido e Irlanda presentan esta diferencia, de manera que Irlanda y Escocia
reportan niveles de infeccién superiores al doble de los de Inglaterra (Carroll et al. 2005;
Locking et al. 20115; EFSA/ECDC, 2012). Por el contrario, en el hemisferio sur, los
mayores indices de infeccidén ocurren en los paises mas meridionales. Asi, en Argentina,
el pais con la mayor densidad de ganado vacuno y la mayor incidencia a nivel mundial de
casos de SUH, son las provincias del sur y centrales las mas afectadas (Rivas et al. 2008;
Rivero et al. 2012). Lo mismo ocurre con el continente africano (Effler et al. 2001).
Globalmente, los datos indican un mayor nimero de casos de infeccién por ECVT
asociados a entornos rurales, con una incidencia de hasta 4 veces superior para las
personas de habitat rural con respecto a poblaciones urbanas (Byrne et al. 2015). Este
hecho estaria relacionado con la actividad de cria de rumiantes y, por tanto, con el

contacto con la ganaderia (Carroll et al. 2005; Strachan et al. 2006).

Los estudios llevados a cabo en distintos paises (Alemania, Austria, EE.UU., Canad3,
Escocia, Australia, Argentina) demuestran la estacionalidad de las infecciones por ECVT
0157 y de la incidencia de SUH, con un repunte de casos en los meses mas cdlidos

(Waters et al. 1994; Slutsker et al. 1997; Besser et al. 1999; Gerber et al. 2002; Tarr et al.
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2005; Rivero et al. 2012; Sodha et al. 2015). Las infecciones por ECVT no 0157 y los
brotes también muestran un patrén de estacionalidad (Ostroff et al. 1989; Gillespie et

al. 2003; Buvens et al. 2012; Devaux et al. 2015).

Uno de los factores relacionados con la estacionalidad de los casos en seres humanos
seria el hecho de que el ganado vacuno, principal reservorio de los ECVT, presenta
también un patrén de eliminacidn de esta bacteria en heces que se incrementa en
verano y primera parte del otofio, tanto en el caso de ECVT 0157 (Hanckock et al. 1997)

como no 0157 (Menrath et al. 2010).

El ECVT 0157 sigue siendo el serogrupo mads identificado en pacientes humanos en
algunos paises, tanto en casos esporadicos como en brotes (Thomas et al. 1996;
Willshaw et al. 2001; Byrne et al. 2015). Sin embargo, los paises que hacen un
seguimiento rutinario de otros serotipos, indican que su implicacion en patologia
humana es superior a la detectada en estudios previos (Blanco et al. 2003; Carroll et al.

2005; Schimmer et al. 2008; Frank et al. 2011; EFSA, 2012).

Las infecciones con algunas cepas de ECVT no 0157 también estan asociadas con casos
clinicos graves en humanos. La diarrea severa, especialmente la CH y el SUH estan
estrechamente relacionados con tipos de ECVT portadores del gen eae de la intimina.
Por el contrario, otros serotipos de ECVT no 0157, negativos para el gen eae, raramente
se han visto implicados en brotes graves y se han encontrado con mas frecuencia en
portadores asintomdaticos o en casos leves de diarrea. Sin embargo, la produccion de la
intimina no es esencial para la patogénesis, ya que un numero de casos espordadicos de
SUH ha sido causado por ECVT no 0157 eae negativo (Feng et al. 2001; Mora et al.
2011b).

Segun datos del USDA, entre los afios 2003 y 2006 se reportaron en EE.UU. un total de
1.252 cepas no 0157 aisladas de pacientes con infeccién por ECVT, cuyos serotipos mas
frecuentemente aislados coinciden con los relacionados con brotes (Tabla 13). Ademas,
cabe destacar, que el 83,4% de los casos pertenecian a un grupo de 6 serotipos (026,
0103, 0111, 045, 0121 y 0145), mientras que el 16,6% restante estaba formado por 53
serogrupos diferentes (USDA, 2011b).
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Tabla 13. Serotipos no 0157 aislados de pacientes en EE.UU. (2003-2006) (USDA, 2011b)

Serogrupo N° de cepas reportadas

026 309 26,80%
0103 224 19,40%
0111 188 16,30%

045 99 8,60%
0121 81 7,00%
0145 61 5,30%
Otros 190 16,60%

En cuanto a Europa, informes de EFSA del periodo 2009-2012, indican que los serogrupos
aislados con mayor frecuencia en pacientes son, por orden de prevalencia: 0157, 026,

0103, 091 y 0145 (Tabla 14) (EFSA/ECDC, 2011a, 2012, 2013, 2014).

Tabla 14. Casos de infeccion por ECVT confirmados en paises miembros de la UE y reportados a EFSA (2009-
2012) (EFSA/ECDC, 2011a, 2012, 2013, 2014)

Serogrupo \ N° de casos %total \
0157 7009 43%
026 994 6%
0103 404 3%
091 278 2%
0145 245 2%
0111 159 1%
0128 138 1%
0146 135 1%
063 84 1%
0113 22 1%
ONT 4263 26%
Otros 3655 8%

En el caso de Espafia, los serotipos mas frecuentemente detectados en coprocultivos de
pacientes del HULA, coinciden con los mas habituales a nivel europeo (Tabla 15) (Mora et

al. 2011b, LREC datos sin publicar).

Tabla 15. Serotipos de ECVT mas frecuentemente detectados en cepas humanas aisladas en Lugo (2003-
2013) (Mora et al. 2011b; LREC, datos sin publicar)

Serotipo Filoc;unpé:ico Seropatotipo | Intimina
05:H- A C B1
026:H11 B1 B p1
0103:H2 B1 B €l
0111:H8 B1 B 5]
0113:H21 B1 C -
0118:H16 B1 C p1
0145:H- D B vl
0146:H21 B1 D -
0157:H7 D A vl

El CDC estima que aproximadamente un tercio de las infecciones provocadas por ECVT
en EE.UU., son consecuencia de serotipos no 0157 (Kaspar et al. 2010). Algunos estudios

apuntan a que los ECVT no 0157 puede causar diarrea en ese pais con la misma
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frecuencia que los ECVT 0157, pero que sin embargo, su identificacion es menos

frecuente en casos de patologias severas, como el SUH.

El CDC publicé en 2013 los datos de incidencia de Infecciones por ECVT confirmadas y
reportadas en los EE.UU. durante el periodo 1996-2011, donde se aprecia un aumento
significativo del nimero de infecciones por ECVT no 0157 desde el afio 2004 (CDC,
2013a). De la misma manera, datos extraidos de los sumarios de enfermedades
infecciosas de declaracidn obligatoria de ese pais, muestran un aumento del porcentaje
de casos de infecciones asociadas con ECVT no 0157, pasando éste de un 5% en 2002 a
un 16% en 2005. Sin embargo, y aunque se aprecia un aumento significativo de los casos
de infecciones por ECVT no 0157 en ambos informes, existen indicios de que, en
general, este aumento puede deberse a la introduccién de nuevos métodos para la
deteccién de diferentes serotipos de ECVT. Un estudio de vigilancia realizado en EE.UU
en un area catalogada como de baja incidencia en ECVT, en el que se aplicaron nuevas
técnicas en cuanto a la deteccidon de ECVT no 0157, reporté un aumento del nimero de
casos de <1 a 11 casos/afio/100.000 poblacién, y un 56% de las cepas aisladas fueron no
0157 (Lockary et al. 2007). Ademas, Gould (2009), realizé un estudio en el que también
apoya esta teoria, determinando que en EE.UU. el aumento en la deteccién de ECVT no
0157 estd directamente relacionado con la introduccidn en laboratorios de técnicas

moleculares para la deteccion de ECVT no 0157 (Figura 11).

E 300 T 60
g <
2 250 - + 50 Numero de
E laboratorios con
2 200 + 4 40 técnicas
o moleculares
<)
é 150 + + 30
s 100 + + 20
©
o
2 50 + 10
2
0 ! ! t t t + 0
2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007
= No-0157 Nimero de laboratorios con técnicas moleculares

Figura 11. Evolucion de la prevalencia de ECVT no 0157 vs. Introduccion en laboratorios de técnicas
moleculares (2000-2007) (Gould, 2009)
En lo que respecta a la virulencia, las patologias causadas por ECVT no 0157 tienden a
ser menos severas que aquellas causadas por ECVT 0157 (Gould, 2009). EL CDC estima
que tan solo el 12,8% de los pacientes infectados por no 0157 requieren hospitalizacién

frente al 46,2% de los pacientes infectados por 0157. De igual manera, el indice de
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pacientes que desarrolla SUH por ECVT no 0157 es, segun el CDC, del 1,7% frente al
6,3% del ECVT 0157, y la tasa de mortalidad para los ECVT no 0157 se encuentra en el
0,3% frente al 0,5% provocada por el ECVT 0157 (Scallan et al. 2011).

1.4.2.1. Brotes por ECVT 0157 y no 0157
En la Tabla 16 se reflejan 34 grandes brotes (>100 casos) descritos, provocados por ECVT a

nivel mundial (Doyle et al. 2006; Kaspar et al. 2010; Blanco, 2012; Catford et al. 2014).

Tabla 16. Brotes provocados por ECVT a nivel mundial (2100casos). En azul los brotes provocados por
ECVT no 0157, en rojo los brotes de origen no alimentario. (Doyle et al. 2006; Kaspar et al. 2010; Blanco,
2012; Catford et al. 2014)

SUH Muertes Via de transmision i Referencia
Michino et al. 1999;
1996 12.680 | 121 12 Brotes de Rdbano Japon 0157:H7 |Fukushima et al. 1999;
Yamasaki et al. 1997
2011 | 3816 |845| 54 |Semillas/brotes de fenogreco /::::‘::'a 0104:H4 |Blanco, 2012
2000 2.300 | 27 7 Agua de bebida Canada 0157:H7 |Hrudey et al. 2003
2012 1.642 - - Rabano, (kimchi) Corea 0169  |Hu etal. 2013
1999 >1.000 | 11 2 Agua de pozo EE.UU. 0157:H7 |Charatan, 1999
Carne de vacuno, contaminacién Archer, personal
2000 788 4 1 cruzada con otros alimentos EE.UU. 0157:H7 T
(sizzler) communication
Bell et al. 1994; Brandt et al.
1992-1993| >700 | 37 3 Hamburguer (Jack in the Box) EE.UU. 0157:H7 |1994; Davis, 1994;Tuttle et al.
1999
1995 633 2 0 Agua de grifo Escocia 0157:H7 |Jones et al. 1996
1991 521 22 2 Carne picada Canada 0157:H7 |Orr et al . 1994
1996-1997| 512 17 Carne Escocia 0157:H7 |Cowden et al. 2001
1996 503 34 20 Carne Escocia 0157:H7 |Pennington, 1998
2008 341 | 25| 1 |Comida de restaurante EE.UU. o111:HNwm | OK13homa State Dept of
Health, 2009
1997 332 1 0 Comida de restaurante Reino Unido| 0157:H7 |Andénimo, 1997
1999 329 Carne de vacuno EE.UU. 0157:H7 [1);9‘;“ de Salud de Illinois,
1990 243 2 4 Agua de pozo EE.UU. 0157:H7 [Swerdlow et atl. 1992
1991 234 Desconocido Japoén 0111:H- |Banatvala et al. 1996
2004 213 Sidra no pasteurizada EE.UU. 0111 |Vojdani et al. 2008
2000 | 200 | 6 o |Salchichas (Catering de un Espafia 0157:H7 |Muniesa et al. 2003
colegio)
2011 181 | - 0 |carne cruda Japén o1y |NationalInstitute of
Infectius Diseases, Japan
1999 159 Animales-Zoo Canada 0157:H7 |Warshawsky et al. 2002
2005 157 2 1 Carne Reino Unido| 0157:H7 |Salmon, 2005
1998 157 4 Agua de grifo EE.UU. 0157:H7 |Olsen et al. 2002
1999 143 6 0 Salami Canada 0157:H7 |MacDonald et al. 2004
2007 135 - 0 Queso pasteurizado EE.UU. 026 CDC, 2013a
1996 131 0 0 Ensaladas Japon 0118:H2 |Hashimoto et al. 1999
d ! Novello, 1999; New York State,
1999 127 14 2 Agua de pozo EE.UU. 0157:H7 Dept of Health, 2000
2005 120 7 0 Lechuga Suecia 0157:H7 |S6derstrom et al. 2005
1999 114 3 Leche pasteurizada Reino Unido| 0157:H7 |Goh et al. 2002
1995-1996| 110 29 0 Desconocido Suecia 0157:H7 |Ziese etal. 1996
2002 109 0 2 Ensaladas Canada 0157:H7 |Bolduc et al. 2004
1997 108 4 0 Brotes de alfalfa EE.UU. 0157:H7 |Como-Sabetti et al. 1997
2004 108 15 Animales-Zoo EE.UU. 0157:H7 |Davies et al. 2005
2004 107 0 0 Carne Japon 0111:HNM |Kato et al . 2005
2000 102 Agua de bebida EE.UU. 0111 Lee et al. 2002
2000 102 Agua de riego EE.UU. 0157:H7 [Lee etal. 2002
1994 >100 9 1 Leche pasteurizada Escocia 0157:H7 |Upton et al. 1994
1984 100 0 Desconocido Japoén 0145:H- |Johnson et al. 1996
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En la Tabla 17 se puede observar el numero de brotes con menos de 100 casos descritos a
nivel mundial en el periodo 1986-2006, provocados por ECVT pertenecientes a distintos

serogrupos (Doyle et al. 2006).

Tabla 17. Serogrupos asociados a brotes con < 100 casos a nivel mundial (1986-2006) (Doyle et al. 2006)

Serogrupo N° de brotes (<100 casos)

0157 179 70,8%
026 32 12,6%
0111 20 7,9%
0103 5 2,0%
0121 4 1,6%
0145 3 1,2%
080 2 0,8%
045 1 0,4%
051 1 0,4%
055 1 0,4%
086 1 0,4%
0104 1 0,4%
0115 1 0,4%
0119 1 0,4%
0148 1 0,4%

En Espafia, los ECVT han provocado, al menos, 17 brotes: 14 han sido por ECVT 0157,y 3

por ECVT no 0157, concretamente por los serogrupos 026 y 0111 (Tabla 18). En el estudio

de Byrne y colaboradores (2015), se analizaron 3.717 casos de infeccion por ECVT

ocurridos entre 2009 y 2012, de los cuales 91 estaban asociados a turistas que habian

visitado Espafia, siendo el tercer pais mds frecuentemente visitado entre los casos

asociados a viajes (Byrne et al. 2015).

Lugar-Referencia

Tabla 18. Brotes causados por ECVT en Espaia

Afectados
Situacion

Serotipos
Verotoxinas

N° Afectados

Fagotipos

'Sl::i:h ot ol 1987 1986 Z:rLsrfa:ott’:rémcos 0157:H7 VT2 3(+3asintomaticos)
::/I:;::\::Z:esl. 1996 1994 | Turistas britanicos Salgsczc:igz \2/T2 Sin especificar
Q::r‘::o J.E. et al. 1996¢ 1995 S:sizodsee:alrj::o O111:H-VT1 13

gch)T:rri:respo ot al. 2000 1996 | Familiar 0157:H7 3

IS.ca)Te':aL!:i;o et al. 2000 1997 Ilrjbr::\?:aiir:’)n O157:H7 11 (3 con SUH)
Peboy, 1995 1997 | o custrohoteies | pagotipos | 14(BconsuA
gg::grziio:t al. 2000 1999 glijzf(ji?auna 0157:H7 (8+(613csci)rr:til:':-el'1)ticos)
(G;g::grziio:t al. 2000 1999 | Sin especificar O157:H7 (2+(Zlacs?:t§>Lri1:)ticos)
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Afectados Serotipos
Lugar-Referencia . W Verotoxinas N° Afectados
Situacion .
Fagotipos

Valencia Turistas en
Soler Crespo et al. 2000 1999 urbanizacién O157:H7 4 (3 con SUH)
Barcelona .
Anénimo, 2001 2000 gc':l‘:i:: tres Sa1507t'iHZ \Z/TZ 175 (6 con SUH)
Muniesa et al. 2003 & gotip
Lugo . 0157:H7 VT1VT2
Blanco M. et al. 2004d 2003 | Brote familiar Fagotipo 8 3
Lugo i .
Blanco M. et al. 2004d 2003 | Brote familiar 026:H11 VT1 4
Caceres . - 0157:H7 VT1 VT2-
Martinez et al. 2009 2007 | Sin especificar Fagotipo 14 3
Sin especificar
Instituto de salud Carlos IlI, 2010 | Sin especificar 0157:H7 48 (sin especificar)
2013a
Sin especificar
Instituto de salud Carlos IlI, 2011 | Sin especificar 0157:H7 Sin especificar
2013b
Sin especificar
Instituto de salud Carlos Ill, 2012 | Sin especificar 0157 8 (sin especificar)
2015
Sin especificar
Instituto de salud Carlos Ill, 2012 | Sin especificar 0111 2 (sin especificar)
2015

Tanto a nivel mundial, como en Espafia en particular (Tabla 18 y Tabla 19), se puede
observar como los ECVT 0157 son responsables de la mayoria de los brotes. No obstante,
a nivel mundial se observa una diferencia significativa entre grandes y pequefios brotes,
de esta manera, las cepas ECVT no 0157 responsables de provocar grandes brotes (2100
casos), pertenecen a un numero limitado de serogrupos (6 serogrupos distintos) (Tabla
16), entre los que destaca el 0111 con un 16,2%; por el contrario, las cepas ECVT no 0157
responsables de brotes pequefios (<100 casos), pertenecen a un grupo mas amplio de
serogrupos (14 serogrupos distintos), destacando el ECVT 026 (12,6%) y el 0111 (7,9%)
(Tabla 17) (Doyle et al. 2006). Por otro lado, observamos que en lo que se refiere a casos
esporadicos, la prevalencia entre ECVT 0157 y no 0157 es muy similar, llegando incluso a

ser los no 0157 predominantes (Tabla 19) (EFSA/ECDC, 2014; Crim et al. 2014).

Tabla 19. Relaciéon entre ECVT 0157 y no 0157 asociados a brotes y casos aislados (EFSA/ECDC, 2014; Crim et
al. 2014)

Area Periodo no 0157

1982-2010

Grandes brotes (>100 casos) Mundial

Pequerios brotes (<100 casos) Mundial 1982-2010 253 70,8% 29,2%
EE.UU. 2013 1.113 49,6% 50,4%
Casos aislados
Europa 2012 3.558 55% 45%
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Comparando la incidencia de los dos grupos de ECVT (0157 y no 0157) en distintos brotes,
podemos observar que los brotes provocados por cepas no 0157 se asocian con menor
frecuencia a consumo de carne, agua y productos agricolas y parecen estar mas atribuidos
a contagios persona-persona o vias desconocidas. Mientras que los brotes provocados por
ECVT 0157 estan claramente relacionados con el consumo de carne y agua. Estas
diferencias pueden ser debidas, en parte, a que los métodos analiticos disponibles para
detectar los ECVT 0157 estdn mds desarrollados, de ahi que el porcentaje de brotes

asociados a ECVT no 0157 por causas desconocidas sea tan elevado (Doyle et al. 2006)

(Figura 12).
ECVT 0157 ECVT no 0157
B Contacto animal (9,7%) H Contacto animal (6,2%)
M Agua (25,6%) W Agua (10%)

M Persona-persona (28,8%)

B Productos lacteos (10%)

M Carne (11,2%)

M Productos agricolas (6,2%)
Otros alimentos (8,8%)
Desconocido (18,8%)

M Persona-persona (6,8%)

M Productos lacteos (12,5%.

M Carne (24,6%)

M Productos agricolas (9,2%
Otros alimentos (5,8%)
Desconocido (5,8%)

Figura 12. Origen de brotes a nivel mundial asociados a ECVT 0157 y no 0157 (Doyle et al. 2006)

1.4.2.1.1. E. coli 0104:H4'y “la crisis del pepino”

El 19 de Mayo de 2011, el Instituto Robert Koch (Autoridad Nacional de Salud Publica de
Alemania) fue informado de un grupo de 3 casos de SUH en nifios ingresados el mismo
dia en el Hospital Universitario de la ciudad de Hamburgo. El 20 de Mayo de 2011, un
equipo del mismo instituto se desplazé a Hamburgo para ayudar en las labores de
investigacion. Rapidamente se dieron cuenta de la magnitud del brote, ya que el nimero
de casos era muy superior al pensado, y también habia casos en adultos y en otras zonas
de Alemania, especialmente en el area del norte. Inmediatamente se inicid una
investigacion a todos los niveles, de salud publica y de seguridad alimentaria, para

identificar la causa del brote y poder asi prevenir futuras infecciones (Frank et al. 2011).

El brote crecié dramaticamente desde el 8 de Mayo de 2011, llegando a su punto
maximo (tanto de casos de SUH como de gastroenteritis) entre los dias 21 y 22 de Mayo

respectivamente (Figura 13).
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En total se reportaron 3.816 casos de infeccién en seres humanos, de los cuales 845
(22%) desarrollaron SUH y 36 fallecieron (4,2%) y 2.971 casos de gastroenteritis de los
que 18 fallecieron (0,6%). En total perdieron la vida 54 personas (Frank et al. 2011;
ECDC, 2013). Casi simultdneamente se produjo otro brote mucho mas pequeiio en
Burdeos (Francia), con 15 casos de diarrea sanguinolenta, de los cuales 9 progresaron a
SUH (Frank et al. 2011). En ambos casos se trababa de la misma cepa, un E. coli

productor de verotoxina VT2, enteroagregativo y del serotipo 0104:H4.

—_ [0 STEC gastroenteritis cases in males
[0 STEC gastroenteritis cases in females
[0 HUS cases in males

[l HUS cases in females

No. of Cases

May June July
Date of Disease Onset

Figura 13. Curva epidemioldgica del brote (Frank et al. 2011)

Segun datos del ECDC, en otros 13 paises de la UE se produjeron 49 casos de SUH y 76
casos de diarrea/CH, incluidos los 9 casos de SUH del brote de Francia y 2 casos
esporadicos en Espaia. Ademds, también se detectaron algunos casos en EE.UU. y
Canada. En general, con raras excepciones, todos los casos producidos en el resto de
Europa, EE.UU. y Canad3, estan vinculados a viajes al norte de Alemania, donde ocurrié

el brote principal (ECDC, 2011; Devaux et al. 2015).

El 26 de Mayo de 2011, las autoridades alemanas, a través de la consejera de Salud de
Hamburgo, cometieron un grave error al acusar precipitadamente a los pepinos
producidos en Andalucia como causantes del brote. Se basaban en las encuestas
epidemioldgicas que implicaban inicialmente a tomates, pepinos y semillas germinadas,
y en el hecho de haber aislado una cepa de ECVT de un pepino de origen espaiol del
mercado de Hamburgo. Ademas, la UE lanzd ese mismo dia una alerta responsabilizando
a Espafia como origen del brote, antes de que el Laboratorio de Referencia de E. coli

para alimentos alemdan determinase el serotipo de la cepa aislada de los pepinos
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espafnoles. Inmediatamente después de las acusaciones de las autoridades alemanas
contra los pepinos de origen espafiol, el LREC realizdé un analisis de los mismos
demostrando la ausencia de la cepa ECVT-ECEA 0104:H4 en las muestras de pepinos
producidos en Andalucia, sefialados errénea e injustificadamente como sospechosos de

ser el vehiculo del brote aleman (Mora et al. 2011b, Blanco, 2012).

Posteriormente, se comprobaria que la cepa encontrada en los pepinos andaluces
pertenecia a otro serotipo (08:H19) incluido en el seropatotipo E (cepas de bajo riesgo
segln la clasificacion de Karmali y colaboradores, 2003). Finalmente, la Comision
Europea, levanto la alerta sobre los pepinos procedentes de Almeria el 1 de junio de

2011.

Las acusaciones de las autoridades alemanas a los productos espafioles trajeron graves
consecuencias a nivel econédmico para el sector agrario espanol, con pérdidas para las
exportaciones de hortalizas y el consumo interno espanol dificilmente cuantificables. La
Federacidon Espafiola de Productores Exportadores de Frutas y Hortalizas (FEPEX),
totalizé en 589,5 millones de euros las pérdidas producidas como consecuencia de la

mala gestidn de la “crisis del pepino”.

Una vez descartados los productos espafioles como el origen de los brotes, la
investigacion principal se centré en determinar el vinculo en comun entre los brotes de

Alemania y Francia.

El 23 de junio se confirma la relacién entre ambos brotes, gracias a la comparacion de
los datos de trazabilidad del brote aleman y del brote francés, que determind que un
lote de semillas de fenogreco importadas de Egipto, era el vinculo en comun entre

ambos (EFSA, 2011b).

Finalmente, el 5 de julio de 2011 se declaré oficialmente cerrado el brote y al dia
siguiente, la Comisidon Europea prohibié la comercializacién de semillas de fenogreco y
de otras semillas provenientes de Egipto. Sin embargo, el Instituto Robert Koch de
Alemania, mantuvo una estrecha vigilancia del brote hasta el 31 de diciembre de 2011.
Durante este periodo, se registraron 33 nuevos casos. Principalmente durante los dos

meses siguientes al final del brote (Frank et al. 2014).
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Uno de los datos mas sorprendentes del brote fue la edad de los afectados, en su
mayoria adultos, en contraste con lo observado en brotes y casos esporadicos por ECVT
clasicos. También llamd la atencidon la elevada prevalencia de mujeres afectadas que

desarrollaron SUH (68%) (Frank et al. 2011).

La cepa implicada en este gran brote resultd ser una E. coli productora de VT2,
perteneciente al serotipo 0104:H4 y con factores de virulencia comunes con los E. coli
enteroagregativos. Se trataba, por tanto, de una cepa atipica en muchos aspectos

(Blanco, 2012):

e Hibrida de dos patotipos, por ser a la vez enteroagregativa y verotoxigénica
productora de VT2a. La combinacién de genes de virulencia de estos patotipos no es
frecuente. Unicamente se habia observado en una cepa 0111:H2 responsable de un
pequefio brote en nifios con SUH ocurrido en Francia en 1992 (Morabito et al. 1998) y
mds recientemente en una cepa O111:H21 productora de VT2c responsable de un

pequefio brote familiar con SUH en el Reino Unido en 2012 (Dallman et al. 2012).

e Serotipo (0104:H4) y secuencia tipo (ST678), raramente observados en pacientes
humanos y nunca descritos en cepas aisladas de animales ni de alimentos. Existen
referencias de este serotipo en cepas enteroagregativas y productoras de VT2 aisladas
en Alemania en 2001 (Mellmann et al. 2008), Georgia en 2009 (Scheutz et al. 2011),
Italia en 2009 (Scavia et al. 2011), Finlandia en 2010 (Scheutz et al. 2011) y Francia
(Scheutz et al. 2011); Otra cepa aislada en Corea en 2005 productora de VT1 y VT2 (Bae
et al. 2006); y de cepas del serotipo 0104:H4 enteroagregativas aisladas en la Republica
Centroafricana entre los afios 1995 y 1996 (Bielaszewska et al. 2011), en Dinamarca en
2000 (Scheutz et al. 2011), en Mali en 2009 (Scheutz et al. 2011), y en Espafia en 1996

(Mora et al. 2011b) y en 2014 (Iglesias, Tesis Doctoral pendiente de defensa).

¢ No portadora de la isla de patogenicidad cromosdmica LEE, que incluye el gen eae que

esta presente en las cepas de ECVT mas virulentas de los seropatotipos A y B.

e También se diferencia de la mayoria de las cepas de ECVT en que es multirresistente,
siendo productora de BLEE del tipo CTX-M-15, también presente en el clon

intercontinental de E. coli 025:H4-ST131.
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e Ademas de genes de virulencia de ECVT y ECEA, la cepa posee algunos factores de

virulencia de E. coli patégenos extraintestinales (ExPEC).

La teoria mas extendida es que la cepa del gran brote aleman sea de origen humano,
gue haya emergido recientemente a partir de una cepa enteroagregativa del serotipo
0104:H4 y que haya adquirido un fago portador del gen vt2a a partir de una cepa ECVT.
A partir de otra cepa adquiriria el plasmido que codifica para el enzima CTX-M-15. Todo
esto se deduce después de comparar el genoma completo de varios aislados de la cepa
del brote aleman con el genoma de cepas enteroagregativas del serotipo 0104:H4 y de
otros serotipos, y con el genoma de cepas de otros de E. coli diarreagénicos (ECET, ECEP,

ECEI) (Mora et al. 2011b).

1.4.3. Supervivencia y crecimiento de ECVT.0157 y no 0157 en alimentos

Al contrario de la inmensa mayoria de las cepas de esta especie y del resto de cepas de
ECVT, las cepas verotoxigénicas del serotipo 0157:H7 no fermentan el sorbitol y son B-
glucoronidasa negativas, lo que hace mas facil su identificacién tanto en alimentos como

en muestras clinicas.

A diferencia de la mayoria de los patégenos asociados a alimentos, el ECVT 0157 es
extremadamente tolerante al ambiente acido (Benjamin y Datta, 1995). El bajo pH del
estomago (pH 1,5 a 3) es uno de los primeros mecanismos de defensa contra una
infeccidn alimentaria por patégenos entéricos. La habilidad para sobrevivir en medio
acido aumenta las posibilidades de la bacteria de colonizar el intestino y provocar la

infeccidn. Esta acido-resistencia estd asociada a dosis infectivas muy bajas.

Estudios experimentales han demostrado que el ECVT 0157 es capaz de sobrevivir en las
condiciones de fermentacion, secado y almacenamiento del salchichdn (pH 4,5) durante
un periodo de hasta dos meses a 4 °C (Glass et al. 1992). Zhao y Doyle (1994),
demostraron que el ECVT 0157 cuando era inoculado en mayonesa (pH 3,6-3,9) a una
concentracién elevada, sobrevivia durante 5 a 7 semanas a 5 °C, y durante 1 a 3
semanas a 20 °C. En zumo de manzana (pH 3,6-4,0) conseguia sobrevivir durante 10-31

diasa 8 °Cy 2-3 dias a 20 °C (Zhao et al. 1993).
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Diferentes estudios han determinado que el ECVT 0157 posee tres sistemas de acido-
resistencia eficientes. El primero requiere el factor sigma RpoS y represion de la glucosa.
El segundo, requiere adiccién de arginina durante la exposicién del medio acido. Y el
tercero requiere glutamato para protegerse del pH bajo. Estos tres sistemas son
solapantes, pero el control y requerimientos de la actividad acido-resistente es diferente
en cada uno de ellos (Benjamin y Datta, 1995; Castaine-Cornet et al. 1999; Lim et al.

2010).

De la misma manera, estudios comparativos sobre la acido-resistencia de cepas ECVT
0157 con cepas no 0157 no han encontrado diferencias significativas en cuanto a este
factor (Large et al. 2005). A pesar de ello, no hay suficientes datos sobre serogrupos
especificos asociados a graves patologias. No obstante, si se conoce que la tasa de
supervivencia de los diferentes serotipos de ECVT presenta un amplio rango. Mckellar y
Knight (1999) encontraron que cepas de ECVT no 0157 asociadas a brotes eran mas
acido-tolerantes que cepas de origen humano o animal, lo que sugiere que al igual que
con las ECVT 0157, la 4cido resistencia de las cepas ECVT no 0157 puede ser un factor

gue contribuya a su patogenicidad.

E. coli presenta una rdpida adaptacion a las bajas temperaturas. Después de bajar la
temperatura de 37 °C, se inducen dos tipos de proteinas (proteinas de clase | y de clase
II) que intervienen en la adaptacion de las células al choque de frio (Phadtare et al.
1999). También se ha descrito un factor desencadenante (TF, trigger factor) que se
induce 2-3 h después del choque de frio y potencia la capacidad de sobrevivir a bajas

temperaturas (Kandrod et al. 1997; Phadtare et al. 1999).

El almacenamiento a bajas temperaturas es la base principal de la conservacién de los
alimentos, son muchos los esfuerzos que se han empleado en el estudio del
comportamiento de E. coli en esas condiciones y en conocer la temperatura minima de
crecimiento (Van Derlinden et al. 2008). Se estima que la temperatura minima de
crecimiento de cepas de E. coli tanto patdgenas como no patdgenas ronda entre 5,5 °Cy
10 °C (Shaw et al. 1971; Palumbo et al.1995; Kauppi et al. 1996; Jones et al. 2003;
Tamplin et al. 2005). Este rango muestra la variabilidad que existe con respecto a la

temperatura minima de crecimiento, que es debida, en parte, a las diferencias en la
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composicion de los medios utilizados para su estudio (Kauppi et al. 1996).

Tamplin y colaboradores (2005) observaron que los medios de cultivo sintéticos no
siempre son representativos para la descripcién del comportamiento de E. coli en
alimentos, por lo que el comportamiento de E. coli a temperaturas de refrigeracién debe
ser estudiado especificamente para cada producto. Doyle y Schoeni (1984)
determinaron que el ECVT 0157 era capaz de sobrevivir en carne picada a -20 °C durante
meses sin apenas alterar sus recuentos. También se ha observado que en carne de cerdo
E. coli es capaz de crecer a temperaturas que rondan los 9 °C (Gill et al. 1998), y que en
carne de ave, ECVT 0157 es capaz de sobrevivir y crecer a temperaturas entre 0,6 °C y
12 °C (Arias et al. 2001). Las cepas de ECVT 0157 también parecen crecer en vegetales
envasados y refrigerados a 0,6 °Cy 12 °C (Ruscica y Sobol, 1998; Arias et al. 2001). Eribo
y Ashenafi (2003) observaron que en tomate y productos derivados de éste, no solo los
ECVT 0157 eran capaces de sobrevivir varios dias, sino que también, la supervivencia se
hacia notablemente mds prolongada a temperaturas de refrigeracion. Marek vy
colaboradores (2004) analizaron la supervivencia de E. coli en suero para la elaboracion
de queso Cheddar y observaron que los ECVT 0157 eran capaces de sobrevivir a 4 °C de
14 a 21 dias en sueros de leche sin pasteurizar y hasta 28 dias en sueros de leche
pasteurizada. Massa y colaboradores (1999) reportaron un aumento de la poblacidon
viable de EHEC inoculada en leche y almacenada a 8 °C, sin embargo a 22 °C observaron

una disminucién de la misma.

Durante el almacenamiento de productos a temperaturas relativamente altas (15 °C-22
°C), se observa una marcada disminucién de la poblacién de E. coli. Mientras que
temperaturas inferiores parecen protegerla. Existen estudios que indican que la
supervivencia de E. coli aumenta a medida que la temperatura decrece (Erickson vy
Jenkins, 1991; Radford y Board, 1993; Erickson et al. 1995; Linton et al. 1995; Skandamis
et al. 2000). Este hecho, coincide con algunos estudios que han reportado que la
supervivencia de E. coli en agua se ve potenciada a bajas temperaturas (Brettar y Hofle,

1992; Smith et al. 1994; Bogosian et al 1996; Sampson et al. 2006).

Afortunadamente, los ECVT no presentan una especial termotolerancia, por lo que se

puede conseguir de manera efectiva su inactivacién por calor. En el caso de la carne
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picada, si se calienta suficientemente como para inactivar Salmonella, se consigue
también la inactivacién del ECVT 0157. La presencia de grasa incrementa la tolerancia
térmica del ECVT 0157 (Line et al. 1991). En el caso de la leche, la pasteurizacion
también ha resultado ser un tratamiento efectivo para matar mas de 10* células del
ECVT 0157 por mililitro. Por lo tanto, el calentamiento adecuado de los alimentos de
origen animal, alcanzando una temperatura interna de al menos 68,3 °C durante 40 s
(Clavero et al. 1998), es un punto critico de control (PCC) a tener en cuenta a la hora de

asegurar la inactivacién del ECVT 0157.

Existen pocos datos en la literatura cientifica sobre el grado de termotolerancia de los
ECVT no 0O157. Sin embargo, en 2011, el Food Safety and Inspection Service de los
EE.UU. (USDA), realizoé un estudio en el que examinaba la resistencia térmica de ECVT
0157 y no 0157 (un grupo compuesto de ECVT de los serogrupos 045, 0103, 0111,
0121 y 0145) inoculados a carne de vacuno, y determinaron que el tiempo de coccién y
la temperatura efectiva para inactivar las cepas de ECVT 0157 eran igual de efectivas

contra las otras 6 no 0157 anadidas (Luchansky et al. 2014).

1.4.4. ECVT en carnes

Los tejidos magros proporcionan fuentes de energia facilmente disponibles para las
bacterias y un valor de pH adecuado (habitualmente entre 5,5-5,7; tanto para carne de
vacuno, cerdo y pollo), por lo que se dan las condiciones idéneas para el crecimiento de

la mayoria de los microorganismos (Reginfo-Gonzales y Ordofiez-Gomez, 2010).

Al ser el ganado bovino el principal reservorio de los ECVT, la presencia de este tipo de
patdgenos se detecta, fundamentalmente, en carne de vacuno, pero aparecen también
a un nivel importante en la mayoria de los tipos de carne de consumo. Se acepta, en
general, que la presencia de ECVT en carne de origen no bovino es debida, en la mayoria
de los casos, a una contaminacion secundaria producida por una mala manipulacién del
alimento (Knight, 1993). Como la carne se consume habitualmente cocinada, el tema de

mayor preocupacion es la contaminacion cruzada de otros alimentos (Mora, 2002).
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Todos los eslabones de la cadena alimentaria juegan un papel fundamental en la
contaminacion final de la carne, desde las explotaciones, mataderos, salas de despiece y
fabricas de productos elaborados, hasta los puntos de venta al publico, establecimientos
de elaboracion de comidas preparadas (incluso a nivel doméstico), pasando por las
distintas cadenas de transporte. No obstante, de todos estos puntos del ciclo de
produccidon y cocinado de la carne, son los mataderos los que juegan el papel mas
relevante a la hora de determinar la carga microbiolégica de este alimento, ya que como
hemos indicado anteriormente, es durante las operaciones de desuello, despiece, y

sobretodo evisceracién, donde se produce la mayor tasa de contaminacion.

La funcién de los mataderos es la de producir carne higiénica y organolépticamente
aceptable mediante la manipulacién humana de los animales en lo que respecta al
empleo de técnicas higiénicas para el sacrificio de los mismos y la preparacién de
canales mediante una division estricta de operaciones “limpias” y “sucias”. Al mismo
tiempo deben facilitar la inspeccion adecuada de la carne y el manejo apropiado de los
desechos resultantes, para eliminar todo peligro potencial de que la carne en mal estado
pueda llegar al consumidor o contaminar el medio ambiente (FAO, 1993). Sin embargo,
ya que el origen de la mayoria de los patdégenos en las carnes son los intestinos de los
propios animales, la contaminacion de ésta se puede producir por la diseminacién de las
heces durante las operaciones de sacrificio, debido a técnicas deficientes en el matadero
que permitan la contaminacidon de las mismas o de las instalaciones con el contenido
intestinal. También se presta mucha atencién a los manipuladores de la carne como
fuente de patdgenos, aunque existen otras fuentes de patdgenos para los productos
carnicos (roedores, deposiciones de aves, insectos, e incluso perros); no obstante, su
presencia seria indicativa de practicas extremadamente deficientes. La contaminacién
por agua sigue siendo una posibilidad, especialmente cuando se utiliza agua de tanques

0 pozos en vez de agua de la red (Mora, 2002; Iglesias et al. 2006).

En las salas de despiece, las canales son troceadas en piezas enteras y recortes, que se
destinan a su comercializacion en fresco o como materia prima para las fabricas de
elaborados. La transformacién de piezas de carne en productos cdrnicos elaborados

mediante procesos como: picado, amasados, ahumados etc., da lugar a una serie de
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productos finales elaborados (cocidos, ahumados y frescos) que tendran una carga
microbiana distinta, y que variara en funcidn de la carga inicial y de los procesos a los

que hayan sido sometidos durante su elaboracién.

En la carne fresca, la contaminacidon microbiana localizada inicialmente en la superficie
puede extenderse al resto del producto durante su procesado (deshuesado, despiece,
fileteado, etc.). En estos casos, las zonas de corte se convierten en un medio de cultivo
ideal para los microorganismos patdgenos y alterantes por lo que deben controlarse
estrechamente las condiciones higiénicas de las superficies en contacto con ellos

durante estas etapas (Garcia et al. 2006).

Tedricamente, un niumero muy amplio de bacterias puede crecer sobre la carne; en la
practica, se aplican factores extrinsecos como la refrigeraciéon y el envasado en
atmosferas protectoras como el vacio, las atmadsferas controladas, y las atmdsferas
modificadas, que limitan la intensidad del crecimiento microbiano y el nimero de cepas
qgue son capaces de crecer. Ademads, la competicion es un factor clave adicional que

limita el nimero de tipos de microorganismos que se desarrollan.

El envasado en atmdsfera modificada, se utiliza frecuentemente para piezas carnicas de
pequefio tamafo, y tiene como objetivo mantener la calidad sensorial de estos productos
y prolongar su vida comercial. Implica la eliminacidon del aire del envase seguida de la
inyeccion de un gas o mezcla de gases seleccionados de acuerdo a las propiedades del
alimento, generando un ambiente gaseoso 6ptimo para la conservacién del producto,
donde el envase ejerce de barrera y aisla, en mayor o menor grado, dicho ambiente de la
atmosfera externa. Los gases mas utilizados son el oxigeno, didxido de carbono vy
nitrégeno que ejercen su accidon protectora solos o combinados en una proporcién distinta

a la que presentan en la atmdsfera terrestre (Tabla 20) (Garcia et al. 2006).

Tabla 20. Composicion de la atmdsfera modificada recomendada para distintos productos carnicos
(Garcia et al. 2006)

o . T2 de
Composicion de la atmdsfera . S
Producto o almacenamiento Vida atil
modificada (%) C)
Carne fresca 65-80 0,/20-35 CO,/Resto N, 0-4 6-8 dias
Elaborados carnicos 5-30 0,/20-30 CO,/Resto N, 0-4 hasta 4 semanas
frescos
Productos avicolas 20-70 0,/30-50 CO,/Resto N, 0-4 Hasta 2 semanas
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Uno de los principales inconvenientes de la utilizacién de las atmdsferas modificadas, es
gue ésta conlleva ciertos riesgos bioldgicos y su efecto sobre el crecimiento de algunas
bacterias patdgenas de transmisidon alimentaria aun necesita ser evaluado (AESAN,

http://aesan.msssi.gob.es/AESAN/docs/docs/evaluacion riesgos/otras actividades/UIMP

seg alimentaria_nutricion/Maria_Luisa_Garcia Lopez.pdf).

El comportamiento de las bacterias patégenas en los alimentos envasados en atmdsfera
modificada depende de una serie de pardmetros interrelacionados, destacando entre
ellos: la temperatura de almacenamiento, la composicidon de gases en la atmdsfera y la

microbiota competitiva (Farber, 1991; Samelis et al. 2000).

En relacidn con la temperatura, teéricamente el frio impedird el crecimiento de las
bacterias meséfilas como los E. coli. Sin embargo, durante el almacenamiento, distribucion
y venta existen oportunidades para su multiplicacion cuando se rompe la cadena del frio.
Estas rupturas en la cadena de frio provocan fluctuaciones de temperatura que permiten
que las bacterias mesdfilas, como ECVT y otros patégenos, puedan multiplicarse en
atmdsfera modificada. Este hecho no es infrecuente, especialmente durante el transporte
(tanto desde matadero y salas de despiece a los puntos de comercializacién, como desde
éstos a los hogares), y en los expositores y frigorificos domésticos, e incluso cuando se
controla adecuadamente la temperatura, porque se producen aumentos ciclicos de la
misma durante el “desescarche”. De esta manera, con este tipo de envasado y mantenida
la carne a 5 °C, juegan un papel destacado las enterobacterias, por lo que si se rompe la
cadena de frio, y al inhibir el crecimiento de otros microorganismos competitivos, pueden
multiplicarse con facilidad. Por lo tanto, el crecimiento de E. coli en carne de vacuno
conservada en atmésfera modificada depende, en gran medida, de la carga inicial del

microrganismo en el alimento antes del envasado.

Desde el punto de vista de la salud publica, también preocupa el comportamiento de las
bacterias patdgenas capaces de multiplicarse en condiciones reducidas de oxigeno, como
es el caso de los ECVT. En general, la accidon inhibidora del CO, varia segin el
microorganismo. En este caso, E. coli al ser una especia anaerobia facultativa pueden
verse inhibida, enlentecida o potenciada. Esto es importante porque la composicion de las

atmodsferas modificadas esta disenada, principalmente, para inhibir los microorganismos
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alterantes que manifiestan cambios sensoriales indeseables en el color, textura, sabor y
olor, aumentando asi la vida util del alimento, esto provoca que los patégenos puedan
multiplicarse hasta niveles peligrosos antes de que los microorganismos alterantes hayan
alcanzado valores asociados con la alteracion y, por tanto, un alimento “aparentemente
fresco” puede resultar peligroso. Preocupa, asimismo, el lento crecimiento de la
microbiota alterante porque ésta, en condiciones de aerobiosis, puede ser un potente
competidor. Una preocupacion adicional es el efecto que sobre los patégenos pueden
ejercer el prolongado almacenamiento y la microbiota (nimero vy tipo) que se desarrolla
en el producto (Tamplin, 2002). El efecto de la interaccién entre la microbiota residente o
alterante y las bacterias patégenas de E. coli necesita ser mas estudiado (lIglesias et al.

2006; AESAN, http://aesan.msssi.gob.es/AESAN/docs/docs/evaluacion riesgos/otras

actividades/UIMP seg alimentaria nutricion/Maria Luisa Garcia Lopez.pdf).

Por todo esto, queda claro que cada tipo de carne, el control en matadero, el posterior
despiece, asi como su procesado y métodos de conservaciéon juegan un papel

fundamental en cuanto a la prevalencia de ECVT con la que llega la carne al consumidor.

1.4.4.1. ECVT en carne de vacuno
Durante el proceso productivo de la carne de origen vacuno existen varias fases que se

pueden considerar criticas a nivel microbioldgico (Figura 14) (CAR/PL, 2006).

e Durante el transporte, recepcién y estabulacién el principal riesgo es una posible
bajada de defensas de los animales, haciéndolos mds susceptibles a contraer
enfermedades, asi como la contaminacion superficial por heces, y la contaminacién

cruzada entre animales sanos y enfermos (Rasmussen et al. 1993; Cray et al. 1998).

e En el desangrado (generalmente para el ganado vacuno se aplica el desangrado
vertical) se corre el riesgo de que la sangre pueda contaminarse por la caida de heces,

orina, suciedad o contenido gastrico.

e En el desuello el principal riego es que la piel del animal entre en contacto con el

musculo mientras se esta retirando.

e La evisceracion supone una de las operaciones mas criticas desde el punto de vista
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higiénico, ya que consiste en la extraccion de
las visceras toracicas, preestdmagos,
estébmagos, intestino, bazo e higado de la
cavidad abdominal, durante esta etapa es
fundamental evitar la posible contaminacién
de la canal por roturas del estémago o

intestino.

e Durante el corte de la canal es critico evitar
contaminacion desinfectando adecuadamente
el instrumental, asi como establecer una

temperatura limite de trabajo inferior a 12 °C.

e El lavado de las canales, que se realiza con
agua para eliminar restos de sangre, grasa y
restos de esquirlas de huesos del seccionado
de la canal, reduce el nivel de microorganismos
que la contaminan de forma superficial, sin
embargo, el riesgo real lo supone el empleo de
agua contaminada y la posibilidad de provocar

un posible exceso de humedad superficial.

e Durante el oreo, que consiste en reducir

©
c
©
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<_I

Piezas

Figura 14. Diagrama de flujo del proceso
productivo de la carne de origen vacuno
(CAR/PL, 2006)

la temperatura de la canal lo mas

rapidamente posible, resulta fundamental controlar el crecimiento microbiano de la

canal y los cambios organolépticos. En este punto, las canales refrigeradas pueden ser

congeladas, enviadas directamente a expedicion y al punto de venta al consumidor, o

bien, ser destinadas a las salas de despiece.

e El despiece supone otro punto critico, ya que segun la carga inicial con la que lleguen

las canales, se podrian diseminar facilmente los patégenos durante el corte, por lo que

es fundamental la desinfeccién adecuada del instrumental y realizar el despiece en salas

refrigeradas donde se mantenga una temperatura de 12 °C.

Al igual que las canales, en funcidn de si su envio al mercado es inmediato o a medio

plazo, las piezas pueden ser refrigeradas o congeladas. En otros casos, el destino de las
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piezas pueden ser las industrias de elaborados carnicos. Es fundamental a partir de este

punto, que no se produzcan rupturas en la cadena de frio.

Durante la elaboracidn de estos productos, nos encontramos con una de las operaciones
mas criticas desde el punto de vista higiénico: el picado. La carne picada es mads
susceptible de contaminarse microbiolégicamente por el hecho de que aumenta la
superficie de contacto o de exposicion a los microorganismos. Por este motivo, la carne
picada, y por extension las hamburguesas, resultan especialmente peligrosas, ya que al
encontrarse los microorganismos en toda su masa, no es suficiente con calentar la parte
superficial. Hasta el punto que en los paises anglosajones a la CH provocada por el
consumo de hamburguesas se le conoce como la enfermedad de las hamburguesas,
debido al elevado numero de brotes provocados por el consumo de éstas (Doyle et al.
1997; Sheridan y McDowell 1998; Meng et al. 1998; De Boer y Heuvelink, 2001; Nissen y
Nesbakken, 2001; Muehlherr et al. 2003).

Durante el proceso de picado se debe controlar la temperatura de la masa (entre 1 °Cy
7 °C) para evitar el crecimiento microbiano. La maquinaria para el picado puede estar
refrigerada para evitar que la friccion de las maquinas aumente excesivamente la
temperatura. Por otro lado, el amasado que se puede hacer conjuntamente con el
picado o en maquinas que trabajan al vacio, en donde la carne picada se mezcla con
diferentes aditivos, grasas, especias y otros ingredientes, supone también un punto

critico al diseminar la posible carga del patédgeno por toda la masa.

Finalmente, los productos se envasan al vacio o en atmédsferas modificadas para
contrarrestar la posible contaminacidon bacteriana que se pudiera haber producido

durante la manipulacién de los productos.

Por todo esto, esta claro que la prevalencia de ECVT en carne de vacuno depende, en
gran medida, del control de un gran nimero de puntos criticos. De esta manera, un fallo
en cualquiera de éstos, puede suponer, como veremos a continuacidn, la exposicion al
consumidor a cepas de ECVT altamente patdgenas, con el consecuente riesgo que esto

implica para la salud publica.

Entre los afios 1995 y 2009 en el LREC se llevd a cabo varios estudios en los que se

66



INTRODUCCION

analizo la presencia de ECVT en un total de 1.465 muestras de carne picada de vacuno
fresca procedentes de diferentes puntos de venta de la ciudad de Lugo (Tabla 21, Tabla
22, Tabla 23 y Figura 15) ) (Blanco J.E. et al. 1996b, 1996d; Blanco et al. 2003; Roman,
2002; Mora, 2002; Nufiez, 2003; Lopez, 2004; Mora et al. 2003, 2007, 2011; Justel, 2005;
Losada, 2005; Garcia, 2009; Fernandez, 2010; Herrera, 2005, 2008, 2010). Se detectaron
ECVT en 153 de las 1.465 muestras (10%), siendo 8 (0,5%) muestras positivas para ECVT
0157 y 148 (10,1%) para no 0157. En 3 muestras se detectaron tanto ECVT 0157 como
no 0157 (Tabla 21).

Tabla 21. Deteccién de ECVT 0157 y no 0157 en carne fresca de vacuno en Lugo (1995-2009)

Afio Muestras ECVT 0157 ECVTno 0157 Total |
1995 58 3 5,0% 8 14% 10 | 17,2%
1996 91 0 0,0% 8 9% 8 8,8%
1997 173 1 0,6% 20 12% 21 | 12,1%
1998 133 1 0,8% 18 13,5% 18 | 13,5%
2001 80 1 1,3% 6 7,5% 7 8,7%
2002 20 0 0,0% 1 5,0% 1 5,0%
2003 230 2 0,9% 29 12,6% 30 | 13,0%
2005 250 0 0,0% 29 11,6% 29 | 11,6%
2006 60 0 0,0% 5 8,3% 5 8,3%
2007 100 0 0,0% 9 9,0% 9 9,0%
2008 170 0 0,0% 11 6,4% 11 6,4%
2009 100 0 0,0% 4 4,0% 4 4,0%
8 10,1% 153 10%

En este estudio se observé que la deteccion de ECVT 0157 era nula desde el afio 2005 y
que la prevalencia de los ECVT no 0157 descendia progresivamente desde el afio 2003
hasta situarse en el 4% en 2009. Sin embargo, esta prevalencia seguia siendo muy alta y
apuntaba a la necesidad de mejorar la higiene, el control y la vigilancia de la cadena
alimentaria (Figura 15).

16,00%
14,00%
12,00%
10,00%
8,00%
6,00%
4,00%

2,00%

0,00%
1995 199 1997 1998 2001 2002 2003 2005 2006 2007 2008 2009

==ECVT 0157:H7 ====ECVT no-0157

Figura 15. Evolucion en la deteccion de ECVT en carne picada de vacuno fresca en Lugo (1995-2009)
(Herrera, 2010)
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En la Tabla 22 se especifican detalladamente las caracteristicas de las 149 cepas de ECVT

aisladas de carne de vacuno en la ciudad de Lugo en el periodo 1995-2009.

Tabla 22. Caracteristicas de las cepas ECVT aisladas de carne de vacuno en Lugo (1995-2009)
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NOTA. Los serotipos detectados en pacientes humanos estan en negrilla. Los aislados de pacientes con
SUH estan con un asterisco (*). En rojo los serotipos clasificados como seropatotipos A, By C.
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En cuanto a los resultados obtenidos en los recuentos de E. coli por gramo en carne de
vacuno en el periodo 1995-2009, se determind que el porcentaje de muestras con <10
ufc de E. coli por gramo en carne de vacuno era tan solo del 65%, y que el porcentaje de
muestras con >99 ufc de E. coli por gramo también fue superior a lo deseado (12%)

(Tabla 23).

Tabla 23. NMP de E. coli por gramo en carne de vacuno en Lugo (1995-2009) (Herrera, 2010)
NMP 1995 1996 1997 | 1998 2001 2002 ‘ 2003 ‘ 2005 ‘ 2006 2007 2008 ‘ 2009 Total

n=100 [Nk
958
65%
330

23%

119
8%
58
4%
177
12%

Los datos reflejados por la EFSA/ECDC para Espafia contrastan con los obtenidos en el
LREC. Durante el periodo 2007-2011, Espafa reporté una prevalencia de ECVT en carne
de vacuno del 3,7%, muy por debajo del 10% reportado por el LREC y similar para ECVT
0157 (0,3% frente al 0,5%) (Tabla 21 y Tabla 24) (EFSA/ECDC, 2012).

Tabla 24. Prevalencia de ECVT en carne de vacuno en Espaiia (2007-2011) (EFSA/ECDC, 2012)

Afo N° ECVT ECVT 0157

2007 92 5 (5,4%) 1 (1,1%)
2008 35 0 (0%) 0 (0%)
2009 138 8 (5,8%) 0 (0%)
2010 69 1 (1,4%) 0 (0%)
2011 45 0 (0%) 0 (0%)
TOTAL 379 14 (3,7%) 1(03%) |

En lo que respecta a los datos de la EFSA para la UE en carne de vacuno, en el periodo
2007-2012, indican que el porcentaje de muestras positivas para ECVT en general y ECVT
0157 en particular es de 0,8% y 0,2%, respectivamente (EFSA/ECDC, 2012, 2013, 2014),
valores significativamente inferiores a los detectados en Espafia por el ECED y el LREC

(3,7-10% y 0,3-0,5%, respectivamente) (Tabla 24 y Tabla 25).

70



INTRODUCCION

Tabla 25. ECVT en carne fresca de vacuno en la UE (2007-2012)

Afio N° ECVT 0157:H7
2007 14.115 42 (0,3%) 14 (0,1%)
2008 14.810 44 (0,3%) 15 (0,1%)
2009 9.285 213 (2,3%) 65 (0,7%)
2010 8.566 43 (0,5%) 9 (0,1%)
2011 4.347 61 (1,4%) 13 (0,3%)
2012 4.603 60 (1,3%) 5 (0,1%)

TOTAL 55.726 463 (0,8%) 121 (0,2%)

En EE.UU., informes del FSIS (USDA-Food Safety and Inspection Service) del periodo
2001-2005, indican un espectacular descenso del nimero de muestras positivas para
ECVT 0157 a partir del afio 2002. Se cree que estos resultados son debidos a que ese
afio el FSIS ordend a las plantas de produccién una reevaluacidon de sus planes de
seguridad alimentaria, por lo que casi todas implantaron y validaron nuevos métodos y
técnicas de control para el ECVT 0157. Por otro lado, un estudio realizado en el mismo
pais, sobre 4.133 muestras de carne picada de vacuno procedentes de diferentes
suministradores de todo el pais, dio como resultado el aislamiento de cepas ECVT no

0157 en 300 (7,3% de dichas muestras) (Bosilevac y Koohmaraie, 2011).

En todo caso, los niveles detectados de ECVT en carne de vacuno varian mucho segun
los paises. Por ejemplo, la prevalencia de ECVT en carne de vacuno recogida en distintos
establecimientos de Corea es del 0,1% (Lee et al. 2009) y el 20% en muestras de carne
lista para el consumo en Egipto (Awadallahet al. 2014). Por otro lado, la prevalencia de
ECVT 0157 en Argentina es del 3,8% (Chinen et al. 2001), en China 0%-5% (Wang et al.
2014; Zhou et al. 2002). En general, se estima que la prevalencia de ECVT 0157 en carne
de vacuno a nivel mundial oscila entre el 0,1% y el 54% (Hussein y Bollinger, 2005).
Asimismo, la prevalencia detectada de ECVT no 0157 en carne de vacuno también es
muy variable y se estima que en general, la prevalencia de ECVT no 0157 en carne de

vacuno oscila entre el 2,4% y el 30% (Hussein, 2007).

1.4.4.2. ECVT en carne de porcino

El proceso industrial del ganado porcino es similar al del ganado vacuno en cuanto a la
secuencia de operaciones que se llevan a cabo para su sacrificio y la preparacién de las
canales. La principal diferencia respecto a éste es que la canal de ganado porcino se

procesa conjuntamente con la piel del animal, que no es retirada tras el desangrado, por
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lo que el riesgo de contaminacidn es mayor. Por esto, se hace necesario un

acondicionamiento de la piel sobre el propio animal que permita retirar la suciedad y los

pelos (CAR/PL, 2006).

Ademas de las fases ya mencionadas en el caso de la carne de origen vacuno, las fases

mas criticas desde el punto de vista microbiolégico del proceso productivo para porcino

son (Figura 16) (CAR/PL, 2006):

e El transporte, recepcion y estabulacion, ya que
al procesar la canal con la piel, el ganado
porcino si suele ser lavado en los establos para
retirar la suciedad adherida a ésta, por lo que
este proceso implica, ademas, el riesgo de

utilizar agua contaminada.

e El escaldado, que se aplica para retirar con
mas facilidad los pelos de la piel. Para ello, se
introducen los animales colgados en tanques de
escaldado con agua caliente a 60 °C -62 °C
durante 5-6 min. El contacto del animal con el
agua debe ser por inmersion o mediante
duchas. En el caso de la inmersidn, se aporta el
agua que se va perdiendo o arrastrando con los
animales. En el segundo caso, se puede llegar a
cierto grado de reutilizacion del agua, el riesgo
de esta fase estd en la utilizacion de agua
contaminada, o en la contaminacion de unos

animales a otros por reutilizacion del agua.

MATADERO *
SALADE
DESPIECE

v

Piezas

Figura 16. Diagrama de flujo del proceso
productivo de la carne de origen porcino
(CAR/PL, 2006)

o E| depilado suele ser otro punto critico microbioldgico, ya que una vez escaldado el

animal, se pueden diseminar facilmente las bacterias patdgenas que hayan quedado en

las canales.

e Por este motivo se practica después de estos procesos un flameado o chamuscado,
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que tiene como objeto, por un lado, eliminar aquellas partes de la piel que no han sido
retiradas en la operacidon anterior, y por otro, destruir las bacterias presentes en la piel

para favorecer la posterior conservacién de la canal.

e Al igual que con el ganado vacuno, la fase mas critica desde el punto de vista higiénico
suele ser la evisceracidn. Los utensilios, las manos del manipulador, los cortes y roturas
del intestino, tracto intestinal, etc. pueden ser causa y origen de contaminaciones
microbianas de la carne. Durante esta etapa conviene ligar el eséfago para evitar

cualguier contaminacidn procedente del tracto intestinal.

e Todos estos procesos suponen un aumento de la temperatura corporal de las canales,
gue en este punto puede ser de unos 40 °C, por lo que es imprescindible reducirla

rapidamente para evitar el crecimiento bacteriano, mediante el oreo y refrigeracion.

Después las canales seran almacenadas a una T2 entre 0 °C y 4 °C, donde permaneceran
hasta su posterior comercializacién. En este punto, las canales refrigeradas pueden ser
congeladas, enviadas directamente a expedicion y al punto de venta al consumidor, o

bien ser destinadas a las salas de despiece.

Finalmente, tras el despiece, los productos finales seran envasados, normalmente en
atmédsfera modificada, para ser enviados a los puntos de venta al consumidor, o al vacio,
como materia prima para la produccién de alimentos carnicos elaborados en fresco,
curados o embutidos, las consecuencias y puntos criticos microbiolégicos de estos

procesos son los mismos que en el ganado vacuno.

Al igual que con la carne de vacuno, el procesado de la carne de porcino conlleva un
gran numero de puntos criticos, sin embargo, al no considerarse al ganado porcino
reservorio natural de ECVT, la prevalencia de estas cepas en este tipo de carne depende,
principalmente, de las contaminaciones cruzadas que puedan producirse, no solo a nivel

industrial, sino también, a nivel comercial y doméstico.

Al igual que en el caso de la carne de vacuno, la prevalencia de ECVT en carne de porcino
varia mucho de unos paises a otros, variando también en funcidn del tipo de producto
carnico que se muestree (canal, pieza carnica, carne picada, etc.) y de la metodologia

empleada en la deteccidn de ECVT.
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En un estudio llevado a cabo en un matadero en Alberta, Canad3, entre los afios 2006 y
2007, se detectd una prevalencia de ECVT del 4,8% en 1.067 canales de porcino
analizadas (Bohaychuk et al. 2011). En Corea, Lee y colaboradores (2009) analizaron
1.350 muestras de carne de cerdo adquiridas en distintos establecimientos de diferentes
provincias durante 2004-2006, y solo aislaron ECVT del 0,3% de las muestras analizadas.
Sin embargo, en China, en un estudio realizado entre 2010-2012, Wang y colaboradores
(2014) aislaron ECVT 0157 en 3 de 140 (2,1%) muestras de carne de cerdo. En este
mismo pais, Bai y colaboradores (2015) aislaron ECVT en 14 de 318 (4,4%) de las
muestras de carne de cerdo recogidas de supermercados en 2 ciudades chinas entre

2013-2014.

Durante el periodo 2007-2011, 11 paises de la UE reportaron al ECDC datos de la
presencia de ECVT en carne de porcino. De un total de 17.787 muestras analizadas, la
prevalencia durante ese periodo para ECVT en general fue del 0,3%, y de 0,04% para
ECVT 0157 (Tabla 26) (EFSA/ECDC, 2012). EI ECVT 0157 fue detectado en 3 paises (ltalia,

Holanda y Espaia) y el porcentaje mds alto lo reportdé Espafia (1,2%) en 2009.

Tabla 26. Prevalencia de ECVT en carne de cerdo en la UE (2007-2010) (EFSA/ECDC, 2012)
2007 5.057 10 (0,2%) 6 (0,1%)
2008 5672 7 (0,1%) 0  (0%)
2009 3.479 27 (0,8%) 1 (0,03%)
2010 3579 9 (0,3%) 1 (0,03%)
TOTAL 17.787 53 | (0,3%) 8

(0,04%) |

En el afo 2011, a nivel europeo, solo hay datos de la Republica Checa, donde analizaron

1.395 muestras y no encontraron ninguna positiva para ECVT.

Aunque en Espafia los datos de prevalencia en carne de porcino son bajos, tanto para
ECVT en general como para 0157 en particular (1,3% y 0,2%, respectivamente), son mas
elevados que los de la media europea (0,3% y 0,04%, respectivamente) (Tabla 27)

(EFSA/ECDC, 2012).

Tabla 27. Prevalencia de ECVT en carne de cerdo en Espaiia (2007-2010) (EFSA/ECDC, 2012)
Ao N° ECVT ECVT 0157

2007 55 0 (0%) O  (0%)
2008 247 5 (2,0%) O  (0%)
2009 8 1 (12%) 1 (1,2%)
2010 160 1 (0,6%) O  (0%)
TOTAL 7 1 (0,2%)
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En EE.UU. existen pocos datos de organismos oficiales de seguridad alimentaria sobre la

prevalencia de ECVT en carne de porcino. En un estudio realizado en la ciudad de

Washington entre los aiflos 2009 y 2010, en el que se analizaron 231 muestras de carne

picada de cerdo procedentes de diferentes puntos de venta al consumidor, se

detectaron cepas de ECVT en 12 (5,2%) de las muestras analizadas (Ju et al. 2012).

Los diferentes estudios a nivel mundial indican, por tanto, que hay que considerar la

carne de origen porcino como fuente potencial de infecciones por ECVT. De hecho,

carne de cerdo asada, fue la causante de un brote provocado por ECVT 0157 en la

ciudad de Ontario, Canada (Trotz-Williams, 2012).

1.4.4.3. ECVT en carne de ave

Al contrario que en los diagramas de flujo de las
operaciones en mataderos bovinos y porcinos, el
del matadero avicola presenta unas diferencias
significativas en cuanto a puntos criticos de
control a nivel microbiolégico (Figura 17)

(CAR/PL, 2006):

e Tanto en el transporte al matadero, como en
la espera y recepcion en el mismo, las
instalaciones deben estar bien ventiladas, ya
que el riesgo de que se produzcan heridas y se
puedan contaminar las aves entre ellas es muy
alto. Posteriormente, es fundamental que las
jaulas sean retiradas y transportadas a una zona

de lavado y desinfeccion.

e La fase de escaldado supone en este caso, el
punto mas critico a nivel microbioldgico, esta
operacion se realiza para debilitar la insercidn

de la pluma en los foliculos y facilitar la

MATADERO

SALA DE
DESPIECE

o
===
*
——
-
*
o
e
—

Canales

<_I

Piezas
Figura 17. Diagrama de flujo del proceso
productivo de la carne de origen aviar
(CAR/PL, 2006)

posterior operacion de desplumado. Se realiza normalmente sumergiendo las aves en
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un bafio de agua caliente a 49 °C-52 °C durante 2-3 min. La agitacion del agua del
escaldador facilita la penetracidn del agua caliente entre las plumas y su llegada a la piel.
Debido a que la temperatura alcanzada por el escaldador no es suficiente para eliminar
los microorganismos se podria producir la contaminacidon del agua del escaldador,
convirtiéndola en un caldo de cultivo y provocando la contaminaciéon en masa de las

canales.

e El desplumado es también, desde el punto de vista higiénico, otra fase critica, ya que
al realizarse en un ambiente himedo vy calido, se favorece el crecimiento microbiano.
Este aspecto se ve amplificado por la posibilidad de que los dedos de goma de las
magquinas de desplume propaguen la contaminacién de un animal a otro. Por este

motivo, es necesario realizar una ducha abundante una vez acabada la operacion.

e La evisceracién también supone un punto critico a nivel microbioldgico, debe
realizarse a temperatura controlada, se retira al menos el intestino completo teniendo
cuidado de que no se contamine el interior de la canal con material fecal. Los despojos
no comestibles, desechos y plumas son retirados lo antes posible para evitar

contaminaciones.

¢ Debido al elevado nimero de procesos criticos desde el punto de vista microbioldgico
anteriores a este punto, el lavado de las canales después de la evisceracion es
obligatorio. Su finalidad es la de limpiar las canales de restos de visceras, esquirlas de
hueso y restos de sangre, asi como de eliminar, en parte, la contaminacién microbiana
superficial. Sin embargo, se suele hacer con agua a presion, por lo que el riesgo a utilizar
agua contaminada o a un exceso de humedad superficial en las canales sigue estando

presente.

¢ Finalmente, es fundamental un enfriamiento rapido con el objetivo de frenar o inhibir
el crecimiento de los microorganismos presentes en la canal. La temperatura de la canal

a la salida de la cdmara de reposo ha de ser inferior o igual a 4 °C.

Segln su destino, las canales se conservan en cdmaras de refrigeracion o de
congelacion. En este punto, al igual que con el ganado vacuno y porcino, éstas pueden

ser envasadas (plastificadas, al vacio o en atmédsfera modificada) y destinadas a
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expedicion y al mercado de consumo o enviadas a salas de despiece y fabricacion de

elaborados, donde los riesgos microbiolégicos son los mismos para los 3 tipos de carne.

A pesar de la gran cantidad de puntos criticos que se observan en el procesado de este
tipo de carnes, la deteccion de ECVT en carne de origen aviar no es muy frecuente,
debido a que las aves no se consideran reservorio natural de este tipo de cepas, por lo
que lo mds comun es pensar que los ECVT llegan a este tipo de carnes por
contaminacién cruzada. No obstante, existen algunos estudios donde si se detectan,

aunque la prevalencia suele ser muy baja.

Entre los afios 2007 y 2010, 7 paises miembros de la UE reportaron datos de prevalencia
de ECVT en carne de pollos de engorde, con niveles entre 0,1% (Bulgaria) y 14,1%
(Bélgica). En total, de todos los paises que realizaron el estudio, solo Espafia reporté una
cepa ECVT 0157. Globalmente, la prevalencia de ECVT en carne de pollo, fue del 2,8%
para ECVT y del 0,02% para ECVT 0157 (Tabla 28) (EFSA/ECDC, 2012).

Tabla 28. Prevalencia de ECVT en carne de pollo en la UE (2007-2010) (EFSA/ECDC, 2012)
Ao N ECVT | EQVT-0157

2007 1.187 1 (0,1%) 0 (0%)
2008 566 0 (0%) 0 (0%)
2009 1.602 141 (8,8%) 0 (0%)
2010 1.989 8 (0,4%) 1 (0,1%)

TOTAL 5.344 150 (2,8%) 1 (0,02%)

En el afio 2009, Polonia investigd la presencia de ECVT en 200 muestras de carne de
pavo, resultado todas negativas para VT. Paralelamente, durante el periodo 2009-2010,
Alemania realizé un estudio para analizar la presencia de ECVT en carne de pavo,
reportando una prevalencia del 5,4% de las 37 muestras analizadas en 2009 y ninguna
positiva de las 26 muestras analizadas en el afio 2010 (EFSA/ECDC, 2012). En 2011,
Luxemburgo realizé otro estudio en el que analizd la presencia de ECVT en 30 muestras
de carne de pavo de importacion, ninguna resulté positiva para ECVT (EFSA/ECDC,

2013).

Analizando los datos aportados por Espafia a la EFSA, nos encontramos con niveles
mucho mas elevados que la media europea. Por un lado, en el afio 2010 Espafia informd

sobre el anadlisis de 74 muestras de carne de pollo de engorde, en las cuales se detectd la
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presencia de ECVT en 8 (10,8%), y de ECVT 0157 en 1 (1,4%), y en el afio 2011, del
analisis de 34 muestras de carne fresca de aves de corral, Espafia informd de 1 caso

positivo (2,9%) para ECVT 0157 (EFSA/ECDC, 2012).

En EE.UU., se ha evaluado ocasionalmente la existencia de ECVT en aves de corral.
Magwedere y colaboradores (2013), realizaron un estudio en el que se analizaron 16
muestras de carne picada de pollo mediante PCR para la presencia de los 7 principales
serogrupos de ECVT implicados en infecciones de seres humanos, y aunque detectaron
E. coli de los serogrupos 045, 0103 y 0157 en el 75% de las muestras, ninguna cepa

resulté ser positiva para VT.

En cuanto al resto de paises, no hay muchos estudios de prevalencia de ECVT en carne
de origen aviar. En China, Wang y colaboradores (2014) aislaron ECVT 0157 en 1 de las
60 (1,67%) muestras de carne de pollo y en ninguna de las 20 de carne de pato. También
en China, Bai et al. (2015) analizaron 205 muestras de carne de pollo y 13 de pato, en
ambos tipos se aislaron ECVT de 1 muestra (0,5% y 7,7%, respectivamente). En Corea,
Lee y colaboradores (2009) analizaron 900 muestras de carne de pollo y aislaron 3 cepas

positivas para ECVT (0,3%).

1.4.5. ECVT en productos agricolas

Vegetales y frutas son, generalmente, colonizados por una gran variedad de
microorganismos, como bacterias, levaduras y hongos que pueden provocar su
deterioro (Lindow y Brandl, 2003; Abadias et al. 2008). La contaminacién de las lechugas
se produce principalmente por bacterias gram negativas, en particular, miembros de las
familias Pseudomonadaceae y Enterobacteriaceae (Oliveira et al. 2010). Ademds, esta
bien establecido que algunos productos pueden contener también patdgenos
potenciales (Nguyen-the y Carlin, 1994; Beuchat, 1996; Francis et al. 1999) y que
muchos de estos han sido implicados en un creciente nimero de brotes de origen

alimentario (Long et al. 2002).

El aumento del numero de infecciones alimentarias asociadas al consumo de productos
agricolas que se ha producido en los ultimos afios, viene determinado por aumento de la

demanda de este tipo de productos. Por un lado, debido a una mayor concienciacion
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social sobre el beneficio que supone su consumo para la salud, y por otro lado, por el
incremento de la oferta de productos agricolas listos para comer (ready-to-eat). En todo
caso, el aumento de la elaboracidn y manipulacion de los productos vegetales supone
un mayor riesgo de contaminacion cruzada. Por todo esto, el Scientific Commitee on
Veterinary Measures Relating to Public Health (SCVPH) emitié un informe sobre E. coli
verotoxigénicos e identificd, entre otros, a los vegetales frescos (en particular los brotes
de semillas) y zumos de frutas sin pasteurizar, como objeto de vigilancia en relacion con
la salud publica (SCVPH, 2003). Este grupo de alimentos también se ha considerado (en
los informes de la EFSA sobre ECVT) como una fuente importante de transmision de

ECVT (EFSA, 2007, 2011a).

En el caso concreto de los brotes, las condiciones de produccién (humedad vy
temperatura), favorecen el crecimiento de los microorganismos contaminantes (Mora et
al. 2011b; Blanco, 2012). La contaminacién de verduras y hortalizas puede ocurrir a nivel
superficial o en los tejidos internos. Aunque la contaminacion de ECVT intratisular se ha
visto fundamentalmente en las hojas de las verduras, también se han descrito casos de
internalizacién de ECVT 0157 en tomates (Ibarra-Sanchez et al. 2004). La presencia de
ECVT viable se ha encontrado en tejidos internos de brotes de rdbano y estomas
procedentes de semillas experimentalmente contaminadas con la bacteria (ltoh et al.

1998).

La contaminacién de frutas y hortalizas, al igual que los productos carnicos, puede
producirse en los diferentes eslabones de la cadena alimentaria (Beuchat y Ryu, 1997;

FAO/OMS, 2008):

e Durante la produccidn primaria (incluida la recoleccidn).

e Durante la post-recoleccion (incluido el manejo, transporte y procesado).

e En la comercializaciéon en tiendas y supermercados.

e En los establecimientos de elaboracién de comidas preparadas y después de la
venta, (transporte y a nivel doméstico) por una mala manipulaciéon por parte del

consumidor.
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Las principales fuentes de contaminacién fecal de los productos agricolas son: el agua de
irrigaciéon contaminada con residuos procedentes de granjas de animales o con aguas
residuales humanas, la aplicacién de fertilizantes orgdnicos de origen animal y el
contacto directo de animales (salvajes o domésticos) con el producto vegetal fresco
cuando estd creciendo en el campo (Oliveira et al. 2012). En el proceso de
comercializacidn y de preparacion culinaria, las fuentes de contaminacion se relacionan
con el uso de agua de lavado contaminada, utiles no desinfectados y deficientes
practicas de manejo de frutas y hortalizas (Sédertrom et al. 2005; Tyrrel et al. 2006;

Gelting et al. 2011).

En la literatura cientifica se pueden encontrar numerosos estudios que describen brotes
de infeccidén por ECVT asociados con frutas y hortalizas, particularmente con semillas y
brotes, y ensaladas de vegetales (Como-Sabetti et al. 1997; Ackers et al. 1998; Hilborn et
al. 1999; Michino et al. 1999; Breuer et al. 2001; Mohle-Boetani et al. 2001; Ferguson et
al. 2005; Soderstrom et al. 2005; CDC, 2006; Blanco, 2012; Friesema et al. 2008; Wendel
et al. 2009; Herman et al. 2015). Curiosamente, los dos brotes mas importantes tanto
por su gravedad como por nimero de afectados, que se han producido por ECVT a lo
largo de la historia estan asociados a brotes o semillas. Por un lado, el brote mas grande
en numero de casos de diarrea y CH fue producido por una cepa ECVT 0157 en el afio
1996 en la ciudad de Sakai (Osaka, Japon) y se asocidé con el consumo de brotes de
rabano (Michino et al. 1999). Por otro lado, el brote mas importante que ha ocurrido por
numero de casos de SUH, fue el producido en Alemania y Francia por la cepa 0104:H4
asociado al consumo de semillas y brotes de fenogreco (Blanco, 2012). Sin embargo, a
pesar del gran nimero de brotes descritos asociados al consumo de productos agricolas,

la prevalencia de ECVT en estos suele ser generalmente baja.

En Europa, durante los afios 2004-2010, 14 estados miembros de la UE analizaron
muestras de frutas, vegetales y otros productos de origen vegetal. Un total de 6.285
muestras fueron analizadas y tan solo 18 fueron positivas para ECVT (0,3%) y 10 de esas
muestras fueron identificadas como ECVT 0157 (0,2%). Practicamente todos los
positivos registrados fueron en vegetales, donde el 0,7% de las muestras analizadas

dieron positivo para ECVT (Tabla 29) (EFSA, 2011a, EFSA/ECDC, 2012).
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Tabla 29. Deteccion de ECVT en frutas, vegetales y otros productos de origen vegetal, reportados por
estados miembros de la UE (2004-2010) (EFSA, 2011b; EFSA/ECDC, 2012)

Producto agricola N° ECVT 0157
Frutas y hortalizas 691 1 (0,1%) 0 (0%)
Vegetales 2.394 17 (0,7%) 10 (0,4%)
Frutas y hortalizas 2.774 0 (0%) 0 (0%)
Zumos 317 0 (0%) 0 (0%)
Brotes 104 0 (0%) 0 (0%)
Especias y hierbas 3 0 (0%) 0 (0%)
Ensaladas listas para el consumo 2 0 (0%) 0 (0%)
TOTAL 6.285 18 (0,3%) 10 (0,2%)

En Espafia, en el afno 2008, el LREC analizd la presencia de ECVT en 100 lechugas de
varios establecimientos comerciales de la ciudad de Lugo. Se determiné una aceptable
calidad higiénico sanitaria, ya que el 99% de las lechugas tenian <10 ufc de E. coli por
gramo. Ademds, en ninguna de ellas se detectd la presencia de ECVT ni de otro tipo de E.

coli diarreagénico (Mora et al. 2011b).

1.4.6. ECVT productos lacteos

La leche y los productos lacteos albergan una gran variedad de microorganismos vy
pueden ser fuente importante de patégenos causantes de enfermedades alimentarias.
La presencia de ECVT en leche se produce, principalmente, durante las operaciones de
ordefo, ya sea por contacto directo con las heces de los rumiantes diseminadas en el
ambiente de las granjas, o por la excrecion de microrganismos a través de las ubres de
animales enfermos (Oliver et al. 2005). Por lo tanto, evitar la contaminacion durante el

proceso de ordefio es fundamental para el control de este patégeno en granja.

La infeccidn de las ubres, si se trata de mamitis clinicas, puede detectarse facilmente,
pero si se trata de mamitis subclinicas, que no producen sintomas, pueden no
detectarse y pasar las cepas patdgenas directamente a la leche (Otero, 2014). Por otro
lado, puede producirse contaminaciéon durante el ordefio si la limpieza previa de la
superficie de las ubres no es correcta o por restos de heces que porten los animales en

piel y pelos.

La implantacion de procesos de limpieza efectivos tanto de los animales, como de las
magquinas de ordefio y transporte es muy importante, ya que la contaminacién de la

magquinaria puede provocar la propagacién de los ECVT a los tanques de
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almacenamiento (Catford et al. 2014). Ademas, la entrada de patégenos causantes de
infecciones alimentarias en las plantas de procesado de productos lacteos a través de
leche contaminada, puede provocar su persistencia mediante la formacién de biofilms,
con la consiguiente contaminacion de los productos lacteos procesados y la exposicidén

al consumidor de las bacterias patégenas (Oliver et al. 2005).

Normalmente, los tratamientos térmicos a los que se somete a la leche son efectivos
para los ECVT, por lo que la prevalencia de éstos es generalmente baja. Sin embargo,
algunos estudios han detectado la presencia de ECVT en leche y productos derivados
pasteurizados, e incluso, se han producido algunos grandes brotes asociados a este tipo
de productos. Como por ejemplo, un brote provocado por queso pasteurizado que
afecté a 114 personas en el Reino Unido en 1999 (Goh et al. 2002), otro por leche
pasteurizada con mas de 100 afectados en Escocia en 1994 (Upton y Coia, 1994) y mas
recientemente, otro brote provocado por queso pasteurizado en EE.UU., con 135
afectados (CDC, 2013a). Esto se debe fundamentalmente a tratamientos térmicos

deficientes o a contaminaciones post-pasteurizacion.

Especialmente problematico es el caso de los productos elaborados con leche cruda, ya
que los microorganismos presentes en la leche (patégenos o no) se mantienen
inalterados y pasan al producto, lo cual exige un control exhaustivo del proceso de
elaboracion, como es el caso de quesos elaborados con leche cruda de vaca, oveja o
cabra, que resultan vehiculos potenciales de infecciones por ECVT implicados en brotes

(Espié et al. 2006; Catford et al. 2014).

En un estudio elaborado en EE.UU., evaluaron 121 brotes provocados por productos
lacteos (pasteurizados y sin pasteurizar) durante el periodo 1993-2006, y encontraron
que los productos pasteurizados habian provocado en ese periodo 48 brotes (40%), de
ellos, ninguno asociado a ECVT. Por el contrario, encontraron 73 brotes (60%)
provocados por leche sin pasteurizar o derivados, y de éstos, 10 habian sido provocados

por ECVT (13,7%) (Langer et al. 2012).

Ademas, esta demostrado que cepas de E. coli patdégenas son capaces de sobrevivir en

condiciones de baja acidez como en fermentaciones lacticas producidas durante la
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elaboracion de yogures o quesos. Cirone y colaboradores (2013) demostraron que los
ECVT 0157 eran capaces de sobrevivir a las condiciones de fermentacién del yogur y a
los bajos niveles de pH asociados a ésta, seguidos de refrigeracidon durante, al menos, 20
dias. Esto pone en evidencia la importancia de implementar buenas practicas de
produccidn durante la elaboracidn y refrigeracién de este tipo de productos (Cirone et

al. 2013, Hickey et al. 2015).

Por todo esto, queda claro que la prevalencia de ECVT en productos lacteos depende, en
gran medida, de la ausencia o deficiencia del tratamiento térmico, asi como de las

contaminaciones ocurridas posteriormente a éste.

Farrokh y colaboradores (2013) realizaron una amplia revisién sobre la prevalencia e
impacto de los ECVT en la produccion de leche y derivados. Y observaron en lo que
respecta a leche cruda, que la prevalencia de ECVT no ha variado significativamente en

los ultimos 10 afios (Farrokh et al. 2013).

Los datos analizados sugieren variaciones geograficas en cuanto a la prevalencia de ECVT
en leche de vaca cruda, oscilando entre el 2,4%-15,2% en EE.UU., 0%-12% en América
Latina y 0%-36% en Europa. Sin embargo, para hacernos una idea de esta variacion,
dentro del continente europeo, cuya prevalencia media entre los afios 2007-2010 fue
del 1,9% (Tabla 30) (EFSA/ECDC, 2012), encontramos paises con tasas de prevalencia de
ECVT del 0% en Holanda y 1,5% en Alemania; y por el contrario, paises con una

prevalencia del 36% en Irlanda, y 21% en Francia (Farrokh et al. 2013).

Tabla 30. ECVT en leche cruda de vaca en la UE (2007-2010) (EFSA/ECDC, 2012)

Afio Ne ECVT ECVT-0157
2007 1.079 5 (0,5%) 0 (0%)
2008 1.439 24 (1,7%) 1 (0,7%)
2009 998 12 (1,2%) 1 (0,1%)
2010 1.683 56 (3,3%) 0 (0%)

97 | (1,9%) 2 (0,04%)

En lo que respecta a leche cruda de otros origenes, Farrokh y colaboradores observaron
una prevalencias de ECVT 0157 en leche cruda de cabra: 0,75% en EE.UU.; 1,7% en
Italia; 0,7% en Grecia y 16,3% en Suiza para ECVT en general. Para ECVT 0157 en leche
cruda de oveja: 0% en EE.UU.; 0,8%-13,8% en Grecia y 12,7% en Suiza para ECVT
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general. En leche cruda de bufala: 0,6% en Italia para ECVT general (Farrokh et al. 2013).

En lo que respecta a la prevalencia de ECVT en quesos, Farrokh y colaboradores
encontraron que la prevalencia de ECVT en quesos a base de leche de vaca cruda en la
UE oscila entre 0,2% vy 2,4%, observandose las mismas variaciones entre paises (p.e.
0,48% en Alemania y 11,7% en Francia) (Farrokh et al. 2013). También se observd la
prevalencia de ECVT 0157 en quesos producidos a base de leche cruda de otros
origenes: 0% de cabra y oveja en Bélgica, Italia, Portugal y Espaia; 0% de bufala en ltalia.
De Reu y colaboradores (2004) reportaron también la prevalencia de otros derivados

lacteos como helados, yogures y mantequilla en Bélgica (0% en todos los casos).

Por otro lado, durante el periodo 2007-2010, paises miembros de la UE reportaron la
deteccion de ECVT en leche y quesos de cabra y oveja, y en otros derivados lacteos. En
general, se analizaron 11.733 muestras en ese periodo y tan solo 64 (0,5%) fueron
positivas para ECVT, de las cuales 2 resultaron ser ECVT 0157 (0,02%). De estos
resultados, hay que destacar que no se detectd ECVT en ninguna de las muestras de

leche de oveja o cabra analizadas (4.066 muestras) (EFSA/ECDC, 2012).

1.5. Otros E. coli diarreagénicos en alimentos

Al contrario de lo que sucede con las patologias derivadas a ECVT, asociadas
principalmente a paises desarrollados, y cuyas fuentes de transmision incluyen,
fundamentalmente, productos animales u horticolas manipulados de manera
inadecuada, las infecciones por otros grupos de E. coli diarreagénicos (principalmente
ECEP, ECET y ECEA) se describen principalmente en paises en vias de desarrollo
asociadas con cuadros de diarrea infantil, en individuos inmunodeprimidos o con
cuadros de diarrea del viajero (Adachi et al. 2001; Samie et al. 2007; Okeke, 2009); si
bien es cierto que las prevalencias comunicadas de estos patdgenos varian
enormemente entre distintos paises, y todavia existe un gran desconocimiento de otros
datos epidemioldgicos (fuentes, reservorios, rutas, estacionalidad) (Nguyen et al. 2005;

Okeke, 2009; Vilchez et al. 2009).

Los ECET y ECEA son, con gran diferencia, los principales agentes causales de la diarrea

del viajero (Sharp et al. 1995; Schultsz et al. 2000; Adachi et al. 2001, 2002; Qadri et al.
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2005; Paredes-Paredes et al. 2011). Se asume que estos dos grupos de E. coli
diarreagénicos se transmiten principalmente a través de alimentos de diferentes tipos
(ensaladas listas para consumo, postres, salsas de guarnicién) y agua de bebida
contaminada (Wood et al. 1983; Adachi et al. 2002; Okeke, 2009; Castro-Rosas et al.
2012). El agua de riego no controlada sanitariamente, aparece implicada como fuente de
contaminacion primaria en varios estudios epidemioldgicos (Simiyu et al. 1998; Okeke,

2009; Castro-Rosas et al. 2012).

1.6. El papel de los alimentos en la transmisidon de E. coli patégenos
extraintestinales

Las infecciones transmitidas por alimentos estaban limitadas tradicionalmente a
aquellas que afectaban al tracto gastrointestinal, pero el hecho de que un ndmero
creciente de estudios vincule las infecciones del tracto urinario (ITU) con la transmisién
de E. coli en alimentos, ha generado el debate de si el grupo de los EXPEC deberia
clasificarse realmente como patdgenos transmitidos por los alimentos, y ha dado lugar a
un nuevo término: foodborne UTI o FUTI (infecciones del tracto urinario transmitidas

por alimentos) (Nordstrom et al. 2013; Markland et al. 2015).

Histéricamente, las ITU se consideraban infecciones esporddicas, pero actualmente se
sabe que también se producen en forma de brote (George y Manges, 2010). Al principio,
los brotes se detectaban en base a sus perfiles de resistencia, pero con el desarrollo de
los andlisis moleculares se establecio la clonalidad de las cepas implicadas (Blanco M. et
al. 2009; Mora et al. 2011a). Y aunque las fuentes de los brotes de ITU, asi como la
incidencia real de estos procesos, todavia es bastante desconocida, las similitudes
moleculares y fenotipicas de las cepas de E. coli implicadas contradicen las tesis de la
seleccidn de novo, relacionada con la presién antibiética o el origen hospitalario (Oteo et
al. 2006; Mendonca et al. 2007), sugiriendo en su lugar fuentes especificas como los
alimentos contaminados (Manges et al. 2001, 2008; Pitout et al. 2005; Markland et al.
2015).

Muchos estudios aportan evidencias que apoyan la hipdtesis de los alimentos como

transmisores de E. coli implicados en ITU. Vincent y colaboradores (2010) compararon
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cepas aisladas de mujeres con ITU con cepas de alimentos cdrnicos y otros listos para su
consumo, obtenidos en el mismo periodo y area geografica. Encontraron que cepas
aisladas de carne de pollo y una cepa de melén eran genotipicamente similares a ciertas
cepas causantes de infeccion en humanos. Otro estudio llevado a cabo en 2006, sobre
diferentes productos carnicos obtenidos en distintas ciudades de EE.UU., encontrd que
las cepas con la categoria de ExPEC (Johnson et al. 2003a), incluidas multirresistentes,
representaban mas del 20% de las cepas de E. coli aisladas carne de pollo y pavo, el 8,3%

de las de carne de cerdo y el 3,4% de las de carne picada de vacuno (Xia et al. 2011a).

Todos los estudios revisados sobre presencia de E. coli del patotipo EXPEC y/o
portadores de resistencias apuntan a los productos carnicos, y especialmente a la carne

de ave, como fuente evidente de exposicidn para los humanos de este tipo de cepas.

Entre los estudios mds extensos, en cuanto a numero y variedad de alimentos, destaca
el de Johnson y colaboradores (2005) que analizaron 1.648 muestras de alimentos
(carne de vacuno, cerdo y aves, y productos no cdrnicos) obtenidos de 10
establecimientos durante 2001-2003, de las que aislaron E. coli en 396 (9% de productos
no carnicos; 69% de carne de vacuno y cerdo; 92% de carne de ave). Al analizar el perfil
de resistencias de las cepas de E. coli aisladas, encontraron una clara asociacién de las
resistencias a ciprofloxacina con la carne de ave (3,4% vs. 0,5% de las cepas aisladas del
resto de alimentos) y al acido nalidixico (30% de las de carne de ave frente al 3% de
carne de vacuno y cerdo; y 2,5% de productos no carnicos). Ademas, el 46% de las cepas
de E. coli aisladas de carne de ave tenian categoria EXPEC, frente al 19% de carne de

cerdo y vacuno, y el 4% de otros productos.

Algunos autores, no solo han demostrado que las cepas de E. coli transmitidas por
alimentos estan genéticamente relacionadas con cepas causantes de ITU en humanos,
sino que también reproducen dicha infeccidn in vivo en un modelo murino urinario,
reforzando la hipdtesis de las ITU como zoonosis (Jakobsen et al. 2010, 2012).
Especificamente, Jakobsen y colaboradores (2012) ensayaron 9 cepas del filogrupo B2
con categoria EXPEC aisladas de carne de ave y cerdo. Todas ellas resultaron virulentas

en un modelo murino con cultivos positivos en orina, vejiga y rifién.
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Se asume que el grupo clonal ST131 no solo circula entre los humanos sino que también
lo hace en diferentes hospedadores animales (Johnson et al. 2009b; Ewers et al. 2010;
Guenther et al. 2011), lo que contribuiria al mantenimiento y diseminaciéon del mismo,
en caso de que exista una circulacién regular entre el hombre y los animales. El éxito del
grupo clonal ST131 esta claramente vinculado a la diseminaciéon y mayor prevalencia de
CTX-M-15, aunque recientemente se han reportado cepas ST131 ligadas a otros tipos de

CTX-M (Dahbi et al. 2014).

No hay muchos trabajos que describan la presencia del ST131 en alimentos y su papel en
la transmisidon al hombre. Destaca la deteccidn, por primera vez, en una granja de
produccién avicola de 1 cepa del grupo clonal ST131 productora de CTX-M-9 que
mostraba un perfil molecular similar al de cepas de origen humano (Cortés et al. 2010).
Concretamente en alimentos, Vincent y colaboradores (2010) detectaron 1 cepa del
grupo clonal ST131 aislada en Montreal en el afio 2006 de carne de pollo, con un perfil
de macrorrestriccion indistinguible con respecto a 2 cepas de ITU humanas. En otro
estudio, Mora y colaboradores (2010) concluyeron la reciente emergencia de cepas del
grupo clonal 025b:H4-ST131 ibeA KpsM 1I-K1 productoras de CTX-M-9 y demostraron la
similitud (>90%) de los perfiles de macrorrestriccion entre cepas aisladas de carne de
pollo (5 cepas), de patologia aviar (2 cepas) y 3 cepas aisladas de pacientes humanos.
Kawamura y colaboradores (2014), en un estudio orientado a la deteccidn de E. coli BLEE
en alimentos, detectaron que 4 muestras de carne de pollo eran portadoras de cepas
025b:H4-ST131 productoras de CTX-M-2 (2 cepas), CTX-M-8 y SHV-12. En 2014, Zurfluh
y colaboradores (2015), en un estudio orientado a la deteccién de BLEE en vegetales de
importacién en Suiza, no solo encontraron 1 cepa del grupo clonal 025b:H4-ST131
productora de CTX-M-15 en un pepino importado de la Republica Dominicana, sino que
ademas, encontraron una prevalencia de cepas de E. coli productoras de BLEE en
vegetales importados de Republica Dominicana, India, Tailandia y Vietnam

sorprendentemente elevada (13,01%).

No existen en la literatura cientifica muchos trabajos que investiguen la presencia de E.

coli productores de BLEE en alimentos, los mas destacados se citan en la Tabla 31.
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Tabla 31. Revision de prevalencia y tipos de BLEE detectados en alimentos

7 . . Prevalencia .
Pais de origen Alimento Referencia

de BLEE

2003 C°m'dig$ft:ada de 0,2% CTX-M-14
CTX-M-14, CTX-M-9,
Espafia Carne de pollo 57,4% SHV-12, CTX-M-1, Lavilla et al.
2004- P CTX-M-32, SHV-2 2008
2006 . o CTX-M-14, SHV-12,
Carne de conejo 58% CTX-M-9
Carne de cordero 5% CTX-M-14
UK Carne de pollo 1,6% CTX-M-1
De importacion
(Irlanda, Brasil,
2006 I_F;g:;):;a; Fg:’;]:%aa’ Carne de pollo 33,3% CTX-M-2 Warren et al.
Dinamarca, 2008
Alemania)
Origen o CTX-M-14, CTX-M-8,
desconocido Carne de pollo 17,5% CTX-M-2
EE.UU. (Pittsburg) Carne de pollo 5% CTX-M (grupo 1)
Carne de pollo 67% Doi et al. 2010;
;ggg_ Espafia (Sevilla) Carne de pavo 58% Cghalf’g(x_’\'ﬂwfsz’ Egeaetal.
Carne de cerdo 25% SI-;V-12 ! 2012
Carne de vacuno 9%
UK (importada de .
2008 Argentina, Chile y Carne de pollo 29,5% CTX-M (grupo 8y Dhanji et al.
Brasil) grupo 2) 2010
2008 Espafia (Sevilla) Ensalada fresca 3,1% SHV-12 Ege;’:!);; al.
Carne de pollo 76,8% XML CTX-M-15
Carne de vacuno 4,7% CTX-M-1;1 CT;( I\;I 2’ Overdevest et
2009 Holanda Carne de cerdo 1,8% TE_M—_52 ’SHV—_12_ ’ Vir/ ;Z)isl €
Carne picada (Mezcla) 9,1% SH’V-2 ’ '
Otros tipos de carne 11,1%
Carne de pollo 93,3% CTX-M-14, CTX-M-9, Egea et al
2010 Espafia (Sevilla) Carne de pavo 93,3% CTX-M-32, CTX-M-1, 2012
SHV-12
CTX-M-15, CTX-M-2,
, CTX-M-8, CTX-M-1, Kawamura et
0,
2010 Japon Carne de pollo 22,9% CTX-M-3, SHV-12, al. 2014
SHV-2, TEM-52
CTX-M-1, CTXM-2, | o rstein-van
2010 Holanda Carne de pollo 94% SHV-12, SHV-2, TEM- Hall et al. 2011
52, TEM-20 ’
Carne de pollo 17,8%
Dinamarca Carne de cerdo 1,2% CTX-M-1,CTX-M-2,
2009- Carne vacuno 0,5% CTX-M-14, SHV-12, Carmo et al.
2011 Carne de pollo 44,7% SHV-2, TEM-52, 2014
De importacién Carne de cerdo 2,4% TEM-20
Carne vacuno 1,1%
2011 Suiza Leche (de mastitis) 1,5% CTX-M-14/TEM-1 Gesze(; 5 al.
2012- Tinez Vegetales (tiendas) 4,1% CTX-M-1 Said et al.
2013 Cereales (granja) 4,4% CTX-M-1, CTX-M-14 2015
SUZZ gr:%i)rlti?:os CTX-M-15, CTX-M-55, Zurfluh et al
2014 Dominicgna India Vegetales 13% CTX-M-14, CTX-M-65, 2015 ’
J Tailandia) CTx-M-1, SHV-12
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Un factor comun entre casi todos los estudios citados, es que el origen de la mayoria de
los aislamientos de cepas de E. coli productoras de BLEE es la carne de origen aviar.
Ademas, se observa un predominio de las BLEE CTX-M de los grupos 1 y 9 en Espafia
(CTX-M-1 y CTX-M-14, principalmente), mientras que en el resto de paises se detectan
con frecuencia, ademas de los grupos 1y 9, los grupos 2 y 8 (CTX-M-1, CTX-M-14, CTX-
M-2 y CTX-M-8, principalmente). Cabe destacar, que en muy pocos estudios se detectd
la presencia de cepas de E. coli productoras de BLEE del tipo CTX-M-15 asociadas al
grupo clonal ST131. Por otro lado, la mayoria de los estudios coinciden en la alta
prevalencia de cepas de E. coli productoras de BLEE del tipo SHV-12 (Lavilla et al. 2008;
Warren et al. 2008; Doi et al. 2010; Dhanji et al. 2010; Leverstein-van Hall et al. 2011;
Egea et al. 2011, 2012; Geser et al. 2012; Kluytmans et al. 2013; Ojer-Usoz et al. 2013;
Carmo et al. 2014, Kawamura et al. 2014; Zurfluh et al. 2015).

1.7. Control de contaminacién‘microbiologica en alimentos

La prevencién y control de la contaminacién microbiolégica en alimentos requiere un
enfoque multi e interdisciplinario que englobe toda la cadena de produccién y
abastecimiento de alimentos (desde el campo/granja a la mesa) y que garantice que
dicho control no se rompa en ningun punto de la cadena alimentaria, tal y como
establece el Reglamento (CE) N2 852/2004 del Parlamento Europeo y del Consejo,

relativo a la higiene de los productos alimenticios (FAO, 2012).

Las investigaciones sobre la prevencion de la contaminacion de los alimentos y el agua
por ECVT y las estrategias para eliminar o limitar radicalmente el crecimiento de
cualquier ECVT que pueda estar presente en los alimentos se han centrado,
principalmente, en el ECVT O157. No obstante, también se han llevado a cabo estudios

para las cepas de ECVT no 0157 (AESAN, 2012).

Actualmente, se encuentran en desarrollo y evaluacidn varios tipos de intervenciones
pre-sacrificio de los animales, mientras que se han validado e incorporado numerosas
intervenciones post-sacrificio que tienen como objetivo descontaminar la canal después
de la carnizacion de los animales (AESAN, 2012). Por otro lado, las tecnologias actuales o

practicas aplicadas durante el procesado post-cosecha no eliminan eficazmente los
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microorganismos que contaminan frutas y hortalizas, por lo que los esfuerzos se deben
dirigir, fundamentalmente, a la prevencion de la contaminacién, tanto en pre-cosecha

como en post-cosecha (OMS, 2008).

Las buenas priacticas agricolas (BPA), de higiene (BPH), de fabricacion (BPF) y Analisis de
Peligros y de Puntos de Control Criticos (APPCC) son las primeras medidas a tener en
cuenta en el control de ECVT y otros microorganismos patégenos, tanto en alimentos de
origen animal como vegetal. Estos manuales de buenas practicas describen las medidas
preventivas relativas a las operaciones agricolas, de fabricacion y de higiene, con el
objeto de reducir la contaminacién del producto y proporcionar orientacidon sobre las
practicas agricolas y de fabricacidon necesarias, encaminadas a conseguir aumentar la
inocuidad alimentaria. La aplicacion del sistema de analisis APPCC es una herramienta
util para prevenir la contaminacién por ECVT, contribuyendo a disminuir su presencia a
nivel de granja o campo de cultivo. La incorporacion de programas APPCC en las plantas
de procesado y embalaje es un requisito indispensable para conseguir la maxima

inocuidad alimentaria.

El tipo de alimentacién de los animales de granja parece contribuir a la presencia de
animales portadores de larga duracion, por lo que es esencial considerar el desarrollo de
alimentos que disminuyan la excrecion de E. coli por parte de dichos animales,
especialmente de aquellos destinados a la produccién de carne y, por tanto, con destino
al matadero (Berg et al. 2004, Wells et al. 2009). Alternativamente, con objeto de
disminuir la presencia de dichos portadores en granja se estd evaluando el uso de
vacunas (Johnson et al. 2008; Smith, 2014; Cernicchiaro et al. 2014; Stanford et al.
2014a; Kerner et al. 2015), asi como la posibilidad de alimentar al ganado con
probidticos (DFM, direct-fed microbial) (Smith, 2014; Cernicchiaro et al. 2014; Stanford
et al. 2014a, 2014b).

Es imprescindible usar agua de buena calidad microbioldgica para la bebida de los
animales, tomar las medidas necesarias para su higienizacion y evitar la presencia de
materia orgdanica. Asimismo, se debe usar agua, para riego y la agricultura en general, de
una calidad microbiolégica adecuada (Buck et al. 2003; Semenov et al. 2009). A nivel de

planta de procesado y envasado de vegetales frescos, se debe garantizar el control
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microbioldgico del agua utilizada para su lavado (Oliveira et al. 2012).

Es necesario evitar el acceso de animales de granja (rumiantes en particular) en el
entorno inmediato de los campos de cultivo. Asimismo, se debe controlar la
contratacidon, manejo y tratamiento de estiércol y purines que se van a utilizar para
fertilizar los campos destinados al cultivo de frutas y hortalizas para consumo humano

(Semenov et al. 2010).

El Unico método eficaz y permitido de eliminacion de ECVT de los alimentos es la
introduccién de un tratamiento térmico (p.e. coccidén o pasteurizacion), sin embargo,

estas medidas solo son aplicables a productos elaborados y lacteos.

Hasta el afio 2013, solo estaba permitida la utilizaciéon de agua potable para eliminar la
contaminacion de superficie de los productos frescos de origen animal (Reglamento (CE)
N2 853/2004). Sin embargo, ese afio, el Reglamento (UE) N2 101/2013 de la Comisidn
autorizé la utilizacion del acido lactico para reducir la contaminacidon microbiolégica de
superficie de canales, medias canales o cuartos de bovinos en matadero, siempre que
las soluciones de acido lactico cumplan las especificaciones establecidas en el
Reglamento (UE) N2 231/2012 (relativa a las especificaciones para los aditivos
alimentarios), que se apliquen Unicamente mediante pulverizacion o nebulizacion en
concentraciones comprendidas entre el 2% y el 5% a temperaturas no superiores a 55
°C, y en condiciones controladas y comparables que se hallen dentro del sistema de
gestién basado en los principios de APPCC. Esta demostrado, que el uso de agua
caliente, de vapor a presidn y lavado con acido l4ctico para descontaminar canales
reduce de forma eficaz la contaminaciéon por ECVT 0157 (Koohmaraie et al. 2005;
Bosilevac et al. 2006). Estas técnicas de intervencién para eliminar la contaminacién de
la superficie de la carne también han demostrado su eficacia frente a otros ECVT no

0157 como 026:H11 y 0111:H8 (Cutter y Rivera-Betancourt, 2000).

A pesar de que la legislacién actual solo contempla la utilizacion de agua potable y acido
lactico para la descontaminacion de las superficies de las canales, se han desarrollado y
evaluado numerosas tecnologias para tal efecto, entre las que destacan: altas presiones
hidrostdticas, ultrasonidos, irradiacion, antimicrobianos naturales, campos eléctricos de

alta intensidad, campos magnéticos oscilantes, luz blanca de alta intensidad (Herrero y
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Romero de Avila, 2006; Aymerich et al. 2008). También se ha investigado la combinacién
de varias tecnologias de conservacion no térmica y térmica bajo el nombre de
tecnologias de barrera, con el fin de potenciar su eficacia (AESAN, 2012). A pesar de que
la aplicacion de estas tecnologias no estd permitida por la ley, algunas resultan muy
prometedoras, como es el caso de las altas presiones hidrostaticas y la luz ultravioleta,
ya que tienen pocos inconvenientes para su aprobacion por las autoridades sanitarias,
por no necesitar etiquetado especial ya que no conllevan el uso de aditivos quimicos y si
se aplican adecuadamente no producen cambios en la textura, sabor y aroma del

producto (Hayakawa et al. 1994; Alpas et al. 1999; Chun et al. 2010).

En mataderos y salas de despiece, se debe garantizar una formacidn basica para los
manipuladores de alimentos sobre las practicas de higiene. Entre otros aspectos, debe
asegurarse y controlarse con especial incidencia el uso de cuchillos en el proceso de
evisceracion y su desinfeccidn en agua caliente a las combinaciones de temperatura y
tiempo estipulados a tal efecto. Del mismo modo, en el proceso de evisceracidon deben
controlarse de forma eficaz todas las maniobras que aseguren la no contaminacién con
materia fecal de canales y visceras. Hay que garantizar el disefio adecuado y gestion de
la higiene de los locales destinados al almacenamiento y procesado de alimentos,
incluyendo los planes de control de plagas. Puesto que hay evidencias de portadores
asintomaticos de ECVT (Stephan et al. 2000), el seguimiento y/o la exclusidon de los
portadores de ECVT relacionados con la manipulacién de los alimentos se debe

considerar como una opcion de control.

Una vez obtenido el producto final, el envasado se ha convertido en un punto de control
de contaminaciéon importante, hoy en dia la utilizacién de envasado en atmésfera
protectora (vacio, modificada o controlada) estda ampliamente extendido, aunque ésta
conlleva ciertos riesgos bioldgicos y su efecto sobre el crecimiento de algunas bacterias
patégenas de transmisién alimentaria adn necesita ser evaluado AESAN,

http://aesan.msssi.gob.es/AESAN/docs/docs/evaluacion riesgos/otras actividades/UIMP

seg alimentaria nutricion/Maria Luisa Garcia Lopez.pdf). Por otro lado, la utilizacién

de envases activos con antimicrobianos, parecen estar dando resultados prometedores.
Otero y colaboradores (2014), evaluaron 2 films con actividad antimicrobiana contra

ECVT 0157 para queso de oveja y determinaron que la combinacion de films de PET
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(polietileno tereftalato) cubiertos con > 6% de LAE (etil lauroil arginato) como
antimicrobiano, pueden ser Utiles para reducir el nimero de cepas de ECVT 0157 en
queso de oveja. No obstante, muchos sistemas antimicrobianos que han demostrado
fuerte actividad en modelos in vitro, no han mostrado una actividad similar en alimentos
reales. Esto se debe, a que el resultado final depende de un gran nimero de factores
intrinsecos, como la microbiota propia de cada alimento y las caracteristicas de propio
producto (PH, a,, grasa, sal, etc.), asi como a factores extrinsecos, como la temperatura

de almacenamiento y la composicion de la atmdsfera (Otero et al. 2014).

Es fundamental garantizar en todo momento la cadena de frio para todos los alimentos

que asi lo requieran.

Es necesario informar a la poblacidn de los riesgos asociados a un manejo inadecuado de
los alimentos. La carne, y en especial la carne picada, debe ser cocinada el tiempo
suficiente para garantizar la inactivacidn bacteriana contaminante. Es importante evitar
la contaminacion cruzada de los alimentos que se van a comer crudos (frutas y verduras)
con carne fresca no cocinada. Se debe realizar una distribucion adecuada de los
alimentos en el refrigerador doméstico a fin de evitar que los liquidos de los alimentos
(carne y pescado) destinados a consumirse cocinados goteen sobre los alimentos que se
consumen crudos o sin calentar (frutas y hortalizas). Se deben lavar cuidadosamente, en

el entorno doméstico, las verduras que se comen crudas.

Debido a la posible presencia de microorganismos patdgenos, entre ellos ECVT, en la
leche cruda, solo la leche sometida a un tratamiento térmico de pasteurizacidn se puede

considerar apta para el consumo.

1.8. Métodos de deteccidn y caracterizacion de ECVT
1.8.1. Deteccion de ECVT

En los ultimos afos el desarrollo de métodos para la deteccién de ECVT se ha visto

intensificado debido, fundamentalmente, a 3 factores:

Por un lado, y como hemos visto anteriormente, la ecologia de los ECVT tiene como

resultado que estos microorganismos sean encontrados en practicamente todo tipo de
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alimentos, animales y entornos, incluyendo dreas geograficas no asociadas a actividades

agrarias (Beutin y Fach, 2014).

Por otro lado, algunos estudios han demostrado que incluso empleando técnicas
inmunoldgicas y genéticas muy sensibles, en la mayoria de las muestras, menos del 1%
de los E. coli son ECVT, hecho que dificulta mucho su deteccidon. Ademas, cabe destacar
que en brotes graves causados por ECVT, los alimentos implicados pueden contener

menos de 10 bacterias por gramo (Padhye y Doyle, 1992).

Por ultimo, la gran diversidad de serotipos que presentan los ECVT, a pesar de tan solo
un pequefio nimero de serotipos predominan en pacientes con patologias graves (026,
045, 091, 0103, 0104, 0111, 0113, 0121, 0128, 0145, 0146 y 0157) (Beutin et al.
2004; Brooks et al. 2005; Kappeli et al. 2011; ECDC/EFSA, 2011); con pocas excepciones,
se han aislado cepas de ECVT de casi todos los serotipos conocidos. Ademas, se aislan
tanto de humanos, animales y alimentos muchas cepas de ECVT con antigeno O no
tipable, lo que indica que la diversidad de serotipos de las cepas ECVT va mas alla del
actual esquema de serotipado (Scheutz y Strockbine, 2005; Bettelheim, 2007; Martin y
Beutin, 2011; ECDC/EFSA, 2011).

Ademas, el brote del 2011 provocado por el ECVT-ECEA 0104:H4 en Europa, puso en
evidencia el riesgo de que otros serotipos de ECVT puedan emerger como patdgenos

importantes para los humanos en el futuro (Beutin y Fach, 2014).

Por todo esto, es necesario que las técnicas para la deteccidon de ECVT sean capaces de
adaptarse a cualquier tipo de matriz, que presenten una gran sensibilidad y que no se
restrinjan a un numero limitado de serotipos. Debido a la gran variedad de serotipos y
fenotipos de ECVT, la identificacidon de las verotoxinas y de los genes subyacentes son la
Unica via para detectar todos los tipos de ECVT procedentes de cualquier tipo de

muestra (Bettelheim y Beutin, 2003; Paton y Paton, 2003).

En las ultimas 3 décadas se han desarrollado numerosas técnicas para la deteccién de
verotoxinas que pueden agruparse en: pruebas fenotipicas (pruebas de citotoxicidad

para VT y pruebas inmunoldgicas) y genotipicas (pruebas basadas en el ADN).
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Las pruebas de citotoxicidad son adecuadas para demostrar la actividad bioldgica de las
verotoxinas o la expresion de los genes vt (Beutin et al. 2007, 2008). Estudios
comparativos han demostrado que son mas sensibles para la deteccién de verotoxinas
que las pruebas inmunolégicas (Paton y Paton, 1998). Sin embargo, los limites de
deteccidn pueden ser criticos si las muestras contienen bajas cantidades de toxina o si la
prueba falla en la deteccion de ciertos subtipos de VT1 o VT2 (Beutin et al. 2007, 2008;
Staples et al. 2012). Ademas, las muestras fecales, de alimentos y ambientales suelen
tener una mezcla de un gran numero de bacterias que pueden producir toxinas
diferentes a VT, pero con la misma actividad sobre las células Vero o Hela, por lo que
este tipo de pruebas pueden producir resultados no concluyentes (Beutin y Fach, 2014).
Para analisis de rutina se usan con poca frecuencia, ya que son pruebas muy laboriosas,
necesitan equipamiento especifico y personal cualificado, y ademas, requieren de al

menos 72 h para su lectura (Paton y Paton, 1998).

Se han desarrollado diferentes pruebas inmunoldgicas para la deteccion de verotoxinas,
como la técnica de ELISA (enzyme-linked immunosorbent assays), la de aglutinacién con
particulas de latex, sistemas inmunocromatogréficos o de transferencia de colonia

(colony immunoblot); casi todas disponibles comercialmente.

Se ha evaluado la sensibilidad y especificidad de numerosos kits comerciales de ELISA,
inmunocromatografia y aglutinacién con particulas de latex, demostrando que estos
sistemas presentan numerosas limitaciones (Beutin et al. 1996, 2002, 2007, 2010;
Karmali et al. 1999; Kehl, 2002; Segura-Alvarez et al. 2003; Feng et al. 2011; Burgos y
Beutin, 2012; Parma et al. 2012; Staples et al. 2012). Tan solo el método de immunoblot
(electrotransferencia) parece superar la mayoria de las limitaciones presentadas por los
métodos anteriores, hasta el punto de que la legislacién alemana ha establecido su uso
sistematico en los laboratorios de inspeccion de alimentos de dicho pais (Beutin et al.

2010).

Las pruebas basadas en el ADN o de biologia molecular, como la PCR convencional y mas
recientemente la PCR en tiempo real (RT-PCR), son desde hace afios las herramientas
mas utilizadas para la deteccion de ECVT en todos los laboratorios del mundo, tanto por

su rapidez, como por la sensibilidad y especificidad que presentan.
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Hoy en dia, la RT-PCR ha sustituido en gran medida a la convencional por ser mas rapida,
sensible y especifica; ademas, su potencial de automatizacion la convierte en la
herramienta mds adecuada para el analisis de un gran nimero de muestras. Existen
numerosos tests comerciales de RT-PCR validados por AFNOR (Association Frangaise de
Normalisation) o AOAC (Association of analytical communities) como: ADIAFOOD Rapid
Pathogen Detection System for E. coli (AES Chemunex), Assyrabce GDS™ Shiga Toxin
Genes (BioControl Systems), iQ-Check™ E. coli 0157:H7 (Bio-Rad) y McroSEQ® E. coli
0157:H7 Detection Kit (Applied Biosystems), entre otros (Farrokh et al. 2013).

Existen dos métodos de referencia basados en RT-PCR para la deteccién en alimentos de
los tipos de ECVT mas importantes. El primero es el método oficial utilizado en EE.UU.
para productos carnicos (MLG 5B.01) (USDA, 2011a). El segundo, ha sido estandarizado
a nivel europeo e internacional por la Comisién Europea de Normalizacion (CEN) y por la
Organizacion Internacional de Estandarizacién (1SO, 2012) (ISO/TS 13136:2012), norma
en la que se han basado para la validacion del método para la identificacion vy
caracterizacién de los ECVT por RT-PCR del Laboratorio de Referencia Europeo para E.

coli (VTEC_Method_02_Rev0, 2013) (EU-RL, 2013a).

A pesar de todas la ventajas de la RT-PCR y de la estandarizacion de su uso, aun presenta
algunas limitaciones, como fallos en la PCR provocados por compuestos inhibidores
presentes en los alimentos (Bélanger et al. 2002; Stefan et al. 2007; Auvray et al. 2009;
Fratamico et al. 2009, 2011; Derzelle et al. 2011); fallos en la deteccidn de algunas
variedades de VT (Beutin et al. 2009; Reischl et al. 2002; Margot et al. 2013) y valores de
Cr (nimero de ciclos necesarios para que la fluorescencia cruce el umbral establecido)
confusos en muestras con un numero bajo de bacterias positivas por gramo de muestra

(LREC, datos no publicados).

1.8.2. Caracterizacion de ECVT

Una vez detectada la presencia de ECVT en una muestra y, en su caso, aisladas las cepas,
la caracterizacion puede realizarse mediante métodos fenotipicos (serotipado,
biotipado, tipado de colicinas, fagotipado, resistencia a antibioticos, etc.) (Beutin y Fach,

2014) o mediante tipado molecular (Karama y Gyles, 2010).
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Una de las herramientas de tipado molecular mas utilizadas en el marco de la
epidemiologia local es la electroforesis en campo pulsante (PFGE), que proporciona
resultados altamente discriminativos a la hora de comparar cepas pertenecientes al
mismo serotipo (Keskimaki et al. 2001; Nielsen et al. 2006). Este método, ampliamente
utilizado a nivel mundial, ha sido avalado recientemente por la EFSA, al otorgarle, en la
evaluacion de métodos de tipado molecular, la maxima calificacion en base a 3 criterios:
a) vigilancia de rutina de enfermedades, b) seguimiento y control de brotes y c)
seguimiento y control de casos puntuales que afecten a la salud publica (EFSA/ECDC,

2014).

La herramienta de tipado de andlisis de repeticiones en tdndem en nimero variable de
diferentes locus (MLVA) suele utilizarse como complemento de la PFGE para un mayor
grado de discriminacién. En la valoracion de la EFSA/ECDC (2014), fue el segundo
método de tipado mejor valorado. Sin embargo, los protocolos estandarizados
actualmente solo permiten el tipado de ECVT 0157, lo que representa una gran

limitacién para esta técnica.

En el marco de la epidemiologia global, el tipado de secuencias multilocus (MLST) es una
herramienta ampliamente utilizada para definir grupos clonales dentro de E. coli y
establecer las relaciones filogenéticas existentes entre ellos (Karama et al. 2010;

Chaudhuri y Henderson, 2012).

La llegada de las técnicas basadas en la secuenciacién masiva (WGS) han marcado un
antes y un después en el tipado molecular. Permitiéndonos entender mejor cualquier
variacién dentro y entre especies, lo que se traduce en la capacidad de diferenciar

organismos con una precision que no permite ninguna otra tecnologia.

El beneficio mas prometedor y de mayor envergadura a nivel de seguridad alimentaria
de este tipo de técnicas, consiste en la combinacién de la informacidon genémica de un
patégeno de transmision alimentaria, con su ubicacion geografica, y la aplicacion de los
principios de la biologia evolutiva para determinar la relacién de los agentes patégenos.
Puesto que la informacién gendmica de una especie de patégeno transmitida por los

alimentos que se encuentran en un d4rea geografica determinada es diferente de la
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informacidn genémica de la misma especie de patdgeno que se encuentra en otra area,
conocer las areas geograficas a las que los patdogenos estan tipicamente vinculados
puede ser una herramienta muy poderosa en la busqueda del origen de la
contaminacion de un producto alimentario. Esto supondria una reduccion significativa
tanto en costes econdémicos, como en la morbilidad y mortalidad de los brotes
provocados por ECVT, ya que cuanto antes se produzca la identificacidon de la fuente de

contaminacion, mas rapida sera la retirada del mercado del producto (http://www.fda.

gov/Food/FoodScienceReseach/WholeGenomeSequencingProgramWGS/).

1.9. Legislacion y sistemas de vigilancia en seguridad alimentaria

Aunque la red de vigilancia Epidemioldgica y de Control de Enfermedades Transmisibles
en la Comunidad fue creada en 1998 (Decisién N2 2119/98/CE), no es hasta el 2009
(Decision N2 2009/312/CE, relativa a las redes especializadas de vigilancia de
enfermedades transmisibles), cuando se reconocen las infecciones por E. coli
enterohemorrdgicos como enfermedades de transmisidn alimentaria. A consecuencia de
esta disposicidn, los datos de casos de infeccidn por ECVT en humanos deben notificarse

trimestralmente al Sistema de Vigilancia Europeo (TESSy).

El Reglamento (CE) N2 2073/2005 y su posterior modificaciéon (Reglamento (CE) N2

1441/2007), establecen los criterios microbiolégicos aplicables a los productos
alimenticios (Tabla 32). Ademads, en dicho reglamento se describe un dictamen sobre
ECVT en los productos alimenticios en que se concluye que es poco probable que la
aplicacion de normas microbioldgicas para ECVT 0157 en el producto final produzca
reducciones significativas del riesgo asociado para los consumidores. No obstante, el
establecimiento de las directrices microbioldgicas destinadas a reducir la contaminacién
fecal a lo largo de la cadena alimentaria puede contribuir a reducir los riesgos para la
salud publica, incluido el riesgo relacionado con la ECVT. Por lo tanto, determinaron las
siguientes categorias de alimentos en las que la ECVT suponen un riesgo para la salud
publica: carne de vacuno y, posiblemente, carne de otros rumiantes, cruda o poco
hecha, carne picada y carne de vacuno fermentada y sus productos derivados, leche
cruda y productos a base de leche cruda, y productos frescos, en particular, semillas

germinadas y zumos de frutas y hortalizas no pasteurizadas.
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Tabla 32. Criterios microbiolégicos para los productos alimenticios referidos a E. coli. Reglamento (CE) N2
1441/2007 de la Comisién, Anexo |, cap. 2 (Criterios de higiene de los procesos)
Categoria de alimentos
n c m M

Moluscos bivalvos vivos y equidermos, tunicados y 230 NMP/100 g de carne y
gasteropodos vivos liquido intravalvar
2.1.6 | Carne picada 5 50 ufc/g 500 ufc/g
Carne separada mecanicamente (salas de 5
despiece)

5

5

2.1.8 | Preparados cérnicos 500 ufc/g 5000 ufc/g
Queso a base de leche o suero sometido a
tratamiento térmico

Mantequilla y nata a base de leche cruda o leche
2.2.6 | sometida a tratamiento térmico inferior a la 5 2 10 ufc/g 100 ufc/g
pasteurizacion

Productos pelados y descabezados de crustaceos

0
2
2 50 ufc/g 500 ufc/g
2
2

100 ufc/g 1000 ufc/g

2:4.1 y moluscos cocinados > 2 1ufc/g 10 ufe/g

5.1 Frutas y hortalizas troceadas (listas para el 5 5 100 ufc/g 1000 ufc/g
consumo)

252 Zumos de frutas y hortalizas no pasteurizados 5 ) 100 ufc/g 1000 ufc/g

(listos para el consumo)
ISO TS 16649-3: método analitico de referencia para las categorias 1.25y 2.4.1. 1ISO 16649 partes 1 o0 2:
método analitico de referencia para el resto de las categorias

°1 muestra conjunta de un minimo de 10 animales

n: numero de unidades que componen la muestra, c: nimero de muestras que pueden dar valores entre my
M

Resultado satisfactorio: si todos los valores observados son inferiores o iguales am

Resultado aceptable: si un maximo de c valores se encuentran entre m y M y el resto de los valores
observados son inferiores o iguales a m

Resultado insatisfactorio: si uno o vario valores observados son >M o mas de c valores se encuentran entre m
yM

No es hasta marzo de 2013, cuando la UE aprueba cuatro reglamentos que enmiendan
el Reglamento anterior, e introducen por primera vez en la legislacion de la UE criterios
microbioldgicos especificos para los ECVT: (EU) N2 208/2013, (EU) N2 209/2013, (EU) N2
210/2013 y (EU) N2 211/2013. Destacar que el Reglamento (EU) N2 209/2013, que
establece criterios microbiolégicos para brotes y semillas, sefiala por primera vez a nivel
legislativo, serogrupos concretos (0157, 026, 0103, 0111, 0145 Y 0104) como los

mayores causantes de SUH en la UE.

El Reglamento (CE) N2 178/2002 del Parlamento Europeo y del Consejo de 28 de enero

2002, establece los principios y los requisitos generales de la legislacién alimentaria, se
crea la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) y se fijan los procedimientos

relativos a la seguridad alimentaria.

El articulo 14 de este Reglamento, prohibe introducir alimentos no seguros en el

mercado. Definiendo un alimento no seguro, como aquel que se considera que es
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perjudicial para la salud o no apto para el consumo humano. Una vez que en un
alimento se ha identificado un peligro que puede provocar un perjuicio para la salud,
debe llevarse a cabo una evaluacién del riesgo asociado, teniendo en cuenta el potencial
de exposicidn de los consumidores a este peligro. Esta evaluacion de la exposicién debe
tener en cuenta las condiciones de uso habituales del alimento, tales como el tipo de
preparacion, y las particularidades dietéticas especificas del consumidor de destino. Por
lo tanto, cuando las autoridades competentes se enfrentan a un alimento en el que se
ha detectado un peligro potencial, siempre deben tener en cuenta la gravedad del riesgo

antes de imponer las medidas correctoras.

Después del ultimo gran brote por ECVT producido en 2011 por consumo de semillas
germinadas, la mayoria de los estados miembros de la UE han aumentado
significativamente el ndmero de controles oficiales destinados a la deteccion de la
presencia de ECVT en los alimentos. Estos controles se refieren, tanto a los productos

alimentarios de importacién como a los de produccién nacional.

La complejidad de los ECVT esta relacionada con la dificultad de la designacion como
patégenos de serotipos especificos. La plasticidad del genoma, resultado de la
adquisicion de genes de virulencia procedentes de otras cepas, implica que es probable
gue con el tiempo, aparezcan de una manera impredecible cepas nuevas e inesperadas.
El brote del 2011 por ECVT-ECEA 0104:H4 es un ejemplo de la variabilidad gendmica

mencionada anteriormente.

En abril de 2013, la EFSA publicé un dictamen cientifico sobre "VTEC-seropatotipo y
criterios cientificos respecto a la evaluacion de la patogenicidad" (EFSA,

http://www.efsa.europa.eu/en/search/doc/3138.pdf). Este dictamen reconoce que,

aunque todavia no es posible definir completamente los ECVT patdégenos humanos o
identificar los factores de los ECVT que predigan plenamente el potencial patégeno en
humanos, una clasificacién molecular puede dar una primera aproximacion que podria
ayudar a las autoridades competentes de los estados miembros a la hora de evaluar el
riesgo (de acuerdo con el articulo 14 del Reglamento (CE) N2 178/2002) en el caso en
gue se detectaran positivos, y para adoptar las medidas apropiadas para garantizar que

el riesgo para los consumidores se reduzca tanto como sea posible.
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Como no se han establecido criterios especificos de seguridad alimentaria sobre ECVT en
el Reglamento (CE) N2 2073/2005 relativo a los criterios microbioldgicos de los
productos alimenticios (excepto para semillas y brotes), la gestién de un positivo para

ECVT por parte de los estados miembros puede ser complicada.

Basandose en esto, el Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad, creé la
Instruccién Interna IM/04/2014, que establece las directrices a seguir para armonizar la
aplicacion del articulo 14 del Reglamento (CE) N2 178/2002:

El documento establece una serie de directrices respecto a la presencia de ECVT en los
diferentes productos alimenticios, si bien presta especial atencion a la carne de vacuno,
el enfoque es igualmente aplicable a los diferentes productos alimenticios susceptibles

de contaminarse por ECVT.

Identificacion de perfiles de alto y bajo riesgo de los alimentos

Los alimentos contaminados con ECVT se deberian clasificar de acuerdo a dos perfiles de

riesgo:

e Alimentos de alto riesqo: en este grupo se incluyen alimentos que estén listos o no para

el consumo y que por regla general se consumen sin un tratamiento suficiente para
poder eliminar o reducir a un nivel aceptable el riesgo de infeccion por STEC (por ejemplo
carpaccio y alimentos ldcteos que se consuman frescos sin tratamiento térmico, como

quesos de leche cruda).

e Alimentos de bajo riesqgo: son aquellos que de forma habitual se someten a un

tratamiento adecuado que permita eliminar o reducir a un nivel aceptable el riesgo de
infeccion por STEC (por ejemplo, carne asada) y siempre que se proporcione al
consumidor informacion suficiente (incluyendo, por ejemplo, una mencion especifica en
el etiquetado) para la prevencion de los efectos adversos para la salud que se derivan del

consumo de un determinado alimento o categoria de alimentos.

En determinadas circunstancias, puede ser dificil clasificar los alimentos dentro de una
de estas categorias, por lo que debe tenerse en cuenta no solo la naturaleza del
producto, sino también, si el unico destino posible del mismo va a ser o no la produccion

de alimentos de bajo riesgo.
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Plan de muestreo

El plan de andlisis y de muestreo debe ser: n=5 (siendo n el numero de unidades a
analizar), c=0 (siendo c el numero mdximo de muestras positivas aceptables) y el limite:

ausencia en 25 gramos. Se deberian analizar 5 submuestras de 25 gramos por partida.

Interpretacion de resultados

En la Figura 18 y Figura 19 aparecen esquematizadas las interpretaciones de los posibles
resultados.

1. En el caso de que se detecte en el alimento la presencia simultdnea de los siguientes

indicadores moleculares:

- genes vt (vtl o vt2)y
- gen eae o genes aaiC+aggR

a) Si, con arreglo a lo dispuesto en el apartado anterior, se trata de un producto de
alto riesgo, éste se considerard como un alimento no seguro debiendo, en aplicacion
del articulo 14 del Reglamento (CE) n° 178/2002, procederse al rechazo de la

partida.

b) Por el contrario, si se trata de un alimento de bajo riesgo, se procederd al

serotipado de forma que:
e Si se detecta la presencia de cualquiera de los siguientes serogrupos o serotipos:
- 026, 045, 0103, 0104, 0111, 0121, 0145, 0157,

- 091: H21, 0113: H21, O5: HNM y 0165: H25,

- 0 uno considerado altamente virulento,

El alimento se considerard no seguro y, por tanto, deberd procederse al rechazo de la

partida (en aplicacién del articulo 14 del Reglamento (CE) n° 178/2002).

e En caso contrario, es decir, si no se detecta ninguno de los serogrupos arriba
enumerados ni uno nuevo altamente virulento, podrd autorizarse el despacho de la

partida.

2. En todos los demds casos (es decir, si se detecta uno de los genes vt (vtl o vt2) pero no
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el gen eae o los genes aaiC+aggR, si se detecta el gen eae o los genes aaiC+aggR y no los
genes vt o si no se detecta ninguno de los genes anteriores) el resultado se considerard

favorable.

En todo caso, se tendrdn en cuenta las recomendaciones de interpretacion que exprese el

laboratorio en el informe del ensayo.

Alimento de PRODUCTO NO SEGURO Rechazo de la
ALTO RIESGO J (art. 14 Reglamento (CE) N2 178/2002) partida

Presencia de los
indicadores moleculares:
0104, 0111, Rechazo de la

-genes stx (stx1 y stx2 .
: ( : & 0121, 0145 Y partida

-gen eae o genes
aaiC+aggR SEROTIPADO Y O

PRESENCIA de —
Alimento de cualquiera de los 0113:H21’, Rechazo de la
BAJO RIESGO siguientes 05:NM Y partida
Serogrupos o 0165:H25
serotipos

026, 0103,

Uno nuevo
altamente
virulento

Rechazo de la
partida

Figura 18. Esquema de interpretacién de la Instruccién 1M/04/2014 para el rechazo de una partida

026, 0103, 0104, Despacho
0111, 0121, a libre
0145Y 0157 practica

Presencia de los
indicadores moleculares: Alimento
-genes stx (stx1 y stx2) y de BAJO
-gen eae o genes RIESGO
aaiC+aggR

SEROTIPADO Y AUSENCIA
de cualquiera de los
siguientes serogrupos o
serotipos

091:H21, Despacho

0113:H21, O5:NM a libre
Y 0165:H25 practica

Uno nuevo Despacho
altamente a libre
virulento practica

Ausencia o presencia de uno solo
de los siguientes indicadores

maleculares: —__ PRODUCTO SEGURO Despacho a libre practica
-genes stx (stx1y stx2) o

-gen eae o
-genes aaiC+aggR

Figura 19. Esquema de interpretacién de la Instruccién IM/04/2014 para el despacho libre de una partida
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Por lo tanto, la instruccion IM/04/2014 es la herramienta utilizada en Espafia para
determinar cuando un alimento se considera o no seguro para el consumo, en lo que a
presencia de ECVT se refiere. Ademas, amplia a 8 los serogrupos altamente virulentos
definidos por el Reglamento (EU) N2 209/2013, afiadiendo el 0121 y el 045, e incluye 4
serotipos en la lista de ECVT altamente patdgenos (091:H21, 0113:H21, O5:HNM vy el
0165:H25).

Actualmente, al igual que hizo Espafia con la instruccion IM/04/2014 y basandose
también el dictamen cientifico que la EFSA publicé en 2013, sobre "VTEC-seropatotipo y
criterios cientificos respecto a la evaluacion de la patogenicidad" (EFSA,

http://www.efsa.europa.eu/en/search/doc/3138.pdf), la Comisién Europea esta

redactando el borrador del documento de orientacion relativo a alimentos
contaminados con ECVT, que servird de marco legal a nivel europeo para la aplicacién

del articulo 14 del Reglamento (CE) N2 178/2002.

Al igual que la instruccién interna, este documento sera aplicable a todos los productos
alimenticios y no proporcionara orientacion sobre la forma de vigilancia o monitoreo
ECVT que deben llevar a cabo los estados miembros o los productores de alimentos, ni
sobre estrategias de muestreo para ECVT en los alimentos, sino que servira de

herramienta de actuacion en caso de obtener un positivo para ECVT en un alimento.

El borrador de la nueva norma presenta algunas diferencias importantes respecto a la

instrucciéon IM/04/2014 (Figura 20 y Figura 21):

La nueva norma establece una diferenciacion para la interpretacién de los resultados en

funcion de si el alimento esta listo para la venta al por menor o no.

Para alimentos a nivel de venta al por menor, define 2 perfiles que engloban 3

categorias (a, by c):

- Perfil 1: para alimentos de alto riesgo.
= Categoria a: alimentos listos para el consumo.
= Categoria b: alimentos cuya preparacion habitual implique un tratamiento poco

eficaz.
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Para los alimentos de este perfil, establece que es suficiente con que el positivo sea
Unicamente para alguno de los genes vt para a rechazar la partida. Sin embargo, para

ello es necesario confirmar el positivo mediante el aislamiento de la cepa.

- Perfil 2: para alimentos de bajo riesgo (categoria c).

Para los alimentos de este perfil, sigue siendo necesario un positivo simultaneo para el
gen vt y el gen eae o los genes aaiC+aggR, sin embargo, la nueva norma especifica, al
igual que en el caso anterior, que es necesario la confirmacién mediante el aislamiento
de las cepas, y que éstas no pertenezcan a los serogrupos considerados como altamente
virulentos, que en este caso excluye, con respecto a la norma vigente (Instruccion
IM/04/2014), a los serogrupos 05, 091, 0113, 0121 y el 0165. Ademas, no deja margen
a la posibilidad de la aparicion de un nuevo serogrupo altamente virulento. Por otro
lado, para los alimentos de esta categoria, la nueva norma es mucho mas concreta en
cuanto a la obligacidn de que el etiquetado especifique claramente los peligros para el

consumidor en caso de no cocinarse adecuadamente.

Por otro lado, para alimentos contaminados por ECVT muestreados a lo largo de la
cadena alimentaria (excepto a nivel de venta al por menor), incluye la posibilidad de que
se puedan aplicar medidas correctivas para eliminar o reducir el riesgo lo maximo

posible antes de rechazar la partida.
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Categoria “c”

Teniendo en cuenta los habitos de
alimentacion de los consumidores, el

alimento analizado tiene alta
probabilidad de ser consumido con

un tratamiento apropiado que
permita eliminar o reducir a un nivel

aceptable el riesgo de infeccién por
ECVT (p.e. roast beef), Y para ello, se
proporciona al consumidor
informacion adecuada, incluida la del
etiquetado, o cualquier otra
generalmente disponible, con objeto
de evitar efectos adversos especificos
de un alimento en particular o
categoria de alimentos

“un

Categoria “a

Los alimentos analizados pertenecen al
grupo de productos listos para el
consumo (ready to eat), tal y como se
definen en el Reglamento N2 2073/2005

(p.e. carne consumida cruda como

carpaccio)

Categoria “b”

Teniendo en cuenta los habitos de
alimentacion de los consumidores,
¢éEl alimento analizado tiene alta
probabilidad de ser consumido tras
un tratamiento moderado,

insuficiente para eliminar o reducir a
un nivel aceptable el riesgo de

infeccion por ECVT? (p.e.
hamburguesa de vacuno poco hecha)

ALIMENTO DE PERFIL 1

NOTNO

Sin acciones
Sl
recomendadas

NolNO

Figura 20. Recomendaciones para la plicacion armonizada del articulo 14 del Reglamento (CE) N2
178/2002 en lo relativo a los productos alimenticios contaminados por ECVT muestreados a nivel de
venta al por menor
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En relacion con los habitos de
alimentacion de los consumidores: éel

alimento analizado tiene alta
probabilidad de ser consumido tras un

tratamiento adecuado que permita
eliminar o reducir a un nivel aceptable el
riesgo de infeccidn por ECVT?

¢Esta clara la informacidn que se aporta
al consumidor, incluida la del etiquetado
o cualquier otra informacion
generalmente disponible para el

consumidor referida a evitar los efectos

¢Los productores de alimentos
etiquetan adecuadamente el producto
analizado, informando a los
subsiguientes productores y
consumidores de que el producto
debe ser consumido cocinado

adecuadamente?

adversos especificos de un alimento en

particular, o categoria de alimentos?

NOTNO

Sin acciones
recomendadas

NOLNO

' | 'le |

|

ALIMENTO DE PERFIL 1

Sl

Figura 21. Recomendaciones para la plicacion armonizada del articulo 14 del Reglamento (CE) N2
178/2002 en lo relativo a los productos alimenticios contaminados por ECVT muestreados a lo largo de la
cadena alimentaria (excepto a nivel de venta al por menor)
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Por otro lado, en 2013, el DG SANCO (Directorate-General Health and Consumers) de la
Comisién Europea ordend la organizacion de la coleccidén de datos de tipado molecular
de cepas de ECVT (entre otros) de origen animal y alimentario causantes de infecciones
en humanos en los distintos paises miembros, creando asi una base de datos Unica que
tiene como objetivo, favorecer la vigilancia y el rastreo de brotes de origen alimentario a
nivel nacional, europeo e internacional. El manejo de esta base de datos fue asignado a
la EFSA con el apoyo cientifico y técnico de los Laboratorios de Referencia Europeos

(EULRSs) y los Laboratorios Nacionales de Referencia (NRLs).

Estos datos de tipado molecular de cepas EVCT procedentes de animales, piensos y
alimentos se compararian con los de infecciones humanas recogidos por el ECDC dentro
del programa de vigilancia de FWD (Food- and water-borne Disease), lo que permitiria la
comparaciéon sistematica entre cepas de origen humano y no humano, facilitando asi,
posibles investigaciones epidemioldgicas, particularmente en casos de brotes

internacionales (ECDC, 2013; EFSA/ECDC, 2014).

Para ello, la EFSA evalud los protocolos y técnicas aplicadas por los distintos EURLs con
el fin de actualizar y homogenizar la metodologia que debe ser aplicada por los distintos

paises miembros para la caracterizacion de cepas de ECVT (Tabla 33) (EFSA/ECDC, 2014).

Tabla 33. Caracteristicas microbioldgicas que deben ser reportadas a la EFSA para cepas ECVT aisladas de
alimentos, piensos y animales, y métodos para su deteccién (EFSA/ECDC, 2014)
Caracteristicas Método
Serotipo

El panel de grupos O que debe ser identificado incluye: 026, 045, 055, 091,
0104, 0111, 0113, 0121, 0128, 0145, 0146, 0157. Los antigenos pueden
ser identificados tanto fenotipicamente o utilizando métodos moleculares.
Métodos fenotipicos:
(http://www.ssi.dk/English/HealthdataandICT/National%20Reference%20La
boratories/Bacteria.aspx).

Tipado molecular:
(http://www.iss.it/binary/vtec/cont/EU_RL_VTEC_Method_03_Rev_1.pdf).

Antigeno O

Métodos fenotipicos:

(http://www.ssi.dk/English/HealthdataandICT/National%20Reference%20La
Antigeno H boratories/Bacteria.aspx).

Tipado molecular de los antigenos H2, H7, H8, H11 and H28 (Madic et al.

2010).

Para la identificacion de los genes vt1 y vt2 se utilizard el método de PCR de
Grupo la pagina de EURL para E. coli:
(http://www.iss.it/binary/vtec/cont/EU_RL_VTEC_Method_01_Rev_0.pdf).
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Caracteristicas Método

Subtipo

Intimina

Adhesion
Enteroagregativa

Enterohemolisina

Produccién de
enterohemolisina

Fermentacion del
sorbitol (solo para
cepas ECVT 0157)

Fermentacion de la
Ramnosa (solo para
cepas ECVT 026)

Los genes vt1 y vt2 seran subtipados acorde con el esquema publicado por
Scheutz et al. 2012. EL método de PCR estd disponible en pdagina de EURL
para E. coli:
(http://www.iss.it/binary/vtec/cont/EU_RL_VTEC_Method_06_Rev_1.pdf).

Otros genes de virulencia
La identificacion del gen eae se realizara utilizando el método de PCR de la
pagina EURL para E. coli:
(http://www.iss.it/binary/vtec/cont/EU_RL_VTEC_Method_01_Rev_0.pdf).
Los genes diana para la enteroagregatividad seran el aggR y aaiC. Seran
detectados mediante el método disponible en la pagina web de EURL para E.
coli:
(http://www.iss.it/binary/vtec/cont/EU_RL_VTEC_Method_05_Rev_1.pdf).
El gen E-hly seran detectados utilizando los primes Ehlyl y Ehly5 y el método
de PCR descrito por Schmidt et al. 1995a.

Caracteristicas fenotipicas
La hemdlisis serd determinada mediante la siembra de las cepas en agar
sangre. Se observara un resultado negativo dentro de las primeras 4-6 h, y
un resultado positivo después de 20 h. Solo cuando el correspondiente gen
no haya sido testado mediante PCR.

La fermentacion del sorbitol sera determinada mediante la siembra de las
cepas en placas de agar MacConkey con 1% de sorbitol en lugar de lactosa.
Una reaccion positiva debe ser observada dentro de las primeras 20 h.

La fermentacidn de la ramnosa serd determinada mediante la siembra de las
cepas en placas de agar MacConkey con 1% ramnosa en lugar de lactosa.
Una reaccion positiva debe ser observada dentro de las primeras 20 h.
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2. OBJETIVOS

Debido a la dificultad que supone la deteccidn y el aislamiento de los Escherichia coli
diarreagénicos en alimentos, son muy pocos los laboratorios a nivel mundial que
realizan la investigacion de todos los patotipos de forma sistematica. Desde el afio 1995,
el LREC viene realizando la investigacion de ECVT en carne picada de vacuno puesta a la
venta en las carnicerias de la ciudad de Lugo, y desde el afio 2009 se ha ampliado el
analisis a otros alimentos de origen animal y vegetal. Desde marzo del afio 2005, se esta
también realizando el estudio del resto de los grupos de E. coli diarreagénicos, asi como
de las cepas de E. coli productoras de BLEE y del grupo clonal ST131 para conocer el

riesgo existente para la salud publica.

En el presente estudio nos hemos planteado los siguientes objetivos:

1. Conocer la calidad microbiolégica de diferentes tipos de alimentos, carnicos vy
vegetales, puestos a la venta en distintos establecimientos de la ciudad de Lugo, asi
como de productos lacteos y carnes de importacion antes de su puesta en circulacién,

determinando el nimero mas probable de E. coli por gramo de alimento (NMP).

2. Estudiar la presencia en dichos alimentos de cepas de Escherichia coli diarreagénicas.

3. Conocer las caracteristicas (serotipos, genes de virulencia, patrones de resistencia y
perfiles de macrorrestriccion) de las cepas de E. coli diarreagénicas aisladas,
centrandonos fundamentalmente en las cepas ECVT, con objeto de conocer su potencial

patdgeno, grado de clonalidad y similitud con cepas de origen humano.

4. Analizar el papel de los alimentos en la transmisién al hombre de cepas productoras
de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE), y del grupo clonal pandémico 025b:H4-
B2 (ST131).
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MATERIAL Y METODOS

3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Cepas control y conservacion de las cepas

En todos los ensayos se emplearon cepas control positivas y negativas para las

caracteristicas a estudiar. En la Tabla 34 se listan las cepas control utilizadas.

Las cepas de E. coli aisladas y caracterizadas en este estudio, al igual que todas las cepas
control, se conservaron sembrandolas por picadura en agar nutritivo con 0,75% (p/v) de
agar y se conservaron a temperatura ambiente en tubos vacutainers estériles. En estas
condiciones las cepas de E. coli mantienen su viabilidad, sin necesidad de resiembra, al
menos 5 afios. Para preparar agar nutritivo con 0,75% (p/v) de agar, se mezcla agar

nutritivo (11,5 g/l) (Difco) y caldo nutritivo (4 g/I) (Difco).

Tabla 34. Cepas control de referencia

Cepa control ‘ Genes
E. coli diarreagénicos
EDL-933 vtl, vt2, eae, eae-y1,0157 rfbE, fliCy; E-hlyA
0157-156 vtl, vt2, eae, eae-y1,0157 rfbE, fliCy; E-hlyA
0157-41 vt2, eae, eae-y1,0157 rfbE, fliCp; stckE
0157-1103 vtl, vt2, eae, eae-y1,0157 rfbk, fliCy;, stcE
IH2859f eae, bfpA
VTB-198 subA, saa
FV4971 saa
FV168 pCDV432, aaiC, aggR
FV17952 aggR, aaiC
EIEC-26 inv
FV18218 eltA, est
FV18220 est
FV9157 a-hlyA
FV17137 rfb025b, fliCpa
FV9873 afa/draBC
FV10041 chuA, yjaA, TSPE, ibeA, KpsM I, KpsM 11-K2, fimH, fimAvurs, papEF,
iroN, malX, papG IlI, sfa/focDE, cnfl, hlyA, neuC-K1, usp, uidA
FV10042 papG |, kpsM 11-K5, chuA, yjaA, TSPE, KpsM I, KpsM 11-K2, fimH, papEF,
iroN, malX, cnfl, hlyA, neuC-K1, usp, uidA
FV10043 papG I, sat, chuA, yjaA, TSPE, KpsM I, KpsM 11-K2, fimH, papEF, iroN,
malX, cdtB, kpsM I1-K5, sat, usp, uidA
FV10044 YjaA, hlyE, iucD, iutA, traT, tsh, cvaC, iss
FV10045 papG I, sat, YjaA, iucD, iutA, traT, afa/draBC
FV17134 KpsM 111
FV7392a papG |
BLEE
FV9650 blacrxm, blacrxwm-1s , blacrxm grupo 1, blacrx.m grupo 9, blarem
FV9649 blacrxm, blacrxwm-1s , blacrx.m grupo 1, blacrx.m grupo 9, blarem
FV10798 blasuy
FV10794 blaspy
FV17090 fimH, rfbO25b, fliCps, blacrxm, blacrxwv-is
H2397 blacraan
H3066 blach-M14a
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Cepa control

Genes
VARIEDADES VT

FV15144 vtla, vt2a, eae-yl, E-hlyA
FV15145 vtic,vt2b
FV15146 vtid
FV15147 vtla, vt2a, E-hlyA
FV15148 vt2b
FV15149 vt2b, vt2c
FV15150 vt2d
FV15151 vt2e
FV15152 vt2f
FV15153 vt2g
FV10087 eae-ol
FV10091 eae-02
FV10096 eae-pl
FV10098 eae-f2B
FV10101 eae-B3
FV10112 eae-5/k
FV10106 eae-yl
FV10111 eae-9/y2
FV10116 eae-gl
FV10118 eae-€2
FV10121 eae-€3
FV10123 eae-g4
FV10125 eae-{
FV10127 eae-nl/n2
FV10127 eae-nl
FV10129 eae-n2
FV10130 eae-11
FV10133 eae-12
FV10134 eae-\
FV10137 eae-uB
FV10140 eae-vB
B49 eae-¢B
FV10145 eae-o
FV10147 eage-Tt
FvV10149 eae-p
FV10152 eae-0o
FV17090 rfbO25b
LREC-026 wzx-026
LREC-045 wzy-045
LREC-091 wzx-091
LREC-0103 wzx-0103
LREC-0104 wzx-0104
LREC-0111 wzx-0111
LREC-0121 wzy-0121
LREC-0145 wzy-0145
LREC-0146 wzx-0146
LREC-0157 0157 rfbE
LREC-H4 fliChq
LREC-H7 fliCpz
LREC-H11 fliChaz
LREC-H10 fliChio
LREC-H21 fliChas
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3.2. Muestras de alimentos

Se analizaron un total de 1.253 muestras de alimentos, incluidas 950 obtenidas por
muestreo directo en puntos de venta al consumidor en la ciudad de Lugo, 171
procedentes de carnes y 132 procedentes de productos lacteos remitidas por direfentes
entidades al LREC para su analisis antes de la puesta en circulacién con destino al

consumidor.

De forma detallada, las 950 muestras recogidas en puntos de venta, fueron adquiridas
de 24 mercados, supermercados y pequefios establecimientos de la ciudad de Lugo, en
el periodo comprendido entre septiembre 2009 y noviembre 2012. Se recogieron 600

muestras de carne y 350 de productos agricolas (Tabla 35).

e Carne de vacuno: se recogieron 200 muestras de carne de vacuno picada (entre
octubre de 2011 y julio de 2012), 110 de carne picada fresca con un tamafio de
muestreo de 150 g; y 90 de carne picada envasada en atmdsfera modificada, con un

tamafio de muestreo que varié de 200 g a 500 g, segun la presentacion del producto.

e Carne de cerdo: se recogieron 200 muestras de carne de cerdo picada (entre enero de
2011 y junio de 2012), 155 de carne picada fresca con un tamafio de muestreo de 150 g;
y 45 de carne picada envasada en atmdsfera modificada, con un tamafio de muestreo

que varié de 200 g a 500 g, segun la presentacidn del producto.

En el caso de las muestras de carne picada de vacuno y cerdo frescas, el picado se

realizd en el propio establecimiento con la maquina picadora destinada para este fin.

e Carne de ave: se recogieron 200 muestras de pechuga de pollo (entre septiembre de
2009 y diciembre de 2010), 170 de pechugas frescas con un tamafno de muestreo de 200
g aproximadamente; y 30 bandejas de pechugas de pollo envasadas en atmédsfera
modificada, con un tamafio de muestreo que varié de 200 g a 500 g, segun la

presentacién del producto.

e Productos agricolas: se recogieron un total de 350 muestras (entre junio de 2011 y
noviembre 2012) que incluian: 125 ensaladas envasadas listas para el consumo; y 225

verduras y hortalizas variadas en fresco (lechugas, tomates, pepinos, brotes de soja,
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brotes de alfalfa, brécol, pimiento rojo, pimiento verde, endivias, puerros, zanahorias y

cebolletas).

Todos los alimentos se transportaron a 4 °C hasta el laboratorio para su procesamiento,

realizado siempre antes de transcurridas 2 h desde su recogida.

e Las 171 muestras de carne remitidas por entidades externas para el analisis de ECVT,
entre marzo de 2013 y mayo de 2014, llegaron en 33 partidas de 5 submuestras (31
lotes de carne de vacuno y 2 de ovino) y 6 partidas de 1 Unica unidad (carne de vacuno).
En total se analizaron 161 submuestras de carne de vacuno (piezas deshuesadas) y 10 de
carne de ovino (paletas), precintadas y refrigeradas, procedentes de Argentina, Uruguay,

EE.UU., Brasil y Nueva Zelanda para el andlisis de ECVT.

e Por ultimo, los 132 productos lacteos de origen ovino (recibidos entre julio de 2011 vy
noviembre de 2014), provenientes de distintos puntos del proceso de elaboracion de
guesos: 70 cuajadas de la fase de coagulacién, 46 quesos en fase de maduracién (de 100
a 120 dias de curado) y 16 quesos como producto final (7 meses de curado), remitidos

por entidades externas para el analisis de ECVT.

Tabla 35. Relacion de muestras recogidas en distintos puntos de venta de la ciudad de Lugo (2009-2012)

Presentacion

Alimento Origen - — ——————————————
Fresca Envasada ‘

Carne de vacuno Muestreos, Lugo | oct 2011-jul 2012 | 110 (picada) | 90 (picada-atm. modificada)

Carne de cerdo Muestreos, Lugo | ene 2011-Jun 2012 | 155 (picada) | 45 (picada-atm. modificada)

Carne de pollo Muestreos, Lugo | sep 2009-dic 2010 | 170 (picada) | 30 (picada-atm. modificada)

P. agricolas Muestreos, Lugo | jun 2011-nov 2012 225 125 (ensaladas envasadas)

Carne de vacuno Entidades 171 (piezas de’shuesadas-al

externas mar 2013-may 2014 vacio)

Carne de cordero 10 (paletas-al vacio)

! ! /' |

Cuajada N 70

Fase de coagulaciéon

Quesos

Fase de maduracion .

(100-120 dias de Entidades | | 5011-nov 2014 46

curado) externas

Quesos

Producto final 16

(7 meses de curado)
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3.3. Determinacion del nimero mas probable (NMP) de E. coli

Para el recuento del NMP de E. coli por gramo se utilizé el sistema Petrifilm™ Select E. coli
(3M, Petrfilm™ Select E. coli count plates). Este método se basa en que aproximadamente
un 97% de las cepas de E. coli producen B-glucuronidasa, que al reaccionar con un
indicador presente en el medio produce colonias de color verde oscuro o azul verdoso

(Figura 22).

Se trata de un método reconocido internacionalmente (certificado AFNOR N2 3M 01/8-
06/01, ISO 16649-2 E.coli method), y que resulta muy efectivo para el recuento de E. coli

por gramo en alimentos, pero no para el recuento ni la deteccidn de E. coli patégenos.

El procedimiento utilizado es el recomendado por el fabricante:

e Pesar asépticamente 25 g del alimento y afadirlos a 225 ml de agua de peptona
tamponada (APT) en una bolsa estéril de doble filtro. Homogenizar en un Stomacher

durante 90 s constituyendo un dilucion 1:10.

e Levantar la pelicula superior del Petrifilm™ e inocular 1 ml de la dilucién 1/10 de la
muestra problema en el centro de la placa. Posteriormente, bajar la pelicula cuidadosa y
lentamente para evitar la formacién de burbujas y presionar ligeramente con el aplicador

para distribuir uniformemente la muestra en la superficie de la placa.

e Incubar a 44 °C durante 24 h.
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Figura 22. Placas Petrifilm™ Select E. coli 3M

e Contar las colonias de color azul verdoso (Figura 22).

e Confirmar las colonias como E. coli mediante identificacion bioquimica (API®10,

Biomérieux).
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e Confirmadas las colonias como E. coli se hace el célculo del NMP, multiplicando el

numero de colonias confirmadas por el factor de dilucion.

En los casos en los que no ha habido crecimiento de colonias, el NMP de E. coli sera
considerado como <10 E. coli por gramo de alimento, en ningln caso como cero, ya que

no podemos garantizar la ausencia absoluta de colonias de E. coli por gramo de alimento.

3.4. Deteccidn de cepas de E. coli diarreagénicas, ST131 y productoras de
BLEE

En la Tabla 36 se esquematiza el protocolo seguido para la deteccion de E. coli
diarreagénicos en las muestras de alimentos. Este protocolo incluye dos métodos, el
método A desarrollado especificamente para la deteccién del ECVT 0157 y el método B,
disefiado para la deteccion de las distintas cepas de E. coli diarreagénicas, del grupo clonal

ST131 vy productoras de BLEE.

Tabla 36. Protocolo utilizado para la deteccion de ECVT, otras categorias de E. coli diarreagénicos y de
cepas ST131 y productoras de BLEE

METODO B
Deteccién de ECVT 0157 y no 0157, otras categorias de E.

METODO A
Deteccién de ECVT 0157

coli diarreagénicos y cepas ST131 y productoras de BLEE

25 g de alimento 25 g de alimento

225 ml de APTvcc—37°C/6 h 225 ml de APT—37 °C/6 h*

Separaciéon Inmunomagnética (SIM) 1 ml a 9 ml de caldo MacConkey

Dynabeads anti- E. coli 0157 37°C/18 hy 44 °C/18 h (por duplicado)
Aislamiento en:

Aislamiento después de la SIM en: (B-3) agar MACL - 37 °C/18 h

(A-1) agar MACSTC- 37 °C/18 h (B-4) agar MACSTC — 37 °C/18 h

(A-2) agar MACS-37°C/18 h (B-5) agar MACL — 44 °C/18 h

(B-6) agar MACSTC—44 °C/18 h

PCR del crecimiento confluente para la deteccion de los
genes vtl y vt2 y los genes especificos de ECEPt y ECEPa
(eae, bfpA), asi como para los genes de cepas de E. coli
productoras de BLEE (blacrx.m Y blasuy) y el gen que codifica
para el antigeno 025b (rfbO25b) asociado al clon ST131 (B-
3, B-4, B-5 y B-6). Deteccion de genes especificos de otras
categorias de E. coli diarreagénicos (B-3 y B-5)

PCR del crecimiento confluente en MACSTC y MACS para
la deteccidn de los genes codificadores de verotoxinas (vt1
y vt2), la intimina especifica de ECVT 0157 (eae-y1) y los
antigenos 0157 y H7

En caso de PCR" para alguno de los genes buscados: En caso de PCR" para alguno de los genes seleccionados,
Seleccionar 10 colonias sorbitol negativas y analizarlas | seleccionar 50 colonias y hacer la PCR conjuntamente en
individualmente mediante PCR para los genes que|grupos de 10 colonias. A continuacidn, repetir la PCR
codifican para (VT1, VT2, 0157, H7 y la intimina y1). individualmente en los grupos positivos.

Determinacién del serotipo O:H de las cepas ECVT, ECEA,
ECEPt, ECEPa, ECET, ECEI, O25b (ST131) y productoras de
BLEE localizadas.

En caso de PCR" para los genes buscados, confirmar para
los antigenos 0157 y H7 mediante serotipado

*Continuar la incubacién de los cultivos de APT sin antibidticos hasta las 18-24 h. A continuacion, realizar el analisis por
PCR para la deteccién de genes asociados a ECVT (vt1, vt2, eae, wzx-0104, 0157 rfbE), a ECEA (aaiC, aggR, pCDV432)y a
ECEP (eae, bfpA). En caso de PCR" para alguno de los genes buscados, realizar un aislamiento en MACL y MACSTC seguir
con los pasos de los protocolos B-3 y B-4.
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Los medios de cultivo utilizados fueron:
e Agua de peptona tamponada sin antibidtico (APT) (Cultimed).
e Agua de peptona tamponada con vancomicina, cefixima y cefsulodin (APTvcc).
e Agar MacConkey sorbitol (MACS) (Oxoid).
e Agar MacConkey sorbitol con telurito y cefixima (MACSTC) (Oxoid).
e Agar MacConkey lactosa (MACL) (Oxoid).
e Tryptone soy agar (TSA) (Oxoid)
e Caldo MacConkey (PURPLE) (Oxoid).

3.4.1. Separacion inmunomagnética (SIM) para la captura del antigeno
0157

En el Método A para la deteccidn especifica del ECVT 0157 de nuestro protocolo (Tabla

36) se incluyd la técnica de la SIM para la captura del antigeno 0157.

Las Dynabeads® utilizadas en la SIM son perlas de polimero de tamafio uniforme que
exhiben propiedades magnéticas solo cuando estan dentro de un campo magnético y no
muestran magnetismo residual al retirarlas del mismo. Cuando las agregamos a una
suspension heterogénea, las Dynabeads® se unirdn al blanco (células, acidos nucleicos,
proteinas u otras biomoléculas). Esta interaccidon estad basada en la afinidad especifica
del ligando sobre la superficie de las Dynabeads®. El complejo resultante puede ser
separado de la suspensidn usando un iman (MPC, Magnetic Particle Concentrator). Los
complejos se unen a la superficie del tubo cercana al imdan y asi el sobrenadante puede

ser eliminado con una pipeta.

La SIM para la captura del antigeno 0157 (Dynabeads® anti-E. coli 0157, Life
Technologies™) emplea perlas tapizadas con anticuerpos anti-O157 que se unen
especificamente al antigeno 0157 de E. coli. Dichas perlas se afiaden a la muestra
problema (heces de pacientes o de portadores, alimentos responsables de la

toxiinfeccidn alimentaria, etc.) que se ha preincubado previamente.

El procedimiento empleado en la SIM fue el recomendado por el fabricante, basado en

el originalmente descrito por Chapman y colaboradores (1994):

e Pesar asépticamente 25 g del alimento y afadirselos a 225 ml de APT (Cultimed) con
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vancomicina (8 mg/l), cefixima (0,05 mg/l) y cefsulodin (10 mg/l). Estos antibidticos
inhiben el crecimiento de gram positivos, aeromonas y Proteus, respectivamente.

Incubar (6 h/37 °C).

e Retirar la banda magnética del concentrador magnético de particulas (Dynal MPC®-S,
Dynal®), colocar tantos viales eppendorf como muestras problema y pipetear 20 ul de

Dynabeads anti-E. coli 0157 en cada tubo.

e Homogeneizar el caldo de preenriquecimiento inoculado con la muestra. Pipetear 1 ml
de la suspensién, afiadirlo al tubo eppendorf con los 20 pl de Dynabeads® e incubar en

agitacion (60 min/temperatura ambiente).

e Insertar la banda magnética en el MPC y esperar 5 min. Las particulas magnéticas
guedardn unidas a la pared en la que se localizan los imanes. Eliminar la suspension,

aspirando lentamente con una pipeta Pasteur. Retirar la banda magnética.

e Afiadir 1 ml de PBS-tween (PBS con 0,002% de Tween 20, Sigma). Invertir el MPC dos o
tres veces para homogeneizar la suspension. Insertar la banda magnética, esperar 3 min
y retirar la suspension. Repetir este lavado dos veces mas y resuspender el complejo

bacterias-particulas en 30 pul de PBS-tween.

e Afadir 15 pl de la suspensidn a una placa de MACS y los restantes 15 pl a otra placa de

agar MACSTC. Aislar e incubar (37 °C/18 h) (Figura 23).

Figura 23. Crecimiento en agar MacConkey sorbitol antes y después de realizar la SIM con una muestra
fecal de un paciente con SUH. En la placa de la izquierda pueden apreciarse las tipicas colonias de E. coli
Sorbitol (+) de color rosa intenso. En la placa de la derecha puede observarse como la SIM ha permitido
poner de manifiesto la presencia en la muestra de colonias de E. coli 0157 Sorbitol (-) de color rosa palido
que al estar presentes en una concentracion muy baja no se hubiesen podido detectar sin esta técnica
inmunoldgica (Blanco JE et al. 2004)

120



MATERIAL Y METODOS

3.4.2. PCR convencional

La presencia de cepas de E. coli portadoras de genes de virulencia de los diferentes
patotipos de E. coli diarreagénicos y de ExPEC, y de genes que codifican para el
antigenos 025b y enzimas BLEE, asi como su caracterizacién, se determind mediante
reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction, PCR), utilizando
primers (cebadores) especificos (Tabla 37 a Tabla 45). En todas las reacciones de PCR se

incluyeron cepas control de los genes diana (Tabla 34).

EXTRACCION DEL ADN
A. A partir de las muestras de alimentos
El protocolo de procesado de las muestras de alimentos para obtener el aislamiento

bacteriano figura en la Tabla 36.

e Recoger con un asa estéril el crecimiento aproximado de 1/6 de la zona de
crecimiento confluente de la placa de cultivo, y suspenderlo en 300 pl de agua

bidestilada estéril contenidos en un tubo eppendorf.
e Calentar la suspensién (100 °C/3-5 min).
e Centrifugar la suspension calentada (11.000 rpm/2 min).

e Tomar 10 pl del sobrenadante y diluirlos con 90 ul de agua bidestilada estéril,

constituyendo una dilucién 1:10.
e De la dilucién 1:10, recoger 7 pl de ADN para la prueba.
B. A partir de cultivos puros
e Sembrar la cepa problema o reaislar 1 colonia en TSA e incubar (37 °C/18 h).

e Recoger con un asa estéril el crecimiento equivalente a 1 o 2 colonias y
suspender en 300 ul de agua bidestilada estéril contenidos en un tubo

eppendorf.
e Calentar la suspension 100 °C/3-5 min.
e Centrifugar la suspension calentada (11.000 rpm/2 min).

¢ Del sobrenadante se toman 7 pul para la prueba.
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MEZCLAS DE REACCION
La mezcla de reaccidn se prepara para un volumen final de 30 pl. Contiene:

e El ADN extraido de la muestra problema (7 pl).
e Los primers especificos (0,2-0,5 uM)

¢ Buffer coloreado 5X My Tag™ Red Reaction Buffer (Bioline) (6 pl), que incluye:
dNTps, Tris HCl 10 mM (pH 8,8), Cl,Mg 1,5 mM, CIK 50 mM.

e 1 unidad de polimerasa (MyTaq™ DNA polymerase, BIOLINE) (0,2 pl).

e Agua bidestilada estéril hasta completar los 30 pl del volumen final.

AMPLIFICACION
La amplificacion se llevé a cabo en termocicladores (modelo 2720 Thermal Cycler,
Applied Biosystems). Las mezclas de reaccién fueron sometidas a:

e Desnaturalizacion inicial (94 °C/3 min).

e Seguida de 35 ciclos de 94 °C/1 min (desnaturalizacién), T2 de hibridacién/40 s

(acoplamiento de la polimerasa) y 72 °C/2 min (polimerizacion).

e Polimerizacion final 72 °C/3min.

REVELADO DE LOS RESULTADOS

Los productos amplificados en las pruebas de PCR se visualizaron mediante
electroforesis en gel de agarosa (Seakem® LE agarose, Lonza) al 2% en tampdn TBE (89
mM Tris, 89 mM acido bérico, 2,5 mM EDTA), cargando en cada pocillo 12 pl de muestra
amplificada. En todos los casos se incluyeron cepas control positivas y negativas.
Alternativamente, se incluyd un marcador de pesos moleculares, el ADN del
bacteriéfago ¢X174 cortado con Haelll (fragmentos de 1353, 1078, 872, 603, 310, 281,
271,234,194, 118 y 72 pares de bases) (Promega).

La electroforesis se realizd con fuentes y cubetas de electroforesis de Bio-Rad. El voltaje
aplicado a los geles fue de 130 V durante 20-40 min, dependiendo del tamafio del gel.
Los geles de agarosa se tifieron en un bafio con bromuro de etidio (10 pug/ml) (Merck) y

se observaron bajo luz ultravioleta (transiluminador modelo 2010 Macrovue, LKB).
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Tabla 37. Primers utilizados en la PCR para la deteccion y caracterizacion de los distintos patotipos de E.
coli diarreagénicos

Tamaiio

Patotipo Primers Secuencia nucleotidica (5- 3°) (pb) hibridacién °C Referencia
VT1-F TCGCTGAATGTCATTCGCTCTGC
ECVT st 539 55 Mora et al.
VT1-R TCAGCAGTCATTACATAAGAAC 2011b
VT2-F1 TTTCTTCGGTATCCTATTCCC
ECVT stx, VT2-F2 TGTCTTCAGCATCTTATGCAG 358 55 M%ali"' :
Vt2-R CTGCTGTCCGTTGTCATGGAA
SUbHCDF | TATGGCTTCCCTCATTGC Paton y
ECVT SubA 556 64
SubSCDR TATAGCTGTTGCTTCTGACG Paton, 2005
stcE-Fw GGCTCCGGAGGTGGGGGAAT
ECVT stcE 399 64 Bustamante
stcE-Rv GAAGCCGGTGGAGGAACGGC etal 2011
hlyA-1 GGTGCAGCAGAAAAAGTTGTAG i
ECVT | E-hiyA y 1551 60-62 Schmidt et
hlyA-4 TCTCGCCTGATAGTGTTTGGTA al. 1995a
Saa-C CAGATGCTGCTACAGTTGGCCA Paton y
ECVT saa 790 64-66
Saa-DR ATGGACATGCCTGTGGCAAC Paton, 2002
ECVT EAE-V3F CATTGATCAGGATTTTTCTGGT Mora et al.
eae 510 55
ECEP EAE-MBR TCCAGAATAATATTGTTATTACG 2011b
EP1 AATGGTGCTTGCGCTTGCTGC
ECEPt bfp 326 55 Gunzburg et
EP2 GCCGCTTTATCCAACCTGGTA al. 1995
Ell GCTGGAAAAACTCAGTGCCT i
ECEI inv 424 55 Tornieporth
EI2 CCAGTCCGTAAATTCATTCT et al. 1995
CVD432/start | CTGGCGAAAGACTGTATCAT i
ECEA pCDV432 P / 630 60 Schmidt et
pCVD432/stop | CAATGTATAGAAATCCGCTGTT al. 1995b
aaiC-F TGGTGACTACTTTGATGGACATTGT i
ECEA aaiC - 313 62 Boisen et al.
aaiC-R GACACTCTCTTCTGGGGTAAACGA 2012
aggR-F GCAATCAGATTAARCAGCGATACA i
ECEA aggR 88 426 62 Boisen et al.
aggR-R CATTCTTGATTGCATAAGGATCTGG 2012
LT-A-1 GGCGACAGATTATACCGTGC
ECET eltA 696 55 Schultsz et
LT-A-2 CCGAATTCTGTTATATATGTC al. 1994
STa-A A ATTTCTGTATTGTCTTT
ECET est 176 48 Penteado et
STh-B GGATTACAACACAGTTCACAGCAGT al. 2002

Tabla 38. Primers utilizados en la PCR para la deteccion y caracterizacion de los E. coli extraintestinales

Tamaiio T2 de
(pb) hibridacién °C

Nombre

SHa Referencia

Primers ‘ Secuencia nucleotidica (5°- 3")

) fimH f TGCAGAACGGATAAGCCGTGG Johnson vy Stell,
fimH - 508 66
fimHr | GCAGTCACCTGCCCTCCGGTA 2000
fimA201 | TCTGGCTGATACTACACC - i
fimAvurrs - 266 52 Marc y Dho-Moulin,
fimA215 | ACTTTAGGATGAGTACTG 1996
PapEFf | GCAACAGCAACGCTGGTTGCATCAT Yamamoto et al.
papEF 336 64
PapEFr | AGAGAGAGCCACTCTTATACGGACA 1995
Pap-I f TTAGCTGGATGGCACAATG
papG | 335 54 Mora et al. 2013
Pap-I r TTGTCCATGTATCCCATTCAT
Pap-lIf | GGGCATTGCTACGGTAACCTG
papG Il 545 54 Mora et al. 2013
Pap-llr | CGCTATTAATAGACAGATCACC
Pap-lll f | CGGCAACTTTAAGCTATGTG
papG Il 720 56 Mora et al. 2013
Pap-lllr | TGTACCATCTCATCGTTGTCTC
sfal CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC
sfa/focDE 410 64 Le Bouguenec et al.
sfa2 CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA 1992
afal GCTGGGCAGCAAACTGATAACTCTC
afa/draBC 750 58 Le Bouguenec et al.
afa2 CATCAAGCTGTTTGTTCGTCCGCCG 1992
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. . o " o Tamaiio 2 de .
Primers Secuencia nucleotidica (5°- 3") (pb) hibridacién °C Referencia

cnfl-f2 CAGGAGGTACTTAGCAGCGT

cnfl 468 50 Mora et al. 2013
cnfl-rc | TAA GGGTTTGTATC

cdt-s1 GAAAGTAAATGGAATATAAATGTCCG
cdt-as1 | AAATCACCAAGAATCATCCAGTTA
cdtB 466 58 Téth et al. 2003
cdt-s2 GAAAATAAATGGAACACACATGTCCG
cdt-as2 | AAATCTCCTGCAATCATCCAGTTA

SatF GCAGCTACCGCAATAGGAGGT

sat 937 58 Johnson et al. 2003b
SatR CATTCAGAGTACCGGGGCCTA
hly f AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT
hiyA \ 1177 58 Yamamoto et al.
hly r ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA 1995
. Aer f TACCGGATTGTCATATGCAGACCGT Yamamoto et al.
iucD 602 60
Aerr AATATCTTCCTCCAGTCCGGAGAAG 1995
. Ironec-f | AAGTCAAAGCAGGGGTTGCCCG
iroN 665 54 Johnson et al. 2000
Ironec-r | GACGCCGACATTAAGACGCAG
a Kpsll GCGCATTTGCTGATACTGTTG
kpsM 11 272 56 Johnson y Stell 2000
Kpsll r CATCCAGACGATAAGCATGAGCA
kpsM - Kpsll f GCGCATTTGCTGATACTGTTG 570 56 Johnson y O'bryan’
K2 Kpsll-K2r | AGGTAGTTCAGACTCACACCT 2004
kpsM 1I- K5-f CAGTATCAGCAATCGTTCTGTA
a 159 56 Johnson y Stell 2000
K5 Kpsll r CATCCAGACGATAAGCATGAGCA
a neul AGGTGAAAAGCCTGGTAGTGTG Moulin-Schouleur et
neuC-K1 676 52
neu2 GGTGGTACATCCCGGGATGTC al. 2006
Kpslll f TCCTCTTGCTACTATTCCCCCT
kpsM 1l 392 56 Johnson y Stell 2000

Kpslil r AGGCGTATCCATCCCTCCTAAC
ColV-Cf | CACACACAAACGGGAGCTGTT

cvaC 680 55 Johnson y Stell 2000
ColV-Cr | CTTCCCGCAGCATAGTTCCAT
is-f CAGCAACCCGAACCACTTGATG Rodriguez-Siek et al.
iss 323 66
is-r AGCATTGCCAGAGCGGCAGAA 2005
TraT f GGTGTGGTGCGATGAGCACAG
traT 290 66 Johnson y Stell 2000

TraTr CACGGTTCAGCCATCCCTGAG

. ibel0 f AGGCAGGTGTGCGCCGCGTAC
ibeA - 170 52 Johnson y Stell 2000
ibelOr TGGTGCTCCGGCAAACCATGC

malX MALX-F | GCATGAGCAGTGCGATACATCGC
(PAI) MALX-R | AGGGCTGGGAAGTGGTTTAGCC

usp-f ACATTCACGGCAAGCCTCAG
usp 440 66 Bauer et al. 2002
usp-r AGCGAGTTCCTGGTGAAAGC

aer-851f | GGCTGGACATCATGGGAACTGG
jutA 301 58-62 Johnson et al. 1997
aer-1152r | CGTCGGGAACGGGTAGAATCG

tsh03 GGTGGTGCACTGGAGTGG
tsh 640 64 Dozois et al. 2000
tsh15 AGTCCAGCGTGATAGTGG

828 56 Mora et al. 2013

®Ver Tabla 39

Tabla 39.Determinacion del tipo de capsula en base a los resultados de PCR para los genes kpsM Il, neuC-
K1, kpsM 11-K2 y kpsM I11-K5

Tipo de Genes

capsula kpsM 11 neuC-K1 kpsM 11-K2 kpsM 11-K5
kpsM II-K1 + + + -
kpsM 11-K2 + - + -
kpsM I1I-K5 + - + +
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Tabla 40. Primers utilizados para la deteccion y tipificacion de los distintos tipos y subtipos de intiminas

Variedades gen

Primers ‘ Secuencia nucleotidica (5°- 3") Ta(r:s)no T2 de hibridacién °C Referencia

eae
cooad EAE-FB | AAAACCGCGGAGATGACTTC 820 o Blanco J.E.et
EAE-A | CACTCTTCGCATCTTGAGCT al. 2004
IH2498aF | AGACCTTAGGTACATTAAGTAAGC Blanco J.E.et
ege-a2 517 60
IH2498aR | TCCTGAGAAGAGGGTAATC al. 2004
cae-p1 BIF | CACAATTAATGCACCGGGT a1 o Blanco M.et
BIR | GCTTGATACACCTGATGACT al. 2006b
B2F | TGAAGGGGGGAACCCCTGTG Blanco et al.
eae-p28 B2R | TTTCTTTTGACTGTGCTAAAGC 564 62 2006b
R EAE-FN | CAGGTCGTCGTGTCTGCTAAAAC LREC, sin
eae-5/« EAE-DB | ATATGTCATCCGATTAAT 669 >0 publicar
cae-p3 42584F | AAGCGGATAACGCTGATACC 950 5 LREC, sin
EAE-RB2 | ATATTTATTAGCAGCTCCCCA publicar
caeyt EAE-FB | AMMACCGCGGAGATGACTTC 504 o Blanco J.E.et
EAE-C1 | AGAACGCTGCTCACTAGATGTC al. 2004
. EAE-C2F | AGAACGTTACTGGTGACTTA Blanco et al.
eae-6/y2 EAE-C2R | CTGATATTTTATCAGCTTCA 414 >8 2006b
covel EAE-FB | AAAACCGCGGAGATGACTTC 23 . Blanco J.E.et
EAE-LP5 | AGCTCACTCGTAGATGACGGCAAGCG al. 2004
ce-uR/e2 EAE-E2F | AATACAGAAGTTAAGGCAT 278 o Blanco et al.
EAE-E2R | ACGACCACTATTCATTTC 2006b
caecs EAE-FN | CAGGTCGTCGTGTCTGCTAAAAC a3 o LREC, sin
31923R | CTCATAACGATTAGCTGCC publicar
37159F | GGCATAGAAGCTATTACC LREC, sin
eae-e4 EAE-RB3 | ATAACTATTGGCAGCGCCCCA 91 >0 publicar
caet Z1 | GGTAAGCCGTTATCTGCC 206 I, Blanco J.E.et
72 | ATAGCAAGTGGGGTGAAG al. 2004
cae-ni/n2 EAE-FB | AMACCGCGGAGATGACTTC 202 o Blanco et al.
ETA-B | TAAGCGACCACTATTCGTG 2006b
caent ETA-FN | CGCTTTGTTTAATGCCGATAAA 210 . Blanco et al.
ETA-RN | GACTGCGTAATGCACTG 2006b
ETA2-F1 | TGCTTTGTTTAATTCTGATAAG LREC, sin
eae-n2 ETA2-R1 | GGCTACGTAATGAACTA 410 52 publicar
EAE-FB | AAAACCGCGGAGATGACTTC Blanco et al.
eage-11 651 55
IOTA-B | GTCATATTTAACTTTTACACTA 2006b
lota2-F | CTGGTAAAGCGATAGTCAAAC Blanco et al.
eage-12 936 58
lota2-R | GCGTTTTTGAAGAAACATTTTGC 2006b
68.4F | ATGTAACGTTTTTAACAACTGC LREC, sin
eae-\ 389 55 ’
68.4R | TACAACCTTAATAACAGCCTC publicar
cae-yB EAE-FN | CAGGTCGTCGTGTCTGCTAAAAC 10 o LREC, sin
MICRA2 | TGTGAGGATGGCAGAGAGCC publicar
IH1229aF | CACAGCTTACAATTGATAACA Blanco J.E.et
eae-vB 311 60
IH1229aR | CTCACTATAAGTCATACGACT al. 2004
EAE-FN | CAGGTCGTCGTGTCTGCTAAAAC LREC, sin
eae-¢B 739 64 .
B49RN | ACTCATTCGTAGATAGCGGTAAACGG publicar
cooo H2997fF | AGCGTTAGCAATGCCGCAGTTGAT 1 o Blanco et al.
IH2997fR | CAACGGTAATTGTTGTTTCC 2006b
. 1015F | GAACTTTGGTAAGTTGGAT 79 o LREC, sin
1015R | CAGCAGAGCTATAGATTT publicar
caeo 4794F | TAACAACAGGGAACGACGGACGC 302 . LREC, sin
4794R | TAGTCCTGTAGTTGACTCCACG publicar
cooo Sigma-F | GCTCAAGCACAAACTGCAAT 615 5 LREC, sin
Sigma-R | CTACATTAACATCAGAAC publicar
Pprimers EAE-FBN | CAGGTCGTCGTGTCTGCTAAAAC 1195 o LREC, sin
empleados para la | FAE-R11 | TCTTCGGAGGGTTTTTTATT publicar
secuenciacién de | EAE-FBN | CAGGTCGTCGTGTCTGCTAAAAC LREC.sin
laregion variable | p)r p15 | CCAGACGAATATATACATATTC 1181 = publicar
del gen eae

°Debido a que las secuencias nucleotidicas de las variedades (y2 y 8) y (8 y k ) son casi idénticas (99% y 98% homologia en la
region variable, respectivamente), es necesario realizar su diferenciacién mediante secuenciacion o
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Tabla 41. Primers utilizados para la identificacién de las distintas variedades de VT (EU-RL ,2013b).

IESHEREEEE i . e Tamaio T2 de ]

Vixla-F1 CCTTTCCAGGTACAACAGCGGTT

vila Vtxla-R2 GGAAACTCATCAGATGCCATTCTGG 478 62

vilc Vixlc-F1 CCTTTCCTGGTACAACTGCGGTT 252 62
Vix1c-R1 CAAGTGTTGTACGAAATCCCCTCTGA

Vix1d-F1 CAGTTAATGCGATTGCTAAGGAGTTTACC

vld Vixld-R1L | CTCTTCCTCTGGTTCTAACCCCATGATA 203 62
F4 GGCACTGTCTGAAACTGCTCCTGT 627
viof R1 ATTAAACTGCACTTCAGCAAATCC o
Fa-f CGCTGTCTGAGGCATCTCCGCT 625
Rl-e/f | TAAACTTCACCTGGGCAAAGCC
Vtx2a-F2 | GCGATACTGRGBACTGTGGCC
vi2a Vtx2a-R3 | CCGKCAACCTTCACTGTAAATGTG 349 62
Vtx2a-R2 | GGCCACCTTCACTGTGAATGTG 347
Vtx2b-F1 | AAATATGAAGAAGATATTTGTAGCGGC Scheutz et al.
vi2b 251 62 2012

Vtx2b-R1 CAGCAAATCCTGAACCTGACG
vize Vix2c-F1 GAAAGTCACAG ATATACAACGGGTA 177 62
Vtx2c-R2 CCGGCCACYTTTACTGTGAATGTA

Vitx2d-F1 AAARTCACAGTCTTTATATACAACGGGTG

d Vtx2d-R1 TTYCCGGCCACTTTTACTGTG 179
vi2 Vtx2d-R2 GCCTGATGCACAGGTACTGGAC 235 62
Vtx2d-055-R | TCAACCGAGCACTTTGCAGTAG 280
Vix2e-F1 CGGAGTATCGGGGAGAGGC
vt2e 411 62

Vtx2e-R2 CTTCCTGACACCTTCACAGTAAAGGT
Vtx2f-F1 TGGGCGTCATTCACTGGTTG

ve2f Vtx2f-R1 TAATGGCCGCCCTGTCTCC 424 62
Vix2g-F1 CACCGGGTAGTTATATTTCTGTGGATATC

Vix2g-R1 GATGGCAATTCAGAATAACCGCT

vt2g 573 62

Tabla 42. Primers utilizados para la deteccion y tipificacion de E. coli productoras de BLEE

. . o . o Tamaiio T2 de .
Gen Primers Secuencia nucleotidica (? -3')  (pb) hibridacién °C Referencia

blacan CTX-C3 ATGTGCAGCACCAGTAAAGTGATG 542 58 Mora et al.
CTX-C4 ACCGCGATATCGTTGGTGGTGCC 2013
blacrym M13U GGTTAAAAAATCACTGCGTC 363 52 Saladin et al.
grupo 1 M13L TTGGTGACGATTTTAGCCGC 2002
blacrxm °CTX-15-F1 GAAGCTAATAAAAAACACACGTGG 1044- Mora et al.
grupo 1 °CTX-15-R GTATGCGCAAGCGCAGGTGG 1123 >2 2013
blacrxm °CTX-M9-F GTGACAAAGAGAGTGCAACGG 856 56 Simarro et al.
grupo 9 °CTX-M9-R ATGATTCTCGCCGCTGAAGCC 2000
blacrm °CTX-M9-14-14B-24F | GAATACTGATGTAACACGGA 998 " LREC, sin
grupo 9 °CTX-M9-R AGCTGAAGATGTATATCAAG publicar
blacrxm °CTX-M9-14-14B-24-F | GAATACTGATGTAACACGGA LREC, sin
grupo 9 °CTX-M14-24-R CTGCGTTGTCGGGAAGATACG 989 2 publicar
blacrxm °CTX-M9-14B-F CCTATACCCGAGGCGCGACAG 1059 a LREC, sin
grupo 9 °CTX-M9-R AGCTGAAGATGTATATCAAG publicar
blacrm °CTX-M14-24-F CTAAATTCTTCGTGAAATAGTG 1049 " LREC, sin
grupo 9 °CTX-M14-24-R CTGCGTTGTCGGGAAGATACG publicar
blacrxmis CTX-M-F1 ATAAAACCGGCAGCGGTG 483 55 Leflon-Guibout
extremo 3’ CTX-M-F2 GAATTTTGACGATCGGGG et al. 2004
blags SHV-F2 TTGTCGCTTCTTTACTCGCC 879 58 Mora et al.
SHV-R2 CCCGGCGATTTGCTGATTTCGC 2013
bidan, :SHV-l GGGTTATTCTTATTTGTCGC 930 a8 Rasheed et al.
SHV-2 TTAGCGTTGCCAGTGCTC 1997
bl “TEM-1-F ATGAGTATTCAACATTTCCG 368 50 Rasheed et al.
*TEM-1-R CTGACAGTTACCAATGCTTA 1997
°Primers utilizados para PCR y secuenciacién
°Primers utilizados para la secuenciacion

126



MATERIAL Y METODOS

Tabla 43. Primers utilizados para la tipificacién del antigeno O
Tamaiio

Primers Secuencia nucleotidica (5°- 3°) (pb) T2 de hibridacion °C Referencia

rfb.1bis.f | ATACCGACGACGCCGATCTG
rfbO25b 02501 | TGCTATTCATTATGCGCAGC 300 55 Clermont et al. 2008

026F | TTTTATCTGGCGTGCTATCG
wzx026 I eR | CGGGGTTGCTATAGACTGAA 247 >8
w2y-045-F | TACGATTTCACAAGCTTCCA
w2y-045-R | TGCAATCGCATAAGGAAATA
wzx-091-F | CATGCTGCTCATTCTTCTCA
w091 - 091-R | TGGAGTTTGCAACAAACAAA 134 58

wzx- wzx-0103-F | GGGCTTGTATTGTTGTACCG

wzy-045 254 48

Lin et al. 2011

0103 | wzx-0103-R | AGTGGCAAACAGCCAACTAC 169 %8
wzx- | wax-0104-F | CGTTTAGCCGGAAATGAGAA

M 1. 2011
0104 | wzx-0104-R | TGAAACGACACCACTTATTGC 630 >8 oraetal. 2011b
wzx- | wax-O111-F | CAATCCAATTTGCATCTTCA )38 48
0111 | wzx-O111-R | ACCGCAAATGCGATAATAAC
wzy- | wzy-O121-F | TGGATGGCATTCCTCAGTAT .
0121 | wzy-O121-R | AGCAAGCCAAAACACTCAAC 254 %8 Lin et al. 2011
wzy- | wzy-O145-F | TGTTCCTGTCTGTTGCTTCA »o1 .
0145 | wzy-0145R | ATCGCTGAATAAGCACCACT
wzx- | wax-0146-F | AGGGTGACCATCAACACACTTGGA ,
0146 | wzx-0146-R | AGTTCAATACTGTCGCAGCTCCTC 640 48 Liu et al. 2007
0157 | OI57-AF | AAGATTGCGCTGAAGCCTTTG 457 o Desmarchelier et al.
rfbE 0157-AR | CATTGGCATCGTGTGGACAG 1998

Tabla 44. Primers utilizados para la tipificacion del antigeno H
Tamaiio T2 de hibridacion

Primers Secuencia nucleotidica (5°- 3°) Referencia

. fliC-H4-F | GCAGCGTATTCGTGAACTGA
fliCpy - 713 66 Mora et al. 2011b
fliC-H4-R | GCTGGATAATCTGCGCTTTC

. flicH7-F | GCGCTGTCGAGTTCTATCGAGC
fliCpy - 625 55 Gannon et al. 1997
flicH7-R | CAACGGTGACTTTATCGCCATTCC

fliCRH11-1 | ACTGTTAACGTAGATAGC
fliCh1z - 248 54 Durso et al. 2005
fliCRH11-2 | TCAATTTCTGCAGAATATAC

_ flic-H19-F | AATGACCATCACTTCTGC ] ]
fliChio - 338 58 LREC, sin publicar
flic-H10-R | GGTCTGTGATTGCGCCGC

. H21-F GGCGATTGCTAACCG TA i X
fliCpzs 549-556 58 LREC, sin publicar
H21-R CGTAAGTGAACCATCCGCAG

La determinacién de los grupos filogenéticos A, B1, B2 y D se llevd a cabo siguiendo el
método descrito por Clermont y colaboradores (2000) (Tabla 46). Utilizando para ello,

los primers citados en la Tabla 45.

Tabla 45. Primers utilizados para la identificacion de los grupos filogenéticos

Gen/fragmento . . o . . | Tamaiio a L .
de ADN Primer Secuencia nucleotidica (5°- 3°) (pb) T2 de hibridacién °C Referencia

ChuA.1 GACGAACCAACGGTCAGGAT
chuA 279 62
ChuA.2 TGCCGCCAGTACCAAAGACA
) YjaA.1 TGAAGTGTCAGGAGACGCTG Clermont et
yjaA 211 54
YjaA.2 ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC al. 2000
TspE4.C2.1 | GAGTAATGTCGGGGCATTCA
TSPE4.C2 152 54
TspE4.C2.2 | CGCGCCAACAAAGTATTACG
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Tabla 46. Grupo filogenético asignado en base a los resultados de PCR para los genes chuAy yjaA, y el
fragmento TSPE4.C2

Grupo filogenético chuA yjaA TSPE4.C2
A - +/- -
B1 - +/- +
B2 + + +/-
D + - +/-

3.4.3. Secuenciacion

La secuenciacién de fragmentos de ADN se empled para el tipado de las enzimas
producidas por las cepas BLEE y de algunas intiminas, asi como para el clonotipado. Se
llevdé a cabo en la “Plataforma de Secuenciaciéon e Xendmica Funcional” del
departamento de Xenética de la Facultade de Veterinaria del campus de Lugo (USC),
mediante el método Sanger. El equipo empleado con este fin fue un analizador genético
ABlI 3100 (Applied Biosystems) con los reactivos BigDye Terminador v3.1 cycle
sequencing kit. Los primers utilizados para la secuenciacién se listan en la Tabla 40,

Tabla 42 y Tabla 47.

3.4.4. PCR en tiempo Real (RT-PCR)

La PCR en tiempo real (RT-PCR) o PCR cuantitativa (QPCR) es una modificacion de la PCR
convencional que se utiliza para amplificar y detectar una regidn especifica de ADN vy
cuantificar los productos resultantes al mismo tiempo que se desarrolla la reaccidn. Esto
es posible gracias a que los termocicladores disefados para RT-PCR, incorporan un lector
de fluorescencia que permite conocer la cantidad de ADN sintetizado en el mismo
momento en que la muestra emite la sefial fluorescente, ya que la emisiéon de
fluorescencia producida en la reaccidn es proporcional a la cantidad de copias de ADN

formado (Fonseca et al. 2010).

La fluorescencia evaluada es la que se produce durante la fase de crecimiento
exponencial y el ciclo de PCR en el que se produce se denomina Ct (Threshold cycle)
(Figura 24). Este valor esta relacionado con la cantidad de ADN de partida y sera menor
cuanto mayor sea la sefial de fluorescencia, es decir, cuantas mas copias haya del ADN

diana.
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Figura 24. Esquema de una curva de amplificacidon en una reaccion de RT-PCR (Applied Biosystems —
Relative Quantification Getting Started Guide for 7000 v1.1 27)

Los ensayos en los que se analizan secuencias especificas mediante RT-PCR, usan sondas
marcadas con fluorocromos. Para la realizacidon de este trabajo se ha utilizado la sonda
de hidrélisis TagMan®, que es un oligonucleétido marcado con dos fluorocromos en sus
extremos y que es capaz de hibridar en regiones internas y especificas de la secuencia de

ADN diana.

El fluorocromo donador estd situado en el extremo 5" y se llama “reporter” y el
fluorocromo aceptor del extremo 3’ recibe el nombre de “quencher”. Cuando la sonda
estd intacta, la proximidad entre donador y aceptor provoca un fenédmeno denominado
FRET (transferencia de energia de resonancia de Forster o transferencia de energia de
resonancia fluorescente) que se traduce en que el fluorocromo aceptor inhibe la emision

de fluorescencia del donador.

En el transcurso de la reaccién, la sonda se une a su secuencia diana cuando ésta se
encuentra presente en la reaccién. Durante la extensién de la cadena, la actividad 5’
exonucleasa de la enzima Taq ADN polimerasa provoca la liberacion del fluorocromo
donador del extremo 5° de la sonda y al separarse del aceptor comienza a emitir

fluorescencia (Figura 25).

Cuanto mayor es la cantidad de producto generado, mayor es la cantidad de sondas que
hibridan en la secuencia diana y que liberan fluorocromo donador durante la reaccién,
por lo tanto, la intensidad de la fluorescencia es proporcional a la cantidad de amplicén

generado.
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Figura 25. El donador y el aceptor estan unidos en la sonda y no hay emision de fluorescencia. La enzima
Taq polimerasa corta la sonda fluorescente durante cada ciclo de amplificacion, aumentando la emision
de fluorescencia al liberar el donador (Figura adaptada de Guarddon, 2013)

VENTAIJAS DE LA PCR EN TIEMPO REAL
La RT-PCR, ademas de proporcionar informacidn cuantitativa, como ya se ha comentado
anteriormente, presenta otra serie de ventajas frente a la PCR convencional

(www.lifetechnologies.com):

e Es una técnica mas rdpida, ya que durante la reaccion solo emplea dos etapas por
ciclo, mientras que la PCR convencional necesita tres. Esto es debido al pequefio tamafio
de los amplicones (entre 50 y 150 pb), de manera que el tiempo invertido en pasar entre
las fases de unién de los primers y de desnaturalizacidon es suficiente para copiar la
secuencia diana. Ademads, la RT-PCR emplea el Ct como medida fiable del nimero de
copias inicial de ADN diana en la muestra, en lugar de medir el producto acumulado a

tiempo final.

e El hecho de que los amplicones sean tan pequefios confiere al ensayo una mayor

eficiencia, ya que permite detectar el ADN diana incluso en muestras muy degradadas.

e No requiere elaboracion, tincién y visualizacién de geles de agarosa, lo que también Ia

130



MATERIAL Y METODOS

convierte en una técnica mas segura que la PCR tradicional y reduce el riesgo de

contaminacion de la muestra.

e Es una técnica muy especifica debido a la incorporacién de un tercer oligonucledtido,

la sonda marcada con los fluorocromos.

En el presente estudio se evaluaron dos kits comerciales distintos:

e VT1 VT2 VTEC Screening Assay (Applied Biosystems/Life Technologies).

e TagVet™ Pathogenic E. coli Screening (Laboratoire Service International), para la

deteccion de los factores de virulencia de vt1, vt2 y eae en muestras de alimentos.

Ambos basados en las sondas TagMan®-MGB, que incluyen una molécula llamada MGB
(Minor Groove Binder) que se une al surco menor del ADN y que otorga a la sonda una
mayor estabilidad y especificidad durante la hibridacién a la secuencia diana. También
utilizan un “quencher” no fluorescente (NFQ) que actia como un aceptor de
transferencia de energia del donador, pero que no emite una sefal fluorescente
detectable por si misma. Esto permite obtener una sefial mas limpia que facilita la

interpretacion de los datos.

3.4.4.1. VT1 VT2 VTEC ‘Screening Assay (Applied Biosystems/Life
Technologies)

CONTROLES Y REACTIVOS
Los reactivos y controles utilizados con el kit de Applied Biosystemsl para RT-PCR son los

siguientes:

e TagMan® Enviromental Master MIX 2.0: incluye ApliTag Gold® DNA

Polymerasa y una referencia interna pasiva.

e TagMan®VT1 (stx1)/IPC Assay: incluye primers para vtl y sonda Tagman®
marcada con FAM™-MGB; y primers IPC y sonda Tagman® VIC®-MGB.

e TagMan®VT2 (stx2)/IPC Assay: incluye primers para vt2 y sonda Tagman®
marcada con FAM™-MGB, y primers IPC y sonda Tagman® VIC®-MGB.

e Control Positivo Interno (IPC): se trata de un ADN molde sintético que se
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anade a las reacciones de PCR para distinguir los resultados negativos

verdaderos de las inhibiciones de la PCR.

e Control Negativo (NC): se afiade a un pocillo por mezcla, y se trata de agua o

tampdn que no debe producir ninguna amplificacion.

EXTRACCION DEL ADN
e Utilizamos un kit de extraccién (PrepSEQ®Rapid Spin Sample Preparation Kit) a partir

de las muestras de alimentos incubadas 18-24 h en APT.

e Insertar la columna en el tubo eppendorf e inocular 750 pl de muestra en la columna.
e Centrifugar 3 min a velocidad maxima.

e Descartar la columna y el sobrenadante.

e Preparar una mezcla de Buffer de lisis (50 pl por muestra) + proteinasa K (5 ul por

muestra).

e Aiadir al pellet 55 pl de la mezcla anterior, agitar en vortex para resuspender el pellet.
e Incubar a 95 °C 10 min y dejar enfriar 2 min a T2 ambiente.

e Centrifugar 1 min a maxima velocidad.

e Afiadir 250 ul de agua bidestilada estéril. Agitar para resuspender de nuevo el pellet.

e Centrifugar 1 min a maxima velocidad.

MEZCLAS DE REACCION
En tubos independientes, se preparan las mezclas para VT1 y VT2 seguln el nimero de
muestras:

e TagMan® Enviromental Master MIX 2.0= 15 ul por muestra.

e TagMan®VT1 (stx1)/IPC Assay, TagMan®VT2 (stx2)/IPC Assay= 3 ul por muestra,

respectivamente.

e Dispensar en cada pocillo de la placa (volumen total de reaccidn 30ul):
- 18 pul de mezcla de reaccidn.

- 12 pl de ADN extraido o de NC para los pocillos control.
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FLUOROCROMOS

Las sondas TagMan® incluidas, portan los siguientes fluorocromos:

TagMan® VT1 (stx1) Assay Reporter FAM™ Reporter vic®

TagMan® VT2 (stx2) Assay ‘ Quencher NFQ-MGB | Quencher NFQ-MGB

AMPLIFICACION
La amplificacién se llevo a cabo en un termociclador StepOne Plus (Applied Biosystems).
Las mezclas de reaccién fueron sometidas a:

e 1 ciclo de activacion enzimatica y desnaturalizacion (95°C/10 min).

e 45 ciclos de amplificacién (95 °C/15 s, 60 °C 45 s).

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS
Para el analisis de los resultados se utilizé el software StepOne version 2.1 de Applied
Biosystems. Para la validacién, se tuvieron en cuenta los datos obtenidos para los

controles (IPC y control negativo):

MUESTRAS CONTROLES NEGATIVOS ‘
Diana IPC ‘ Resultado Diana IPC ‘ Resultado ‘
Negativo Positivo Negativo Negativo Positivo OK
Negativo Negativo Inhibicion Positivo Positivo o Negativo Contaminacion
Positivo Positivo o Negativo Positivo Negativo Negativo Fallo de la prueba

3.4.4.2. TaqVet Pathogenic™ E. coli Screening (Laboratoire Service
International)

CONTROLES Y REACTIVOS

Los reactivos y controles utilizados con el kit de LSI para RT-PCR son los siguientes:

e Mix stx1/eae: incluye primers para vtl y sonda TagMan® marcada con FAM™-

MGB, y primers eae y sonda TagMan VIC®-MGB.

e Mix stx2/IPC: incluye primers para vt2 y sonda TagMan® marcada con FAM™-

MGB, y primers IPC y sonda TagMan VIC®-Tamra.
e Control Positivo Interno (IPC)

e Control positivo Externo (EPC): contiene amplicones de vt1, vt2 y eae.
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Ademas el fabricante recomienda utilizar dos tipos de controles negativos:

e Control Negativo (NC): 25 pl de Mix sxtl/eae en un pocillo de la placa de
amplificacion y Mix sxt2/IPC en otro pocillo. Un resultado negativo indica que no

ha habido contaminacion durante la preparacién de la mezcla.

e Control de muestra negativa (NCS): agua libre de DNasa y RNasa extraida
como una muestra. Un resultado negativo indica que no ha habido

contaminacién durante la extraccion y la amplificacion de las muestras.

EXTRACCION DEL ADN
e Utilizamos un kit de extracciéon (QlAamp® DNA mini kit, Qiagen) a partir de las

muestras de alimentos incubadas 18-24 h en APT.

e Transferimos 1 ml del caldo de enriquecimiento a un tubo eppendorf. Centrifugamos a

5000 g/5 min.

e Descartamos el sobrenadante y afiadimos al pellet:
-200 pl de buffer de lisis (AL).
-20 pl de proteinasa K.
-5 ul de IPC.

e Para el NCS, afadir en un tubo eppendorf:
-200 pul de AL buffer.
-20 ul de proteinasa K.
-5 ul de IPC.
—-200 pl de Agua libre de DNasa y RNasa

e Vortex 1 min.
e Incubar a 70 °C/30 min.
e Esperar hasta enfriar, después afiadir 200 pl de etanol 100%. Vortex 15 s.

e Transferir el contenido de los tubos eppendorf a columnas debidamente identificadas.
Centrifugar a maxima velocidad durante 1 min (15.000 a 20.000 g). Descartar el tubo y

conservar la columna.
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¢ Afiadir 500 pl de buffer de lavado (AW1). Centrifugar a maxima velocidad durante 1

min. Descartar el tubo y conservar la columna.

e Afadir 500 ul de buffer de lavado (AW2). Centrifugar a maxima velocidad durante 1

min. Descartar el tubo y conservar la columna.
e Centrifugar a maxima velocidad 3 min (secado de la membrana).

e Colocar la columna en un tubo eppendorf de 1,5 ml y afadir 200 ul de buffer de
elucion (AE) para extraer el ADN. Incubar 1 min a T2 ambiente y centrifugar a maxima

velocidad durante 1 min.

MEZCLAS DE REACCION
En tubos independientes, se preparan las mezclas segun el nUmero de muestras:

e Mix stx1/eae: 20 pl para cada muestra.
e Mix stx2/IPC: 20 pl para cada muestra.

¢ Volumen total de la muestra 25 pl (20 pl de master mix + 5 ul de ADN extraido o de

NCS para los pocillos control).

FLUOROCROMO

Las sondas TagMan® incluidas portan los siguientes fluorocromos:

Reporter Quencher

E. coli vt1 FAM™ NFQ-MGB

E. coli eae VIC® NFQ-MGB
E. coli stx2 FAM™ NFQ-MGB
E. coli IPC VIC® Tamra

AMPLIFICACION
La amplificacion se llevd a cabo en un termociclador StepOne Plus (Applied Biosystems).

Las mezclas de reaccion fueron sometidas a:
e 1 ciclo de (50 °C/2 min).

e 1 ciclo de (95 °C/10 min).
e 40 ciclos de amplificacion (95 °C/15 s, 60 °C/1 min).
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ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS
Para el analisis de los resultados se utilizé el software StepOne version 2.1 de Applied
Biosystems. Para su validaciéon se tuvieron en cuenta los datos obtenidos para los

controles (IPCy controles negativos).

3.5. Identificacion y caracterizacion fenotipica

3.5.1. Identificacion y sensibilidad antimicrobiana

La identificacion fenotipica de las cepas y el estudio de sensibilidad a los antimicrobianos
se realizé en la Unidad de Microbiologia del Hospital Universitario Lucus Augusti (HULA)
mediante el sistema automatizado MicroScan WalkAway 96 Plus (Siemens Healthcare
Diagnostics, CA, USA), utilizando los paneles para bacilos gram negativos de acuerdo con

las instrucciones del fabricante.

Los antibidticos incluidos en los paneles para la determinacidon de la concentracion
minima inhibitoria (CMI) fueron los siguientes: penicilinas (ampicilina); cefalosporinas,
incluidas de espectro extendido (cefalotina, cefazolina, cefuroxima, cefotaxima,
ceftazidima y cefepima); inhibidores de B-lactamasas (amoxicilina/acido clavulanico y
piperacilina/tazobactam); cefamicinas (cefoxitina); carbapenemas (imipenem);
aminoglucdsidos (gentamicina, tobramicina); quinolonas (acido nalidixico vy

ciprofloxacina); trimetoprim-sulfametoxazol y fosfomicina.

Las CMI para cada antimicrobiano se determinaron en base a los estandares
establecidos por el Clinical and Laboratory Standards Institute (NCCLS/CLSI, 2013).

Valores de sensibilidad intermedios, no fueron considerados como resistencia.

Para detectar/confirmar la produccién de BLEE se utiliz6 la prueba de sinergia (Jarlier et
al. 1988) (Figura 26), empleando las cefalosporinas de 32 generacion (cefotaxima o

ceftazidima) y como inhibidor de B-lactamasas la amoxicilina/acido clavulanico.

El tipado de BLEE de las cepas positivas se llevd a cabo seglin se especifica en el

apartado 3.4.3 (pdgina 128) y la Tabla 42.
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Figura 26. Deteccion de las B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) mediante la prueba de sinergia.
Una diferencia igual o superior a 5 mm en el diametro de halo de uno de los antibiéticos con clavulanico,
comparado con el halo del mismo antibidtico sin clavulanico, seria indicativo de produccion de BLEE.
CPD10=cefpodoxima, CDO1=cefpodoxima-acido clavulanico (10 pg), CAZ=ceftazidima, CD02=ceftazidima-
acido clavulanico (10 pg), CD03=cefotaxima-acido clavulanico (10 ug), CTX30=cefotaxima (De Cueto, 2005)

3.5.2. Serotipado
La determinacion del antigeno O y H de las cepas fue realizada siguiendo la metodologia

originalmente descrita por Guinée y colaboradores (1981).

3.5.2.1. Determinacion del antigeno O

La determinacion del antigeno O de las cepas se llevd a cabo mediante la técnica de
microaglutinacion. Para ello se emplearon los 173 antisueros O capaces de reaccionar
especificamente con los antigenos O1 a 0181 de E. coli. Estos antisueros se obtienen en
el LREC mediante inmunizacion de conejos con las cepas de referencia
correspondientes. Los sueros extraidos de los animales se absorben para eliminar
reacciones cruzadas. Ademas de los antisueros O monovalentes, se dispone de 24
antisueros O polivalentes (A-X) formados por 6 o 7 de los antisueros monovalentes, en
los que la dilucion final de los antisueros individuales en el polivalente coincide con la

dilucién de ensayo (1/40 o 1/80).

PREPARACION DE LAS SUSPENSIONES BACTERIANAS

e Cultivar las cepas problema en TSA e incubar (37 °C/18 h).

e Suspender el crecimiento que hemos obtenido en TSA en 2 ml de solucién salina
(0,85% CINa, p/v) y ajustar la concentracion bacteriana (1,8 x 109 bacterias/ml) por

comparacion con el tubo nimero 6 de la escala McFarland.

e Calentar las suspensiones a 100 °C/1 h en un bafio de agua, para destruir el antigeno K
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en el caso de que la cepa posea capsula y desenmascarar el antigeno O.

e Una vez enfriadas las suspensiones, afiadir a cada tubo 2 ml de solucién salina
formalinizada (0,5%, v/v) con violeta de genciana (0,005%, p/v). Conservar las

suspensiones bacterianas a 4 °C durante un maximo de 2 semanas.

e Algunas cepas de los serogrupos 08, 09, 020 y 0101 se caracterizan por tener una
variedad de antigeno K que es termorresistente, que necesita una exposicion a 121
°C/2,5 h para su inactivacién. Por ello, si la cepa problema da un resultado negativo
después de enfrentarla con todos los antisueros, se preparard una segunda suspension
que se autoclavara a 121 °C/2,5 h para enfrentarla con los antisueros 08, 09, 020 y

0101.

DETERMINACION PRESUNTIVA DEL SEROGRUPO O

e Enfrentar las suspensiones calentadas a 100 °C/1 h con los 24 antisueros polivalentes y
las tratadas a 121 °C/2,5 h con los antisueros monovalentes 08, 09, 020 y 0101 a la
dilucién de ensayo. Para ello, afadir a 50 ul de cada antisuero 50 pl de la suspensidn

bacteriana calentada, formalinizada y tefiida. Tapar la placa e incubar (37 °C/18 h).

e Si la cepa bacteriana da aglutinaciéon con alguno de los antisueros polivalentes
empleados, se realiza a continuacidn el mismo proceso con los antisueros O
monovalentes incluidos en el suero polivalente correspondiente. Realizar la
confirmacion del serogrupo O con las cepas que hayan sido aglutinadas por uno o mas
antisueros O monovalentes. Si la cepa es negativa con todos los antisueros se considera

no tipable (ONT).

En los pocillos positivos, la aglutinacién provoca la formacidn de una pelicula que impide
la sedimentacion de las bacterias. En los pocillos negativos, las bacterias sedimentan
dando lugar a la formacién de unos acimulos de bacterias que se visualizan en forma de

botones azulados (Figura 27).

CONFIRMACION DEL SEROGRUPO O
La determinacidn del antigeno O se completa con la confirmacién del antigeno mediante

titulacidn, segln se describe a continuacién:
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e Colocar 50 pl de solucién salina en todos los pocillos de cada fila, excepto en el n21.

e Afadir a los pocillos n2 1y n? 2 de cada fila 50 ul de la dilucién de ensayo del antisuero
O correspondiente. Hacer diluciones seriadas (1:2), transfiriendo 50 pl de la mezcla del
pocillo n2 2 al n? 3, mezclando y repitiendo la operacién hasta llegar al pocillo n2 10.
Utilizar los pocillos 11 y 12 como controles negativos, desechando los 50 pl que sobran

después de mezclar en el pocillo n2 10.

e Afadir 50 ul de la suspension bacteriana calentada, formalinizada y tefiida a los 12
pocillos de cada fila, empezando por el n2 12 y avanzando hasta el n2 1. Tapar las placas

e incubar (37 °C/18 h) y realizar la lectura de los resultados determinando los titulos.

El titulo sera la maxima dilucién del antisuero O que impide la sedimentacidn de las

bacterias (Figura 27).
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Figura 27. Titulacion del antigeno O y titulacién

3.5.2.2. Determinacion del antigeno H

La determinacion del antigeno H de las cepas se llevd a cabo mediante la técnica de
aglutinacion en tubo. Para ello se emplearon 53 antisueros (H1 a H56). Estos antisueros
se obtienen en el LREC mediante inmunizacidon de conejos con las cepas de referencia
correspondientes. Los sueros extraidos de los animales se absorben para eliminar
reacciones cruzadas. Ademas de los antisueros H monovalentes, se dispone de 9
antisueros H polivalentes formados por 5 o 6 de los antisueros monovalentes, en los que
la dilucién final de los antisueros individuales en el polivalente coincide con la dilucidn

de ensayo (1/200).

139



A. HERRERA

EXPRESION FLAGELAR Y MOVILIDAD

e Cultivar las cepas problema en TSA e incubar (37 °C/18 h).

e Dar a las cepas 3 pases consecutivos (37 °C/48 h) en tubos en forma de "U" con 5 ml
de medio para movilidad (medio semisélido MIL, Difco), con objeto de potenciar la
expresiéon de los flagelos. Para ello se siembra por picadura uno de los extremos del
tubo. Si la cepa es movil y ha alcanzado el extremo opuesto del tubo en “U”, continuar el
protocolo en el siguiente punto; si la cepa no ha alcanzado el extremo opuesto o no ha
expresado movilidad, continuar dando pases hasta completar 6. Si completados los 6

pases, la cepa continla siendo inmdvil, se considerara cepa no movil (HNM).

e Del tubo en “U”, recoger crecimiento bacteriano del extremo opuesto al sembrado
inicialmente y transferir a 7 ml de infusién de cerebro-corazén (Difco) e incubar (37

°C/6-8 h/80 rpm).

e Afiadir a los cultivos obtenidos, 7 ml de solucion salina (0,85%, p/v) formalinizada
(0,5%, v/v) y dejar los tubos a temperatura ambiente una noche. La turbidez de los
tubos tratados con solucion salina formalinizada debe ser comparable a la del tubo n? 2

de la escala de McFarland (6,0x108 bacterias/ml).

DETERMINACION DEL ANTIGENO H

e Utilizar 10 tubos de vidrio tipo Kahn para cada cepa problema. Dispensar 500 pl de
cada uno de los 9 antisueros H polivalentes diluidos a 1/200 en los 9 primeros tubos, y
500 pl de solucién salina (0,85%, p/v) en el décimo tubo que servird como control
negativo. A continuacidn, anadir 500 pl de la suspensidon bacteriana formalinizada

obtenida en el apartado anterior, e incubar en bafo de agua (45 °C/2 h).

e Realizar la lectura de los resultados. La aglutinacion se traduce en la formacion de una
pelicula en el fondo del tubo, con el sobrenadante transparente. En los cultivos
negativos para el polivalente con el que se ha enfrentado, la falta de aglutinacion
supone que el sobrenadante continua turbio con una turbidez equivalente al tubo de
control negativo (Figura 28). Si no hay aglutinacidn con ninguno de los antisueros

polivalentes, se considera que tiene un antigeno H no tipable (HNT).

e Si hay reaccién positiva con alguno de los antisueros polivalentes, enfrentar la
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suspensidn bacteriana con los antisueros monovalentes incluidos en el mismo. Para ello,
dispensar 500 ul de cada antisuero H monovalente en tubos tipo Kahn y a continuacion,
afiadir 500 pl de la suspensién bacteriana problema a cada uno de ellos. El tubo en el

gue se observe una reaccién aglutinante nos indicara el antigeno H de la cepa problema.

Figura 28. Determinacién del antigeno H. A) Tubo Kahn con aglutinacién (reaccién®). B) Control negativo

3.6. Definicion de relaciones clonales y analisis de similitud

Una vez realizada la caracterizacion fenotipica y genotipica, se analizé la similitud de las
cepas aisladas de alimentos con respecto a las de otros origenes, aisladas de otros
estudios y pertenecientes a la coleccion del LREC. Con este fin se emplearon las

herramientas de tipado molecular: clonotipado y electroforesis en campo pulsado.

3.6.1. Clonotipado

Weissman y colaboradores (2012) disefiaron una nueva herramienta de genotipado de
gran utilidad en los analisis epidemiolégicos moleculares. Se trata de un esquema
denominado clonotipado (CH), que se basa en la secuenciacién de dos loci (fumC/fimH).
En concreto, se analiza un fragmento interno de 489 nucledtidos de fimH (gen que
codifica para la adhesina fimbrial tipo 1) y un fragmento interno de 469 nucleétidos de
uno de los genes altamente conservados (fumC) utilizado en el esquema de tipado de

MLST (Multilocus Sequence Typing) (Tabla 47).

Tabla 47. Loci y primers utilizados en el clonotipado

- T2 de
Gen | Primers Secuencia nucleotidica (5°- 3°) Ta(r::)n ° hibridacién Referencia
°C

fimH-F | CACTCAGGGAACCATTCAGGCA
imH 975 54 Wei t al. 2012
FimH G mHR | CTTATTGATAAACAAAAGTCAC eissman et a

fumCF | TCACAGGTCGCCAGCGCTTC
* . H .
fumcC fumCR | GTACGCAGCGAAAAAGATTC 806 56 http://mist.ucc.ie/mlst/dbs/Ecoli

*MLST Dabatase from the Achtman scheme http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Ecoli/documents/primersColi _html
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3.6.2. Electroforesis en campo pulsado (PFGE)

La técnica de PFGE es una herramienta de subtipado molecular con un poder de
discriminacién superior a los métodos de ribotipado y MLST. Es un método de referencia
para muchas redes/organizaciones mundiales (PulseNet, FoodNet, EU-RL VTEC)
especialmente, en estudios epidemioldgicos locales en los que interesa detectar cepas

implicadas en brotes y sus fuentes de origen.

Esta técnica se basa en el andlisis de perfiles de macrorrestriccion obtenidos con
enzimas de restriccién (en nuestro caso Xbal), que cortan de manera infrecuente el ADN
cromosomico para generar grandes fragmentos de ADN (mayores de 40 kb), que no se
podrian separar mediante electroforesis convencional, por lo que, para conseguirlo se
alterna ciclicamente la orientacion del campo eléctrico durante el proceso

electroforético (PFGE) (Figura 29).

The Pulsed-field Gel

Electrophoresis Process

Pulsed-field Gel Electrophoresis (PFGE)

Bacterial Culture
DNA is now in Plugs

e The bacterial cells are

broken open with
biochemicals, or lysed,
so that the DNAis free in
the agarose plugs.

The scientist takes
bacterial cells from
an agar plate.

o The scientist loads the
DNA gelatin plug into'a gel,
and places it in an electric
field that separates DNA:
fragments according to
their size.

Lyse Cells and Wash Plugs

Plug Mold

M Data Analysis (BioNumerics)

The gel'is stained so that
— e DNA can be seen under
ultraviolet. (UV) light.

- A digital camera takes a
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@ The scientist mixes bacterial the computer.

cells with melted agarose and
pours into a plug mold.

Figura 29. Esquema de la técnica de PFGE (http://www.cdc.gov/pulsenet/pathogens/protocol-

images.html#pfge)
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Para el andlisis de los perfiles de macrorrestriccion obtenidos con Xbal se utilizé el
programa BioNumerics version 5.0. (Applied Maths, Sint-Martens-Latem) empleando el
indice estadistico Dice, basado en el método de UPGMA (unweighted pair group method

using arithmetic averages) para la construccion de dendrogramas que reflejan la
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distribucidn de las cepas en clusters con mas de un 85% de homologia (cepas

clonalmente relacionadas, con seis 0 menos bandas de diferencia).

La técnica de PFGE se llevd a cabo en un equipo CHEF MAPPER (Bio-Rad) de acuerdo con

el protocolo estandarizado de PulseNet (http://www.cdc.gov/pulsenet/PDF/ecoli-

shigella-salmonella-pfge-protocol-508c.pdf) con pequefias modificaciones. Brevemente:

LISIS CELULAR
e Suspension en 2 ml de CSB (100 mM Tris: 100 mM EDTA; pH 8) de las cepas
bacterianas crecidas en TSA 18-24 h a 37 °C.

e Medir absorbancia a 420 nm.
e Preparar 400 pl de la suspension a una concentracion de 0,9 (ajustar con CSB).
e Afiadir a cada suspension 20 pl de proteinasa K (de una concentracién de 20 mg/ml).

e Mezclar los 400 pl de la suspension bacteriana anterior con 400 pl de agarosa al 1%,
previamente atemperada a 55 °C (agarosa para blogques = 0,50 g de agarosa
SeakemGold, 45 ml de buffer TE [10 mM Tris: 1 mM EDTA; pH 8], 5 ml de SDS 10%) y
preparar los bloques (2 bloques por muestra). Dejar solidificar unos 15 min a

temperatura ambiente o 5 min a 4 °C.

e En tubos de 10 ml afadir 5 ml de buffer de lisis (50 mM Tris: 50 mM EDTA + 1%
Sarkosyl; pH8) y 25 ul de proteinasa K (20 mg/ml). Depositar los blogues en los tubos

correspondientes.
e Incubar 3 h a 55 °C en agitacion.

e Retirar el buffer de lisis. Lavar con 5 ml de agua bidestilada previamente atemperada a

50 °C, 20 min en agitacion a 50 °C.
e Realizar otro lavado con agua en las mismas condiciones.

e Retirar el agua y realizar tres lavados con 5 ml de buffer TE (10 mM Tris: 1 mM EDTA;

pH 8) previamente atemperado a 50 °C, cada lavado serd de 20 min a 50 °C en agitacion.

e Retirar el TE y anadir 5 ml de TE fresco. Conservar asi los bloques a 4 °C hasta el dia

siguiente.

143



A. HERRERA

DIGESTION DEL ADN
e Cortar una porcién del bloque de agarosa del grosor de un porta e introducirlo en un
tubo eppendorf. Se realiza en dos pasos:
-Preincubacién: termobloque a 37 °C, 15 min en 200 ul del buffer H 10X diluido
en agua bidestilada. Pasado ese tiempo retiramos el buffer de preincubacién y

anadimos la enzima.

—Incubacién: termobloque a 37 °C, 180 min en 200 pl de la enzima Xbal (10 U/ul

por muestra) diluida en buffer H.

ELECTROFORESIS

Una vez terminada la digestidn, montar los cortes de bloque sobre los dientes del peine
para la electroforesis. Preparar el gel con 150 ml de agarosa SeakemGold al 1% en TBE
0,5X. Atemperar la agarosa a 55 °C antes de afiadirla al molde en el que se ha colocado

el peine.

Preparar 2 | de tampdn TBE, de manera que las concentraciones 1X sean de 0,089 M de
Tris base; 0,089 M de acido bérico (pH 8,3) y 2 mM Na2EDTA (diluimos 200 ml de TBE 5x
con 1.800 ml de agua destilada). Vertemos el tampon diluido en la cubeta de

electroforesis y dejamos enfriar a 14 °C. Colocamos el gel y realizamos la electroforesis.

Condiciones de electroforesis en el CHEF Mapper para E. coli:
- Auto Algorithm
- 30 kb-low MW-600 kb-high MW

- Pulso inicial: 2,16 s; Pulso final: 54,17 s; Tiempo de electroforesis: 21.30 h

REVELADO DEL GEL

Tincion del gel en agua destilada con 10 pl/ml de bromuro de etidio (de la solucién stock
10 mg/ml) durante 20-30 min en agitacion. A continuacion, eliminamos el bafio y
lavamos el gel al menos 1 h en agua destilada en agitacion. La captura de imagen de los
geles para su posterior tratamiento con el programa BioNumerics se realizd con el

sistema de fotodocumentacion GelDoc (BioRad) y el programa Quantity One 4.6.3.
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3.7. Analisis estadistico
Para determinar el grado de asociacién estadistica entre las variables en estudio, se

aplicod el test exacto de Fisher, considerando significativos valores menores a 0,05

(p<0,05).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Se analizaron un total de 1.253 muestras de alimentos, incluidas 950 obtenidas por
muestreo directo en puntos de venta al consumidor en la ciudad de Lugo (200 de carne
de vacuno, 200 de carne de cerdo, 200 de carne de ave y 350 de productos agricolas),
171 procedentes de carnes y 132 procedentes de productos lacteos remitidas por
entidades externas al LREC para su analisis antes de la puesta en circulacidn con destino
al consumidor. En las 1.253 muestras de alimentos se determiné el NMP de E. coli, la
presencia de E. coli diarreagénicos, la presencia de cepas de E. coli productoras de BLEE

y la presencia del grupo clonal ST131.

4.1. Numero mas probablede E. coli por gramo (NMP)

Como se comentd en el apartado de Introduccién, el habitat natural de E. coli es el
tracto intestinal del hombre y de la mayor parte de los animales. Al tratarse de una
bacteria intestinal, E. coli se excreta diariamente de manera abundante con las heces y
un alto porcentaje sobrevive, al menos inicialmente, en el medio ambiente, en el agua'y
en los alimentos, de manera que su aislamiento es un indicador de contaminacion fecal

reciente (Hartl y Dykhuizen, 1984).

NMP en carne de vacuno

Detectamos la presencia de E. coli en 56 (28%) de las 200 muestras de carne picada de
vacuno obtenidas por muestreo directo en puntos de venta al consumidor en la ciudad
de Lugo. Este valor es comparable al obtenido en estudios similares sobre calidad
microbioldgica en carne picada de vacuno en EE.UU. (25,2%) con 102 muestras positivas
para E. coli de 404 analizadas (Zhao et al. 2002), o en Australia (17,8%) con 64 de 360
analizadas (Philips et al. 2008), pero muy inferior al detectado en otro estudio en EE.UU.
(69% para carne de vacuno, y especificamente, 70% para carne picada) (Kegode et al.

2008).

De las 200 muestras analizadas en este estudio, 144 (72%) presentaron recuentos de E.
coli inferiores a 10 ufc/g y 25 muestras (12,5%) recuentos superiores a 50 ufc/g (Tabla 48).
El Reglamento (CE) N2 2073/2005 (y posteriores modificaciones), establece los criterios

microbioldgicos para determinados microorganismos y las normas de aplicacion que
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deben cumplir los explotadores de empresas alimentarias, los cuales velaran porque los
productos alimenticios cumplan los criterios microbioldgicos pertinentes establecidos en
cada fase de produccién, transformacién y distribucion de los alimentos, incluida la venta
al por menor. En el Anexo |, capitulo 2 de este Reglamento, se recogen los “Criterios de
higiene de los procesos”, que para el caso de E. coli en carne picada en la fase final del
proceso de fabricacién, se indica que un resultado seria insatisfactorio “si uno o varios
valores observados son >500 ufc/g o mas de 2 de 5 muestras presentan valores entre 50-
500 ufc/g” (Tabla 32, pagina 99). La accidn indicada para estos casos seria “Mejoras en la
higiene de la produccidn y mejoras en la seleccion y/o el origen de las materias primas”.
De acuerdo con este criterio microbioldgico, 7 (4%) de las 200 muestras de carne picada
de vacuno analizadas en el presente estudio (2011-2012), presentaron un resultado
claramente insatisfactorio con recuentos de E. coli >500 ufc/g (Tabla 48).

Tabla 48. NMP de E. coli (ufc/g) en carne picada de vacuno
(octubre 2011- julio 2012)

NMP Carne picada vacuno ‘
E. coli n=200

<10 144 (72%)

10-49 31 (16%)
50-500 18 (9%)

>500 7 (4%)

En la Tabla 49 se puede observar la comparacion de resultados obtenidos en los recuentos
de E. coli por gramo en carne picada de vacuno fresca sin envasar (110 muestras de las
200 procesadas) del presente estudio (2011-2012), con los datos previos obtenidos en el
LREC, en los que no se habia analizado carne de vacuno envasada en atmésfera
modificada (1995-2009) (Blanco J.E. et al. 1996b, 1996d; Blanco et al. 2003; Mora, 2002;
Roman, 2002; Nuiez, 2003; Lépez, 2004; Mora et al. 2003, 2007a, 2011b; Herrera, 2005,
2008, 2010; Justel, 2005; Losada, 2005; Garcia, 2009; Fernandez, 2010).

De forma global, para el periodo 1995-2012, el porcentaje total de muestras de carne
picada de vacuno con recuentos de E. coli <10 ufc/g fue del 66% y del 12% para muestras

con recuentos de E. coli >99 ufc/g.
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Tabla 49. NMP de E. coli (ufc/g) en carne picada de vacuno fresca (1995-2012)

1995 1996 1997 1998 2001 2002 2003 2005 2006 2007 2008 2009 2011* 2012*
Ne de muestras‘ 58 91 173 133 80 20 230 250 60 100 170 100 40 70

23 45 100 88 65 15 152 167 49 83 108 63 34 49

40% 49% 58% 66% 81% 75% 66% 67% 82% 83% 64% 63% 85% 70%
15 27 44 28 13 3 53 61 8 12 43 23 3 13

26% 30% 25% 21% 16% 15% 23% 24% 13% 12% 25% 23% 8% 19%
12 10 22 8 P 1 16 20 3 4 11 10 3 5

21% 11% 13% 6% 3% 5% 7% 8% 5% 4% 6% 10% 8% 7%
8 9 7 9 0 1 9 2 0 1 8 4 0 3

14% 10% 4% 7% 0% 5% 4% 1% 0% 1% 5% 4% 0% 4%
20 19 29 17 2 2 25 22 3 5 19 14 3 8

34% 21% 17% 13% 3% 10% 11% 9% 5% 5% 11% 14% 8% 11%
*Solo se incluyeron en esta tabla las 110 muestras de carne fresca de las 200 totales analizadas en este estudio

100-999

>999

>99

Si analizamos la progresion de estos resultados a lo largo del tiempo (Figura 30),
podemos observar que en el caso del nimero de muestras con recuentos de E. coli <10
ufc/g, y a pesar de que se aprecia una tendencia al alza, desde el afio 2001 la evoluciéon
es irregular, siendo el porcentaje en algunos casos inferior al 70%. Lo mismo se aprecia
en el caso del porcentaje de muestras con recuentos de E. coli >99 ufc/g, que muestra
una disminucién significativa en el periodo 1995-2001, pero oscilatoria a partir de ese
afio. En ambos casos hemos constatado que esta oscilacion esta correlacionada con el
factor estacional, ya que los maximos de muestras con recuentos de E. coli <10 ufc/gy
los minimos de >99 ufc/g coinciden con los muestreos realizados en meses mas frios;
por el contrario, los picos maximos de muestras con >99 ufc/g y los minimos con
recuentos de E. coli <10 ufc/g se corresponden con los muestreos realizados en meses

mas calidos.

90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%

10%

0%

1995

1996

1997
1998
2001
2002
2003
2005
2006
2007
2008
2009
2011
2012

<1 >99
Figura 30. Evolucion del NMP de E. coli por gramo (1995-2012)
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La contaminacién por E. coli detectada a este nivel (punto de venta al consumidor), en
las muestras de carne picada, podria deberse a malas practicas de higiene en matadero
0 en los establecimientos comerciales. Este hecho se analizéd en un estudio anterior
(Herrera, 2010), en el que se apreciaron diferencias significativas en los recuentos entre
establecimientos comerciales que compartian mismo matadero y cadena de trasporte,
lo que se asociaria con una mala manipulacién, especialmente en el establecimiento de

venta.

NMP en carne de cerdo

Se detectd la presencia de E. coli en 49 (24,5%) de las 200 muestras de carne picada de
cerdo obtenidas por muestreo directo en puntos de venta al consumidor en la ciudad de
Lugo. Este valor es muy inferior al obtenido por Kegode y colaboradores (2008) en EE.UU.
para el mismo tipo de muestra (66,7%; 14 de 21 muestras de carne picada de cerdo) y
ligeramente superior al obtenido para otras muestras de carne fresca de cerdo en Corea
(14,9%; 201 de 1.350 muestras de carne) (Lee et al. 2009), o en EE.UU. (16,3%; 34 de 209
chuletas) (Zhao et al. 2001).

De las 200 muestras analizadas en este estudio, 151 (75,5%) presentaron recuentos de E.
coli inferiores a 10 ufc/g y 24 muestras (12%) recuentos superiores a 50 ufc/g (Tabla 50).
De acuerdo con el criterio microbiolégico del Reglamento (CE) N2 2073/2005 (y
posteriores modificaciones) (Tabla 32, pagina 99), 6 (3%) de las 200 muestras de carne
picada de cerdo analizadas presentaron un resultado claramente insatisfactorio con

recuentos de E. coli >500 ufc/g (Tabla 50).

Tabla 50. NMP de E. coli (ufc/g) en carne picada de cerdo
(enero 2011-junio 2012)

NMP Carne picada cerdo
E. coli N=200

<10 151 (75,5%)
10-49 25 (13%)
50-500 18 (9%)

>500 6 (3%)

NMP en carne de ave
Se detecto la presencia de E. coli en 111 (55,5%) de las 200 muestras de pechuga de pollo

obtenidas por muestreo directo en puntos de venta al consumidor en la ciudad de Lugo.
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Tan solo el 45,5% de las muestras presentaron recuentos de E. coli inferiores a 10 ufc/g,
mientras que 45 muestras (22,5%) tuvieron recuentos superiores a 50 ufc/g, incluidas 6
(3%) con valores superiores a 500 ufc/g (Tabla 51). Por lo tanto, los recuentos en carne de
ave son realmente muy elevados y especialmente preocupantes, por lo que se requiere

introducir urgentemente medidas correctoras.

Los datos recogidos en otros estudios indican valores que oscilan en un amplio rango,
desde un 60,7% de muestras de pechuga de pollo positivas para E. coli en el estudio de
Kegode y colaboradores (2008) en EE.UU.; 38,7% de las canales de pollo en el estudio de
Zhao y colaboradores (2001) también en EE.UU.; al 4,6% determinado en muestras de
carne de pollo en Corea (Lee et al. 2009).

Tabla 51. NMP de E. coli (ufc/g) en carne de pollo
(septiembre 2009- diciembre 2010)

NMP Pechuga pollo ‘
E. coli n=200

<10 89 (45,5%)

10-49 66 (33%)
50-500 39 (20%)

>500 6 (3%)

NMP en productos agricolas

Se detectd la presencia de E. coli en 9 (2,6%) de las 350 muestras de verduras y hortalizas
obtenidas por muestreo directo en puntos de venta al consumidor en la ciudad de Lugo.
Las muestras positivas: 1 pepino de 56 (1,8%), 5 lechugas de 78 (6,4%) y 3 ensaladas

envasadas de 125 (2,4%), presentaron recuentos de E. coli de <99 ufc/g (Tabla 52).

El Reglamento (CE) N2 2073/2005 (y posteriores modificaciones), establece en el Anexo |,
capitulo 2, los “Criterios de higiene de los procesos”, que para el caso de E. coli en frutas y
hortalizas troceadas (listas para el consumo), un resultado seria satisfactorio en la fase de
elaboracidn, “si todos los valores son inferiores o iguales a 100 ufc/g” (Tabla 32, pagina
99). De acuerdo con este criterio microbioldgico, las 3 ensaladas envasadas listas para el

consumo, positivas para E. coli, presentarian recuentos satisfactorios.

Significativamente superior fue el valor obtenido (14,8% de muestras positivas para E. coli)

en un estudio muy similar llevado a cabo en Lérida (Abadias et al. 2008), en el que se
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analizaron 300 muestras de productos frescos minimamente procesados de frutas,
verduras, hortalizas y brotes, adquiridos en varios establecimientos durante el periodo
2005-2006. Entre otras, se detectd la presencia de E. coli en 2 (7,1%) de las 28 hortalizas
completas muestreadas (1 lechuga y 1 endivia); en 6 (40%) de 15 muestras de brotes y en
22 (16,7%) de las 132 ensaladas listas para el consumo. Ademas, a diferencia de lo
encontrado en el presente estudio, 4 de las 15 muestras de brotes (26,6%) presentaron
resultados insatisfactorios para los recuentos de E. coli segun el Reglamento (CE) N2
2073/2005 (y posteriores modificaciones), con valores >1.000 ufc/g (Abadias et al. 2008).

Tabla 52. NMP de E. coli (ufc/g) en productos agricolas
(junio 2011-noviembre 2012)

Producto \'d <10 % >99 %
Pepino 56 55 98,2% 0 0%
Tomate 60 60 100% 0 0%
Lechuga 78 73 93,6% 0 0%
Brotes de soja 10 10 100% 0 0%
Brotes de alfalfa 2 2 100% 0 0%
Endivia 2 2 100% 0 0%
Brécol 7 7 100% 0 0%
Puerro 2 2 100% 0 0%
Pimiento 6 6 100% 0 0%
Zanahoria 1 1 100% 0 0%
Cebolleta 1 1 100% 0 0%
Ensalada envasada 125 122 97,6% 0 0%

NMP en productos lacteos

Se analizaron un total de 132 muestras de productos lacteos de origen ovino,
concretamente, muestras de distintas fases del proceso de produccién de quesos curados:
70 cuajadas de la fase de coagulacion y 62 quesos elaborados con leche cruda de oveja (46
quesos con 100-120 dias de maduracidon y 16 de producto final con 7 meses de

maduracion).

Detectamos la presencia de E. coli en 72 de los 132 productos lacteos analizados,
concretamente, en el 71,4% de las cuajadas (50 de las 70), en el 39,1% de los quesos con
100-120 dias de maduracion (18 de los 46) y en el 25% de los quesos con 7 meses de
maduracion (4 de los 16). Correlativamente, se determinaron recuentos de E. coli
superiores a 99 ufc/g en el 18,6% de las cuajadas, el 13% de los quesos con 100-120 dias

de maduracién y en el 0% de los quesos con 7 meses de maduracion. Ademads, un 2,8% de
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los 132 productos analizados (2 cuajadas y 1 queso con 4 meses de maduracion)

presentaron recuentos de E. coli superiores a 1.000 ufc/g (Tabla 53).

Todas las muestras analizadas eran productos lacteos elaborados con leche cruda de
oveja, por lo que era esperable encontrar recuentos de E. coli elevados, especialmente en
el caso de las cuajadas que pasan por una fase de coagulacidon previa de la leche,
calentando la misma en cubas a 30 °C durante 45 min, lo que favorece el crecimiento de
los microorganismos. Igualmente, es esperable una reduccién en los recuentos a medida
que progresa la maduracién de los quesos, ya que durante este proceso se almacenan en
camaras a temperaturas de 10-12 °C, y segun transcurre la maduracion, se va reduciendo
la temperatura progresivamente. Este proceso de almacenamiento en frio/maduracion
conlleva una disminucion significativa de la actividad de agua del alimento (a,), con la

consiguiente reduccidn de la carga bacteriana de los quesos.

El Reglamento (CE) N2 2073/2005 (y posteriores modificaciones), establece en el Anexo |,
capitulo 2, los “Criterios de higiene de los procesos”, que para el caso de E. coli en queso a
base de leche o suero sometido a tratamiento térmico, un resultado seria satisfactorio en
la fase de elaboracion “si todos los valores son inferiores o iguales a 100 ufc/g”, y un
resultado seria insatisfactorio “si uno o varios valores observados son >1.000 ufc/g o mas
de 2 de 5 muestras presentan valores entre 100-1.000 ufc/g” (Tabla 32, pagina 99). La fase
en la que se aplica este criterio seria en el momento del proceso de fabricacién en el que
se prevea que el recuento de E. coli sera el madximo, que en el caso de quesos que no
pueden favorecer el crecimiento de E. coli seria al principio de la maduracién. De acuerdo
con este criterio microbioldgico, 1 de los 46 quesos en fase de curacidon (100-120 dias)
presentd un resultado insatisfactorio, con un recuento de 2.530 ufc/g (Tabla 53). Las
acciones recomendadas de acuerdo al Reglamento serian mejoras en la higiene de la

produccidn y en la seleccidn de las materias primas.

Tabla 53. NMP de E. coli (ufc/g) en productos lacteos (julio 2011-noviembre 2014)

Fase del proceso N° <10 ufc/g >100 ufc /g >1.000 ufc /g
Coagulacion 70 20 28,6% 13 18,6% 2 2,8%
Curado (100-120 dias) 46 28 60,9% 6 13% 1 2,2%
Curado (7 meses) 16 12 75% 0 0% 0 0%

132 60 454% 19  144% 3 | 23%
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NMP en carnes de importacion

Las 171 muestras remitidas por entidades externas (entre marzo de 2013 y mayo de
2014) llegaron en 33 partidas de 5 submuestras (31 partidas de carne de vacuno y 2 de
ovino) y 6 partidas de 1 Unica unidad (carne de vacuno). En total se analizaron 161
submuestras de carne de vacuno en forma de piezas deshuesadas y 10 de carne de
ovino (paletas). Se detectd la presencia de E. coli en 25 de las 171 muestras (14,6%).
Concretamente, resulté positiva 1 (16,7%) de las 6 muestras individuales de carne de
vacuno, y 24 submuestras incluidas en 14 partidas (14/33; 42,4%) de carne de vacuno. La
mayoria de las muestras (146/171; 85,4%) presentaron recuentos de E. coli inferiores a 10

ufc/g (Tabla 54).

Tabla 54. NMP de E. coli (ufc/g) en carnes de importacién
(marzo 2013- mayo 2014)

NMP Carnes de importacién

\ E. coli n=171 |
<10 146 (85,4%)
10-49 15 (8,8%)
50-500 8 (4,7%)
>500 2 (1,2%)

Philips y colaboradores (2012) analizaron en 2011 la calidad microbiolégica de piezas de
vacuno deshuesadas y congeladas en 29 plantas australianas, y detectaron E. coli en 61
(10,7%) de 572 lomos y en 144 (25,2%) de 572 redondos de vacuno. En otro estudio
realizado en Canada directamente en matadero, se determind la presencia de E. coli en
14,6% de las canales de vacuno muestreadas y la mayoria de las muestras (98,9%)

presentaron recuentos de E. coli inferiores a 10 ufc/g (Bohaychuk et al. 2011).

Comparacion del NMP entre los grupos de alimentos analizados

Al comparar los resultados obtenidos entre los grupos de alimentos adquiridos en
puntos de venta al consumidor en la ciudad de Lugo encontramos, como cabia esperar,
gue el nimero de muestras contaminadas por E. coli fue muy superior en carnes que en
verduras y hortalizas (56% de carnes positivas vs. 2,6% de verduras y hortalizas; p<0,05).
También encontramos diferencias entre tipos de productos carnicos (Figura 31), con
unos niveles significativamente superiores de contaminacién por E. coli en la carne de

ave (55,5% de las muestras positivas), en comparacion con la carne picada de vacuno
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(28%) y la carne picada de cerdo (24,5%) (p<0,05). El hecho de que se detecte un mayor
nivel de contaminacién en la carne de ave estaria, en gran parte, relacionado con la
manipulacion durante el sacrificio en matadero, especialmente con las fases de
escaldado y desplumado. Curiosamente, detectamos un nivel de recuentos
insatisfactorios (>500 ufc/g) similar en los tres tipos de carne (4% de las muestras de
vacuno y 3% de las de cerdo y pollo, respectivamente). Johnson y colaboradores (2005),
en un estudio llevado a cabo en Minneapolis, también encontraron diferencias
significativas en cuanto a la presencia de E. coli y los diferentes grupos de alimentos
analizados, aunque con niveles de contaminacién muy inferiores a los de nuestro
estudio (16% en carne de ave; 5% en carne de vacuno y cerdo; 0,7% en productos
elaborados).
100% A M Carnes de importacion

M Carne picada cerdo

80% M Carne picada vacuno

i Pechuga pollo

60%

40%

20%

0%
<10 10-49 50-500 >500
Figura 31. NMP de E. coli (ufc/g) en carnes

También comparamos los datos obtenidos de las muestras de carnes en relacién con el
tipo de presentacion (envasadas en atmdsfera modificada o sin envasar). Los resultados
fueron completamente diferentes segln el origen carnico (Tabla 55). Mientras que no se
detectaron diferencias significativas en la carne picada de vacuno, la calidad
microbioldgica fue significativamente mejor para la carne picada de cerdo envasada y

significativamente peor para la carne envasada de pollo, de acuerdo con los recuentos.

Tabla 55. Resultados del NMP de E. coli (ufc/g) de carnes fresca y envasada en atmésfera modificada

Vacuno Vacuno Cerdo Cerdo Pollo Pollo
NMP
~ fresca | envasada fresca envasada fresca envasada

E. coli - n=110  n= 90 n-155

<10 83 (75%) | 61 (68%) 110 (71%) | 41 (91%) 0,003 84 (49%) 5(17%) | 0,000
10-49 | 14 (13%) | 17 (19%) 21 (14%) 4 (9%) 55(32%) | 11(37%)
50-500 8 (7%) 10 (11%) 18 (12%) 0 0,008 | 28(16%) | 11(37%) | 0,013
>500 5 (5%) 2 (2%) 6 (4%) 0 3 (2%) 3(10%) | 0,045

?Unicamente se muestran los valores que resultaron estadisticamente significativos (p<0,05)
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La explicacion podria ser que la composicion de las atmdsferas modificadas esta
disefiada principalmente para inhibir los microorganismos alterantes que producen
cambios sensoriales indeseables en el color, textura, sabor y olor de la carne. Sin
embargo, la calidad microbiolédgica final va a depender, en gran medida, de la carga
microbiana inicial y de que no se rompa la cadena de frio, lo que permitiria a otros
microorganismos multiplicarse con facilidad (algo que ocurriria en carnes de peor
calidad con recuentos altos de E. coli). Este hecho cuestionaria el uso de atmodsferas

modificadas, cuyo fin es incrementar la vida util en productos como la carne de ave.

4.2. E. coli diarreagénicos

4.2.1. Prevalencia y patotipos

Siguiendo el protocolo detallado en la Tabla 36 (Material y Métodos, pagina 118), se
analizaron las 950 muestras de alimentos obtenidas en diferentes puntos de venta de la
ciudad de Lugo, para determinar la presencia de los patotipos diarreagénicos ECVT, ECEA,
EPEC (tipicos y atipicos), ECET y ECEI. Utilizando el mismo protocolo, pero solo para la
determinacion de ECVT, se analizaron los 132 productos lacteos y las 171 muestras de

carnes de importacion recibidas en el LREC.

En la Tabla 56 se detallan las prevalencias y patotipos detectados entre las 950 muestras
obtenidas en Lugo. Mediante PCR se detectd la presencia de ECVT en el 4,3% de las
muestras analizadas, de ECEPa en el 27% y ECET en el 0,1%. Ninguna de las 950 muestras

fue positiva para los patotipos ECEPt, ECEA, ni para ECEI.

Tabla 56. Prevalencia y patotipos de E. coli diarreagénicos en muestras de carne y productos agricolas

ECVT ECVT ECEPa ECEPa ECET ECET
deteccién® | aislamiento® | deteccién® | aislamiento® | deteccién® aislamiento”

Muestras

(C::’Z‘SOF;‘cada devacuno | 54 (10%) 16 (8%) | 53(26,5%) | 33 (16,5%) 0 0
(C:zr;gOF;icada decerdo | 17(5%) | 12(6%) | 47(23,5%) | 28 (14%) 0 0
:’::;(‘)‘g;" de ave 2 (1%) 2 (1%) 152 (76%) | 126 (63%) | 1(0,5%) 1(0,5%)
F::g:;;” agricolas 2 (0,6%) 2(0,6%) | 5(1,4%) | 2(0,6%) 0 0

41 (4,3%)

189 (19,9%)

1(0,1%) 1(0,1%)

32 (3,4%) ‘ 257 (27%)

®Deteccién mediante PCR de los genes de virulencia asociados al patotipo; ® Aislamiento de colonias
Ninguna de las 950 muestras fue positiva para ECEPt, ECEA y ECEI
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Finalmente, se aislaron colonias ECVT de 32
muestras (3,4%) y ECEPa de 189 muestras
(19,9%), en los 3 tipos de carnes y en los
productos agricolas. Ademas, se aislé ECET de
1 muestra (0,1%) de pechuga de pollo.
Aunque era de esperar una mayor prevalencia
de ECVT en carne picada de vacuno (8% de
muestras con aislamientos), por ser el ganado
vacuno el reservorio por excelencia de este
tipo de cepas, la diferencia en relacién con la
carne de cerdo (6% de muestras con
aislamientos) no fue significativa (p=0,279);
tampoco hubo diferencia en la prevalencia de
ECEPa entre ambos tipos de carne (p=0,289).
Por el contrario, los niveles de contaminacién

por ECVT y ECEPa en pechuga de pollo fueron
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Figura 32. Histograma de prevalencia y patotipos
de E. coli diarreagénicos en muestras de carne y

productos agricolas

completamente distintos, con una prevalencia significativamente mas baja de ECVT (1% de

muestras con aislamientos) y significativamente mas alta de ECEPa (63% de muestras con

aislamientos) (p<0,05 en todos los casos) (Tabla 56 y Figura 32).

La prevalencia de ECVT en los 132 productos lacteos correspondientes a distintas fases de

produccién de queso curado (70 cuajadas, 46 quesos de 100-120 dias de maduracién y 16

guesos de 7 meses de maduracién) analizados, exclusivamente, para este patotipo fue de

7,6%, con aislamiento de colonias en 6 muestras (4,5%), concretamente, en 3 cuajadas y

en 3 quesos de 100-120 dias. No hubo deteccidn ni aislamiento en los quesos de 7 meses

de maduracion (Tabla 57).

Tabla 57. Prevalencia de ECVT en productos lacteos

Muestras H

Cuajada (n=70)
Queso 100-120 dias (n=46)
Queso 7 meses (n=16)

TOTAL (n=132) 10(7,6%)  6(4,5%)

®Deteccién mediante PCR de los genes de virulencia asociados al
patotipo; ® Aislamiento de colonias de ECVT

ECVT
deteccién®
6 (8,6%)
4(8,7%)
0

ECVT

aislamiento”

3 (4,3%)
3 (6,5%)
0
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La prevalencia de ECVT en las 171 muestras de carnes de importacién (33 partidas de 5
submuestras y 6 partidas de 1 Unica muestra = 39 partidas) analizadas, exclusivamente,
para este patotipo fue de 5,3% (9 muestras de 7 partidas) con aislamiento de colonias en 5
muestras (2,9%) de 5 partidas, concretamente en 4 muestras de carne de vacuno y en 1

muestra de ovino (Tabla 58).

Tabla 58. Prevalencia de ECVT en carne de importacion

ECVT ECVT
deteccién®  aislamiento”

Partidas de carne (n=39) 7 (17,9%) 5(12,8%)

Muestras

Muestras (n=171) 9(5,3%) 5(2,9%)

®Deteccién mediante PCR de los genes de virulencia asociados
al patotipo; ®Aislamiento de colonias de ECVT

E. coli diarreagénicos en carne.de vacuno

En las 200 muestras de carne picada de vacuno recogidas en la ciudad de Lugo, aislamos 2
tipos de E. coli diarreagénicos: ECVT en 16 muestras (8%), incluidas 3 muestras positivas
para ECVT 0157 (1,5%) y 15 muestras positivas para ECVT no 0157 (7,5%); ademas
aislamos colonias de ECEPa en 33 muestras (16,5%). Ninguna de las 200 muestras fue

positiva para ECEPt, ECET, ECEIl o ECEA (Tabla 56).

En la Tabla 59 aparecen reflejados los datos de deteccion de 1.575 muestras de carne
picada de vacuno fresca (no envasada), adquiridas en puntos de venta de la ciudad de
Lugo (se incluyeron en esta tabla, exclusivamente, las 110 no envasadas del presente
estudio). Destacar la ausencia de positividad para ECVT 0157 en el periodo 2005-2009, y el
hecho de que aparezca de nuevo este patdgeno en el afio 2011 (Blanco J.E. et al. 1996b,
1996d; Blanco et al. 2003; Mora, 2002; Roman, 2002; Nufez, 2003; Lopez, 2004; Mora et
al. 2003, 2007a, 2011b; Herrera, 2005, 2008, 2010; Justel, 2005; Losada, 2005; Garcia,
2009; Fernandez, 2010).

En la Figura 33 aparece reflejada la evolucidn de la prevalencia de ECVT 0157 y no 0157
durante el periodo 1995-2012. A pesar de que se observa una evolucién descendente, las
fluctuaciones son importantes, probablemente debidas a diferentes factores como el de

tipo estacional.
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Tabla 59. Deteccién de ECVT 0157 y no 0157 en carne picada de vacuno fresca en Lugo (1995-2012)

Afio Muestras ECVT 0157 ECVT no 0157 | TOTAL |
1995 58 3 5% 8 14% 10 17%
1996 91 0 0% 8 9% 8 9%
1997 173 1 0,6% 20 12% 21 12%
1998 133 1 0,8% 18 14% 18 14%
2001 80 1 1,3% 6 8% 7 9%
2002 20 0 0% 1 5% 1 5%
2003 230 2 0,9% 29 13% 30 13%
2005 250 0 0% 29 12% 29 12%
2006 60 0 0% 5 8% 5 8%
2007 100 0 0% 9 9% 9 9%
2008 170 0 0% 11 6% 11 6%
2009 100 0 0% 4 4% 4 4%
2011 40 1 2,5% 0 0% 1 3%
2012 70 0 0% 6 9% 6 9%
TOTAL 9

16,00%

14,00%

12,00%

10,00%

8,00%

6,00%

4,00%

2,00%

0,00%

1995
1996
1997
1998
2001
2002
2003
2005
2006
2007
2008
2009
2011
2012

=——ECVT 0157 =————ECVT no 0157

Figura 33. Evolucion en la deteccidn de ECVT en carne picada de vacuno fresca en Lugo (1995-2012)

Lo que parece claro es que los niveles detectados de ECVT en carne de vacuno varian
mucho no solo entre paises, y dependiendo del tipo de producto carnico muestreado
(Zhou et al. 2002; Lee et al. 2009; Chinen et al. 2009; Awadallah et al. 2014; Wang et al.
2014), sino también dentro de una misma zona geografica a lo largo del tiempo. En
general, se estima que la prevalencia de ECVT 0157 en carne de vacuno a nivel mundial
oscila entre el 0,1% y el 54% (Hussein y Bollinguer, 2005). Asimismo, la prevalencia
detectada de ECVT no 0157 en carne de vacuno, también es muy variable y se estima

que, en general, oscila entre el 2,4% y el 30% (Hussein, 2007).
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En relacién con el patotipo ECEP, observamos que los niveles de prevalencia tienden
ligeramente al alza (Figura 34). Tanto en este estudio, como en los previos realizados en el
LREC, todas las cepas aisladas de carne de vacuno fueron bfpA negativas, y por tanto
atipicas (ECEPa) (Herrera, 2010). Este hallazgo es acorde al origen de las propias cepas,
puesto que el reservorio principal de las cepas de ECEPt es, fundamentalmente, el ser
humano, mientras que en raras ocasiones se aislan de animales (Trabulsi et al. 2002;
Hernandes et al. 2009). Por el contrario, la mayoria de las cepas de ECEP de origen
animal carecen del gen bfpA, convirtiéndose los animales que las portan en reservorio
de cepas ECEPa (Cid et al. 2001; Aktan et al. 2004; Blanco M. et al. 2005; Cortés et al.
2005; Krause et al. 2005; Malik et al. 2006; Aidar-Ugrinovich et al. 2007; Vu-Khac et al.
2007).

40%
35%

30%

25%

20%

15%

10%

5%

0%

2005 2006 2007 2008 2009 2011-2012

—— ECEP atipicos detectados = ECEP atipicos aislados

Figura 34. Evolucién de la deteccién/aislamiento de ECEPa en carne de vacuno en Lugo (2005-2012)

Comparamos los resultados obtenidos en el presente estudio para ECVT y ECEPa en
relacion con el tipo de presentacion de la carne. Mientras que no encontramos diferencias
significativas en el aislamiento de ECEPa entre producto fresco y envasado en atmdsfera
modificada (21/110 vs.12/90, respectivamente; p=0,184), si se observaron diferencias en
el aislamiento de ECVT (3/110 vs. 13/77, respectivamente; p=0,002). Asociamos esta
mayor prevalencia de ECVT en producto envasado al hecho de que 10 de las 16 muestras
positivas para ECVT de carne picada de vacuno procedieron de una misma cadena
comercial (aunque de distintos establecimientos), de la que se hizo un seguimiento tras

detectar una prevalencia inusualmente alta. Las 10 muestras de dicha cadena comercial
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eran muestras envasadas en atmdsfera modificada (Tabla 60).

Por ultimo, analizamos la relacién entre recuentos de E. coli y aislamiento de ECVT y ECEPa
en carne de vacuno. Comprobamos que mas del 60% de las muestras (carne fresca y
envasada) positivas para alguno de los patotipos, presentaron recuentos de E. coli <100
ufc/g vy, por tanto, serian carnes con un resultado microbioldgico aceptable seguin el
Reglamento (CE) N2 2073/2005. En estudios anteriores, ya habiamos constatado que un
recuento muy bajo de E. coli por gramo no aseguraba la no presencia de ECVT (incluido
ECVT 0157) (Mora et al. 2007a; Mora et al. 2011b). En el presente estudio constatamos
que 5 (31%) de las 16 muestras con aislamientos positivos para ECVT (incluida 1 muestra

positiva para ECVT 0157) tenian recuentos inferiores a 10 ufc/g (Tabla 60).

Tabla 60. Muestras positivas para aislamiento de ECVT y ECEPa en carne picada de vacuno fresca 'y
envasada en Lugo (2011-2012) en relacién con el NMP de E. coli (ufc/g)
N2 MUESTRAS CON AISLAMIENTO POSITIVO
VACUNO- CARNE FRESCA

NMP E. coli TOTALES (%) ECVT 0157 ECVT no 0157 | TOTALECVT  ECEPa
<10 83 (75,5%)
10-99 16 (14,5%)
100-999 8(7,3%)
>999 3(2,7%)
TOTAL 110 (100%)\ 1(0,9%) 2(1,8%) \ 3(2,7%) 21(19,1%)

N2 MUESTRAS CON AISLAMIENTO POSITIVO
VACUNO- CARNE ENVASADA EN ATMOSFERA MODIFICADA

NMP E. coli TOTALES (%) | ECVT 0157 ECVT no 0157 TOTALECVT  ECEPa
<10 61 (67,8%)

10-99 22 (24,4%)
100-999 5(5,5%)
>999 2(2,2%)

TOTAL 90 (100%) 2 (2,2%) 13 (14,4%) 13 (14,4%) 12 (13,3%)
°En 1 muestra se aislaron cepas ECVT 0157 y no 0157

E. coli diarreagénicos en carne de cerdo

En las 200 muestras de carne picada de cerdo recogidas en la ciudad de Lugo, aislamos 2
tipos de E. coli diarreagénicos: ECVT en 12 muestras (6%), incluida 1 muestra positiva para
ECVT 0157 (0,5%) y 11 muestras positivas para ECVT no 0157 (5,5%); ademas aislamos
colonias de ECEPa en 28 muestras (14%). Ninguna de las 200 muestras fue positiva para

ECEPt, ECET, ECEl o ECEA (Tabla 56).
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Comparada con la carne de vacuno, existen pocos estudios sobre la contaminacién de la
carne de cerdo por ECVT. En el presente estudio, y en contra de lo que cabia esperar, no
encontramos diferencias significativas en el nimero de muestras positivas para ECVT
entre la carne picada de cerdo y de vacuno (6% vs. 8%, respectivamente). Este resultado
es comparable a un estudio muy similar llevado a cabo en Washington entre los afios
2009-2010, en el que se analizaron 249 muestras de carne picada de vacuno y 231 de
carne picada de cerdo adquiridas en 3 cadenas comerciales, con 13 y 12 muestras
positivas para aislamiento de ECVT, respectivamente (5,2%, en ambos casos) (Ju et al.
2012). Aunque es muy dificil hacer comparaciones entre los diferentes estudios, puesto
que el tipo de muestreo, el tamafio de muestra, la metodologia y la zona geograéfica (entre
otros factores) puede afectar significativamente a los resultados, los datos confirman la
hipdtesis de que la carne de cerdo puede ser una fuente de transmisién de ECVT al
hombre (Read et al. 1990; Brooks et al., 2001; Mayrhofer et al., 2004; Lee et al., 2009; Bai
etal., 2015).

Existen muchos menos estudios sobre la presencia de ECEP en carne de cerdo y reportan
bajas prevalencias (Lee et al. 2009; Comery et al. 2013). No sorprende la presencia de
ECEPa puesto que hemos constatado que los cerdos de produccidon portan de forma

asintomatica este tipo de cepas (LREC, datos no publicados).

Comparamos los resultados obtenidos en el presente estudio para ECVT y ECEPa en
relacion con el tipo de presentacién de la carne. En el caso de la carne picada de cerdo no
encontramos diferencias significativas entre producto fresco y envasado en atmdsfera
modificada, ni para el aislamiento de ECVT (10/155 vs. 2/45, respectivamente; p=0,468), ni
para ECEPa (25/155 vs. 3/45, respectivamente; p=0,080) (Tabla 61).

Por ultimo, analizamos la relacidn entre recuentos de E. coli y aislamiento de ECVT y ECEPa
en carne de cerdo. Comprobamos que para ambos patotipos, mas del 60% de las muestras
positivas de carne fresca y el 100% de las envasadas presentaron recuentos de E. coli <
100 ufc/g. Se trataria, por tanto, de carnes con un resultado microbioldgico satisfactorio
segun el Reglamento (CE) N2 2073/2005 v, al igual que lo observado en carne de vacuno,
un recuento muy bajo de E. coli por gramo no asegura la no presencia de cepas patégenas

(Tabla 61).
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Tabla 61. Muestras positivas para aislamiento de ECVT y ECEPa en carne picada de cerdo fresca 'y
envasada en Lugo (2011-2012) en relacién con el NMP de E. coli (ufc/g)
N2 MUESTRAS CON AISLAMIENTO POSITIVO
CERDO- CARNE FRESCA

NMP E. coli TOTALES (%) ECVT 0157 ECVT no 0157 TOTAL ECVT ECEPa

<10 110 (71%)
10-99 27 (17,4%) 0 2
100-999 14 (9%) 0 2
>999 4 (2 6%) 1 1

TOTAL 155 (100%) 1(0,6%) 9 (5 8%) 10 (6,4%) 25 (16,1%)

N2 MUESTRAS CON AISLAMIENTO POSITIVO
CERDO- CARNE ENVASADA EN ATMOSFERA MODIFICADA

NMP E. coli TOTALES (%) | ECVT 0157 ECVT no 0157 | TOTAL ECVT ECEPa

<10 41 (91,1%)
10-99 4(8,9%)

100-999 0
>999 0

TOTAL  45(100%) = 0 (0%) 2 (4,4%) 2(4,4%)  3(6,7%)

E. coli diarreagénicos en carne de ave

En las 200 muestras de pechuga de pollo recogidas en la ciudad de Lugo, aislamos 3 tipos
de E. coli diarreagénicos: ECVT en 2 muestras (1%), ECEPa en 126 muestras (63%) y ECET
en 1 muestra (0,5%). Ninguna de las 200 muestras fue positiva para ECEPt, ECEl o ECEA
(Tabla 56).

Bai y colaboradores (2015) analizaron 853 muestras de carnes (318 de cerdo, 205 de pollo
y 191 de vacuno) adquiridas durante 2013-2014, en supermercados y mercados de China,
para determinar la presencia de ECVT. Al igual que nosotros, aunque con diferencias
significativas entre vacuno y cerdo, la mayor prevalencia de aislamiento de ECVT fue en
carne de vacuno (9,9% de las muestras), en segundo lugar en carne de cerdo (4,1%) y la
menor prevalencia fue en carne de pollo (0,5%). En nuestro caso, aislamos ECVT de 2
muestras, cuyo origen mas probable sea la contaminacion cruzada con carne de otros
origenes, puesto que las aves de corral no son reservorio de este patotipo. Lo mismo se
puede deducir de la Unica muestra en la que aislamos ECET. Schouler y colaboradores
(2012) analizaron para un amplio abanico de genes de virulencia, 1.491 cepas de E. coli de
origen aviar (1.307 procedentes de animales con colibacilosis y 184 del contenido

intestinal de animales sanos); ninguna de las 1.491 cepas era portadora de los genes
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codificadores para verotoxinas (VT1, VT2), ni tampoco de las enterotoxinas (LT, STa, STh).
Sin embargo, estos mismos autores si encontraron diferencias significativas en la
prevalencia del gen eae entre las cepas patdgenas aviares y las aisladas de animales sanos
(2% vs.12%, respectivamente). Curiosamente, en nuestro estudio hemos aislado cepas
EPECa del 63% de las muestras. Aunque esta claramente establecido que estos animales
son portadores de este patotipo, y que la literatura cientifica recoge datos de su presencia
en carne de ave (Lee et al. 2009; Comery et al. 2013), no hemos encontrado referencias de

una prevalencia tan elevada.

Comparamos los resultados obtenidos en el presente estudio para ECEPa en relacidn con
el tipo de presentacion de la carne. En el caso de la pechuga de pollo, encontramos una
prevalencia significativamente mayor de ECEPa en la carne envasada en atmosfera

modificada (101/170 en pechuga fresca vs. 25/30 en envasada; p=0,009) (Tabla 62).

También analizamos la relacion entre recuentos de E. coli y aislamiento de ECVT y ECEPa
en carne de cerdo. Comprobamos para ambos patotipos, mas del 70% de las muestras
positivas de carne fresca y envasada presentaron recuentos de E. coli <100 ufc/g. Por lo
que, como en la carne de vacuno y cerdo, recuentos bajos de E. coli por gramo no

aseguran la no presencia de patégenos (Tabla 62).

Tabla 62. Muestras positivas para aislamiento de ECVT y ECEPa en pechuga de pollo fresca y envasada en
Lugo (2009-2010) en relacién con el NMP de E. coli (ufc/g)
N2 MUESTRAS CON AISLAMIENTO POSITIVO
POLLO- CARNE FRESCA

NMP E. coli  TOTALES (%) | ECVT 0157 ECVTno 0157 TOTALECVT  ECEPa
84 (49,4%)
66 (38,8%)

100999 | 20(11,8%) |

TOTAL 170 (100%) = 0(0%) 2(12%) | 2(12%)  101(59,4%)

N2 MUESTRAS CON AISLAMIENTO POSITIVO
POLLO- CARNE ENVASADA EN ATMOSFERA MODIFICADA

NMP E. coli TOTALES (%) | ECVT 0157 ECVT no 0157 | TOTAL ECVT ECEPa

<10 5(16,7%)

10-99 18 (60%)
100-999 6 (20%)
>999 1(3,3%)

TOTAL 30(100%) | 0 (0%) 0 (0%) 0(0%)  25(83,3%)
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E. coli diarreagénicos en productos agricolas

En las 350 muestras de productos agricolas recogidas en la ciudad de Lugo, aislamos 2
tipos de E. coli diarreagénicos: ECVT y ECEPa en 2 muestras cada patotipo (0,6%,
respectivamente). Ninguna de las 350 muestras fue positiva para ECEPt, ECET, ECEl o ECEA
(Tabla 56).

Las 350 muestras incluian 125 ensaladas envasadas (en bolsa y sin modificacién de
atmosfera) listas para el consumo y 225 verduras y hortalizas variadas en fresco
(lechuga, tomate, pepino, brotes de soja, brotes de alfalfa, brécol, pimiento rojo,
pimiento verde, endivias, puerro, zanahoria y cebolleta). Se obtuvieron aislamientos
positivos de 2 lechugas (2/78 lechugas; 2,6%) y en 1 ensalada envasada (1/125; 0,8%).
Las 2 cepas ECVT aisladas procedian de las 2 lechugas, una de las cuales fue también
positiva para el aislamiento de ECEPa. Para ambos patotipos, las 3 muestras positivas

(lechugas y ensalada envasada) presentaron recuentos de E. coli <100 ufc/g (Tabla 63).

Tabla 63. Muestras positivas para aislamiento de ECVT y ECEPa en productos agricolas frescos y envasados
en Lugo (2011-2012) en relacién con el NMP de E. coli (ufc/g)
N2 MUESTRAS CON AISLAMIENTO POSITIVO
PRODUCTOS AGRICOLAS- FRESCO
NMP E. coli TOTALES (%) ECVT 0157 ECVTno 0157 TOTALECVT ECEPa

<10 219 (97,3%)
10-99 6(2,7%)
100-999
>999 0
TOTAL 225 (100%) ‘ 0 (0%) 2 (0,9%) 2(0,9%) 1(0,4%) ‘
N2 MUESTRAS CON AISLAMIENTO POSITIVO
ENSALADAS ENVASADAS LISTAS PARA CONSUMO
NMP E. coli TOTALES (%) ‘ ECVT 0157 ECVT no O157 TOTALECVT ECEPa ‘
<10 122 (97,6%)
10-99 3 (2,4%)
100-999
>999 0

TOTAL  125(100%) 0 (0%) 0 (0%) 0(0%)  1(0,8%)

En un estudio realizado en el afio 2008 en el LREC, se analizaron 100 lechugas adquiridas
en distintos establecimientos de la ciudad de Lugo. El 99% de las muestras presentaron
recuentos de E. coli <10 ufc/g y el 100% fueron negativas para ECVT y otros E. coli
diarreagénicos (Mora et al. 2011b). Aunque en el presente estudio (2011-2012), 2
lechugas fueron positivas para ECVT (2/78; 2,6%) y ECEPa (1/78; 1,3%) las diferencias no

fueron significativas con respecto al estudio anterior (p>0,05 para ambas comparaciones).
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Las posibles y principales fuentes de contaminacion de productos agricolas estan
relacionadas con las malas practicas agricolas (como el uso de estiércol mal compostado),
con la escorrentia de aguas procedentes de granjas de produccién, o con el uso de aguas
residuales no tratadas (Buck et al. 2003). En dreas geograficas menos desarrolladas, en las
gue no existe control de este tipo de practicas, se ponen en evidencia los riesgos
microbioldgicos. Castro-Rosas y colaboradores (2012) analizaron en Méjico 130 ensaladas
listas para el consumo obtenidas en diferentes restaurantes para ECVT, ECET, EPEC y EIEC.
Determinaron la presencia de E. coli en el 85% de las muestras y en 8 ensaladas (6,1%)
aislaron ECVT (3), ECEl (2), ETEC (1) y en 2 ensaladas ECVT+ECEI, y curiosamente no
aislaron ECEP de ninguna de las muestras analizadas. Asociaron la presencia de los
patdgenos diarreagénicos a la mala calidad microbioldgica del agua de riego usada en la
zona. En nuestro estudio, solo 1 de las 125 (0,8%) ensaladas listas para consumo fue

positiva, y de ella se aislé ECEPa.

E. coli verotoxigénicos en productos lacteos

Los 132 productos lacteos correspondientes a distintas fases de producciéon de queso
curado de ovino se analizaron Unicamente para ECVT. Las 6 muestras con aislamientos se
correspondian con fases de produccion previas al consumo para este tipo de queso (3
cuajadas y 3 quesos de 100-120 dias de maduracién). Ademads, las 3 muestras de quesos y
2 de las 3 cuajadas positivas presentaban recuentos de E. coli <10 ufc/g. Ninguna de las
muestras de quesos de 7 meses de maduracion fue positiva para ECVT (Tabla 57, pagina

157; Tabla 64).

La literatura cientifica ha evidenciado, tanto la presencia de ECVT en diferentes variedades
de quesos producidos con leche cruda (Pradel et al. 2000; Fach et al. 2001; Honish et al.
2005; Vernozy-Rozand et al. 2005; Rey et al. 2006; Caro y Garcia-Armesto, 2007; Stephan
et al. 2008; Zweifel et al. 2010; Madic et al. 2011), como su implicacién en brotes,
especialmente provocados por ECVT 0157 (Honish et al. 2005; Espié et al. 2006). Muchos
de estos estudios, especificaban la deteccién en quesos curados. Concretamente en
Espaia, Rey y colaboradores (2006) analizaron 502 productos lacteos de 64 rebafios de
ovino y caprino en Extremadura entre los afios 2003-2004, incluidas 360 muestras de

leche no pasteurizada recogida en tanque, 103 productos de la fase de coagulacion
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(cuajadas) y 39 quesos; y aunque por PCR detectaron la presencia de ECVT en el 9% de las
muestras (29 de leche, 2 cuajadas y 2 quesos), tras analizar hasta 100 colonias, solo
aislaron ECVT de 9 muestras de leche. En otro estudio realizado en Espafia sobre queso de
Castilla elaborado con leche cruda de oveja con diferentes tiempos de maduracion, Caro y
Garcia-Armesto (2007) aislaron cepas ECVT de 2 quesos (1 queso de 2,5 meses de
maduracién y otro de 12 meses). Por tanto, y a pesar de que nosotros ni detectamos ni
aislamos ECVT de las muestras de quesos de 7 meses de maduracion, este proceso no
garantiza la ausencia del patégeno, incluso en periodos de hasta 12 meses (Caro y Garcia-
Armesto, 2007). Es crucial una buena calidad microbioldgica de la leche para reducir el
riesgo de la presencia de estos patdgenos en quesos elaborados con leche cruda, maxime
si los quesos son frescos o con periodos cortos de maduracién (Montet et al. 2009).
Tabla 64. Muestras positivas para aislamiento de ECVT en productos lacteos (2011-2014) en relacion con
el NMP de E. coli (ufc/g)
N2 MUESTRAS CON AISLAMIENTO POSITIVO
PRODUCTOS LACTEOS: CUAJADAS
NMPE. coli ~ TOTALES(%)  ECVT 0157 | ECVTno 0157 = TOTALECVT
<10 20 (28,6%) 0
10-99 37 (52,8%) 2
100-999 11 (15,7%) 1

>999 2 (2,8%) 0
70(100%)  0(0%)  3(4,3%) 3(4,3%)

N2 MUESTRAS CON AISLAMIENTO POSITIVO

PRODUCTOS LACTEOS: QUESOS
NMPE. coli ~ TOTALES (%)  ECVT0157 | ECVTno 0157 = TOTALECVT
<10 40 (64,5%)
10-99 16 (25,8%)
100-999 5 (8,1%)
>999 1(1,6%)

62 (100%) 0 (0%)

E. coli verotoxigénicos en carnes de importacion

Las 171 muestras de carne remitidas por entidades externas (33 partidas de 5
submuestras y 6 partidas de 1 Unica unidad) se analizaron Unicamente para ECVT. Se
aislaron colonias ECVT de 5 muestras procedentes de 5 lotes (4 muestras de 4 lotes de
carne de vacuno y 1 muestra de 1 lote de carne de ovino). Las 5 muestras presentaron
recuentos de E. coli <100 ufc/g (Tabla 58, pagina 158; Tabla 65). Se trataria, por tanto, de
carnes con un resultado microbioldgico satisfactorio segun el Reglamento (CE) N2

2073/2005.

167



A. HERRERA

Tabla 65. Muestras positivas para aislamiento de ECVT en carnes de importacion (2013-2014) en relacién
con el NMP de E. coli (ufc/g)
N2 MUESTRAS CON AISLAMIENTO POSITIVO
CARNES DE IMPORTACION
NMP E. coli TOTALES (%) = ECVT 0157  ECVTno 0157  TOTAL ECVT

<10 146 (85,4%)
10-99 16 (9,4%)
100-999 |  8(4,7%) |
>999 1(0,6%)

0 (0%) 5 (z 9%) 5 (2 9%)

Las muestras recibidas de carne de vacuno (n=161) provenian de Brasil (n=135), Uruguay
(n=16), EE.UU. (n=5) y Argentina (n=5), y las de origen ovino (n=10) de Nueva Zelanda. Las
muestras con aislamientos positivos correspondieron a Uruguay (2/16; 12,5%), Brasil
(2/135; 1,5%) y Nueva Zelanda (1/10; 10%). Diferentes estudios indican que la prevalencia
de ECVT en ganado bovino y ovino en estos paises es alta. En Brasil un estudio realizado en
Minas Gerais, determiné una prevalencia en animales de produccién del 39,2% (vacuno de
carne), 57,5% (caprino) y 17,5% (vacuno de leche) (Oliveira et al. 2008). Por otro lado, un
estudio realizado por el departamento de Agricultura de EE.UU., determind que el 28% de
la carne de vacuno deshuesada importada de Uruguay y el 9,7% de la de Nueva Zelanda
era positiva para ECVT (Bosilevac et al. 2007). En Nueva Zelanda, Cookson y colaboradores
(20064a, 2006b) determinaron una prevalencia de ECVT superior en ganado ovino que en el

bovino (aislamientos del 65,9% vs. 27,3%, respectivamente).

De acuerdo con el documento guia vigente, para la aplicacion del articulo 14 del
Reglamento (EC) N2 178/2002 en relacién con los alimentos contaminados por ECVT
(instruccion IM/04/2014 del Ministerio de Sanidad), y dado que los alimentos se
clasificaron de bajo riesgo, los resultados obtenidos supondrian la liberacién de todas las
partidas, puesto que se descarté la presencia, en las muestras positivas para vt, de los
genes eae y aaiC+aggR (Figura 19, pagina 103). No obstante, segun el borrador que esta
siendo elaborado por la Comisién Europea (Documento orientativo relativo a alimentos
contaminados con ECVT) (Figura 20, pagina 106), las partidas corresponderian a la
categoria b, por lo que en todos los casos en los que hubo aislamiento de ECVT, la

recomendacion seria la retirada de las partidas.
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4.2.2. Serotipos de las cepas ECVT

Se recuperaron un total de 51 cepas ECVT diferentes de 43 (3,4%) de las 1.253 muestras
analizadas (200 de carne de vacuno, 200 de carne de cerdo, 200 de carne de ave, 350 de
productos agricolas, 132 de productos lacteos y 171 de carnes de importacion) (Tabla 66).
Para su recuperacion se ensayaron por PCR (vt1 y vt2) un minimo de 50 colonias de E. coli
de las 60 muestras con confluentes positivos, de acuerdo con el protocolo detallado en Ia

Tabla 36 (Material y Métodos, pagina 118).

Tabla 66. Numero de cepas ECVT por tipo de muestra

ECVT N2 cepas
Muestras ECVTb
Carne picada de vacuno (n=200) 16 (8%) 22
Carne picada de cerdo (n=200) 12 (6%) 13
Pechuga de pollo (n=200) 2 (1%) 2
Productos agricolas (n=350) 2 (0,6%) 2
Productos lacteos (n=132) 6 (4,5%) 6
Carnes de importacién (n=171) 5(2,9%) 6

TOTAL (n=1.253) | 43(3,4%)

®Nudmero de muestras con aislamiento ECVT
b A .
De algunas muestras se aislé mas de un tipo ECVT

El serotipado de las 51 cepas ECVT determiné un total de 34 serotipos (Tabla 67), de los
cuales, 20 habian sido asociados con anterioridad a cepas ECVT causantes de infecciones
en seres humanos (incluimos entre estos 20, los serotipos ONT:H8, ONT:H16, ONT:H21y
ONT:HNM). Por tanto, 36 (70,6%) de las 51 cepas ECVT aisladas de alimentos
presentaron serotipos descritos en patologia humana con la siguiente distribucion: 16
(72,7%) de 22 cepas de carne de vacuno, 10 (77%) de 13 cepas de carne de cerdo, 2
(100%) de 2 cepas de carne de pollo, 2 (100%) de 2 cepas de productos agricolas, 3

(50%) de 6 cepas de productos lacteos y 3 (50%) de 6 cepas de carne de importacion.

Relacionamos los serotipos detectados con la clasificacion de Karmali y colaboradores
(2003) que establece seropatotipos (A, B, C, D y E) en relacidon con la virulencia potencial
de las cepas (Tabla 12, pagina 34). Segun esta clasificacion, 15 (29%) de las 51 cepas
ECVT pertenecieron a los seropatotipos relacionados con SUH y CH: los altamente
virulentos A (4 cepas 0157:H7) y B (4 cepas 026:H11), o al C, que engloba cepas con
riesgo potencial elevado (1 cepa 08:H19, 1 cepa 091:H21, 2 cepas 0113:H21 y 3 cepas
0174:H21). Estas 15 cepas pertenecientes a seropatotipos altamente virulentos o con

riesgo potencial elevado, se aislaron de 12 muestras (8 de carne picada de vacuno, 3 de
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carne picada de cerdo y 1 de pechuga de pollo). Aunque el serotipo ONT:HNM se ha
asociado a SUH, no se le ha asignado seropatotipo (le corresponderia el C) por no tener

la certeza del tipo de antigeno O y H de las cepas.

Tabla 67. Correspondencia de los serotipos determinados en las 51 cepas ECVT con el seropatotipo segtin

Serotipos

la clasificacion de Karmali (Karmali et al. 2003)

Seropatotipo

N2 cepas

Origen

(Karmali et al. 2003)

06:H34 1 Carne picada de vacuno E
08:H9e 3 Carne picada de cerdo D
08:H19e 1 Carne picada de cerdo C
08:H30 2 Productos lacteos E
2 carne picada de vacuno
026:H11e 4 1 carne picada de cerdo B
1 pechuga de pollo
039:H49 1 Carne picada de vacuno E
076:H19 1 Productos lacteos D
088:H25 1 Carne de vacuno de importacion D
091:H21 1 Carne picada de vacuno C
0104:H7 ) 1 Carne plcad? de vaf:uno ) D
1 Carne de ovino de importacién
0106:H21 1 Carne picada de cerdo E
0113:H4 1 Carne picada de cerdo D
0113:H21e 2 Carne picada de vacuno C
0130:H11 1 Carne de vacuno de importacion E
0145:H34 1 Lechuga D
0146:H21e 2 Llechuga D
1 Productos lacteos
0150:H2 1 Carne picada de cerdo E
0156:H25 1 Carne picada de vacuno D
. 3 Carne picada de vacuno
0157:H7¢ 4 1 Carne picada de cerdo 4
0168:H21 1 Carne picada de cerdo E
0166:H28e ) 1 Carne picadla de cerdo b
1 Productos lacteos
0174:H21e 3 Carne picada de vacuno C
0175:H21 1 Carne picada de vacuno E
0176:H4 1 Productos lacteos E
0178:H19 5 1 Carne picada de cerc%o 5 b
1 Carne de vacuno de importacién
0185:H7 1 Carne de vacuno de importacion E
ONT:H2 1 Carne picada de vacuno E
ONT:H7 1 Carne picada de vacuno E
ONT:H8e 1 Carne picada de vacuno *
ONT:H14 1 Carne de ovino de importacién E
ONT:H16 1 Carne picada de vacuno D
ONT:H21e 1 Carne picada de vacuno *
ONT:H28 1 Carne picada de vacuno E
ONT:HNMe 5 1 Carne picada de cerdo «
1 Pechuga de pollo
Serotipos: Serotipos detectados en cepas de origen humano; serotipos detectados en pacientes con
SUH; eSerotipos detectados en cepas aisladas de carne picada de vacuno en estudios anteriores
(1995-2009)
Seropatotipos: *No se asignd seropatotipo a las cepas ONT:H8, ONT:H21 y ONT:HNM porque a pesar
de han sido descritos en cepas de origen humano, no tenemos la certeza de que no presenten
antigenos O y/o H diferentes.

170



RESULTADOS Y DISCUSION

Carne picada de vacuno

Por alimento, las 22 cepas ECVT aisladas de carne de vacuno procedentes de 16
muestras, presentaron 16 serotipos distintos. Destaca que el 50% de las cepas aisladas
de esta carne (11/22) pertenecia a los seropatotipos A, B o C (0157:H7, 026H11,
091:H21, 0113:H21, O174:H21). Las 11 cepas con serotipos relacionados con SUH y CH
se aislaron de 8 muestras, de manera que en 3 muestras de carne se detectaron 2 cepas
ECVT diferentes de estos seropatotipos. Es interesante destacar ademas, que 2 de estas
11 cepas (0157:H7 y 0113:H21) se aislaron de 2 muestras con recuentos de E. coli <10

ufc/g.

Nueve de los 16 serotipos encontrados entre las cepas ECVT de carne picada de vacuno
del presente estudio no se habian detectado en los estudios previos; ni entre los 61
serotipos de 96 ECVT aisladas de 785 muestras (1995-2003) (Mora et al. 2007a), ni entre
los 36 serotipos de 53 cepas ECVT aisladas de 680 muestras (2005-2009) (Herrera, 2010).
No obstante, la mayoria (11 de 16 serotipos) los habiamos determinado previamente en
cepas de origen bovino (carne o heces) y solo los serotipos 039:H49, 0104:H7,
0175:H21, ONT:H7, ONT:H16 no habian sido detectados en cepas bovinas (Blanco M. et
al. 2004b; Mora et al. 2007a). Concretamente, el serotipo 0104:H7 solo lo habiamos
asociado hasta ahora a cepas de origen ovino (Blanco M. et al. 2003b; Rey et al. 2003;
Mora et al. 2011b). También, Bai y colaboradores (2015) en China encontraron una
amplia variedad de serotipos entre las 62 cepas ECVT aisladas de 853 muestras de carne
de origen bovino, ovino, porcino y de ave, con un total de 33 serotipos. No detectaron
ninguna cepa 0157:H7, pero los autores lo asociaron a no incluir en su protocolo la
separacion inmunomagnética. Curiosamente, ninguno de los 15 serotipos de sus 21
cepas aisladas de 191 muestras de origen bovino, se encuentran entre los 16 hallados en
las 22 cepas de nuestro estudio. Asimismo, Brusa y colaboradores (2012) en Argentina
encontraron resultados diferentes a los nuestros, no solo en prevalencias (12,2% de 90
muestras de carne picada de vacuno positivas para aislamiento de ECVT 0157 y 14,4%
para ECVT no 0157), sino también en los serotipos identificados; entre los 12 serotipos
de sus 13 cepas ECVT no 0157, solo 2 (0113:H21 y 0174:H21) estan presentes en las

cepas de carne de vacuno de nuestro estudio.
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Se puede concluir, por tanto, que el 4% de las muestras de carne picada de vacuno que
hemos analizado (8 de 200) portaba cepas de seropatotipos altamente virulentos o con
riesgo potencial elevado, incluidos 3 serotipos/seropatotipos (0157:H7, seropatotipo A;
026:H11, seropatotipo B; 0113:H2, seropatotipo C) frecuentemente detectados entre
pacientes del Hospital de Lugo (HULA) (Blanco JE et al. 2004; Mora et al. 2011b).
Ademas, hemos detectado 4 serotipos (039:H49, 0104:H7, 0175:H21, ONT:H7) no
descritos previamente en nuestros estudios, ni en cepas ECVT de carne picada de
vacuno, ni de otros origenes (Orden et al. 2003; Rey et al. 2003; Blanco M. et al. 2003b,
2004b; Mora et al. 2005, 2007a, 2012).

Carne picada de cerdo

Las 13 cepas ECVT aisladas de carne de cerdo procedentes de 12 muestras, presentaron
11 serotipos distintos. El 23% de las cepas aisladas de esta carne (3/13) pertenecia a los
seropatotipos A, B o C (0157:H7, 026H11, 08:H19). Las 3 cepas con serotipos
relacionados con SUH y CH se aislaron de 3 muestras, una de las cuales (la muestra
positiva para 08:H19) presentaba recuentos de E. coli <10 ufc/g. Como se comento al
inicio de este apartado y en la Tabla 67, aunque el serotipo ONT:HNM se ha asociado a
SUH, no se le ha asignado seropatotipo (le corresponderia el C), por no tener la certeza del

tipo de antigeno O y H de estas cepas.

Tres (0106:H21, 0150:H2, 0168:H21) de los 11 serotipos identificados entre las cepas
ECVT de carne picada de cerdo del presente estudio no se habian detectado
previamente en nuestros estudios entre cepas de distintos origenes (vacuno, ovino,
silvestre o humano) (Orden et al. 2003; Rey et al. 2003; Blanco M. et al. 2003b, 2004b;
Mora et al. 2005, 2007a, 2012). Bai y colaboradores (2015) en China determinaron 8
serotipos en las 14 cepas aisladas de 318 muestras de carne de cerdo, 1 de los cuales
(O8:H19, asociado a SUH y CH) también fue identificado en nuestro estudio. Tanto este
serotipo (08:H19), como el 0178:H19, figuran entre los mas prevalentes en el estudio de

Brusa y colaboradores (2012) asociados a carne de vacuno en Argentina.

Se puede concluir, por tanto, que el 1,5% de las muestras de carne picada de cerdo que

hemos analizado (3 de 200) portaba cepas de seropatotipos altamente virulentos o con
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riesgo potencial elevado (0157:H7, seropatotipo A; 026:H11, seropatotipo B; 08:H19,

seropatotipo C).

Carne de ave

Las 2 cepas ECVT aisladas de pechuga de pollo procedentes de 2 muestras, presentaron
2 serotipos asociados a SUH y CH. Es importante destacar que, aunque la prevalencia de
ECVT en este tipo de carne fue, como cabia esperar, baja (1%), una de las cepas
pertenecia al seropatotipo B (026:H11) y la otra (ONT:HNM) aislada de una muestra con
recuentos de E. coli <10 ufc/g corresponderia al seropatotipo C asociado también a SUH
y CH, aunque en este caso no se le asignd por no tener la certeza del antigeno O y H de
la cepa. Bai y colaboradores (2015) obtuvieron un resultado de prevalencia similar al
nuestro en carne de pollo (0,5%, 1/205), pero la cepa que aislaron fue identificada como
0179:H4, un serotipo que nosotros hemos detectado en cepas de origen ovino (Blanco

M. et al. 2003b).

Se puede concluir, que aunque la contaminacién por cepas ECVT que detectamos de la
carne de pollo vendida en los establecimientos de Lugo no es alta, el 1% de las muestras

era portadora de cepas ECVT de riesgo potencial elevado para los consumidores.

Productos agricolas

Las 2 cepas ECVT aisladas de productos agricolas y procedentes de 2 muestras de
lechuga, presentaron 2 serotipos (0146:H21, 0145:H34) y aunque ninguno de ellos se ha
asociado a SUH y CH, el serotipo 0146:H21 (seropatotipo D) es uno de los mas
frecuentemente detectados en pacientes del HULA en nuestra ciudad (Mora et al.
2011b). Este serotipo también lo hemos identificado en cepas ECVT aisladas de carne de
vacuno (Mora et al. 2007a), de heces de bovino (Blanco M. et al. 2004b), y con una
elevada prevalencia en heces de ovino (Rey et al. 2003; Blanco M. et al. 2003b).
Asimismo, lo detectamos en 51 cepas (37,8%) de 135 cepas ECVT aisladas de 701
animales silvestres (corzo, jabali y zorro) muestreados en Galicia (Mora et al. 2012), lo
gue indica que este tipo de cepas es frecuente en nuestra zona geografica y que pueden
llegar a contaminar los productos agricolas por diferentes fuentes. La otra cepa aislada

en el presente estudio de una muestra de lechuga pertenecia a un serotipo (0145:H34)
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no detectado en cepas de origen humano en nuestros estudios, sin embargo, si aparece
documentado por otros autores en cepas asociadas con casos de diarrea (Prager et al.

2009).

Productos lacteos

Las 6 cepas ECVT aisladas de productos lacteos procedentes de 6 muestras, presentaron
5 serotipos distintos. Como era de esperar, por tratarse de productos elaborados con
leche de oveja, la mayoria de estos serotipos (076:H19, 0146:H21, 0166:H28, 0176:H4)
los habiamos identificado previamente en cepas ECVT de origen ovino (Rey et al. 2003;
Blanco M. et al. 2003b, Orden et al. 2003). Solo el serotipo 08:H30 (2 cepas) no lo
habiamos identificado anteriormente en cepas ECVT de nuestros estudios, sin embargo,
Bai y colaboradores (2015) lo encontraron en 2 cepas aisladas de carne de ovino y
vacuno, respectivamente. También determinaron el serotipo 0176:H4 en 3 de 25 cepas

aisladas de carne de ovino.

Ninguna de las cepas aisladas de productos lacteos en nuestro estudio pertenecia a los
seropatotipos A, B o C asociados con SUH y CH, pero 3 de los 5 serotipos (076:H19,
0146:H21, 0166:H28) habian sido identificados en cepas ECVT de origen humano
(seropatotipo D) (Blanco J.E. et al. 2004), incluido el 0146:H21 frecuentemente

identificado en cepas de pacientes con diarrea en el HULA (Mora et al. 2011b).

Carnes de importacion

Las 6 cepas ECVT aisladas de carnes de importacion procedentes de 5 muestras (4 de
vacuno y 1 de ovino), presentaron 6 serotipos distintos. Ninguna de las cepas pertenecia
a los seropatotipos A, B o C asociados con SUH, pero 3 de los 6 serotipos (088:H25,
0178:H19 identificados en 2 cepas ECVT de carne de importaciéon bovina; y 0104:H7
identificado en 1 cepa ECVT de carne de importacion ovina) los habiamos determinado
previamente en cepas ECVT de origen humano (seropatotipo D). Ademas, los serotipos
088:H25 y 0178:H19 los habiamos identificado en heces de bovino (Blanco M. et al.
2004b) y el serotipo 0104:H7 en heces de ovino (Blanco M. et al. 2003b; Rey et al.
2003). El serotipo 0104:H7 también aparece identificado en 3 de las 25 cepas aisladas

de 126 muestras de carne de ovino en el trabajo de Bai y colaboradores (2015).
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Se puede concluir que, globalmente, hemos encontrado una alta heterogeneidad entre
las 51 cepas ECVT aisladas de alimentos con 34 serotipos que, en la mayoria de los
casos, se correlacionan con el origen animal de la contaminacidn. Martin y Beutin (2011)
también encontraron una significativa correlacién entre los animales de produccién y los
serotipos de ECVT contaminantes de alimentos del mismo origen. En su estudio, en 593
cepas ECVT aisladas de alimentos derivados de animales (bovino, porcino, ovino, caprino
y silvestres), detectaron 215 serotipos. Curiosamente, entre esos 215 serotipos no
figuran 10 (O8:H30, 039:H49, 0104:H7, 0106:H21, 0145:H34, 0150:H2, 0156:H25,
0168:H21, 0175:H21, 0176:H4) de los 34 detectados en las cepas del presente estudio,
8 de los cuales (08:H30, 039:H49, 0104:H7, 0106:H21, 0145:H34, 0150:H2, 0168:H21,

0175:H21) tampoco habian sido detectados en ninguno de nuestros estudios previos.

4.2.3. Genes de virulencia de las cepas ECVT

Siguiendo el protocolo detallado en el apartado 3.4.2 (Material y Métodos, pagina 121)
(Tabla 37, Tabla 40 y Tabla 41), se determind la presencia de los genes de virulencia
ligados al patotipo ECVT (genes vt1, vt2, subA, stcE, E-hlyA, saa y eae), se realizd el tipado
del gen eae en las cepas positivas, y se establecieron los tipos/subtipos de los genes vt de
las 51 cepas ECVT aisladas en el presente estudio (Tabla 68).

Tabla 68. Serotipos, grupos filogenéticos y genes de virulencia de las 51 cepas ECVT

Tipo de muestra ST Genes de Virulencia

Codigo de cepa Serotipo

(n2 cepas) filogénetico
13-6a 0157:H7 D vt2c, eae-y1, E-hlyA, stcE
20-4a 06:H34 B1 vt2a, E-hlyA, subA
20-3b 0175:H21 B1 vtla, vt2a, E-hlyA, saa
30-3a 0113:H21 B1 vtla, vt2d
30-4a 026:H11 B1 vtla, eae-B1, E-hlyA
30-4d ONT:H21 B1 vtla, vt2c
37-3a ONT:H8 B1 vtla, vt2a, E-hlyA, saa
38-4a ONT:H2 B1 vtla, eae-{1, EhlyA
43-1a 0157:H7 D vtla, vt2c, eae-y1, E-hlyA, stcE
i 43-5a 0104:H7 B1 vt2a, E-hlyA, saa, subA
Carne picada de 44-43 091:H21 B1 vt2a vt2d, E-hlyA, saa
‘E‘;i‘;;;’ 44-4c 0174:H21 B1 vt2c
45-3a ONT:H7 B1 vt2c
46-4a 0157:H7 D vt2c, eae-y1, E-hlyA, stcE
46-4b 0174:H21 B1 vt2c
54-4a 0174:H21 B1 vt2c
82-3a 039:H49 B1 vt2a, E-hlyA, saa, subA
87-6a ONT:H28 B1 vtla, eae-{1, E-hlyA, stcE
93-4a 0156:H25 B1 vtla, eae-{1, E-hlyA, stcE
134-3a 0113:H21 B1 vt2d, E-hlyA, subA
147-4b ONT:H16 A vt2a vt2g
194-4a 026:H11 B1 vtla, eae-B1, E-hlyA
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WEC Sl Codigo de cepa Serotipo . Gr,upo. Genes de Virulencia
(n2 cepas) filogénetico
C19-4a 0113:H4 A vt2d
C89-6a 0150:H2 B1 vtla, vt2a, eae-{1, E-hlyA
C120-4a ONT:HNM A vt2e
C121-4f 0178:H19 B1 vtla, vt2a vt2d, E-hlyA
C123-4a 0106:[H21] B1 vtic
X C143-4a 08:H9 A vt2e
carne p'(cnajlag;je cerdo C145-1a 08:H9 A vtZe
C149-2a 08:H9 A vt2e
C156-5a 08:H19 B1 vt2e
C167-1a 0157:[H7] D vtla, vt2c, eae-y1, E-hlyA, stcE
C175-4b 0168:H21 Bl vt2a
C175-4c 026:H11 B1 vtla, eae-B1, E-hlyA
C188-6a 0166:H28 B2 vtic, vt2b, E-hlyA
Carne de ave P125-4b ONT:HNM A vt2e
(n=2) P159-4a 026:[H11] B1 vtla, eae-B1, E-hlyA
Productos agricolas VH46-6a 0146:H21 B1 vtic, vt2b, E-hlyA
(n=2) VH218-3a 0145:H34 B2 vt2f, eae-al
FV17315 (L42-3a) 076:[H19] B1 vtic, E-hlyA
FV17706 (L60-4a) 0146:H21 B1 vt2b, E-hlyA
Productos lacteos FV17902 (L67-4a) 08:H30 A vt2a
(n=6) FV18436 (L207-6a) 0166:H28 B2 vtic, vt2b, E-hlyA
FV18441 (L212-6a) 0176:[H4] D vtic, E-hlyA
FV18505 (L255-4a) 08:H30 A vt2a vt2d
FV18097 (L84-APTa) 0130:H11 B1 vtla, vt2a, E-hlyA, subA
FV18101 (L89-4a) 0178:H19 B1 vt2c
Carnes de importacion | FV18376 (L172-APTa) 0185:H7 B1 vt2c
(n=6) FV18390 (L186-3a) 088:H25 B1 vt2d, E-hlyA, saa
FV18601 (L281-APTa) ONT:H14 A vt2b
FV18603 (L281-APTa) 0104:H7 B1 vtlc

Al analizar la distribucion de los genes de virulencia de las 51 cepas ECVT, observamos que

mas del 78,4% eran cepas portadoras del gen vt2: 28 cepas (54,9%) eran vt2, 12 cepas

(23,5%) eran vtivt2 y 11 cepas (21,6%) eran vt1. El segundo gen mas prevalente entre las

51 cepas, después de vt2, fue el gen E-hlyA, presente en 28 (54,9%) de las mismas.

Ademas, el 25,5% de las cepas eran portadoras del gen eae, y entre las 13 cepas eae

positivas se detectaron 4 tipos/subtipos de intiminas (a1, B1, y1, T1). Por ultimo, los genes

presentes con menor prevalencia fueron: saa (6 cepas; 11,8%), subA (5 cepas; 9,8%) y stcE

(6 cepas; 11,8%) (Tabla 69).

Tabla 69. Prevalencias de los genes de virulencia presentes en las 51 cepas ECVT aisladas en este estudio

Muestras/N? cepas
Carne de vacuno/n=22
Carne de porcino/n=13
Carne de ave/n=2
P. agricolas/n=2
P. lacteos/n=6
C. de importacion/n=6

TOTAL/n=51

22,7%
15,4%
50%
0%
33,3%
16,7%
21,6%

28 54,9%

vtivt2
22,7%
30,8%
0%
50%
16,7%
16,7%

23,5% 13

eae
36,4%
23,1%
50%
50%
0%
0%

25,5% | 28 | 54,9%

E-hlyA

saa subA

68,2%
38,5%

50%
50%

66,7%
33,3%

11,8%

stcE

11,8%
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Encontramos una asociacion positiva entre el gen eae y los genes vt1, E-hlyA y stcE:

e El gen eae fue significativamente mas frecuente entre cepas vt1 (7/11; 63,6%) que entre

las cepas vt2 (3/28; 10,7%) y vtivt2 (3/12; 25%) (p=0,003).

o El gen eae fue significativamente mas frecuente entre cepas positivas para la
enterohemolisina (12/28; 42,8%) que entre las cepas E-hlyA negativas (1/23; 4,3%)
(p=0,002).

e Todas las cepas stcE positivas eran portadoras del gen eae (p<0,05).

Finalmente, el gen saa que codifica para la adhesina autoglutinante Saa, descrita en cepas
ECVT que no poseen la isla de patogenicidad LEE (Paton et al. 2001), se detectd en 6 cepas
eae negativas; y el gen subA, codificador de la citotoxina subtilasa, se detectd Unicamente

en 5 cepas eae negativas (incluidas 2 portadoras del gen saa).

En el estudio llevado a cabo por Martin y Beutin (2011) se analizaron los genes vt, eae y E-
hlyA de 593 cepas ECVT procedentes de muestras de alimentos de origen animal. Los
autores encontraron unas prevalencias muy similares de los tipos vt1, vt2, vtivt2 (19,7%;
58,5% y 20,6%, respectivamente). Sin embargo, en nuestro estudio hemos encontrado una
prevalencia superior del gen E-hlyA (54,9% vs. 37,9%), y significativamente superior en el
caso del gen eae (25,5% en nuestro estudio vs. 2,2%). La prevalencia del gen eae en
nuestro estudio esta relacionada con la elevada deteccion de cepas ECVT 0157:H7 y
026:H11, puesto que 8 de las 13 cepas eae positivas pertenecian a estos serotipos (15,7%
de las 51 cepas ECVT aisladas vs. 0,7% de las 593 cepas ECVT del estudio de Martin y
Beutin, 2011).

Tipado de verotoxinas

Como se comentd en el apartado 1.3.2.5. de la Introduccidn (pagina 32), la familia VT se
clasifica en dos tipos claramente diferenciados desde el punto de vista inmunolégico y
molecular: VT1 y VT2. El tipo VT1 es altamente homogéneo y se clasifica en 3 subtipos
(VT1a, VT1c y VT1d), mientras que VT2 presenta mayor heterogeneidad e incluye 7
subtipos (VT2a— VT2g) (Scheutz et al. 2012). En el presente estudio, hemos detectado los 7

subtipos vt2 y 2 subtipos vt1 (vtla y vtic) con un total de 15 combinaciones de subtipos
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vtl vt2 (Tabla 70). Los subtipos mas prevalentes fueron vtla (16 cepas; 31,4%), vt2a (13
cepas; 25,5%) y vt2c (11 cepas; 21,6%). Precisamente, las cepas ECVT portadoras de los
subtipos vtla, vt2a, vt2c y vt2d estan asociadas con sintomas clinicos mas graves
(Friedrich et al. 2003; Jelacic et al. 2003; Bielaszewska et al. 2013). En nuestro estudio, el
62,7% (35 cepas de las 51) eran positivas para vtla, vt2a, vt2c o vt2d (solos o en
combinacion). Adicionalmente, 9 cepas eran positivas para vtlc y/o vt2b, subtipos
asociados principalmente con procesos diarreagénicos. Finalmente, determinamos los

subtipos vt2e (6 cepas), vt2f (1 cepa) y vt2g (1 cepa, también positiva para el subtipo vt2a).

VT2e se ha asociado con la enfermedad de los edemas en el ganado porcino, pero no se
ha encontrado asociacion con patologia humana (Beutin et al. 2008); en nuestro estudio,
las 6 cepas vt2e positivas, aisladas de 5 muestras de carne picada de cerdo y 1 muestra de
pechuga de pollo (probable contaminacién cruzada de origen porcino), no presentaban

factores de virulencia adicionales.

El subtipo VT2f es uno de los ultimos descritos en la literatura, ligado a cepas aisladas de
aves (palomas) (Schmidt et al. 2000), y aunque inicialmente se habian reportado solo
algunos casos aislados de patologia humana ligados a ECVT VT2f en Japdn (Seto et al.
2007; Etoh et al. 2009), otros paises como Alemania (Prager et al. 2009) y Dinamarca
(Friesema et al. 2014), sugieren que podrian estar ante patdgenos emergentes.
Concretamente, Prager y colaboradores (2009) identificaron 32 casos vt2f aislados entre
2004-2007 pertenecientes a varios serotipos, incluidas cepas 0145:H34 asociadas a casos
de diarrea en seres humanos. En nuestro estudio, 1 cepa aislada de una muestra de
lechuga 0145:H34 es portadora ademads del gen eae, al igual que algunas de las descritas
en el estudio de Prager y colaboradores (2009). En Dinamarca, Friesema y colaboradores
(2014) detectaron 351 infecciones por ECVT no 0157, de las que 87 (24,8%) estaban
asociadas a cepas vt2f pertenecientes a 11 serotipos. Y aunque, entre los 11 serotipos no
encontraron el 0145:H34, 84 de las 87 cepas vt2f (97%) eran positivas para el gen eae y

negativas para E-hlyA, perfil que coincide con nuestra cepa 0145:H34 vt2f.

Leung y colaboradores (2003) describieron una nueva variante, el subtipo vt2g, en una
cepa aislada de heces de ganado vacuno sano. Posteriormente, muchos trabajos de

diferentes paises han referenciado la presencia de cepas vt2g aisladas de fauna silvestre,
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alimentos, aguas superficiales y residuales (Stephan et al. 2008; Prager et al. 2011; Mora
et al. 2012). Prager y colaboradores (2011) compararon en su estudio 12 cepas ECVT vt2g
aisladas de pacientes con diarrea, fiebre y dolor abdominal, aisladas en Alemania entre
1999-2008, incluida 1 cepa ONT:H16 con el mismo perfil vt que la aislada de carne picada

de vacuno en nuestro estudio (positiva para vt2a + vt2g).

En conclusion, 45 de las 51 cepas (88,2%) ECVT de nuestro estudio eran portadoras de
genes que codifican subtipos potencialmente patdégenos para los humanos (vtla, vtic,
vt2a, vt2b, vt2c, vt2d, vt2g, vt2f), solos o en combinacidn; 35 de las cuales (68,6%)

presentaban genes vt asociados a sintomas mas graves (vtla, vt2a, vt2c, vt2d) (Tabla 70).

Tabla 70. Subtipos de genes vt detectados y prevalencias

Subtipo vt N2 cepas y prevalencia (n=51) \
vtla 16 (31,4%)
vtic 7 (13,7%)
vt2a 13 (25,5%)
vt2b 5(9,8%)
vt2c 11 (21,6%)
vt2d 7 (13,7%)
vt2e 6(11,8%)
vt2f 1(2%)
vt2g 1(2%)

Perfil de virulencia N2 cepas y prevalencia (n=51)
vtla vt2a 4(7,8%)
vtla 7 (13,7%)
vt2a 5(9,8%)
vtla vt2a vt2d 1(2%)
vt2a vt2d 2 (3,9%)
vt2a vt2g 1(2%)
vtic vt2b 3(5,9%)
vtlc 4(7,8%)
vt2b 2 (3,9%)
vtla vt2c 3 (5,9%)
vt2c 8 (15,6%)
vtla vt2d 1(2%)
vt2d 3 (5,9%)
vt2e 6 (11,8%)
vt2f 1(2%)

Al igual que otros autores (Martin y Beutin, 2011; Bai et al. 2015), hemos encontrado
ciertas asociaciones entre subtipos vt y el tipo de alimento de aislamiento de la cepa. Asi,
los subtipos vticy vt2b eran significativamente mas prevalentes entre las cepas de origen
ovino (productos lacteos de leche cruda + carnes de importacion); especificamente, vtic

estaba presente en el 50% en cepas ovinas vs. 6,9% en cepas de otros origenes (p=0,008) y
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vt2b en el 37,5% de las cepas ovinas vs. 4,6% de otros origenes (p=0,023). También hemos
encontrado asociacién entre el subtipo vt2e y el origen porcino, ya que 5 de las 6 cepas
vt2e de nuestro estudio eran de ese origen, a la otra cepa aislada de pechuga de pollo se le
presupone una contaminacion cruzada. Sin embargo, y a diferencia de Bai y colaboradores
(2015), que encontraron que todas las cepas ECVT aisladas de carne de cerdo en su
estudio (14 cepas) eran portadoras de este vt2e, o Martin y Beutin (2011) que detectaron
este subtipo en el 75,9% de las cepas de carne de cerdo, nosotros lo hemos detectado en
el 38,5% (5 de 13) de las cepas de carne picada de cerdo, lo que podria sugerir
contaminacidn cruzada con otras carnes en el momento de la manipulacién en el picado
de las mismas. Por ultimo, a diferencia de Martin y Beutin (2011), no hemos encontrado

asociacion significativa de vtla, vt2a o E-hlyA con algun tipo especifico de muestra.

Tipado de Intiminas

La region variable C-terminal codificada en el gen eae define del orden de 34 tipos y
subtipos de intiminas (a1, a2, B1, B2, B3, v1, v2, 6, €1, €2, €3, €4, €5, U1, {2, (3, v, n1, n2,
01, 62, 11A, 1B, U1C, 12, u, K, A, I, O, T, T, P, ) asociadas con un tropismo tisular especifico

(Phillips y Frankel, 2000).

En nuestro estudio las 13 cepas ECVT eae positivas presentaron 4 subtipos (al, B1, y1,
{1) con asociaciones especificas: el subtipo Bl asociado a las 4 cepas 026:H11, vy el
subtipo y1 asociado a las 4 cepas 0157:H7; el subtipo C1 lo detectamos en 4 cepas
pertenecientes a serotipos (0150:H2, 0156:H25, ONT:H2, ONT:H28) no asociados a
infeccion humana (seropatotipo D); por ultimo, el subtipo al lo detectamos en 1 cepa
del serotipo 0145:H34. Curiosamente, el subtipo al no lo habiamos detectado en
ninguna de las 722 cepas ECVT aisladas de diferentes origenes de un estudio previo,

incluidas 122 no 0157 eae positivas (Mora et al. 2005).

4.2.4. Grupos filogenéticos de las cepas ECVT

Estudios previos indican que las cepas ECVT se engloban, fundamentalmente, en el grupo
filogenético B1, y muy pocas cepas pertenecen al grupo B2; los grupos filogenéticos Ay D
representan, aproximadamente, el 20 y 10%, respectivamente (Donnenberg y Whittam,

2001; Escobar-Paramo et al. 2004; Girardeau et al. 2005). En concordancia con lo indicado
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en dichas publicaciones, el filogrupo B1 fue el mas prevalente entre las 51 cepas ECVT de

nuestro estudio (64,7%), seguido del filogrupo A (19,6%), D (9,8%) y B2 (5,9%) (Tabla 68).

Por tanto, la mayoria de las cepas del estudio (43 de 51 cepas; 84,3%) serian B1 o A; el
filogrupo D estaria representado, fundamentalmente, por las cepas ECVT 0157 (4 de las 5
cepas del filogrupo D); por ultimo, las 3 cepas del filogrupo B2 pertenecian a 2 serotipos (1

cepa 0145:H34; 2 cepas 0166:H28).

4.2.5. Patrones de resistencia de las cepas ECVT

El estudio de sensibilidad a los antimicrobianos de las 51 cepas ECVT se realizd en la
Unidad de Microbiologia del Hospital Universitario Lucus Augusti (HULA) mediante el
sistema automatizado MicroScan WalkAway 96 Plus. Se determind la concentraciéon
minima inhibitoria (CMI) de las siguientes familias y grupos de antimicrobianos:
penicilinas, cefalosporinas (incluidas de espectro extendido), inhibidores de
betalactamasas, cefamicinas, carbapenemas, aminoglicosidos, quinolonas, trimetoprim-

sulfametoxazol y fosfomicina.

Quince (29,4%) de las 51 cepas ECVT eran resistentes a al menos 1 de los
antimicrobianos ensayados. Por serotipos, 2 (50%) de las 4 cepas 0157:H7 presentaron

alguna resistenciay 13 (27,6%) de las 47 no 0157 (Tabla 71).

Tabla 71. Prevalencia de resistencias de las cepas ECVT 0157 y no 0157

Antibi6tico Total cepas ECVT 0157
n=51 n=4
SXT 11 (21,6%) 2 (50%) 9 (19,1%)
AMP 4(7,8%) 1(25%) 3 (6,4%)
NAL 1(1,9%) 0 (0%) 1(2,1%)
IMP 1(1,9%) 0 (0%) 1(2,1%)
GEN 1(1,9%) 0 (0%) 1(2,1%)
TOB 1(1,9%) 0 (0%) 1(2,1%)

SXT: trimetoprim-sulfametoxazol; AMP: ampicilina; NAL: acido nalidixico; IMP:
imipenem; GEN: gentamicina; TOB: tobramicina

No encontramos diferencias significativas entre las cepas eae positivas (23%; 3 de 13) y
las eae negativas (31,6%; 12 de 38); y tampoco entre el tipo de VT, aunque la
prevalencia fue superior para las cepas vt2 (39,3%) con respecto a vt1 (18,1%) o vtivt2

(16,7%). Sin embargo, si detectamos diferencias significativas con respecto a E-hlyA:
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14,3% de las cepas E-hlyA positivas eran resistentes (4 de 28) frente al 47,8% de las
negativas (11 de 23) (p=0,010) (Tabla 72).

Tabla 72. Prevalencia de resistencias por antibiotico ensayado en relacion con los genes de virulencia

Ne de cepas resistentes/total investigadas/%

Antibiotico
vtl vt 2 vtlvt2

CEF 0 50 0% |0 10 0% |0 28 0% |012 0% (0 12 0% (0 38 0% |0 27 0%
CFz 0 50 0% |0 10 0% (028 0% |0 12 0% (0 12 0% (0 38 0% |0 27 0%
CXM 0 50 0% |0 10 0% |0 28 0% |012 0% (0 12 0% (0 38 0% |0 27 0%
CTX 0 51 0% |0 11 0% (028 0% |012 0% (0 13 0% (0 38 0% |0 28 0%
CAZ 0 51 0% |0 11 0% (028 0% |012 0% (0 13 0% (0 38 0% |0 28 0%
FEP 0 51 0% |0 11 0% (028 0% |012 0% (0 13 0% (0 38 0% |0 28 0%
FOX 0 50 0% |0 10 0% |0 28 0% |012 0% (0 12 0% (0 38 0% |0 27 0%
AMC 0 51 0% |0 11 0% (028 0% |012 0% (0 13 0% (0 38 0% |0 28 0%
TZP 0 51 0% |0 11 0% (028 0% |012 0% (0 13 0% (0 38 0% |0 28 0%
IMP 1 51 2% (011 0% |1 28 3,6% (012 0% |0 13 0% |1 38 2,6% |0 28 0%
AMP 4 51 78% |1 11 9,1% (1 28 3,6% |2 12 16,7% |2 13 15,4%|2 38 5,3% |2 28 7,1%
GEN 1 50 2% (010 0% |128 3,6% (012 0% |0 12 0% |1 38 2,6% |0 27 0%
TOB 1 5 2% (0 10 0% |1 28 3,6% (012 0% |0 12 0% |1 38 2,6% |0 27 0%
NAL 1 51 2% (011 0% |1 28 3,6% (012 0% |0 13 0% |1 38 2,6% |0 28 0%
CIp 0 51 0% |0 11 0% (028 0% |012 0% (0 13 0% (0 38 0% |0 28 0%
SXT 11 51 21,6%(2 11 18,2%|8 28 28,6%|2 12 16,7% |3 13 23,1%(9 38 23,7%|3 28 10,7%
FOF 0 51 0% |0 11 0% (028 0% |012 0% (0 13 0% (0 38 0% |0 28 0%
CEF: cefalotina, CFZ: cefazolina, CXM: cefuroxima, CTX: cefotaxima, CAZ: ceftazidima, FEP: cefepima, FOX: cefoxitina,
AMC: amoxicilina/clavuldnico, TZP: piperacilina/tazobactam, IMP: imipenem, AMP: ampicilina, GEN: gentamicina,
TOB: tobramicina, NAL: 4cido nalidixico, CIP: ciprofloxacina, SXT: trimetoprim-sulfametoxazol, FOF: fosfomicina

Por antimicrobianos, la resistencia frente al trimetoprim-sulfametoxazol fue la mas
prevalente (21,6%; 11 de las 51 cepas), seguida de la ampicilina (7,8%; 4 de 51 cepas); el
resto de resistencias frente al acido nalidixico, imipenem, gentamicina y tobramicina, se
detectaron en 1 cepa (Tabla 72). Globalmente, las 15 cepas resistentes presentaron 6
patrones de resistencia frente a 1 o 2 antimicrobianos. No detectamos ninguna cepa
resistente a cefalosporinas, inhibidores de las bectalactamasas, cefamicinas,
fluoroquinolonas o a la fosfomicina, aunque 5 cepas no 0157 (2 aisladas de carne de
cerdo, 1 de carne de ave, 1 de productos lacteos y 1 de carne de importacion)

presentaron un valor de CMI intermedio para la cefalotina.

Por tipo de muestra, la mayor prevalencia de resistencias la detectamos entre las cepas

aisladas de carne picada de cerdo (53,8%; 7 cepas procedentes de 7 muestras), seguida
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de las de carne de ave (50%; 1 cepa), y las de carne picada de vacuno (31,8%; 7 cepas

procedentes de 5 muestras) (Tabla 73).

Tabla 73. Origen, serotipo y perfil de resistencia de las 15 cepas ECVT resistentes

Tipo de alimento Serotipo Perfil de resistencia
ONT:H21 SXT
091:H21 SXT
0174:H21 SXT

Carne vacuno 0157:H7 SXT
0174:H21 SXT
0174:H21 SXT
0156:H25 AMP
*ONT:HNM AMP/SXT
0106:H21 SXT

08:H8 NAL/SXT

Carne de cerdo 08:H8 IPM

08:H19 SXT
0157:H7 AMP/SXT
0168:H21 AMP

Carne de ave ONT:HNM GEN/TOB

SXT: trimetoprim-sulfametoxazol; AMP: ampicilina; NAL: acido

nalidixico; IMP: imipenem; GEN: gentamicina; TOB: tobramicina;

*Esta cepa presenté un valor de CMI intermedio para la

cefalotina

En un estudio previo sobre 722 ECVT aisladas de diferentes origenes (humano, bovino,
ovino y alimentos), observamos que globalmente el 41% de las cepas 0157 y el 41% de
las no 0157 eran resistentes a al menos alguno de los 26 antimicrobianos ensayados, y
que el porcentaje era mas elevado en el caso de las 65 cepas aisladas de carne de
vacuno adquirida también en establecimientos de la ciudad de Lugo (57% de las cepas
0157 y 55% de las no 0157) (Mora et al. 2005). Si comparamos los datos del presente
estudio para los antimicrobianos utilizados en ambos ensayos, detectamos,
fundamentalmente, diferencia en la resistencia frente a la ampicilina y las
cefalosporinas. En el estudio previo el valor frente a la ampicilina era del 16% de las 58
cepas ECVT no 0157 aisladas de carne de vacuno, en nuestro estudio es del 6,4% (3 de
las 47 cepas no 0157) y en el caso de carne picada de vacuno 5,3% (1 cepa de 19 no
0157). Por otro lado, en el estudio anterior se detectaron cepas resistentes para
cefalosporinas de 12 y 22 generacion (12% frente a cefalotina, 3% cefazolina y 2%
cefuroxima), frente al 0% del presente estudio (ninguna de las 51 cepas ECVT), aunque
aqui habria que tener en cuenta las 5 cepas ECVT no 0157 con resistencia intermedia a

la cefalotina (5 cepas de 47; 10,6%).
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Curiosamente, en el estudio de Ju y colaboradores (2012) realizado en Washington, en el
que analizaron la sensibilidad de 32 cepas ECVT no 0157 aisladas de carne picada de
vacuno y cerdo (16 y 16, respectivamente), ninguna de ellas presentd resistencia frente
al trimetoprim-sulfametoxazol, a la ampicilina o la gentamicina (vs. 19,1%, 6,4% y 2,1%,
respectivamente, de las ECVT no 0157 de nuestro estudio). Por el contrario, detectaron
un 12,5% de cepas resistentes al acido nalidixico (2,1% en nuestro estudio). Ademas, y a
diferencia de Ju y colaboradores (2012), no hemos detectado diferencias significativas
entre el nimero de cepas resistentes aisladas de carne picada de cerdo y de vacuno (7

en ambos casos, p=0,17).

4.2.6. Perfiles de macrorrestriccion obtenidos por PFGE de las cepas ECVT.
Comparacion con cepas de origen humano

Se llevé a cabo la técnica de PFGE, de acuerdo con el protocolo estandarizado de

PulseNet  (http://www.cdc.gov/pulsenet/PDF/ecoli-shigella-salmonella-pfge-protocol-

508c.pdf), con objeto de definir los perfiles de macrorrestriccion obtenidos con la
enzima Xbal de las 51 cepas ECVT de nuestro estudio. Las imagenes de los geles de PFGE
fueron analizadas con el programa BioNumerics versién 5.0. para obtener el

dendrograma que se muestra en la Figura 35.

Las 51 cepas ECVT del presente estudio revelaron un total de 50 perfiles de
macrorrestriccién. La alta diversidad genética detectada mediante PFGE esta en
correlacién con la heterogeneidad de serotipos (35 distintos) y perfiles de genes de
virulencia (15 combinaciones vt). En general, las cepas del mismo serotipo se agruparon
proximas en el dendrograma, con la excepcién de las cepas 0104:H7, 0113:H21 y
0178:H19 (2 cepas, respectivamente) que presentaban perfiles de genes de virulencia

diferentes, y 1 cepa 08:H9.

Unicamente 3 pequefios cluster, de 2 cepas cada uno, presentaron una similitud >85%
(serotipos 08:H9, 0174:H21, 0157:H7), y solo el cluster de 2 cepas O8:H9-A vt2e
procedentes de 2 muestras de carne picada de cerdo mostraba perfiles PFGE idénticos.
Estas 2 muestras de carne picada fresca habian sido muestreadas el mismo dia, pero de
2 establecimientos comerciales diferentes, lo que podria indicar un mismo suministrador

(matadero o granja).
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Las 2 cepas 0174:H21-B1 vt2c (88,9% identidad) procedian de 2 productos de vacuno
distintos (carne picada envasada tipo burguer y carne picada envasada), pero
muestreados el mismo dia y en un mismo establecimiento, lo que indicaria mismo
origen de contaminacion. El hecho de que la tercera cepa del estudio 0174:H21-B1 vt2c,
procedente de una muestra de carne de vacuno picada envasada y obtenida de otro
establecimiento de la misma cadena comercial una semana después, mostrase una
identidad del 80,6% con las 2 anteriores, sugeriria que un punto de contaminacion

comun podria ser granja o matadero, y no la manipulacién en el propio establecimiento.

Curiosamente, las 2 cepas 0157:H7-D vt2c eae-yl E-hlyA stcE (87,8% de identidad),
aisladas de 2 muestras de carne de vacuno (1 de carne de vacuno picada fresca y otra de
carne de vacuno picada envasada), procedian de 2 cadenas comerciales diferentes y
fueron muestreadas en meses distintos; el origen de la contaminacién podria estar en el
matadero, compartido por ambas cadenas comerciales, o que las cabezas de ganado
procediesen de la misma explotacidon ganadera. Aunque las otras 2 cepas 0157:H7-D
vtla vt2c eae-y1 E-hlyA stcE aisladas en este estudio (1 de carne de vacuno y 1 de carne
de cerdo) se agrupan con las anteriores, presentaron una identidad de tan solo 69,3%; la
cepa de vacuno tipo burguer 43-1a habia sido muestreada el mismo dia y en el mismo
establecimiento que la 46-4a. Hemos constatado en estudios anteriores la diversidad
genética del grupo clonal ECVT O157-D en cepas aisladas en la misma zona geografica,
ya sea de alimentos (Mora et al. 2007b), de canales en matadero (Alonso et al. 2007) o
de otros origenes (Mora et al. 2004). En el estudio de Alonso y colaboradores (2007)
sobre la deteccién de portadores de ECVT 0157 en matadero, aislaron hasta 4 cepas
diferentes en un mismo individuo (3 cepas distintas de contenido fecal y 1 aislada de la
canal); ademas, los autores demostraron la utilidad de la herramienta PFGE en los
programas de APPCC para la deteccidon de contaminacién cruzada, al identificar cepas
aisladas de la muestra fecal de un animal y su canal con el mismo perfil que las aisladas

de dos canales de animales sacrificados en el mismo dia.

Como conclusién, los resultados de PFGE revelaron que existe una alta diversidad
genética entre las cepas ECVT aisladas de alimentos, y que esta herramienta de

tipificaciéon podria ser utilizada en la identificacion de fuentes de contaminacion.
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Figura 35. Dendrograma de los perfiles de PFGE de las 51 cepas ECVT del presente estudio. A la derecha
del dendrograma figuran los cédigos de cepa, serotipos, grupos filogenéticos, aiio de aislamiento, origen

geografico, tipo de muestra (*envasado en atmdésfera modificada), genes de virulencia y patrones

resistencias
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RESULTADOS Y DISCUSION

Estudio comparativo con cepas ECVT de otros origenes

Con objeto de analizar similitudes y diferencias entre cepas pertenecientes a los mismos
serotipos, pero aisladas de diferentes origenes, comparamos las cepas ECVT de este
estudio con otras de nuestra coleccion (140 cepas 026:H11, 29 cepas 076:H19, 13 cepas
0113:H21, 121 cepas 0146:H21, 22 cepas O156:H25, 297 cepas O157:H7 y 43 cepas
0166:H28). La Figura 36 muestra el dendrograma con las 25 cepas que mostraron mayor

similitud en dicho analisis.

La comparacion de las 4 cepas 0157:H7 aisladas de alimentos en el presente estudio (3
de carne de vacuno y 1 de carne de cerdo) con 297 cepas de nuestra coleccién, dio como
resultado un cluster de 10 cepas (>85% similitud), que incluia la cepa de carne de vacuno
46-4a y otras 9 aisladas de 3 casos de patologia humana, 1 portador bovino y 1 ovino
sano, y 4 de leche de oveja. El perfil de genes de virulencia de las cepas era similar (la
mayoria vt2c eae-y1 E-hlyA stcE), aunque algunas cepas habian perdido el gen vt2c. Este
resultado reforzaria la hipdtesis del potencial patdgeno de la cepa aislada en este
estudio de la muestra de carne de picada de vacuno envasada (no solo por pertenecer al
seropatotipo A, sino también por su alta similitud con cepas aisladas de pacientes
humanos) (Figura 36). Ya habiamos demostrado en un estudio previo, la implicacion de
carne de vacuno en la transmision de una cepa ECVT 0157 en un caso de colitis
hemorragica, al obtener un perfil PFGE idéntico de las cepas aisladas del paciente, de un
familiar portador y de una muestra de carne de vacuno consumida por dicho paciente

(Mora et al. 2011b).

Al comparar las 4 cepas 026:H11 del presente estudio (2 de carne de vacuno, 1 de carne
de cerdo y 1 de carne de ave) con 140 cepas 026:H11/HNM de nuestra coleccidn,
detectamos un alto grado de similitud (>85%) entre la cepa aislada de pechuga de pollo
P159-4a, 2 cepas implicadas en patologia humana y 3 cepas de origen vacuno (heces y
carne); ademas, las 5 cepas presentaban el mismo perfil de genes de virulencia (vtxla
eae-Bl E-hlyA). Este resultado sugeriria que la cepa aislada en este estudio de la carne
de pollo tendria un probable origen bovino, y reforzaria la hipdtesis de su potencial
patdgeno (no solo por pertenecer al seropatotipo B, sino también por su alta similitud

con cepas aisladas de pacientes humanos) (Figura 36).
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A. HERRERA

Comparamos también la cepa 0146:H21 aislada de una muestra de lechuga VH46-6a en
el presente estudio con 121 cepas 0146:H21/HNM de nuestra coleccidn, incluidas cepas
aisladas de pacientes humanos. No encontramos ningun cluster de similitud >85%, pero
la cepa aislada de lechuga mostré un 83,9% de identidad con 1 cepa de origen humano
implicada en diarrea. Ademas, presentaba similitud con cepas de origen ovino y caprino;
en el dendrograma se muestra una cepa aislada de heces de cabra con 75,6% de
identidad. Las cepas presentaban idéntico perfil de genes de virulencia (vtic vt2b E-hlyA)

(Figura 36).

La comparacién de las 2 cepas 0166:H28 aisladas en el presente estudio de 1 muestra
de producto lacteo y 1 de carne picada de cerdo con 43 cepas 0166:H28 de nuestra
coleccion, incluidas cepas humanas, dio como resultado un cluster >85% de la cepa
aislada del producto lacteo FV 18436 con 6 cepas de origen ovino (4 de leche de ovejay
1 de heces de portador sano) y bovino (1 de heces de portador sano). Todas las cepas de
este cluster presentaban el mismo perfil de genes de virulencia (vtic vt2b E-hlyA) (Figura
36). La otra cepa 0166:H28 aislada de carne de cerdo en este estudio C188-6a presentd

una identidad <80% con las anteriores (dato no mostrado).

Finalmente, comparamos también las cepas 076:H19, 0113:H21 y O156:H25 aisladas de
alimentos en este estudio con otros origenes, pero resultaron ser muy diferentes (datos

no mostrados).
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4.2.7. Evaluacion de protocolos de deteccidon y aislamiento de ECVT en
alimentos

Los patdgenos transmitidos por alimentos, como es el caso de los ECVT, se encuentran
presentes en la mayoria de las ocasiones en un nimero muy bajo, lo que dificulta
enormemente su recuperacion, que se ve afectada ademads por los factores fisicos o
guimicos debidos a la composicion de la matriz alimentaria en si, y a las condiciones en
gue se encuentra. Es fundamental, por tanto, tener en cuenta todas estas limitaciones a
la hora de disefiar protocolos de deteccidn y aislamiento suficientemente sensibles y

especificos.

En el presente estudio hemos aplicado el protocolo disefiado en el LREC para la
deteccion y aislamiento de E. coli diarreagénicos a partir de PCR convencional (Tabla 36,
paginall8). Los resultados obtenidos con nuestro protocolo los comparamos con un

segundo procedimiento basado en PCR en tiempo real.

4.2.7.1. Protocolo de deteccion y  aislamiento.de ECVT mediante PCR
convencional

Como especificamos en la Tabla 36 (pagina 118), el protocolo aplicado en el presente
estudio para la identificacidn de E. coli diarreagénicos consta de 2 métodos: el Método A
(A-1y A-2), disefiado para la deteccidn y aislamiento de ECVT 0157, que esta basado en
la aplicacion de técnicas especificas, como la separacion inmunomagnética para la
captura del antigeno 0157, y el uso de medios de aislamiento selectivos; y el Método B
(B-3, B-4, B-5 y B-6), disefiado para la deteccién y aislamiento de los ECVT no 0157 y
otros E. coli diarreagénicos, que se basa en la combinacion de medios selectivos y
distintas temperaturas de incubacién (Tabla 74). Por consiguente, tras aplicar los 6
métodos, se realiza la deteccién de los genes de virulencia caracteristicos de los ECVT
mediante PCR convencional a partir de confluentes de los cultivos selectivos.

Tabla 74. Métodos aplicados para la deteccion y aislamiento de ECVT en los 4 grupos de alimentos

muestreados

(A-1) SIM + agar MACSTC 37 °C/18 h

(A-2) SIM + agar MACS 37 °C/18 h

(B-3) Caldo MacConkey 37 °C/18 h + agar MACL 37 °C/18 h

(B-4) Caldo MacConkey 37 °C/18 h + agar MACSTC 37 °C/18 h

(B-5) Caldo MacConkey 44 °C/18 h + agar MACL 44 °C/18 h

(B-6) Caldo MacConkey 44 °C/18 h + agar MACSTC 44 °C/18 h
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Observando los resultados de deteccion y aislamiento de ECVT en los 4 grupos de
alimentos muestreados, pudimos determinar que en la carne de ave (2 muestras
positivas y 2 cepas aisladas), las metodologias que presentaron mayor sensibilidad
fueron los métodos B-4 y B-6, que mostraron una sensibilidad del 100%, tanto para la
deteccion y aislamiento, como para el nimero de cepas aisladas. En cuanto a los
productos agricolas (2 muestras positivas y 2 cepas aisladas), el método mas sensible

resultd ser el B-6, 100% para la deteccién, aislamiento y nimero de cepas aisladas.

Para la deteccidon de ECVT en carne de vacuno y cerdo, la metodologia que permitid
obtener un mayor nimero de muestras positivas, con una sensibilidad del 75% y 70,6%,
respectivamente, fue el método B-4 (Tabla 75 y Tabla 76). De la misma manera, también
en ambos alimentos, fue el método B-4 el que permitié obtener un mayor nimero de
muestras con aislamiento de alguna cepa (62,5% y 58,3%, respectivamente). Sin
embargo, estos porcentajes, tanto de deteccion como de aislamiento, son
sensiblemente bajos considerando el nimero total de cepas aisladas en ambos casos, es
decir, en el caso de la carne de vacuno, con el método mds sensible (B-4), conseguimos
aislar tan solo el 59,1% de las cepas (13/22); y en la carne de cerdo el 62% (8/13).

Tabla 75. Sensibilidad de los métodos utilizados para la deteccion y aislamiento de ECVT en las muestras

de carne de vacuno del presente estudio
Carne de vacuno

N2 de cepasd

Métodos Deteccién® Aislamiento® Muestras positivas®
(n=20) (n=16) (=22

AL APTCE 6/37 ‘C+SIN-O157 L os% 1 6% a3t L asw
+ agar MACSTC 18 h/37 °C+PCR
A2, APTCE 6/37 ‘C+SIM-0157 L s 1 6% agr L asw
+agar MACS18 h/37 °C+PCR
B-3. APT6 h/37 °C +caldo MACL 18h/37 °C

/37°C+caldo / 8 40% 6 37,5% 20%30*37-45-82-134-137-156 6 27,3%
+agar MACL18 h/37 °C+PCR

O O *_: Fok_ = * k. - *k_| ! . = -

B4.APTGH/37 CrcaldoMACLIBN/37°C o oo 0 o, 20%30°373844%4546%°54.93137-147- . o
+agar MACSTC 18 h/37 °C +PCR 156-177-187-194
B-5. APT6 h/37 °C +caldo MACL 18 h/44 °C 3 1s% 2 125% 43134437 ) 01%
+agar MACL 18 h/44 °C+PCR
B-6. APT6 h/37°C+caldo MACL 18 h/44 °C 9 45% 5 31,3% 13-20-30-38-44*45-87-93-187 5 22,7%

+agar MACSTC 18 h/44 °C +PCR
Combinando A-1, B-4 y B-6 18 90% 13 81,3% 13:20%-30""-37-38-43%44*"-4546""-54-87- | - 72,7%
93-137-147-156-177-187-194
Combinando A-1, B-3 y B-4 18 90% 14 87,5% 20%%-30**"-37-38-43%-44"-45-46"-5482- 86,4%
93-134-137-147-156-177-187-194
_20**.30%**.37_ *, *%_, *%_CA_
Combinando A-1, B-3, B-4 y B-6 20 100% 16 100% L3207307-373843744%H45467754- oo o
82-87-93-134-137-147-156-177-187-194
- *k_: Kk ok _ ¥k, *k ¥k _| -
Combinando A-1,A-2,B-3,B-4,B5yB-6 20 100% 16 100% 13-20%"-307-37-38-43-44"-4546°54- ,  150%
82-87-93-134-137-147-156-177-187-194

°En negrillafiguran las muestras en las que se aislaron ECVT. En negrillay subrayado las muestras de las que se aislé 0157:H7.
. z . P b . .,
(***)Muestras de las que se aislé mas de una cepa, cada color representa una cepa distinta . Referido al nimero de muestras con

i . . P L1 . dpy
confluente positivo. “Referido al nimero de muestras con confluente positivo de las que se aislé 1 0 méas cepas.“Nimero de cepas
diferentes aisladas.
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Tabla 76. Sensibilidad de los métodos utilizados para la deteccién y aislamiento de ECVT en las muestras

de carne de cerdo del presente estudio
Carne de cerdo Ne de cepasd

Métodos Deteccién® Aislamiento® Muestras positivas®
(n=17) (n=12)

n=13

A-1-APTvce 6 h/37 °C+SIM-0157

+agar NACSTC 16 h/37 °C1 PR 2 118% 2 167% C145C167 2 15%
agar
A-2. APTvce 6 h/37 °C+SIM-0157 2 11e% 1 8% Cosciae L sy
+agar MACS 18 h/37 °C+PCR
B'S'Ap&ig(i; f/;;i'cd"xsa 18h/37°C 7 412% 1 83% C07-C89-C95-C123-C156-C175-C188 0 0%
+agar +
B-4. APT6 h/37 °C + caldo MACL 18 h/37 °C 2 706% 7 spay ClO-C27-C72:C89-C120-C121-C123-C1A3CLASCLAD- o
"’ ’ el 0
+agar MACSTC 18 h/37 °C + PCR ° C175%*.C188
B-5. APT6 h/37 °C + caldo MACL 18 h/44 °
. Micﬁs r::/4zicdfpcr<c 8h/asc 4 235% 1 83% C07-C121-C156-C186 1 8%
agar
86, . .
8. APTE h/37 °C++caldo MACL 18 h/44 °C 7 41,2% 5 41,7% C€89-C121-C123-C143-C145-C175-C188 5 38%

+agar MACSTC 18 h/44 °C + PCR

Combinando A-1, B-4 y B-6 13 76,5% 10 83,3% NGl Cao,CI20C 2R G2 3 IS CLIC LG T T Re o/
C149-C175**-C188

Combinando A-L, B-3 y B4 16 941% 8 66,7% C07-C19-C27-C72-C89-C95-C120-C121-C123-C143- 9 69%
C145-C149-C156-C167-C175**-C188

Combinando A-1, B-3, B-4 y B-6 16 94,1% 10 83,3% CFED PG GG EHREB G 0 g
€145-C149-C156-C167-C175**-C188

TR L F B3 17 100% o 75y CO7-C19C27-C72.C89-C95C120C121C123.C143-
€145-C149-C156-C167-C175**-C186-C188

Combinando A1, A-2,B-2, B-3,B-4,B5yB-6 17 100% 12 100% GRS EB GRSV GYEEEE: 0 qa0
€145-C149-C156-C167-C175**-C186-C188

°En negrillafiguran las muestras en las que se aislaron ECVT. En negrillay subrayado las muestras de las que se aisl6 0157:H7. (***) Muestras de

las que se aislé mas de una cepa, cada color representa una cepa distinta. "Referido al nimero de muestras con confluente positivo. ‘Referido

. P s 14 < dyyn . .
al numero de muestras con confluente positivo de las que se aisld 1 o mas cepas. Numero de cepas diferentes aisladas.

Por otro lado, a pesar de la baja sensibilidad que presentaron algunos métodos de
manera individual (tanto en carne de vacuno como en carne de cerdo, los métodos B-3,
B-5 y B-6 presentaron una sensibilidad inferior al 50%), observamos que numerosas
cepas se aislaron Unicamente en alguno de estos métodos, por lo que las habriamos
perdido en caso de no aplicarlos. Ademas, 2 de las 4 cepas ECVT 0157 aisladas en este
estudio, se detectaron y aislaron exclusivamente con los métodos especificos A-1y A-2,

disefiados para detectar ECVT 0157 (Tabla 75 y Tabla 76).

Por tanto, analizando los resultados de los 6 métodos utilizados para conocer la
combinacion mas eficiente posible, observamos que a pesar de obtener combinaciones
mas reducidas que cubririan en algunos casos el 100% de las detecciones y/o el 100% de
los aislamientos, en algunos casos se perderian cepas. Asi, aplicando los métodos A-1, B-
3, B-4 y B-6 se habria dejado de recuperar 1 cepa de carne de vacuno (Tabla 75), y en el
caso de la carne de cerdo, no se habrian recuperado 3 cepas aplicando A-1, B-3, B-4 y B-

5 (Tabla 76).

Como conclusién, y dado que tanto en carne de vacuno como en carne de cerdo, solo

combinando los 6 métodos conseguimos detectar el 100% de las muestras positivas y
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recuperar el 100% de las cepas, estd justificado aplicar el protocolo basado en la
combinacion de los 6 métodos para garantizar la maxima sensibilidad. La principal
limitacién de este protocolo es que se trata de un procedimiento laborioso y lento hasta

obtener el resultado definitivo (un minimo de 3 dias).

4.2.7.2. Deteccién de ECVT por PCR en tiempo real vs. PCR convencional

En el presente estudio realizamos una evaluacién de la capacidad de 2 kits comerciales
de RT-PCR para detectar los tipos/subtipos de verotoxinas (VT1 VT2 VTEC Screening
Assay de Applied Biosystems/Life Technologies; y TagVet™ Pathogenic E. coli Screening
de Laboratoire Service International) (apartado 3.4.4, paginas 131 y 133). Ademas,
paralelamente al analisis de las muestras de carne picada de vacuno mediante el
protocolo basado en PCR convencional, valoramos el kit de Applied Biosystems/Life

Technologies.

Al realizar la evaluacion de la capacidad de cada kit para detectar los tipos/subtipos de
verotoxinas, pudimos observar que ninguno de los 2 kits detectaba todos los subtipos de
verotoxinas descritos. Concretamente, el kit de Applied Biosystems no detectaba los
subtipos vtld, vt2d, vt2e, vt2f y vt2g; y el kit de Laboratoire Service International, no

detectaba vt2f.

Una vez conocidas las limitaciones de cada kit, utilizamos el kit de Applied Biosystems de
RT-PCR para la deteccion de ECVT en 190 de las 200 muestras de carne picada de vacuno
analizadas en este estudio, a partir de una alicuota de muestra tomada directamente de
los caldos de APT incubada a 37 °C/24 h, (tal y como indica el protocolo de extraccién de
muestras del kit PrepSEQ Rapin Spin Sample de dicha casa comercial y el método
VTEC_Method_02_Rev0 establecido por el Laboratorio de Referencia Europeo para E.
coli) (EU-RL, 2013a). Paralelamente, analizamos las mismas muestras aplicando el
protocolo del LREC, basado en PCR convencional, con el fin de comparar y evaluar las
diferencias en cuanto a sensibilidad y especificidad de ambos, ademas de establecer el

punto de corte (Ct) del kit de RT-PCR utilizado para muestras de carne picada de vacuno.

Conjuntamente, ambos métodos detectaron 20 (10,5%) muestras positivas para ECVT de

las 190 analizadas. Por el método del LREC (PCR convencional) se detectaron 19 de las
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20 positivas (95%), aunque finalmente se recuperaron colonias en 15 muestras de las 19
positivas. Por el método RT-PCR se detectaron 14 de las 20 positivas (70%), incluida 1
muestra (la muestra 162) que dio negativa por PCR convencional y en la que se traté de
buscar colonias en el caldo de APT sin éxito (Tabla 56). Por tanto, se recuperaron
colonias de 11 muestras positivas para ambos métodos; adicionalmente de 4 muestras

positivas solo para PCR convencional también se consigui6 el aislamiento de las colonias.

Tabla 77. Muestras positivas para ECVT por PCR convencional y RT-PCR

Muestras Deteccion PCI} Subtipos VT
vtl Convencional VTl  VT2°
13 35,238 30,047 35,52 31,444 vt2 (0157:H7) - c
20 22,589 29,789 25,98 31,53 vtlvt2 a a
30 23,954 28,243 29,505 29,666 vtlvt2 a d/c
37 23,923 28,453 24,848 28,354 vtivt2 a a
38 27,053 28,161 31,521 28,245 vtl a -
43 28,079 28,880 21,030 28,924 vt1, vt2 (0157:H7) a c/a
44 34,340 29,479 16,522 28,981 vt2 - a/d/c
45 30,091 28,438 20,826 28,341 vt2 - c
46 31,740 28,048 20,798 27,692 vt2 (0157:H7) - c
54 30,387 29,200 20,865 28,698 vt2 - c
82 40,2 28,867 29,016 28,746 vt2 - a
87 38,216 29,916 No amp. 29,974 vtl a -
134 40,792 29,378 16,42 29,645 vt2 - d
137 39,856 29,446 29,581 29,958 vt2 No localizadas
147 31,665 28,986 36,174 29,603 vt2 - ‘ a/g
156 40,949 29,664 25,185 29,618 vt2 No localizadas
162 38,465 30,182 28,177 30,700 negativo No localizadas
177 39,283 28,965 40,336 29,384 vtl No localizadas
187 37,201 28,335 39,718 28,694 vt2 No localizadas
194 36,797 30,619 40,972 29,829 vil a -
?Ct<28 = positivo; Ct>31 = negativo. °Sombreadas las casillas en las que hubo discrepancia con el resultado por
PCR convencional; ‘En rojo los subtipos vt2 no detectables mediante RT-PCR,“En azul figuran las muestras
positivas para deteccién y aislamiento exclusivamente por PCR convencional

Las discrepancias observadas entre ambos métodos se deben al hecho de que, a pesar
de que la técnica de RT-PCR es, a priori, mas sensible que la PCR convencional, el
protocolo aplicado en el LREC supone, como vimos en el apartado anterior, someter a la
muestra de alimentos a una serie de procesos selectivos, de manera que cuando se
aplica la PCR convencional, la selectividad de los métodos previos compensa la

sensibilidad de la RT-PCR (Tabla 36, pagina 118).

En lo que respecta a los subtipos de verotoxinas, de las 11 muestras positivas para

ambos métodos en las que hubo recuperacion de cepas, en 10 muestras se identificaron
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cepas con subtipos detectables por RT-PCR. Curiosamente, de 1 de las muestras
positivas se aislé 1 cepa del subtipo vt2d (muestra 134), que no es detectable por el kit
de RT-PCR utilizado. La posible explicacidon de que la muestra fuera positiva por RT-PCR
es que en ella estuviera presente, ademas, otra cepa no aislada de un subtipo
detectable, como fue el caso de la muestra 30, de la que se aislaron 2 cepas, 1 vt2d (no
detectable) y otra vt2c (detectable). Por otro lado, no se puede descartar que en las 2
muestras positivas para ECVT por el protocolo del LREC, de las que no se consiguid aislar
cepa, y que ademas resultaron negativas por RT-PCR (muestras 177 y 187), estuviesen

presentes cepas de subtipos vt no detectables por el kit utilizado.

Es importante sefalar la limitacién que supone la no deteccion de algunos subtipos de
verotoxinas. En el caso de nuestro estudio, si los resultados hubiesen estado basados en
el kit de RT-PCR ensayado, se habrian dejado de dar 10 muestras como positivas (3 vt2d,
6 vt2e y 1 vt2f), incluidas las portadoras de cepas del seropatotipo C (0113:H21 vt2d de
1 muestra de carne picada de vacuno; O8:H19 vt2e de 1 muestra de carne picada de

cerdo).

Tras evaluar los resultados de las 190 muestras analizadas, establecimos el valor de Ct
en 29,5+1,5, de esta manera, consideramos positivas todas las muestras cuyo Ct era
inferior a 28, y negativas todas aquellas cuyo valor de Ct era superior a 31. Para las
muestras con valores entre 28 y 31, fue necesario concentrar la muestra y volver a
realizar la RT-PCR. Si el valor de Ct resultaba menor de 28, la muestra se consideraba

positiva, pero si se mantenia a pesar de la concentracion, se consideraba negativa.
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4.3. E. coli productoras de BLEE

4.3.1. Prevalencia y tipos

En el presente estudio investigamos la presencia de cepas de E. coli productoras de BLEE
de los tipos CTX-M y SHV en alimentos siguiendo el protocolo mostrado en la Tabla 36
(Métodos B-3 a B-6; pagina 118). Mediante PCR convencional, sobre los confluentes de
los medios de cultivo detallados en dicho protocolo, se realizd la deteccidn de los genes
blacrx.m en las 950 muestras adquiridas en distintos establecimientos comerciales de la
ciudad de Lugo (200 de carne picada de vacuno, 200 de carne picada de cerdo, 200 de
pechuga de pollo y 350 productos agricolas), y blasy en 500 de esas 950 muestras (200

de carne picada de vacuno, 200 de carne picada de cerdo, 100 de pechuga de pollo).

Para ambos genes, las prevalencias de deteccién sobre los confluentes fueron muy
elevadas. Concretamente para el gen blacix.m obtuvimos unas prevalencias de 57% para
carne de ave, 22,5% para carne picada de vacuno y 22,5% para cerdo; y para el gen
blasyy, 47% para carne de ave, 8% para carne de vacuno y 4% para carne de cerdo. Estos
resultados no los hemos tomado, no obstante, como significativos, ya que en un nimero
elevado de casos constatamos que las cepas aisladas no eran E. coli, sino que se trataba
de otras especies bacterianas portadoras de genes BLEE. Por esta razén, en los
siguientes apartados consideraremos Unicamente los datos de prevalencias basadas en

aislamientos confirmados como E. coli productoras de BLEE.

Globalmente, 110 muestras de alimentos de las 950 analizadas (11,6%) resultaron
positivas para el aislamiento de cepas de E. coli productoras de BLEE. En total se aislaron
148 cepas procedentes de los cuatro grupos de alimentos muestreados: carne de
vacuno (6 cepas de 5 muestras) (Tabla 78 y Tabla 79); carne de cerdo (13 cepas de 12
muestras) (Tabla 78 y Tabla 80); productos agricolas (2 cepas de 2 muestras) (Tabla 78 y
Tabla 81); y de carne de ave (127 cepas de 91 muestras) (Tabla 78 y Tabla 82). La carne
de ave presentd, por tanto, una prevalencia significativamente superior de muestras
portadoras de cepas de E. coli productoras de BLEE con respecto al resto de alimentos

analizados (p<0,05 en todos los casos) (Tabla 78) (Figura 37).

De las 148 cepas de E. coli productoras de BLEE, 114 cepas (77%) eran portadoras del

gen blacrx.m exclusivamente, 33 cepas (22,3%) del gen blasyy y 1 cepa (0,7%) era
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portadora de ambos genes (Tabla 78).

Tabla 78. Numero de cepas y muestras positiva para E. coli productoras de BLEE por tipo de alimento

Ne de cepas aisladas/

Carne de vacuno Carne de cerdo Carne de ave P.agricolas | TOTAL ‘

*n=200 *n=200 *n=200 *n=350 | *n=950
CTX-M 4/3 10/9 98/76 2/2 114/90
SHV 1/1 3/3 29/28** NR 33/32
CTX-M+SHV 1/1 0 0 NR 1/1

TOTAL BLEE 6/5 13/12 127/91° 2/2 148/110°
*n=nUmero de muestras analizadas; **En el caso de carne de ave, solo 100 de las 200 muestras se
analizaron para SHV; NR: en el caso de productos agricolas, no se analizaron para SHV

°En 13 muestras se aislaron mas de un tipo de cepa, productoras de distintos tipos de BLEE (CTX-M y SHV)

2%

H Carne de ave
M Carne de cerdo
u Carne de vacuno

B Productos Agricolas

Figura 37. Distribucion por tipo de alimento de las 110 muestras con aislamientos positivos de E. coli BLEE

197



A. HERRERA

%0°00T ¢ wvioL

dIAIV d34 XLD WXDZ4D2 430 - vScowny T-W-XLD %0°0S T IANH:LNO

dIAIV d34 XLD INXD 742 430 ssI NOJIHWY  £8-6THD T-W-XLD %00S T LH:80

B10UD1SISAY 3P |43d 49 sauag ap N B123|NJIA 3P |J43d odijouo) 3j3jgopopedil sedassN  0di3oJas

(2102-1102) Sejoa1i8e so1onpoad ap sepejsie 3319 ap sesordnpoud 1jod *3 ap sedad) T8 ejqel

VN dIAV d34 X1D INXD Z4D 43D € ys1 SLINAVWI Hwi  OLY-LHD  T-IN-XLD 94777 INH:LNO
1XS dIDIYN dAV d34 XLDINXDZ4D 43D - v 14 gpayssiNodr Huiy LET-TTHD  6-N-XLD oz, T  OVH:ILNO
dIDIVN dAIV d34ZvD XIDINXDZ4D3430 - T4 8 Ys3 X/ow [ D4} SSINOII onIvini HWY  TE-vHD CT-AHS %.L T  vIH:INO

AIXSTVN dAV d34 XLDINXDZ4D3 430 - a 6 YS1X/oW [ DI3SSINOII GINIVINI gIp2 HWY  [6-SYHD  T-W-X1D %L 1T YH:INO

1IXS dIAV d34 ZVD NXD 24D 43D - a L XIpW 1 041SSI @onivini gipd HWY  se-GyHD  CT-AHS 9%/7 T  pHIT9TO

dAV d34 XID NXD 24D 43D + a 6 YS1LD4YSSI DDAD ZY-|] WSAY NOJI @INnIVInI HWY  gg-pH) VI-N-XLD 9%/ T INH:ESTO

N3O dAV d34Z¥D XLDINXDZ4D 43D - v € Lo 8LINWWHHWY  pe-TTHY CTEW-XLD 9%/ T OTH:ESTO

d12 IVN dIAV d34 ZvD XLD WXD Z4D 430 - v T HWY 7eT-TTHD CT-AHS %/7 T OVH:S/Z0
dAY d34d ZVD XID INXD Z4D 43D  + cg <t Ys3 dsn X[pw D3qG1 3041 SSI IDAI TY-|] WSAY NO4I ganivint Hwif

SAY 434 XL KO 245 435 - 29 s dsn x|oW D3G1 1011551 TH-11 WSy NOI Huilf CT-OVYHD  T-N-XLD %V'ST T YH:S20

dID TYN dAV d34 XLDINXDZ4D 43D - 1d S Ys11o43ssINOIIHWY  gg-TyH) VT-W-XLD 9/°7 T  INH:STO

1XS TVN dAV d34ZVD XLDINXDZ4D 430 - 1d 4 SLINAVWI HWI  eg-gyy CEWN-XLD o771 T SZH:60

1IN dIDTUN dAV d34 XLDINXDZ4D 43D - a S X|oW 1043 @0 VInI HWY  se-GpH) VI-W-XLD os7 T ¥H:80

B12U31SIS3Y BpP |Y43d B123|NJIA 3P |443d odiyouo|d sedad 5N

(2T02-TT0C) Op432 3p dused 3p sepejsie 3379 Ap sedo3anpo.d 1jod *3 ap seda) ‘08 ejqel

9
dIANV d34 ZVD X1DWXD2Z40430 - \4 € 1043 8ZINAVYWI HWIf  $S-TTHD CI-AHS %.°9T T OTH:€STO
VN 90L N3O dINV d34 XIDINXDZ4D 43D - a 9 X|ow | pJ3ssiNOJI Tfus HWY  [6-S¥HD T-N-XLD %L£°9T T WNH:ISO
dIAV d34 XIDINXDZ4D430 +  V 14 SI-IIWsAY @anivani HuwY 0€-TTHD  TT-AHS T-N-X1D %£°9T T WNH:TZO
A1XS dID VYN 90L N3O dINV d3d XIDINXDZ4D430 + 14 9 1043551 2N} vini3g20f/ofs HwY TE-S9HD T-W-XLD %L9T T 6TH:80
1XS dINV d34 XIDNXDZ4D430 - v 14 1ba3ssINoOJI HWY  SZ-LHD T-N-XLD %L£°9T T  IANH:80
dID TVN dAV d34 XIDIWXD 740430 +  V 6 Ys1¥aq1 L0431 DOAD -1 WSAY NOJI qani vini HWYf TETTHD PT-WN-XLD %L9T T YH:LO

B10Ud1S1S3Y 3P |44ad 2103|NJIA 3P |443d odnouo|y 33jgapopedil sedadsN odiyoias

(2T02-TT0T) ounden ap dused ap sepejsie 3319 p ses03onpoud Jjo 3 ap seda) ‘6L ejqeL

198



z

RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 82. Cepas de E. coli productoras de BLEE aisladas de carne de ave (2009-2010)

AXSIVN dAIV d34d XLOWXDZ43433 1 a L X|pw ssi No41 @aniyanl 43dod Hwyf T L6-SYHD  T-A-XLD T %80 T YH:¥TO
1XS dIDTVYN 90L dAIV d34 XLDINXDZ4D243D 1 a € dsn g/iNAvwiy Hwiy T TE-€THD 6-N-X1D T %80 T ISH:TTO
dID VYN dAIV d34ZVI XIDINXDZ4D430 ¢ a L Ys1 x/ow ssiNoJl @anivini Hwy T UN  SN-A-XID T %80 T IANH:60
AXS dAV d34 XIDWXDZ43430 ¢ 19 1 Hwy ¢ TZI-VHD  6A-XLD ¢ %9'T T  TISH60
dIDTIVYN dAV d34ZVI XIDNXDZ4D2430 T T4 1 Hwy T
CEVHD  TA-XLD € %9°T 4 1NH:80
VN JIANV d34ZVI XIDNXD 2742430 T 14d 4 1o Hwy T
dOLN3ID dIANV dZL d34ZVO XIDINXDZ4D430 1 19 L Ys110b43SSINOJI @INIyIni Hwlf T LT-VHD CI-AHS T %80 T IANH:80
IXS dINV d34 XLDWXD 742430 19 9 $S12DA2 NOJI @aNIyIni Hwl T YN SN-A-XID T %8'0 T TZH:80
dAV d34ZVD XIDWXD 743430 T v 8 U4Y$31041 51 DDA NOJI @INI vVanl HWY T LT-VHD CIT-AHS T
%v'T € 6TH:80
dID VN 9OL N3O dIAV d34 XLD INXD 740430 ¢ 14 S ss1 NoJI@onivani Hwl T CE-S9HD T-N-X1D ¢
dID VN dAV d34 XIDOWXDZ43430 1 19 4 Xipw Hwy T TEVHD PT-A-XID T %80 T LH:80
XS dIDTVN dAV d34 XLOWXDZ4D43D 1 v S SSI SISO @anivini HWY T LT-TTHD OVT-N-XD T %80 T YH:LO
L SIS NO41 @anI vani 8ZLNAYWI Hwlf T QvT-N-XLD T
1IXS dIDTYN AV d34 XLDINXDZ4D 430 € \4 L SIS NO4I @an1 yani 8ZINAY W HwY T VE-TIHD VI-N-XLD T %Y'T € INH:90
8 SSI 111 NS NO4I @INI VANI 10S 8LINAYWIY HWY T PI-AN-XLD T
L SIS NO4I @an1 yani 8ZINAY W Hwi T
dIDIVN dIAV d34 XLDINXDZ40430 ¢
v L SSI NOJI @INn! VINI 10s @/ INAVWI Hwl T YE-TTHD PI-N-XLD € %Y'T € 9TH:90
1IXS dIDTYN ANV d34 XLDINXDZ4D430 1 8 SSI 11 NSAY NOJI aN1vini 10s 8/ INAVWI Hw T
1XSTVYN GOLNID dAV d34ZVI XLDWXD 742430 ¢ " [ 10418s1@aniyani Hwiy T YT-TTHD CT-AHS T %80 T 0TH:90
dIAV OV XO4 XLOWX3Z43430 1 v 4 SLNAVWY HWY T €T-TTHD TI-AHS T %80 T  TEHSO
dAV d3d XIDWXD 7403430 1 18 8 4533043 551 JDAI NOJI @INI VInI HWY T TCT-VHD  6A-XLD T %80 T  TCH:SO
dIDIVYN dIANV d34dZvO X1IDINXD 740430 1 v 8 YS1 1043 SSI DDA Z)-|| WSA) NOJI @oniyini T Irownf CI-AHS T
%9'T T  OTH:SO
1XS dID VN dAV d34 XIDIWXD 742430 ¢ v 8 YS1.1D41SSI DDA SY-[| WSO NO4I ganiyinl T rrownf  T-N-XID T )
4 SLINNYW Hw T
TYN dIAV d34 XLDINXDZ4D430 ¢
v VS-TE9HD  PT-N-XLD € %v'T € 9ZH:€0
€ 1043 sLINAVW HWY T
dIDIVYN dAV dId XLDWXDZ4D43D T
YN dINV d34 XIDINXDZ40430 T
v T Hwy ¢ dUN  SN-IA-XLD ¢ %9°T 4 OvH:ZO0
IWNJAY T
1XS dID VN dAV d34 XIDWXDZ42430 T a o1 1S3 LD43SSI DDA 2= NSAY NO4I @an1 vanl gipd HWY T 0£T-9CHD 6-N-X1D T
%9'T 4 IANNH:¢O
TYN ANV d34 XLDINXDZ4D430 T 4] €1 ys3 dsn x|ow yaql | 041 ss| DDAD GY-|] NSAY NO4I @INIvini 8ZLINAYWY Hwlf T T-6EHD  PI-W-X1D T
dIDTVYN dAV dId XLDWXD 742430 T a S 1041 Y11 NSy @anivant Hwilf T 0LT-9THD VT-N-XLD T %80 T 6H:20

B10U31SIS3Y BP |Y43d

B199|NUIA 3P |JJ3d

odizouo|d

3319 ap opediL

sedad N

odijouas

199



A. HERRERA

inuacion

Tabla 82. Cont
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4.3.2. Caracterizacion de las cepas BLEE aisladas de CARNE DE VACUNO
En la Tabla 79 (pagina 198) figuran las caracteristicas de las 6 cepas de E. coli
productoras de BLEE aisladas de 5 de las 200 muestras analizadas de carne picada de

vacuno.

4.3.2.1. Tipado de BLEE

De las 6 cepas de E. coli productoras de BLEE, 4 cepas (66,7%) eran portadoras del gen
blacrx.m exclusivamente, 1 cepa (16,7%) del gen blasyy y 1 cepa (16,7%) era portadora de
ambos genes. Mediante secuenciacidn, se determinaron los siguientes tipos: CTX-M-1 (3

cepas); CTX-M-14 (1 cepa); SHV-12 (1 cepa); CTX-M-1/SHV-12 (1 cepa).

4.3.2.2. Serotipos y genes de virulencia
El serotipado de las 6 cepas de E. coli productoras de BLEE (CTX-M y SHV) aisladas de

carne de vacuno, mostrd que pertenecian a 6 serotipos distintos (Tabla 79, pagina 198).

Las 6 cepas fueron, ademas, caracterizadas mediante PCR para la presencia de 21 genes
gue codifican para factores de virulencia tipicos de cepas ExPEC. Adicionalmente, las
cepas fueron analizadas para aquellos genes de virulencia diarreagénicos (incluido el gen
eae) a los que hubiera sido positiva (en su caso) la muestra de alimento. De los 21 genes
de ExPEC analizados, 2 fueron detectados en la mayoria de las cepas: fimH (100%) y traT
(83,3%). En contraste, en ninguna de las 6 cepas fueron identificados los genes papEF,
afa/draBC, cdtB, sat, hlyA, kpsM Il y usp. Por otra parte, las 6 cepas productoras de BLEE
presentaron una media de 5,3 genes de virulencia, con un rango que varié entre 3y 9
genes. En particular, la cepa 07:H4 CTX-M-14 fue la que presenté un mayor nimero de

genes de virulencia (9 genes).

Tres (50%) de las 6 cepas productoras de BLEE aisladas de carne de vacuno cumplian el
criterio de estatus EXPEC (1 CTX-M-1, 1 CTX-M-14 y 1 CTX-M-1/SHV-12), ya que
presentaron 2 o mas de los 5 genes de virulencia (papEF, sfa/focDE, afa/draBC, iutA 'y

kpsM 11) de acuerdo con la definicidn de Johnson y colaboradores (2003a).

Por ultimo, 1 de las 6 cepas (16,7%) era positiva para el gen eae: la cepa 0153:H10 SHV-
12 eae-f31.
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4.3.2.3. Grupos filogenéticos

Las 6 cepas productoras de BLEE aisladas de carne de vacuno pertenecieron a 3 grupos
filogenéticos: A (4 cepas; 66,6%), B1 (1 cepa; 16,7%) y D (1 cepa; 16,7%); y de ellas, las 3
cepas que presentaban estatus ExPEC pertenecian a los grupos filogenéticos A (1 cepa
CTX-M-14 y 1 cepa CTX-M-1/SHV-12) y B1 (1 cepa CTX-M-1). En una misma muestra de
carne de vacuno se identificaron 2 cepas pertenecientes a serotipos y filogrupos

distintos (O8:HNM-A CTX-M-1y 08:H19-B1 CTX-M-1) (Tabla 79, pagina 198).

4.3.2.4. Clonotipos

Siguiendo el esquema disefiado por Weissman y colaboradores (2012), se realizé el
clonotipado (CH) mediante secuenciacién de dos loci (fumC/fimH) de las 6 cepas BLEE
aisladas de carne de vacuno, que mostré que pertenecian a 6 clonotipos distintos (Tabla

79, pagina 198).

De los 6 clonotipos, 5 habian sido identificados previamente en cepas aisladas de
hemocultivos humanos, de entre una coleccién de 372 cepas del LREC (productoras y no
productoras de BLEE); solo el clonotipo CH7-25 (detectado en este estudio en 1 cepa de
carne de vacuno y 1 cepa de carne de pollo) no habia sido previamente identificado

(datos no publicados).

4.3.3. Caracterizacion de las cepas BLEE aisladas de CARNE DE CERDO
En la Tabla 80 (pagina 198) figuran las caracteristicas de las 13 cepas de E. coli
productoras de BLEE, aisladas de 12 de las 200 muestras analizadas de carne picada de

cerdo.

4.3.3.1. Tipado de BLEE

De las 13 cepas de E. coli productoras de BLEE, 10 cepas (76,9%) eran portadoras del gen
blacrxm ¥ 3 cepas (23%) del gen blasy. Mediante secuenciacidn, se determinaron los
siguientes tipos: CTX-M-1 (4 cepas); CTX-M-9 (1 cepa); CTX-M-14 (3 cepas); CTX-M-32 (2
cepas); SHV-12 (3 cepas).
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4.3.3.2. Serotipos y genes de virulencia
El serotipado de las 13 cepas de E. coli productoras de BLEE (CTX-M y SHV) aisladas de
carne de cerdo, mostré que pertenecian a 12 serotipos distintos (Tabla 80, pagina 198).

Las 2 cepas que presentaron el mismo serotipo eran 025:H4 CTX-M-1.

Las 13 cepas fueron ademas caracterizadas mediante PCR para la presencia de 21 genes
gue codifican para factores de virulencia tipicos de cepas ExPEC. Adicionalmente, las
cepas fueron analizadas para aquellos genes de virulencia diarreagénicos (incluido el gen
eae) a los que hubiera sido positiva (en su caso) la muestra de alimento. De los 21 genes
EXPEC analizados, los genes mads prevalentes fueron fimH (100%), traT (76,9%), iss
(61,5%) e iroN (53,8%). En contraste, en ninguna de las cepas fueron identificados los
genes papEF, sfa/focDE, afa/draBC, cnfl, sat, hlyA, y kpsM lll. Por otra parte, las 13
cepas productoras de BLEE presentaron una media de 5,8 genes de virulencia, con un
rango que varié entre 1 y 12 genes. En concreto, 1 de las cepas 025:H4 CTX-M-1

presentaba 12 genes de virulencia.

Dos (15,4%) de las 13 cepas productoras de BLEE aisladas de carne de cerdo cumplian el
criterio de estatus EXPEC (1 CTX-M-1y 1 CTX-M-14), ya que presentaron 2 o mas de los 5
genes de virulencia (papEF, sfa/focDE, afa/draBC, iutA y kpsM I1I) de acuerdo con la

definicidn de Johnson y colaboradores (2003a).

Por ultimo, 1 de las 13 cepas (7,7%) era positiva para el gen eae: la cepa 0153:H10 CTX-
M-32 eae-B1.

4.3.3.3. Grupos filogenéticos

Las 13 cepas productoras de BLEE aisladas de carne de cerdo pertenecieron a los 4
grupos filogenéticos: A (4 cepas; 30,8%), B1 (3 cepas; 23,0%), B2 (2 cepas; 15,4%) y D (4
cepas; 30,8%); y de ellas, las 2 cepas que presentaban estatus EXPEC pertenecian a los
grupos filogenéticos B2 (1 cepa CTX-M-1) y D (1 cepa CTX-M-14). En una misma muestra
de carne de cerdo se identificaron 2 cepas pertenecientes a serotipos y filogrupos

distintos (025:H4-B2 CTX-M-1y ONT:H4-D CTX-M-1) (Tabla 80, pagina 198).
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4.3.3.4. Clonotipos

El clonotipado de las 13 cepas BLEE aisladas de carne de cerdo reveld 9 clonotipos
distintos. El mas prevalente fue el CH45-97 detectado en 3 cepas del filogrupo D
pertenecientes a 3 serotipos distintos, pero todas ellas portadoras del antigeno H4

(08:H4, 0161:H4 y ONT:H4) (Tabla 80, pagina 198).

De los 9 clonotipos, 7 habian sido identificados previamente en cepas aisladas de
hemocultivos humanos, de entre una coleccién de 372 cepas del LREC (productoras y no
productoras de BLEE), mientras que los clonotipos CH6-53 y CH7-470 (detectados en
este estudio, en 1 cepa de carne de cerdo, cada uno) no habian sido previamente

identificados (datos no publicados).

4.3.4. Caracterizacion de las cepas BLEE @isladas de CARNE DE AVE
En la Tabla 82 (pagina 199) figuran las caracteristicas de las 127 cepas de E. coli

productoras de BLEE, aisladas de 91 de las 200 muestras analizadas de carne de ave.

4.3.4.1. Tipado de BLEE

De las 127 cepas de E. coli productoras de BLEE, 98 cepas (77,2%) eran portadoras del
gen blacxm Y 29 cepas (22,8%) del gen blasyy. Hay que tener en cuenta en estos
porcentajes, que las 98 cepas CTX-M procedian de 76 de 200 (38%) muestras de carne
de ave analizadas para este gen, mientras que para el gen blas,y solo se analizaron 100
de las 200 muestras totales de carne de ave, por lo que las 29 cepas SHV procedian de

28 de las 100 (28%) analizadas.

Mediante secuenciacion, se determinaron los siguientes tipos: CTX-M-1 (27 cepas); CTX-
M-9 (18 cepas); CTX-M-14 (28 cepas); CTX-M-14b (4 cepas); CTX-M-32 (15 cepas); SHV-
12 (28 cepas); ademads, 7 cepas no pudieron ser tipificadas (6 del tipo CTX-M y 1 del tipo
SHV).

4.3.4.2. Serotipos y genes de virulencia
El serotipado de las 127 cepas de E. coli productoras de BLEE (CTX-M y SHV) aisladas de

pechugas de pollo, mostré que pertenecian a 91 serotipos distintos (Tabla 82, pagina
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199). Los serotipos detectados en mas de 2 cepas fueron: 025:H4 (7 cepas CTX-M-9;
5,5%), 0153:H10 (7 cepas CTX-M-32; 5,5%), 03:H26 (3 cepas CTX-M-14; 2,4%), O6:HNT
(3 cepas CTX-M-14; 2,4%), 06:H16 (2 cepas CTX-M-14 y 1 cepa CTX-M-14b; 2,4%),
ONT:HNM (6 cepas con distintos tipos BLEE; 4,7%). El resto de serotipos se detectd en 1

0 2 cepas.

Las 127 cepas fueron ademads caracterizadas mediante PCR para la presencia de 21
genes que codifican para factores de virulencia tipicos de cepas ExPEC. Adicionalmente,
las cepas fueron analizadas para aquellos genes de virulencia diarreagénicos (incluido el
gen eae) a los que hubiera sido positiva (en su caso) la muestra de alimento. De los 21
genes ExPEC analizados, los genes mas prevalentes fueron fimH (97,6%), iutA (55,1%),
jiucD (55,1%), iss (44,9%) e iroN (44,1%). En contraste, en ninguna de las cepas fueron
identificados los genes sfa/focDE, afa/draBC, cnfl y hlyA. Por otra parte, las 127 cepas
productoras de BLEE presentaron una media de 4,7 genes de virulencia, con un rango
que varié entre 1 y 13 genes. En concreto, las cepas con mayor nimero de genes de
virulencia pertenecieron a los serotipos 02:HNM (1 cepa CTX-M-14 con 13 genes de
virulencia), 0120:H4 (1 cepa CTX-M-1 con 12 genes de virulencia) y 025:H4 (las 7 cepas

CTX-M-9, con 12 genes de virulencia).

Veintiuna (16,5%) de las 127 cepas productoras de BLEE aisladas de pechuga de pollo
cumplian el criterio de estatus EXPEC (6 CTX-M-1, 9 CTX-M-9, 3 CTX-M-14, 1 CTX-M-14b
y 2 SHV-12), ya que presentaron 2 o mas de los 5 genes de virulencia (papEF, sfa/focDE,
afa/draBC, iutA y kpsM Il) de acuerdo con la definicién de Johnson y colaboradores

(2003a).

Por ultimo, 24 de las 127 cepas (18,9%) eran positivas para el gen eae: 20 cepas
portadoras del subtipo eae-B1 (2 cepas 02:H40 CTX-M, 2 cepas 03:H26 CTX-M-14, 1
cepa 026:HNM CTX-M-32, 1 cepa 040:H10 CTX-M-14, 1 cepa O103:HNM SHV-12, 1 cepa
0123:H34 SHV-12, 1 cepa 0124:HNM CTX-M-32, las 7 cepas 0153:H10 CTX-M-32, 1 cepa
ONT:HNM CTX-M-32, 3 cepas ONT:HNM SHV-12) y 4 cepas portadoras del subtipo eae-
€1 (2 cepas 0145:H40/HNM SHV-12 y 2 cepas ONT:H26 CTX-M-14).
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4.3.4.3. Grupos filogenéticos

Las 127 cepas productoras de BLEE aisladas de pechuga de pollo pertenecieron a los 4
grupos filogenéticos: A (56 cepas; 44,1%), B1 (36 cepas; 28,3%), B2 (9 cepas; 7,1%) y D
(26 cepas; 20,5%); y de ellas, las 21 cepas que presentaban estatus ExPEC pertenecian a
los grupos filogenéticos B2 (9 cepas; incluidas las 7 025:H4 CTX-M-9, 1 cepa CTX-M-1y 1
cepa CTX-M-14), D (7 cepas; incluidas 3 CTX-M-1, 2 CTX-M-9 y 2 cepas CTX-M-14) y A (5
cepas; incluidas 2 SHV-12, 2 CTX-M-1 y 1 CTX-M-14b). En 21 muestras de pechuga de
pollo se aislaron 2 cepas pertenecientes a filogrupos y/o serotipos distintos (y en 2 de

esas 21 muestras hasta 3 cepas BLEE distintas) (Tabla 82, pagina 199).

4.3.4.4. Clonotipos

Se realizo el clonotipado de 118 de las 127 cepas de E. coli productoras de BLEE, aisladas
de carne de ave. Entre las 118 analizadas, se detectaron un total de 45 clonotipos
diferentes. De esos 45 clonotipos, 6 fueron los mds prevalentes, detectados en 50 de las
118 cepas (42,4%): CH11-54 (17 cepas del filogrupo A, incluidas 7 0153:H10); CH40-22 (8
cepas del filogrupo B2, incluidas 7 cepas 025:H4); CH45-97 (7 cepas del filogrupo D,
pertenecientes a 7 serogrupos distintos pero todas H4); CH11-24 (6 cepas del filogrupo
A); CH11-34 (6 cepas del filogrupo A, incluidas 3 06:H16 Y 3 O6:HNT); CH31-54 (6 cepas

del filogrupo D, pertenecientes a 6 serogrupos distintos pero H27 o HNT).

De los 45 clonotipos, 26 habian sido identificados previamente en cepas aisladas de
hemocultivos humanos, de entre una coleccién de 372 cepas del LREC (productoras y no
productoras de BLEE) (datos no publicados). Sin embargo, 19 de los 45 clonotipos no
habian sido previamente identificados en dicha coleccién, y todos, salvo el CH7-25
(detectado también en 1 cepa de carne de vacuno), podrian estar asociados al origen
aviar de las cepas. Esos 19 clonotipos se identificaron en 32 cepas de carne de pollo. Hay
qgue destacar que el clonotipo CH632-54 ha sido identificado por primera vez en este
estudio; incluye un nuevo alelo del fumC (632) que varia Unicamente en 1 nucledtido
con respecto al fumC27 (el clonotipo CH27-54 si habia sido identificado en cepas de

hemocultivos).

Hemos comprobado que, aunque en la mayoria de los casos un clonotipo determinado
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esta asociado a cepas del mismo grupo filogenético, mismos clonotipos pueden
identificarse en cepas de distintos serotipos e, incluso, de diferente grupo filogenético.
En nuestro estudio hemos detectado 4 clonotipos en cepas de distinto grupo
filogenético (CH4-27 identificado en 1 cepa O8:HNM-B1 y 1 cepa 08:H19-A; CH4-32
identificado en 3 cepas B1 y 1 cepa A; CH39-2 identificado en 1 cepa O157:HNM-Bly 1
cepa 02:HNM-B2) (Tabla 82, pagina 199). Este hecho lo hemos constatado, asimismo,

con cepas de otros origenes (datos no publicados).

4.3.5. Caracterizacion de las cepas BLEE aisladas de PRODUCTOS AGRiCOLAS
En la Tabla 81 (pagina 198) figuran las caracteristicas de las 2 cepas de E. coli
productoras de BLEE, aisladas de 2 de las 350 muestras analizadas de productos
agricolas. En concreto, las cepas fueron aisladas de 1 ensalada envasada y de 1 muestra

de brécol. En el caso de productos agricolas, no se investigd la presencia de cepas SHV.

4.3.5.1. Tipado de BLEE
Mediante secuenciacion se determind que las 2 cepas de E. coli aisladas de productos

agricolas y portadoras del gen blacrx.y eran CTX-M-1.

4.3.5.2. Serotipos y genes de virulencia

Las 2 cepas E. coli CTX-M-1 aisladas de 1 ensalada envasada y 1 muestra de brécol,
respectivamente, presentaban serotipos distintos: 08:H7 y ONT:HNM (Tabla 81, pagina
198).

Solo 1 de las 2 cepas fue positiva para alguno de los 21 genes de virulencia tipicos de
cepas ExPEC analizados mediante PCR, en concreto la cepa 08:H7 CTX-M-1 fue positiva
para 3 genes: fimH, iroN, iss. La cepa ONT:HNM CTX-M-1 fue negativa para todos los
genes de virulencia analizados. Ninguna de las 2 cepas cumplia el criterio de estatus

EXPEC, y ninguna era portadora del gene eae.

4.3.5.3. Grupos filogenéticos
Las 2 cepas CTX-M-1 aisladas de productos agricolas pertenecieron a 2 grupos

filogenéticos distintos: Ay B1.
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4.3.5.4. Clonotipos

Se realizo el clonotipado de 1 de las 2 cepas de E. coli productoras de BLEE, en concreto
de la cepa 08:H7-B1 CTX-M-1, que presentd el clonotipo CH19-87, no identificado
previamente en cepas aisladas de hemocultivos humanos, de entre una coleccién de 372

cepas (productoras y no productoras de BLEE) (datos no publicados).

4.3.6. Patrones de resistencia de las cepas BLEE

Se realizd el estudio de sensibilidad de las 148 cepas de E. coli identificadas como BLEE,
determinando la concentracidn minima inhibitoria (CMI) de 17 antibidticos, mediante el
sistema automatizado MicroScan WalkAway 96 Plus en la Unidad de Microbiologia del

Hospital Universitario Lucus Augusti (HULA).

Globalmente, detectamos 36 patrones de resistencia. Con la salvedad de 1 cepa aislada
de carne de pollo con resistencia frente a Unicamente 2 antimicrobianos (esta cepa
habia perdido el gen blacx durante su conservacion y, probablemente, otras resistencias
asociadas a un mismo plasmido), el resto de cepas presentaron patrones de
multirresistencia de entre 6 y 11 de los 17 antimicrobianos ensayados. De hecho, la
mayoria de las cepas (130 de las 148; 87,8%) presentaron resistencia frente a al menos 7
antimicrobianos (83,3% de las cepas de carne de vacuno; 84,6% de las cepas de carne de
cerdo; 89,8% de las cepas de carne de pollo). De entre los 36 patrones encontrados, el
mas prevalente fue el P23, resistente frente a 8 antimicrobianos (CEF, CFZ, CXM, CTX,
FEP, AMP, NAL y CIP), detectado en 22 cepas (1 aislada de carne de vacuno, 2 de carne
de cerdo y 19 de carne de pollo) (Tabla 83).
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Tabla 83. Patrones de resistencia de las cepas de E. coli BLEE aisladas de los 4 grupos de alimentos

Patron d(e%c)epas V-P-A-PA  Tipo de BLEE CEF CFZ CXM CTX CAZ FEP FOX AMC TZP AMP GEN TOB NAL CIP SXT FOF
1-0-0-0 CTX-M-1 1

103 2,0% 0-0-1-0 CTX-M-14 1 R R R R - R - - - R R R R R R -
0-0-1-0 CTX-M-NS 1

2 1 07% 0-0-1-0 CTX-M-1 1 R R R R R R R - R - R R R -

1 07% 0-0-1-0 SHV-12 1 R R R R R R - - R R R R - R -

4 1 07% 0-0-1-0 SHV-12 1 R R R R R R - - - R R - R R R -

53 2,0% 0-0-1-0 el 'R R R R R R - - - R R R R R - -
0-0-2-0 CTX-M-32 2

6 1 07% 0-0-1-0 CXT-M-9 1 R R R R - R - - - R - R R R R -

7 1 07% 0-0-1-0 SHV-12 1 R R R R R R - - - R R - R - R -

8 2 14% 0-0-2-0 CTX-M-1 2 R R R R R - - - R R R R R -

5 1 07% 0-0-1-0 SHV-12 1 R R R R R R - - R R R R - - - -

0 3 20% 0-0-3-0 CTX-M-32 3 R R R R R R - - - R R - R R - -

11 5 34% 0-0-4-0 sHv-12 “ R R R R R R - - - &R - R R R -
0-0-1-0 SHV-NS 1

2 1 07% 0-0-1-0 CTX-M-32 1 R R R R R R - - - R R R - - - R

13 1 07% 0-0-1-0 CTX-M-32 1 R R R R R R - - - R R R R - - -
0-1-3-0 CTX-M-9 4

14 10 68% 0-0-3:0 CTxm-14 ®**R R R R - R - - - R - - R R R -
0-0-2-0 CTX-M-14b 2
0-0-1-0 CTX-M-1 1

15 1 07% 0-0-1-0 CTX-M-14 1 R R R R - R R - - R - - R R - -

16 8 54% 0-0-1:0 CTXM-NS Y% R R R R R - - - R - - R R - -
0-2-5-0 SHV-12 7

17 1 07% 1-0-0-0 CTX-M-1 1 R R R R - R - - - R R R R - - -

18 1 07% 0-0-1-0 CTX-M-14 1 R R R R - R - - - R R - R R - -

19 2 14% 0-0-2-0 CTX-M-9 2 R R R R - R - - - R R - R - R -

20 5 34% 0-1-0-0 CTxem-32 % R R R R R - - - R - - R - R®R -
0-0-4-0 SHV-12 4

21 1 07% 0-0-1-0 SHV-12 1 R R R R R R - - - R R - R - - -

2 2 14% 0-0-2-0 CTX-M-32 2 R R R R R R - - - R R R - - - -
12130 CTX-M-14 16

23 22 14,9% 0-0-4:0 M1 “ R R R R - R - - - R - - R R - -
0-0-1-0 CTX-M-9 1
0-0-1-0 CTX-M-N$ 1

2 6 41% 0-0-1:0 -1 YR R R R R R - - - R - - R .o
0-0-5-0 SHV-12 5

25 2 14% 0-0-2-0 CTX-M-1 2 R R R R - R - R - R - - R - - -
0-1-2-0 CTX-M-1 3

2% 10 68% 0-0-5-0 CTX-M-9 s R R R R - R - - - R - - R - R -
0-0-2-0 CTX-M-14b 2

27 4 27% 0-1-3-0 CTX-M-32 4 R R R R R R - - - R R - - - - -
0-0-1-0 CTX-M-N$ 1

28 12 81% 0-0-7-0 CTX-M-14 7 R R R R - R - - - R - - R - - -
0-1-3-0 CTX-M-1 4

29 1 07% 0-0-1-0 SHV-12 1 R R R R - - R R R - - - - -
1-0-0-0 CT%-M-1 1

30 5 34% 0-0-1-0 CTX-M-N$S 1 R R R R - R - - - R - - - - R -
0-0-3-0 CTX-M-9 3

31 2 14% 0-0-2-0 CTX-M-1 2 R R R R - R - - - R - - - - - R
0-1-0-0 TX-M-1 1

2 7 47% 0-0-1-0 CTX-M-32 1 R R R R R R - - - R - - - o o .
1-0-4-0 SHV-12 5

33 1 07% 0-1-0-0 SHV-12 1 R R R - R R - - - R - - - - R -

34 3 2,0% 0-0-1-0 CTxm-9 YR R R R - R - - - R R - - o oo
0-0-2-0 CTX-M-32 2
0-1-8-2 CTX-M-1 1

35 17 11,5% 0-0-2:0 e 2R R R R - R - - < R
0-1-2-0 CTX-M-14 3
1-0-0-0 CTX-M-14SHV-12 1

3% 1 07% 0-0-1-0 CTX-M-NS 1 - - - - - < - . . R - - R - -

ToTAL 6-13-127-2 148 147 147 147 146 51 146 3 4 1 148 31 16 104 61 46 3

% 4%-0%-86%-1% 99% 99% 99% 99% 34% 99% 2% 3% 1% 100% 21% 11% 70% 41% 31% 2%

CEF: cefalotina, CFZ: cefazolina, CXM: cefuroxima, CTX: cefotaxima, CAZ: ceftazidima, FEP: cefepima, FOX: Cefoxitina, AMC: Amoxicilina/clavulanico, TZP:
Piperacilina/tazobactam, AMP: Ampicilina, GEN: Getamicina,TOB: Tobramicina, NAL: Acido Nalidixico, CIP: ciprofloxacina, SXT: Trimetoprim/Sulfametoxazol,
FOF: Fosfomicina.

V-P-A-PA= numero de cepas de vacuno, porcino, ave y productos agricolas

NS: no secuenciada

* N2. Namero de antibidticos frente a los que eran resistentes las cepas. Ninguna cepa presentd resistencia frente al imipenem (IMP)
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Analizando las prevalencias de resistencia por antimicrobiano, todas las cepas, salvo la
que habia perdido el gen blacry, fueron resistentes a cefalosporinas de espectro
extendido; ademas, las 148 cepas (100%) presentaron resistencia a la ampicilina y 104
(70,3%) al acido nalidixico. Es importante destacar que el 41,2% de las cepas era
resistente a la ciprofloxacina, el 31,1% al trimetoprim-sulfametoxazol, el 20,9% a la
gentamicina y el 10,8% a la tobramicina. Por ultimo, muy pocas cepas presentaron
resistencia frente a los inhibidores de las B-lactamasas (4 cepas de carne de pollo frente
a la amoxicilina-acido clavuldnico y 1 cepa, también de carne de pollo, frente a la
piperacilina-tazobactam), frente a las cefamicinas (3 cepas de carne de pollo frente a la
cefoxitina) o a la fosfomicina (3 cepas de carne de pollo). En cualquier caso, no
encontramos diferencias significativas en las prevalencias de resistencia frente a los 17
antimicrobianos analizados entre las cepas aisladas de los 3 tipos de carne (p>0,05 para

todas las comparaciones) (Tabla 84).

Tabla 84. Prevalencias de resistencia a antimicrobianos en las cepas de E. coli productoras de BLEE
Resistencia antimicrobiana Vacuno Cerdo Ave P. agricolas

ePenicilinas (AMP) 6 100% |13 100% |127 100% |2 100%
eQuinolonas (NAL) 3  50% 8 615% | 93 732% |0 0%
eTrimetoprim-sulfametoxazol (SXT) 2 33% |4 308% | 40 31,5% |0 0%
eFluoroquinolonas (CIP) 2 33% |5 385% | 54 42,5% |0 0%
eAminoglucdsidos (GEN-TOB) 2 33% |1 7,7% | 29 22,8% |0 0%
eCefalosporinas (12 - 42 generacién) (CEF-CFZ-CXM-CTX-CAZ-FEP) 6 100% |13 100% | 126 99,2% |2 100%
oCefalosporinas de espectro extendido (CTX-CAZ-FEP) 6 100% |13 100% |126 99,2% |2 100%
eInhibidores de B-lactamasas (AMC-TZP) 0 0% 0 0% 5 39% |0 0%
eCefamicina (FOX) 0 0% 0 0% 3 24% |0 0%
eFosfomicina (FOF) 0 0% 0 0% 3 2,4% |0 0%
Multirresistentes a 4 o mas familias 3 50% 7 53,8% | 80 63% |0 0%
Multirresistentes a 3 familias 1 17% 3 23,1% | 29 22,8% |0 0%
Multirresistentes a 2 familias 2 33% 3 23,1% | 18 142% |2  100%
Resistentes a 1 familia 0 0% 0 0% 0 0% 0 0%

Total resistentes 6| 100% 100% 127 | 100%
No se apreciaron diferencias significativas en las prevalencias de resistencia entre las cepas de carne de vacuno, porcinoy

ave

Especificamente, las 26 cepas productoras de BLEE y positivas para el gen eae
presentaron 13 patrones de resistencia, compartidos en su mayoria con el resto de
cepas BLEE eae negativas (incluido el patron de resistencias mas prevalente frente a 8
antimicrobianos, P23). Globalmente, 23 (84,6%) de las 26 cepas eage positivas
presentaban multirresistencia a 3 o mas familias de antibidticos. Todas, salvo la cepa
gue habia perdido el gen blacry, eran resistentes a cefalosporinas de espectro extendido,
y el 100% resistentes a la ampicilina. Ademas, el 61,5% de las cepas era resistente frente

al acido nalidixico, el 46,2% frente a la gentamicina, el 19,2% frente a la tobramicina, el
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15,4% frente a la ciprofloxacina, y el 11,5% frente al trimetoprim-sulfametoxazol.
Encontramos diferencias significativas entre este grupo eae positivo y el resto de cepas
BLEE (122 cepas) en la resistencia frente a 3 antimicrobianos; con mayor prevalencia de
resistencias a los aminoglucdsidos (46,2% de cepas eae positivas vs. 16,4% de las eae
negativas), y menor a las fluoroquinolonas (15,4% de las cepas eae positivas vs. 46,7%
de las eae negativas) y al trimetoprim-sulfametoxazol (11,5% de las cepas eae positivas
vs. 35,2% de las eae negativas); por ultimo, 81 (66,4%) de las 122 cepas eae negativas
eran multirresistentes a 4 o mas familias de antibidticos, frente al 34,6% de las cepas

eae positivas (p<0,05 para todas las comparaciones) (Tabla 85).

Tabla 85. Comparacion de prevalencias de resistencia entre cepas de E. coli productoras de BLEE eae
positivas y negativas

ePenicilinas (AMP) 26 100% 122 100%

eQuinolonas (NAL) 16  61,5% 88 72,1%
eTrimetoprim-sulfametoxazol (SXT) 3 11,5% 43 35,2% 0,012
eFluoroquinolonas (CIP) 4  15,4% 57 46,7% 0,002
eAminoglucésidos (GEN-TOB) 12  46,2% 20 16,4% 0,002
eCefalosporinas (12 - 42 generacién) (CEF-CFZ-CXM-CTX-CAZ-FEP) 25  96,2% 122 100%
oCefalosporinas de espectro extendido (CTX-CAZ-FEP) 25 96,2% 122 100%

eCefamicina (FOX) 0 0% 3 2,5%

eFosfomicina (FOF) 1 3,8% 2 1,6%
Multirresistentes a 4 o mas familias 9  34,6% 81 66,4% 0,003
Multirresistentes a 3 familias 14 53,8% 19 15,6% 0,000
Multirresistentes a 2 familias 3 11,5% 22 18,0%

Resistentes a 1 familia 0 0% 0 0%

Total resistentes e | 100% ‘ 122
* Unicamente se muestran los valores que resultaron estadisticamente significativos (p<0,05)

4.3.7. Analisis comparativo de las cepas BLEE aisladas de alimentos

Como se comenté en el apartado 4.3.1 (pagina 196), el 11,6% de las muestras (110 de
950) de alimentos analizados en este estudio resultaron positivas para el aislamiento de
cepas de E. coli productoras de BLEE, siendo el 9,6% positivas para CTX-M (91 de las 950)
y el 6,6% positivas para SHV (33 de las 500 analizadas para este tipo). Encontramos un
numero significativamente superior de muestras de carne de ave portadoras de cepas
de E. coli productoras de BLEE, en comparacién con los otros grupos de alimentos
analizados (2,5% carne de vacuno; 6% en carne de cerdo; 45,5% en carne de ave y 0,6%
en productos agricolas; p<0,05 para todas las comparaciones) (Tabla 78, pagina 197). Los
altos niveles de contaminacién en carne de pollo detectados en este estudio concuerdan

con lo recogido en las revisiones mas recientes de la literatura cientifica, tanto en
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relacion con la presencia de E. coli causantes de infecciones extraintestinales en el
hombre, como con la presencia de cepas de E. coli productoras de BLEE potencialmente

patdégenas (Manges y Johnson, 2012; Lazarus et al., 2015).

La presencia de cepas de E. coli productoras de BLEE en alimentos se ha convertido en
una preocupacion a nivel mundial. Los porcentajes de aislamiento de este tipo de cepas,
tanto en los animales de produccion como en los alimentos, varian mucho de unos
estudios a otros (entre 0,2% a valores superiores al 50%), dependiendo del pais de
origen del producto y la metodologia utilizada (EFSA, 2011c). Tanto es asi, que algunos
estudios sefialan a las carnes importadas de paises sudamericanos como fuente
importante de este tipo de cepas por sus elevados niveles de contaminacién (Dhanji et
al. 2010; Borjesson et al. 2011; Kawamura et al. 2014). Kawamura y colaboradores
(2014) en un estudio comparable al nuestro, pero con menor tamafio de muestreo,
analizaron 153 muestras de carne de pollo, vacuno, cerdo y productos agricolas,
adquiridas en 29 supermercados de Japon durante 2010. Solo encontraron cepas E. coli
BLEE en la carne de pollo, con una prevalencia ligeramente superior a la nuestra (50,7%;
35 de 69 muestras). Ademas, los autores detectaron diferencias segun el origen, de
manera que la prevalencia era superior en las carnes importadas de paises
sudamericanos que en las carnes autdctonas. En el Reino Unido, se detectaron cepas de
E. coli productoras de BLEE en 62 (29,5%) de 210 lotes de carne de pollo importada de
Sudamérica (Dhanji et al. 2010). Y en un estudio realizado en Tunez, los niveles de
aislamiento fueron de entre 12,6-26% entre diferentes alimentos, incluidos carnes de
aves (Jouini et al. 2007). En nuestro estudio, hemos encontrado un elevado porcentaje
de muestras de carne de pollo con aislamiento de cepas de E. coli productoras de BLEE
(45,5%), comparable a las altas prevalencias anteriormente resefiadas, pero muy inferior
a la reportada por otros autores (Egea et al. 2012; Ghodousi et al. 2015; Overdevest et
al. 2011; Leverstein-van Hall et al. 2011). Egea y colaboradores (2011, 2012) en sendos
estudios realizados en Espafia, detectaron un incremento en la prevalencia de cepas de
E. coli productoras de BLEE en carne de ave (pollo y pavo) procedente de
establecimientos sevillanos del 62,5% en su estudio del 2007, al 93,3% en su estudio del
2010. En los Paises Bajos, dos estudios independientes reportaron prevalencias E. coli

productoras de BLEE en carne de pollo, adquiridas en establecimientos locales del 79,8%
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(Overdevest et al. 2011) y del 94% (Leverstein-van Hall et al. 2011). Y en ltalia, Ghodousi
y colaboradores (2015) aislaron cepas de E. coli productoras de BLEE en 132 (98,5%) de

163 muestras de carne de pollo.

En cuanto a la deteccidén de cepas productoras de BLEE en productos agricolas, no
existen demasiados estudios al respecto. Muchos productos agricolas se consumen
crudos, por lo que existe elevada posibilidad de transferencia de este tipo de cepas
bacterianas al hombre. Algunos autores han llamado la atencién sobre la presencia de
cepas productoras de BLEE en aguas residuales tratadas, y el riesgo potencial de
transmision de estas bacterias en su uso en la agricultura (Pignato et al. 2009). También
se ha identificado como ruta de transmision la aplicacion de abono organico (Boehme et
al. 2004). En nuestro estudio aislamos E. coli productoras de BLEE en un 0,6% de las
muestras de productos agricolas. Ademads, 1 de las 2 muestras positivas se trataba de
una ensalada lista para consumo. También en Espafia, y en una ensalada lista para
consumo de 32 analizadas (3,1%), Egea y colaboradores (2011) aislaron 1 cepa SHV-12.
En los Paises Bajos, Reuland y colaboradores (2014) encontraron una prevalencia del 6%
(7/119) de cepas productoras de BLEE en productos vegetales de 15 tipos, adquiridos en
diferentes establecimientos de venta; aunque las bacterias aisladas pertenecian a la
familia Enterobacteriaceae, no aislaron cepas de la especie E. coli. Said y colaboradores
(2015), sin embargo, aislaron cepas de E. coli productoras de BLEE en 2 (tomate y perejil)
(4,4%) de los 45 productos vegetales muestreados en 13 mercados de Tunez. También
en el caso de productos agricolas se encuentran datos de mayores niveles de
contaminacién vinculados a determinados origenes geograficos; asi, Zurfluh vy
colaboradores (2015) examinaron en Suiza los productos agricolas frescos importados
de la Republica Dominicana, India, Thailandia y Vietnam, encontrando que el 25,4% de
169 muestras eran portadoras de cepas bacterianas productoras de BLEE, y

especificamente 20 muestras (11,8%) eran portadoras de cepas de E. coli BLEE positivas.

Tipificamos mediante secuenciacién el gen bla de 141 de las 148 cepas de E. coli BLEE,
aisladas de las 110 muestras de alimentos (no se pudo secuenciar el gen blacy en 6
cepas y el gen blasyy en 1 cepa). Globalmente, 54 cepas eran portadoras de blacry del

grupo 1 (37 cepas CTX-M-1y 17 cepas CTX-M-32) y 55 cepas de blacry del grupo 9 (19
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cepas CTX-M-9 y 36 cepas CTX-M-14/14b) (Tabla 86). Por origen geograéfico, los tipos de
CTX-M detectados en las cepas aisladas de alimentos de este estudio fueron los
esperables: el tipo CTX-M-1 se encuentra diseminado entre los animales de producciény
alimentos de la mayoria de los paises europeos; los tipos CTX-M-14 y CTX-M-32
aparecen asociados a animales de produccién y alimentos de los paises mediterrdneos y
del sur de Europa; el tipo CTX-M-9 aparece muy vinculado a los datos de Espafia, en aves
y porcino. Por otro lado, el tipo CTX-M-15 diseminado de una manera pandémica en la
poblacion humana, solo se ha detectado de forma accidental en los animales de
produccion o en los alimentos en muy pocos paises europeos, al contrario de lo que
ocurre en paises asiaticos (Cortés et al. 2010; Mora et al. 2010; EFSA, 2011c; Blaak et al.
2015). Especificamente en carne de pollo, hemos identificado los mismos tipos de BLEE,
con unas prevalencias similares, que los reportados por Egea y colaboradores (2012),

también en carne de ave muestreada en establecimientos sevillanos.

En Espaia, los tipos de BLEE predominantes producidos por cepas de E. coli implicadas
en patologia humana son CTX-M, principalmente CTX-M-14 y CTX-M-15, siendo el grupo
clonal ST131 el responsable de la creciente emergencia de CTX-M-15 (Blanco M et al.,
2009). Concretamente en Galicia, todos los tipos BLEE identificados entre las cepas
aisladas de alimentos del presente estudio (CTX-M-1, CTX-M-9, CTX-M-14, CTX-M-14b,
CTX-M-32, SHV-12) fueron identificados en estudios previos, con la significativa
diferencia de que entre las cepas de alimentos no se detecto el tipo CTX-M-15 (segundo
en prevalencia entre cepas de origen humano, después del CTX-M-14) (Blanco M. et al.
2009; Mora et al. 2011a). Valentin y colaboradores (2014), en un macroestudio realizado
en Alemania de 1.329 cepas de E. coli productoras de BLEE procedentes de diferentes
fuentes del entorno agrario (gallinas, vacas, cerdos y animales de compafiia), de
patologia veterinaria y de seres humanos (poblacion general, casos ambulatorios y casos
nosocomiales), identificaron globalmente los mismo tipos de BLEE entre las cepas de E.
coli de origen animal y humano (incluidos los hallados en el presente estudio), pero
encontraron diferencias significativas de prevalencia segun fuesen de origen animal o
humano, siendo las mas comunes en su estudio CTX-M-1 (63,3% de las cepas de origen
animal vs. 29,3% de origen humano), CTX-M-15 (17,7% origen animal vs. 48% origen
humano) y CTX-M-14 (5,3% animal vs. 8,7% humano).
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En nuestro estudio no se encontraron diferencias significativas del tipo de CTX-M en
relacion con el tipo de alimento. Y aunque no se encontraron diferencias significativas
en las prevalencias de resistencia frente a los 17 antimicrobianos analizados entre las
cepas aisladas de los 3 tipos de carne (p>0,05 para todas las comparaciones), tal y como
se indica en el apartado anterior, si detectamos diferencias significativas asociadas al
grupo CTX-M. Asi, las 54 cepas positivas para CTX-M del grupo 1 mostraron niveles de
resistencia significativamente superiores frente a los aminoglucdsidos y la ceftazidima
(p<0,05), mientras que las 55 cepas positivas para CTX-M del grupo 9 mostraron niveles
de resistencia significativamente superiores frente a el acido nalidixico, la ciprofloxacina

y el trimetoprim-sulfametoxazol (p<0,05) (Tabla 86).

Tabla 86. Resistencias asociada de las 109 cepas de E. coli BLEE del tipo CTX-M

Vacuno Cerdo | Pollo | Agricolas | TOTAL CTXM- a7z | SEN T WAL | cip | sxT
grupo TOB
CTX-M-1 4 4 27 2 37
Grupol | 18 | 20 | 28 [15 | 8
CTX-M-32 0 2 15 0 17 s <0,05
para todas las
CTX-M-9 0 1 18 0 19 -
comparaciones
1 3 0

Grupo 9 0 6 46 | 30 | 23
CTX-M-14/14b 32 36
TOTAL 5 10 | 92 2 109* |

*De las 115 cepas positivas para el gen blacx.v, 6 cepas no pudieron ser tipificadas por haber perdido dicho gen

En concordancia con los estudios europeos, en los que se encuentra una elevada
diseminacién de las BLEE del tipo SHV, fundamentalmente SHV-12 y SHV-2 (EFSA,
2011c), todas las cepas SHV del presente estudio, aisladas de carne de vacuno, cerdo y
pollo, fueron SHV-12, con elevados niveles de resistencias asociadas que, comparados
con los de las cepas CTX-M (del grupo 1 y 9 conjuntamente), presentaron una
importante diferencia con respecto a la ceftazidima: el 93,9% de las cepas SHV eran

resistentes frente al 16,5% de las cepas CTX-M (p<0,05).

Los elevados niveles de corresistencia detectados en las cepas BLEE de este estudio a
determinados antimicrobianos, sugiere la coseleccidon de cepas a través de la aplicacién
de los mismos en medicina veterinaria. Este hecho también ha sido sugerido por otros
investigadores (Rao et al. 2014) en relacidn con la creciente presencia de determinados
tipos CTX-M en animales de produccidon en China. Al igual que nosotros, estos autores
encontraron que las cepas productoras de CTX-M del grupo 1, mostraban niveles de

resistencia significativamente superiores frente a la ceftazidima y al aminoglucésico

217



A. HERRERA

amikacina, en comparacion con las cepas CTX-M del grupo 9. Lo que es mas
preocupante es que estos autores encontraron, ademas, elevados niveles de resistencia
a la fosfomicina, principalmente asociada a cepas CTX-M del grupo 1. En nuestro caso
detectamos 3 cepas positivas (2,1%) para la fosfomicina de las 141 tipificadas, las 3

cepas fueron aisladas de carne de pollo y eran CTX-M del grupo 1.

Constatamos una alta heterogeneidad entre las 148 cepas BLEE aisladas (6 de carne de
vacuno, 13 de carne de cerdo, 127 de carne de ave y 2 de productos agricolas), tanto
entre las obtenidas en un mismo tipo de alimento, como por comparacién entre los 4
tipos. De hecho, identificamos 100 serotipos distintos en las 148 cepas, de los que solo
los siguientes 3 serotipos destacaron por su prevalencia y por estar presentes en mas de
un tipo de alimento: 9 cepas 0153:H10 (7 de carne de ave, 1 de carne de vacuno y 1 de
carne de cerdo); 9 cepas 025:H4 (7 de carne de ave y 2 de carne de cerdo); y 8 cepas

ONT:HNM (6 de carne de ave, 1 de cerdo y 1 de producto agricola).

En total, se identificaron 50 clonotipos entre las 137 cepas analizadas por clonotipado
(no se analizaron las 7 cepas que perdieron el gen blacx ni las 4 cepas fimH negativas),
de los que solo 2 clonotipos fueron identificados en cepas de carne de vacuno, cerdo y
ave: CH11-54 en 19 cepas del filogrupo A, incluidas las 9 cepas 0153:H10 (17 de carne
de ave, 1 de carne de vacuno y 1 de carne de cerdo) y CH45-97 en 11 cepas del filogrupo
D, en su mayoria portadoras del antigeno H4 (7 de carne de ave, 3 de carne de cerdoy 1
de carne de vacuno). Cinco de los 6 clonotipos identificados en las cepas de carne de
vacuno y 7 de los 9 identificados en las cepas de carne de cerdo, estaban presentes

entre los 46 clonotipos identificados en carne de ave (Tabla 87).

Al comparar los 50 clonotipos identificados en las cepas aisladas de alimentos del
presente estudio, con los clonotipos identificados en 372 cepas de una coleccion de
hemocultivos del LREC, encontramos que 28 de los 50 clonotipos habian sido
previamente detectados en las cepas de E. coli patdgenas extraintestinales de origen
humano (datos no publicados). Sin embargo, 22 de los 50 clonotipos solo los asociamos
a alimentos (19 clonotipos a cepas de carne de pollo, 2 clonotipos a cepas de carne de
cerdo, 1 clonotipo a productos agricolas, y 1 clonotipo detectado en cepas de carne de

pollo y de vacuno) (Tabla 87).

218



RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 87. Relacion de los 50 clonotipos de 137 cepas de E. coli productoras de BLEE aisladas de alimentos

Clonotipo l\(lri:f:;)s Origen (N2 de cepas)
CH11-54¢ 19 pollo (17) - cerdo (1) - vacuno (1)
CH45-97« 11 pollo (7) - cerdo (3) - vacuno (1)
CH40-22¢ 10 pollo (8) - cerdo (2)
CH11-24¢ 6 pollo (6)

CH11-34 6 pollo (6)

CH31-54e 6 pollo (6)

CH4-32e 4 pollo (4)

CH41-35¢ 4 pollo (4)

CH4-31e 3 pollo (2) - cerdo (1)
CH41-86¢ 3 pollo (2) - cerdo (1)
CH11-137e 3 pollo (1) - cerdo (2)
CH11-30e 3 pollo (2) - vacuno (1)
CH65-32¢ 3 pollo (2) - vacuno (1)
CH4-121e 3 pollo (3)

CH11-23e 3 pollo (3)
CH276-108 3 pollo (3)

CH632-54 3 pollo (3)

CH4-58¢ 2 pollo (1) - cerdo (1)
CH7-25 2 pollo (1) - vacuno (1)
CH4-26 2 pollo (2)

CH4-27¢ 2 pollo (2)

CH4-38 2 pollo (2)

CH11-27¢ 2 pollo (2)

CH19-469 2 pollo (2)
CH26-270e 2 pollo (2)

CH29-38¢ 2 pollo (2)

CH29-86 2 pollo (2)

CH39-2e¢ 2 pollo (2)

CH4-24¢ 1 pollo (1)

CH4-35e¢ 1 pollo (1)

CH4-86 1 pollo (1)

CH4-366 1 pollo (1)

CH11-47 1 pollo (1)
CH11-167¢ 1 pollo (1)

CH23-31e 1 pollo (1)

CH23-221 1 pollo (1)

CH26-65 1 pollo (1)

CH27-27e 1 pollo (1)

CH27-41 1 pollo (1)

CH27-54¢ 1 pollo (1)

CH27-400 1 pollo (1)

CH31-27 1 pollo (1)

CH65-276 1 pollo (1)

CH88-27 1 pollo (1)

CH250-31 1 pollo (1)
CH153-39e 1 pollo (1)

CH6-53 1 cerdo (1)

CH7-470 1 cerdo (1)
CH11-31e 1 vacuno (1)
CH19-87 1 p. agricolas (1)
*Clonotipos identificados en cepas humanas
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También detectamos una alta variabilidad en el andlisis de 21 genes de virulencia ligados
al patotipo EXPEC, con un total de 61 perfiles de virulencia (de 1 a 13 genes) entre las
148 cepas BLEE aisladas (6 perfiles en las 6 cepas de carne de vacuno, 13 perfiles en las
13 cepas de carne de cerdo, 50 en las 127 de carne de pollo y 1 en las 2 cepas de
productos agricolas). Algunos genes no se detectaron en ninguna de las 148 cepas
(afa/draBC y hlyA), o solo en algunas cepas de un Unico origen (papEF en 11 cepas de
carne de ave; sfa/focDE y cnfl en 1 cepa de vacuno; sat en 3 cepas de carne de ave
06:H16/HNT; kspM 1ll en 5 cepas de carne de ave 06:H16/HNT). Comparando la
prevalencia individual de los genes en las cepas aisladas de los 3 tipos de carnes, solo
encontramos diferencias significativas en la prevalencia de los genes traT (83,3% en
cepas de carne vacuno y 76,9% en cepas de carne de cerdo vs. 28,3% en cepas de carne
de pollo; p<0,05 en ambas comparaciones) y malX (46% en cepas de carne de cerdo vs.

18,1% en cepas de carne de pollo; p=0,028) (Tabla 88).

Tabla 88. Prevalencia de los genes de virulencia en las 148 cepas de E. coli productoras de BLEE

N2 cepas positivas por origen de aislamiento (%)

Geness Carne de vacuno | Carne de Cerdoi Carne de ave Producto agricola TOTAL
fimH 6 (100%) 13 (100%) 124 (97,6%) 1 (50%) 144 (97,3%)
fimAvyr78 1(16,7%) 3(23,1%) 38 (29,9%) 0 42 (28,4%)
papEF 0 0 11 (8,7%) 0 11 (7,4%)
sfa/focDE 1(16,7%) 0 0 0 1(0,7%)
cnfl 1(16,7%) 0 0 0 1(0,7%)
cdtB 0 2 (15,4%) 1(0,8%) 0 3 (2%)
sat 0 0 3(2,4%) 0 3 (2%)
tsh 1(16,7%) 6 (46%) 32 (25,2%) 0 39 (26%)
iroN 3 (50%) 7 (53,8%) 55 (43,3%) 1 (50%) 66 (44,6%)
iucD 3 (50%) 6 (46%) 70 (55,1%) 0 79 (53,4%)
iutA 3 (50%) 6 (46%) 70 (55,1%) 0 79 (53,4%)
kpsM 1l 2 (33,3%) 3(23,1%) 18 (14,2%) 0 23 (15,5%)
KpsM 111 0 0 5(3,9%) 0 5 (3,4%)
cvaC 1(16,7%) 2 (15,4%) 30 (23,6%) 0 33 (22,3%)
iss 3 (50%) 8 (61,5%) 56 (44,1%) 1 (50%) 68 (45,9%)
traT 5 (83,3%) 10 (76,9%) 36 (28,3%) 0 57 (38,5%)
malX 1(16,7%) 6 (46%) 23 (18,1%) 0 30 (20,3%)
ibeA 1(16,7%) 2 (15,4%) 9(7,1%) 0 12 (8,1%)
usp 0 2 (15,4%) 11 (8,7%) 0 13 (8,8%)
*Ninguna cepa fue positiva para los genes afa/draBC, hlyA

Curiosamente, detectamos el gen eae en 26 cepas (16,7%) E. coli productoras de BLEE
aisladas de muestras de carnes (1 cepa de carne de vacuno, 1 cepa de carne de cerdo y
24 de carne de ave); y el tipado del gen identificd 2 subtipos: B1 (en 22 cepas, 1 cepa de

carne de vacuno, 1 cepa de carne de cerdo y 20 cepas de carne de ave) y €1 (en 4 cepas
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de carne de ave). Aunque las 26 cepas presentaban 13 serotipos, la mayoria (21 de las
26 cepas) se agrupaban en 3 clonotipos: CH11-54 (13 cepas), CH11-24 (5 cepas) y
CH276-108 (3 cepas).

Aunque las 148 cepas aisladas pertenecian a los 4 filogrupos principales, el 71,6% de las
cepas pertenecia a los filogrupos A y B1, tipicamente vinculados a las cepas comensales
de E. coli; mientras que el 28,4% pertenecia a los filogrupos tipicamente
extraintestinales B2 y D. Concretamente, las 11 cepas del filogrupo B2 (9 cepas 025b:H4,
1 cepa 0120:H4 y 1 cepa 02:HNM) fueron aisladas de carne de cerdo y ave, e incluian las

10 cepas portadoras del mayor nimero de genes de virulencia (12-13 genes).

La predominancia de los filogrupos A y B1, entre el grupo heterogéneo de 148 cepas
productoras de BLEE aisladas de alimentos, indicaria que los genes blag e se encuentran
bien asentados entre cepas comensales de E. coli. Este hallazgo estd en concordancia
con lo observado por Zurfluh y colaboradores (2015), en base al 80,8% de cepas de E.
coli productoras de BLEE, aisladas de productos agricolas en su estudio pertenecientes a
los grupos filogenéticos A y B1l. Y concretamente en carne de pollo, Kluytmans y
colaboradores (2013) identificaron estos dos grupos filogenéticos en el 72% de las cepas
productoras de BLEE, aisladas de dicho tipo de carne. En nuestro estudio, se observé
esta predominancia independientemente del origen de aislamiento, aunque con
diferencias (83,3% carne de vacuno, 53,8% carne de cerdo; 72,4% carne de pollo y 100%
productos agricolas). Valentin y colaboradores (2014) también encontraron esta
predominancia en su macroestudio de 1.329 cepas de E. coli productoras de BLEE de
origen animal y humano, siendo la prevalencia global de los filogrupos A y B1 del 62,8%,
aunqgue con grandes diferencias entre las cepas de origen animal (80,5% de prevalencia)
frente a las cepas de origen humano (43,5%); hay que tener en cuenta en esta diferencia

que de las 635 cepas de origen humano, 422 procedian de procesos patoldgicos.

Veintiseis (17,6%) de las 148 cepas BLEE presentaban el estatus ExPEC (3 de las 6 cepas
de carne de vacuno, 2 cepas de las 13 de carne de cerdo y 21 de las 127 de carne de
ave). De las 26 cepas con estatus EXPEC, el 69,2% pertenecian a los mismos filogrupos
(B2 y D) que los mas comunmente asociados con patologia extraintestinal humana. La

prevalencia de EXPEC entre las cepas aisladas de alimentos en este estudio es
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comparable a la reportada (16%) por Xia y colaboradores (2011b) en un estudio de 1.275
cepas de E. coli aisladas de carne picada de vacuno, de carne picada de pavo, pechuga
de pollo y chuletas de cerdo, realizado en EE.UU. También detectaron una prevalencia
(66,5%) comparable a la nuestra de los filogrupos B2 y D entre las cepas con estatus
ExPEC. Asimismo, Ghodousi y colaboradores (2015) detectaron una prevalencia de cepas
EXPEC (16,7%) muy similar a la nuestra entre las 132 cepas de E. coli productoras de

BLEE aisladas de carne de pollo en Italia.

Es importante resaltar que 1 de los 3 serotipos mas prevalentes entre las 148 cepas BLEE
de alimentos, el 0153:H10, identificado en muestras de carne de vacuno, cerdo y pollo,
lo habiamos detectado en estudios previos en alimentos y, lo que es mas importante,
también lo habiamos identificado en cepas aisladas de coprocultivos de pacientes con
diarrea del HULA (Herrera, 2010). Todas las cepas identificadas, tanto en estudios
previos como en este estudio, presentan una alta similitud, siendo todas del filogrupo A,
portadoras del gen eae-B1, positivas para los genes fimH y fimAvyrs, pertenecientes al
clonotipo CH11-54, y productoras de BLEE (la mayoria del tipo CTX-M-32).
Curiosamente, solo detectamos 1 cepa 0153:H10 de entre 17 que fuera productora de
un tipo BLEE diferente (SHV-12), y se trata de un aislamiento de la muestra mas reciente

recogida en este estudio (noviembre del 2011).

En la Figura 38 se muestra el dendrograma generado del andlisis de una seleccién de 12
cepas 0153:H10 aisladas de alimentos en estudios anteriores, del presente estudio, y de
coprocultivos humanos. Las 12 cepas de 3 origenes distintos (humano, carne de pollo y
carne de vacuno) muestran una similitud del 90,5%; mediante MLST constatamos que
las 12 cepas pertenecian a la secuencia tipo ST10 determinado mediante secuenciacion

multilocus seglin el esquema de Achtman (http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Ecoli)

(Herrera, 2010). Por tanto, hemos constatado el potencial zoonético del grupo clonal
0153:H10-A (ST10), prevalente en animales de produccion e implicado en patologia
humana, portador de genes de virulencia diarreagénicos y de genes codificadores de
BLEE. Este grupo clonal aparece altamente conservado a lo largo del tiempo, por lo que
se trataria de un grupo clonal exitoso con importantes implicaciones para la salud

publica.
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Dice (Tol 1.0%-1.0%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%)
PFGE-Xbal PFGE-Xbal
92 o 96 98 100

P68-3a 0153:H10 CTX-M-32
FV 14391 O153:H10 CTX-M-32
136-4a 0153:H10 CTX-M-32
P86-4a 0153:H10 CTX-M-32
P42-3a 0O153:H10 CTX-M-32
14-4a 0O153:H10 CTX-M-32
P91-4c O153:H10 CTX-M-32
FV 14389 O153:H10 CTX-M-32
81-6a 0153:H10 CTX-M-32
FV 14390 O153:H10 CTX-M-32
120-3a 0153:H10 CTX-M-32
FV 14392 O153:H10 CTX-M-32

2009 Avian meat
2007 Human diarrhea
2008 Bovine meat
2010 Avian meat
2009 Avian meat
2007 Bovine meat
2010 Avian meat
2006 Human diarrhea
2007 Bovine meat
2007 Human diarrhea
2008 Bovine meat
2007 Human diarrhea

>>»>»>»>»>»>»>>>>>

Figura 38. Dendrograma de los perfiles de PFGE de 12 cepas representativas del grupo clonal 0153:H10-A
(ST10) aisladas en este estudio (en color azul) y otros previos. A la derecha del dendrograma figuran los
codigos de cepa, serotipo, tipo de BLEE, afio de aislamiento y origen de cepa

Estudios previos han demostrado el vinculo existente entre determinados grupos
clonales de E. coli aislados de animales de produccién, o sus productos, y de patologia
humana. Mora y colaboradores (2009b) describieron el grupo clonal O1:H7/HNM-B2-
ST95 en cepas aisladas de patologia aviar y cepas de origen humano implicadas en casos
de meningitis y septicemia, aisladas en diferentes fechas y origenes geograficos, con una
identidad >85% en sus perfiles de macrorrestriccion. Cortés y colaboradores (2010)
mostraron que 2 cepas pertenecientes al grupo clonal 025a:H4/HNM-D-ST648 (1 de
patologia humana y 1 de origen aviar), productoras ambas de CTX-M-32 y con el mismo
perfil de genes de virulencia, presentaban un 96,6% de identidad en sus perfiles PFGE.
También el grupo clonal 011:H4-D-ST117 prevalente entre cepas patdgenas aviares, fue
identificado en 1 cepa ExPEC humana aislada de un hemocultivo y que mostraba una
similitud >85% en sus perfiles PFGE (Mora et al. 2012). Asimismo, Mora y colaboradores
(2013) demostraron que las aves de produccidon son un reservorio de cepas ExPEC del
grupo clonal 045:H7-B2-ST95 en base a los perfiles de macrorrestriccién (>85%) y de
genes de virulencia con respecto a cepas humanas aisladas de procesos septicémicos y
uropatogénicos. Otros autores han demostrado las similitudes moleculares entre cepas
aisladas de carne de ave y cepas aisladas de ITU en diferentes paises como Canada o los
Paises Bajos (Vincent et al. 2010; Overdevest et al. 2011; Bergeron et al. 2012;
Kluytmans et al. 2013). Aunque son menos los trabajos, también se ha identificado
similitud entre cepas aisladas de carne de cerdo y de origen humano (Jakobsen et al.

2012).
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4.4. Grupo clonal ST131

4.4.1. Prevalencia

Investigamos la presencia del grupo clonal ST131 de E. coli en alimentos siguiendo el
protocolo mostrado en la Tabla 36 (Métodos B-3 a B-6; pagina 118). Mediante PCR
convencional, sobre los confluentes de los medios de cultivo detallados en dicho
protocolo, se realizé la deteccidén del gen que codifica para el antigeno 025b (rfbO25b)
en 750 muestras de las 950 totales adquiridas en distintos establecimientos comerciales
de la ciudad de Lugo (200 de carne picada de vacuno, 200 de carne picada de cerdo, 200

de pechuga de pollo y 150 productos agricolas).

La prevalencia de deteccién del gen rfbO25b sobre los confluentes fue del 8,7% (65 de
las 750 muestras analizadas), recuperandose finalmente colonias O25b en 48 de las 65
muestras positivas (6,4%) con un total de 50 colonias diferentes (en 2 muestras se
recuperaron 2 tipos de colonias 025b). De las 50 cepas de E. coli 025b, 9 cepas (18%)

eran blag ¢ positivas (Tabla 89).

Al comparar la prevalencia de muestras con aislamiento positivo de colonias 025b en los
4 grupos de alimentos, observamos diferencias claramente significativas entre la carne
de vacuno (1%) y productos agricolas (0,7%) con respecto a las otras muestras carnicas

de cerdo y pollo (8,5% y 14%, respectivamente) (p<0,05).

Tabla 89. Prevalencia de 025b en alimentos

025b 025b
Muestras — = . . b
deteccion aislamiento
Carne picada de vacuno (n=200) 3 1,5% 2 1% 2 0
Carne picada de cerdo (n=200) 21 10,5% 17 8,5% 18 2
Pechuga de pollo (n=200) 40 20% 28 14% 29 7
Productos agricolas (n=150) 1 0,7% 1 0,7% 1 0
Total (n=750) 65 9

°Deteccién mediante PCR del gen rfbO25b; ® Muestras con aislamiento de colonias

Las cepas multirresistentes de E. coli 025b:H4-B2, pertenecientes a la secuencia tipo
ST131, han sido reconocidas a nivel mundial como importantes patdgenos para los
humanos (Nicolas-Chanoine et al. 2008). Aunque este grupo clonal esta asociado a la
diseminacion de CTX-M-15, muchas cepas son sensibles a las cefalosporinas vy

resistentes a las fluoroquinolonas (Leflon-Guibout et al. 2004). Los estudios cientificos
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han evidenciado que las cepas ST131 ya no solo circulan entre los humanos, sino
también entre hospedadores animales (Cortés et al. 2010; Ewers et al. 2010; Mora et al.

2010).

Todavia no hay muchos estudios centrados en la presencia de este grupo clonal en
alimentos o en animales de produccion. La mayoria de los hallazgos derivan del andlisis
de cepas productoras de BLEE o de cepas EXPEC, y por lo que se deduce de los datos en
trabajos recientes, las cepas ST131 presentes en los animales de produccién y en los
alimentos derivados, no estdn todavia asociadas a la diseminacién de BLEE como es el
caso de las cepas ST131 de origen humano. Destaca asi el hecho de que estudios
recientes, con prevalencias de BLEE en carne de ave superiores al 79%, no detectasen
ninguna cepa de este grupo clonal (Overdevest et al. 2011; Egea et al. 2011, 2012). Sin
embargo, si fueron detectadas cepas 025b:H4-ST131 en otros estudios con menores
prevalencias de E. coli productoras de BLEE en alimentos, como es el caso de Kawamura
y colaboradores (2014) en su estudio realizado en Japdén, que detectaron 4 (5,9%) de 68
muestras de carne de pollo positivas para 025b:H4 BLEE (2 cepas CTX-M-2, 1 CTX-M-8 y
1 SHV-12). Estos autores detectaron, por tanto, una prevalencia de cepas 025b:H4
productoras de BLEE superior a la encontrada en nuestro estudio en carne de pollo
(3,5%), pero inferior en carne de cerdo (0% vs. 1% en nuestro estudio). Asimismo en
carne de pollo, Ghodousi y colaboradores (2015) identificaron el grupo clonal 025b:H4-
B2 en 4 (2,4%) de las 163 muestras analizadas de carne de pollo. También se ha
detectado la presencia de ST131 en productos vegetales; Zurfluh y colaboradores (2015)
aislaron 1 cepa ST131, en este caso productora de CTX-M-15, de un producto agricola de

importacién en Suiza (0,6%).

La elevada prevalencia detectada en el presente estudio en carne de cerdo y pollo (8,5%
y 14%, respectivamente), nos llevé a analizar los muestreos para ambos tipos de carnes,

con objeto de averiguar si existia algln factor que explicase esa elevada prevalencia.

En el caso de la carne de ave, las 200 muestras de pechuga de pollo se obtuvieron en 2
muestreos de 100 muestras cada uno, realizados entre septiembre de 2009 - febrero de
2010 (Muestreo 1; n=100), y entre septiembre 2010 - diciembre 2010 (Muestreo 2;

n=100). Como se indicd en el apartado de Material y Métodos, 170 de las 200 muestras
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eran de pechuga de pollo fresca y 30 de pechuga envasada en atmdsfera modificada. La
prevalencia detectada en el Muestreo 2 (21 muestras de 100) fue significativamente
superior a la del Muestreo 1 (7 muestras de 100) (p=0,003). Puesto que ambos
muestreos se realizaron en el mismo periodo (entre otofio e invierno), descartamos el
factor estacional como posible causa del incremento en la prevalencia; sin embargo, al
analizar el tipo de presentacidon de la carne, encontramos una clara asociacién de
positividad con el envasado en atmdsfera modificada (46,7% vs. 8,2%; p<0,05), y esto es
asi, debido a que las 30 muestras envasadas se concentraron en el segundo muestreo

(Figura 39).

En el caso de la carne picada de cerdo, las 200 muestras se obtuvieron en 2 muestreos
de 100 muestras cada uno realizados entre enero de 2011 - marzo de 2011 (Muestreo 1;
n=100), y entre marzo 2012 - junio 2012 (Muestreo 2; n=100). Como se indicd en el
apartado de Material y Métodos, 155 de las 200 muestras eran de carne picada fresca y
45 de carne picada envasada en atmodsfera modificada. Curiosamente, para este tipo de
carne, no encontramos diferencias significativas, ni entre el Muestreo 1 (10 muestras de
100) y el Muestreo 2 (7 muestras de 100) (p=0,307), ni entre el tipo de presentacién de
la carne (9% fresca vs. 6,7% envasada; p=0,441) (Figura 39).

De las 150 muestras de productos agricolas (72 ensaladas envasadas y 78 productos
frescos), la Unica cepa 025b aislada provenia de una ensalada envasada lista para el

consumo.

M Fresca M Envasada

46,7%

18% 14%

0,0% 0,0%

Carne de vacuno Carne de cerdo Carne de ave P. agricolas

Figura 39. Prevalecias de E. coli 025b en productos frescos y envasados en los 4 grupos de alimentos
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En relacion con la elevada prevalencia en carne de ave, ya habiamos detectado
previamente una creciente presencia del grupo clonal 025b:H4-B2 en patologia aviar
(0,2% entre 1991-2001; 1,5% entre 2007-2009; para llegar al 4% entre 2010-2014 de las

cepas patdgenas aviares aisladas) (Mora et al. 2010; datos no publicados).

4.4.2. Tipado de BLEE

En la Tabla 90 figuran las caracteristicas de las 50 cepas de E. coli O25b aisladas de 48
muestras, de las que 9 cepas (18%) eran portadoras del gen blacrxm. Mediante
secuenciacién se tipificaron como CTX-M-9 (7 cepas aisladas de carne de pollo) y CTX-M-
1 (2 cepas aisladas de carne de cerdo). Ninguna de las 3 cepas O25b aisladas de carne de
vacuno (2 cepas) y de productos agricolas (1 cepa) resulté ser productora de BLEE, y

ninguna de las 50 cepas fue positiva para el gen blasy.

Cortés y colaboradores (2010) identificaron por primera vez el tipo CTX-M-9 entre cepas
del grupo clonal 025b:H4-B2-ST131, en 1 cepa aislada en 2003 de heces de gallina. Y en
nuestra area sanitaria, el tipo CTX-M-9 emerge recientemente (1er aislamiento en el afio
2008), con una prevalencia del 3,5% entre 148 cepas de E. coli productoras de BLEE del
grupo clonal 025b:H4-B2-ST131, aisladas entre los afios 2006-2009 de pacientes del

Hospital de Lugo; entre esas 148 cepas, el CTX-M-1 fue el menos prevalente (0,7%).

A pesar de la baja prevalencia global del tipo CTX-M-9 entre las cepas ST131 productoras
de BLEE de origen humano, Blanco y colaboradores (2013) encontraron que este tipo
CTX-M se asocia significativamente con las cepas del virotipo D; por el contrario,
ninguna de las cepas del virotipo D resultd ser productora de CTX-M-15. Los resultados

del presente estudio corroboran estas observaciones.

4.4.3. Serotipos y grupos filogenéticos
Mediante serotipado determinamos que las 50 cepas O25b eran del serotipo 025:H4, y
mediante PCR confirmamos que todas pertenecian al filogrupo B2, como era de esperar

al tratarse presuntamente de cepas del grupo clonal ST131.
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4.4.4. Genes de virulencia

Las 50 cepas fueron ademas caracterizadas mediante PCR para la presencia de 21 genes
qgue codifican para factores de virulencia tipicos de cepas ExPEC. Adicionalmente, las
cepas fueron analizadas para aquellos genes de virulencia diarreagénicos (incluido el gen

eae) a los que hubiera sido positiva (en su caso) la muestra de alimento.

Las 50 cepas 025b:H4-B2 presentaron un total de 13 perfiles de virulencia (P1-P13;
Tabla 90) de entre 6 y 15 genes, aunque la mayoria (36 cepas; 72%) eran positivas para
11 o mas genes de virulencia (media de las 50 cepas=11,6 genes). La cepa 025b:H4-B2
aislada de una muestra de ensalada envasada fue la que presentd el menor niumero de
genes de virulencia (6 genes). Encontramos una diferencia significativa entre las cepas
aisladas de carne de cerdo y de pollo, en relacidon con el nimero de genes de virulencia,
de manera que el 88,9% de las cepas de origen porcino presentaron 12 o mas genes de

virulencia frente al 48,3% de las cepas de carne de pollo (p=0,005) (Tabla 91).

De los 21 genes EXPEC analizados, 10 fueron detectados en la mayoria de las cepas: fimH
(100%), iroN (96%), iucD (94%), iutA (94%), kpsM Il (100%), iss (96%), traT (100%), malX
(98%), ibeA (100%) y usp (100%). En contraste, en ninguna de las 50 cepas 025b:H4-B2

fueron identificados los genes fimAvrss, afa/draBC, saty kpsM Il (Tabla 91).

El 96% de las cepas (48 de 50) cumplian el criterio de estatus ExPEC, ya que presentaron
2 o0 mas de los 5 genes de virulencia (papEF, sfa/focDE, afa/draBC, iutA y kpsM 1) de
acuerdo con la definicién de Johnson y colaboradores (2003a). Solo la cepa aislada de

producto agricola y 1 cepa aislada de carne de cerdo no cumplian este criterio.

Encontramos diferencias significativas en la prevalencia de 7 genes al comparar las 18
cepas 025b:H4-B2 aisladas de carne picada de cerdo, con las 29 cepas aisladas de
pechuga de pollo (Tabla 91). En las cepas aisladas de carne de cerdo fue
significativamente superior la prevalencia de los genes papEF (papG Il positivas) (77,8%
vs. 0%), cnfl (33,3% vs. 0%), hlyA (27,8% vs. 0%), kpsM 11-K5 (77,8% vs. 3,4%) y cvaC
(88,9% vs. 48,3%) (p<0,05 para todas las comparaciones); mientras que las cepas
aisladas de carne de pollo presentaban una mayor prevalencia para los genes kpsM II-

K1 (96,6% vs. 22,2%) y tsh (62,1% vs. 11,1%) (p<0,05 para ambas comparaciones).
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Ademas, al comparar las 9 cepas 025b:H4-B2 productoras de BLEE con las 41 no
productoras de BLEE, encontramos que las cepas papEF (papG Il positivas) se
correspondian con 15 (36,6%) de las 41 cepas no productoras de BLEE vs. 0% de las
BLEE; y que 8 (88,8%) de las 9 cepas BLEE eran portadoras del gen tsh frente a 13
(31,7%) de las 41 no productoras de BLEE (p<0,05 para ambas comparaciones). De estos
analisis comparativos concluimos que existe una asociacion significativa del gen papG IlI
con las cepas 025b:H4-B2 de origen porcino no productoras de BLEE, y del gen tsh con

las cepas 025b:H4-B2 de origen aviar productoras de BLEE.

Tabla 91. Prevalencia de genes de virulencia en las 50 cepas 025b:H4-B2 (ST131) aisladas de alimentos

) Cerdo vs.
: - Carne de vacuno = P. agricolas Carne de cerdo Carne de pollo
Genes de virulencia Total Pollo

positivas n=2 n=1 n=18 n=29 \

Valor de p°
Adhesinas (2 cepas BLEE) = (7 cepas BLEE) ‘ alordep ‘

fimH 50 100% | 2 100% 1 100% | 18 100,0% | 29 100%

fimAvyrrs 0 0% 0 0% 0 0% 0 0,0% 0 0%

papEF 15 30% 1 50% 0 0% 14 77,8% 0 0% 0,000

papG Il 15 30% 1 50% 0 0% 14 77,8% 0 0% 0,000

sfa/ focDE 1 2% 1 50% 0 0% 0 0,0% 0 0%

afa/draBC 0 0% 0 0% 0 0% 0 0,0% 0 0%

Toxinas \ \ \ \ |
cnfl 6 12% 0 0% 0 0% 6 33,3% 0 0% 0,002

cdtB 11 22% 1 50% 0 0% 10 55,6% 0 0% 0,000

sat 0 0% 0 0% 0 0% 0 0,0% 0 0%

hlyA 5 10% 0 0% 0 0% 5 27,8% 0 0% 0,006
Siderdforos ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
iroN 48 96% 2 100% 0 0% 17 94,4% 29 100%

iucD 47 94% 2 100% 0 0% 16 88,9% 29 100%

iutA 47 94% 2 100% 0 0% 16 88,9% 29 100%

Cépsula ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
kpsM 11 50 100% | 2 100% 1 100% | 18 100,0% | 29 100%

kpsM 11-K2 1 2% 0 0% 1 100% 0 0,0% 0 0%

kpsM 11-K5 16 32% 1 50% 0 0% 14 77,8% 1 3,4% 0,000
neuC-K1 33 66% 1 50% 0 0% 4 22,2% 28 96,6% 0,000

kpsM Il 0 0% 0 0% 0 0% 0 0,0% 0 0%

Varios \ \ \ \ \
cvaC 32 64% 1 50% 1 100% | 16 88,9% 14 48,3% 0,005

iss 48 96% 2 100% 0 0% 17 94,4% 29 100%

traT 50 100% | 2 100% 1 100% | 18 100,0% | 29 100%

malX 49 98% 2 100% 0 0% 18 100,0% | 29 100%

ibeA 50 100% | 2 100% 1 100% | 18 100,0% | 29 100%

usp 50 100% | 2 100% 1 100% | 18 100,0% | 29 100%

tsh 21 42% 1 50% 0 0% 2 11,1% 18 62,1% 0,006
Estatus EXPEC 48 96% 2 100% 0 0% 17 94,4% 29 100%
Cepascon212genes | 3, guo | 5 100% | 0 0% | 16 88,9% | 14  483% 0,005

de virulencia

Media (rango) de 11,6 (6-15) | 12,5 (12-13) 6 12,6(8-15) | 11,1(10-12)

genes de virulencia

Negrita: dato estadisticamente significativo

® Para cepas de carne de cerdo vs. cepas de carne de pollo. Unicamente se muestran los valores estadisticamente significativos (p<0,05)

Las diferencias detalladas en el parrafo anterior, en relacién con la prevalencia y

asociacion de determinados genes de virulencia, se traducen en la presencia de
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determinados virotipos segun el esquema desarrollado por Dahbi y colaboradores
(2014). Las 50 cepas 025h:H4-B2 del estudio eran positivas para el gen ibeA, por lo que,
segun dicho esquema, todas se corresponden con el virotipo D, y dentro de este virotipo
detectamos cepas D4 (33 cepas; 66%), D2 (9 cepas; 18%), D5 (4 cepas; 8%) y D no
tipables (D-nt, 4 cepas; 8%) (Tabla 90). Las 2 cepas aisladas de carne de vacuno
pertenecian, cada una, a los virotipos D2 y D4; la cepa aislada de ensalada envasada era
D-nt; las cepas aisladas de carne de cerdo presentan un perfil heterogéneo: virotipo D2
(8 cepas; 44,4%), D4 (4 cepas; 22,2%), D5 (4 cepas, 22,2%) y D-nt (1 cepa; 11,1%); y por
el contrario, la mayoria de las cepas aisladas de carne de ave mostraban a un Unico

virotipo: D4 (28 cepas; 96,6%) y D-nt (1 cepa; 3,4%).

Por ultimo, comparamos los perfiles de virulencia de las 9 cepas 025b:H4-B2
productoras de BLEE con el resto de cepas productoras de BLEE no pertenecientes al
grupo grupo clonal 025b:H4-B2 (Tabla 92); ambos grupos estdn englobados en las 148
cepas recogidas en la Tabla 88 del apartado 4.3.7 (pagina 220).

Tabla 92. Cepas productoras de BLEE (O25b y no 025b) aisladas de alimentos

N2 cepas positivas (%) :| BLEE O25b vs.

BLEE 025b BLEEno 025b | BLEE no 025b

) n=139 ‘ . Valordep
fimAvyrrs 0 42 (30,2%) 0,045
iroN 9 (100%) 57 (41%) 0,001
iucD 8 (88,9%) 71 (51,1%) 0,027
iutA 8(88,9%) 71 (51,1%) 0,027
kpsM 11 9 (100%) 14 (10,1%) 0,000
cvaC 8(88,9%) 25 (18%) 0,000
iss 9 (100%) 59 (42,4%) 0,001
traT 9 (100%) 48 (34,5%) 0,000
malX 9 (100%) 21 (15,1%) 0,000
ibeA 9 (100%) 3(2,2%) 0,000
usp 9 (100%) 4(2,9%) 0,000
tsh 8(88,9%) 31(22,3%) 0,000
Estatus EXPEC 8 (88,9%) 18 (12,9%) 0,000
Media de genes de virulencia 11,6 (8-12) 4,4 (0-13)

‘ *Figuran Unicamente los genes con diferencias significativas entre ambos grupos BLEE (025b y no 025) (p<0,05) ‘

Encontramos diferencias significativas en la prevalencia de 12 genes de virulencia, de
manera que en el grupo de las 9 cepas 025b:H4-B2 productoras de BLEE, los genes iroN,
iutA, iucD, kpsM Il, cvaC, iss, traT, malX, ibeA, usp y tsh fueron significativamente mas
prevalentes (p<0,05), y solo el gen fimAvyrss fue significativamente mas prevalente en el
grupo de las 139 cepas productoras de BLEE no 025b (Tabla 92). Como consecuencia de
estas diferencias, las cepas el grupo clonal 0O25b:H4-B2 aisladas de alimentos

presentaban una media de genes de virulencia significativamente superior (11,6 vs. 4,4)
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y la mayoria (88,9%) cumplia el criterio de estatus ExXPEC frente al 12,9% de las 139

cepas productoras de BLEE no pertenecientes a este grupo clonal (Tabla 92).

Si comparamos los valores obtenidos para las cepas 025b:H4-B2 del virotipo D, aisladas
en alimentos en este estudio, con las descritas por Blanco y colaboradores (2013) para
cepas del virotipo D de origen humano, vemos que son comparables en cuanto al
estatus EXPEC (96% para las 50 cepas de alimentos, 88,9% para las 9 cepas productoras
de BLEE vs. 100% de las cepas BLEE del virotipo D humanas), pero diferentes en relacién
a la media de genes de virulencia, siendo superior en las cepas de origen humano (11,6
vs. 16,8). Ademds, comparando con los datos de Blanco y colaboradores (2013), las
mayores diferencias de prevalencia entre los genes de virulencia son debidas a la
asociacion de los genes papG lll, cnfl, cdtB, hlyA y kpsM 1I-K5 con cepas de origen
humano (por tanto asociadas a virotipos D2 y D5) y, globalmente, la asociacion de kpsM
II-K1, cvaCy tsh (por tanto al virotipo D4) con las cepas de alimentos. Curiosamente, los
genes asociados a las cepas de origen humano son significativamente mds prevalentes
en cepas 025b:H4-B2 aisladas de carne de cerdo con respecto a la carne de pollo (lo que
indicaria una mayor similitud con cepas de origen humano), mientras que kpsM II-K1 y

tsh son significativamente mas prevalentes en cepas aisladas de carne de pollo.

4.4.5. Clonotipos

El clonotipado de las 50 cepas del grupo clonal 025b:H4-B2 reveld 4 clonotipos distintos,
aunque la mayoria de las cepas presentaba el clonotipo CH40-22 (43 cepas), los otros
clonotipos se correspondian con CH40-298 (4 cepas), CH40-161 (2 cepas) y CH40-380 (1

cepa).

Los 4 clonotipos detectados en cepas aisladas de alimentos estdn asociados a la
secuencia tipo ST131, determinado mediante secuenciacion multilocus segun el

esquema de Achtman (http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Ecoli). Comparando estos

clonotipos con nuestra coleccién LREC de cepas del grupo clonal ST131 aisladas de
diferentes origenes, comprobamos que con la excepcién del CH40-380 solo identificado
en cepas de origen porcino, los otros 3 (CH40-22, CH40-161 y CH40-298) también habian

sido detectados en cepas ST131 de origen humano. Es importante destacar que
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mientras el clonotipo CH40-22 es el segundo mas frecuente entre cepas ST131 humanas
(después del CH40-30), los clonotipos CH40-161 y CH40-298 solo los hemos encontrado,
cada uno, en 1 Unica cepa de entre una coleccidon de 367 cepas ST131 aisladas de

patologia humana (datos no publicados).

La predominancia del clonotipo CH40-22 detectada en este estudio estd en
concordancia con los datos observados por Blanco y colaboradores (2013), que
identificaron este clonotipo en todas cepas de origen humano del virotipo D en un
analisis representativo de 130 cepas ST131 productoras de BLEE aisladas de 44

hospitales espafioles.

Es importante destacar que ninguna de las 50 cepas 025:H4-B2 aisladas de alimentos es
en esta tesis presentd el clonotipo CH40-30, que es el predominante entre las cepas
ST131 (tanto BLEE como no BLEE) causantes de infecciones extraintestinales en seres
humanos a nivel mundial (Blanco et al. 2013; Price et al. 2013; Dahbi et al. 2014; Nicolas-

Chanoine et al. 2014; Mathers et al. 2015).

4.4.6. Patrones de resistencia de las cepas O025b:H4-B2 (ST131)

El estudio de sensibilidad a los antimicrobianos de las 50 cepas de E. coli 025b:H4-B2
(ST131) mediante el sistema automatizado MicroScan WalkAway 96 Plus revelé 26
patrones de resistencia distintos (P1-P26) (Tabla 93). Con la salvedad de 1 cepa aislada
de una muestra de ensalada envasada con resistencia Unicamente a la cefalotina, el
resto de cepas presentaron patrones de multirresistencia de entre 2 y 12 de los 17
antimicrobianos ensayados. El patron de multirresistencia mas prevalente fue el P14,
frente a 4 antibidticos (AMP, GEN, TOB, NAL) detectado en 11 cepas (22%) (1 aislada de

carne de cerdo y 10 de carne de pollo).

Analizando las prevalencias de resistencia por antimicrobiano, las mayores prevalencias
fueron frente a la ampicilina (48 cepas; 96%), a la cefalotina (32 cepas; 64%) y al acido
nalidixico (32 cepas; 64%). Solo 1 cepa, aislada de carne de cerdo, presentd resistencia
frente a la ciprofloxacina (Tabla 93), aunque hay que indicar que adicionalmente 5 cepas
(2 de carne de cerdo y 3 de carne de pollo) mostraron valores intermedios de resistencia

frente a este antibidtico.
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De acuerdo con lo observado por Blanco y colaboradores (2013), la prevalencia de la
cepas resistentes a la ciprofloxacina estaria vinculada con el clonotipo CH40-30, y a su
vez con los virotipos A, B y C; mientras que esta prevalencia seria significativamente mas
baja para las cepas de otros clonotipos, y por tanto para las cepas del virotipo D. En
nuestro estudio todas las cepas fueron del virotipo D y en su mayoria CH40-22; y de las 9
cepas 025b:H4-B2 (ST131) productoras de BLEE, solo 3 cepas aisladas de carne de pollo

presentaron valores intermedios de resistencia frente a la ciprofloxacina.

Tabla 93. Patrones de resistencia de las cepas de E. coli 025b:H4-B2 (ST131) aisladas de alimentos

. N° de Tipo de o
Patrén V-P-A-PA CEF CFZ CXM CTX CAZ FEP FOX AMC AMP GEN TOB NAL CIP SXT *N
cepas (%) BLEE

1 1 2,0% 1-0-0-0 - R R R R R - R R R R R R - R
2 1 2,0% 0-1-0-0 - R R R R R R - - R R R R - R
3 1 2,0% 0-1-0-0 - R R R R R R - - R - - R R R
4 1 2,0% 0-0-1-0 - R R R R - - R R R R - - - R
5 2 4,0% 0-0-2-0 CTX-M-9 R R R R - R - - R R - R - R
6 4 8,0% 0-0-4-0 CTX-M-9 R R R R - R - - R - - R - R
7 4 8,0% 0-0-4-0 - R R R R R - R R R - - - - -
8 1 2,0% 0-1-0-0 CTX-M-1 R R R R R R - - R - - - - -
9 2 4,0% 0-0-2-0 - R - - - - - - - R R R R - R
10 1 2,0% 0-0-1-0 - R R R - - - R R R - - - - -
1 2 aon  THO0 ML R R R - R - - R - - -
0-0-1-0 CTX-M-9
12 1 2,0% 0-1-0-0 - R R - - - - - - R - - R - R
13 1 2,0% 0-0-1-0 - R - - - - - - - R R R R - -
14 11 22,0% 0-1-10-0 - - - - - - - - - R R R R - -
15 1 2,0% 0-1-0-0 - R - - - - - - - R - - R R
16 2 4,0% 0-2-0-0 - R - - - - - - - R - - R - -
17 1 2,0% 0-1-0-0 - - - - - - - - - R - - R - R
18 1 2,0% 0-1-0-0 - R R - - - - - - R - - - - -
19 2 4,0% 0-2-0-0 - R - - - - - - - R - - - - R
20 1 2,0% 0-0-1-0 - R - - - - - - - - - - R - R
21 1 2,0% 0-0-1-0 - - - - - - - - - R R R - - -
22 1 2,0% 0-0-1-0 - - - - - - - - - R R - R - -
23 2 4,0% 1-1-0-0 - R - - - - - - - R - - - - -
24 2 4,0% 0-2-0-0 - - - - - - - - - R - - - - R
25 2 4,0% 0-2-0-0 - - - - - - - - - R - - R - -
26 1 2,0% 0-0-0-1 - R - - - - - - - - - - - - -
2-18-29-1 10 7 32 1 20
4%-36%-58%-2% 20% 64% 40% 36% 34% 16% 22% 14% 14% 96% 42% 34% 64% 2% 40%

CEF: cefalotina, CFZ: cefazolina, CXM: cefuroxima, CTX: cefotaxima, CAZ: ceftazidima, FEP: cefepima, FOX: Cefoxitina, AMC:

Amoxicilina/clavulanico, AMP: Ampicilina, GEN: Getamicina, TOB: Tobramicina, NAL: Acido Nalidixico, CIP: ciprofloxacina, SXT:

Trimetoprim/Sulfametoxazol.

V-P-A-PA=numero de cepas de vacuno, porcino, ave y productos agricolas

*N2. Numero de antibidticos frente a los que eran resistentes las cepas. Ninguna cepa presentd resistencia frente al imipenem (IMP),

piperacilina/tazobactam (TZP)y fosfomicina (FOF)

Al comparar las 18 cepas 025b:H4-B2 (ST131) aisladas de carne picada de cerdo con las

29 cepas aisladas de pechuga de pollo (Tabla 94), encontramos que la prevalencia de
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resistencias frente a aminoglucdsidos, la amoxicilina/acido clavulanico y la cefoxitina era
significativamente superior en las cepas aisladas de pollo (p<0,05); ademas, la mayoria
de las cepas de este origen (27 de 29; 93,1%) eran multirresistentes a 3 o mds familias

de antimicrobianos, frente al 55,6% de las cepas aisladas de carne de cerdo (p<0,05).

Tabla 94. Comparacién de prevalencias de resistencia entre cepas de E. coli 025:H4-B2 (ST131) aisladas de
carne de cerdo y carne de pollo

arnedecerdo |  C.depollo J

Resistencia antimicrobiana =29 j Valor de p*

ePenicilinas (AMP) 18 100% 28 96,6%

eQuinolonas (NAL) 10 55,6% 21 72,4%
sTrimetoprim-sulfametoxazol (SXT) 9 50% 10 34,5%
eFluoroquinolonas (CIP) 1 5,6% 0 0%
eAminogldcosidos (GEN-TOB) 2 11,1% 18 62,1% 0,000
eCefalosporinas (12 - 42 generacién) (CEF-CFZ-CXM-CTX-CAZ-FEP) 12 66,7% 17 58,6%

oCefalosporinas de espectro extendido (CTX-CAZ-FEP) 4 22,2% 12 41,4%

eInhibidores de B-lactamasas (AMC-TZP) 0 0% 6 20,7% 0,044
eCefamicina (FOX) 0 0% 6 20,7% 0,044
Multirresistentes a 3 o mas familias 10 55,6% 27 93,1% 0,003
Multirresistentes a 2 familias 8 44,4% 2 6,9% 0,003
Resistentes a 1 familia 0 0% 0 0%

Total resistentes | 18 100% | 29| 100% | |

* Unicamente se muestran los valores que resultaron estadisticamente significativos (p<0,05)

4.4.7. Perfiles de macrorrestriccion obtenidos por PFGE de las cepas
025b:H4-B2 (ST131): comparacion con cepas deorigen humano

Se llevd a cabo la técnica de PFGE, de acuerdo con el protocolo estandarizado de

PulseNet (http://www.cdc.gov/pulsenet/PDF/ecoli-shigella-salmonella-pfge-protocol508

c. pdf), con objeto de definir los perfiles de macrorrestriccion obtenidos con la enzima
Xbal de las 50 cepas 025b:H4-B2 (ST131) aisladas en nuestro estudio. Las imagenes de
los geles de PFGE fueron analizadas con el programa BioNumerics version 5.0. para

obtener el dendrograma que se muestra en la Figura 40.

Las 50 cepas 025b:H4-B2 (ST131) del presente estudio revelaron un total de 43 perfiles
de macrorrestriccion diferentes, con una similitud global de 63,4%. Se identificaron 7
cluster de identidad =85% (I-VIl), tres de los cuales incluian cepas aisladas de mas de un
tipo de alimento: cluster | (1 cepa aislada de carne de cerdo y 11 cepas de carne de
pollo), cluster Il (1 cepa de carne de cerdo y 1 de carne de pollo) y cluster VII (3 cepas de

carne de cerdo y 1 de carne de vacuno).

En el dendrograma (Figura 40) se puede apreciar claramente la distribucién de las cepas

en funcion de sus perfiles de virulencia, o lo que es lo mismo, en funcidn de su virotipo.
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Asi, el Grupo A, engloba 36 cepas con una identidad del 67,3%: todas las cepas del
virotipo D4 (28 aisladas de carne de pollo, 4 de carne de cerdo y 1 de carne de vacuno),
2 cepas del virotipo D5 y 1 cepa D-nt; y el Grupo B engloba 14 cepas con una identidad
del 68,3%: todas las cepas del virotipo D2 (8 aisladas de carne de cerdo y 1 de carne de
vacuno), 3 cepas D-nt (2 de carne de cerdo y 1 de una lechuga envasada) y 2 cepas del
virotipo D5 aisladas de carne de cerdo. Se puede apreciar, ademas, las asociaciones
descritas en los apartados 4.4.4. (pagina 229) y 4.4.6. (pagina 233) en relacion con los
perfiles de genes de virulencia y patrones de resistencia, de manera que el virotipo D4
(kpsM 11-K1) aparece claramente asociado con el origen aviar y la mayoria de las cepas
son multirresistentes a 3 o mas familias de antimicrobianos; mientras que los virotipos
D2 (papG lll, cdtB, kpsM 11-K5) y D5 (papG llI, cnfl, hlyA, kpsM 1I-K5) aparecen asociados

al origen porcino, siendo el D2 en el que aparecen menos multirresistencias asociadas.

Teniendo en cuenta estas asociaciones, se podrian detectar y deducir las cepas que

resultan de procesos de contaminacioén cruzada:

o Cluster I: cepa C19-4b (aislamiento de carne de cerdo), virotipo D4 y 100% de similitud
con 3 cepas de origen aviar y >86% con otras 8 cepas de origen aviar del mismo cluster;

posible contaminaciéon cruzada con carne de pollo.

o Cluster Il: cepa C59-6a (aislamiento de carne de cerdo), virotipo D4 y 87,3% de

similitud con 1 cepa de origen aviar; posible contaminacién cruzada con carne de pollo.

o Cluster VII: cepa 47-6a (aislamiento de carne de vacuno), virotipo D2 y 92,7% de
similitud con 1 cepa de origen porcino; posible contaminacién cruzada con carne de

cerdo.

Podemos concluir, por tanto, que a pesar de que todas las cepas del grupo clonal
025b:H4-B2 (ST131) aisladas de alimentos en este estudio eran ibeA positivas,
mostraron una alta heterogeneidad tanto en sus perfiles de virulencia, como a nivel de
tipado molecular, incluso dentro de los mismos virotipos D2, D4 y D5, los cuales
mostraron asociaciones significativas con su origen de aislamiento. De nuevo hemos
constatado que la herramienta de PFGE es de utilidad a la hora de determinar posibles

origenes de contaminacién cruzada.
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Figura 40. Dendrograma de los perfiles de PFGE de las 50 cepas 025b:H4-B2 (ST131) aisladas en el presente estudio. A
la derecha del dendrograma figuran los cédigos de cepa, virotipos, tipos de BLEE, afio de aislamiento, tipo de muestra

(*Alimentos envasados en atmésfera modificada), genes de virulencia y patrones de resistencia
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Estudio comparativo con cepas 025b:H4-B2 (ST131) de otros origenes

Con objeto de analizar similitudes y diferencias entre cepas pertenecientes 025b:H4-B2
(ST131), pero aisladas de diferentes origenes, comparamos las cepas de este estudio con
otras de nuestra coleccion. Al analizar 81 cepas de diferente procedencia (patologia
aviar, patologia porcina, aves de produccion sanas y animales silvestres), constatamos
que todas las cepas de origen animal pertenecientes a este grupo clonal muestran el
virotipo D (ibeA positivas; 90,1% de las 81 cepas) o son no tipables (NT; 9,9%). Ademas,
confirmamos ciertas asociaciones por origen de aislamiento (94,7% de las cepas aisladas
de patologia aviar eran D4; 61,5% de las aisladas de patologia porcina mostraban el
virotipo D5; el 90,9% de los aislamientos de aves de produccién sanas eran D4; y el
54,5% de las aisladas de animales silvestres mostraban el virotipo D-nt) (datos no
publicados). Asimismo, comprobamos la implicacidn del virotipo D en patologia humana,
para ello analizamos una coleccién de 307 cepas pertenecientes a este grupo clonal
aisladas de pacientes con sepsis (157 cepas) y con ITU (150 cepas); globalmente, el
virotipo D (cepas ibeA positivas) era el mas prevalente (29% de los aislamientos)
después del virotipo C (34,5%), y dentro de este virotipo detectamos una mayor
prevalencia del D5 (28,1%) seguido del D2 (24,7%), D4 (19,1%), D1 (14,6%) y D3 (13,5%)

(datos no publicados).

Vincent y colaboradores (2010) fue el primero en describir la similitud entre una cepa
025b:H4-B2 (ST131) aislada de 250 muestras de carne de pollo en Canada (0,4%) con
una cepa de origen humano aislada de una ITU (100% de identidad en sus perfiles PFGE).
En el presente estudio comparamos los perfiles de macrorrestriccion de las 50 cepas
025b:H4-B2 (ST131) aisladas de alimentos con 179 cepas 025b:H4-B2-ibeA de origen
humano y de patologia aviar de la coleccién LREC. Encontramos que 14 cepas aisladas en
el presente estudio de carne de cerdo y de carne de pollo (4 cepas de carne de cerdo,
incluidas 2 del virotipo D2, 1 del virotipo D4 y 1 del virotipo D5; y 10 cepas de carne de
pollo del virotipo D4) presentaban una similitud >85% con 16 cepas de nuestra coleccidn
LREC (14 aisladas de patologia humana y 2 de patologia aviar). En el dendrograma
resultante se puede apreciar cdmo las cepas se distribuyeron homogéneamente segun
su virotipo (D2, D5 y D4), con 5 cluster (I a V) de identidad >85% que incluyen cepas de

distinto origen (Figura 41).
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En el cluster | se agrupan 6 cepas del virotipo D2 con un 85,5% de identidad, incluidas 2
cepas aisladas de carne de cerdo y 4 de patologia humana. Individualmente, cada una de
las cepas de origen porcino presenta una similitud >90% con sendas cepas de origen
humano. La alta similitud entre cepas de ambos origenes apoyaria la hipdtesis de la
carne de cerdo como transmisora de cepas potencialmente patdgenas para el hombre.
Es interesante sefialar que las 6 cepas fueron aisladas en distintos afios (2009-2012),
incluso de diferentes origenes geograficos (1 cepa de origen humano, aislada en el 2009
en Barcelona) lo que indicaria la persistencia de este subtipo. También es importante
destacar que las 2 cepas aisladas de carne de cerdo (en 2011 y 2012, respectivamente)
presentan un alelo fimH diferente (el 298) que varia Unicamente en 1 nucledtido con
respecto al fimH22. El alelo fimH298 solo lo hemos detectado en 1 cepa ST131 de origen
humano (aislada de un hemocultivo en el 2010) de entre una coleccién de 367 cepas

ST131 de patologia humana, asi como en estas 2 cepas de origen porcino.

En el cluster Il se agrupan 2 cepas del virotipo D5 con un 92,7% de identidad, incluidas 1
cepa aislada de carne de cerdo y 1 de patologia humana. Como en el cluster anterior, las
2 cepas se aislaron en periodos temporales distantes (2012 y 2010, respectivamente), lo
que da idea de la persistencia de este subtipo, aunque en este caso en un mismo origen
geografico (Lugo). Es interesante sefalar que el alelo fimH161, presente en ambas
cepas, solo lo hemos detectado en esta cepa ST131 de origen humano (2010) de entre
una coleccion de 367 cepas ST131 de patologia humana, y en 3 cepas de origen porcino.
Como en el cluster I, la alta similitud entre cepas de ambos origenes apoyaria la
hipdtesis de la carne de cerdo como transmisora de cepas potencialmente patdgenas

para el hombre.

En el cluster Il se agrupan 15 cepas del virotipo D4 con un 87,1% de identidad, incluidas
8 cepas aisladas de carne de pollo, 2 cepas de patologia aviar y 5 cepas de patologia
humana. Individualmente, las cepas de origen aviar alcanzan >90% de identidad con
cepas de origen humano, incluso el 100% en el caso de 2 cepas productoras de BLEE tipo
CTX-M-9 (81 BA aislada en Barcelona en 2009 y P38-4c aislada de carne de pollo en
2009). Las 15 cepas de este cluster presentan perfiles de virulencia y macrorrestriccién

muy homogéneos, todas portan el alelo fimH22, y 14 de las 15 son ademas CTX-M-9. Las
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cepas de este cluster fueron aisladas en el periodo 2008-2010 en diferentes origenes
geograficos. La presencia de cepas aisladas de patologia aviar refuerza la hipdtesis del
papel de las aves en el ciclo de transmisidn de cepas potencialmente patégenas para el

hombre.

En el cluster IV se agrupan 5 cepas del virotipo D4 con un 87,6% de identidad, incluidas 2
cepas aisladas de carne de pollo y 3 cepas de patologia humana (2 de Lugo y 1 de
Barcelona), que fueron aisladas en el periodo 2009-2010. Como en el cluster lll, las 5
cepas del cluster IV presentan perfiles de virulencia y macrorrestriccion muy

homogéneos, y todas portan el alelo fimH22.

Por ultimo, el cluster V agrupa 2 cepas del virotipo D4, incluida 1 aislada de carne de
cerdo y 1 de patologia humana, con un 88,2% de identidad. Las 2 cepas son productoras
de BLEE de diferente tipo (SHV-12 y CTX-M-1, respectivamente) y, curiosamente fueron
aisladas en periodos de tiempo y origenes geograficos dispares, pero presentan idéntico
perfil de virulencia, siendo ambas negativas para el estatus ExPEC. Es interesante
destacar que a pesar de compartir virotipo y alelo fimH con las cepas del cluster lll y IV,

mostraron una gran distancia genética (solo un 69,6% de identidad con dichos cluster).

Concluimos que la alta similitud encontrada entre ciertas cepas 025b:H4-B2 (ST131)
aisladas en el presente estudio y cepas aisladas de patologia humana apoyaria la
hipétesis de que ciertos alimentos juegan un papel importante en la transmisidn de este
grupo clonal al hombre, fundamentalmente (aunque no exclusivamente), la carne de
cerdo como transmisora de cepas del virotipo D2 y D5, y la carne de pollo como

transmisora de cepas del virotipo D4.
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4.5. Valoracion del riesgo microbiolagico de los alimentos muestreados
en la ciudad de Lugo

Tradicionalmente, las infecciones alimentarias englobaban exclusivamente aquellas que
afectaban al tracto gastrointestinal y que eran producidas por patotipos clasicamente
diarreagénicos, como ECVT, ECEP y ECET, principalmente. Sin embargo, el creciente
numero de estudios que vinculan ciertas cepas de E. coli aisladas de alimentos con las
infecciones del tracto urinario, llevaron a ampliar esta definicidon, creando un nuevo
término “infecciones del tracto urinario transmitidas por alimentos”, en inglés

“foodborne UTI” o “FUTI” (Nordstrom et al. 2013).

Por otra parte, las cepas de E. coli productoras de BLEE suponen un problema cada vez
mayor en relaciéon con la salud publica. La creciente presencia de estas enzimas puede
ser debida a la diseminacién de clones bacterianos BLEE positivos, a la transferencia de
plasmidos portadores de genes BLEE o al intercambio de genes codificadores de BLEE
ligados a elementos moviles. Todas estas posibilidades hacen dificil identificar las rutas
de transmision y las fuentes de bacterias BLEE positivas. Los animales de produccion, y
los alimentos derivados de ellos, estan reconocidos como portadores de cepas de E. coli
productoras de BLEE, y se consideran fuentes potenciales importantes para la
colonizacion de los humanos (Valentin et al. 2014). Y no solo las fuentes de origen
animal, también los productos agricolas suponen una fuente nada despreciable de genes
de resistencia a antibidticos (Zurfluh et al. 2015). La identificacion y cuantificacién de la
contribucion de las diferentes fuentes a las infecciones zoondticas, o a la colonizacidon
humana, es un paso fundamental para reducir la exposicién del consumidor a estos

patdégenos zoondticos.

Finalmente, y en base a los objetivos del presente estudio, hicimos una estimacion
conjunta del nimero de muestras adquiridas en diferentes establecimientos de la
ciudad de Lugo que supondrian un riesgo potencial desde el punto de vista
microbioldgico para la salud de los consumidores. Para ello valoramos la presencia en las
muestras de alimentos de cepas de E. coli diarreagénicas, concretamente de cepas de
ECVT con significacidn clinica (seropatotipos A, B, C y D), de cepas de E. coli productoras
de BLEE, y de cepas 025b:H4-B2 del grupo clonal pandémico ST131 productoras y no
productoras de BLEE.
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Globalmente, de las 950 muestras de alimentos analizadas, 166 (17,5%) resultaron
positivas para el aislamiento de cepas que conllevan un riesgo potencial para la salud
publica. Estas 166 muestras incluian 25 muestras positivas para el aislamiento de ECVT
con significaciéon clinica, 106 muestras portadoras de cepas de E. coli productoras de
BLEE (no O25b:H4-B2), y 48 muestras positivas para el aislamiento de cepas del grupo
clonal 025b:H4-B2 (ST131). En 13 de las 166 muestras se aislaron 2 tipos de cepas

potencialmente peligrosas para el consumidor (Figura 42).

n =25

21
ECVT
significacion
clinica

BLEE 025b
no 025b BLEE y no BLEE

n =106 n=48

Figura 42. Correlacion de muestras positivas para el aislamiento de cepas de E. coli con implicaciones para
la salud publica: cepas de ECVT con significacion clinica identificadas en 25 muestras (1 de las cuales era
portadora de 1 cepa BLEE positiva no 025b:H4 y 3 muestras eran portadoras de cepas 025hb:H4); cepas de
E. coli productoras de BLEE no 025b:H4 identificadas en 106 muestras (9 de las cuales eran portadoras de
cepas 025b:H4); cepas de E. coli del grupo clonal 025b:H4-B2 (ST131) identificadas en 48 muestras

Por tipo de alimento, los datos sefalan a las carnes como de especial riesgo
microbioldgico, puesto que de las 166 muestras portadoras de cepas potencialmente
peligrosas, 161 eran de carne y 5 de productos agricolas. Esto supone el 26,8% de las
carnes muestreadas (161 de 600 muestras) y el 1,4% de los productos vegetales (5 de
350). Y como era de esperar, la carne de ave fue la que presentd una mayor prevalencia
de este tipo de cepas (109 muestras; 54,5%), seguida de la carne de cerdo (34 muestras;

17%), y de la carne de vacuno (18 muestras; 9%).

En la Tabla 95 se correlacionan los 25 aislamientos de ECVT pertenecientes a los
seropatotipos A, B, Cy D con la presencia de cepas del grupo clonal 025b:H4-B2 (ST131)
y de cepas productoras de BLEE.
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Tabla 95. Correlacion de las 25 cepas ECVT con significacion clinica con el aislamiento de cepas del grupo
clonal 025b:H4-B2 (ST131) y de cepas de E. coli productoras de BLEE

Cepas ECVT con significacion clinica Cepas E. coli extraintestinales
Tipo de 025b
Serotipo Genes de Virulencia eropatoti BLEE
muestra/cédigo ' HEESHEE P ' (BLEE y no BLEE)
Vacuno/13 <10 0157:H7 |vt2c, eae-y1, E-hlyA, stcE A - -
0113:H21 |vtla, vt2d C - -
Vacuno/30 >999 | 026:H11 |vtla, eae-61, E-hlyA B - -
ONT:H21 |vtla, vt2c * - -
Vacuno/37 <10 ONT:H8 |vtla, vt2a, E-hlyA, saa * - -
0157:H7 |vtla, vt2c, eae-y1, E-hlyA, stcE A - -
Vacuno/43 10-99
0104:H7 |vt2a, E-hlyA, saa, subA D - -
091:H21 |vt2a vt2d, E-hlyA, saa C - -
Vacuno/44 100-999
0174:H21 |vt2c C - -
0157:H7 |vt2c, eae-y1, E-hlyA, stcE A - -
Vacuno/46 100-999
0174:H21 |vt2c C - -
Vacuno/54 100-999 | 0174:H21 |vt2c C - -
Vacuno/93 <10 0156:H25 |vtla, eae- {1, E-hlyA, stcE D - -
Vacuno/134 <10 | 0113:H21 |vt2d, E-hlyA, subA C - -
Vacuno/147 >999 | ONT:H16 |vt2a vt2g D - -
Vacuno/194 10-99 | 026:H11 |vtla, eae-B1, E-hlyA B - -
025b:H4-B2-ST131
No BLEE
Cerdo/C19 10-99 | O113:H4 |vt2d D Virotipo D4 -
10 genes de virulencia
Ne de resistencias: 4
Cerdo/C120 <10 |ONT:HNM |vt2e * - -
Cerdo/C121 >999 | 0178:H19 |vtla, vt2a vt2d, E-hlyA D - -
Cerdo/C143 10-99 08:H9 |vt2e D - -
Cerdo/C145 100-999| O8:H9 |vtZe D - -
Cerdo/C149 100-999| O8:H9 |vtZe D - -
025b:H4-B2-ST131
No BLEE
Cerdo/C156 <10 08:H19 |vt2e C Virotipo D2 -
13 genes de virulencia
N2 de resistencias: 2
Cerdo/C167 >999 | 0157:H7 |vtla, vt2c, eae-y1, E-hlyA, stcE A - -
025b:H4-B2-ST131
NO BLEE
Cerdo/C175 <10 026:H11 |vtla, eae-81, E-hlyA B Virotipo D-nt -
15 genes de virulencia
Ne de resistencias: 2
Cerdo/C188 <10 | 0166:H28 |vtic, vt2b, E-hlyA D - -
Ave/P125 <10 |ONT:HNM |vt2e * - -
011:H51 CTX-M-9
Ave/P159 10-99 | 026:H11 |vtla, eae-B1, E-hlyA B - 3 genes de virulencia
Ne de resistencias: 10
Lechuga/VH46 10-99 | 0146:H21 |vtic, vt2b, E-hlyA D - -
Lechuga/VH218 <10 | 0145:H34 |vt2f, eae-al D - -
En negrita: cepas con estatus EXPEC
*No se asignd seropatotipo a las cepas ONT:H8, ONT:H21 y ONT:HNM porque a pesar de han sido descritos en cepas de origen humano, no
tenemos la certeza de que no presenten antigenos Oy/o H diferentes.

244



RESULTADOS Y DISCUSION

Ninguna de las 200 muestras de carne picada de vacuno resulté positiva,
simultdaneamente, para el aislamiento de cepas de ECVT y cepas del grupo clonal
025b:H4-B2 (ST131) o productoras de BLEE. Por el contrario, en 3 de las 200 muestras
de carne picada de cerdo, se aislaron cepas ECVT (seropatotipos B, C y D) y cepas del

grupo clonal 025b:H4-B2 (ST131).

Cabe destacar la muestra de carne de cerdo C175, de la que se aislé 1 cepa ECVT del
serotipo altamente virulento 026:H11 y 1 cepa del grupo clonal 025b:H4-B2 (ST131)
portadora de 15 genes de virulencia. Curiosamente, la muestra de origen de ambas
cepas (C175) presentaba un recuento inferior a 10 E. coli por gramo, lo que demuestra
qgue recuentos microbioldgicos bajos no garantizan en absoluto la inocuidad de los
alimentos. Lo mismo ocurre con la muestra de carne de cerdo C156, con un recuento
inferior a 10 E. coli por gramo, de la que se aislé una cepa ECVT del seropatotipo C y una
cepa del grupo clonal 025b:H4-B2 (ST131) portadora de 13 genes de virulencia, que
ademas presentd una identidad >90% con una cepa de origen humano aislada de un
hemocultivo (Figura 41); esta cepa 025b:H4-B2 (ST131), aislada de la muestra de cerdo,
ha demostrado ademads ser altamente letal en el modelo murino de sepsis (10/10
ratones ensayados; datos no publicados), lo que confirma la virulencia de la misma.
También destacar que en 1 de las 200 muestras de pechuga de pollo (P159) se aislé 1
cepa ECVT del serotipo altamente virulento 026:H11, y 1 cepa de E. coli del serotipo
011:H51 productora de CTX-M-9 que ademas presentaba resistencias asociadas frente a
10 antimicrobianos, incluidos aminoglucdsidos, quinolonas fluoradas y trimetoprim-
sulfametoxazol; es decir, en esta muestra de carne de ave confluia un repertorio de

genes intestinales, extraintestinales y de resistencia.

Adicionalmente, evaluamos el factor estatus EXPEC por ser un indicador de
patogenicidad. Encontramos que 61 muestras de 950 analizadas (6,4%) presentaban
cepas que cumplian dicho estatus, siendo las 61 de origen carnico (10,2% de las 600
muestras). Especificamente, por tipo de carne: 41 muestras de origen aviar (20,5%), 16
muestras de origen porcino (8%) y 4 muestras de origen vacuno (2%). Al correlacionar
estas 61 muestras positivas para aislamientos de cepas EXPEC con la presencia de E. coli

diarreagénicos, observamos que en 31 de las 41 muestras (75%) de pechugas de pollo se
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aislaron también ECEPa; y que de las 16 muestras de carne de cerdo positivas al estatus
EXPEC, en 3 (18,8%) se aislaron ECVT y en 2 (12,5%) cepas ECEPa (Figura 43).

41 muestras

aislamiento ExPEC+

+
16 muestras 75,6% ECEPa
aislamiento ExPEC*

4 muestras
aislamiento ExPEC*

12,5% ECEPa

18,8% ECVT

Carne de vacuno (n=200) Carne de cerdo (n=200) Carne de pollo (n=200)

Figura 43. Correlacion de las 61 cepas EXPEC con el aislamiento de cepas de E. coli diarreagénicos

El presente estudio es el primero a nivel mundial que analiza, de manera conjunta, la
presencia de cepas de E. coli diarreagénicas, de cepas del grupo clonal 025b:H4-B2
(ST131) y de cepas productoras de BLEE en diferentes grupos de alimentos. Los
resultados indican que los productos carnicos puestos a la venta en la ciudad de Lugo, y
principalmente la carne de ave, son portadores de cepas potencialmente patégenas

para el hombre.

Concluimos, por tanto, que hemos identificado la coexistencia en un mismo alimento de
cepas de E. coli pertenecientes a diferentes patotipos, portadoras de un variado
repertorio de genes de virulencia y de resistencias, y con alta similitud con cepas de
origen humano. Este hecho pone en evidencia el potencial riesgo de emergencia de
nuevos patotipos de E. coli en alimentos, tal y como sucedié en el brote de Alemania,

con posibilidades reales de transmisién al hombre.
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CONCLUSIONES

5. CONCLUSIONES

1. Los niveles de contaminacidon por E. coli en los alimentos adquiridos en los
establecimientos de la ciudad de Lugo son significativamente superiores en carnes que

en productos vegetales, y significativamente superiores para la carne de pollo.

2. La deteccién de recuentos insatisfactorios (>500 ufc/g) en los productos carnicos de
los 3 origenes (4% de las muestras de vacuno y el 3%, repectivamente, de las de carne
de cerdo y ave analizadas) supone la presencia en los establecimientos de venta al
consumidor de carnes que son rechazables segun la legislacion relativa a los criterios
microbioldgicos aplicables a los productos alimenticios (Reglamento CE N2 2073/2005, y

posteriores modificaciones).

3. La calidad microbioldgica de la carne de pollo envasada en atmdsfera modificada
analizada en este estudio resulté ser significativamente inferior a la de la carne fresca, lo
que indica que la calidad microbiolégica final en estos productos envasados esta
condicionada a la carga microbiolégica inicial y a los sistemas adicionales de

conservacién, como es la temperatura.

4. Constatamos la presencia de cepas diarreagénicas, especificamente de los patotipos
ECVT y ECEPa, en carnes y productos agricolas. Por las prevalencias obtenidas, se
confirman la carne picada de vacuno y de cerdo como fuentes de transmision de ECVT al

hombre y, fundamentalmente la de ave, como transmisora de ECEPa.

5. Los recuentos bajos de E. coli por gramo no aseguran la no presencia de cepas
diarreagénicas. La mayoria de las muestras carnicas y productos vegetales portadoras de
algun patotipo de E. coli diarreagénico presentaron recuentos aceptables (<100 ufc/g),
de acuerdo con la legislacion (Reglamento CE N2 2073/2005, y posteriores

modificaciones).

6. En los quesos curados de leche cruda de oveja, confirmamos que 4 meses de
maduracién no garantizan la ausencia de ECVT. Es crucial una buena calidad
microbiolégica de la leche y garantizar el periodo de maduracion para minimizar el

riesgo de presencia de este patégeno en el producto final.
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8. Los alimentos carnicos adquiridos en los establecimientos de la ciudad de Lugo son
portadores de cepas ECVT de seropatotipos de significacion clinica segun la clasificacion
de Karmali (A, B, C o D). Concretamente, se han aislado cepas altamente virulentas del
seropatotipo 026:H11-B en los tres tipos de carne analizadas y del seropatotipo

0157:H7-A en carne de vacuno y cerdo.

9. Corroboramos el papel de la carne de vacuno como transmisora de cepas zoonéticas
de ECVT del serotipo altamente virulento 0157:H7. Identificamos 1 cepa verotoxigénica
0157:H7 aislada de carne picada de vacuno con el mismo perfil de virulencia y alta
similitud en su perfil de macrorrestriccion que aislados clinicos humanos de diferente

origen geografico.

10. Los productos agricolas son fuente potencial transmisora de cepas zoonéticas de
ECVT del serotipo 0146:H21, ampliamente distribuidas en nuestra drea geogréfica, y
frecuentemente aisladas en pacientes del hospital de la ciudad de Lugo. Aislamos 1 cepa
verotoxigénica 0146:H21 de lechuga con el mismo perfil de virulencia y alta similitud en
su perfil de macrorrestricciéon que una cepa de origen clinico humano. No obstante, los
productos agricolas raramente estdn contaminados por ECVT presentando recuentos de

E. coli muy bajos.

11. La herramienta de PFGE es de gran utilidad a la hora de determinar la fuente de
origen de las cepas aisladas en alimentos, asi como en la detecciéon de contaminaciones
cruzadas. La presencia en carne de ave de la cepa del serotipo altamente virulento
026:H11, con idéntico perfil de virulencia y alta similitud que cepas de origen bovino y

origen clinico humano, supone contaminacion cruzada con carne de vacuno.

12. Los alimentos adquiridos en los establecimientos de la ciudad de Lugo, tanto
carnicos como productos agricolas, son transmisores potenciales de cepas de E. coli
productoras de BLEE y de cepas del grupo clonal pandémico 025b:H4-B2 (ST131).
Destaca por su especial riesgo la carne de ave, en la que se detecta un porcentaje
significativamente superior de cepas con estatus EXPEC. Ademas, sorprende el elevado

numero de cepas productoras de BLEE aisladas de aves que poseen el gen eae.
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13. El predominio de los filogrupos A y B1 entre las cepas de E. coli productoras de BLEE
aisladas de alimentos parece indicar que los genes blaBLEE se encuentran asentados

entre cepas comensales de E. coli de los animales de produccién carnica.

14. Los elevados niveles de corresistencia a otros antimicrobianos en las cepas BLEE
aisladas de carnes sugieren la coseleccién de cepas BLEE a través de la aplicacién de los
mismos en medicina veterinaria. En concreto, los aminoglucdsidos y las cefalosporinas
de 32-42 generacidn estarian contribuyendo a la diseminacién de cepas CTX-M del grupo
1, y las quinolonas (incluidas las fluoradas) junto con el trimetoprim-sulfametoxazol a la
diseminacién de cepas CTX-M del grupo 9. Todos estos antimicrobianos estarian ademas

facilitando la presencia de cepas SHV, concretamente del tipo SHV-12.

15. Demostramos el potencial zoonético del grupo clonal 0153:H10-A (ST10), prevalente
en animales de produccién y sus productos, e implicado en patologia humana, portador
de genes de virulencia diarreagénicos y de genes codificadores de BLEE. Este grupo
clonal aparece altamente conservado a lo largo del tiempo, por lo que podria tratarse de

un grupo clonal exitoso con importantes implicaciones para la salud publica.

16. De especial preocupacion es la deteccidn en alimentos del grupo clonal pandémico
025b:H4-B2 (ST131) con potencial zoondtico. Se evidencia el papel de la carne de ave y
de cerdo en la transmisién de este grupo clonal; fundamentalmente (aunque no
exclusivamente) la carne de cerdo como transmisora de cepas del virotipo D2 y D5, y la
carne de pollo como transmisora de cepas del virotipo D4. No obstante, el subclén H30,
que predomina entre los aislados clinicos humanos, no se ha detectado en ninguno de

los alimentos muestreados.

17. Evidenciamos el potencial riesgo de emergencia de nuevos patotipos de E. coli
altamente virulentos y multirresistentes en alimentos, tal y como sucedié en el brote de
Alemania, con posibilidades reales de transmisidon al hombre, en base a la coexistencia
en un mismo alimento de cepas de E. coli pertenecientes a diferentes patotipos,
portadoras de un variado repertorio de genes de virulencia y de resistencias, y con alta

similitud con cepas de origen humano.
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