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RESUMEN

Un estudio realizado durante el afio 2015 donde se evaluo la calidad e inocuidad en
quesos artesanales de seis departamentos de Honduras que estan dentro de las
regiones productoras de quesos del pais. Los resultados de este estudio de calidad
microbiologia en este tipo de alimentos son algo alarmantes ya que el recuento de
bacterias totales y coliformes fecales fueron superiores a 1 x 103 UFC/g lo cual
supera los limites establecidos en reglamentos para este tipo de productos. Esto
debido a malas practicas de manufactura que puedan tener los pequefios y medianos
productores. Escherichia coli es un patdgeno que sirve como indicador de contamina-
cion fecal en agua y alimentos. Esta bacteria ha evolucionado a ser un versatil pato-
geno intestinal que puede albergar varios genes de virulencia que crean lesiones en
células intestinales. Objetivos: El objetivo principal fue clasificar molecularmente los
patotipos y grupos filogenéticos de E. coli de cepas obtenidas a partir de muestras de
quesos. Adicionalmente se logro la clasificacion de las cepas en serotipos lo cual
brindo mas informacion y coincidencias epidemioldgicas con otros estudios de otras
fuentes. El estudio comprendié el afio 2016 donde se realiz6 toda la parte experimen-
tal y 2017 se concluy6 el anélisis de todos los datos obtenidos. Resultados: Un total
de 48 cepas obtenidas del estudio del 2015 donde un 86% (n=41) fueron obtenidas
de queso semiseco, y el resto de ellas de queso fresco y seco. Un 58% (n=28) amplifi-
caron para dos patotipos principales EPEC (en un 54%) y ETEC (46%). El grupo
filogenético predominante fue el B1 con un 50% (n=24). Los serogrupos predominan-
tes en las cepas fueron 06, 08, 0159. Conclusiones: El saber que existen patotipos
que albergan factores de virulencia causantes de patologias intestinales; en alimen-
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tos de alto consumo como los quesos artesanales, es un problema de inocuidad
alimentaria que debe tomarse en serio. Existen muchas preguntas que responder
después de esta descripcidn de situacion de un patdgeno que puede causar brotes
en cualquier momento.
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ABSTRACT

In a study conducted in 2015, the quality and safety of artisanal cheeses from six
departments of Honduras was evaluated (that are within the cheese producing
regions of the country). The results of this microbiology quality study in this type of
food are somewhat alarming since the total bacteria count and fecal coliforms were
higher than 1 x 103 CFU / g (exceeding the limits established in regulations for this
type of products). This is due to poor manufacturing practices that small and medium
producers may have. Escherichia coli is a pathogen that serves as an indicator of
fecal contamination in water and food. This bacterium has evolved to be a versatile
intestinal pathogen that can harbor several virulence genes that create lesions in
intestinal cells. The main objective was to classify molecularly the pathotypes and
phylogenetic groups of E. coli from strains obtained from cheese samples. Additiona-
lly, the classification of strains in serotypes was achieved, which provided more infor-
mation and epidemiological coincidences with other studies from other sources. The
study comprised the year 2016 where the whole experimental part was carried out
and 2017, the analysis of all the data obtained was concluded. A total of 48 strains
obtained from the 2015 study where 86% (n = 41) were obtained from semi-dry
cheese, and the rest from fresh and dry cheese. 58% (n = 28) amplified for two main
EPEC pathotypes (in 54%) and ETEC (46%). The predominant phylogenetic group
was B1 with 50% (n = 24). The predominant serogroups in the strains were 06, O8,
0159. It can be concluded that there are pathotypes which harbor virulence factors
that cause intestinal pathologies. In high-consumption foods such as artisan cheeses,
it is a food safety problem that must be taken seriously. There are many questions to
answer after this description of the situation of a pathogen that can cause outbreaks
at any time.

Keywords: E. coli, phylogenetic groups, pathotypes, serotypes.
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INTRODUCCION

Las enfermedades transmitidas por alimentos como resultados del consumo de
comida contaminada con E. coli diarreogénica, ha sido reconocido como uno de los
problemas de salud mas prevalente alrededor del mundo. Ciertos patotipos tipica-
mente son transmitidos por agua o alimentos contaminados, sin embargo, esta preva-
lencia esta restringida a brotes y estudios en ciertas regiones. Estas bacterias son
afectadas por multiples factores presente en comida, por ejemplo la temperatura, pH,
actividad de agua, proceso de manufactura, y factores intrinsecos del microorganis-
mo como ser el inoculo. Asegurando la calidad microbiol6gica de los alimentos es uno
de los aspectos relacionados a salud publica. La iniciativa de One health
(http://lwww.onehealthinitiative.com) considera que la produccion de alimentos debe
asegurar inocuidad alimentaria ya que envuelve el ambiente, humanos y animales.
Es algo esencial que las enfermedades causadas por E. coli diarreogénica deben ser
tomadas en cuenta sabiendo el concepto de la cadena alimenticia que con lleva a
enfermedades transmitidas por alimentos y su epidemiologia. En el afio 2009 la FAO
[FAO, 2009] publico un resumen acerca de ETAS (Enfermedades transmitidas por
alimentos y su impacto socioeconémico) donde publicaba los casos de 5 paises
centroamericanos (Costa Rica, El Salvador, Guatemala, Honduras y Nicaragua). En
este resumen del 2009 se incluyen las enfermedades transmitidas por E. coli y otros
patdgenos intestinales como parasitos en los cinco paises. “Es necesario destacar
que en Honduras no existe un Sistema de Vigilancia de las enfermedades transmiti-
das por alimentos y que el informe de vigilancia pasiva rara vez contempla la identifi-
cacién del agente causal y menos frecuente la identificacion del alimento involucra-
do...”. El informe de la FAO realiza estimaciones de acuerdo a las estadisticas de
casos de diarrea donde se identificd el agente causal. E. coli y sus patotipos causan-
tes de diarrea se encuentran como cédigo 5 de la clasificacion estadistica internacio-
nal de ETAS junto a Clostridium sp, Campylobactery Yersinia enterocolitica. En las
estimaciones que presentdé Honduras en los distintos grupos etarios, ésta categoria
presenta 300 casos anuales y 178 de ellos son en nifios menores de un afio. Se debe
resaltar que, aunque no se conozca ni el alimento ni agente causal, es un problema
al que debe prestarse atencion. El siguiente estudio describe solamente un patogeno,
el cual es considerado ubicuo y debido a esa caracteristica un indicador de contami-
nacion fecal en aguas y alimentos ya que esta presente en el aparato digestivo de
humanos y animales. Los quesos artesanales al ser un alimento de alto consumo y
con alto riesgo de contaminacion por malas practicas de manufactura, ademas de su
origen puede ser victima de contaminacion por E. coli altamente patégena.
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REVISION LITERARIA

E. coli enteropatégena (EPEC)

Las cepas de EPEC son causantes de diarrea y su transmision es via fecal-oral a
causa de alimentos, agua o fomites actuando como vehiculo. En adultos sanos, la
diarrea inducida por EPEC puede ser iniciada con una dosis de 108 a 1010 microor-
ganismos, siendo esta dosis infecciosa menor en nifios [Matthew A. Croxen, 2013].
Los serotipos de EPEC fueron los primeros en describirse y en 1987 la Organizacion
Mundial de la Salud acordé que los serogrupos 026, 055, 086, 0111, 0114, O119;
0125, 0126, 0127, 0128, 0142 y 0158 serian los de busqueda prioritaria al ser los
causantes de enfermedad. [WHO, 1987]. En cuanto a la patogénesis de este patoti-
po; luego de un acoplamiento intimo, las cepas borran las microvellosidades del
hospedero, generando asi caracteristicas histopatoldgicas conocidas como efecto de
adhesion y esfacelamiento (aftaching and effacing-A/E). EPEC se distingue de otros
patotipos como EAEC, EIEC y ETEC que no provocan este efecto de A/E [Gaytan,
2016]. Los elementos genéticos responsables de la produccion de este efecto citopa-
tolégico estan dentro de una gran isla de patogenicidad conocida como LEE (locus of
enterocyte effacement). Ademas, las cepas EPEC son clasificadas como tipicas o
atipicas por la presencia o0 ausencia del factor de adherencia de EPEC (EPEC adhe-
rence factor, EAF), plasmido que codifica BFP (bundle forming pili) [Isabel C.A.
Scaletsky, 1999].

Figura 1.Patogénesis EPEC
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Tomado de: [James B. Kaper, 2004]. EPEC se adhiere a los enterocitos, pero destru-
ye la arquitectura normal de las microvellosidades, induciendo las lesiones caracte-
risticas de adhesion y esfacelamiento. El re-arreglo del citoesqueleto esta acompa-
fiado de respuesta inflamatoria y diarrea.
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E. coli enterotoxigénica (ETEC)

Este patotipo fue descubierto en el curso de una investigacion clinica en Calcuta,
India, durante 1950, con Vibrio cholerae, en la que los cultivos por esta bacteria resul-
taron negativos pero la sintomatologia clinica era presuntiva de célera por presentar
una diarrea acuosa y deshidratacion [Fleckenstein, 2013]. ETEC es un patotipo diver-
so de organismos diarreogénicos que comparten la habilidad de producir y eficiente-
mente secretar enterotoxinas termo-labiles (LT, heat-labile toxin); la cual presenta un
mecanismo similar a la enterotoxina de Vibrio cholerae, y termo-estables (ST,
heat-stable toxin) que contiene multiples residuos de cisteina que le brinda estabili-
dad al ser expuestas al calor y ser poco inmunogénica [Dorsey; FC, 2006]. Ambas
toxinas pueden expresarse juntas o solo una de estas y asi ocasionar dafio a células
epiteliales y se ha considerado como el principal agente etiologico de la diarrea del
viajero [C. Wenneras, 2004].

Figura 2. Patogénesis ETEC
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ETEC
Tomado de: [James B. Kaper, 2004].ETEC se adhiere a los enterocitos e induce
diarrea acuosa por la secrecion de toxinas termo labiles y/o termo estables.

Métodos y técnicas

Las cepas de E. coli provenian de un estudio realizado en el 2015 segundo estudio
aport6 48 cepas de E. coli de quesos artesanales variados. Estos quesos fueron obte-
nidos de distintos departamentos de Honduras que pertenecen a las zonas producto-
ras de lacteos artesanales, los cuales estan organizados en tres regiones producto-
ras. Los departamentos de la regién centro oriental incluyen: Olancho, El Paraiso,
Yoro y Atlantida. En la region occidental el departamento de Ocotepeque, y de la
region sur o del Pacifico se obtuvieron del departamento de Valle [Montoya, 2015].
En el siguiente mapa se muestra el numero de cepas aisladas por localidad.
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Figura 3. Numero de cepas de E. coli aisladas de quesos artesanales por
departamento. Un total de 48 cepas fueron analizadas.

Tomado de: [James B. Kaper, 2004].ETEC se adhiere a los enterocitos e induce
diarrea acuosa por la secrecién de toxinas termo labiles y/o termo estables.

Fuente: Elaboracién propia

Recoleccion de datos

Las fuentes primarias del estudio fueron las cepas bacterianas del Laboratorio Teas-
dale —Corti. Se utilizé una hoja de registro de cepario y una hoja de resultados Unica
para cada cepa donde se registraba cada item importante como localidad, origen de
cepa. La hoja de registro también contenia los resultados de cada una de las pruebas
moleculares a realizarse, asi como el serotipo de cada una de ellas junto con sus
caracteristicas bioquimicas estrictas de E. coli.

Andlisis de laboratorio

Se realizo el procedimiento bacteriologico correspondiente para la reactivacion y
verificacion de viabilidad y pureza de las cepas originarias de quesos artesanales
para poder continuar con los demas procesos en los laboratorios. Durante el proyecto
se emplearon varios laboratorios durante el proyecto ya el procesamiento bacteriol6-
gico y verificacion de pureza y viabilidad se realizé en el Laboratorio Teasdale-Corti y
algunos analisis moleculares en el Laboratorio de Biologia Molecular de la Escuela de
Microbiologia. Adicionalmente el anélisis de clasificacion de serotipos de las cepas al
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igual que su filogenia y factores de virulencia y algunos factores de colonizacion (prin-
cipalmente de las cepas con serotipos de ETEC) en el Laboratorio de Patégenos
Entéricos en el Departamento de Salud Publica de la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional Autonoma de México.

Confirmacion de identificacion bioquimica

La pureza y viabilidad de las cepas se realiz6 en infusion corazon-cerebro y en placas
de agar MacConkey, incubando las placas a 37°C durante 18-24h. Posteriormente se
confirmé la identificacion fenotipica mediante pruebas bioquimicas en las que se
incluyeron agar Kligler, urea, SIM, caldo rojo de metilo y Voges Proskauer, caldo
malonato-fenilalanina y acido glucénico. Los resultados de identificacion bioquimica
también estan anotados en el sistema de registro de manera fisica en bitacora de
laboratorio y de manera digital en el formulario establecido.

Determinacion antigénica de cepas de E. coli

La tipificacion seroldgica se realizo6 utilizando 187 sueros (SERUNAM) contra los 187
antigenos somaticos (O) y 53 sueros contra los antigenos flagelares (H) del esquema
antigénico de E. coli. Estos sueros se obtuvieron de conejos inmunizados con cepas
de referencia de E. coli (NCTC- National Collection of Type Culture).Terminada la
identificacion bioquimica y seroldgica de las cepas, se clasificaron en serogrupos (los
serotipos correspondientes a cada patotipo). En algunos casos un serotipo se encon-
tré reportado por mas de un patotipo, lo que se tomé en cuenta para aumentar las
posibilidades de encontrar factores de virulencia correspondientes para cada uno. La
serologia sirve como un orientador del patotipo correspondiente ya que en la natura-
leza pueden existir cepas hibridas que contienen uno o mas factores de virulencia.

Caracterizacion molecular

Para la caracterizacion molecular de los distintos patotipos de E. coli se aplico la
técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). La identificacion se realizd
mediante dos reacciones de PCR diferentes: en el primer PCR se amplificé un
fragmento de la region que codifica para factores de virulencia propios de cada patoti-
po; por su parte, el segundo PCR permitié determinar la relacién entre cepas al clasifi-
carlas en ocho grupos filogenéticos mayores A, B1,B2, C, D, E, F, y clado 1, segun lo
descrito por Clermont en 2013. [Olivier Clermont, 2013]
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Extraccion de acidos nucleicos

La caracterizacion de cepas se llevo a cabo en el Laboratorio de Patogenos Entéricos
de la UNAM, y siguiendo sus procedimientos se utilizd el método de extraccion
descrito por Islam [Islam, 2006]. En el laboratorio de Biologia Molecular en UNAH se
utilizé el método descrito por Boom solamente para aquellas cepas control [R. Boom,
1990].

Amplificacion de genes mediante Reaccion en cadena de la polimerasa PCR

Se efectuaron varios protocolos de PCR para determinar la presencia de secuencias
especificas en genes que codifican para factores de virulencia de dos patotipos
diarreogénicos de E. coli: EPEC, ETEC (esto debido a los serotipos que presentaron
las cepas de quesos artesanales). Los marcadores de virulencia a utilizar incluyeron,
eae (gen estructural para la intimina en EPEC y EHEC), bfpA (gen estructural para
BFP de las EPEC tipicas) y eaf, It, sth y stp (enterotoxinas de ETEC).

Este patotipo fue descubierto en el curso de una investigacion clinica en Calcuta,
India, durante 1950, con Vibrio cholerae, en la que los cultivos por esta bacteria resul-
taron negativos pero la sintomatologia clinica era presuntiva de colera por presentar
una diarrea acuosa y deshidratacion [Fleckenstein, 2013]. ETEC es un patotipo diver-
so de organismos diarreogénicos que comparten la habilidad de producir y eficiente-
mente secretar enterotoxinas termo-labiles (LT, heat-labile toxin); la cual presenta un
mecanismo similar a la enterotoxina de Vibrio cholerae, y termo-estables (ST,
heat-stable toxin) que contiene multiples residuos de cisteina que le brinda estabili-
dad al ser expuestas al calor y ser poco inmunogénica [Dorsey; FC, 2006]. Ambas
toxinas pueden expresarse juntas o solo una de estas y asi ocasionar dafio a células
epiteliales y se ha considerado como el principal agente etioldgico de la diarrea del
vigjero [C. Wenneras, 2004]. Los iniciadores, secuencias y cepas de referencia
empleados se describen en la Tabla 1.

PCR grupos filogenéticos
La segunda reaccion de PCR se efectu6 para clasificar las cepas de E. coli en grupos
filogenéticos. Se utilizé la técnica cuadruplex descrita por Clermont donde se pueden

clasificar en 8 grupos filogenéticos con el uso de los genes chuA, yjaA, TspE4.C2
arpA [Olivier Clermont, 2013]. Los iniciadores se describen en la Tabla 2.
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Tabla1. Iniciadores a utilizar en PCR para identificacion de patotipos y factores
de colonizacion de Escherichia coli.
Genes | Caodigo Secuencia de primers 5'a 3 Peso de | Referencia | Cepa de
amplicén referencia
(pb)
Eae | SK1 CCCGAATTCGGCACSAGCATAAGC 864 [Schmidt, 87237
SK2 CCCGGATCCGTCTGCCCAGTATTC 1994] 108287
Bfp bfp-F AATGGTGCTTGCGCTTGCTGC 326 [Gunzburg, | 87237
bfp-R GCCGCTTTATCCAACCTGGTA 1995] E2348
Eaf EAF-F | CAGGGTAAAAGAAAGATGATAA 397 [Franke, 87237
EAF-R | TATGGGGACCATGTATTATCA 1994] E2348
Lt LtA-F ACGGCGTTACTATCCTCTC 273 [Rodas, H-10407
LtA-R TGGTCTCGGTCAGATATGTG 2009]
Stp Stp-F TCTTTCCCCTCTTTTAGTCAG 166 [Rodas,
Stp-R ACAGGCAGGATTACAACAAAG 2009]
Sth Sth-F CTTTCTGTATTATCTTTTTCACCTTT 181 [Chattopad | H-10407
Sth-R CACCCGGTACAAGCAGGATTAC hyay, 2012]
Cfa CFAI-F | GGTGCAATGGCTCTGACCACA 479 [Bekal, H-10407
CFAI-R | GTCATTACAAGAGATACTACT 2003] 115365
cs1 Cs1-F GCTCACACCATCAACACCGTT 321 112114
Cs1-R | CGTTGACTTAGTCAGGATAAT
cs3 CS3-F | GGGCCCACTCTAACCAAAGAA 401 112114
CS3-R | CGGTAATTACCTGAAACTAAA
cs21 CS21-F | ATGAGCCTGCTGGAAGTTATCATTG 608 [Mazariego- | 90342
CS21-R | TTAACGGCTACCTAAAGTAATTGAGTT Espinosa, | 115362
2010]
Tabla2. Iniciadores utilizados en PCR cuadruplex para identificaciéon de grupos
filogenéticos. [Olivier Clermont, 2013]
Genes Cadigo Secuencia de primers 5a 3 Peso de | Referencia | Cepa de
amplicon referencia
(pb)
chuA chuA-F ATGGTACCGGACGAACCAAC | 288 [Olivier K-12
chuAR TGCCGCCCAGTACCAAAGACA Clermont, | 116979
yjaA yjaA-F CAAACGTGAAGTGTCAGGAG 21 2013 108287
yjaA-R ATTGCGTTCCTCAACCTGTG ECORT70
TspE4.C2 | TspE4-F CACTATTCGTAAGGTCATCC 152
TspE4-R AGTTTATCGCTGCGGGTCGC
armpA arpA-F AACGCTATTCGCCAGCTTGC 400
arpA-R TCTCCCCATACCGTACGCTA
arpA* ArpAgpC-F AGTTTTATGCCCAGTGCGAG 219
ArpAgpC-R TCTGCGCCGGTCACGCCC
tfrpA* TrpBA-F CGGCGATAAAGACATCTTCAC | 489
TrpBA-R GCAACGCGGCCTGGCGGAAG

*Corresponde al primer ArpAgpC (Filo grupos Ao C)
** Corresponde al primer trpBA usado como control interno.
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Analisis bioestadistico

A partir de la base de datos generada con el registro de cepas y los resultados de las
técnicas de caracterizacion molecular de las cepas de E. coli para identificar los pato-
tipos y los grupos filogenéticos, se generaron las frecuencias absolutas utilizando el
software Excel 2016 mediante estadistica descriptiva [Daniel, 2002]. Las tablas se
generaron en el programa Minitab 17 ® utilizando frecuencias absolutas.

Resultados
Los resultados de las 48 cepas de quesos artesanales se muestran en la tabla 3.

Estos se han organizado en serotipos, de acuerdo a los grupos filogenéticos en que
se encuentran y la frecuencia de cada uno.

Tabla 3. Serotipos de E. coli aislada de quesos artesanales

Serotipo | N | Grupo | Serotipo N | Grupo | Serotipo N | Grupo
O101:H9 | 1 A 49766:H10 | 2 B1 06:H1 1 B2
0129:H30 | 3 O111ab:H2 | 1 0125ab:H37 | 1
0176:H30 | 1 0124:H38 | 1 06:H16 1 C
020:H11 | 1 O129:H30 | 1 08:H9 3
040:H4 | 2 0153:H12 | 1 020:H21 1 | CLADO
1
O41:H10 | 1 0159:H? 1 0159:H11 1 D
069:H51 | 1 0159:H21 3 0102:H7 1 E
025:H21 1 0101:H9 1 U
06:H? 4 0159;H21 2
06:H2 2 06:H2 1
06:H51 1 08:H12 1
06:H9 1
08:H12 3
08:H21 2
TOTAL | 10 24 14 48

En cuanto los grupos filogenéticos el de mayor frecuencia fue el grupo B1 con 50 %
(n=24), sequido del grupo A con el 21 % (n=10). A continuacion, el grupo C tuvo una
frecuencia de 8 % (n=4) y el grupo B2 con un 4 % (n=2). Los grupos D, E y Clado 1
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tuvieron una frecuencia de 2 % (n=1) cada uno. Un 11 % (n=5) de las cepas de origen
de quesos artesanales no se pudieron agrupar en los demas grupos filogenéticos es
decir se nombran U.

Es de hacer notar que, entre las cepas provenientes de quesos artesanales, el sero-
grupo O6 represent6 el 23 % (n=11). En este serogrupo se clasificaron seis diferentes
serotipos, de la siguiente manera: el de mayor frecuencia es el 06: H?, con un 8 %
(n=4) correspondientes al grupo B1. El serotipo O6:H2 se encontrd en ambos grupos
B1y U; y los demas serotipos se encontraron en 06:H51; O6:H9 se encontro en el
grupo B1 y los serotipos O6:H1y 06 H16 en el grupo filogenético B2 y C, respectiva-
mente.

El serogrupo O6 al igual que el O8 generalmente se encuentra en la literatura identifi-
cados con el patotipo ETEC. El serogrupo O8 en estas cepas es el segundo mas
frecuente con 19 % (n=9); los serotipos son O8:H12 de las cuales tres cepas pertene-
cen al grupo B1'y una con grupo desconocido (U). El segundo serotipo es O8:H9 con
tres cepas en el grupo C, finalmente O8:H21 con dos cepas en el grupo B1. EI 15 %
(n=7) de las cepas pertenece al serogrupo 0159 en el cual el serotipo 0159:H21 es
el frecuente con tres cepas en el grupo B1 junto con su variante no movil haciendo un
total de 4 cepas en este grupo. Las demas variantes de 0159:H21 (n=2) no tienen un
grupo definido (U) y 0159:H11 (n=1) encontr6 en el grupo D. Los resultados de sus
factores de virulencia se encuentran en la tabla 4 En la grafica 1 se muestran los
grupos filogenéticos de acuerdo a las cepas que contenian factores de los distintos
patotipos.

De los resultados de la tabla anterior se realiz6 una grafica con las frecuencias abso-
lutas de las cepas que codificaron para EPEC y ETEC. La grafica se realiz6 tomando
en cuenta solamente ambos patotipos y los grupos filogenéticos para poder visualizar
mejor la distribucion de ambos patotipos en los 7 grupos encontrados.

El 58 % (n=28) de las cepas de quesos artesanales presentaron factores de virulen-
cia. La frecuencia de los patotipos se divide de la siguiente manera: el 54 % (n=15)
presentaron factores de EPEC del cual el 32 % (n=9) son EPEC atipicas y el 21 %
(n=6) son EPEC tipicas. Las cepas del patotipo ETEC representan un 46 % (n=13)
del total de cepas analizadas.

Se pueden denotar ciertos resultados en cuanto a sus serotipos; por ejemplo, 040:H4

se encontré en ambos patotipos (a-EPEC y ETEC) dentro del mismo grupo filogenéti-
co A. El caso anterior puede observarse en el serotipo 0159:H21 el cual se encuentra
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en el grupo B1y U, siempre en ambos patotipos. Los demas serotipos 0159: H? /HR
y 0159:H11 se encontraron en ETEC en los grupos B1y D.

Tabla 3. Serotipos de E. coli aislada de quesos artesanalesTabla 4. Resultados
de factores de virulencia en cepas de quesos artesanales.

Serotipo | N | Grupo | Patotipo Gen
040:H4 1 A a-EPEC eae+
069:H51 1
0129:H30 | 1
O101:H9 | 2 | AU
O111ab:H2 | 1 B1
0159:H21 | 2
0102.H7 | 1 E
06:H? 3 B1 t-EPEC eae+,bfpt
08:H21 1
08:H12 2 | B1U
040:H4 1 A ETEC It+,sth+
O159:H? | 1 B1
06:H9 1 B1
0159:H21 | 2 | B1,U
06:H1 1 B2
08:H9 3 C
06:H16 1 C It+,sth+,cs1+,0521+,c83+
O159:H11 | 1 D It+, sth+
06:H2 1 U
cfa+
0159:H12 | 1 U It+,sth+,cs1+,c521+,c83+
Total 28

En cuanto a los serogrupos mencionados en el anélisis de la tabla 3. El serogrupo O8
con sus serotipos 0O8:H21(n=1) y 08:H12 (n=2), se encontraron en el mismo patotipo
EPEC, siendo ambos EPEC tipicas y del grupo B1'y una cepa de grupo U (desconoci-
do). El serogrupo O6 presenta mayor diversidad ya que los serotipos 06:H9, O6:H1,
06:H16, 06:H2, pertenecientes a los grupos B1, B2, C, y U respectivamente, perte-
necen al patotipo ETEC. El serotipo O6: H? se encontrd en el grupo B1y pertenece
alas EPEC tipicas.
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Grafica 1. Frecuencia de grupos filogenéticos de acuerdo a frecuencia de los
distintos patotipos en cepas de quesos artesanales
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Los hechos a resaltar de esta fuente son, que ninguna cepa amplific el gen eaf de
EPEC tipicas, que solamente dos cepas de ETEC presentaron los factores de coloni-
zacion o antigenos de superficie CS1, CS21 y CS3, las cuales son de los serotipos
06:H16 (este amplifico para cfa) y 0159:H12. Ninguna cepa amplificd para la porcién
porcina de la toxina termoestable de ETEC. Ambas cepas mencionadas anteriormen-
te provienen del departamento de Atlantida. estas cepas no amplificaron para alguna
de las toxinas de STEC u otro factor de virulencia de los demas patotipos.

Anteriormente, en la descripcion de la muestra se menciond la distribucion del tipo de
estos quesos, siendo el tipo semiseco el que representd el 86 % (n=41) de las mues-
tras, seguido de queso seco con 8 % (n=4) y queso fresco con 6 % (n=3). En cuanto
a la proveniencia de las muestras, corresponden a las zonas productoras de acuerdo
a la distribucion de la Secretaria de Agricultura y Ganaderia (SAG). La zona centro
oriental represent6 el 90 % (n=43) de los quesos analizados; los aislamientos fueron
divididos de la siguiente manera: El Paraiso representé el 23 % (n=11), Olancho 17
% (n=8), Atlantida el 10 % (n=5) y Yoro un 40 % (n=19). La regioén Occidental repre-
sentada por el departamento de Ocotepeque con un 4 % (n=2). La region sur del pais
solamente esta representa por un 6 % existiendo tres aislamientos del departamento
de Valle.
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Para crear un analisis completo y recuperar la mayor informacién posible de estas
cepas se analiz6 la distribucién de patotipos en el pais de acuerdo al origen departa-
mental de cada una de ellas, y el tipo de queso del cual fueron obtenidas. El siguiente
mapa (Figura 4) muestra la distribucién de patotipos de quesos artesanales con sus
serotipos.

Figura 4. Mapa de distribucion espacial de patotipos de E. coli en quesos artesa-
nales por departamento.
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Los resultados positivos se distribuyeron segun el patotipo y en orden descendente
(el patotipo con mayor frecuencia por departamento se menciona primero). Se descri-
be el serotipo de la cepa que amplificé para los distintos factores, seguido de su grupo
filogenético y entre paréntesis la frecuencia absoluta de cada serotipo. Destacando
en color rojo aquellos serotipos comunes entre departamentos y en azul se destaca
los resultados positivos del total de aislamientos por departamento. Las abreviacio-
nes SS (queso semiseco) y QF (queso fresco) describe el tipo de queso donde se
obtuvieron las cepas.
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Se observé que, en ambas regiones, ETEC esta presente en distinta proporcién en
cada departamento. El serotipo O40:H4 se encuentra en Yoro y El Paraiso como dos
patotipos distintos a-EPEC y ETEC. Se pudo observar también que el serotipo O6: H?
se encuentra como t-EPEC en el mismo grupo B1, pero en departamentos totalmente
alejados uno de otro (Ocotepeque y Olancho), y adicionalmente en dos distintos tipos
de quesos ya que las del departamento de Ocotepeque son de queso fresco. El sero-
tipo 0159:H21 y 0159: H? se encuentra como ETEC en Olancho y El Paraiso y en
el mismo grupo filogenético B1, pero se encuentré como a-EPEC en Yoro. Las varian-
tes de este serogrupo 0159:H12 y O159:H11 se encuentran ambas en el patotipo
ETEC en los departamentos de Yoro y Atlantida y sus grupos filogenéticos son distin-
tos (U, D).

DISCUSION

La serologia es una herramienta empleada particularmente en laboratorios de
referencia, ya que las posibilidades de someter cada cepa a 187 antisueros somati-
cos y a 56 flagelares, son muy pocas, por lo cual en la mayoria de los casos se recu-
rre localmente a antisueros especificos para casos particulares tales como 0157:H7,
que es un patdgeno reconocido en los ultimos afios por su impacto en salud publica
por causar el Sindrome Urémico Hemolitico.En nuestro caso, la serologia sirvié como
una prueba orientadora para agrupar las cepas en patotipos segun el resultado de la
serologia y, de esta manera someterlas a las pruebas moleculares correspondientes.
La oportunidad de poder realizar la serologia nos permitié conocer los serotipos circu-
lantes en Honduras. No se encontr6 un estudio referente en el pais donde la serolo-
gia de E. coli se haya realizado con tanto detalle. Los resultados de serologia ademas
de brindar orientacion para la realizacién de las pruebas moleculares, sirvié para
informarnos acerca de los serotipos comunes en los distintos ambientes y departa-
mentos en caso de las cepas de quesos artesanales. Al combinar toda la informacion
de factores de patogenicidad y filogenia de las cepas con su serotipo vemos si estos
se presentan en los distintos ambientes como cepas patdgenas o como cepas que
aun no adquieren estos factores y su relacion filogenética.

Podemos considerar que clasificar en serotipos las cepas de E. coli, orienta la
busqueda de factores de virulencia pero que el diagndstico molecular es indispensa-
ble para clasificar las cepas en los distintos grupos patégenos y que aun hay mucho
por estudiar para comprender un patdégeno tan ubicuo.
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Al comparar los porcentajes obtenidos en nuestro estudio, con reportes publicados en
2017 por Torres, en general en América Latina los aislamientos mas frecuentes en
muestras humanas corresponden al patotipo ETEC [Torres, 2017].

Existen ambos (EPEC y ETEC) patotipos en cepas provenientes de quesos artesana-
les. Se debe resaltar que algunas cepas clasificadas como ETEC presentan factores
de colonizacioén; los cuales permiten al patdgeno adherirse a superficies tal como las
paredes del enterocito donde este causa efecto patologico.

El serotipo 0159:H21 fue descrito por primera vez por Blanco en 1992[Blanco, 1992],
aislado durante 1983 en un pequefio brote de diarrea en infantes de distintos hospita-
les de Espaiia, albergando solamente la toxina termolabil. Este serotipo y sus varian-
tes (0159:H4, 0159:H-) se ha considerado tipico de ETEC, se ha reportado en Egipto
como un serotipo que codifica una de dos toxinas, Lt+ o ST+ asi como sucede en las
cepas descritas en este estudio [Peruski, 1999]. En el presente informe este serotipo
es clasificado como ambos EPEC y ETEC presentando factores de patogenicidad
descritos para cada patotipo.

CONCLUSIONES

EPEC y ETEC son patotipos causantes de diarrea en diferentes grupos etarios y
hospederos inmunocomprometidos. El hecho de encontrar factores de virulencia en
cepas de origen alimentario es evidencia de que enfrentamos un potencial patégeno
causante de ETAS.

Preguntas futuras

Si bien es cierto que se describe un solo fenémeno esto lleva a muchas preguntas a
responder como ser: ;Qué tan susceptible es la poblacién a estos patotipos?, ¢ Los
grupos filogenéticos de estas cepas tienen un origen animal 0 humano?, Aunque solo
se encontraron estos dos patotipos en una pequefia muestra y debido a él origen y
reporte de otros patotipos ¢ Existen otras regiones que presenten diferentes patotipos
en otros alimentos? Claro esta que las BPM deben ser implementadas y supervisa-
das rigurosamente, pero ;De qué manera se podrian eliminar cepas patogénicas
desde el origen de un producto?.



Caracterizacién molecular y serolégica de Escherichia coli en Quesos artesanales de seis ...

AGRADECIMIENTOS

Se agradece al Instituto de Investigaciones en Microbiologia de la Facultad de Cien-
cias de la UNAH y al Laboratorio de Patogénesis Bacteriana del Departamento de
Salud Publica, Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Auténoma de
México, que facilitaron el desarrollo de este trabajo.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Bekal, SB, Roland; Masson Luke; Prefontaine, Gabrielle; Fairbrother John; Harel, Josee.
2003. Rapid Identification of Escherichia coli pathotypes by virulence gene detectioon
with DNA microarrays. Journal of Clinical Microbiology 41(5):21113-22125.

C. Wenneras, VE. 2004. Prevalence of enterotoxigenic Escherichia coli-associated diarrhoea
and carrier state in the developing world. Journal Health of Population Nutrition
22:370-382.

Chattopadhyay, ST, Veronika; McVeigh, Annette; Kislela, Dagmara |, Dorl, Kathleen; Navarro,
Armando; Sokurenko, Evgenl V.; Savarlno, tephen J. 2012. Adaptive Evolution of Class
5 Fimbrial Genes in Enterotoxigenic Escherichia coli and Its Functional Consequences.
The Journal of Biologcal Chemistry 287(9):6150-6158.

Daniel, WW. 2002. Bioestadistica. Base para el analisis de las ciencias de la salud. editores
L, editor. Mexico.

Dorsey; FC, F, J.F.; Flekenstein JM. 2006. Directed delivery of heat-labile enterotoxin by
enterotoxigenic Escherchia coli. Cell Microbiology 8(9):1516-1527.

FAQ. 2009. Enfermedades transmitidas por alimentos y su impacto socioeconomico Rosell C,
editor. Roma: Organizacion de la Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion.

Fleckenstein, JM. 2013. Enterotoxigenic Escherichia coli. In: Donnenberg MS, editor. Escheri-
chia coli Pathotypes and Principles of pathogenesis. University of Mryland School of
Medicine: Elsevier. p 183-201.

Franke, JF, Sylvia; Schmidt, Herbert; Schwarzkopf, Andreas; Wiele, Lothar H.; Baijer, Georg;
Beutin, Lothar; Karch, Helge. 1994. Nucleotide Sequence Analysis of (EPEC) Adheren-
ce Factor Probe and Development of PCR for Rapid Detection of EPEC Harboring
Virulence Plasmids. Journal of Clinical Microbiology 32(10):2460-2463.

Gaytan, MM-S, Veronica; Soto, Eduardo; . 2016. Type Three Secretion System in Attaching
and Effacing Pathogens. Frontiers in cellular and infection Microbiology 6(129).

Gunzburg, tTT, Nadia G.;Riley, Lee W. 1995. Identification of Enteropathogenic Escherichia
coli by PCR-based detection of the Bundle-Formig Pilus Gene.  33(5):1375-1377.

Isabel C.A. Scaletsky, JSP, M.Z. Pedroso. 1999. Virulence properties of atypical EPEC
strains. Journal Of Medical Microbiology 48:41-49.



Revista Portal de la Ciencia, No.14, julio 2018

Islam, MAH, A.E.; Talukder, K.A.; Zwietering, M.A.; . 2006. Evaluation of Immunomagnetic
separation and PCR for the detection of Escherichia coli 0157 in animal feces and
meats. Journal of Food Protection 69(12):2865-2869.

James B. Kaper, JPN, Harry L.T. Mobley. 2004. Pathogenic Escherichia coli. Nature Microbio-
logy Reviews 2.

Matthew A. Croxen, RJL, Roland Scholz. 2013. Recent Advances in understanding enteric
pathogenic Escherichia coli. Clinical Microbiology Reviews 26(4):822-880.

Mazariego-Espinosa, KC, Ariadnna; Ledesma, Maria A.; Ochoa, Sara A.; Xicohtenccatl-Cor-
tes, Juan. 2010. Longus, a Type IV pilus of Enterotoxigenic Escherichia coli, Is involved
in adherence to intestinal epithelial cells Journal of Bacteriology 192(11):2791-2800.

Montoya, TBD. 2015. Evaluacion de la calidad microbiologica de productos lacteos de seis
departamentos de Honduras durante el periodo de enero a septiembre del 2015 [Acade-
mic]: Universidad Nacional Autonoma de Honduras. 86 p.

Olivier Clermont, JC, Erick Denamur, David M. Gordon. 2013. The Clermont Escherichia coli
Phylo-typing method revisited: improvement of specificity and detection of new
phylo-groups. Environmental Microbiology reports 5(1):58-65.

R. Boom, CJS, M.M.M. Salimans, C.L. Jansen. 1990. Rapid and simple method for purifica-
tion of nucleic acids. Journal of Clinical Microbiology 28(3):495-503.

Rodas, Cl, Volga; Qadri, Firrdausi; Wiklund, Gudrun; Svennerholm, Ann-Mari. 2009. Develop-
ment of Multiplex PCR Assays for Detection of Enterotoxigenic Escherichia coli Coloni-
zation Factors and Toxins Journal of Clinical Microbiology 47(4):1218-1220.

Schmidt, HPB. 1994. Differentiation in virulence patterns of Escherichia coli possessing eae
genes. Medical Microbiology and Immunology 183:23-31.

WHO. 1987. Manual for Laboratory investigations of acute enteric infections. World Health
Organization-Programme for control of diarrheal diaseases.



