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RESUMEN

Escherichia coli es una bacteria que estd muy presente en nuestro dia a dia, como comensal o como forma
patégena. Hay gran cantidad de cepas patégenas capaces de producir enfermedades, siendo de gran importancia
para la salud publica aquellas cepas vehiculadas a través de los alimentos, provocando toxiinfecciones alimen-
tarias con gran morbilidad. En algunos casos, las cepas que provocan estos brotes puedes ser muy patégenas
ocasionando una gran mortalidad y con repercusiones muy graves para los afectados. En este estudio nos cen-
tramos en investigar la presencia de cepas vehiculadas a través de los alimentos de origen cdrnico que formen
parte de alguno de los 3 patotipos investigados (STEC, AIEC y EAEC). Por otro lado, planteamos investigar
la resistencia a los antibidticos que presentan las cepas de E. coli aisladas en los alimentos cdrnicos. Nuestros
resultados han evidenciado la elevada resistencia fenotipica que presentan la gran mayoria de las cepas de E.
coli aisladas en este estudio, planteando un grave problema para la salud publica. Esto hace necesario extremar
las medidas de vigilancia y control de estos patotipos a lo largo de la cadena alimentaria. También es necesario
ser cautos en el empleo de antibidticos ya que si se hace un uso inadecuado de los mismos provocaria un au-
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mento en la dificultad terapéutica de las infecciones, amenazando con acabar con un siglo de avances médicos.
Palabras clave: E. coli, patotipos, resistencia antibidtica y alimentos carnicos

ABSTRACT

Escherichia coli is a bacteria that is very present in our daily life, as a commensal or pathogenic organism.
There are a large number of pathogenic strains capable of producing diseases, being of great importance for
public health those strains transmitted through food, causing foodborne infections with great morbidity. In
some cases, the strains that cause these outbreaks can be highly pathogenic, causing high mortality and very
serious health implications for those affected. In this study, we focused on investigating the presence of strains
transmitted through food of meat origin that belong to one of the 3 pathotypes investigated (STEC, AIEC and
EAEC). On the other hand, we proposed to investigate the antibiotic resistance of E. coli strains isolated from
meat foods. Our results showed the high phenotypic resistance of the great majority of E. coli strains isolated
in this study, posing a serious problem for public health. This makes it necessary to maximize vigilance and
control measures for these pathotypes throughout the food chain. It is also necessary to be cautious in the use
of antibiotics, since their inappropriate use would lead to an increase in the therapeutic difficulty of infections,

threatening to put an end to a century of medical advances.
Key words: E. coli, pathotype, antibiotic resistance and carnic food

INTRODUCCION

Escherichia coli (E. coli) es una bacteria
habitual del intestino delgado y grueso de todos
los mamiferos, fue descubierta por primera vez
en 1885 por un pediatra alemédn, Theodore von
Escherich. Este pediatra, que le di6 el nombre
de Bacterium coli commune. La bacteria es ex-
cretada por las heces, pudiendo sobrevivir en
ellas durante semanas o meses (Moral et al.,
2011; Markey, 2013).

E. coli pertenece a la familia Enterobacte-
riaceae, localizada en el filo Proteobacteria. Es
una bacteria Gram negativa con forma de bacilo
capaz de fermentar la lactosa y la glucosa con
formacion de gas y no emplea el citrato como
forma de carbono (Lukjancenko et al., 2010;
Canet, 2022).

E. coli encuentra su temperatura 6ptima de
crecimiento entre 37-43 grados, la temperatu-
ra ideal de los animales de sangre caliente. El
limite inferior de temperatura es 7 grados, por
ello es fundamental mantener el frio en el pro-
cesado del producto alimentario para evitar el
crecimiento de E. coli. La congelacién no afecta
sensiblemente a esta bacteria (Canet, 2022).

E. coli esta relacionado con multiples enfer-
medades, los 3 sintomas generales producidos
por cepas de E. coli patogénicas son: infec-
ciones del tracto urinario, sepsis/meningitis e
infecciones del tracto digestivo/diarrea (Nataro
et Kaper, 1998). Las cepas que producen infec-
ciones del tracto digestivo reciben el nombre
de “E. coli diarreogénicos”, agrupandolos en
funcién de sus caracteristicas de virulencia en
distintos patotipos (Gomes et al., 2016). Por
otro lado, estdn los E. coli patogénicos extra-
intestinales, responsables de causar infecciones
fuera del tracto digestivo como infecciones del
tracto urinario (siendo en el ganado porcino una
fuente frecuente de muertes en los individuos
adultos), meningitis neonatal, mamitis en el ga-
nado bovino y salpingitis en aves. Demostrando
tener una gran capacidad de colonizacién (Bé-
langer et al., 2011; Mellata, 2013).

En funcién de su capacidad de produccién de
toxinas, unién a las células, capacidad invasiva o
cuadro clinico, se han descrito 6 patotipos prin-
cipales de E. coli que suelen estar relacionados
con la emisién por parte de las autoridades sani-
tarias de alarmas sanitarias. Estos tipos son: E.
coli enteropatogénico (EPEC), E. coli shigatoxi-
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génico (STEC), E. coli enteroinvasivo (EIEC),
E. coli enteroagregativo (EAEC), E. coli entero-
toxigénico (ETEC), E. coli de adherencia difusa
(DAEC) y E. coli adherente-invasivo (AIEC)
(Yang et al., 2017).

El patotipo Shigatoxigénico se caracteriza
por la produccién extracelular de una o mads
tipos de toxinas muy similares o idénticas a las
producidas por Shigella spp. Se distinguen dos
tipos de toxinas: Stx1 y Stx2. Stx1 es idéntica a
la producida por Shigella spp en cambio Stx2 es
unica de E. coli. Estas toxinas estdn codificadas
por un operén que contiene minimo el gen stxA,
el gen stxB y un promotor (Allen et al., 2015).
Estas toxinas son las que producen las lesiones
tipicas de este patotipo, como son la colitis he-
morragica (HC) y el sindrome urémico hemo-
litico (HUS). La fisiopatologia de este dltimo
se debe a la inhibicién de la sintesis proteica
de los eritrocitos y de las células endoteliales
renales. Por otro lado, presentan una intimina
que les permite adherirse a los enterocitos y
colonizar la mucosa intestinal. Esta adhesina ha
demostrado tener un papel fundamental en la
persistencia y patogénesis en varias especias.
Esta intimina esta codificada por el gene eae
(Nataro et Kaper, 1998; Vlisidou et al., 2006)

El patotipo enteroagregativo suele producir
alarmas sanitarias en brotes alimentarios, al igual
que STEC. Por ello, su control en salud publi-
ca es fundamental. Su fisiopatologia se basa en
la capacidad de adherencia mediante fimbrias,
la secrecién de enterotoxinas y citotoxinas que
inducen un estado inflamatorio y el aumento de
la produccién de moco produciendo un extenso
biofilm que cubre la superficie de los enterocitos
(Jenkins, 2018). Habitualmente se emplea el gen
aaiC para la deteccién de este tipo de patotipo por
métodos moleculares (Hebbelstrup et al., 2017).

Las cepas de E. coli adherente-invasivo se
caracterizan por su habilidad para adherirse e in-
vadir mediante macropinocitosis los enterocitos,
también son capaces de sobrevivir y replicarse
en el interior de los macréfagos. Una vez en el
interior de las células lisan la vacuola de endo-
citosis y comienzan su replicacion. Este proceso

se produce masivamente en el interior de los ma-
créfagos sin producir lisis celular, en consecuen-
cia, se produce la liberaciéon masiva de TNFa.
Promoviendo un estado inflamatorio intestinal
persistente. Estas cepas son capaces de migrar
a capas mds profundas de la barrera digestiva y
activar continuamente los macréfagos. Pudiendo
producir enfermedades inflamatorias como la en-
fermedad de Crohn (Darfeuille-Michaud, 2002).

El gen GipA presente en las cepas de AIEC
se activa cuando la bacteria se encuentra en el
interior del macréfago, se induce por el estrés
oxidativo y el pH 4cido del interior de la vacuola
fagocitaria, permitiendo la supervivencia y repli-
cacion de la bacteria en el interior del macréfago,
ya que induce un estado de resistencia al me-
dio del interior de la vacuola fagocitaria (Emilie
Vazeille et al., 2016). Por otro lado, posee una
fimbria larga polar (LPF) que permite la apro-
ximacion a los macréfagos (Pires et al., 2015).

Para la OMS la resistencia a los antibidticos
es una de las tres mayores amenazas de salud
publica del siglo 21 (World Health Organization,
2014). Produciéndose mas de 700.000 muertes al
afio en el mundo debido a bacterias resistentes,
se estima que en los proximos 25 afios se podrian
producir 10 millones de muertes y pérdidas eco-
némicas de 100 billones de délares para 2050.
Por ello es una gravisima amenaza para la salud
publica que debe enfocarse desde el enfoque de
“Una sola salud”. La doctora Pilar Ramoén Pardo,
coordinadora del programa especial para la lu-
cha con la resistencia antimicrobiana de la OPS/
OMS, afirma que este problema amenaza con
acabar con un siglo de avances médicos (Orga-
nizacién panamericana de salud, 2021).

Se describe este proceso cuando un organis-
mo deja de ser susceptible a un antibidtico al
que previamente era sensible. Este proceso se
produce de forma natural, cuando se somete a
las bacterias a la presencia de un antibiético. Las
bacterias tienen dos herramientas para adaptarse
a la presencia de antibidticos: mutaciones gené-
ticas o el intercambio de material genético. Estas
modificaciones del material genético se pueden
traducir en: una disminucién del receptor para el
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farmaco, una disminucién de la permeabilidad
al farmaco, la aparicién de bombas que expulsen
el antibidtico al medio o cambios en sus vias
metabdlicas (Munita et al., 2016).

La resistencia a los [-lactdmicos puede
estar mediada por distintos mecanismos: mo-
dificacion de la proteina PBP (receptor de los
[B-lactdmicos), modificacién de las porinas de
los canales de paso, la secrecion activa median-
te bombas (capaces de expulsar gran cantidad
de farmacos aportando multiresistencias) y
por dltimo las B-lactamasas que hidrolizan los
B-lactdmicos. Siendo el dltimo la forma princi-
pal de resistencia en los gram-negativos (Papp-
Wallace et al., 2011).

En E. coli el gen blaTEM-1 codifica unas
B-lactamasas que hidrolizan muy pocos
p-lactamicos. (Nagy et Fekete, 1999). Otra de
las enzimas mds importantes es la carbapene-
masa KPC, siendo identificada en gran parte
de las enterobacterias con predominio de Kle-
bsiella pneumoniae. Aunque un estudio indica
que la enzima KPC por si sola no es capaz de
producir un nivel de resistencia aceptable. Las
carbapenemasas con KPC como enzima, junto
con la combinacién de otros mecanismos si que
otorga niveles elevados de resistencia, siendo
un grave problema para la salud publica. La
enzima KPC se encuentra codificada por el gen
bla,,. (Vera-Leiva et al., 2017).

También cabe destacar la existencia de las
enzimas NDM e IMP, codificadas por los genes
bla,,y bla,,,. La carbapenemasa NDM pare-
ce aportar niveles elevados de resistencia, al ser
aisladas en varias bacterias multirresistentes. Se
ha encontrado en las cepas que presentan el
gen bla,,, que la sintesis de la carbapenemasa
IMP se ve muy favorecida en el momento que
comienza la maduracién del biofilm estando re-
lacionadas la hiperactivacion del gen bla,,, con
la colonizacién exitosa por parte de la bacteria
(Zhang et al., 2018; Rehman et al., 2020)

La transferencia horizontal de estos genes a
través de los transposones, los integrones y la
insercion de secuencias a partir de enterobacte-

rias presentes en el suelo o en el agua a ente-
robacterias presentes en personas y/o animales
juegan un papel fundamental en la prevalencia
de las B-lactdmasas (Wellington et al., 2013).

Las polimixinas deben unirse a los LPS de
la membrana para producir su efecto bacterici-
da. Por ello las resistencias mds habituales se
producen por modificaciones del lipido A del
LPS. Estas modificaciones se producen por la
adicion de 4-amino-L-arabinosa, phosphoeta-
nolamina y/o galactosamina; destacando que
en E. coli la primera de todas es la que produce
mayor resistencia y que la segunda estd media-
da por los genes mcr- 1. El gen mcr-2 ha sido
asilado recientemente en cerdos belgas pero no
suele encontrarse habitualmente. El gen mcr-2
comparte un 77% de sus nucledtidos con el gen
mcr-1, son casi idénticos. Se han identificado
gran cantidad de variantes del gen mcr (desde
mcr-1 hasta mcr-9). Al igual que el gen mcr-1,
el gen mcr-9 ha demostrado tener una distribu-
ci6on mundial. Es importante mencionar que el
gen mcr-3 es idéntico en el 45 y 47% de sus
nucledétidos a los genes mcr-1'y mer-2 (Moffatt
et al., 2019; Ling et al., 2020).

Estas modificaciones reducen la carga nega-
tiva de la membrana, reduciendo la afinidad con
el grupo catiénico de la polimixina y hacien-
do menos susceptible la insercién de la misma
(Khondker et Rheinstédter, 2020).

Los patégenos mdas asociados a toxiinfec-
ciones alimentarias son Campylobacter spp,
Salmonella spp, Yersinia spp, E. coli, Listeria
spp y Clostridium perfringens (EFSA, 2020).
Siendo los brotes alimentarios causados por
bacterias un problema para la salud publica
mundial muy extendido (Addis et Sisay, 2015).
Muchos vertebrados son reservorios habituales
de patégenos transmitidos por los alimentos
(Carrique-Mas et Bryant, 2013).

No podemos pasar por alto el papel de los
rumiantes (fundamentalmente el bovino) como
reservorio principal de STEC, eliminando a tra-
vés de sus heces serotipos muy variados. Estas
materias fecales pueden contaminar partes de
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la canal en el matadero, pueden usarse como
abono para cultivos generando vegetales con-
taminados, puede llegar a fuentes de agua con-
taminando los cultivos irrigados o infectando
directamente a los humanos. Por todo ello los
principales alimentos relacionados en brotes de
E. coli son el agua, los vegetales y la carne
picada consumida poco cocinada (Mora et al.,
2011). Se puede relacionar una mayor preva-
lencia en zonas donde la densidad de ganado
vacuno es mayor (Michael et al., 1999).

La transmisién de EPEC suele ser via fecal
oral, siendo los E. coli inespecificos de hospe-
dador los productores habituales de las toxiin-
fecciones alimentarias. (Nataro et Kaper, 1998).
El patotipo STEC O157:H7 suele producir la
mayoria de los brotes asociados con carne y
vegetales (Watahiki et al., 2014). Ademas, tam-
bién se encuentran brotes de O157:H7 ligados
al riego de agua contaminada en campos de
cultivo, produciendo verduras asociadas a bro-
tes alimentarios (Doyle et al., 2008). La gran
incidencia de los brotes alimentarios asociados
a HC, HUS y diarrea hemorragica asociadas a
la transmisién alimentaria de STEC, junto con
la gran capacidad de sobrevivir en ambientes
muy desfavorables como a pH dcidos provocan
una dosis infectiva muy baja (50 o 100 bacte-
rias), haciendo que este patotipo tenga un gran
interés en su control de cara a la salud puiblica
(Jafari et al., 2012).

Muchos alimentos, en particular los produc-
tos obtenidos de las aves, han demostrado ser
un reservorio potencial de ExXPEC (Jgrgensen
et al., 2019).

Gran variedad de los genes encargados de
desarrollar resistencia se encuentran localiza-
dos en los pldsmidos y en estos pldsmidos se
podrian localizar genes de virulencia. Es im-
portante destacar que existen varios estudios
que indican una correlacién positiva entre la
resistencia a antibidticos y la virulencia, al
menos en algunas cepas. En algunos casos la
evidencia ha demostrado en cepas aisladas de
infecciones de tracto urinario la relacién in-

versa entre la virulencia y la sensibilidad a las
quinolonas (Da Silva et Mendonga, 2012).

En animales de granja varia en funcién de la
especie, la virulencia y la resistencia de los E.
coli aislados, por ejemplo, en porcino y aves se
aprecia un nivel mayor de resistencia a los anti-
bidticos y se aislan mayor cantidad de genes de
resistencia que en bovino (Ewers et al., 2009).

De todas formas, se estd produciendo la
difusién de cepas que combinan resistencia a
antimicrobianos y la virulencia, como pueden
ser las cepas de E. coli ST13 (Da Silva et Men-
donga, 2012).

El principal objetivo global planetado en
este estudio es identificar la presencia de E.
coli en 27 muestras cdrnicas. Como objetivos
especificos, se planetan los siguientes: (1) de-
terminar los genes de virulencia asociados a los
patotipos shitotoxigénicos (STEC), enteroagre-
gativos (EAEC) y adherente-invasivo (AIEC)
en las cepas de E. coli aisladas, (2) evaluar
mediante antibiogramas el perfil fenotipico de
resistencia antibidtica de las cepas aisladas, (3)
estudio del perfil gendmico de las cepas asila-
das en relacién a la presencia de genes asocia-
dos a carbapenemasas o genes de resistencia
a la colistina por métodos moleculares (PCR).

MATERIALES Y METODOS
1. Tipo de muestras

Se emplearon un total de 27 muestras, todas
ellas son alimentos carnicos adquiridos en esta-
blecimientos alimentarios de la Regiéon de Mur-
cia, procedentes de un proyecto OTRI entre la
CARM vy la Universidad de Murcia, en relacién
a la vigilancia y control de patdgenos emergentes
y reemergentes. Los alimentos cérnicos fueron
los siguientes: 7 salchichas, 2 pinchos morunos,
6 hamburguesas de ternera, 1 alitas marinadas, 4
longanizas, 1 hamburguesa de pavo, 1 hambur-
guesa de pollo, 1 hamburguesa de cerdo, 1 pollo
adobado y 2 filetes adobados de cerdo.
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Las muestras se conservaron en refrigeracion
a 4°C, en la Unidad Docente de Microbiologia e
Inmunologia del Departamento de Sanidad Ani-
mal, de la Facultad de Veterinaria en la Univer-
sidad de Murcia, hasta su posterior procesado.

2.Aislamiento por métodos culturales de Es-
cherichia. coli

Para el aislamiento y cultivo microbiolégico
de E. coli se siguié la metodologia descrita por
Mora et al., (2011).

2.1. Fase de pre-enriquecimiento y enriqueci-
miento

Para la fase de pre-enriquecimiento se reali-
zaron diluciones 1/10 en agua de peptona (Tryp-
tone Condalab) con cada una de las muestras
(25g + 225 ml de agua de peptona tamponada)
que fueron homogenizadas utilizando un homo-
geneizador (Masticator ClassicIUL. Espafia).

Posteriormente, el material homogeneizado
fue filtrado y recogido en un recipiente de vi-
drio estéril, en los que se incubaron las mues-
tras a 37°C durante 6-7 horas.

A continuacion, se realizdé una fase de en-
riquecimiento en el caldo Mossel EE broth
(Scharlau) a dilucién 1/10 y dichos caldos fue-
ron incubados a 37°C durante 18-24 horas.

2.2 Aislamiento de E. coli en medios selectivos

Para el aislamiento de esta bacteria se uti-
lizaron 3 medios diferenciales y selectivos dis-
tintos y especificos de E. coli. Estos medios
fueron: Agar Lactosa-MacConkey (MCK)
(Scharlab, Espafia), Agar TBX (TBX) (Schar-
lab, Espafia) y Agar Cefixime tellurite sorbitol-
MacConkey (CT) (Scharlab, Espafia).

A partir de los caldos de la fase de enrique-
cimiento, se realiz6 una siembra en superficie
por agotamiento en los medios diferenciales
mencionados anteriormente.

En el medio agar TBX se cultivan por du-
plicado, la mitad de las placas fueron incubadas

a 37°C durante 18-24 horas y la otra mitad a
44°C, temperatura que inhibe la mayor parte
de los E. coli, pero permite el crecimiento de
coliformes fecales y la seleccién de los STEC
0157 (Mora et al., 2012).

3.Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Técnica de biologia molecular empleada
para la deteccion especifica de un fragmento
de ADN. Este proceso se basa en una serie de
reacciones ciclicas producidas sobre una re-
gién del ADN delimitada por 2 cebadores o
primers. Necesita utilizar una enzima polime-
rasa que se encarga de replicar la secuencia de-
limitada entre estos dos primers. Cada ciclo de
amplificacién requiere de los siguientes pasos:
desnaturalizacion de la doble hélice de ADN,
acoplamiento de los primers y elongacion de la
hebra. Produciéndose cada uno de estos pasos
a distintas temperaturas y tiempos (Ramesh et
al., 1992).

Todas las PCRs realizadas en este trabajo se
prepararon en el interior de una cabina de PCR
aislada del exterior, para evitar contaminacio-
nes externas (Modelo DNA/RNA UV-Cleaner
UVC/T Lam Technics), durante la preparacion
siempre se usaron guantes de nitrilo desecha-
bles, micropipetas de uso exclusivo para reali-
zar la preparacién de las PCRs, puntas con filtro
y tubos de 0,2ml especificos de PCRs.

Los ciclos de amplificacién se realizaron en
el LifeECO Thermal Cycler (Bioer Technolo-
gy), aplicando el sistema de ciclos indicados
en la tabla 1.

3.1. Visualizacion de los productos de la PCR

Una vez realizadas las PCRs, los produc-
tos amplificados se corrieron sobre un gel de
agarosa (Pronadisa Laboratorios CONDA. Es-
pafia) al 1,5% tefiido con Midori Green (Nip-
pon Genetics), para ello se utiliza una cubeta de
electroforesis horizontal (Modelo DN-CN-BN,
LABOLAN S.L.). Finalmente, para la visualiza-
cioén de los fragmentos amplificados se emplea
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Tabla 1. Fases de una PCR con las caracteristicas de T?, tiempo y ciclo de cada una.

FASE TEMPERATURA | TIEMPO CICLOS
Desnaturalizacién inicial 95°C 3 minutos 1
Desnaturalizacién 95°C 15 segundos 35 ciclos
Acoplamiento 60°C 15 segundos

Elongacién 72°C 15 segundos

Extension final 72°C 1 minuto 1 ciclo

un transiluminador (FastGene® Blue/Green LED
Transilluminador, Nippon Europe Genetics).

4. Deteccion de E. coli por métodos molecu-
lares

Como el uso de medios selectivos y diferen-
ciales puede provocar un aislamiento inexacto
de las bacterias cultivadas en ellos, se emplea-
ron métodos moleculares en aquellas colonias
que cumplieron los requisitos de crecimiento
de E. coli.

4.1. Extraccion del ADN

Se seleccionaron las colonias crecidas en el
agar TBX e incubadas a 37°C. Se realizé una
suspension de al menos 10 colonias bacteria-
nas en 200l de agua destilada. A continuacion,
las muestras fueron tratadas a 100°C durante
10 minutos en un bloque térmico en agitacién
constante, para producir la lisis de las bacterias
y la liberacién del ADN.

4.2. PCR para identificacion de E. coli

Para la deteccion de cualquier cepa de E.
coli se emplearon los primers Ecl y Ec2, a una
concentracién de 0,5 uM, especificos para el
gen diana uspA de E. coli (Osek, 2001).

Para cada reaccion se utilizé un volumen
final de 20 microlitros (ul), el kit NXT Taq PCR
EURX®, el cual contiene el buffer con la Taq

DNA Polymerase, MgCl, y los dNTPs, al que
se adicionaron los primers Ecl y Ec2 y 2ul
de la muestra extraida de ADN a amplificar.
Como control negativo, se utilizaron 2 pl de
agua destilada estéril y como control positi-
vo 2ul de ADN extraido de la cepa O157:H7,
CECT 4783.

Todas estas reacciones se realizaron y visua-
lizaron siguiendo la metodologia descrita en el
apartado 3.3.

5. Deteccion de los patotipos STEC, EAEC y
AIEC

5.1. Aislamiento de las colonias de E. coli

Una vez confirmada mediante métodos
moleculares la presencia de E. coli, pasamos
a seleccionar cuidadosamente 5 colonias indi-
viduales de la placa de TBX (incubada a 37°C)
por muestra. Cada colonia fue sembrada de
nuevo en Agar Mackonkey para posteriormente
sembrarlas en Agar triptosa (Condalab Tryptose
agar) inclinado.

5.2. Deteccion de genes asociados a los patoti-
pos STEC, EAEC y AIEC por métodos molecu-
lares (PCR)

Con el ADN de las 5 colonias de E. coli
aisladas de cada una de las muestras de nuestro
estudio se realiza la deteccién molecular por
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Tabla 2. Genes en estudio para cada patotipo y sus primers.

PATOTIPO | GENES |PRiMERS | SECUENCIADE OLIGONUCLEOTIDOS | Tamatio del | b
(5°-3) fragmento (pb)
VTI-F TCGCTGAATGTCATTCGCTCTGC
Sl yTiR TCAGCAGTCATTACATAAGAAC 539 Mora y col., 2011
VT2-F1 TTTCTTCGGTATCCTATTCCC
STEC Sn2 | VT2-F2 TGTCTTCAGCATCTTATGCAG 358 Mora y col., 2011
VT2-R CTGCTGTCCGTTGTCATGGAA
EAE-V3F | CATTGATCAGGATTTTTCTGGT 510 Mora v ol 2011
eae EAE-MBR | TCCAGAATAATATTGTTATTACG oray coL,
EAEC waiC aa%C—F TGGTGACTACTTTGATGGACATTGT 313 Boisen 'y col.,
aaiC-R GACACTCTCTTCTGGGGTAAACGA 2012
Gioa | EPAL CAAAACCGACAATCCCCGC 450 Vanelle y col.,
PR gipA2 GCCGATTGCCGGATGGACAA 2016
AIEC
InfA IpfA-1 GGCCTTCTTTCAGACGGTA 750 Chasaing y col.
P IpfA-2 CTGGAAAACTGCGATATCTCC 2011

PCR de los genes mds significativos de los pa-
totipos STEC, EAEC y AIEC. Los genes dia-
nas seleccionados y los primers empleados en
cada una de las PCRs se recogen en la tabla 2.

El volumen final de cada reaccién fue de
20 pl, se empled el kit NXT Tag PCR EURx®,
el cual contiene el buffer con la Tag DNA
Polymerase, MgCl, y los dNTPs, los primers
(Tabla 2) y 2 microlitros de la muestra de
ADN a amplificar. Como control negativo,
se utilizaron 2 pl de agua destilada estéril y
como control positivo del patotipo STEC se
emplearon 2pl el ADN extraido de la cepa
0O157:H7, CECT 4783, para el patotipo EAEC
2ul de ADN extraido de la cepa O44:H18,
CECT 737, para el gen aaiC el ADN extraido
de la cepa O104:H4, cedida por el Dr. Lucas
Dominguez (Lab. VISAVET.UCM. Madrid) y
para el control positivo del patotipo AIEC 2pl
de ADN extraido de la cepa LF82 cedida por
el Dr. Barnich (INRA. Universidad De Avig-
non. Francia).

6. Estudio de la resistencia antimicrobiana de
los E. coli aislados

6.1. Deteccion fenotipica de la resistencia anti-
microbiana (Antibiograma)

Para el estudio fenétipico de resistencia
antimicrobiana de las cepas de E. coli pre-
viamente identificadas y aisladas, se empled
el método de la difusién en gel o método de
Kirby-Bauer (Bauer et al., 1966), también co-
nocido como antibiograma. Para su realizacién
se sembrd en sdbana una suspension del culti-
vo puro en 100u1 de solucién salina, con una
turbidez ajustada a un patrén 0,5 de la escala
de McFarland, equivalente a 1.5x10% UFC/mL
(Mc Farland, 1907), en placa de Petri con Agar
Miiller-Hinton (Pronadisa. Espafia). Posterior-
mente, se colocaron 7 discos de los antibidticos
(colistina, amoxcilina-dcido clavuldnico, ampi-
cilina, polimixina b, gentamicina, tetraciclina
y ciprofloxacino) (tabla 3) con concentracion



AN. VET. (MURCIA) 36: 1-18 (2022). RESISTENCIA ANTIBIOTICA EN DISTINTOS PATOTIPOS DE E. COLI RUIZ HERRERO E. ET AL 9

Tabla 3. Interpretacion de los halos generados por los discos de antibidticos.

Antibiético
Susceptible

Ciprofloxacino +25mm
Amoxicilina- ac.

L. +19mm
Clavuléanico
Ampicilina +14mm
Gentamicina +17mm
Tetraciclina +19mm
Colistina +17mm
Polimixina B +19mm

Diametro de los halos (mm): Didmetro de los halos (mm): Referencia

Resistente
-22mm
-19mm
EUCAST
-14mm

-17mm

-14mm Bryanetal., (2013).

-11mm
CLSI (2020).
-13mm

Tabla 4: Informacion sobre los primers empleados para la deteccidn de resistencia antimicrobiana por PCR.

GENES PRIMERS SECUENCIA DE Tamafio del REFERENCIA
OLIGONUCLEOTIDOS fragmento
(5°-3) (pb)
bla Kpe-F AAC AAG GAATAT CGT TGATG 916 Sacsaquispe-Contreras et
ke Kpe-R AGA TGA TTT TCA GAG CCT TA et Bailén-Calderén, 2018
IMP-F GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC 232 Poirel et al., 2010
blay,  IMPR  GGTTTAAYAAAACAACCACC
bl NDM-F  GGTTTGGCGATCTGGTTTTC 621 Poirel et al., 2010
NM  NDM-R  CGGAATGGCTCATCACGATC
_ CLR5-F  CGGTCAGTCCGTTTGTTC 400 Liu et al., 2016
mer-l G RSR CTTGGTCGGTCTGTA GGG

conocida (Bio-Rad Laboratories). Las placas se
incubaron a 37°C durante 24 horas. Para su in-
terpretacion se midieron los halos de inhibicion
generados alrededor de los discos de antibio-
ticos. Clasificando las muestras en sensibles,
intermedias y resistentes (tabla 3).

6.2. Deteccion de genes asociados a carbapene-
masas y de resistencia a la colistina por méto-
dos moleculares (PCR)

Para la deteccién en las cepas aisladas de
E. coli, de genes asociados a carbapenemasas y
genes de resistencia a la colistina se realizaron

distintas PCRs. Para el estudio de resistencia
frente a carbapenemasas se emplearon como
genes diana los genes: bla, (Rehman et al.,
2020), bla,,. (Vera-Leiva et al., 2017)y bla,,,
(Zhang et al., 2018) Para el estudio de la re-
sistencia frente a la colistina se emple6 como
gen diana el gen mcr-1 (Zhang et al., 2018).
La informacion relativa a los primers utilizados
viene recogida en la tabla 4.

Para cada reaccién se utiliz6 un volumen
final de 20 microlitros (ul), el kit NXT Taq PCR
EURx®, el cual contiene el buffer con la Taq
DNA Polymerase, MgCl, y los dNTPs, al que
se adicionaron los primers indicados en la tabla
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Tabla 5: Prevalencia detectadas en los genes asociados a los patotipos STEC, EAEC y AIEC.

Stxl
N.? de Colonias a investigar 70
N.° de Colonias POSITIVAS 1
Prevalencia 1%

4 y 2 microlitros de la muestra extraida de ADN
a amplificar. Como control negativo, se utiliza-
ron 2 pl de agua destilada estéril y como control
positivo 2ul de ADN extraido de la cepa cedida
por la Dr. Mora del laboratorio de referencia de
E. coli, siendo las cepas para mcr-1 de origen
animal y las cepas de bla bla,., bla,,, de
origen humano.

Todas estas reacciones se realizaron y visua-
lizaron siguiendo la metodologia descrita en el
apartado 3.3.

NDM’ KpPC’

RESULTADOS

1. Resultados obtenidos del estudio de pato-
tipos

Realizamos el estudio de los patotipos
STEC, EAEC y AIEC en cada muestra cdrnica.
Para hacer un cribado inicial, se realizé6 una
primera deteccién de genes asociados a patoti-
pos con un pool de ADN extraido de todas las
colonias de cada muestra.

Para el estudio del patotipo STEC, 16 mues-
tras dieron positivo mediante técnicas molecu-
lares (PCR) al gen stx/, stx2 y/o eae. Pero en
ninguna muestra se detecté la combinacién de
los tres genes de manera simultdnea. Cuando se
repitié el estudio en las colonias aisladas de estas
16 muestras, siendo un total de 70 colonias, se
identificaron ya de forma individualizada dos co-
lonias positivas al gen szx/, una colonia positiva
al gen stx2 y 21 colonias positivas al gen eae.

Para el estudio del patotipo AIEC, 10 mues-
tras dieron positivo mediante técnicas molecu-

Stx2 eae GipA Ipf aaiC
70 70 46 80 8
1 21 3 19 1
1% 30% 7% 24% 13%

lares (PCR) al gen Gip A. Por ello, se realizé
la PCR a las 46 colonias aisladas de esas 10
muestras, siendo solo 3 colonias positivas en
PCR al gen Gip A. Sin embargo, para el otro
gen asociado a este patotipo 18 muestras dieron
positivo mediante técnicas moleculares (PCR)
al gen Ipf, por lo que se realiz6 la PCR a las 80
colonias aisladas de esas 18 muestras dando 19
colonias positivas a este gen.

Para el estudio del patotipo EAEC, Solo 2
muestras dieron positivo mediante técnicas mo-
leculares (PCR) al gen aaiC. Se realizé la PCR
a las 8 colonias aisladas de esas 2 muestras,
dando solo 1 positiva.

Como se puede observar, en la tabla 5, el
mayor porcentaje de muestras positivas se en-
cuentran en los genes eae y Ipf. El primero per-
tenece al grupo de genes tipico de las cepas
STEC y el segundo es tipico del grupo de genes
de las cepas AIEC.

2. Resultados del estudio fenotipico y genémi-
co de resistencia antimicrobiana

En los 27 alimentos cérnicos investigados,
tras el aislamiento en distintos medios de culti-
vo, se escogio al azar una de las cepas aisladas
de cada muestra para realizar el estudio fenoti-
pico de la resistencia antimicrobiana. Por tan-
to, se realizaron 27 antibiogramas siguiendo la
metodologia descrita en materiales y métodos.
Reflejando los resultados en la tabla 6.

En la tabla 7 se refleja el porcentaje de
muestras sensibles, resistentes o de sensibilidad
intermedia en funcién del antibidtico empleado.
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Tabla 6. Resultados de los halos de inhibicion (en cm) de los antibiogramas.

N.° de referencia Cs ¢ Pxb ¢ Cng Te ¢ Amc ¢ Amp ¢ Cip ¢

En verde las bacterias sensibles, en rojo las bacterias resistentes y en azul las que tienen sensibilidad intermedia.




12 AN. VET. (MURCIA) 36: 1-18 (2022). RESISTENCIA ANTIBIOTICA EN DISTINTOS PATOTIPOS DE E. COLI RUIZ HERRERO E. ET AL

Tabla 7. Porcentaje de muestras en funcién de la sensibilidad a los antibidticos

CS PXB CN TE AMC AMP CIP
Resistente 89% 78% 15% 67% 100% 81% 22%
Intermedio 11% 22% 0% 7% 0% 0% 0%
Sensible 0% 0% 85% 26% 0% 19% 78%

CS: colistina. PxB: polimixina b. CN: gentamicina. TE: tetraciclina. AMC: amoxicilina-dcido clavuldnico.

AMP: ampicilina. CIP: ciprofloxacino.

Los resultados mostraron un bajo niimero
de muestras sensibles a la colistina, polimixina
b, amoxicilina-4cido clavuldnico, ampicilina y
a las tetraciclinas. Mientras que los resultados
de los antibiogramas para el ciprofloxacino y la
gentamicina mostraron un nimero mas elevado
de sensibilidad de las cepas investigadas, a es-
tos antibidticos.

Los resultados obtenidos en el estudio de es-
tas resistencias a nivel fenotipico, no se corres-
ponden con los obtenidos por métodos molecu-
lares para detectar genes de resistencia. Asi, no
se detectaron genes asociados a la presencia de
carbapenemasas o de resistencia a la colistina en
las diferentes cepas aisladas en los productos ali-
mentarios investigados. Esto puede deberse a que
existen mecanismos muy variados de resistencia,
desde la presencia de otros genes no estudiados,
hasta la produccién de biofilms. Por ello, el que
no detectemos alguno de los 4 genes estudiados
no quiere decir que no presente otros genes u
otros mecanismos de resistencia no estudiados.

Relacionando los resultados de los antibio-
gramas con las especies de abasto estudiadas,
podemos constatar que las cepas provenientes
de las muestras de vacuno muestran una me-
nor sensibilidad que el resto de especies a la
gentamicina, esto significa que el 33% de las
muestras de vacuno son resistentes a este anti-
bidtico, frente al 0% de las de pollo y al 12%
de las de porcino.

Las cepas aisladas de las muestras de cerdo,
muestran mayor resistencia a la ampicilina que

las de otras especies, el 94% de las muestras de
porcino eran resistentes a la ampicilina frente al
67% de las muestras de pollo y al 50% de las
muestras de vacuno. Finalmente destacar el ele-
vado grado de resistencia frente al ciprofloxaci-
no de las muestras de pollo, donde el 67% de
las muestras eran resistentes al ciprofloxacino
frente al 18% de las muestras de porcino y al
17% de las muestras de vacuno.

DISCUSION

Comparando nuestros resultados de resis-
tencia genotipica y fenotipica con los publica-
dos por Pormohammad et al., (2019), donde
hace una revisién bibliogréfica de varios estu-
dios de distintos paises de la resistencia a los
antibidticos en E. coli, clasificando las muestras
segin su origen (humano, animal y alimento/
ambiente). En este estudio las prevalencias de
resistencias en las muestras de alimentos/am-
biente fueron de: 3,2% para la colistina, 14,4%
para el ciprofloxacino, 4,8% para la amoxici-
lina-acido clavulanico, 47% en la tetraciclina,
9% en la gentamicina y un 40,2% en la ampici-
lina. Si comparamos estas prevalencias con los
resultados de nuestro estudio, observamos que,
en nuestro estudio, en la colistina y la amoxi-
cilina-dcido clavuldnico se observaron preva-
lencias mucho mayores. Por otro lado, nuestro
estudio mostré porcentajes muy superiores de
resistencia frente a la tetraciclina o a la ampici-
lina, mientras que los resultados obtenidos para



AN. VET. (MURCIA) 36: 1-18 (2022). RESISTENCIA ANTIBIOTICA EN DISTINTOS PATOTIPOS DE E. COLI RUIZ HERRERO E. ET AL 13

la gentamicina y el ciprofloxacino son similares
a la descrita en otros trabajos.

La elevada resistencia fenotipica de las ce-
pas aisladas frente a la colistina y a la polimixi-
na b junto con la muy baja prevalencia del gen
mcr-1, obtenidas en este trabajo, no coincide
con los resultados obtenidos por otros autores
asi, Irrgang et al., (2016) obtuvieron en mues-
tras cérnicas de pollo prevalencias del 1% de
resistencia a la colistina, de las cuales el 50%
presentaban el gen mcr-1; la carne de pavo tuvo
una prevalencia del 5.9% de resistencia a la
colistina de las cuales el 90,9 % presentaban el
gen mcr-1; en la carne de vacuno el 5,7% pre-
sentaba resistencia a la colistina de las cuales el
25% presentaba el gen mcr-1. Sin embargo, en
la carne de porcino no se aislaron muestras re-
sistentes a la colistina ni positivas al gen mcr-1.

Ambos B-lactdmicos, mostraron niveles ele-
vados de resistencia en los antibiogramas de las
muestras analizadas, estas mostraron resistencia
en la amoxicilina-dcido clavuldnico. En un es-
tudio (Luo et al., 2018) realizado en 2993 cepas
de E. coli provenientes de pacientes enfermos

humanos, solo 24 cepas mostraron resistencia a
los P-lactdmicos. Los autores realizaron la bus-
queda de genes de resistencia a los p-lactdmicos
y detectaron 4 cepas positivas al gen bla,, 2
cepas positivas al gen bla,,.y 1 cepa positiva
al gen bla, . Estos resultados coinciden par-
cialmente con los nuestros. En nuestro estudio,
la prevalencia de la resistencia fenotipica a los
B-lactdmicos es muy elevada si la comparamos
con el trabajo de Luo et al. (2018), donde estas
prevalencias son mds bajas. En cambio, la pre-
valencia de resistencia genotipica a los genes
indicados anteriormente obtenida por estos au-
tores fue baja, coincidiendo con la prevalencia
genotipica obtenida en nuestro estudio.
Comparando nuestros resultados con los
datos de resistencias publicados por Liu et al.,
(2022) donde estudiaron 260 cepas de E. coli de
origen fecal, nuestros resultados parecen coin-
cidir con los autores, ya que, en nuestro estudio,
de 27 cepas 25 presentan resistencia al menos a
3 de los 7 antibidticos testados por antibiogra-
ma (Figura 1), obteniendo una prevalencia del
92% de presencia de cepas multirresistentes. En

N2 de muestras
[\ w B vl [e)

-

8
7
7
6
3
2
1 I 1

, |1 ]

1 2 3 4 5 6 7

N2 de antibiéticos resistentes

Figura 1. Nimero de muestras clasificadas en funcion a la cantidad de antibidticos resis-

tentes en el antibiograma.
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el estudio mencionado anteriormente se citan
prevalencias del 84% de cepas resistentes en, al
menos, 3 antibidticos de los 12 que emplearon
los autores.

Liu et al. (2022) también calcularon la pre-
valencia de algunos genes de resistencia, entre
ellos el blaNDM, donde encontraron prevalencias
muy bajas (3,1%) coincidiendo con nuestros
resultados.

CONCLUSIONES

En las muestras analizadas, los genes con
mayor presencia y asociados a los patotipos
STEC, EAEC y AIEC fueron eae y Ipf, relacio-
nados con mecanismos de virulencia de adhe-
rencia/adhesion.

1) El estudio fenotipico, por antibiograma
de resistencia antibidtica, mostrd resis-
tencia a varios antibidticos como a la
colistina, polimixina b, amoxicilina-
dcido clavuldnico, ampicilina y a las
tetraciclinas en los E. coli encontrados
en los alimentos cdrnicos muestreados.
Siendo mas prevalentes las resistencias
al ciprofloxacino en la carne de ave, a
la ampicilina en la carne de cerdo y a la
gentamicina en la carne de vacuno.

2) El estudio genémico (por PCR), para la
deteccion de genes de resistencia a los
antibidticos investigados en este estudio,
mostr6 una baja prevalencia de los genes
frente a carbapénicos o colistina (genes
blaNDM‘, blaKPC, blaIMP, mcr-1) que no se
correlacion6 con la resistencia fenotipica
encontrada en las muestras analizadas.

3) A la vista de la escasa correlacion de
resultados obtenidos entre el antibiogra-
ma (perfil fenotipico) y la deteccion de
genes de resistencia a los antibidticos
(perfil genémico) propuestos en el es-
tudio, se requiere realizar futuros estu-
dios adicionales con mayor nimero de
muestras para contrastar y verificar estos
resultados.

4) Los resultados obtenidos en el presente
trabajo, si bien no implican un riesgo
de produccion de brotes alimentarios y/o
emision de alertas sanitarias, si nos in-
dican un posible riesgo potencial de los
mismos, si se presentaran condiciones
ambientales y de manejo favorables.

5) Finalmente, se hace necesario, por parte
de la administracién y profesionales de
la inspeccidn veterinaria, seguir desarro-
llando programas rutinarios de vigilancia
sanitaria de alimentos como medida efec-
tiva de prevencién y control de las en-
fermedades emergentes y reemergentes,
ocasionadas por microrganismos como es
E. coli en alimentos de consumo publico.
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