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1. LA CARNE Y LOS PRODUCTOS CARNICOS. SU CONSUMO EN ESPANA.

La carne y los productos carnicos son alimentos basicos para la poblacion
espafola. Asi, se estima que en Espafia anualmente se consumen por término medio 164
gramos de carne (incluyendo embutidos) por persona y dia, de los que 11,17 gramos,
23,74 gramos y 18 gramos por persona y dia corresponden respectivamente a carne
fresca de pollo, carne fresca de cerdo y a productos carnicos de origen porcino listos
para el consumo (AESAN, 2011).

2. LA INDUSTRIA CARNICA.

Por otra parte, la industria carnica (incluidos los mataderos) constituye un sector
industrial de gran importancia econdmica Espafia. Asi, se estima que su cifra de negocio
supone en torno al 2% del producto interior bruto (a precios de mercado) y del 14% del

producto interior bruto de la rama industrial (Garcia, 2013).

3. LOS RIESGOS SANITARIOS ASOCIADOS A LAS CARNES Y A LOS PRODUCTOS
CARNICOS.

La carne y los productos carnicos pueden ser vehiculo de diferentes agentes
patdgenos, de naturaleza fisica, quimica o bioldgica, que pueden ser causa de
enfermedades en los consumidores. Tal circunstancia, ademés del problema sanitario
puntual, tiene graves consecuencias colaterales de gran impacto econémico, al verse
afectada la confianza de los consumidores y, en consecuencia, serlo también el consumo
bien de las carnes en general, bien de algun tipo particular o, en ocasiones, el de algin
producto carnico concreto. El ejemplo paradigmatico de tales consecuencias fue la
conocida coloquialmente como “crisis de las vacas locas” y el importante impacto en el
consumo de carne de vacuno en Espafia que siguio a la deteccion del primero y
sucesivos casos de Encefalopatia Espongiforme Bovina a partir de noviembre del afio
2000 (Balfagon et al., 2001).
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4. LOS RIESGOS DE ORIGEN BIOLOGICO Y LAS PARTICULARIDADES DE
ALGUNOS RIESGOS ASOCIADOS A LA CONTAMINACION POR
MICROORGANISMOS DE LAS CARNES Y DE LOS PRODUCTOS CARNICOS.

Del conjunto de riesgos sanitarios asociados al consumo de carnes y productos
carnicos, los de origen bioldgico son objeto de una especial atencion. Tal circunstancia
se debe, por un lado, a la gran distribucion de algunos de los peligros bioldgicos y, por
otro, a la complejidad que para la gestion del riesgo supone que algunos de ellos (en
particular la mayoria de las bacterias patdgenas y los mohos toxigénicos) sean capaces
de multiplicarse en el sustrato carnico y, en consecuencia, se magnifique (en términos
sanitarios) la consecuencia de una minima contaminacion bien de las materias primas

alimenticias bien de los propios productos listos para la comercializacion.

5. LA IMPORTANCIA DE LOS ALIMENTOS COMO ViA DE TRANSMISION DE LOS
PELIGROS.

En términos de salud publica y para delimitar el ambito en el que deben
centrarse los esfuerzos de gestion del riesgo, es importante considerar la importancia de
la via de transmisién del agente (si lo es Unica o principalmente alimentaria y si se
asocia a uno o a varios tipos de productos alimenticios). Asi, se ha estimado (Mead et
al., 1999) que la transmision es exclusivamente o mayoritariamente alimentaria para
Salmonella (especies no tifoideas), con un 95% de ocasiones en que la transmision del
agente se lleva a cabo por esta via, Campylobacter (80%), la intoxicacion estafilocdcica
(100%), Yersinia enterocolitica (90%), Escherichia coli verocitotoxigénicas (85%) y
Listeria monocytogenes (99%) entre otros. Ha de reconocerse, sin embargo, que esas
estimaciones de la importancia de la via alimentaria como mecanismo de transmision de
estos agentes no son compartidas por todos los expertos que se han pronunciado sobre
las mismas (Biohazard Panel, 2008), si bien, ain con variaciones en el valor absoluto,
hay un razonable consenso cientifico en la gran importancia de la via alimentaria para la

transmision de los agentes bioldgicos antes sefialados (Biohazard Panel, 2008).
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6. LA DIMENSION DE LOS PROBLEMAS SANITARIOS: LOS AGENTES
ETIOLOGICOS MAS RELEVANTES.

Para evaluar la importancia sanitaria de los diferentes agentes de transmision
alimentaria, es habitual recurrir a dos fuentes primarias, por un lado los resultados de la
investigacion epidemioldgica de los brotes de enfermedades transmitidas por los
alimentos y por otro las estadisticas sanitarias relativas al diagnostico de casos en los
centros hospitalarios.

En Espafia, se dispone de un sistema organizado de analisis e informe de los
brotes de infecciones e intoxicaciones de origen alimentario desde el afio 1976 y el
mismo se incluye en el sistema de enfermedades de declaracion obligatoria desde el afio
1982. Un afio mas tarde (1983) inicié su funcionamiento el Sistema de Informacion
Microbiologica (SIM), como sistema de vigilancia complementario del de enfermedades
de declaraciéon obligatoria, si bien el SIM, que recoge los datos de diagndsticos
hospitalarios de determinadas enfermedades infecciosas, tiene caracter voluntario y, en
el momento actual, se estima que recoge la informacion del 30% de la poblacién
espafola (Servicio de Informacién Microbioldgica, 2013).

La investigacion de los brotes ha puesto de manifiesto que la carne y los
productos carnicos se han involucrado en mas del 7 % de los brotes de enfermedades de
transmision alimentaria, excluidos los brotes hidricos, [en los que se identificd el
producto alimenticio responsable] registrados en nuestro pais en el periodo 2004-2007
(Martinez et al., 2008). De estos brotes asociados al consumo de carne y productos
carnicos, el 59,33 % correspondian a productos alimenticios diferentes de la carne de
pollo (Martinez et al., 2008).

En relacion con los agentes responsables de los brotes, también considerando el
periodo antes sefialado (2004-2007), en més de la tercera parte de los mismos no se
establecid asociacion epidemiolégica con ningun agente concreto (en las estadisticas
figuran como “agente desconocido”, Tabla 1) siendo, con gran diferencia los diferentes
serotipos de Salmonella (en particular los no tifoideos y no especificos de hospedador)
los agentes responsables de la mayor parte de los brotes en los que se identifico el
agente (mas de un 70%, Tabla 1), ocupando, asimismo, lugares relevantes otras

bacterias patdgenas (Tabla 1).
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Tabla 1. Agentes causales de los brotes de enfermedades de transmision alimentaria (no

hidrica) registrados en Espafia durante los afios 2004-2007*

Agente % de brotes
Salmonella spp 48,1
Desconocido 351
Staphylococcus aureus 3,2
Norovirus 3,2
Toxicos naturales (alimentos de origen animal) 1,8
Clostridium perfringens 1,6
Toxicos naturales (alimentos de origen vegetal) 1,4
Campylobacter spp. 0,8
Bacillus cereus 0,6
Trichinella spiralis 0,4
Brucella spp 0,4
Escherichia coli (no enterohemorragica) 0,4
Shigella 0,3
Virus de la Hepatitis A 0,3
Sustancias quimicas 0,3
Clostridium botulinum 0,1
Escherichia coli enterohemorragica 0,1
Yersinia enterocolitica O:3 0,1
Otros 2,0

* Adaptada de Martinez et al. (2008).

En relacion con los datos relativos a los diagnosticos realizados en los hospitales
espafioles, si bien hay que considerar que los datos reflejados no proceden de todas las
Comunidades Autdénomas espafiolas, sino de s6lo de un ndmero determinado de
laboratorios de referencia (por ejemplo, en el afio 2011 proporcionaron datos un total de
76 hospitales correspondientes a 12 Comunidades Auténomas, Servicio de Informacion
Microbiologica, 2013), los microorganismos causantes de infecciones gastrointestinales
son principalmente Campylobacter, Salmonella, Rotavirus, Yersinia y Cryptosporidium

(Servicio de Informacion Microbioldgica, 2013).

Asi, para los afios 2010 y 2011, las cifras que recoge dicho sistema son
respectivamente para cada uno de los afios y las bacterias antes sefialadas:
Campylobacter (6334 y 5469), Salmonella (4420 y 3786) y Yersinia (324 y 265).

Si bien para las bacterias del género Aeromonas el Servicio de Informacion
Microbiologica no recoge datos posteriores al afio 2008, en los afios anteriores se
situaba como cuarto agente de los casos de infecciones gastrointestinales recogidos en
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dicho sistema de informacion sanitaria (454 y 421 casos en los afios 2007 y 2008
respectivamente). Por otra parte, su creciente importancia como agentes patégenos, no
solo de individuos inmunodeprimidos o de corta edad, sino también de pacientes
inmunocompetentes (Hanninen et al., 1995), hace de este microrganismo un importante
objeto de estudio. El hecho de que se encuentren especies de Aeromonas en productos
alimenticios, particularmente en la carne que se comercializa, ha sido recogido en varios

estudios realizados en distintas partes del mundo (Yadav et al., 1998).

Por lo que respecta a Escherichia coli enterohemorragica, si bien su prevalencia
en los casos de infecciones gastrointestinales diagnosticados en los hospitales espafoles
es reducida (37 y 12 casos en los afios 2010 y 2011 respectivamente, Servicio de
Informacion Microbioldgica, 2013), su importancia deriva tanto de la elevada
patogenicidad de determinadas cepas pertenecientes principalmente al serotipo
0157:H7, como de su reducida dosis infectiva y del gran nimero de afectados en la
mayor parte de los brotes (Varios, 2001).

7. EL PODER PATOGENO DE LOS AGENTES ETIOLOGICOS.

El aislamiento en un determinado producto alimenticio de una cepa que se
adscriba taxonémicamente a un determinado grupo habitualmente patégeno (p.e.,
aislamiento de una cepa de Salmonella) constituye la primera aproximacion al
establecimiento de la posible peligrosidad del producto en cuestion. Sin embargo, la
variabilidad en el arsenal patogénico de los diferentes agentes etioldgicos y la
multiplicidad de factores de virulencia de cada uno de ellos (Doyle y Beuchat, 2013),
obliga a ir mas alla para establecer el nivel real de riesgo. De las diferentes alternativas
posibles para lograr tal aproximacion una de las mas elementales consiste en la
comparacion (genética) de las cepas aisladas de los alimentos y de las cepas aisladas de
los casos clinicos. El caracter idéntico (en términos genéticos) de cepas de uno y otro
origen prueba una ruta de transmision concreta (Kass y Riemann, 2006). La mayor o
menor similitud (también en términos genéticos) entre unas y otras constituye una de las
primeras aproximaciones para valorar la peligrosidad real de las primeras (Kass y
Riemann, 2006).
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8. LOS AGENTES ETIOLOGICOS SELECCIONADOS PARA ESTE TRABAJO.

Del conjunto de bacterias patdgenas de posible transmisién por la carne y los
productos carnicos, este trabajo se centra en cinco de ellas: Salmonella, Campylobacter,
Aeromonas, Yersinia y Escherichia coli por su importante presencia en las estadisticas
sanitarias y por constituir el intestino animal su hébitat primario. Si bien por
importancia sanitaria y por la transcendencia que la multiplicacion en el sustrato carnico
tiene para el desarrollo del proceso patolégico otras como Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes y Clostridium botulinum merecerian igualmente una gran
atencion, la participacion del grupo de investigacion en que se integra la autora de esta
tesis doctoral en un proyecto mdltiple (el proyecto denominado CARNISENUSA,
financiado por el programa Consolider-Ingenio 2010, del entonces Ministerio de
Educacién y Ciencia), que conllevo un reparto de tareas entre los diferentes equipos
integrantes, y la circunstancia de que algunas de dichas bacterias hubieran sido objeto
de atencion en etapas previas por el grupo de investigacion del que forma parte la autora
de esta tesis doctoral (Gonzélez-Fandos et al., 1994, Encinas et al., 1999; Santos et al.,

1998) justifican la eleccion realizada.

9. LA IMPORTANCIA DE LOS DATOS PARA LA GESTION DE LOS RIESGOS.

Si bien son madaltiples los factores condicionantes de las infecciones de
transmision alimentaria, es indudable que la frecuencia de presentacién de los distintos
agentes (peligros) en los productos alimenticios en el momento del consumo
(probabilidad de exposicién al peligro) es uno de los mas importantes a la hora de
caracterizar los riesgos de aparicion de estas infecciones y, en su caso, de las
enfermedades derivadas (CESFPC, 1998). La necesidad de datos fiables acerca de la
prevalencia de los peligros en las porciones de los productos alimenticios listos para el
consumo es puesta constantemente de manifiesto por las entidades encargadas de la
evaluacion del riesgo (SCF, 1997; EFSA, 2008; AESAN, 2008).

La presencia de bacterias patdgenas en los productos de consumo de origen
carnico (sean adecuados 0 no para su consumo sin preparacion culinaria) importa no

solo a los efectos de la posible persistencia de estos peligros en los productos a
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consumir (en cantidades suficientes para desencadenar infecciones y/o enfermedades),
sino también como posible fuente de contaminacion en los lugares de preparacion de las
comidas. La importancia de la contaminacion cruzada, asi como de los fallos en la
preparacion de las comidas y en la conservacion de éstas o sus materias primas
(manipulaciones inadecuadas), como factores causales contribuyentes en buena parte de
los brotes de enfermedades de transmision alimentaria declarados en nuestro pais esta
claramente establecida (Martinez et al., 2008).

10. OBJETIVOS.

En este contexto se planted la realizacion de esta Tesis Doctoral cuyos objetivos fueron:

e Objetivo general: Aportar datos significativos que permitan una evaluacion
cuantitativa del riesgo para la salud asociado a la ingesta de bacterias patdgenas con
los productos alimenticios de origen carnico.

¢ Objetivos concretos:

v’ Establecer la prevalencia de las principales bacterias patdgenas (géneros
Salmonella, Campylobacter, Aeromonas, Yersinia, asi como Escherichia coli
verotoxigénica) en los productos alimenticios de origen carnico en el momento
de su comercializacion en los centros de venta en la ciudad de Ledn.

v’ Establecer la correlacién entre la prevalencia [en los productos alimenticios de
origen carnico en el momento de su comercializacion] de dichas bacterias
patogenas y la de los principales genes marcadores de virulencia asociados a
cada una de ellas.

v Evaluar la similitud genética entre las cepas (de los grupos patdgenos antes
indicados) aisladas de los productos alimenticios antes mencionados y las
aisladas de casos de gastroenteritis en hospitales de la misma localidad de venta
de los alimentos.

v Realizar una evaluacién de la exposicion, por el consumo de productos carnicos,
a las bacterias patdgenas anteriormente indicadas por determinadas carnes

frescas y ciertos consumidores de la ciudad de Ledn.
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1. INTRODUCCION.

1.1. Aeromonas como agente de gastroenteritis humanas.

En Espaiia, Aeromonas spp. ha ocupado el cuarto lugar como agente
microbiologico causal de las enfermedades gastrointestinales segun los datos recogidos
cada afio por el Servicio de Informacion Microbiologica durante el periodo de 1997 a
2006 (Pablos et al., 2009). Si bien en cuanto a Aeromonas no existen datos posteriores
al afio 2008, su creciente importancia como agentes patdgenos, no solo de individuos
inmunodeprimidos o de corta edad, sino también de pacientes inmunocompetentes
(Altwegg et al., 1991; Hénninen et al., 1995; Janda et al., 1996; Janda et al., 1998),
acompanado de su capacidad para crecer a bajas temperaturas y ser ligeramente
halotolerantes (Kirov et al., 2003), hacen de este microorganismo un importante objeto

de estudio.

En el género Aeromonas se incluyen bacterias de origen acuatico que
inicialmente pueden ser aisladas de lagos, rios, estuarios, aguas residuales, aguas
subterraneas, aguas potables y una amplia gama de alimentos crudos (Galindo et al.,
2007). Debido a su gran ubicuidad y a pesar de no ser un habitante comin en el tracto
gastrointestinal en humanos, pueden encontrarse en multiples alimentos cuya ingestion
desencadena su aislamiento en heces de animales y humanos (Demarta et al., 2000;
Rodriguez-Calleja, et al. 2006).

1.2. Descripcion del género Aeromonas.

Segun la 9% edicion del “Bergey’s manual of determinative
bacteriology” (Bergey et al., 1994) se divide el género en dos grupos: (i) el grupo de las
Aeromonas psicréfilas inmdviles esta formado por una Unica especie, A.salmonicida,
un patoégeno obligado de peces, el cual es el responsable de la forunculosis sistémica
en salmonidos (Janda et al., 1991), que no se aborda mas a fondo en esta tesis (ii)
el grupo de las Aeromonas mesdfilas moviles (con un flagelo polar Unico), que estan
emergiendo como importantes  patdégenos en  humanos, causando  gran

variedad de infecciones gastrointestinales y extraintestinales.

11



Elsa Iglesias Collar Capitulo 1. Aeromonas

Se han aislado 30 especies, 12 subespecies (Euzéby, J.P., 2013), dos biovares y
mediante pruebas de hibridacién se ha confirmado la existencia de 17 grupos
de hibridacion (HGs) (Carnahan et al., 2005; Pablos et al., 2009). De las 30
especies, A.hydrophila (HG1, HG2 y HG3), A.caviae (HG4) y A.veronii bv. sobria
(HG8/10) han sido las mas comunmente aisladas de infecciones en humanos,
representando un 85% de los casos clinicos con Aeromonas como agente etiologico
(Janda, 1991). A.caviae, en particular, es la especie mas representativa en
enteropatogenicidad pediatrica (Namdari et al., 1990; Longa et al., 2005). Uno de
los problemas asociados al estudio de Aeromonas como agente patdgeno humano
radica en la dificultad para clasificar los aislados a nivel de especie ya que las
fenoespecies no se corresponden con un grupo de hibridacion Unico (Abbott et al.,
2003). También lo dificulta el hecho de que no exista un buen modelo animal para
llevar a cabo investigaciones sobre las consecuencias de la infeccion (Parker et al.,

2010).
Las especies del género Aeromonas son bacilos Gram negativos mesofilos,

fermentadores de la glucosa, oxidasa positivos, Yy resistentes al compuesto vibriostatico
0/129. En los medios de aislamiento, las colonias son circulares, de borde regular,
translicidas, de aspecto liso y, en agar sangre, betahemoliticas. Su temperatura
Optima de crecimiento oscila entre los 22-35°C. La de las cepas clasificadas como
psicrofilas se situa entre los 22-25°C (Castro-Escarpulli et al., 2002), pero pueden llegar
a crecer en el intervalo entre 5-35°C, y la de las cepas mesofilas es de 28°C, pero

pueden llegar a crecer en el rango entre 0-45°C (Mateos et al., 1993).

Aeromonas spp. son predominantemente patdgenas para animales
poiquilotermos, incluyendo anfibios, peces y reptiles (Carnahan et al., 1996). Sin
embargo las Aeromonas mesofilas se encuentran actualmente implicadas como agentes
etioldgicos en numerosos casos clinicos, principalmente casos de gastroenteritis
(Altwegg et al., 1991; Hanninen et al., 1995). En dichos casos, las tres especies méas
comunmente identificadas son A.hydrophila, A.caviae y A.veronii biovar sobria.
Ademas, las dos Ultimas se asocian a la “diarrea del viajero”. Esta infeccion afecta tanto
a individuos inmunocomprometidos como inmunocompetentes y se manifiesta en tres
formas: una aguda autolimitada con diarrea acuosa; otra disenteria, con mucosidad y

diarrea con sangre y por ultimo, diarrea cronica (Burke et al., 2010; Parker et al., 2010).
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1.3. Taxonomia e importancia sanitaria.

La primera observacion de Aeromonas spp. tuvo lugar en 1890 por Zimmermann
que los considerd Bacillus. En 1891, Sanarelli aisl6 una cepa en sangre de rana y la
denomind Bacillus hydrophilus fuscus. Varios afios mas tarde, en 1936, Kluyver y Van
Neil le dieron el nombre de Aeromonas (del griego “aer-monas”: unidades productoras

de gas).

El género Aeromonas ha sufrido una serie de revisiones taxonémicas y de la
nomenclatura en los ultimos 20 afios. Aunque originalmente fue colocado en la familia
Vibrionaceae, donde también se incluyen los géneros Vibrio, Photobacterium y
Plesiomonas, investigaciones posteriores demostraron que la filogenética del género
Aeromonas no esta estrechamente relacionada con los vibrios sino que mas bien forma
una unidad monofilética en el subgrupo y-3 de la clase Proteobacteria (Abbott et al.,
2003). Debido a estas conclusiones se propuso la exclusién de Aeromonas de la familia
Vibrionaceae y su transferencia a una nueva familia, la Aeromonadaceae (Abbott et al.
2003). La taxonomia actual se basa en los analisis de hibridacion DNA-DNA vy las
secuencias del 16S rRNA. Sin embargo, existen ciertas discrepancias entre sus
resultados debido al alto grado de conservacion de las secuencias del 16S rRNA (97,8-
100%) y la posible existencia de polimorfismos en su genoma, especialmente en
A.media y A.veronii (Morandi et al., 2005). Las investigaciones recientes han empezado
a utilizar otro tipo de secuencias para identificar dichas bacterias a nivel de especie,
tales como rpoB, gyrB (Yéafez et al., 2003), dnaJ (Nhung et al., 2007) y recA (Sepe et
al., 2008).

La primera vez que Aeromonas spp. fue considerado como un patégeno humano
fue en 1954 en el que se aislo de la sangre, los pulmones, el higado, el bazo, orina,
liquido cefalorraquideo (LCR), y partes necroticas de algunos musculos estriados de
una mujer inmunodeprimida. La mujer murié como resultado de la infeccion (Caselitz
et al., 1996). En los afios siguientes se han producido muchos mas casos confirmados de
infeccion por Aeromonas en los seres humanos, con mayor o menor gravedad, pero la

forma mas comun es la gastroenteritis (Parker et al., 2010).

El papel de Aeromonas como importantes patdgenos humanos en situaciones
relacionadas con los desastres naturales se ha reforzado recientemente por el tsunami

que afecté a Tailandia en diciembre de 2004. En un estudio de 305 sobrevivientes del
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tsunami sobre la piel y tejidos blandos, Aeromonas fue clasificado como el patogeno
mas frecuente, representando mas del 20% de los 641 aislamientos identificados (Dixon
et al., 2008).

1.4. Mecanismos de patogenicidad de las bacterias del género Aeromonas y

posibles marcadores de virulencia.

Diversos estudios de patogenicidad bacteriana han permitido la comprension de
parte de las complejas interacciones entre patdgenos y sus hospedadores a nivel celular
y molecular. La variedad de manifestaciones clinicas observadas en las infecciones
provocadas por Aeromonas spp. concuerda con la idea de que la patogenicidad de este
microrganismo es multifactorial. Estudios recientes apoyan esta hipotesis, ademas se ha
observado que la virulencia en este género es dependiente de la cepa bacteriana, de la

ruta de infeccion y del animal utilizado como modelo (Yu et al., 2005).

Los principales mecanismos de patogenicidad descritos hasta la fecha y los

marcadores de virulencia asociados se presentan a continuacion.
1.4.1. Factores de virulencia asociados a la célula.

e Invasinas, cuya existencia se demuestra gracias a la visualizacion de la bacteria
en el interior de las células mediante microscopia electrénica, pero no existen
aun evidencias de un gen que codifique para ellas (Naharro et al.,2011).

e Proteinas de membrana que estan involucradas en la adherencia de Aeromonas
spp. al hospedador (Naharro et al.,2011).

e Lamina S es una matriz proteica de naturaleza paracristalina que forma una
envoltura externa sobre la pared celular. Las l&minas S bacterianas hacen de
interfase entre la célula y el medio, y su papel patogénico se relaciona con un
aumento de la capacidad de adhesion y colonizacién de mucosas, su actividad
antifagocitaria, sus propiedades antigénicas, el constituir un lugar de anclaje en
exoenzimas hidroliticos y ser un lugar de recepcién de bacteriéfagos, entre otros
(Beveridge et al., 1997). Las especies de Aeromonas mejor estudiadas que
poseen ldamina S son A. salmonicida (cuya lamina S es cominmente conocida
como lamina A) y A. hydrophila (Dooley et al., 1988; Trust et al., 1980), aunque
también se ha descrito la ldmina S en A.veronii bv. sobria (Kokka et al., 1990).
Ambas Aeromonas mesofilas que poseen lamina S pertenecen al serogrupo O:11
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(Sakazaki et al., 1984), serogrupo frecuentemente asociado con infecciones
humanas (Kokka et al., 1990), aunque es posible que otras Aeromonas spp.
mesdfilas también la produzcan.

Se han identificado los genes que codificaban para ambas laminas, siendo el
vapA en el caso de A.salmonicida y el ahsA en A.hydrophila y A.veronii bv.
sobria de serogrupo O:11. Tanto en un grupo como en el otro la pérdida de
dicha lamina esta asociada a una disminucion de la virulencia (Gavin et al.,
2003).

e Adhesinas. Kirov y col. (1993) describieron la adhesion como un factor

de virulencia esencial en las Aeromonas que infectan a través de las
mucosas 0 causan gastroenteritis, ya que dichas moléculas permiten al
microrganismo adherirse a receptores especificos que se encuentran en la
superficie de células eucariotas. Entre las especies del género que presentan
mayores valores de adhesion a cultivos de lineas celulares humanas o de otros
mamiferos, A.veronii bv. sobria se ha descrito como la mas adhesiva (Kirov et
al., 1993) y mas del 30% de los aislados clinicos de A.caviae son también
adherentes (Namdari et al., 1991; Neves et al., 1994). La especie menos
eficiente a nivel de adhesion de entre las tres més frecuentes en infecciones
humanas es A.hydrophila (HG1, HG2 y HG3). (Kirov et al., 1993)
Se han descrito dos clases de adhesinas en Aeromonas spp. mesofilas, las que
estan asociadas a apéndices filamentosos (fimbrias o pili) y las que se asocian
con proteinas de la membrana externa. De este ultimo grupo, podemos decir que
la principal adhesina se puede considerar la lamina S descrita anteriormente
(Atkinson et al., 1987). Ademas, diversos estudios han propuesto que las porinas
de A.hydrophila actian como adhesinas tipo lectina por la union de dicha cepa a
las superficies ricas en carbohidratos como los eritrocitos y posiblemente al
intestino humano (Kirov et al., 1993; Quinn et al., 1994).

e Céapsula. La capsula es un polisacarido extracelular que envuelve a la bacteria
mientras permanece fijado a la misma y que actla de prominente antigeno,
desempefiando importantes papeles en la patogenicidad de muchas bacterias. La
capsula contribuye a la resistencia a la accion bactericida del complemento y a la
fagocitosis (Merino et al., 1997b; Zhang et al., 2002). Ademas, favorece la

adherencia a otras bacterias y/o tejidos del huésped y actlia como barrera frente a
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moléculas hidrofébicas toxicas. Sin embargo, la informacion genética acerca de
la misma es muy reducida. (Zhang et al., 2002)

e Sideroforos. Las Aeromonas, como otras bacterias patdgenas, secretan
sideroforos, ligandos especificos de Fe (I11) de bajo peso molecular, para obtener
sus suplementos de hierro, aunque algunos sider6foros pueden ser inactivados
por diferentes componentes del suero. Algunas Aeromonas también adquieren el
hierro in vivo por contacto directo entre proteinas secuestradoras de hierro del
huésped y alguna proteina de union de la bacteria (Stintzi et al., 2000). Otro
mecanismo alternativo para obtener hierro sin la intervencion de sideroforos es
el uso del grupo hemo como fuente de hierro, sobre todo en forma de
hemoglobina. Este mecanismo requiere de la destruccion hemolitica de las
células huésped para acceder al hierro del grupo hemo (Gavin et al., 2003).

e Flagelo y movilidad. Las especies mesofilas de Aeromonas son normalmente
moviles mediante un flagelo polar y sin vaina responsable de la natacién en
medio liquido. A pesar de que la especie psicrofila A. salmonicida ha sido
definida dentro del género como no flagelada y no mdvil, algunos estudios
sugieren que algunas cepas de A. salmonicida expresan con baja frecuencia un
flagelo polar sin vaina (Umelo y Trust, 1997). Mclntoch y Austin (1991) han
descrito que la incubacion de A. salmonicida a temperaturas supradptimas (de 30
a 37°C) y en medio liquido con alta viscosidad resulta en la generacion de
movilidad por la expresion de un flagelo polar en un 1% de las células
observadas.

Ciertas cepas de Aeromonas son capaces de producir flagelos laterales cuando se
cultivan sobre superficies solidas (Shimada et al., 1985), pero solo el 50-60% de
las especies comunmente aisladas de diarreas de Aeromonas mesoéfilas son
capaces de expresar este segundo tipo de flagelo, que tampoco tiene vaina
(Kirov et al., 2002).

La produccion de flagelo comprende la expresion de mas de 50 genes y es
ademas muy costosa en términos de recursos y energia para las bacterias
(Macnab et al., 1996), por lo tanto es ventajoso para la célula poder sintetizar el
flagelo s6lo cuando lo necesita. Ademas, el poseer dos sistemas flagelares
distintos, polar y lateral, es relativamente poco comun (Gavin et al., 2003).

El gen lafA codifica para el flagelo lateral, que mejora la motilidad de la bacteria

y por tanto la colonizacién intestinal del hospedador (Kirov et al., 2002).
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e Pili. Son apéndices de superficie que actian como factores de adhesién a la
célula y han sido descritos por Hokama en 1997 en A.hydrophila y A.veronii bv.
sobria.

e El lipopolisacarido (LPS) esta presente en todas las bacterias Gram negativas y
consiste en un complejo glucolipidico localizado en la membrana externa. La
Unica porcion fosfolipidica, el lipido A, es una estructura altamente conservada y
ligada de manera covalente al complejo polisacaridico, el antigeno O (Ag-0), el
cual se extiende hacia el exterior celular y se compone de unidades
oligosacaridicas repetidas que varian entre especies (Reeves et al., 1996).

El género Aeromonas se ha clasificado en 96 serogrupos, 44 basados en el
antigeno O del LPS (Sakazaki et al., 1984) y el resto en un nuevo esquema
extendido por Thomas et al., (1990). Los serogrupos O:11, O:16 y O:34 tienen

especial importancia en infecciones humanas (Janda et al., 1996).
1.4.2. Factores de virulencia extracelulares.

e Lipasas. Las mas importantes son las fosfolipasas que estan asociadas con
lesiones intestinales, actuando como hemolisinas o como glicerofosfolipido-
colesterol aciltransferasas. Ademas, actian como factores de virulencia por su
interaccion con los leucocitos humanos o bien afectando a diversas funciones del
sistema inmunitario mediante los acidos grasos libres generados a través de su
actividad lipolitica (Kirov et al., 1997).

e Proteasas. Se han identificado tres tipos de proteasas para Aeromonas spp.: una
serina termolabil y dos metaloproteasas, ambas termoestables pero una sensible
y otra insensible al EDTA (&cido etilendiaminotetraacético). Estas proteasas
contribuyen a la patogenicidad causando lesiones en los tejidos, provocando
activacion proteolitica de toxinas, potenciando la invasion y tambien colaboran
en el establecimiento de la infeccion al ayudar a superar las defensas del
huésped (Leung et al., 1988).

e Glicerofosfolipido colesterol acil-transferasa. Su accion fue descrita en A.
salmonicida pero existe una enzima de caracteristicas similares en A.
hydrophila. Es capaz de hidrolizar fosfolipidos aunque su funcién en la

infeccion en humanos no ha sido descrita (Brumlik et al., 1996).
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e Superdxido dismutasa. Se ha descrito en A. hydrophila con una funcién
equivalente a la superdxido dismutasa cobre/zinc de E.coli. (Leclére et al., 2004)

e Secrecion de exotoxinas y/o enzimas hidroliticas que desempefian un papel
fundamental en los procesos diarreicos.

0 Exotoxinas.
a) Enterotoxinas.

- Citotoxica (aerolisina). Produce un importante dafio en el
epitelio. Esta molécula toxica posee actividades hemoliticas y
citotoxica ademas de enterotdxica (Chopra et al., 1993). Sin
embargo, también se han aislado de Aeromonas moléculas con
actividad hemolitica o citotoxica unicamente (Chakraborty et al.,
1984). Esta toxina forma poros o canales discontinuos en las
membranas plasmaéticas, conduciendo a la muerte celular. EI gen

que codifica para dicha toxina es el aerA (Gavin et al., 2003).

- Citotdnicas: No producen dafios en el epitelio. Son homdlogas a
la toxina colérica (CT), a pesar de poseer diferentes pesos
moleculares y reactividad variable frente a la antitoxina colérica.
Pueden ser termol&biles (gen alt) o termoestables (gen ast) (Gavin
et al., 2003).

b) Hemolisinas. Ademas ¢k la enterotoxina citotoxica con actividad -

hemolitica (aerolisina), las Aeromonas producen otra f-hemolisina que
provoca la formacion de agujeros en las membranas celulares dando
lugar a lisis osmética y destruccion completa de los eritrocitos. Sin
embargo, no muestran homologia génica con la aerolisina descrita
previamente. La B-hemolisinas de Aeromonas son termolabiles (56°C
durante 5 minutos), probablemente debido a la inactivacion de alguna
proteasa necesaria para su activacion (Kirov et al., 1997). El gen que
codifica este tipo de toxina es el hlyA. Otro tipo de hemolisinas del
género es la a-hemolisina que produce efectos citotoxicos reversibles y

una lisis incompleta de los eritrocitos. (Gavin et al., 2003)
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Varios estudios demuestran que la presencia de factores de virulencia en las
cepas de Aeromonas (Granum et al. 1998, Handfield et al. 1998, Kirov et al., 1993) y la
expresion de dichos factores se puede observar a temperaturas de refrigeracion (Kirov et
al. 1993, Krovacek et al. 1991) por lo que es posible la produccion de exotoxinas por
parte de Aeromonas spp. en mezclas diluidas de alimentos almacenadas en

refrigeracion.

Por su previsible mayor importancia en el desarrollo de los cuadros entéricos, la
busqueda de genes de virulencia en las cepas objeto de este trabajo se centrd en los que
codifican para la aerolisina (gen aerA), la hemolisina (gen hlyA), enterotoxina

citotoxica termolabil (gen alt) y enterotoxina citotoxica termoestable (gen ast).

Ademas de los genes citados, se evaluo la presencia del gen lafA (Gavin et al.,
2003) que codifica para el flagelo lateral, cuya importancia radica en la produccién de
un aumento de virulencia por mejora de la motilidad bacteriana y por lo tanto, de la
interaccidn con el hospedador (Kirov et al., 2002).

1.4.3. Otros factores.

Aparte de los factores anteriormente descritos, cabe destacar la existencia de
estudios que proponen la posibilidad de que ciertas cepas de Aeromonas hayan
adquirido la capacidad de producir toxinas similares a las toxinas Stx1 y Stx2 aisladas
de Shigella, aisladas de pacientes que sufrieron una infeccidn extraintestinal que cursaba
con diarrea (Haque et al., 1996; Snowden et al., 2006). Las toxinas Shiga producen
diarrea y en casos remotos pueden desembocar en colitis hemorrgica y sindrome

urémico hemolitico (Parker et al., 2010).
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1.5. Objetivos.

Dentro del objetivo general tendente a aportar datos significativos que permitan
una evaluacion cuantitativa del riesgo para la salud asociado a la ingesta de bacterias
patdgenas del género Aeromonas con los productos alimenticios de origen carnico, los

objetivos concretos del trabajo presentado en este capitulo fueron:

- Establecer la prevalencia de Aeromonas spp. en los productos alimenticios de
origen carnico en el momento de su comercializacion en los centros de venta en la

ciudad de Ledn.

- Determinar la prevalencia de las cepas de Aeromonas portadoras de los genes de
virulencia méas frecuentemente asociados a los mecanismos patogénicos de

enteritis en los mismos productos alimenticios.

- Evaluar la importancia sanitaria de las cepas de Aeromonas aisladas de carnes y
productos carnicos mediante la estimacion de su similitud genética con las cepas
aisladas de casos de gastroenteritis en hospitales de la misma localidad de venta
de los alimentos, asi como con las cepas procedentes de otros origenes (agua,

pescado y carne de conejo).
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2. MATERIAL Y METODOS.

2.1. Toma de muestras.

2.1.1. Muestras de alimentos. Se analizaron 336 muestras procedentes de diversos
productos carnicos (carnes frescas de diversas especies, productos listos para el
consumo) adquiridas en varios supermercados de la ciudad de Lebn cuyos
productos tenian un origen (suministrador) diferente. Se llevaron a cabo
muestreos regulares (toma de muestras semanal) en dos periodos de tiempo; uno
durante la campafa 2008-2009 y otro durante la campafia 2009-2010. En cada
estacion del afio se analizaron un total de seis lotes correspondientes a tres
supermercados, distribuidos en dos zonas distintas de la ciudad de Leon (en el
anexo se adjunta un mapa localizador de los puntos de venta analizados en el
informe). De cada lote se tomaron muestras de cinco tipos de productos carnicos
listos para el consumo (jamon cocido, pechuga de pavo, mortadela, chorizo,
salchichdn) y dos tipos de carnes frescas (pechuga de pollo y lomo de cerdo). Se
adquirieron tanto productos preenvasados como no preenvasados.

De manera adicional, se realizé un segundo muestreo durante los meses de
octubre y noviembre del afio 2011, en el que se analizaron 72 muestras de la
misma manera que en el caso anterior a excepcion de que la toma de muestras
unicamente se realizé sobre productos frescos, pechuga de pollo y lomo de cerdo.
La toma de muestras se realizé siempre los lunes. Los productos se adquirian,
como si de un consumidor habitual se tratase, en los supermercados
seleccionados. Se introdujeron en una nevera portatil (7°C) en la que se
mantuvieron hasta su analisis, que se realizo dentro de las tres horas siguientes a

su compra.

2.1.2. Muestras procedentes de pacientes de Hospital de Ledn. Se aislaron 65
cepas de Aeromonas spp. a partir de muestras procedentes de pacientes con
gastroenteritis cedidas por el Hospital de Le6n en el periodo comprendido entre
marzo y mayo del afio 2011, ambos inclusive. Las muestras nos fueron enviadas
en placas Columbia agar con 5% de sangre ovina (Becton Dickinson, Sparks MD,
USA).
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2.2. Deteccidn vy aislamiento de Aeromonas.

2.2.1. De muestras de alimentos. A partir de 25 g del alimento, se realizaron
homogeneizados en bolsa de Stomacher con 225 ml de agua de peptona al 0,1% y
se realizd una siembra directa en Rojo Fenol Agar base (Difco, Lawrence, KS
66044-8130, USA) suplementado con 10 gramos (g) de almidon (almidon de
patata, Panreac Quimica SA. Barcelona, Espafia) y 10 miligramos (mg) de
ampicilina (USB Corporation, Cleveland, OH USA) por litro de medio
(Rodriguez-Calleja et al. 2006a).

2.2.2. A partir de muestras de pacientes de Hospital de Leon. Se enriquecié una
porcion representativa de la masa bacteriana presente en la superficie de las placas
recibidas en Nutrient Broth (Oxoid, Basingstoke Hampshire, RG24 8PW, United
Kingdom) durante 24 horas a 37°C y a continuacion, el aislamiento se realiz6 en
el medio descrito en el punto anterior siguiendo el mismo procedimiento
(Rodriguez-Calleja et al. 2006a).

2.3. ldentificacion de las cepas aisladas. De cada medio de cultivo se escogieron varias

colonias tipicas (colonias amarillas con halo de aclaramiento por hidrélisis del almidén
tras inundar la placa con yodo) para su posterior identificacion mediante pruebas
bioquimicas (Harrigan, 1998) y mediante el sistema miniaturizado de identificacion API
20E (BioMérieux, Marcy I'Etoile, Francia).

Las pruebas bioguimicas llevadas a cabo para la identificacion de Aeromonas

fueron las siguientes:

- Tincion de Gram: Es un tipo de tincion diferencial, Gtil en el laboratorio
como prueba para un rapido diagnostico presuntivo de agentes infecciosos.
Las bacterias se califican como Gram + o Gram -, en funcion de las
diferencias en la composicion de su pared y arquitectura celular. Para
llevarlo a cabo se suspendieron las colonias de un cultivo joven en una gota
de agua miliQ estéril sobre un portaobjetos y se dejé secar. Se mezcl6 con
una solucién de cristal violeta durante un par de minutos y se lavo con agua;
a continuacion, se aplicé una solucion de lugol que actia como mordiente

formando compuestos insolubles con colorantes determinando su fijacion a
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las bacterias. Se decolor6 con etanol hasta que el portaobjetos estuvo limpio
y se cubri6 finalmente con una solucion de safranina durante dos minutos y
posteriormente, se observd al microscopio. Las bacterias Gram positivas son
de color violeto intenso ya que el etanol no las decolora, mientras que las

Gram negativas (como las Aeromonas), muestran una coloracion rosa-rojiza.

- Oxidasa y catalasa. La catalasa se encuentra en la mayoria de las bacterias

aerobias y anaerobias facultativas que contienen citocromo, mientras que la
reaccion de la oxidasa se debe a la presencia de un sistema citocromooxidasa
que activa la oxidacion del citocromo por el oxigeno molecular
produciéndose agua o perdxido de hidrégeno segun la especie bacteriana.
Para la prueba de la oxidasa se pusieron en contacto las colonias de nuestro
microorganismo con una solucion acuosa de clorhidrato de dietil- o
tetrametil-p-fenilendiamina (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Germany)
al 1% (p/v) que se preparaba diariamente. Las colonias que poseian oxidasas
tomaran un color parpura en 5-10 segundos.
Para la prueba de la catalasa utilizamos como reactivo peroxido de
hidrégeno (Panreac) al 30% (v/v) y si el microorganismo tenia dicha
actividad enzimatica, se producia la liberacion de oxigeno libre que se
visualizaba en forma de burbujas.

Las Aeromonas spp. son oxidasa y catalasa positivas.

- Resistencia al agente 0129. Se emplearon discos de papel de filtro estériles
impregnados en 150 pl de O129 (2,4-diamino-6,7-di-isopropil pteridina
fosfato, Oxoid) en una solucién de acetona al 0,1%. Se inocularon placas de
Nutrient Agar (Oxoid, Basingstoke, UK) mediante un asa de cultivo a partir
de colonias purificadas en Tryptone Soya Agar (TSA, Oxoid) y se colocaron
los discos sobre las estrias realizadas. Se incubaron las placas a 30°C durante
24 horas. La aparicion de una zona de inhibicién alrededor del disco nos
indicé que el microorganismo era sensible al agente 0129 y en el caso
contrario, nos indico la resistencia al mismo. Las Aeromonas spp. son
resistentes al agente 0129 lo cual nos permite distinguirlas de Vibrio spp.,

gue son sensibles.

- Fermentacion del manitol e inositol. Se inoculé el microorganismo sobre

tubos de hemdlisis, con caldo Purple Broth Base (Difco) que poseian una
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solucion al 1% (p/v) de manitol (Difco) e inositol (Difco) respectivamente,
por duplicado (uno se mantuvo en condiciones de aerobiosis y otro se cubrid
con vaselina para crear anaerobiosis). Se incubaron durante 24 horas a 30°C
y se observaron los resultados por el cambio de color producido, del morado
al amarillo si el microorganismo es capaz de fermentar el azlcar. Los
microrganismos buscados (Aeromonas) son fermentadores del manitol pero

no del inositol.

- Hidrdlisis de la esculina. Se inocularon tubos de hemolisis con un medio
compuesto de peptona bacterioldgica, esculina al 0,1% (p/v), citrato férrico y
agua destilada (Harrigan et al., 1998). Para cada cepa se emplearon dos
tubos, uno de ellos se mantuvo en aerobiosis y el otro se cubrid con vaselina
para crear condiciones de anaerobiosis. Se incubaron durante 7 dias a 30°C y
se observd el color tras la incubacion. Los microorganismos capaces de
provocar la hidrolisis de la esculina producen un cambio de color en el
medio que va del amarillo al negro. Las Aeromonas spp. hidrolizan la

esculina.

- Reacciones de capacidad de fermentacion y oxidacion de carbohidratos. Se
empleé el OF Basal Medium (Oxidation-Fermentation Basal Medium,
Difco) Al mismo, se incorporaron glucosa (Panreac), sacarosa (Panreac) y
salicina (Sigma-Aldrich Chemie), en todos los casos a una concentracion del
1% (p/v). Si el microorganismo es capaz de utilizar el azucar produce acidos
y por tanto, vira el indicador de pH del medio de cultivo (azul de
bromotimol) a color amarillo. Se inocularon dos tubos por picadura y uno de
ellos se cubrid con vaselina liquida que permite la incubacién en condiciones
de anaerobiosis. Si el microrganismo tiene un metabolismo oxidativo sélo
vira el color del tubo sin vaselina, pero si tiene un metabolismo fermentativo
el color vira en ambos tubos. Se incubaron a 30°C durante 24 horas.
Aeromonas spp. nos dio un perfil de utilizacion de dichos azUcares que nos
permite adscribirlos a una especie concreta (Rodriguez-Calleja et al., 2006).

- Produccion de gas. Se utilizé un caldo Nutrient Broth (Oxoid) con una
concentracion de glucosa (Panreac) del 1% (p/v) depositada en un tubo de
ensayo con una campana de Durham. Se inoculé el microorganismo, se

incubd 24 horas a 30°C y se observé la produccidn de gas en la campana.
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API 20E (BioMérieux). Es un sistema de identificacion rapida para bacterias
de la familia Enterobacteriaceae y otras bacterias Gram -. Se compone de
una serie de pruebas estandarizadas y miniaturizadas, y una base de datos.
Este sistema presenta las ventajas de ser rapido, eficaz y de permitir realizar
numerosas pruebas a la vez. Cada tira de API 20E contiene 20 microtubos o
pocillos con distintos sustratos deshidratados. Cada tubo se corresponde con
una prueba bioquimica distinta (ONPG: orto-nitro-fenil-p-D-
galactopirandsido; ADH: arginina dehidrolasa; LDC: lisina descarboxilasa;
ODC: ornitina descarboxilasa; CIT: uso del citrato; H,S: produccion de
acido sulfhidrico; URE: ureasa; TDA: triptofano desaminasa; IND: prueba
del indol; VP: Voges-Proskauer; GEL: gelatinasa; GLU: prueba de la
glucosa; MAN: fermentacidn/oxidacion del manitol; INO:
fermentacion/oxidacion del inositol; SOR: fermentacion/oxidacion del
sorbitol;  RHA: fermentacion/oxidacion de la ramnosa; SAC:
fermentacion/oxidacion de la sacarosa; MEL: fermentacion/oxidacion de la
melobiosa; AMY: fermentacion/oxidacion de la amigdalina; ARA:
fermentacidn/oxidacion de la arabinosa). La prueba numero 21, la oxidasa,
se hace de forma independiente a la tira.

A partir de colonias purificadas en TSA (Oxoid), con una asada de las
mismas se cre0 una suspension de bacterias en solucion salina al 0,85%
(p/v). A partir de esa solucion (una vez estandarizada en una escala de
McFarland) se inocularon con una pipeta los pocillos, rellenando unos de
ellos unicamente el pocillo, otros el pocillo y la ctpula (CIT, VP y GEL) y
otros completando la cupula con vaselina para crear anaerobiosis (ADH,
LDC, ODC, H,S y URE). Se incubaron durante 24 horas a 30°C.

Tras la incubacion de la tira API, se valoraron los resultados en funcién del
cambio de color que se produce en los pocillos. Los resultados conforman un
codigo numerico que se introdujo en la base de datos (BioMérieux, 2013) y
gue se traduce en un perfil bioguimico que indica en porcentaje la similitud
de nuestra cepa problema con los microorganismos incluidos en dicha base

de datos.
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2.4. Busqueda de los principales genes marcadores de virulencia asociados a Aeromonas.

a)

b)

Extraccion de ADN. Se depositaron en un tubo eppendorf colonias purificadas

en TSA (Oxoid), al que se afiadio 1 mililitro (ml) de tampdn PBS (Phosphate
buffered saline, Oxoid), realizando varios lavados con dicho tampdn para
eliminar los restos de medio de cultivo. Entre lavados se centrifugaron los tubos
durante 3 minutos a 13000g, se elimind del sobrenadante y se resuspendio el
pellet resultante. Finalmente, se resuspendia en una mezcla de 450 pl de agua
destilada miliQ y 50 ul de triton X-100 (Sigma-Aldrich Chemie) al 1% (p/v). Se
Ileva a cabo la ruptura celular mediante ebullicion a 99°C durante 10 minutos sin
agitacion en un bafio Thermomixer compact (Eppendorf-Netheler-Hinz, GmbH,

Hamburg, Germany).

Determinacién de genes marcadores de virulencia. Utilizando métodos basados

en la técnica de PCR se investigd, en las cepas previamente identificadas, la

presencia de genes asociados a la patogenicidad (aerA, hlyA, alt, ast y laf) en

Aeromonas (Pablos et al., 2009).

Se llevod a cabo la reaccion en volumenes finales de 50 pl por muestra que

contenian:

- 20 pl Master Mix (SPRIME, VWR International Eurolab S.L. Barcelona,
Espafia).

- 1 pl cebador 1 (a una concentracion de 250 nM). (XX Integrated DNA
Technologies Inc, Belgium).

- 1 pl cebador 2 (a una concentracion de 250 nM). (XX Integrated DNA
Technologies Inc, Belgium).

- 23 pl agua destilada miliQ.

- 5 ul de la solucion de ADN bacteriano.

Una vez preparada la mezcla de reaccién se introdujo en un
termociclador (Mastercycler Eppendorf-Netheler-Hinz) para realizar la
amplificacion. Esta reaccion se desarroll6 mediante la repeticion de varios ciclos
con temperaturas y tiempos distintos en funcion del fragmento que se quiere

amplificar. El paso méas importante es el anclaje de los cebadores que se produce
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a temperaturas concretas reflejadas en la tabla 1 para cada uno de los genes

investigados. El resto de condiciones de la amplificacion empleadas son las que

se sefialan en la correspondiente referencia de la Tabla 1 para cada gen buscado.

Tabla 1. Descripcion de los cebadores y su temperatura de actuacion, asi como el

tamafio de amplicones originados en las pruebas para la deteccidn de los genes

marcadores de virulencia en Aeromonas spp.

Unién al Tamafio del )
CEBADORES SECUENCIA (5°-3") . Referencia
cebador (°C) | amplificado (pb)
GC(A/T) GA(G/A) CCC (A/G)TC TAT CC(A/T) G Wong et al.
aerA (AT) GA(G/A) (AG) (AT) 52°C 252 g
TTT CTC CGG TAA CAG GAT TG (1998)
GGC CGG TGG CCC GAA GAT ACG GG Wong et al.
hlyA 62°C 597 g
GGC GGC GCC GGA CGA GAC GGG (1998)
CCA TCC CCA GCC TTT ACG CCA T Chopra et al.
alt 63°C 300 P
TTT CAC GCA GGT GAC GCC GT (1993)
ATG CAC GCA CGT ACC GCC AT Chopra et al.
ast 66°C 260 P
ATC CGG TCG TCG CTC TTG GT (1993)
GGT CTG CGC ATC CAA CTC Gavin et al.
lafA 60°C 550
GCT CCA GAC GGT TGA TG (2003)

Aparte de las muestras de ADN de Aeromonas procedentes de alimentos o casos

clinicos, se utilizaron tres controles:

Control positivo. Bacteria previamente identificada poseedora de los genes

de virulencia buscados. Utilizamos dos cepas clinicas procedentes de la

coleccidn de cepas del grupo de investigacion, la H1 poseedora de los genes

aerA, hlyA y ast y la H14 que tiene los genes alt y laf (Pablos et al., 2011).

Control negativo. Bacteria previamente identificada que no posee los genes

que buscamos y sirve para comprobar la especificidad de la reaccion. Se

utilizo la cepa de coleccion CECT4315 de Yersinia enterocolitica.

Blanco de reaccion. Se sustituyd la muestra de ADN por agua destilada

miliQ realizando el protocolo de la forma habitual. De este modo, se

pretendia comprobar que no se producia contaminacién con material

genético durante la preparacion y el desarrollo de la reaccion.
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Los fragmentos amplificados en la PCR se visualizaron tras su separacion
electroforética en un gel de agarosa al 1,5% gelificada en un tampon TAE 1X (Tris
2429/, EDTA 0,05M pH 8, acido acético glacial 57,1 ml/l). Se cargaron 5ul del
producto de la amplificacion por pocillo acompafados de 3 pl de colorante naranja G
(Sigma-Aldrich Chemie). Se cargd siempre un patron de peso molecular, para
comprobar el tamario de los fragmentos amplificados. En cada gel, junto con el referido
patrén, se cargaron el control positivo, el negativo, el resto de muestras y por ultimo, el
blanco de reaccion.

Sobre el gel se realizd una electroforesis (Bio-Rad Laboratories S.A. Barcelona,
Espafa) en cubetas horizontales (Scie-plas Ltd. Cambridge, UK) aplicando un voltaje
de 99 v, durante unos 45-50 minutos. Dicho voltaje provoca la migracion del ADN del
polo positivo al negativo. La posicion alcanzada tras la migracion se observé al tefiir los
geles por inmersion en bromuro de etidio a una concentracion de 1pg/ml (Sigma)
durante 15 minutos. Una vez tefiidos, se observé el gel en un transiluminador (Bio-Rad)
de luz ultravioleta (302nm). Comprobamos que nuestro control positivo nos ofrecia una
banda que se correspondia con el tamafio de fragmento que estabamos buscando, que el
control negativo no amplificaba para dicho fragmento y que el blanco era negativo para
la reaccion. Si todo esto era correcto se procedia a fotografiar el gel con una camara
Kodak 1D 3.6 DC290 Zoom Digital Camera (Eastman Kodak Company. Rochester,
New York, U.S.A)).

2.5. Evaluacion de la similitud genética entre las cepas de Aeromonas spp. aisladas

de los productos alimenticios antes mencionados, de los procedentes de otros

origenes alimenticios vy de casos de gastroenteritis diagnosticados en hospitales de

la misma localidad de venta que los alimentos

Para este estudio de comparacién genética de diferentes cepas de Aeromonas,
ademas de las 125 cepas aisladas de carnes y productos carnicos y las 65 procedentes de
casos de gastroenteritis diagnosticadas en el afio 2011 (apartado 2.1.2.), se utilizaron 13
procedentes de muestras de agua potable (Pablos et al., 2009), 5 de muestras de pescado
(Herrera et al., 2006), 13 de muestras de carne de conejo (Rodriguez-Calleja et al.,
2006) y otras 32 procedentes asimismo de pacientes del Hospital de Ledn recogidas en
afios anteriores a este trabajo (Pablos et al., 2011). Estas cepas fueron adscritas al

género Aeromonas segun lo descrito por Abbott et al., en 2003, y Pablos et al., en 2010.
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Su caracterizacion fenotipica se puede encontrar en los trabajos llevados a cabo por
Herrera et al. (2006), Pablos et al. (2009, 2010) y Rodriguez-Calleja et al. (2006).

Se llevd a cabo mediante la técnica de electroforesis en campo pulsado (Pulsed Field
Gel Electrophoresis, PFGE), cuyo protocolo se encuentra descrito en la pagina de
Pulsenet International, en la direccion web

http://www.pulsenetinternational.org/protocols/Pages/default.aspx, con ciertas

modificaciones que se describen a continuacién.

Se partié de placas de TSA con un cultivo fresco de Aeromonas spp. cuyas
colonias se transfirieron mediante un hisopo a tubos de 15 ml (VWR International,
USA) con 2 ml de Cell Suspension Buffer (CSB, 100mM Tris:100mM EDTA, pH 8,0) y
se resuspendieron. Se ajustd la concentracion de la suspension celular (diluyendo con
CSB o afiadiendo células) utilizando un espectofotdmetro en una longitud de onda de
610 nanometros (nm), hasta que se alcanzo una absorbancia de entre 0,8 y 1. Se
transfirieron 400 pl de dicha solucion a un tubo eppendorf al que se afiadié 20 ul de
Proteinasa K (Amresco, AMRESCO LLC 6681 Cochran Road Solon, OH 44139-0098
USA). Para preparar el plug se afiadieron a este tubo eppendorf 400 pl de Seakem Gold
Agarose (al 1,5% en TE Buffer, 10mM Tris:1mM EDTA pH 8,0). Se dispuso dicha
mezcla en los pocillos correspondientes evitando la formacion de burbujas y se dejé
solidificar 15 minutos a temperatura ambiente y 5 minutos a 4°C. Se transfirieron los
plugs una vez solidificados a tubos de 50 ml (VWR International, USA) con 5 ml de
Cell Lysis Buffer (50mM Tris: 50mM EDTA, pH 8.0 + Sarcosyl al 1%) y 25 ul de
Proteinasa K. Se colocaron los tubos en un bafio a 55°C en agitacion de 150
revoluciones por minuto (rpm) durante dos horas. Tras este periodo de tiempo, se
realizaron cinco lavados de los plugs, dos veces con agua y tres veces con TE Buffer y
entre los lavados se mantuvieron los tubos en agitacion a 55°C durante 10 minutos.

A continuacién, se realizo la restriccion del ADN en dichos plugs en tubos
eppendorf de 2 ml con 3 pl de enzima Xbal (FastDigest Xbal, Fermentas GMBH,
Espafia), 30 pl de 10X FastDigest Green Buffer (Fermentas GMBH, Espafia) y 267 pl
de agua miliQ. La digestion de llevo a cabo durante 4 horas a 37°C a 400rpm en un
bloque térmico Thermomixer compact (Eppendorf-Netheler-Hinz, GmbH, Hamburg,
Germany).

Por altimo, se prepard un gel con Seakem Gold Agarose al 1% en 150 ml de
TBE 0,5X (Tampon TBE 5X pH 8,3; Scharlau, 08181 Sentmenat, Barcelona, Espafia),

se anclaron los plugs en el peine fijandolos con dicha agarosa y se dejaron solidificar
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durante unos 45 minutos a temperatura ambiente. Mientras tanto, se rellend la cubeta de
electroforesis Chef-DR 111 System (Bio-Rad) con dos litros de TBE 0,5X y se conectd el
modulo de frio (Bio-Rad) a 14°C. Las condiciones de la electroforesis son las

siguientes:

Tabla 2. Resumen de las condiciones de trabajo de la técnica PFGE realizada en las
cepas de Aeromonas spp. aisladas tanto de muestras de alimentos como de muestras de

pacientes del Hospital de Leon

Initial Switch Time 2,23
Final Switch Time 54,2s
Voltaje 6
Included Angle 120°
Run Time 19 horas

Tras las 19 horas se tifié el gel en bromuro de etidio a una concentracion de
1pg/ml (Sigma) durante una hora, se observd el gel en un transiluminador (Bio-Rad) de
luz ultravioleta (302nm) y se sacd una foto, se destiid 15 minutos y se tifid otros 30
minutos y fue tomada una segunda foto.

Se analizaron los resultados con el software Gel Compar Il (Version 6.5;
Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium), que nos ofrece la posibilidad de agrupar
las cepas en un dendrograma utilizando el coeficiente de Dice y el procedimiento de
agrupacion UPGMA (Unweighted Pair Group Method using Arithmetic Averages.
Sneath et al., 1973)

2.6. Prueba de resistencia a antibioticos. Se utiliz6 el método de referencia

establecido por el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, Wikler et al.,
2007) mediante discos de difusion de cantidades conocidas de antibiéticos. En el
caso de Aeromonas spp., el antibiograma se llevd a cabo estudiando la
susceptibilidad de las cepas a trece antimicrobianos cuyo nombre y concentracion se

recogen en la tabla 3.
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Tabla 3. Resumen de la bateria de antimicrobianos utilizados en el anélisis de posibles

resistencias de cepas de Aeromonas

Antimicrobiano Abreviatura | Concentracion (por disco en pg)
Ampicilina AMP 10
Amoxicilina + Acido clavulanico AMC 30
Cefalotina CEF 10
Acido nalidixico NA 30
Tetraciclina TE 30
Gentamicina CN 10
Kanamicina K 30
Compuestos sulfonamidas S3 300
Estreptomicina S 10
Ciprofloxacino CIpP 5
Cloranfenicol C 30
Cefotaxima CTX 30
Trimetoprima-sulfametoxazol STX 25

Los antibidticos fueron suministrados por BioRad en formatos de 200 discos
(4x50) por antibidtico.

Para llevar a cabo el antibiograma, se realizd una suspension de cada una de las
cepas en tubos con 5 ml de solucién salina al 0,85% hasta conseguir una turbidez
equivalente a 0,5 de Escala de McFarland. Con un hisopo impregnado en dicha solucién
se sembrd en cesped una placa Petri de 15 mm de diametro con Agar Muller-Hinton
(Oxoid). Sobre dicha siembra colocamos los discos de los antibidticos en condiciones
de esterilidad, a una distancia que evitara que los halos de inhibicién de crecimiento se
solapasen y poder medirlos con exactitud. Se incubaron las placas a 30°C durante 18
horas y a continuacion se midieron los halos producidos con la ayuda de un calibre
(Comecta S.A.).

Para evaluar la posible resistencia o sensibilidad de cada cepa a cada
antimicrobiano se utilizaron los limites establecidos por el Clinical and Laboratory

Standards Institute para enterobacterias, que se reproducen en la tabla 4.
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Tabla 4. Criterios para evaluar el caracter de resistencia a antimicrobianos paraenterobacterias
establecidos por el Clinical and Laboratory Standards Institute (Wikler et al., 2007).

Antimicrobiano Resistente* Intermedio*
Sensible* Ampicilina <13 14-16 >17
Amoxicilina + Acido clavulanico <13 14-17 >18
Cefalotina <14 15-17 > 18
Acido nalidixico <13 14-18 >19
Tetraciclina <11 12-14 >15
Gentamicina <12 13-14 >15
Kanamicina <13 14-17 > 18
Compuestos sulfonamidas <12 13-16 > 17
Estreptomicina <11 12-14 >15
Ciprofloxacino <15 16-20 >21
Cloranfenicol <12 13-17 > 18
Cefotaxima <14 15-22 >23
Trimetoprima-sulfametoxazol <10 11-15 >16

*Diametro del halo de inhibicién en milimetros (mm)
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3. RESULTADOS Y DISCUSION.

3.1. Identificacion de las cepas aisladas. Adscripcién a género y especie.

De las 408 muestras de alimentos analizadas, se aislaron 125 colonias con
morfologia tipica de Aeromonas en el medio SAA (Oxoid). De cada una de las 65
muestras de casos clinicos analizados, se aisl6 una cepa con dicha morfologia en el
medio citado.

Todas ellas fueron confirmadas como pertenecientes al género Aeromonas

siguiendo el esquema que se presenta en la tabla 5.

Tabla 5. Pruebas fisiologicas y bioquimicas diferenciales entre grupos taxonémicos

relacionados con el género Aeromonas. (Adaptada de Palumbo et al., 2001)

Grupo Taxonémico
Prueba _ _ _
Vibrio | Aeromonas| Plesiomonas | Pseudomonas| Enterobacteriaceae
Oxidasa + + + + -
Fermentacion de la glucosa + + + - +
Sensibilidad a 0129 ] ]
SIS R/R SIS No aplicable No aplicable
(10pg/150p)
Crecimiento en TCBS! + - - - -
o 0% - + + No aplicable +
Crecimiento en _
o 3% - + +- No aplicable -
cloruro sédico _
6% + - + No aplicable -
Acido de inositol - - + No aplicable No aplicable

TCBS' = Thiosulfate Citrate Bile Salts Sucrose Agar

Mientras que la adscripcion a género de las cepas de Aeromonas es
relativamente facil, empleando el esquema sefialado en la tabla 4, la identificacion a
nivel de especie es mas dificultosa por la existencia de un nimero elevado de taxones, la
continua incorporacion de nuevas especies y en la falta de claridad en cuanto a los datos
fenotipicos de referencia para poder distinguir unos grupos de otros (Janda et al., 2010)
Como primera aproximacion para la adscripcion a especie de las cepas de Aeromonas
empleamos el sistema miniaturizado APl 20E. Con este sistema 99 de las 125 cepas
procedentes de alimentos fueron adscritas a alguna de las especies de este género que

bTM

incluye la correspondiente base de datos (BioMérieux, apiweb ™). Por el contrario, las
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otras 26 daban perfiles inaceptables con el género Aeromonas, pero todas ellas tenian
perfiles bioquimicos que se corresponden con dicho género cuando se realizaron las
pruebas de identificaciébn de manera independiente, es decir, a escala macroscopica.
Ante las limitaciones del sistema APl 20E para adscribir de una manera general nuestras
cepas a una especie nos vamos a basar en las caracteristicas que se describen a

continuacion.

Tabla 6. Caracteristicas bioquimicas que permiten adscribir las cepas a una especie

concreta de Aeromonas (Gonzélez Rodriguez et al., 2002).

Especie
Prueba
A.hydrophila | A.caviae A.sobria A.veronii-sobria A.schubertii

Glucosa + + + + +

Gas Glucosa + - + + -
Sacarosa + + + + +
Salicina + V* - V* -
Esculina + + - - -

(\V* resultados variables)

Las pruebas bioquimicas empleadas para la identificacion se eligieron en
funcién de estudios previos (Abbott et al., 2003; Gonzélez Rodriguez et al., 2002), ya
que se demuestra, por ejemplo, que todas las especies de Aeromonas son capaces de
fermentar el manitol y no el inositol. Sin embargo, también ha sido descrita la
posibilidad de que aparezcan reacciones atipicas, como por ejemplo en la sensibilidad al
agente 0129 en el estudio de Abbott et al., en el afio 2003, donde se indico que dos
cepas de A.eucrenophila y una de A.veronii subgrupo veronii sufrieron inhibicion del
crecimiento en presencia de dicho agente.

Empleando el esquema indicado en la tabla 6, se realizé la adscripcion a especie
de las 125 cepas aisladas de alimentos y de las 65 procedentes de casos clinicos, tal y

como se muestra en la tabla 7.
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Tabla 7. Adscripcion a especie de cepas de Aeromonas procedentes de carnes, productos

carnicos y casos de gastroenteritis humanas.

Origen
ESPECIE
Muestras de Alimentos Muestras Clinicas
A.hydrophila 118 56
A.caviae 3 4
A.veronii-sobria 4 5
NUmero total cepas 125 65

3.2. Incidencia de Aeromonas spp. en carnes y productos carnicos.

De un total de 408 muestras procedentes de carnes y productos carnicos, se
aislaron 81 muestras (19,85%) sospechosas de contener Aeromonas en el medio SAA
(Oxoid). De dichas muestras se consiguieron aislar 125 presuntas cepas. Todas ellas
presentaron el siguiente perfil fenotipico: tincion de Gram -, oxidasa y catalasa +,
resistencia al agente 0129, fermentacion del manitol pero no del inositol, hidrolisis de
esculina +. Ademas, todas estas cepas menos 10 presentaban al menos uno de los genes
asociados a patogenicidad investigados.

En la Tabla 8 se presenta la distribucion de las cepas de Aeromonas en funcion
del producto alimenticio del que fueron aisladas y del periodo del afio en que se
tomaron las muestras. Las cepas de Aeromonas identificadas fueron contaminantes del
19,85% de las muestras, siendo las pechugas de pollo (46,91%) y los lomos de cerdo
(48,15%) los principales productos portadores. La incidencia de Aeromonas spp. fue
superior en las carnes frescas que en los productos listos para el consumo, esto puede
explicarse ya que los productos listos para el consumo durante su procesado han sufrido
una serie de procesos que disminuyen la carga microbiana, por ejemplo en el caso del
chorizo que sufre un proceso de curacion o en el del jamon cocido que se somete a
tratamiento térmico. Sin embargo, también debemos tener en cuenta que las carnes
frescas al ser cocinadas alcanzaran temperaturas que inactivaran a esas bacterias
(Condon et al., 1992), por lo que cabe destacar que puede tener mayor importancia la
existencia de una carga pequefia de Aeromonas spp. en un producto listo para el

consumo que en carne fresca que es de suponer que va a ser cocinada.
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En nuestros resultados las cuatro cepas que fueron aisladas de productos
carnicos listos para el consumo presentaron el perfil bioquimico indicado anteriormente,
pero tres de ellas no poseen genes de virulencia estudiados y sélo una de esas tres se

identificd adecuadamente con el sistema API 20E.

Tabla 8. Cepas de Aeromonas spp. aisladas en diferentes muestras de carnes

frescas y de productos carnicos listos para el consumo

Producto (n=n° muestras) INVIERNO PRIMAVERA | VERANO | OTONO
Jamén cocido (n=48) 0 0 0 0
Pechuga cocida de pavo (n=48) 1(1%) 1(1%) 0 0
Mortadela (n=48) 1(1%) 0 0 0
Chorizo (n=48) 1(1%) 0 0 0
Salchichén (n=48) 0 0 0 0

Pechuga de pollo (n=84) 23 (6%) 10 (6*) 7 (4%) 22 (227%)

Lomo fresco de cerdo (n=84) 13 (7%) 8 (6%) 14 (5%) 24 (217%)

* NUmero de muestras de las que proceden los aislados

Ante estos resultados la dificultad radica en intentar proponer un origen
coherente de dichas cepas. La principal fuente de contaminacion sugerida seria el agua,
ya que es un microorganismo fundamentalmente de origen acuatico pero existen ciertos
estudios que determinan que la distribucién de Aeromonas spp. entre el agua de bebida,
el pollo y la carne picada es diferente, sugiriendo que la contaminacion de la carne no
procede del agua (Hé&nninen et al., 1995). Podemos tener en cuenta otras fuentes de
contaminacion como puede ser el cuchillo de deguello, la piel del animal, el tracto
gastrointestinal, las manos de los manipuladores, nédulos linfaticos del animal, manejo
de las camaras de almacenamiento y como mas importante los recipientes contenedores
no estériles que sirven de almacen de las piezas de carne (Jay et al. 2005).

Los porcentajes de aislamiento de cepas de Aeromonas en carnes frescas y
productos carnicos listos para el consumo son variables, oscilando entre un 33 y un 74%
(Sierra M., 1992). Hudson et al., en el afio 1992, indic6 que un 23,2% de las muestras
de productos “ready to eat” estaban contaminados con Aeromonas spp. (Hudson et al.,
1991).

En 1993, Gobat et al., estudio la distribucion de Aeromonas spp. mesofilas en

carnes frescas y productos carnicos listos para el consumo, y aislé6 Aeromonas en el
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38,2% y 12,9% de las muestras de jamodn cocido y mortadela, respectivamente. Dentro
de las cepas aisladas, un 61,2% se adscriben a la especie Aeromonas hydrophila, 22,5%
a A.caviae y 16,3% a A.sobria (Gobat et al., 1993).

Por otra parte, otros autores en el afio 2001, aislaron Aeromonas spp. en un 70%
de las muestras de carne frescas de cerdo y carne procedente de pollo (Neyts et al.,
2001).

Los resultados mostrados en la Tabla 8 sugieren una mayor incidencia de
Aeromonas en invierno y en otofio. Mientras que la incidencia fue similar en primavera
y verano. Los datos proporcionados por el Servicio Meteorolégico Nacional (datos del
observatorio de la Virgen del Camino, Ledn) mostraron una importante diferencia de
temperatura entre las estaciones de primavera y verano, por lo que, es previsible que las
condiciones de control de temperatura durante el procesado, el almacenamiento y la
comercializacion de los productos, minimicen la influencia de la variabilidad
climatoldgica.

Varios estudios han demostrado que el aislamiento de cepas de Aeromonas
procedentes de muestras fecales aumenta en los meses mas calidos del afio, en concreto
en verano (Parker et al., 2010). Este aumento es debido a que las Aeromonas mesofilas
crecen de manera Optima cuando el agua se encuentra a elevadas temperaturas, lo cual
provoca que aumente la concentracion de dichos microorganismos tanto en ambientes

de agua dulce como en los suministros de agua potable (Janda et al., 2010).

La adscripcion a especie de las muestras de alimentos mostrd que todas las cepas
aisladas de productos carnicos listos para el consumo fueron adscritos a la especie
A.hydrophila, salvo la procedente de chorizo que lo fue a A.caviae.

De las 121 cepas aisladas de carnes frescas, 115 fueron adscritas a A.hydrophila
(51,31 % pollo, 48,69 % cerdo), 2 a A.caviae (50 % pollo, 50 % cerdo) y 4 a A.veronii-
sobria (50 % pollo, 50 % cerdo).

Las cuatro cepas adscritas a A.veronii-sobria fueron aisladas dos en invierno,

una en verano y una en primavera. Las cepas A.caviae dos en invierno (chorizo y pollo)

y una en otofio (cerdo).
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3.3. Potencialidad patogénica de Aeromonas. Frecuencia de genes asociados a

virulencia.

La frecuencia de genes asociados a virulencia en las cepas aisladas de productos
carnicos listos para el consumo es nula en los genes hlyA, alt, ast y laf. En lo que
respecta al gen aerA, esta presente en una de las cepas aisladas de pechuga de pavo.

En la tabla 9 se presenta la distribucion de genes de virulencia en las cepas de

Aeromonas aisladas de carnes frescas y de casos clinicos de gastroenteritis humanas.

Tabla 9. Distribucion de genes de virulencia en Aeromonas procedentes de carnes
frescas y de casos de gastroenteritis humanas.

N© Gen de virulencia (%%)
Origen Especie
cepas aerA hiyA alt ast laf
A.hydrophila 59 89,83 84,74 89,83 23,73 13,56
Pechuga de _
A.caviae 1 100 100 0 0 0
pollo R
A.veronii-sobria 2 100 100 100 0 0
A.hydrophila 56 78,57 83,92 89,28 30,36 7,14
Lomo de cerdo A.caviae 1 0 0 100 0 0
A.veronii-sobria 2 100 100 0 0 0
A.hydrophila 56 23,21 12,50 80,35 3,57 7,14
Pacientes con _
o A.caviae 4 0 0 100 0 0
gastroenteritis
A.veronii-sobria 5 0 20 100 0 40

(* Porcentaje de cepas que poseen el gen de virulencia)

En las figuras 1, 2 y 3 se muestran las frecuencias de presentacion de las
combinaciones de genes de virulencia halladas en las cepas de Aeromonas procedentes
de carnes frescas de pechuga de pollo y lomo de cerdo, asi como en las cepas

procedentes de casos clinicos de gastroenteritis humanas, respectivamente.
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Genotipos predominantes de Aeromonas spp. en las cepas aisladas de pechuga de pollo

M aerA+/alt+/hlyA+/ast-/laf-
M aerA+/alt+/hlyA+/ast+/laf-
m aerA+/alt+/hlyA+/ast+/laf+
M aerA+/alt+/hlyA+/ast-/laf+

m Otros genotipos

Figura 1. Distribucién de genotipos (combinaciones de genes marcadores de virulencia)

en cepas de Aeromonas aisladas de pechugas (frescas) de pollo.

Genotipos predominantes de Aeromonas spp. en las cepas aisladas de lomo de cerdo

M aerA+/alt+/hlyA+/ast-/laf-
M aerA+/alt+/hlyA+/ast+/laf-
m aerA+/alt+/hlyA+/ast+/laf+

M aerA+/alt+/hlyA+/ast-/laf+

m Otros genotipos

Figura 2. Distribucién de genotipos (combinaciones de genes marcadores de virulencia)

en cepas de Aeromonas aisladas de lomo (fresco) de cerdo.
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Resumen de los genotipos predominantes en las muestras clinicas analizadas

M aerA+/alt+/hlyA-/ast-/laf-
M aerA-/alt+/hlyA+/ast-/laf-
m aerA-/alt+/hlyA-/ast-/laf+

H Otros genotipos

Figura 3. Distribucion de genotipos (combinaciones de genes marcadores de virulencia)
en cepas de Aeromonas aisladas de pacientes con gastroenteritis diagnosticadas en el
Hospital de Ledn.

En las cepas de Aeromonas spp. aisladas de carnes frescas y productos carnicos,
el perfil de virulencia aerA+/alt+/hlyA+/ast-/laf- fue predominante (61 cepas), la
combinacidn aerA+/alt+/hlyA+/ast+/laf- fue detectada en otras 21 cepas, cuatro cepas
portaban el genotipo aerA+/alt+/hlyA+/ast-/laf+, cinco cepas poseian todos los genes y
el resto de cepas fueron portadoras de uno, dos o tres de los genes de virulencia
buscados proporcionando otros genotipos.

Por el contrario, en las cepas clinicas los perfiles de virulencia fueron mas
heterogéneos (figura 3), asi fueron mayoritarios los que se asociaban al gen alt, que
estaba presente en 54 de los 65 aislados (83,08%). De todos ellos, los més frecuentes
fueron los perfiles que muestran la combinacion aerA+/hlyA-/alt+/ast-/laf- (15,38%),
seguido de aerA-/hlyA+/alt+/ast-/laf- (12,30%), y s6lo una cepa muestra la presencia
del genotipo aerA+/hlyA-/alt+/ast+/laf+, una el genotipo aerA-/hlyA-/alt+/ast+/laf+ y
una aerA-/hlyA+/alt+/ast-/l1af+.

En principio, cabria esperar que la posesion de un mayor nimero de factores de
virulencia se asociara a un mayor poder patégeno de las cepas (Isonhood et al., 2002).
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Adicionalmente, los perfiles de virulencia aerA+/hlyA+ y en algunos casos, el
aerA+/hlyA- son indicadores del potencial de desarrollo de diarreas en humanos.
Ademaés, la combinacion de ambos genes es menos comun en A.caviae y en A.veronii-

sobria que en A.hydrophila (Heuzenroeder et al., 1999).

En funcién, pues de su arsenal patogénico, cabria pensar que la presencia de
estas cepas de Aeromonas en las carnes frescas podria constituir un riesgo sanitario, no
tanto por su presencia en el producto cocinado (por la termolabilidad antes resefiada de
estas bacterias) cuanto por la posibilidad de diseminacion a productos alimenticios que
no van a ser calentados antes del consumo durante las fases de preparacion culinaria.

Sin embargo, las cepas clinicas mostraron un potencial de factores de virulencia
mucho menor que las cepas de alimentos (Figuras 1, 2 y 3). En otros estudios se ha
hallados que cepas de Aeromonas involucradas en casos clinicos no presentaron
ninguno de los genes de virulencia (Pablos et al., 2010), lo que sugiere que el
conocimiento de los mecanismos de patogenicidad de Aeromonas es susceptible de ser

ampliado.

Varios estudios llevados a cabo en Europa, los Estados Unidos, y India, la
especie A. caviae fue prevalente, seguido por A. hydrophila y A. veronii biovar sobria
(Borchardt et al., 2003). Otros estudios en Brasil, Tailandia y la India (Kannan et al.,
2001) informo de A.hydrophila como predominante. Estas diferencias pueden depender
de la ubicacion geogréfica, el método de aislamiento y de identificacion utilizados
(Pablos et al., 2010)

3.4. Resistencia a antibioticos de las cepas aisladas de Aeromonas spp.

En la tabla 10 se presenta a frecuencia de resistencia a los distintos
antimicrobianos de las cepas de Aeromonas en funcién de su origen (alimenticio o

clinico).
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Tabla 10. Susceptibilidad a antimicrobianos de cepas de Aeromonas procedentes de

alimentos, agua y casos clinicos.

Alimentos y agua Casos clinicos
Antimicrobiano
R* I* S* R* 1* S*
Ampicilina 100 0 0 44,57 55,43 0
Amoxicilina + Acido clavulanico 0 13,19 | 86,80 0 1,50 98.50**
Cefalotina 95,14 0,70 4,17 7,23 3,61 89,16
Acido nalidixico 20,14 0 79,86 6,02 0 93,98
Tetraciclina 21,53 6,25 72,22 10,84 0 89,16
Gentamicina 0,70 0 99,30 0 0 100**
Kanamicina 3,47 0,70 95,83 0 33,85 66,15**
Compuestos sulfonamidas 27,08 0 72,92 | 93,85 0 6,15**
Estreptomicina 6,25 31,25 62,50 4,82 48,19 46,99
Ciprofloxacino 2,08 13,19 84,73 0 1,20 98,80
Cloranfenicol 15,28 0 84,72 0 0 100
Cefotaxima 1,39 13,89 79,86 0 4,61 95,38**
Trimetoprima-sulfametoxazol 15,97 0 84,03 0 0 100**

*Porcentaje de cepas R=Resistente, I=Intermedia y S=Sensible.

** investigadas un el 80% de las cepas de origen clinico.

Por lo que respecta a combinaciones de resistencia a multiples antimicrobianos

cabe destacar un grupo de 16 cepas que presentan un elevado nimero de resistencias.

Estas cepas proceden en su totalidad de alimentos, 11 de pechugas de pollo y 5 de lomo

de cerdo, pero no se observan diferencias significativas en la época del afio en la que

fueron tomadas las muestras.

Los perfiles correspondientes a estas 16 cepas se muestran en la tabla 11.

Tabla 11. Perfiles de multirresistencia a antimicrobianos en Aeromonas aisladas de

carnes frescas

Perfiles de Antibi6ticos

Perfil N° Cepas
AMP [ S [CEF[NA[CTX [ TE [AMC[ SXT [CN [cIP[ K[ C[s3
1 R | R | R | R S R S I | S|R|R 11
2 R |[R| R |R | R S R S| R|S|R|R 2
3 R | R | R R R S R S| R|S|R|R 1
4 R | R | R | R | R S I | S|R|R 2

*(R=Resistente, I=resistencia intermedia, S=Sensible)
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Dentro del perfil 1 se engloban 11 cepas de las cuales 6 fueron aisladas de
pechuga de pollo y 5 de lomo de cerdo, todas ellas poseen un perfil fenotipico que
permite adscribirlas a la especie A.hydrophila, salvo la cepa A70 (aislada de lomo de
cerdo) que se corresponde con A.veronii-sobria. Cinco de estas cepas poseen un perfil
genético idéntico aerA+/alt+/hlyA+/ast-/laf-, incluida la cepa A70. El resto ofrece
perfiles variables dentro de los cuales cabe destacar el de la cepa A33 que no posee
ninguno de los genes asociados a virulencia y la cepa A45 que posee los cinco genes
analizados (aerA+/alt+/hlyA+/ast+/laf+).

Los perfiles 2 y 4 se corresponden con las cepas Al3-Al4 y A76-AT79
respectivamente, todas ellas aisladas de muestras de pechuga de pollo. Sus perfiles
fenotipica y genotipicamente son idénticos. Su fenotipo nos permite incluirlas en la
especie A.hydrophila y su perfil genético aerA+/alt+/hlyA+/ast-/laf- es el mas
prevalente en las muestras analizadas (48,80%).

El perfil 3 se corresponde con la cepa A75 aislada de una muestra de pechuga de
pollo, que posee un perfil fenotipico que se corresponde con Aeromonas hydrophila y
su perfil genético es aerA-/alt-/hlyA+/ast-/laf+, el cual no se considera dentro de los
perfiles mas prevalentes segun los datos obtenidos en el total de las cepas.

En cuanto a las cepas clinicas, podemos decir que el perfil de resistencia a
antimicrobianos obtenido es muy diferente al de las cepas procedentes de alimentos, ya
que el perfil mads comunmente encontrado sélo presenta resistencia a ampicilina y
sulfonamidas (tabla 10). Las cepas que presentan una resistencia a mas antimicrobianos
son las cepas H52, H59 y H60 resistentes a ampicilina, estreptomicina, tetraciclina y
sulfonamidas, asi como una resistencia intermedia a kanamicina. El perfil bioquimico
de las mismas es idéntico y se corresponde con Aeromonas hydrophila mientras que en
lo que respecta al perfil de virulencia H52 posee unicamente el gen alt y las cepas H59
y H60 no poseen ningun gen asociado a la patogenicidad.

El perfil mayoritario de resistencia antibioticos registrado en las cepas clinicas
conforma un grupo que no se corresponde con ninguna otra cepa de origen alimenticio.
También podemos destacar que ocurre algo similar en cuanto a los factores de
virulencia, ya que los grupos de Aeromonas de origen alimenticio presentan un mayor
namero de genes que codifican para factores de virulencia por regla general que las
cepas clinicas.

Por ultimo, cabe destacar que en las cepas de otros origenes (agua, carne de

conejo y pescado) incluidas en la tesis nos muestran una serie de perfiles de resistencia
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a antimicrobianos que pueden considerarse intermedios entre los de las cepas de carne y

las cepas clinicas.

Segun lo establecido en 1998 por Janda M.J. y Abbott S.L. la mayoria de las
Aeromonas moviles son resistentes a penicilina, ampicilina (la excepcion es que mas de
un 30% de A.caviae son susceptibles), carbenicilina y ticarcilina, y susceptibles a
cefalosporinas de segunda y tercera generacion, aminoglicésidos, carbapenems,

cloranfenicol, tetraciclinas, trimetoprima-sulfametoxazol y quinolonas.

Desde el afio 1998 no han tenido lugar cambios resefiables en el estudio de los
mecanismos de resistencia a antibioticos del género Aeromonas, y los pocos estudios
gue han tenido lugar se han centrado primordialmente en las especies del mismo que
desembocan en patologias humanas, lo cual no clarifica si las conclusiones de los
mismos pueden permitir extrapolar los resultados a todas las especies existentes (Janda
& Abbott, 2010).

Los estudios que se han sucedido a través de los afios reflejan una inmensa
variabilidad de perfiles de resistencia a una bateria de antibidticos incluso dentro de la
misma especie, lo cual nos conduce a pensar que no podemos establecer unas
conclusiones generales validas para cualquier cepa de Aeromonas spp. Esta variabilidad
se establece en funcion de la taxonomia de las fenoespecies, el método de aislamiento,
el origen de las cepas, causas geograficas y/o las presiones ambientales de seleccion
(Janda & Abbott, 2010).

El sistema de referencia usado ha sido el establecido por el “Clinical and
Laboratory Standards Institute” (Winkler et al., 2007), aunque es muy probable que en
el mismo no se hayan considerado las cepas de origen no clinico. Es interesante destacar
que el uso de otros sistemas de referencia no ofrece cambios significativos en los
resultados finales (Kampfer et al., 1999). La Unica excepcion puede estar en la
interpretacion de susceptibilidades ante antifolatos (trimetoprima, sulfonamidas y sus
combinaciones) y otras combinaciones como amoxicilina-clavulanico (Zhiyong et al.,
2002).

Un estudio llevado a cabo por Chaudhury et al., en 1996 pone de manifiesto el
potencial de patogenicidad y creciente incidencia de la multirresistencia en clinica y

aislamientos ambientales de Aeromonas. El creciente uso de antibiéticos en la poblacién

44



Elsa Iglesias Collar Capitulo 1. Aeromonas

humana, la cria de animales y piscicultura han proporcionado una presion de seleccion
intensa para los genes que codifican resistencia a los antimicrobianos en el suelo y
acuatico microorganismos. Ademas, se llevo a cabo un experimento de transferencia de
material genético que concluye con la posibilidad de que los genes que codifican para
estas resistencias no solo se encuentren en el ADN cromosémico sino en plasmidos que
pueden ser transferidos; su tamafio oscila entre 85,6 y 150 kilobases (Kb) (Chaudhury et
al., 1996).

En todo caso, considerando la sustancial diferencia en los perfiles de resistencia
a antimicrobianos de las cepas clinicas y las cepas procedentes de alimentos, la

multirresistencia asociada a estos ultimos no parece tener gran transcendencia sanitaria.

3.5. Evaluacion de la similitud genética entre las cepas aisladas de los productos

alimenticios sobre los que se realiza el estudio vy las aisladas de casos de gastroenteritis

en hospitales de la misma localidad de venta de los alimentos, asi como las cepas

aisladas procedentes de otros origenes (agua, pescado y carne procedente de conejo).

La técnica utilizada para llevar a cabo dicha comparacion es la electroforesis en
campo pulsado (Pulsed-Field Gel Electrophoresis, PFGE) que ha sido utilizado para
diversos estudios a lo largo de los afios sobre la estructura gendmica y el tamafio del
genoma de bacterias, asi como para la comparacion de los diversos patrones de cepas
individuales pertenecientes a la misma o distinta especie con fines epidemioldgicos
(Hanninen et al., 1997).

Hénninen & Hirveld-Koski en 1997 y tras varios estudios previos eligieron la
enzima Xbal como la méas adecuada para esta técnica sobre cepas de Aeromonas spp., ya
que ofrece patrones de entre 15 y 30 bandas facilmente discriminables.

Los resultados obtenidos tras la digestién del ADN genémico fueron analizados
con el Software Gel Compar Il (Version 6.5.; Applied Maths) lo cual nos permitio crear
un dendrograma en el cual se muestra la agrupacion de las cepas analizadas en funcion

de la similitud de patrones de bandas.
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De las 226 cepas sometidas al PFGE se obtuvieron 159 patrones de bandas
(pulsotipos) diferentes. Asi, obtenemos 34 grupos destacables, sefialados con nimeros
romanos (figura 1), con un porcentaje de similitud del 90%. De estos grupos, 18 poseen
al menos dos o mas cepas de pulsotipo idéntico. La mayor parte de ellos estan
conformados por cepas con el mismo origen, e incluso como ocurre en los grupos XVII,
XXI'y XXV se incluyen aislados de la misma muestra por lo que estamos ante las
mismas cepas. Cabe destacar que las cepas clinicas se incluyen en grupos totalmente
diferenciados con respecto a las cepas de origen alimenticio, salvo ciertas excepciones

que se describen a continuacion.

- Grupo XI conformado por una cepa de A.caviae procedente de pechuga de
pollo, una cepa de A.hydrophila aislada de lomo de cerdo y una cepa de
A.hydrophila obtenida de carne de conejo, que poseen un porcentaje de
similitud del 90,5% y se diferencian en 4 bandas. Las dos primeras son
idénticas en pulsotipo y en cuanto a genes que codifican para factores de
virulencia con el siguiente perfil aerA+/hlyA+/alt-/ast-/laf-, y la cepa
procedente de carne de conejo tiene también el gen Alt y un porcentaje de
similitud del 90,5%. Ademas, es interesante destacar que las tres cepas
poseen un perfil idéntico de resistencia a antibidticos siendo resistentes a
ampicilina y cefalotina.

- Grupo XV esta compuesto por dos cepas clinicas aisladas en el periodo de
octubre 2005 a enero 2007 no identificadas a nivel de especie, una de ellas
tiene perfil genotipico aerA-/hlyA+/alt+/ast-/laf- y la otra no posee ninguno
de ellos y una procedente de una muestra de agua, de la cual conocemos su
perfil genotipico aerA+/hlyA-/alt+/ast-/laf+ y su perfil bioquimico que nos
permite adscribirla a A.caviae. El pulsotipo de las muestras clinicas es
idéntico y posee 18 bandas a diferencia del obtenido con la cepa de origen
acuatico que posee 20. En cuanto al perfil de resistencia a antibidticos
tenemos que las cepas clinicas son resistentes a ampicilina, &cido nalidixico
y tetraciclina, mientras que la cepa procedente de agua Unicamente es

resistente a ampicilina y cefalotina.

- Grupo XIX con una cepa de A.hydrophila procedente de una muestra de
pechuga de pollo que posee un perfil genotipico aerA+/hlyA+/alt+/ast+/laf-

y una cepa clinica aislada en un periodo de tiempo anterior que Unicamente
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posee los genes hlyA y alt. Los pulsotipos obtenidos nos muestran una
similitud del 91,4% diferenciandose Unicamente en dos bandas. Ambas son
resistentes a la ampicilina pero la cepa de origen alimentario lo es también a

cefalotina.

- Grupo XXII con una cepa de A.hydrophila aislada de una muestra de lomo
de cerdo con un perfil genético aerA+/hlyA+/alt+/ast+/laf- y una cepa
clinica identificada como A.sobria, cuyo genotipo es el siguiente aerA-
/hlyA+/alt+/ast-/laf-. Los pulsotipos se diferencian en una Unica banda
(similitud del 90,3%). Sus perfiles de resistencia a antibiéticos no poseen

coincidencias.

- Grupo XXIII con dos cepas de A.hydrophila procedentes de muestras de
lomo de cerdo, una de ellas sin genes asociados a factores de virulencia y la
otra con un perfil aerA+/hlyA+/alt+/ast-/laf- y una cepa de A.hydrophila
aislada de congrio de la cual no tenemos mas datos. Los pulsotipos obtenidos
por las dos primeras con 15 bandas y un porcentaje de similitud entre ellas
del 95,4% vy la cepa aislada de congrio tiene un pulsotipo conformado por 12
bandas con una similitud con respecto a las anteriores del 90,4%. El perfil de
resistencia a antibidticos de las tres difiere en la presencia de una resistencia
intermedia a estreptomicina presentada por las cepas de origen carnico
mientras que la cepa procedente de pescado es sensible a la misma.

- Grupo XXIX con dos cepas aisladas de muestras de carne de conejo
adscritas a las especies A.caviae (aerA-/hlyA+/alt+/ast-/laf-) y A.sobria
(aerA-/hlyA-/alt+/ast-/laf-) y una cepa de A.caviae aislada de congrio sin
datos relativos a su perfil de virulencia. Los pulsotipos obtenidos de las dos
cepas de A.caviae se diferencian en una banda y nos ofrecen un porcentaje
de similitud del 92,2%, mientras que la cepa de A.sobria con respecto a las
anteriores posee un porcentaje de similitud del 90,7%. Las tres cepas
comparten su resistencia a la ampicilina y cefalotina siendo la cepa A.caviae
de origen carnico ademas resistente al 4cido nalidixico.

- Grupo XXXI compuesto por una cepa clinica de A.hydrophila aislada en el
afio 2011, que solo posee el gen alt y otra cepa clinica aislada en el afio en el
periodo de octubre 2005 a enero 2007, con un genotipo aerA-
/hlyA+/alt+/ast+/laf-. Sus pulsotipos nos ofrecen un porcentaje de similitud
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del 92,3%. Sus Unicas coincidencias en cuanto a su resistencia a antibioticos
son en cuanto a la resistencia a la ampicilina y su resistencia intermedia a

estreptomicina.

Las conclusiones que se pueden extraer de estos grupos es que los perfiles de
bandas no agrupan las cepas que poseen caracteristicas fenotipicas y/o genotipicas
similares, ya que existe una gran variabilidad entre los perfiles bioquimicos de las

mismas asi como de la presencia de factores de virulencia.

Las cepas clinicas pueden ser colonizadores gastrointestinales transitorios y sélo
unas pocas de ellas ser cepas diarrogénicas (Borchardt et al., 2003), lo cual permite
explicar la variabilidad en cuanto a la patogenicidad de las mismas, y no sera resuelto

hasta que no se estudien méas a fondo los mecanismos que les confieren la misma.

Un estudio de Koérkoca et al., publicado en 2013 informa de que es encuentra en
estudio el hecho de que la presencia de varias enzimas en cepas de Aeromonas tales
como lipasas, proteasas, [-Lactamasas, amilasas y nucleasas, contribuyen
significativamente a su distribucion en la naturaleza y sus adaptaciones a los cambios

ambientales.
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4. CONCLUSIONES.

La prevalencia de Aeromonas en productos carnicos listos para el consumo,
cuando se encuentran en los puntos de venta es baja (menos del 2,1% en jamon cocido
y salchichén, menos del 4,2% en mortadela y chorizo y menos del 6,3% en pechuga
de pavo), mientras que las carnes frescas de pollo y de cerdo estdn habitualmente

contaminadas con Aeromonas (prevalencia superior al 95%).

El potencial patogénico de las cepas de Aeromonas aisladas de carnes frescas de
pollo y de cerdo es elevado pues se asocian mayoritariamente a la especie A.hydrophila
y poseen multiples genes de los principales factores de virulencia. Adicionalmente, una
proporcién importante de las mismas es resistente a antibidticos como cefalotina, acido

nalidixico, sulfonamidas y mezclas de sulfametoxazol y trimetoprima.

Sin embargo, la importancia sanitaria de estos hallazgos debe considerarse
escasa pues las cepas aisladas de carnes frescas de pollo y de cerdo son tanto en lo que
se refiere a sus perfiles de virulencia y de resistencia a antibidticos como por su perfil de
bandas tras analisis electroforético después de la restriccién de su material genético
(PFGE) muy diferentes de las que se aislan en los pacientes cuyos cuadros

gastroentéricos son investigados en los hospitales.
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1. INTRODUCCION.

1.1. Campylobacter como agente de gastroenteritis.

La campilobacteriosis constituye una de las infecciones alimentarias con mayor
incidencia entre la poblacién en los paises industrializados. Segun el Informe sobre
tendencias y fuentes de zoonosis y agentes zoono6ticos en la Unién Europea publicado por la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria en 2010, es el patdgeno con mayor incidencia
entre los causantes de enfermedades gastrointestinales transmitidas por alimentos (EFSA,
2012). El numero de casos notificados de infeccién por Campylobacter en la Unién Europea
en los afios 2009 y 2010 ascendid a 198682 y 212064, respectivamente, de los cuales en
Espafia tuvieron lugar 5106 y 6340 (EFSA, 2012). La mayor parte de los casos confirmados
de campilobacteriosis tuvieron lugar en los meses de verano, de junio a septiembre (EFSA,
2012). En el afio 2010, los datos epidemiolégicos indican que aproximadamente el 35,7% de
las campilobacteriosis estan causadas por C.jejuni, seguido de C.coli con un 2,3%. Otras
especies de Campylobacter spp. supusieron un 10,2% de los casos, mientras que en el 51,8%

no se llego a identificar la especie implicada (EFSA, 2012).

La epidemiologia de la infeccién por Campylobacter spp. es compleja ya que el
microorganismo se encuentra ampliamente distribuido en el ambiente y se considera parte de
la flora intestinal normal de un gran numero de animales tanto domésticos como silvestres
(Alonso et al., 2011).

Las aves son un importante reservorio de Campylobacter spp., y la carne procedente
de ellas presenta generalmente unos niveles de contaminacion elevados, de manera habitual
superiores al 80% (EFSA, 2009b; EFSA, 2010a). Varios factores ayudan a explicar la alta
prevalencia de esta bacteria en los animales vivos: el particular método de sacrificio de las
aves, con etapas como el escaldado y el desplumado que contribuyen a la diseminacion de la
contaminacion, y las condiciones de almacenamiento junto con la naturaleza de la piel de las
mismas que facilita la supervivencia de Campylobacter spp. (EI-Shibiny et al., 2009). La
carne de pollo ha sido considerada como el vehiculo alimentario principal en la
campilobacteriosis siendo muy similares los datos de prevalencia en broilers, en carnes de
pollo frescas y en casos clinicos (Atekruse et al., 1998). En el 2010, la carne de pollo estuvo

implicada en un 29,6% de los casos notificados en la UE, pero esta prevalencia variaba con
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los paises entre un 3,1% y 90% (EFSA, 2012). En Espafia fueron: 44,6% en matadero,
74,7% durante el procesado y 25,4% en los emplazamientos de venta al por menor (EFSA,
2012). Por otra parte, la prevalencia en productos carnicos de origen porcino es mucho
menor, siendo del 0,6% durante los afios 2009 y 2010 (EFSA, 2012).

Sin embargo, en lo que respecta a productos carnicos listos para el consumo de origen
porcino, los informes evaluados por la EFSA no recogen datos. Si bien, en los procedentes
de carne de pollo y carne de pavo las prevalencias recogidas por Alemania e Irlanda fueron
de 1,8% y 0,7%, respectivamente, en el afio 2010 (EFSA, 2012).

1.2.  Caracteristicas y taxonomia del género Campylobacter spp.

Pertenece a la familia Campylobacteriaceae, la cual, a su vez incluye los géneros
Campylobacter, Arcobacter, Dehalospirillum y Sulfurospirillum (Euzéby et al., 2013). La
primera descripcion de una bacteria adscrita probablemente al género Campylobacter se
atribuye a Theodore Escherich quien al final del siglo XIX describi6 en heces de bebés con
diarrea un microorganismo espirilaceo, no cultivable, al que denomind Vibrio felinus, por su
parecido morfologico con otros aislamientos de vibrios (Lior et al., 1994). A comienzos del
siglo XX, el microorganismo se conocioé como Vibrio fetus (C.fetus en la actualidad) siendo
responsable de aborto espontaneo en bovinos y ovejas. Sin embargo, este organismo difiere
de las especies de Vibrio ya que no puede crecer bajo condiciones atmosféricas de oxigeno
ni fermentar azlcares. Fue asi como en 1963, Sebald y Veron propusieron el nombre

Campylobacter con la finalidad de diferenciarlo de Vibrio spp (Catteau et al., 1995).

Aunque las primeras especies de este género se identificaron hace méas de 90 afios en
animales, no fue hasta 1970 cuando finalmente se reconocié como patégeno humano
(Koneman et al., 1997). Si bien la clasificacion de estas bacterias esta en continua revision y
modificacion, actualmente se consideran 31 especies dentro del género Campylobacter,
ademas de diferentes subespecies y biovariedades (Euzéby et al., 2013).

Las especies asociadas con enfermedad gastrointestinal mas importantes para
humanos son C. jejuni, C. coli, C. lari, C. fetus y C. upsaliensis. Todos ellos son
microorganismos Gram-negativos, termofilos, no sacaroliticos y microaerdéfilos (requiriendo
una concentracion de oxigeno de 5 a 7% y de 5 a 10% de didéxido de carbono para su
crecimiento, Van Vliet et al., 2001), aunque algunas especies se han encontrado que pueden

crecer en condiciones anaerdbicas o aerobicas (Everest et al., 2002). Son capaces de
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colonizar la mucosa intestinal de animales homeotermos de sangre caliente, incluyendo los
animales de abasto y el hombre (Nachamkin et al., 2008).

De estas especies, C.jejuni es responsable del 80-85% de todas las infecciones
humanas debidas a este género, en tanto que C.coli es la segunda especie mas aislada (10 a
15%) (Lastovica et al., 2001). Estas especies fisioldgicamente solo se diferencian por
microbiologia convencional mediante la prueba de hidrolisis del hipurato, en la que C.jejuni
da una reaccion positiva. Sin embargo, también podemos encontrar cepas de C. jejuni
hipurato-negativas, por lo que esta prueba no es concluyente para la deteccion de la especie
de Campylobacter de mayor importancia sanitaria y es necesario utilizar otras estrategias
para lograr una identificacion méas exacta (On et al., 2003).

Observados al microscopio, estas bacterias presentan un morfologia caracteristica
relacionada con una movilidad de tipo sacacorchos debido a que poseen un flagelo polar en
uno o ambos extremos de la célula (Nachamkin et al., 2008). Por la presencia de estos
flagelos las células son altamente mdviles, sin embargo, C. gracilis es inmovil, mientras que
C. showae que posee multiples flagelos (Nachamkin et al., 2008).

En C.jejuni se han descrito dos morfologias: una forma espiral cultivable y otra
forma cocoide no cultivable. Algunos estudios han demostrado que la transicion de la forma
espiral a cocoide depende de muchos factores, tales como la cepa, la temperatura, el pH, la
osmolaridad y el medio de cultivo (Lazaro et al., 1999). Aunque también, con méas de 48 h
de incubacion o tras una prolongada exposicion al aire adoptan una forma cocoide
(Koneman et al., 1997). Se ha sefialado que diversos tipos de estrés, como el estrés osmatico
y el debido cambios de temperatura, se asocian a su capacidad de cambiar su forma de
espiral a cocoide (Rollins et al., 1986). Por otra parte, existen estudios que no indican una
correlacion entre ambas formas morfolégicas y la capacidad de crecimiento en los medios de
cultivo de las mismas (Alonso et al., 2011).

Campylobacter spp posee un rango estrecho de temperatura de crecimiento, de 37 a
42°C y no es capaz de desarrollarse por debajo de los 30°C (Lee et al., 1998), sin embargo,
se ha encontrado que posee actividad fisiologica a 4°C (Hazeleger et al., 1998). La
temperatura éptima para C.jejuni y C.coli es de 42°C, lo cual probablemente refleja una
adaptacion al intestino de animales de sangre caliente (Van Vliet et al., 2001). A pesar de su
caracter termofilo, se ha determinado que la muerte celular ocurre a 56-57°C (Nguyen et al.,
2006).
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Asi mismo, se ha establecido que el rango de pH dptimo para el desarrollo de este
microorganismo es de 6,5 a 7,5, sin embargo, puede crecer en un rango de 4,9 a 9. Blaser et
al., (1980) indicaron que C.jejuni era incapaz de desarrollarse a un pH inferior a 4,9.

Con respecto a su metabolismo, las especies del genero Campylobacter no son
capaces de fermentar ni oxidar carbohidratos. En su lugar, obtienen su energia de la
degradacion de aminodcidos o intermediarios del ciclo del &cido tricarboxilico (Vandamme
et al., 2000).

Con respecto a su arsenal genético, gracias a la secuenciacion total de su genoma en
el afio 2000 se establecié que C.jejuni tiene un genoma relativamente pequefio (1.6 a 2
megabases) rico en adenina-timina, la relacion guanina-citosina es de 30% (Parkhill et al.,
2000; Vandamme 2000). Con ello, también se determind que este microorganismo posee
una extensa variacion genética, la cual ha surgido de la alta frecuencia de modificaciones
intragendmicas asi como del intercambio entre cepas. C.jejuni es naturalmente competente,
es decir que puede tomar DNA del medio ambiente, lo que unido a la recombinacion entre
cepas permite la generacion de una gran diversidad genética. La transferencia horizontal de
DNA cromosomal y plasmidico ocurre tanto in vitro como durante la colonizacion del pollo,
lo cual indica que la transformacion natural podria jugar un papel importante en la
constitucién del genoma y en la transmision de nuevos factores, tales como la resistencia a
antibioticos aun en ausencia de presion selectiva (Boer et al., 2002; Wilson et al., 2003;
Avrain et al., 2004).

La mayoria de Campylobacter spp. son sensibles a condiciones ambientales que
hacen inviable su supervivencia durante mucho tiempo fuera del hospedador. No es facil que
el microorganismo se multiplique en los alimentos o en el medio exterior, por varias

razones:
- Son destruidas por los pH acidos y por la desecacion.

- Al ser microaerdfilas, su multiplicacion por regla general es inactivada por la tension

de oxigeno en el aire.

- Su desarrollo a temperaturas inferiores a 30°C es pequefio, e incluso nulo. Por lo que
Campylobacter spp. no puede crecer en los alimentos a las temperaturas habituales de
almacenamiento (Beutling et al., 1998). En consecuencia, se considera que los alimentos

actian como vectores de transmision de Campylobacter no habiendo multiplicacion en ellos
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del microorganismo (Altekruse et al., 1994), siendo entonces la contaminacién cruzada la
mayor causa de campilobacteriosis (Allerberger et al., 2003). La congelacion ha demostrado
ser un buen sistema de control de Campylobacter spp. No obstante, es un hecho demostrado
que algunas cepas pueden sobrevivir durante meses, por lo que el frio puede también en

ocasiones contribuir a la difusion del microorganismo (Rollins et al., 1986).

- Las especies del género Campylobacter son también sensibles a la mayoria de los
desinfectantes conocidos (Nachamkin et al., 1997).

- Aungque no estd totalmente explicado, se ha descrito que Campylobacter puede
presentarse en una forma viable aunque no cultivable ante condiciones adversas, lo cual le
permite vivir en circunstancias en las que segln sus requerimientos no viviria. Varios
estudios indican que no existe una correlacion clara entre el estado morfoldgico y la

capacidad de ser cultivados (Alonso et al., 2011).

1.3.  Cuadro clinico producido por el género Campylobacter.

El término campilobacteriosis se refiere a un grupo de infecciones causadas por
bacterias del genero Campylobacter que afectan tanto a humanos como a animales,

constituyendo una zoonosis de distribucién mundial.

Las especies del género Campylobacter son sensibles a un pH bajo vy, por ello, las
condiciones del tracto gastrointestinal deberian ser suficientes para eliminar a la mayoria de
C.jejuni que lo atraviesan. Ello hace necesario la ingestion de alrededor de un millon de
células para producir la enfermedad en el 50% de las personas (Allos et al., 2001). Sin
embargo, se ha sefialado que dosis inferiores a 1.000 células de C.jejuni son capaces de
iniciar la enfermedad (Robinson et al., 1981). La distribucion por edad y sexo de las
infecciones por Campylobacter spp. es Unica entre los patdgenos entéricos humanos. En las
naciones industrializadas se han detectado dos grupos de edad en los que es mas frecuente:
nifios de <1 afio de edad y adultos de 15-44 afios de edad (Allos et al., 2001). En un estudio
sobre la evaluacién del riesgo de campilobacteriosis humana asociada al consumo de carne
de aves, se ha determinado que las personas de 18-29 afios son las més propensas a la
adquisicion de la enfermedad. Existe una evidencia cada vez mayor de que la inmunidad

adquirida como consecuencia de exposiciones sucesivas a Campylobacter spp., puede
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ejercer un importante papel en la proteccion frente a la enfermedad (Cawthraw et al., 2000).
La tasa de incidencia varia segin la estacion del afio o la region. Por otra parte, la
presentacion clinica de pacientes con campilobacteriosis difiere entre paises en vias de
desarrollo y los industrializados (Ketley et al., 1997; Rosenquist et al., 2003).

La enfermedad generalmente comienza con fiebre asociada a malestar sistémico con
dolor de cabeza. Estos sintomas a veces preceden a la aparicion de sintomas abdominales y
vomitos. Los calambres abdominales y los demés sintomas se asemejan a los de una
apendicitis aguda (Altekruse et al., 1999; Catteau, 1995). Los sintomas generalmente se
resuelven en una semana, aunque la excrecion del microorganismo dura en promedio 16
dias. Los bebés excretan los microorganismos durante mas tiempo que los nifios mas

mayores (14 dias en bebés contra 8 dias en nifios de 1 a 5 afios) (Taylor et al., 1988).

Las caracteristicas clinicas de la gastroenteritis por Campylobacter no permiten la
diferenciacion de otras causas de gastroenteritis y por lo tanto la confirmacion en el

laboratorio es de suma importancia.

Los pacientes con campilobacteriosis generalmente se recuperan sin necesidad de
terapia antimicrobiana, y no suelen precisar hospitalizacion. Sin embargo, el tratamiento se
indica en algunos pacientes con enfermedad prolongada con fiebre, diarrea sanguinolenta,
asi como en pacientes inmunodeprimidos o cuya sintomatologia se mantiene 0 empeora mas
de una semana (Allos et al., 2001). En estos casos, la eritromicina o ciprofloxacino son los
tratamientos de eleccién, seguidos de tetraciclina y doxiciclina y cloranfenicol como
antibioticos alternativos (Ge et al., 2003). La aparicion de resistencias a los tratamientos
antibioticos supone un gran problema para la poblacion y estd mediada principalmente por

un uso abusivo e indiscriminado de los mismos en produccion animal (Allos et al., 2001).

En la mayoria de los casos la enfermedad es autolimitante, sin embargo en ocasiones
puede generar complicaciones graves, sobre todo neuroldgicas, tales como el Sindrome de
Guillain-Barré y el Sindrome de Reiter.

Aunque generalmente no hay complicaciones posteriores, en un 15-20% de los casos
se pueden producir recaidas y en un porcentaje mucho menor, algunas secuelas mas graves
(Garcia-Pefa et al., 2003), en particular, Sindrome de Guillain-Barré, Sindrome de Miller-

Fisher y Artritis reactiva que puede evolucionar a Sindrome de Reiter.
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a) Sindrome de Guillain-Barré (SGB). Es una neuropatia caracterizada por pardlisis

muscular fl&cida, sensacion de ardor, dolor y debilidad muscular. Esta complicacion
ocurre en 1 de cada 1000 casos de campilobacteriosis (Nachamkin et al., 1998). Los
hallazgos serologicos y los cultivos indican que del 30 al 40% de los pacientes con
SGB tuvieron una infeccion por C.jejuni (Komagamine et al., 2006). Este sindrome es

grave y posee una tasa de mortalidad de 2% (Briscoe et al., 1987).

b) Sindrome de Miller-Fisher. Es una variante de SGB y se caracteriza por oftalmoplejia,

ataxia y arreflexia, también se ha asociado con C. jejuni (Neisser et al., 1997).

c) Aurtritis reactiva y Sindrome de Reiter. Es un proceso que se presenta en un 1 a 7% de

1.4.

los casos por infecciones con Campylobacter. Se trata de un proceso post-infeccioso
que se manifiesta normalmente entre los 7 y 14 dias después del comienzo de los
sintomas. La duracion de la artritis oscila desde varias semanas hasta un afio y aunque
puede llegar a ser incapacitante, el prondstico suele ser bueno (Garcia-Pefia et al.,
2003). Cuando la artritis reactiva forma parte de una triada de sintomas
acompariandose de uretritis y conjuntivitis, el proceso se denomina Sindrome de Reiter
(Garcia-Pefia et al., 2003).

Mecanismos de patogenicidad asociados al género Campylobacter.

A pesar del papel de Campylobacter spp. como responsable de infecciones humanas,

poco se conoce acerca de los mecanismos moleculares por los que C.jejuni origina su

actividad infecciosa (Wassenaar et al., 1999; Hofreuter et al., 2006). No obstante, los

aislados de C.jejuni son diversos, tanto fenotipica y como genéticamente, lo que condiciona

sus caracteristicas de virulencia. C.jejuni y C.coli colonizan y forman parte de la microbiota

normal de muchos mamiferos y aves, lo que no esté claro es como se produce la enfermedad

en humanos.

Los principales factores de virulencia son:

1.4.1. Presencia de uno o dos flagelos polares cuyas estructuras han sido reconocidas

como factores resefiables en la patogénesis. Las proteinas flagelares de C.jejuni
muestran homologia con proteinas asociadas a la virulencia de Yersinia pestis y
Salmonella enterica. Estructuralmente, estd compuesto de una flagelina mayor y

una menor, FlaA y FlaB respectivamente, ambas codificadas por dos genes en
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1.4.2.

1.4.3.

1.4.4.

1.4.5.

tandem (flaA y flaB), (Nuijten et al., 1990; Guerry et al., 1991; Guerry et al.,
2007).

Quimiotaxis. Se asocia a un aumento de la frecuencia de los cambios de
direccion que se producen durante el movimiento bacteriano en respuesta a
sefiales extracelulares, y se regula por la rotacion alterna del flagelo hacia la
derecha e izquierda. La quimiotaxis permite a la bacteria moverse o nadar hacia
entornos favorables (Young et al., 2007). En el caso de C.jejuni, las sustancias
quimioatrayentes incluyen componentes de la mucina como la L-fucosa y L-
serina, asi como ciertos &cidos organicos (Hugdahl et al., 1988).

Invasion y adhesion. Campylobacter se adhiere al epitelio intestinal y se
internaliza (Fauchere et al., 1986; Grant et al., 1993). La translocacion de
C.jejuni a través de la barrera epitelial refleja el mecanismo por el cual la bacteria
obtiene acceso a la mucosa intestinal causandole dafio, inflamacion y por lo tanto
gastroenteritis. Los factores de virulencia a través de los que Campylobacter se
adhiere a la célula epitelial incluyen proteinas, el flagelo y el lipooligosacarido
(LOS) (Grant et al., 1993). Aunque no se han detectado adhesinas asociadas a
fimbrias, sus propiedades de adhesion a las células epiteliales humanas se han
adscrito a otras estructuras de su superficie. Cuatro proteinas aisladas de la
membrana externa de C.jejuni se adhieren a las células epiteliales HEp-2. Una de
ellas (cadF) se une a la fibronectina, mientras la secuencia nucleotidica del gen
responsable de su sintesis muestra homologia con proteinas de la membrana
externa de otras bacterias.

Lipooligosacarido (LOS) y capsula, cuya funcion radica en la capacidad de
evadir la respuesta inmune del huésped. Diversas estructuras de LOS son
similares a los gangliésidos neuronales, conteniendo acido sialico. Tal
mimetismo molecular esta detras de la complicacion autoinmune que conduce al
Sindrome de Guillain-Barré (SGB) y al Sindrome de Miller-Fisher (Karlyshev et
al., 2000; Hadden et al., 2001; Schwerer et al., 2002).

Toxinas. C.jejuni produce una toxina de mayor importancia llamada toxina
citoletal distensora (CDT), la cual, también es producida por un diverso grupo de

otras especies bacterianas incluyendo E. coli, Actinobacillus
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actinomycetemcomitans, Haemophilus ducreyi y  Helicobacter hepaticus
(Whitehouse et al., 1998; Lara-Tejero et al., 2000; Hassane et al., 2001).

1.4.6. Plasmido pVir. Fue encontrado en 17% de los aislados clinicos de C.jejuni
analizados en el estudio llevado a cabo por Tracz et al., (2005), y estd
intimamente relacionado con la presencia de sangre en las heces de dichos
pacientes. Sin embargo, esta teoria es cuestionada en otros estudios como los

realizados por Schmidt-Ott et al., en 2005 y Louwen et al., en 2006.

1.5. Algunas alternativas genéticas para la adscripcidn a especie de cepas de

Campylobacter.

Ante la dificultad para poder adscribir a especie las cepas de Campylobacter
mediante pruebas bioquimicas (On et al., 2003), se han tratado de desarrollar alternativas
genéticas.

Para la adscripcion al género se han propuesto dos marcadores de virulencia
caracteristicos de Campylobacter, (i) el gen que codifica para la flagelina mayor que
conforma el flagelo (FlaA, Nachamkin et al., 1993) y (ii) el gen que codifica para una
proteina de membrana (CadF, Konkel et al., 1999) implicada en los procesos de invasion y
adhesion celular.

Por otro lado, la adscripcién a especie de las cepas de Campylobacter se ha sugerido
el empleo de otros marcadores genéticos:

- El gen mapA, que codifica para una proteina de membrana de Campylobacter jejuni,
ya que el uso de sueros anti-MapA en cepas de Campylobacter coli no mostro
reacciones (Stucki et al., 1995).

- El gen hipO, que codifica para la enzima responsable de la hidrdlisis del hipurato,
especifica de las cepas pertenecientes a la especie Campylobacter jejuni (Persson et
al., 2005).

- El gen asp que codifica para la enzima asparto quinasa caracteristica de las cepas de

Campylobacter coli (Linton et al., 1997; Persson et al., 2005).
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1.6. Objetivos.

Dentro del objetivo general tendente a aportar datos significativos que permitan una
evaluacion cuantitativa del riesgo para la salud asociado a la ingesta de bacterias patdgenas
del género Campylobacter con los productos alimenticios de origen cérnico, los objetivos

concretos del trabajo presentado en este capitulo fueron:

- Establecer la prevalencia de Campylobacter en los productos alimenticios de origen
carnico en el momento de su comercializacion en los centros de venta en la ciudad de
Leon.

- Evaluar la importancia sanitaria de las cepas presuntamente patdgenas aisladas de
carnes y productos carnicos mediante la estimacion de su similitud genética con las
cepas aisladas de casos de gastroenteritis en hospitales de la misma localidad de
venta de los alimentos.

- Determinar la distribucion de la capacidad de resistencia a antimicrobianos entre las
cepas de Campylobacter presuntamente patogenas presentes en las carnes y
productos carnicos listos para el consumo y entre las cepas de la misma especie

involucradas en casos de gastroenteritis.
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2. MATERIAL Y METODOS.

2.1. Toma de muestras.

2.1.1. Muestras de alimentos. Se analizaron 336 muestras procedentes de diversos
productos carnicos (carnes frescas de diversas especies, productos listos para el
consumo) que fueron adquiridos en varios supermercados de la ciudad de Ledn cuyos
productos tenian un origen (suministrador) diferente. Se llevaron a cabo muestreos
regulares (toma de muestras semanal) en dos periodos de tiempo; uno durante la
campariia 2008-2009 y otro durante la camparia 2009-2010.

De manera adicional, se realizé un segundo muestreo durante los meses de octubre y
noviembre del afio 2011, en el que se analizaron 36 muestras de la misma manera que
en el caso anterior a excepcion de que Unicamente se realiz6 sobre pechuga de pollo.
Estos muestreos han sido descritos en el capitulo de Aeromonas.

2.1.2. Muestras de pacientes del hospital de Ledn. Se analizaron 60 muestras
procedentes de pacientes con cuadros de gastroenteritis diagnosticados del hospital,
que fueron suministradas en semanas sucesivas durante los meses de marzo a mayo de
2011 ambos inclusive. Las muestras se correspondian con hisopos procedentes de

aislamientos realizados a partir de las heces de los pacientes.

2.2. Deteccién y aislamiento de Campylobacter.

2.2.1. Muestras de alimentos (ISO 10272-1:2006). A partir de 25 g del alimento, se
realizaron homogeneizados en bolsa de Stomacher con 225 ml de Bolton Broth
(Oxoid) suplementado con Laked Horse Blood (Oxoid), los cuales se incubaron en
jarras de anaerobios de 3,5 o 7 litros de capacidad (Oxoid) en condiciones de
microaerobiosis (CampyGen, Oxoid) durante 48 horas a 42°C. A continuacion, a partir
de dichos enriquecimientos se sembraron dos medios selectivos Campylobacter
Selective Blood Free Agar (Charcoal cefoperazone deoxycholate agar, CCDA,
Oxoid) y Campylobacter Agar Base (Karmali, Oxoid) y se repitieron las condiciones

de incubacion durante 48 horas. Tras ese periodo de tiempo, se observaron las colonias
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existentes, considerando que Campylobacter spp. presenta colonias lisas, convexas,
brillantes de 1-2 mm de diametro y color gris-blanco.

2.2.2. Muestras de pacientes del Hospital de Ledn. Se sembraron las muestras
sospechosas de Campylobacter procedentes de los hisopos en CCDA (Oxoid) y se
incubaron en microaerofilia de igual manera que en el caso de las muestras
procedentes de los alimentos, durante 48 horas a 42°C. A continuacion, se procedi6 a

la identificacion de las colonias sospechosas de Campylobacter.

2.3. ldentificacion fenotipica de las cepas aisladas como Campylobacter. De cada medio de

cultivo se escogieron varias colonias tipicas para su posterior identificacion mediante
pruebas morfologicas y bioquimicas (Harrigan, 1998). Las pruebas llevadas a cabo para la

identificacion de Campylobacter fueron:

- Tincion de Gram (realizada segun se describe en el capitulo de Aeromonas).
Campylobacter es Gram -, con una morfologia caracteristica, ya descrita en la
introduccién de este capitulo.

- Oxidasa y catalasa (realizadas segun se indica en el capitulo de Aeromonas).
Campylobacter spp. es oxidasa y catalasa positivo.

2.4. Busqueda de los principales genes marcadores de virulencia asociados a Campylobacter

spp. v adscripcién a especie en base a pruebas genéticas.

En todas las cepas con morfologia caracteristica de Campylobacter aisladas de los
medios CCDA y Karmali (Oxoid), se investigd la presencia de los genes marcadores de

virulencia segun se describe a continuacion.

a) Extraccion del ADN (realizada como se describe en el capitulo de Aeromonas).

b) Determinacion de genes. Utilizando métodos basados en la técnica de PCR se

investigo la presencia de genes que codifican para la flagelina, en concreto el gen flaA
(Nachamkin et al., 1993). Asimismo y para tratar de conseguir una identificacion méas

proxima a nivel de especie, se investigaron los genes cadF (Konkel et al., 1999),
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mapA (Alonso et al., 2011), hipO (Persson et al., 2005) y asp (Linton et al. 1997;
Persson et al., 2005).

Se llevo a cabo la reaccion en volimenes finales de 50 pl por muestra que contenian:

- 20 pl Master Mix (SPRIME, VWR International Eurolab S.L. Barcelona, Espafia)

- 1 pl cebador 1 (a una concentracion de 250 nM), (XX Integrated DNA
Technologies Inc).

- 1 pl cebador 2 (a una concentracion de 250 nM), (XX Integrated DNA
Technologies Inc).

- 23 pl agua destilada miliQ.

- 5 ul de solucion de ADN bacteriano.

Una vez preparada la mezcla de reaccién se introdujo en un termociclador
(Mastercycler Eppendorf-Netheler-Hinz) para realizar la amplificacion. Los cebadores, su
temperatura de actuacion y el tamafio del fragmento amplificado en cada caso se recogen en
la tabla 1.

Tabla 1. Descripcion de los cebadores y su temperatura de actuacion, asi como el tamafio

de amplicones originados en las PCR realizadas con cepas de Campylobacter.

Tamafio del
Unié6n al o .
CEBADORES SECUENCIA (5’-3%) amplificado Referencias
cebador (°C)
(pb)
flal GGATTT CGT ATT AAC ACA AATG...TGC
45°C 17000 Nachamkin et al., 1993
fla2 CTG TAGTAATCT TAAAACATTTTG
cadFl TTGAAGGTAATTTAGATATG
45°C 400 Konkel et al., 1999
cadF2 CTAATACCTAAAGTTGAAAC
mapAl CTATTTTATTTTTGAGTGCTTGTG .
55°C 589 Stucki et al., 1995
mapA2 GCTTTATTTGCGATTTGTTTTATT
hipO1 GAC TTC GTG CAG ATATGG ATGCTT
57°C 735 Persson et al., 2005
hipO2 GCT ATA ACT ATC CGA AGA AGC CAT CA
aspl GGT ATG ATTTCT ACAAAG CGA G . 500 Persson et al., 2005 y
asp2 ATA AAA GAC TAT CGT CGC GTG Linton et al. 1997
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Ademas de las muestras de ADN procedentes de cepas de Campylobacter aisladas de

alimentos y de casos clinicos, se utilizaron tres controles:

- Control positivo. Utilizamos varias cepas de la coleccion CECT Campylobacter
7572 (Campylobacter jejuni subsp. Jejuni), CECT 7571 Campylobacter coli,
LMG 8848 Campylobacter coli y LMG 6440 Campylobacter coli.

- Control negativo. Se utilizé la cepa de coleccion CECT4315 de Yersinia
enterocolitica.

- Blanco de reaccion: Se sustituyo la muestra de ADN por agua destilada miliQ

realizando el protocolo de la forma habitual.

La realizacién de la electroforesis y el registro de resultados se llevaron a cabo por el

procedimiento ya descrito en el capitulo de Aeromonas.

2.5. Evaluacion de la similitud genética entre las cepas de Campylobacter spp. aisladas de

los productos alimenticios antes mencionados v de casos de gastroenteritis en hospitales de

la misma localidad de venta de los alimentos.

Se llevd a cabo mediante dos técnicas, electroforesis en campo pulsado (Pulsed Field

Gel Electrophoresis, PFGE) y Amplified Fragment Length Polymorphism, AFLP.

2.5.1. Pulsed Field Gel Electrophoresis. El protocolo se encuentra descrito en la

pagina de http://www.pulsenetinternational.org/protocols/Pages/default.aspx, y se

Ilevé a cabo con ciertas modificaciones que se describen a continuacion:

Se partio de placas de TSA con un cultivo fresco de Campylobacter cuyas colonias
se transfirieron mediante un hisopo a tubos de 15 ml (VWR International) y se
resuspendieron en 2 ml de PBS (Phosphate buffered saline, Oxoid). Se ajustd
la concentracion de la suspension celular (diluyendo con PBS o afiadiendo
células) utilizando el espectofotometro en una longitud de onda de 610
nandémetros (nm), hasta que se alcanzd una absorbancia de entre 0,8-1. Se
transfirieron 400 pl de dicha solucion a un eppendorf al que se afiadié 20 pl de
Proteinasa K (Amresco). Para preparar el plug se afiadio a este eppendorf 400 pl de
Seakem Gold Agarose (al 1,5% 70
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en TE Buffer, 10mM Tris:1mM EDTA pH 8.0). Se dispuso dicha mezcla en los
pocillos correspondientes evitando la formacion de burbujas y se dejo solidificar 15
minutos a temperatura ambiente y 5 minutos a 4°C. Se transfirieron los plugs una vez
solidificados a tubos de 50 ml (VWR International, USA) con 5 ml de Cell Lysis
Buffer (50mM Tris: 50mM EDTA, pH 8.0 + Sarcosyl al 1%) y 25 pl de Proteinasa
K. Se colocaron los tubos en un bafio a 55°C en agitacién a 150 rpm durante dos
horas. Tras este periodo de tiempo, se realizo un lavado de los plugs, dos veces con
agua y tres veces con TE Buffer y entre ellos se mantuvieron los tubos en agitacion a
55°C durante 10 minutos.

A continuacion, se realiz6 la restriccion del ADN en dichos plugs en tubos eppendorf
de 2 ml con 4 ul de enzima Smal (Takara Bio Inc., Seta 3-4-1, Otsu, Shiga 520-2193,
Japan), 30 ul de 10X Buffer (Takara Bio Inc.), 12 ul de BSA (Takara Bio Inc.) y 254
pl de agua miliQ. La digestion se llevo a cabo durante 4 horas a 37°C a 400rpm en un
blogque térmico Thermomixer compact (Eppendorf-Netheler-Hinz).

Por dltimo, se preparé un gel con Seakem Gold Agarose al 1% en 150 ml de TBE
0,5X (Tampén TBE 5X pH=8,3; Scharlau), se anclaron los plugs en el peine
fijandolos con dicha agarosa y se dejé solidificar durante unos 45 minutos a
temperatura ambiente. Mientras tanto, se rellend la cubeta de electroforesis (Chef-
DR 11l System) con dos litros de TBE 0,5X y se encendio el médulo de frio (Bio-

Rad) a 14°C. Las condiciones de la electroforesis se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Resumen de las condiciones de trabajo de la técnica PFGE realizada en las cepas de

Campylobacter spp. aisladas tanto en muestras de alimentos como en muestras de pacientes

del Hospital de Leon

Initial Switch Time 6,76 s
Final Switch Time 35,38s
Voltaje 6
Included Angle 120°
Run Time 18 horas
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Tras las 18 horas se tifid el gel en bromuro de etidio a una concentracion de 1pg/ml
(Sigma) durante una hora, y se procedio a registrar los datos de la misma forma que

ha sido descrita en el capitulo de Aeromonas.

2.5.2. Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP): Los ADN de las cepas aisladas

fueron purificados utilizando el kit comercial “PCR clean-up Gel extraction” (Macherey-

Nagel GmbH & Co. KG, Alemania), cuyo protocolo se describe a continuacion:

El primer paso consiste en la preparacion del ADN para su unién a la columna de
purificacion mediante la mezcla de dos volumenes de Buffer NTI y un volumen de
nuestra muestra de ADN. Los volumenes usados fueron 200 y 100 pl

respectivamente.

En segundo lugar, la mezcla obtenida se pas6 a través de una columna de
purificacion centrifugando durante 30 segundos a 11000g.

A continuacidn, se procedio al lavado de la columna dos veces con 350 ul del buffer
NT3 y se centrifugo entre cada uno de ellos durante 30 segundos a 11000g.

Por ultimo, se centrifugd de nuevo la columna vacia durante 1 minuto a 11000g con
el fin de secar la membrana y se eluyd el ADN purificado con 35 pl de agua

destilada miliQ centrifugando a 11000g durante 1 minuto.

El ADN purificado fue guardado a congelacion hasta el momento de realizarse la

técnica de AFLP, que se llevd a cabo en el “Laboratorio de Técnicas Instrumentales” de la

Universidad de Leon, y los resultados obtenidos fueron analizados con el programa
“GeneMarker” (SoftGenetics LLS, State College, PA 16803) y el software Gel Comprar 11
(Version 6.5.; Applied Maths).

La técnica de AFLP es un tipo de tipificacion molecular basada en la restriccion del

ADN genomico mediante enzimas y en la subsecuente amplificacion de algunos de esos

fragmentos mediante la reaccion en cadena de la polimerasa. Es una herramienta de analisis

del genoma que nos permite la deteccién de la variabilidad genética combinando la

especificidad y la resolucion de la digestion con enzimas de restriccion con la rapidez de la

deteccion de polimorfismos mediante PCR.

El protocolo se llevd a cabo en las cuatro etapas que se indican a continuacion:
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b)

d)

Digestion del ADN previamente purificado, con las enzimas de restriccion, Hindlll y
Hhal (XX Integrated DNA Technologies Inc).

Ligado de los adaptadores (fragmentos de ADN de doble cadena) que se unen de
forma especifica a los fragmentos obtenidos tras la digestion previa y sirven como
molde para la amplificacion posterior. Se emplearon HindllILinkA, HindllILinkB,
HhaLinkA y HhaLinkB (XX Integrated DNA Technologies Inc).

Incubacién a 37°C durante dos horas. A continuacion, se diluyé en 190 ul de TE
Buffer y se guardo a -20°C.

Amplificacion por PCR con dos subetapas, una preamplificacion en la que se
utilizaron los cebadores HindPre y HhaPre y una amplificacion donde se utilizaron
los cebadores HindAPCRFAM y HhaAPCR (XX Integrated DNA Technologies

Inc).

Las condiciones de realizacion de la amplificacion llevada a cabo segin Lévesque et al.

(2012), se resumen en la tabla 3.
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Tabla 3. Descripcion de los cebadores y condiciones de PCR utilizados en el AFLP

Etapa AFLP Cebadores Secuencia 5’-3’ Condiciones de la reaccion
HindlIILinkA GAC TGC GTA CC
Ligado de . .
adagptadores HindllILinkB AGC TGG TAC GCA GTC
ifi 37°C, 2 horas.
ESPECITICOS para HhaLinkA GAT GAG TCC TGA TCG
la restriccion
HhalinkB ATC AGG ACT CATC
72°C 2 min 1 ciclo
Primera HindPre GAC TGC GTACCAGCTT 90°C 20's
amplificacién
mediante PCR HhaPre GAT GAG TCC TGATCGC 56°C 30 s 20 ciclos
72°C 2 min
94°C 2 min 1 ciclo
94°C 20°s
66°C 30 s 10 ciclos
Segunda HindAPCRFAM | 6-FAM-GAC TGC GTA CCAGCT TA 72°C 2 min
amplificacién
mediante PCR HhaAPCR GAT GAG TCC TGA TCG CA 94°C 20 s
56°C 30 s 20 ciclos
72°C 2 min
60°C 30 min 1 ciclo

e) Una vez realizada la electroforesis, los fragmentos fueron separados y visualizados
utilizando un secuenciador automatico capilar modelo Megabace 500 (Amersham
Biosciences) y Megabace ET-ROX 550 como marcador de pesos moleculares. Las
imagenes de cada gel procesado, obtenidas con el programa GeneMarker v. 1.6
(SoftGenetics LLS), fueron importadas en el programa GelCompar Il v. 6.5
(Applied Maths) y analizadas en el rango de pares de bases 50 a 550. Los patrones de
bandas fueron normalizados con el estdndar GS500 y se calculd la similitud genética
entre los patrones de AFLP empleando el coeficiente de Dice. Para el agrupamiento
de los patrones de bandas AFLP se utiliz6 el algoritmo UPGMA (unweighted pair

group method using arithmetic averages).
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2.5.3. Pruebas de resistencia a antimicrobianos.

Se utilizd6 el método de referencia establecido por el “Clinical and Laboratory
Standards Institute” (CLSI) en el afio 2005 mediante discos de difusion de
cantidades conocidas de antimicrobianos. En el caso de Campylobacter, el antibiograma
se llevo a cabo estudiando la susceptibilidad de las cepas procedentes, tanto de productos
carnicos como de casos de gastroenteritis diagnosticados en el Hospital de Leon, sobre trece
antimicrobianos cuyo nombre y concentracion se recogen en la tabla 4.

Tabla 4. Resumen de la bateria de antimicrobianos utilizados en el analisis de posibles

resistencias de cepas de Campylobacter.

Antimicrobiano Abreviatura Concentracidn (por disco en ug)
Ampicilina AMP 10
Amoxicilina + Acido clavulanico AMC 30
Cefalotina CEF 10
Acido Nalidixico NA 30
Tetraciclina TE 30
Gentamicina CN 10
Kanamicina K 30
Compuestos sulfonamidas S3 300
Estreptomicina S 10
Ciprofloxacino CIP 5
Cloranfenicol C 30
Cefotaxima CTX 30
Trimetoprima-sulfametoxazol STX 25
Cefoxitina FOX 30

Los antimicrobianos fueron suministrados por BioRad en formatos de 200 discos
(4x50) por antibiotico. Para llevar a cabo el antibiograma, se llevo a cabo el protocolo segun
se ha descrito en el capitulo correspondiente a Aeromonas, a excepcion de que la incubacion
fue a 42°C durante 48 horas y en condiciones de microaerofilia.

Para evaluar la posible resistencia o sensibilidad de cada cepa a cada antibidtico se
utilizaron los limites establecidos por el Clinical and Laboratory Standards Institute para
enterobacterias, que se presentan en la tabla 2A de Winkler et al., (2005), y que se
reproducen en la tabla 5.
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Tabla 5. Criterios para evaluar el caracter de resistencia a antimicrobianos para enterobacterias
establecidos por el Clinical and Laboratory Standards Institute (Winkler et al., 2005)

Antimicrobiano Resistente* Intermedio* Sensible*
Ampicilina <13 14-16 >17
Amoxicilina + Acido clavulanico <13 14-17 >18
Cefalotina <14 15-17 >18
Acido nalidixico <13 14-18 >19
Tetraciclina <14 15-18 >19
Gentamicina <12 13-14 >15
Kanamicina <13 14-17 >18
Compuestos sulfonamidas <12 13-16 >17
Estreptomicina <11 12-14 >15
Ciprofloxacino <15 16-20 >21
Cloranfenicol <12 13-17 >18
Trimetoprima-sulfametoxazol <10 11-15 >16
Cefoxitina <14 15-17 >18

*Diametro del halo de inhibicién en milimetros (mm)
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3. RESULTADOS Y DISCUSION.

3.1. Incidencia de Campylobacter spp.

3.1.1. Procedentes de muestras de alimentos. De un total de 372 muestras analizadas

obtuvimos 55 sospechosas de contener Campylobacter spp. (14,51%), las cuales
pertenecieron en su totalidad a carnes frescas, pechuga de pollo (51 muestras) y
lomo de cerdo (4 muestras). De las 55 muestras sospechosas de Campylobacter
spp. se aislaron 74 cepas, 67 de ellas de muestras procedentes de pechuga de
pollo y 7 cepas de lomo de cerdo fresco. Todas estas cepas presentaron una
morfologia caracteristica de Campylobacter spp., y eran Gram-, catalasa y
oxidasa +.

La distribucion de las cepas de Campylobacter aisladas en funcion del producto

de origen y de la época del afio en que fueron tomadas se resume en la tabla 6.

Tabla 6. Cepas de Campylobacter spp. aisladas en diferentes muestras de carnes frescas y de

productos carnicos listos para el consumo

Producto (n=n° muestras) INVIERNO PRIMAVERA VERANO OTONO
Jamon cocido (n=48) 0 0 0 0
Pechuga cocida de pavo (n=48) 0 0 0 0
Mortadela (n=48) 0 0 0 0
Chorizo (n=48) 0 0 0 0
Salchichoén (n=48) 0 0 0 0

Pechuga de pollo (n=84) 8 (4%) 7 (4%) 13 (6%) 39 (37%)
Lomo fresco de cerdo (n=48) 2 (2%) 3(1%) 2(1%) 0

* NUmero de muestras de las que proceden los aislados

Como se muestra en la tabla 6, las cepas aisladas proceden en su totalidad de
carnes frescas, siendo mayoritarias las muestras de pechuga de pollo
sospechosas de contener Campylobacter spp. No parece existir una variabilidad
significativa de la prevalencia de Campylobacter en funcién de la época del afo
en gue se tomaron las muestras, ya que si bien el nimero de cepas aisladas en el
otofio fue superior al de las aisladas en las otras estaciones, también fue mayor el

numero de muestras tomadas en el periodo otofial.
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Segun el informe emitido por la EFSA en 2010, la mayor parte de los casos de
campilobacteriosis humanas se produce en los meses de junio a septiembre,
incluso hasta noviembre (EFSA, 2012). Esto se refleja también en los datos del
Servicio de Informacion Microbioldgica de los afios 2011 y 2012 que indican
que la distribucion de los casos por gastroenteritis asociada a Campylobacter a
lo largo del afio muestra un pico muy acusado en los meses de mayo y junio y
otro que va desde septiembre hasta noviembre. Aldn con las limitaciones antes
sefialadas, el otofio fue el periodo de tiempo donde aislamos mas cepas.

Las prevalencias por producto de las muestras analizadas mostraron unos valores
de 60,71% y 8,34% en las carnes frescas de pollo y de cerdo, respectivamente.
Al comparar dichas prevalencias con los datos por productos alimenticios
contaminados por Campylobacter ofrecidos por la EFSA sobre el afio 2010
(EFSA, 2012), se determind que la prevalencia en carnes frescas de pollo y
cerdo fue de 29,6 y 0,6% (en Espafia, 48,23% y 1,1%, respectivamente),
respectivamente, y por lo tanto, muy inferior a la reflejada en nuestros datos, en
el caso de cifras europeas pero mas cercano en el caso de las resefias espariolas
para el afio 2010.

Los valores de prevalencia de Campylobacter en carnes frescas en Espafia y los
datos generales de la Union Europea pueden ser en parte explicados por la
diferente incidencia de Campylobacter en las carnes de origen aviar, en concreto
de pollo, en los diversos eslabones de la cadena alimentaria: 44,6% en
mataderos, 74,4% en salas de procesado y 25,4% en puntos de venta (datos
correspondientes a estudios epidemiologicos realizados en Espafia en el afio
2010; EFSA, 2012). Estos mismos estudios de ambito europeo muestran, que en
los Gltimos afios, la frecuencia de contaminacion de las carnes de pollo con
Campylobacter ha descendido en mataderos y en los puntos de venta aunque se
ha mantenido o aumentado en las salas de procesado de la carne (EFSA, 2012).
Hay que sefalar, sin embargo, que la prevalencia de Campylobacter en carnes
frescas de cerdo encontrada en nuestro trabajo es unas 14 veces superior a los
valores medios encontrados en la Union Europea (EFSA, 2012). Es importante
tener en cuenta que el aislamiento de cepas de Campylobacter jejuni en carne de

cerdo puede explicarse por la existencia de contaminacion cruzada en los puntos
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de venta con carnes de aves en las que esta especie es mas prevalente (Pezzotti et
al., 2003).

Por otra parte, en los informes epidemioldgicos de la Unién Europea (EFSA,
2012), no se recogen datos de prevalencia de Campylobacter en productos
carnicos listos para el consumo de origen porcino salvo para Irlanda, en que se
indica un valor inferior a 0,5% (no deteccion en 173 muestras analizadas), cifra
similar a la que encontramos en nuestro trabajo (<0,52%).

Los valores de prevalencia de Campylobacter en productos carnicos listos para
el consumo elaborados con carne de pavo (inferiores a 2%) estan en consonancia
con los recogidos para otros paises de la Union Europea (en particular Alemania
e Irlanda) en los informes epidemioldgicos anuales para los productos carnicos

elaborados con carnes de aves (pavo, 0,7% y pollo, 1,8%; EFSA, 2012).

3.1.2. Procedentes de pacientes del Hospital de Ledn. De las muestras procedentes de
60 pacientes, se aislaron 50 cepas de Campylobacter spp., que comparten
morfologia y caracteristicas fenotipicas de tincion de Gram, catalasa y oxidasa

con las cepas de origen alimentario.

Si bien no disponemos de datos precisos para valorar la importancia de
Campylobacter como causa de gastroenteritis en la ciudad de Le6n, hay que tener en cuenta
que desde el afio 2005 hasta ahora Campylobacter es la causa mas comun de gastroenteritis
en la Union Europea. En los afios 2009 y 2010, el nimero de casos de afectados de
gastroenteritis por Campylobacter fueron 198682 y 212064, respectivamente (EFSA, 2012).
Segun los datos reflejados en los informes emitidos por el Servicio de Informacién
Microbioldgica del Instituto de Salud Carlos I11 (Madrid), el nimero de casos de infecciones

por Campylobacter en los afios 2011 y 2012 ascendieron a 5469 y 5172, respectivamente.

La elevada prevalencia de Campylobacter en las carnes frescas de pollo y de cerdo
objeto de este estudio comparativamente con los datos equivalentes medios de la Unidn
Europea es coherente con el incremento de los casos de campilobacteriosis diagnosticados

en los hospitales espafioles en los primeros afios del siglo actual (EFSA, 2010; EFSA 2012).
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3.2. Identificacién de cepas aisladas. Incidencia de los principales genes de virulencia

asociados a Campylobacter spp.

La identificacion de las cepas de Campylobacter spp. fue un proceso complicado ya
que las necesidades que requieren para su crecimiento optimo resultan tediosas y dificiles de
realizar y mantener. Como primer screening se llevo a cabo la tincion de Gram y las pruebas
de catalasa y oxidasa, obteniendo un 100% de resultados afines con lo esperado en cepas de
Campylobacter.

La adscripcion a género de las bacterias Gram negativas, catalasa y oxidasa positivas
aisladas se confirmé con la presencia del gen que codifica para la flagelina (flaA,
Nachamkin et al., 1993) y del gen que codifica para una adhesina de la membrana externa de
Campylobacter (cadF, Konkel et al., 1999), mientras que se necesitd un estudio geneético
mas amplio para poder identificar las cepas a nivel de especie. Por lo tanto, la adscripcién a
género Campylobacter se ha basado en la presencia de uno o ambos genes descritos

anteriormente.
Del total de cepas aisladas de alimentos pudimos adscribir a género a un total de 66
(89,19%), y de las clinicas 46 (92%). Los perfiles genéticos encontrados se recogen en la

tabla 7.

Tabla 7. Perfiles genéticos mostrados por las cepas de Campylobacter aisladas.

) Muestras de o
Perfiles/Cepas ) Muestras clinicas Total
alimentos
flaA+/cadF- 51 12 63
flaA-/cadF+ 3 8 11
flaA+/cadF+ 12 26 38
Total cepas pertenecientes al género
Campylobacter y % con respecto al 66 (89,19%) 46 (92%) 112 (90,32%)
total de cepas aisladas
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Cabe destacar que el perfil mayoritario en las cepas procedentes de las carnes frescas
fue fla+/cadF- mientras que en las cepas de origen clinico la combinacion de ambos genes se

presentd como la mas prevalente (tabla 7).

Cuatro de las 12 cepas que no conseguimos adscribir a género, poseen el gen mapA
caracteristico de Campylobacter jejuni, por lo que surge una controversia si partimos de la
base de que los genes cadF y flaA son supuestamente caracteristicos para el género
Campylobacter. Si bien se ha sugerido que estos genes no son 100% especificos de este
género, ya que, por ejemplo, el gen cadF se detectd en las cepas Enterococcus casseliflavus
ATCC 25788, Escherichia coli ATCC 43889 y Pasteurella aerogenes ATCC 29554 (Nayak
et al., 2005).

El Gnico test bioquimico que permite la discriminacion entre Campylobacter jejuni y
Campylobacter coli es la hidrélisis del hipurato, pero conlleva mucho tiempo y es dificil de
interpretar (Persson et al., 2005). La adscripcion a especie se llevo a cabo mediante el
analisis de la presencia de los genes mapA y hipO caracteristicos de C.jejuni (Alonso et al.,
2011 y Persson et al., 2005, respectivamente) y el gen asp propio de C.coli (Persson et al.,
2005 y Linton et al. 1997). La tabla 8 nos muestra el conjunto de combinaciones genéticas
encontradas en las cepas de Campylobacter aisladas tanto de productos de origen carnico

como de casos clinicos de gastroenteritis diagnosticados en el Hospital de Ledn.
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Tabla 8. Perfiles genéticos obtenidos a partir de las cepas de Campylobacter aisladas de

muestras de origen alimenticio y las cepas de origen clinico.

) Muestras | Muestras .
Perfiles ) o Total Especie
alimentos clinicas

flaA+/cadF-/mapA+/hipO-/asp- 11 4 15
6 10
4 4

flaA+/cadF+/mapA+/hipO-/asp- 4

flaA-/cadF+/mapA+/hipO+/asp- 0

flaA-/cadF-/mapA+/hipO-/asp- 4 0 4 Campylobacter jejuni
0
0
0

-
(2]

flaA+/cadF+/mapA+/hipO+/asp- 15

flaA+/cadF+/mapA-/hipO+/asp- 1 1

flaA-/cadF+/mapA+/hipO-/asp- 2 2

flaA+/cadF-/mapA-/hipO-/asp+ 10 0 10 Campylobacter coli
flaA-/cadF+/mapA-/hipO-/asp+ 1 0 1

flaA+/cadF-/mapA+/hipO-/asp+ 0 1 1 Campylobacter coli atipico*
flaA+/cadF-/mapA-/hipO-/asp- 30 8 38

flaA-/cadF+/mapA-/hipO-/asp- 2 1 3 Campylobacter spp.
flaA+/cadF+/mapA-/hipO-/asp- 8 4 12

*Ver justificacion de esta identificacion en el texto.

Segun los resultados obtenidos, podemos decir que del total de las cepas adscritas a
género (116 si consideramos las 4 cepas flaA-/cadF- pero mapA+, antes sefialadas), 51 de
ellas (43,96%) pertenecen claramente a la especie Campylobacter jejuni y 11 (9,48%) a
Campylobacter coli (tabla 8). Las cepas de origen alimenticio que se incluyen en C.jejuni
proceden todas ellas de pechuga de pollo (19 cepas, 27,14% del total de las cepas de
Campylobacter de origen alimentario), mientras que las 11 cepas adscritas a C.coli (15,71%)
9 proceden de pechuga de pollo y las dos restantes, de origen porcino. Las cepas de origen
alimentario que no se adscribieron a ninguna de estas especies Sse tomaron como

Campylobacter spp. (57,14%).

Para las carnes de pollo, la distribucion de las especies de Campylobacter (27% C.
jejuni, 16% C. coli y 57% Campylobacter spp.) es similar a los datos equivalentes para el
conjunto de la Unién Europea en el caso de C. jejuni (34% para la Union Europea; EFSA,
2012). Sin embargo, la importancia porcentual de la especie C. coli es inferior en nuestro

caso (16%) a la correspondiente a los datos ofrecidos por los paises miembros de la Union
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Europea (27%). El porcentaje de cepas de Campylobacter procedentes de pollo que no se
identificaban (57%), fue superior al valor medio para la Union Europea (39%).

Por otro lado, los datos de prevalencias por especie obtenidos en las cepas clinicas
aisladas de casos de gastroenteritis diagnosticados en el Hospital de Leon, mostraron que el
69,56% involucraron a C. jejuni, el 2,17% a C. coli y un 28,26% Campylobacter spp. Al
comparar estos datos con los ofrecidos por el Servicio de Informacion Microbioldgica en los
afios 2011 y 2012, aproximadamente el 80% de los casos de gastroenteritis por
Campylobacter se asociaron a Campylobacter jejuni, mientras que a C. coli fueron 2,12%, a
C. fetus 0,09% y a Campylobacter spp. un 16,20%. Asi pues, la distribucion de las especies
de Campylobacter en casos clinicos de gastroenteritis diagnosticados en el Hospital de Ledn

es similar a la hallada en otros hospitales espafioles.

Cabe destacar la presencia de una muestra clinica que comparte el gen mapA
(C.jejuni) y el gen asp (C.coli). Podemos suponer que dicha circunstancia se explique por la
forma en la que nos hicieron llegar las muestras. Los hisopos fueron sembrados en placas del
medio selectivo para Campylobacter spp., CCDA, y su apariencia tras la incubacién fue la
propia de un cultivo puro de Campylobacter con colonias blanquecinas de idéntica
morfologia. Suponemos que podian coexistir en la placa ambas especies y que al tratar de
recoger colonias para la extraccion de ADN se tomaron de ambas especies, ya que la
biomasa existente en las placas fue escasa. Se ha reflejado este suceso en varios trabajos
realizados en los ultimos afios, como por ejemplo el de Khan et al. (2009) que se encontrd
con muestras en las que aparecen genes (mapA y ceuE) de ambas especies en un porcentaje
de entre el 3 al 5%, y previamente, y el de Denis et al. (1999) analizando muestras fecales
aislo en una misma muestra, cepas de ambas especies (por presencia de mapA y ceuE) en un

porcentaje superior al esperado.
Para confirmar la presencia de ambos genes en dicha cepa clinica se secuenciaron los

fragmentos amplificados del genoma de la misma para los genes mapA y asp, y se
obtuvieron coincidencias de aproximadamente el 100% con ambos genes.
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Segun comunicacion verbal de investigadores del Instituto de Salud Carlos Il
(Madrid), este tipo de cepas se han aislado en alguna ocasion mas y se han adscrito
genéticamente a Campylobacter coli sin que hayamos encontrado documentacion
bibliografica adicional a dicha comunicacion que refrende tal identificacion. En todo caso,
asumiendo la validez de la comunicacion antes indicada, la cepa de origen clinico se
adscribié a C. coli (tabla 8).

3.3. Resistencia a compuestos antimicrobianos.

En la tabla 9 se presenta a frecuencia de resistencia a los distintos antimicrobianos de

las cepas de Campylobacter en funcién de su origen (alimentos o casos clinicos).

Tabla 9. Susceptibilidad a antimicrobianos de cepas de Campylobacter procedentes de

carnes frescas y productos carnicos listos para el consumo y de casos clinicos.

Alimentos Casos clinicos

Antimicrobiano
R* I* S* R* I* S*
Ampicilina 89,19 0 10,81 96 0 4
Amoxicilina + Acido clavulanico 12,16 0 87,84 44 0 56
Cefalotina 82,43 0 17,57 100 0 0
Acido nalidixico 97,30 0 2,70 96 0 4
Tetraciclina 86,49 0 13,51 96 0 4
Gentamicina 41,89 0 58,11 66 0 34
Kanamicina 77,03 0 22,97 12 0 28
Compuestos sulfonamidas 100 0 0 96 0 4
Estreptomicina 100 0 0 96 0 4
Ciprofloxacino 89,19 0 10,81 88 0 12
Cloranfenicol 55,40 0 44,60 64 0 36
Cefotaxima 66,22 0 33,78 92 0 8
Cefoxitina 16,22 0 83,78 60 0 40
Trimetoprima-sulfametoxazol 100 0 1 88 0 12

*R=Resistente, I=Intermedia y S=Sensible

En general, los niveles de resistencia mostrados por las cepas de Campylobacter son

bastante altos, siendo mas del 80% de las cepas clinicas resistentes a todos los
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antimicrobianos probados salvo a cuatro y una cifra similar de las cepas aisladas de
alimentos resistentes a todos menos a seis de ellos (tabla 9).

Las cepas aisladas de pacientes con gastroenteritis diagnosticadas en el Hospital de
Ledn muestran perfiles de resistencia mas elevados que las cepas de origen alimentario, en
concreto, muestran mayor resistencia a cefalotina, ampicilina, &cido nalidixico, tetraciclina,
sulfonamidas, estreptomicina, cefotaxima, ciprofloxacino y trimetoprima-sulfametoxazol
(tabla 9). Dentro de estos antimicrobianos, la estreptomicina, las sulfonamidas y la
cefotaxima no son de los compuestos mas comunmente empleados ni en la terapia
antimicrobiana en los casos de infecciones humanas por Campylobacter ni en los estudios de
resistencia a antimicrobianos realizados en afios recientes (EFSA, 2012).

Cabe destacar que las resistencias mostradas por las cepas de Campylobacter tanto
de origen alimentario como clinicas son superiores a la media europea recogida en los
informes de la EFSA (EFSA, 2012). Sin embargo en informes anteriores se recogen valores
de resistencia en Espafia (EFSA, 2010) para cepas de Campylobacter aisladas de carnes de
pollo y de cerdo muy superiores (tetraciclina 99%, ciprofloxacino 86% Yy acido nalidixico
85%) a los medios de la Unidn Europea y mas parecidos a los registrados en nuestro trabajo
(tabla 9).

El 66,93% de las cepas aisladas en este trabajo son resistentes a los ocho antibioticos
(ampicilina, estreptomicina, cefalotina, acido nalidixico, cefotaxima, tetraciclina,
trimetoprima-sulfametoxazol y ciprofloxacino) méas comdnmente investigados en los
estudios de resistencia a antimicrobianos de las cepas de Campylobacter realizados en los
ultimos afios (Pezzotti et al., 2003; Kim et al., 2010; Nobile et al., 2013).

El perfil de resistencia mayoritario se refleja en la tabla 10, y muestra la resistencia a
diez de los catorce antimicrobianos probados, mientras que frente a los otros cuatro se
obtuvieron resultados variables. Este perfil mayoritario es compartido por 57 cepas

(45,97%) de las estudiadas, 26 de ellas de origen alimentario y 31 de origen clinico.
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Tabla 10. Perfil de multirresistencia de la totalidad de las cepas aisladas tanto de carnes
frescas como de casos clinicos diagnosticados en el Hospital de Ledn.

N° Cepas en funcion
. AMP | S | KF [ NA | CTX | TE | AMC | SXT |CN [ CIP | K| C | S3 | FOX
del origen
57 cepas (26 de
alimentos y 31 de casos R R| R R R R V* R \% R |[V|R|R \%
clinicos)

*V significa variable

Es resefiable que tres cepas de origen clinico adscritas a la especie Campylobacter
jejuni son resistentes a todos los antimicrobianos probados, incluso a pesar de su diversidad
en cuanto a los genes investigados en este trabajo. Las tres cepas fueron aisladas de

pacientes distintos diagnosticados en dos semanas sucesivas.

En Espafia Sadenz et al. (2000) indicaron unos niveles de resistencia a
antimicrobianos en cepas de Campylobacter tanto en carnes de pollo y cerdo como en
muestras humanas muy altos (99% y 72% al ciprofloxacino, respectivamente). Estas cifras
son similares a los datos que registramos en este trabajo, en los que la resistencia a
ciprofloxacino de las cepas de Campylobacter procedentes de carnes de pollo y de cerdo es
de un 89,19% y en cepas clinicas de un 88% (tabla 9).

En Italia se publicaron un conjunto de trabajos realizados entre los afios 2003 y 2013,
en los que se sefiala que la prevalencia de Campylobacter en carnes procedentes de pollo y
de cerdo disminuyé en dichos afios, mientras que la aparicion de resistencia a antibioticos
aumento progresivamente en el mismo periodo (Pezzotti et al., 2003; Parisi et al., 2007;
Sammarco et al., 2010; Nobile et al., 2013).

Pezzotti et al. (2003) sefialaron que las resistencias a ciprofloxacino y &cido
nalidixico en cepas de C. jejuni y C. coli de origen humano y carnico son similares a los
valores registrados en estudios en otros paises (Rautelin et al., 1999; Aarestrup et al., 2001),
pero las resistencias observadas son menores que en el estudio de S&enz et al., (2000) en

Espafia, asi como inferiores a los valores registrados en esta tesis.

Se han realizado varios estudios acerca de la adquisicion de resistencias por parte de

cepas de Campylobacter tanto en animales y alimentos derivados de los mismos, asi como
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en humanos (Saenz et al., 2000; Kramer et al., 2000; Hong et al., 2007; Kim et al., 2010;
Sammarco et al., 2010, entre otros).

La explicacion de la aparicion de estas resistencias se basa principalmente en la
aprobacion del uso de fluoroquinolonas en animales de abasto, ya que ha sido registrado en
varios estudios la aparicion de cepas multirresistentes de Campylobacter aisladas de
muestras ambientales, de animales, de alimentos y de casos clinicos en Holanda, Espafia,
Suecia y Reino Unido, entre otros (Threlfall et al., 2000; Van der Bogaard et al., 2000). Un
ejemplo es el trabajo de Delsol et al. (2004), en el que se trataron cerdos con enrofloxacino
(quinolona estructuralmente similar al ciprofloxacino) y se encontraron que con dicho
tratamiento las cepas de Campylobacter coli aisladas mostraban unos niveles de resistencias
mayores que las aisladas de los animales no tratados. En consonancia con dicho trabajo se
han realizado otros en los que se han aislado cepas tambien resistentes a tetraciclinas,
quinolonas diferentes al ciprofloxacino y macrélidos (Gupta et al. 2004; GE et al., 2005;
Alfredson et al., 2007). La adquisicion de resistencias a macrolidos también se relaciona con

el uso de promotores de crecimiento en cerdos (Gibreel et al., 2006).

Por otra parte, también se ha sefialado que la adquisicion de resistencia a
antimicrobianos puede estar mediada por elementos genéticos moéviles transferibles entre
bacterias. Este es el caso, por ejemplo, de la resistencia a tetraciclina, que segun lo recogido
por Taylor et al. (1988) es transferible Unicamente entre cepas de Campylobacter mediante
el gen plasmidico tetO, cuya frecuencia es muy superior en C. coli y sobre todo en carnes
frescas de origen porcino (Pezzotti et al., 2003).

Los perfiles de resistencia a antimicrobianos encontrados en esta tesis fueron
independientes de la especie de Campylobacter. Si bien, segin Pezzotti et al. (2003) las
cepas de Campylobacter coli son mas resistentes que las cepas de Campylobacter jejuni

tanto las procedentes de aislados de heces humanas como las de origen carnico.
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3.4. Evaluacion de la similitud genética entre las cepas aisladas de los productos

alimenticios sobre los que se realiza el estudio y las aisladas de casos de

gastroenteritis en hospitales de la misma localidad de venta de los alimentos.

La primera técnica que se utilizd con las cepas tanto de origen alimentario como
clinicas fue la de PFGE con la enzima Smal inicialmente y a continuacién, con la enzima
Kpnl como endonucleasa alternativa para tratar de mejorar el resultado. Los resultados que
nos proporcionaron estas variantes de la PFGE sobre las cepas de Campylobacter spp.
confirman su bajo poder de discriminacién, ya que sobre 124 cepas, Unicamente 76 (43 de
origen clinico y 33 de origen alimentario) nos ofrecian bandas. Este bajo poder de
discriminacion nos condujo a emplear otra técnica que permitiera una mejor tipificacion de
las cepas. Los resultados de la tipificacion por PFGE dependen de la enzima elegida y es
recomendable utilizar una segunda enzima para comprobar las relaciones entre especies, u
otro método de tipificacidn, ya que existen cepas de ambas especies de Campylobacter que
el PFGE no es capaz de discriminar incluso usando cuatro enzimas diferentes (On et al.,
1998). En nuestro caso, nos encontramos con nueve agrupaciones de cepas que el PFGE
considera idénticas y que su perfil genético las adscribe a género pero no se encuentran
coincidencias en cuanto a los perfiles de genes que permiten incluirlas en especie, incluso
una de estas agrupaciones incluye dos cepas de origen alimentario diferente, una procedente
de lomo de cerdo incluida en la especie Campylobacter coli y otra procedente de pechuga de
pollo la cual sélo pudo ser adscrita a género. Este fendmeno puede ser explicado partiendo
de la base de que en esta técnica obtenemos pocas bandas, lo cual no nos ofrece un grado de
discriminacion adecuado.

Ante la decision de qué técnica de tipificacion alternativa emplear, la revision
bibliografica nos ofrecié que para la genotipificacion de Campylobacter spp. se emplean
sobre todo las técnicas de AFLP (amplified fragment length polymorphism), ribotipado,
tipado basado en el gen fla y MLST (multilocus sequence typing). El sistema de tipado mas
novedoso es el MLST, que se basa en la secuenciacion de fragmentos de entre 450 y 500
pares de bases de siete genes conservados (housekeeping genes): aspA (aspartasa A), ginA
(glutamina sintetasa), gltA (citrato sintetasa), glyA (serina hidroximetiltransferasa), pgm

(fosfoglucomutasa), tkt (transcetolasa) y uncA (subunidad alfa ATP sintasa) (Dingle et al.,
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2001; Dingle et al., 2005). EI problema de utilizar esta técnica es que requiere de mucho
tiempo y ademas, es bastante costosa, por eso nos inclinamos por realizar el AFLP.

La técnica de AFLP nos ofrecié un 100% de tipificacion de las cepas, lo cual
permitio construir un dendrograma utilizando el coeficiente de Dice para evaluar la similitud
entre cepas y el método de agrupamiento UPGMA.. Utilizando un porcentaje de similitud del
85% obtuvimos 26 grupos de cepas (nombrados con nimeros romanos del | al XXVI), de
los cuales s6lo ocho (II, VI, VII, VIII, IX, XII, XIV y XVI) incluian cepas aisladas de
muestras de alimentos y cepas de origen clinico (figura 1).

Segln el dendrograma resultante, no se encontraron cepas que mostraran una
similitud del 100% entre ellas, pero si tenemos varios grupos que Se parecen en un
porcentaje alto. Al analizar la informacion que se habia recopilado en cada una de las cepas
que se parecen con porcentajes superiores al 94,9% no se encontraron patrones de
agrupacion de especies, baterias genéticas o de perfiles de resistencia a antibiéticos.

Para simplificar la expresion, en adelante emplearemos la terminologia “perfil
genético” O “bateria genética” para referirnos a la presencia en las cepas de los genes de

virulencia y de los genes de identificacion incluidos en este trabajo.

Cabe destacar, en cuanto a las cepas de origen carnico:

- Las cepas 1C117 y 1C118 (97% de semejanza, s6lo dos bandas de diferencia)
comparten origen (pechuga de pollo), especie (Campylobacter spp., flaA+) y perfil
de resistencia a antibioticos, y a su vez se parecen a una tercera cepa, 1C120, en un
96.9% (3 bandas de diferencia) integrada con las anteriores en el grupo XIV (figura
1), y que es idéntica en cuanto a origen, especie y perfil genético, pero con un perfil
de resistencia a antimicrobianos diferente.

- Ocurre algo similar con las cepas 2C26 y 2C29 ambas procedentes de pechuga de
pollo, similares en un 94,9% (3 bandas de diferencia), que son idénticas en especie y
perfil genético, y ademas similares en perfil de resistencia a antimicrobianos. Estas

dos cepas forman el grupo Il (figura 1).

- Sin embargo, las cepas procedentes de pechuga de pollo, 2C6 y 2C8, similares en un
95,8% (6 bandas diferentes entre ellas) son de la misma especie y tienen un perfil de

resistencia similar pero no coinciden en el patron genético (grupo VII, figura 1).
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Por otra parte, en cuanto a las cepas clinicas, es importante destacar que:

- Las cepas H36 y H38 (similares en un 95,7% con una banda de diferencia, incluidas
en el grupo XXI, figura 1) comparten perfil genético
(flaA+/cadF+/mapA+/hipO+/asp-) y especie (C. jejuni) pero sélo la H36 esta
incluida en el perfil mayoritario de resistencia a antibioticos.

- Las cepas H20 y H23 (similares en un 95,8% con tres bandas de diferencia,
integradas en el grupo XVIII, figura 1), son idénticas en cuanto a especie (C. jejuni),
similares en perfil genético y comparten el mismo perfil de resistencia a
antimicrobianos que a su vez coincide con el perfil mayoritario.

- Mientras que las cepas H18 y H49 (grupo X, figura 1) muestran diferencias
significativas en cuanto a su bateria genética y su perfil de resistencia a antibioticos

pero se parecen en un porcentaje del 95,8% (poseen tres bandas de diferencia).

Del total de pulsotipos encontrados observamos una gran variabilidad en cuanto a los
perfiles genéticos de las cepas que los conforman, ya que sélo en ocho de ellos (111, V, XI,
XV, XX, XXII, XXIV y XXVI) aparecen cepas genéticamente iguales en cuanto a su perfil.
De estos ocho grupos, siete estdn compuestos por cepas de origen alimentario y cabe
destacar que las cepas que incluyen Unicamente estan adscritas a genero, dos de ellos con
cepas con perfiles flaA+/cadF+ y los otros seis con perfiles flaA+/cadF-.

En cuanto al grupo restante (G. XXII), esta compuesto por dos cepas clinicas
incluidas en la especie Campylobacter jejuni 'y con perfil genético
flaA+/cadF+/mapA+/hipO+/asp-. Este grupo se parece en un 83,1% a otro (G. XXI)
formado por cinco cepas clinicas adscritas también a la especie C.jejuni y todas ellas con el
perfil flaA+/cadF+/mapA+/hipO+/asp- salvo una de ellas que es mapA negativa.

Una situacion similar se presenta en otro grupo (G. XVIII) constituido por tres cepas
clinicas de C.jejuni en el que comparten dos de ellas el perfil completo de dicha especie
(flaA+/cadF+/mapA+/hipO+/asp-) y la otra no posee el gen hipO, y que ademas, se parecen

un 84% a una cuarta cepa de origen clinico que genéticamente es idéntica a las dos primeras.

Las cepas que comparten el perfil mayoritario de resistencia a antibidticos estan
ampliamente distribuidas a lo largo del dendrograma resultante de su tipificacion genética.

Por otra parte, las tres cepas clinicas resistentes a todos los antibioticos probados pertenecen
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a la especie Campylobacter jejuni pero no comparten perfil genético y sélo una de ellas
(MHC18) esta incluida en un grupo de AFLP (G.X) con otras cuatro cepas de origen clinico

altamente resistentes pero con perfiles genéticos muy diversos.

Con todo esto, se concluye que esta técnica no ha sido capaz de agrupar las cepas
aisladas de carnes frescas y de pacientes de gastroenteritis diagnosticadas en el Hospital de
Ledn en funcién de su especie, de sus caracteristicas genéticas o de sus perfiles de

resistencia a los antimicrobianos probados.
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4. CONCLUSIONES.

La prevalencia de Campylobacter en carnes frescas de pollo y de cerdo
comercializadas en la ciudad de Ledn es especialmente elevada, mientras que la prevalencia
estimada para Campylobacter en productos carnicos listos para el consumo de origen
porcino o de origen aviar comercializados en la referida ciudad de Ledn es similar a la

recogida en los informes epidemioldgicos globales de toda la Union Europea.

Sin embargo, la importancia sanitaria real de esta elevada prevalencia
previsiblemente es escasa, como se pone de manifiesto por las diferencias genéticas y
fisiolégicas entre las cepas de Campylobacter aisladas de las carnes frescas y las
procedentes de casos clinicos de campilobacteriosis diagnosticados en el Hospital que cubre

la zona geogréfica en que se comercializaron los productos alimenticios.

Las cepas de Campylobacter procedentes de casos de gastroenteritis diagnosticadas
en el Complejo Hospitalario de Ledn mostraron una gran capacidad de resistencia in vitro a
compuestos antimicrobianos incluso presentando perfiles genéticos diferentes, lo que

previsiblemente dificultara la gestion terapéutica de estos casos clinicos.
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1. INTRODUCCION.

1.1. Salmonella.

1.1.1. Salmonella como agente de gastroenteritis.

Anualmente se producen unos 112 millones de casos anuales de infeccion
humana por Salmonella en humanos y segun la Organizaciéon Mundial de la Salud
(World Health Organization, WHO), las fiebres tifoideas suponen 21,7 millones de los
mismos (WHO, 2002; Crump et al., 2004). En la Union Europea los casos confirmados
de infecciones por Salmonella en 2007 ascendieron a la cifra de 151995 (EFSA, 2009).

Segun el Servicio de Informacién Microbioldgica (SIM), las cifras de casos de
enfermedades gastrointestinales producidas por bacterias del género Salmonella en
Espafia fueron 4420 y 3786 en los afios 2010 y 2011, respectivamente. Desde el afio
2006 los datos registrados colocan a Salmonella no tifoidea como la segunda causa de
gastroenteritis notificadas al SIM, después de Campylobacter (Servicio de Informacién
Microbiologica, 2012).

Salmonella se situa como la bacteria causante de mayor nimero de brotes de
enfermedades transmitidas por alimentos notificados segun agente causal y afio en
Espafia, durante los afios 1994-2003 (Hernandez-Pezzi et al., 2004; Cevallos et al.,
2005). En namero de brotes en el afio 2003 ascendi6 a 733, siendo Salmonella
Enteritidis el serotipo prevalente en un 56,07% de los brotes (Hernandez-Pezzi et al.,
2004; Cevallos et al., 2005). Segun lo recogido en el informe de la Union Europea (UE)
sobre las tendencias de las zoonosis y los agentes zoon6ticos y los brotes de origen
alimentario en 2010 (EFSA, 2012a), del total de brotes de origen alimenticio en la UE
en el afio un 30% fueron atribuidos a serotipos de Salmonella, y dentro de estos, en
Espafia fueron notificados 190 brotes por Salmonella en dicho afio, de los cuales un
5,3% y un 5,4% correspondieron con carne de pollo y de cerdo, respectivamente
(EFSA, 2012a).

En los brotes por Salmonella en los que se pudo identificar el alimento implicado, las
carnes frescas y los productos carnicos estuvieron involucrados en un 4,45% de los

mismos (Hernandez-Pezzi et al., 2004; Cevallos et al., 2005).
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A nivel mundial durante los afios 2000-2002 Salmonella enterica subespecie
enterica serotipo Enteritidis fue el serotipo méas cominmente aislado en humanos (65%)
y esta cifra es superada en Europa con un valor del 85% (Galanis et al., 2006). Esto se
atribuye a su gran capacidad invasiva en animales destinados a consumo humano
(Humphrey et al., 2004). El hecho de que la inmensa mayoria de los aislados humanos
pertenezcan al mismo serotipo ha obligado a mejorar la eficiencia en su caracterizacion
lo que se ha logrado mediante técnicas de discriminacién como tipificacion mediante
fagos, pruebas de susceptibilidad a antimicrobianos y tipificacion genética mediante
PFGE, entre otros (Josefsen et al., 2011).

En Esparia el serotipo mayoritario es Salmonella Enteritidis con una incidencia
del 43-60% durante 1997-2005. El segundo es Salmonella Typhimurium con valores del
30% en los afios 97-98, que descienden posteriormente hasta un 8,5% (Usera 2001a,
2003a; Echeita 2005 a, b).

Segun los datos registrados en el Servicio de Informacién Microbioldgica (SIM)
durante el periodo 2001-2010 el nimero de infecciones por Salmonella no tifoidea
asciende a 60517, siendo un 45,25% de los mismos causado por el serotipo Enteritidis
(Servicio de Informacion Microbiol6gica, 2012). No existen diferencias significativas
en cuanto al sexo de los individuos afectados pero si en cuanto la edad, siendo muy
importante la incidencia en nifios menores de cinco afios (37%) y en ancianos (12% en
mayores de 65), Echeita et al., 2005 a,b,c. Destaca también la mayor probabilidad de
contraer la infeccion en personas inmunodeprimidas y/o con enfermedades crénicas
subyacentes como el sindrome de inmunodeficiencia adquirida por ejemplo (Morpeth y
Thielman, 2006; Rodriguez et al., 2006d).

De los 131468 casos de salmonelosis recogidos por la EFSA en el afio 2008, un
5,6%, 5,1% y 0,7% de los mismos se asocian al consumo de carne de pavo, pollo y
cerdo, respectivamente (EFSA, 2010).

1.1.2. Taxonomia y clasificacién del género Salmonella.

Las bacterias del género Salmonella fueron aisladas por primera vez en 1885 de
cerdos por dos veterinarios americanos, Salmon y Smith y se denominaron inicialmente

como Salmonella choleraesuis (Humphrey et al., 2006).
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Son bacterias Gram negativas anaerobias facultativas y la mayoria moviles por
flagelos peritricos, a excepcion de los serotipos Gallinarum y Pullorum. La mayoria
produce gas por fermentacion de carbohidratos, especialmente glucosa, con la
excepcion de los serotipos Typhi, Gallinarum y Pullorum. Producen la enzima catalasa
y dan negativo en la prueba de la citocromo oxidasa. Toleran altas concentraciones de
sales biliares y su crecimiento no se ve afectado por la presencia de colorantes, tales
como el azul de metileno, la eosina o el verde brillante, los cuales se utilizan en los
medios de aislamiento como caracteristicas selectivas frente a otros generos bacterianos.
Se multiplican en un rango de temperatura que va desde los 5°C a los 47°C, teniendo su
optimo en 35-37°C. Soportan pH de entre 4,5 y 9 pero su 6ptimo para el crecimiento
oscila en 6,5-7,5. Se desarrollan bien a actividades de agua de entre 0,945 y 0,999
aunque se ha comprobado que en los alimentos pueden multiplicarse desde valores de
0,930 (Gledel et al.,, 1995; Mossel et al., 2002). La inhibiciébn completa de su
crecimiento se produce en condiciones de temperatura <7°C, pH <3,8 y/o actividad de
agua <0,93 (Hanes, 2003; Bhunia, 2008).

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae (Euzéby et al.,
2013). La terminologia empleada para la designacion de los grupos taxonémicos dentro
de Salmonella es, incluso entre los especialistas en bacteriologia, variable y, en
ocasiones contradictoria. En todo caso, a partir de la opinion publicada por Le Minor y
Popoff en 1987 posteriormente apoyada por Euzéby entre otros, y la decision de la
Comision Judicial del Comité Internacional de Sistematica Bacteriana (Opinién 80,
Tindall et al., 2005) se acepta que Unicamente existen dos especies de Salmonella
(Salmonella enterica y Salmonella bongori) (Le Minor et al., 1987; Euzéby et al.,
1999). Durante algun tiempo se considerd una tercera especie, Salmonella subterranea
(Shelobolina et al. 2005), que estd estrechamente relacionada con Escherichia
hermannii y no pertenece al género Salmonella (Euzéby et al., 2013). Dentro de la
subespecie enterica encontramos 6 subespecies (enterica, salamae, arizonae,
diarizonae, houtenae e indica), (Tindall et al., 2005). Las subespecies se separan en
serotipos de acuerdo con sus caracteristicas antigénicas basandose en el esquema de
White-Kauffmann-Le que usa tres tipos de antigenos de superficie: somaticos (O),

flagelares (H) y capsulares (K), (Grimont et al., 2007):
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o0 Antigenos somaticos (O). Son termoestables y alcohol-resistentes. Forman parte
del lipopolisacéarido (LPS) de la membrana externa de la pared celular, el cual
posee estructuralmente tres zonas:
= Lipido A, que es responsable de la actividad toxica intensa asociada a las
endotoxinas.

= Ndcleo del polisacarido.

= Cadena lateral O, que constituye el antigeno somatico que proporciona la
especificidad.

o Antigenos flagelares (H). Son de naturaleza proteica y termolabiles. Pueden ser de
dos tipos en funcién de si tienen uno o dos tipos de antigenos, monofasicos o
bifasicos, respectivamente.

o0 Antigenos capsulares (K): El Unico que se conoce en Salmonella es el antigeno Vi
que se encuentra en serotipos altamente invasivos como Typhi, Paratyphi y
Dublin (Rafatellu et al., 2006).

Se han aislado 2579 serotipos (Josefsen et al., 2011), perteneciendo la mayoria
(>99,5%) de ellos a la especie enterica (la especie bongori posee menos de 10 serotipos,
Reeves et al., 1898) y més de la mitad de éstos a la subespecie enterica y se encuentran
relacionados con animales de sangre caliente. El resto de subespecies se relacionan con
animales de sangre fria y con el medio ambiente (Uzzau et al., 2000). Ademas, algunos
serotipos poseen un hospedador especifico, bien restringido como en el caso del
serotipo Typhi con humanos o bien se caracterizan por tener un hospedador prevalente y
poder desarrollarse también en otros como por ejemplo los serotipos Choleraesuis y
Dublin. Sin embargo, otros serotipos son altamente ubicuos y se encuentran en diversos
reservorios (Uzzau et al., 2000). Debido a esta circunstancia, podemos encontrarnos
con:

- Serotipos adaptados al hombre. Provocan infecciones en humanos y rara vez en
animales. La transmision de los mismos se lleva a cabo por heces de personas enfermas
0 de portadores asintomaticos. Los vectores de transmision son el agua, los alimentos y
los insectos. Incluye los serotipos Typhi, Paratyphi A, B y C y Sendai.

- Serotipos adaptados a animales. Incluyen los serotipos Pullorum y Gallinarum
(gallinéceas), Abortus-ovis (ovino), Abortus-equi (equino), Choleraesuis (porcino) y

Dublin (vacuno).
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- Serotipos no adaptados a hospedadores especificos. En este grupo se encuentran
la mayoria y estdn ampliamente distribuidos por la naturaleza. Son los que mayor

importancia tienen en relacion con las enfermedades de transmision alimentaria.

La mayoria de las infecciones humanas por Salmonella se originan en el
consumo de alimentos de origen animal contaminados (WHO, 2009). También se han
aislado de frutas tanto frescas como secas y de hortalizas, lo cual indica que las causas
de contaminacion son fertilizacion, riego y/o recoleccion en inadecuadas condiciones

higiénicas (Humphrey et al., 2006).

En la figura 1 tomada de Josefsen et al. (2011), se esquematizan las principales

vias de diseminacion de los serotipos de Salmonella no especificos de hospedador.
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Figura 1. Rutas de transmision de Salmonella (Josefsen et al., 2011).

Cuando Salmonella interacciona con el hospedador pueden producirse:
v La eliminacion del microorganismo por el sistema inmunitario del
hospedador;

v La aparicién de un estado de portador asintomatico;
103



Elsa Iglesias Collar Capitulo 1V. Salmonella y Yersinia

v" El desarrollo de enfermedad.

Las salmonelosis humanas pueden producir principalmente cuadros clinicos de

dos tipos, intestinales y extraintestinales.

- Infecciones intestinales. La mas comun es la inflamacién aguda que puede afectar al
intestino delgado (enteritis) o al intestino grueso (enterocolitis). Generalmente la
bacteria entra en el hospedador por via digestiva a través de alimentos o agua
contaminados con heces de animales (Figura 1). La dosis infectiva minima oscila entre
10°-10° en individuos sanos, mientras que individuos con factores de riesgo como la
edad, inmunodepresion o procesos subyacentes (leucemia, linfoma, drepanocitosis)
dicha dosis es de 10° células bacterianas (Gray, 1995; Miller et al., 1995). Si bien el
namero de células ingeridas puede disminuir al atravesar el estbmago debido a su pH y
a los jugos géastricos. Ademas, la colonizacion también se evita en el intestino delgado
debido a los &cidos grasos bactericidas, la secrecion de mucina y al peristaltismo
intestinal. Por otra parte la monocapa celular del epitelio intestinal supone una barrera
fisica a la entrada de microorganismos y a la invasion de tejidos mas profundos (Pestka
et al., 1985). Las bacterias que atraviesan dichas barreras colonizan el ileon y/o el colon
e invaden el epitelio. La invasion comienza por la unién a receptores especificos de la
superficie de la célula hospedadora seguida por la internalizacion de la propia bacteria
(Wallis et al., 2000). EIl periodo de incubacién es de 8 a 72 horas y los sintomas
iniciales son nauseas y vomitos seguidos de dolor abdominal y deposiciones diarreicas
de moderado volumen (Mims et al., 1993). También pueden aparecer fiebres, cdlicos y
con menor frecuencia cefaleas, mialgias y otros sintomas de tipo sistémico (Miller et al.,
1995). Normalmente, se trata de una enfermedad autolimitada, desapareciendo los
sintomas en un periodo de 2-5 dias en el caso de enteritis y de 2 a 3 semanas en las

enterocolitis.
El resultado de la infeccidon gastrointestinal depende del serotipo, de la dosis

ingerida, del vehiculo de transmisién, de la flora intestinal del hospedador y del estado

inmunitario de éste.
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- Infecciones invasivas.

Fiebres entéricas. Son producidas por los serotipos Typhi (fiebres tifoideas) y
Paratyphi A, B y C (fiebres paratifoideas), teniendo el segundo unos sintomas
mas suaves y una menor tasa de mortalidad. La infeccion normalmente se
produce por la ingestion de agua o alimentos contaminados con heces humanas
(Pui et al.,, 2011). En paises desarrollados esta relacionada con viajes al
extranjero. Sin embargo, también se presentan algunos casos en el propio pais.
En Espafia, las fiebres tifoideas y paratifoideas son enfermedades de declaracion
obligatoria y anualmente se produjeron 228 en el periodo comprendido entre los
afios 1998-2008, siendo la media de 19 casos anuales segun lo recogido por el
Boletin epidemioldgico semanal (Centro Nacional de Epidemiologia, 2009). El
periodo de incubacion de las fiebres tifoideas oscila entre 1 y 10 dias y los
sintomas comienzan con dolor abdominal, diarreas leves y malestar general,
complicandose con fiebres, distension abdominal y esplenomegalia.

Septicemia, generalmente se produce en individuos inmunocomprometidos
(Josefsen et al., 2011).

En términos epidemioldgicos es también importante considerar la capacidad de

diseminacion de Salmonella por las personas infectadas.

Después de una infeccion por Salmonella, la eliminacion de la bacteria por las

heces o por la orina persiste durante tiempos variables, generalmente algunas semanas.

En tal caso se habla de portadores convalecientes. También existe el estado de portador

cronico asintomatico que constituye una forma de infeccion mas frecuente ain que la

inflamacidn intestinal aguda, y puede deberse al contacto con dosis bajas de la bacteria.

Se consideran igualmente portadores crénicos aquellos que contintan la eliminacion de

la bacteria en heces por periodos superiores a un afo, hecho que ocurre entre el 1-3% de

los pacientes con fiebres tifoideas (Jones et al., 1996). En otros serotipos no tifoideos el

estado del portador cronico se da en el 1% de pacientes mayores de 15 afios y en el
5,4% de los menores de dos afios (Miller et al., 2000; Scherer et al., 2001).
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1.1.3. Mecanismo de patogenicidad de las bacterias del género Salmonella. Existen dos

grupos distintos de factores de virulencia.

1.1.3.1.  Estructuras superficiales de la bacteria, que son ademéas dianas del

sistema inmune del hospedador (Josefsen et al., 2011).
1.1.3.1.1.  Lipopolisacérido, cuya actividad toxica se  debe
fundamentalmente al lipido A.
1.1.3.1.2. Flagelos, que dirigen la bacteria hacia el epitelio intestinal
mediante quimiotaxis, permiten atravesar la espesa capa de mucina y
contribuyen al proceso de inflamacion.
1.1.3.1.3.  Cépsula, relacionada directamente con la capacidad invasiva del
serotipo Typhi.
1.1.3.1.4.  Fimbrias, estructuras proteicas que facilitan la unién de la bacteria
a receptores especificos de las células del hospedador.

1.1.3.2. Genes de virulencia localizados en el cromosoma o en plasmidos que
codifican factores solubles que modifican la fisiologia celular del hospedador o
que protegen a la bacteria de sistemas antimicrobianos del mismo. Estos genes
pueden estar sueltos, formando pequefias agrupaciones (islotes) y/o en
agrupaciones mayores, llamadas islas de patogenicidad (PI, Schmidt et al.,
2004).
1.1.3.2.1. Las PI son largas agrupaciones de genes que contribuyen a un
determinado fenotipo de virulencia ya que codifican para determinantes
responsables de establecer las interacciones especificas con el hospedador. En
el caso de algunas bacterias, la adquisicion de una unica Pl puede convertir a
una cepa en patdgena, lo cual explicaria la emergencia de nuevos patdgenos
como resultado de la evolucion de cepas no virulentas. No obstante, la
adquisicion de una Pl no siempre garantiza la conversion de una bacteria en
patdgeno, sino que la virulencia va a depender del microorganismo receptor y
de su hospedador (Marcus et al., 2000).
En Salmonella la isla de patogenicidad mejor caracterizada es la denominada
SPI1, que se trata de una insercion de 40 Kb en el cromosoma bacteriano con
un porcentaje de G+C significativamente méas bajo que el contenido medio del
genoma de Salmonella. Es necesaria para que se produzca la infeccidn

intestinal, mediando la invasion de células no-fagociticas por Salmonella.
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También interviene en la patogenicidad intestinal: inflamacion del epitelio y
sintomas diarreicos (Marcus et al., 2000; Wallis et al., 2000; Zhou et al., 2001).
Esta isla tiene al menos 29 genes que codifican para (1) los componentes
estructurales de un sistema de secrecion tipo 3, que codifica para tres proteinas,
InvA, InvH y PrgH, que interaccionan directamente con los sistemas de
sefializacion celulares forzando la entrada del patdgeno; (2) proteinas que
forman un poro por el que entra la bacteria (SipB y SipC); (3) proteinas
efectoras (Spt y genes sip), y (4) proteinas reguladoras (HilA). En conjunto
permiten la entrada de la bacteria en el epitelio intestinal y desencadenan el
proceso inflamatorio en la mucosa. Al final del proceso la bacteria se encuentra
en el interior de las células hospedadoras, dentro de vesiculas membranosas
denominadas SVCs (vacuolas que contienen Salmonella, Sansonetti et al.,
2002).

La isla de patogenicidad SPI1 esta presente en la genoespecie S.bongori y en
todos los genotipos analizados hasta el momento de S.enterica (Hensel et al.,
2004).

En este estudio se investigo la presencia el gen que codifica para la invasina
(gen invA), proteina que, entre otras, interacciona directamente con los

sistemas de sefializacion celulares forzando la entrada del patogeno.

1.1.3.2.2. Plasmidos de virulencia. Su existencia fue descrita por primera
vez en 1982 (Jones et al., 1982). Han sido encontrados en unos pocos serotipos
de S.enterica subesp. enterica, particularmente en los mas frecuentes y
adaptados al hombre (Enteritidis, Typhimurium, Choleraesuis y Dublin). Se
denominan “Plasmidos serotipo-especificos” y todos ellos portan una region
spv (Salmonella Plasmid Virulence) formada por 5 genes (spvR, SpvA, spvB,
spvC y spvD) implicados en la multiplicacion intracelular de Salmonella. En
los plasmidos de virulencia también se incluyen otros loci implicados en
biosintesis de fimbrias (operdn pef) o resistencia al suero (rck y rsk) (Mendoza
et al., 2009).
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1.2. Yersinia.

1.2.1. Yersinia enterocolitica como agente de gastroenteritis.

El género Yersinia comprende, entre otras, tres especies causantes de infecciones
humanas: Yersinia enterocolitica, Y. pseudotuberculosis y Y. pestis. Esta tltima origind
en el siglo XIX una pandemia en China y se sucedieron brotes esporadicos de peste en
Europa hasta 1920, pero hoy en dia se supone totalmente erradicada en la Union
Europea (Feng et al., 2001).

Las bacterias del género Yersinia son capaces de causar un rango de
enfermedades que va desde una enteritis leve hasta septicemia. La gravedad de los
sintomas depende de la edad y el estado del sistema inmune del individuo, la virulencia
de la cepa y la dosis infectiva. Pero la gravedad siempre es mayor en ciertos sectores de
poblacion: nifios, ancianos e individuos inmunocomprometidos (Skurnik et al., 2011).

Dentro de los sintomas producidos por Yersinia enterocolitica predominan las
diarreas, que pueden ser sanguinolentas, mientras que Yersinia pseudotuberculosis
cursan con dolor abdominal y fiebre (Cover et al., 1989; Bottone et al., 1999). A veces
en individuos adultos se suceden complicaciones tales como dolor articular o erupciones
cuténeas (Tertti et al., 1989; Hannu et al., 2003). La dosis infectiva minima en humanos
no se conoce. El periodo de incubacion oscila entre 1 y 11 dias y la duracién de los
sintomas de 5 a 14 dias y ocasionalmente meses (Cover et al., 1989; Jalava et al., 2006).
En la mayor parte de los casos la infeccion es autolimitante, por lo que no suele requerir
tratamiento antibidtico, salvo en casos de septicemia, individuos inmunocomprometidos
y pacientes con niveles de hierro altos (Abdel-Haq et al., 2006).

La yersiniosis (Y.enterocolitica y Y.pseudotuberculosis) es la cuarta causa mas
importante de gastroenteritis en Europa, con un nimero de casos confirmados en 2011
que alcanzan los 1,63 por cada 100000 individuos, siendo la tasa de mortalidad del
0,02%. Yersinia enterocolitica fue la especie mas aislada en los casos confirmados de
yersiniosis con un porcentaje del 98,7% (EFSA, 2013). La incidencia maxima se
muestra en nifios menores de 5 afios y es superior en nifios de raza negra (Ray et al.,
2004). Segun lo recogido en datos europeos no existe variabilidad significativa en

cuanto a la estacionalidad, ni al género (ECDC, 2008).
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En el aflo 2011, fueron confirmados un total de 7017 casos de yersiniosis en la
Unién Europea, lo cual supone un incremento del 3,5% con respecto al 2010 (EFSA,
2012a). Sin embargo, los datos recogidos por la EFSA muestran una disminucién
estadisticamente significativa durante los ultimos cinco afios (periodo 2007-2011) en la
Union Europea. Mas de la mitad de los casos confirmados en 2011, un 55,2%,
requirieron hospitalizacion (EFSA, 2013).

Dentro de los alimentos, los datos recogidos por la EFSA de forma anual
muestran que Yersinia enterocolitica y sus biotipos y serotipoiedades patdgenas en
humanos son aisladas la mayoria en carne de cerdo y sus derivados. Algunas cepas
fueron encontradas en otros tipos de carne, en leche, en pescado y en vegetales (EFSA,
2013).

Ninguna de las pruebas realizada sobre alimentos en el afio 2011 revelo la
presencia de Yersinia pseudotuberculosis, la especie que junto a Y.enterocolitica se
sitla como cuarta causa de produccion de gastroenteritis en humanos (EFSA, 2013).

Segun el Sistema de Informacion Microbioldgica, en Espafia en el afio 2011 se
registraron 265 casos de yersiniosis por Y.enterocolitica procedentes de 37 laboratorios
de once comunidades autdnomas. Esto supone una disminucion del 36% en los Gltimos

diez afos (Servicio de Informacidén Microbioldgica, 2012).

1.2.2. Taxonomia y clasificacién del Género Yersinia.

El género Yersinia pertenece a la familia Enterobacteriaceae, y se compone de
18 especies (Euzéby et al., 2013). El tamafio del genoma oscila entre 3,7-5,4 megabases
y el contenido G+C esta situado entre 47 y 49%, pero unicamente esta secuenciado en
su totalidad en las tres especies anteriormente citadas. Estas especies patdgenas poseen
un namero elevado de plasmidos y otros elementos genéticos moviles, lo cual explicaria
los mayores niveles de virulencia expresados en Y.pestis frente a Y.pseudotuberculosis a
pesar de estar bastante relacionadas genomicamente (Skurnik et al., 2011).

Y.enterocolitica y Y.pseudotuberculosis son patdgenos zoonéticos que pueden
ser transmitidos de animales a humanos (Bottone et al., 1999). La transmision puede ser
directa animal-humano (via fecal), humano-humano (via fecal), y en unos pocos casos,
por transfusiones de sangre. En humanos suelen aparecer indirectamente por el consumo

de comida o aguas contaminadas (Bottone et al., 1999).
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Yersinia enterocolitica fue aislada por primera vez en 1930 (Schleifstein et al.,
1939) y se describié en 1963 como Pasteurella X (Winblad et al., 1966). Se trata de
cocobacilos Gram negativos no esporulados, moviles por flagelos peritricos a 22-25°C e
inmoviles a 37°C (Castafieda et al., 2001). Son anaerobios facultativos y crecen en
rangos de temperatura que oscilan entre 4 y 43°C, siendo su temperatura optima 28-
30°C. Su capacidad de crecer a bajas temperaturas permite su multiplicacion en
condiciones de refrigeracion (Goverde et al., 1998).

En funcién del antigeno O, se han descrito 70 serotipos (Wauters et al., 1991).
Las cepas patdgenas de Yersinia enterocolitica de animales y humanos contienen un
plasmido, denominado pYV, generalmente relacionado con los serotipos O:3, 0:5,27,
0:8 y 0:9 (Fredriksson-Ahomaa et al., 2006).

Por sus caracteristicas bioquimicas y geneticas, las cepas de Yersinia
enterocolitica se clasifican en seis biotipos: 1A (no patdégeno y no posee el pYV; se
considera no patdégeno o ambiental, pero muchas veces es aislado de heces humanas y/o
animales), 1B (posee el pYV y es altamente patdgeno), 2, 3, 4 y 5 (poseen el pYV pero
su patogenicidad es baja) (Wauters et al., 1987).

Las infecciones por Yersinia enterocolitica suelen manifestarse de manera
esporadica sin origen aparente y raramente existen brotes. Unicamente algunos biotipos
se relacionan con humanos, siendo el mas comun el 4, en particular el serotipo O:3
(Bottone et al., 1999). Rara vez se aislan de alimentos cepas patogenas de
Y.enterocolitica a pesar de que la digestiva es la principal via de adquisiciéon de la
yersiniosis humana. La mayoria de las cepas de Y.enterocolitica aisladas de origen
ambiental son no patdgenas y no se corresponden en biotipo ni serotipo con las cepas

patogenas humanas (Skurnik et al., 2011).

1.2.3. Mecanismo de patogenicidad en Yersinia enterocolitica.

Los factores de virulencia tanto cromosémicos como plasmidicos de
Y.enterocolitica son por regla general comunes en Y.pestis y Y.pseudotuberculosis. La
entrada de Y. enterocolitica en un huésped humano requiere de un tiempo de adaptacion
a la temperatura del mismo antes de iniciar el proceso infectivo. Para conseguir
adaptarse a esta temperatura las cepas hacen uso de factores de virulencia tanto
cromosomicos como plasmidicos, que Unicamente se expresan en ciertos rangos de

temperaturas (Bottone et al., 1999).
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Cabe destacar los siguientes factores de virulencia:

1.2.3.1. El plasmido pYV, gque segun Bottone et al. (1999), codifica para:
= Una proteina de membrana, YadA, responsable de la invasion de
la célula hospedadora.
= El sistema de secrecion tipo IlI.

= El efector Yop, constituido por tres componentes:
- YopH, que confiere resistencia a ser fagocitados por
macrofagos,
- YopB, relacionado con la evasion del sistema inmune y la

respuesta inflamatoria, y

- YopE, implicado en procesos de citotoxicidad.

1.2.3.2. Como factores de adhesion se encuentran dos genes

cromosomicos, el gen inv y el gen ail (Miller et al., 1992; Pepe et al.,

1993).

1.2.3.2.1. El gen inv codifica para la invasina, que promueve la
penetracion celular en la superficie de las células eucariotas por
unién a las integrinas B1 (Isberg et al., 1990). Esta proteina se
sintetiza a temperaturas inferiores a 28°C y en condiciones acidas,
pero también es producida a 37°C (Pepe et al., 1994).

1.2.3.2.2. El gen ail codifica para otra proteina involucrada en la
penetracion de la bacteria en la célula epitelial aunque de manera
mas restrictiva (Miller et al., 1988). Ademas, esta involucrada en la
resistencia sérica (Bottone et al., 1999).

1.2.3.3. La toxina Yst, enterotoxina termoestable cuya implicacion en el
desarrollo de los procesos diarreicos humanos por Y.enterocolitica no
esta bien definida. Su accion se caracteriza porque induce un aumento de
los niveles de GMP ciclico intracelular, creando un desequilibrio i6nico
que puede desencadenar los procesos diarreicos. La controversia surge
cuando (a) no se ha conseguido aislar la toxina de procesos diarreicos de

animales infectados con Y.enterocolitica (Schiemann et al., 1979;
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Robins-Browne et al., 1985; Paerregaard et al., 1991) y (b) s6lo puede ser
detectada en sobrenadantes de cultivos frescos en la Gltima parte de la
fase logaritmica del crecimiento cuando han sido incubados a 30°C
(Boyce et al., 1979). Varios estudios muestran que cepas patogenicas de
colecciones antiguas pueden tener el gen yst de manera silente y no
expresar la toxina (Delor et al., 1992). EI modo de accion de la toxina,
sus caracteristicas bioquimicas y sus propiedades antigénicas son muy
similares a las de la toxina termoestable de E.coli enterotoxigenico. A
diferencia de la toxina de E.coli, la toxina Yst no puede detectarse in
vitro a 37°C (Boyce et al., 1979; Pai et al., 1980). Esto puede hacer
suponer que las condiciones para que la toxina se exprese no se
reproducen in vitro, aunque también se ha sefialado que la expresion
puede ser inducida in vitro a 37°C mediante un aumento de la
osmolaridad y del pH hacia los valores reales en el ileon (Mikulskis et
al., 2006).

En el estudio llevado a cabo por Delor et al., en 1992, se llegé a la
conclusién de que la toxina Yst estaba implicada en la permanencia de la
bacteria in vivo y en la diseminacion de la misma, ya que, utilizando un
modelo animal sobre conejos, se demostro que la presencia de la toxina
de Y.enterocolitica agravaba los sintomas de la yersiniosis. Sin embargo,
si se utiliza otro modelo animal no se muestran los mismos efectos
(Robinson-Browne et al., 1985). Por lo que el papel especifico que
supone la expresion de la toxina no estd totalmente definido y depende

del organismo sobre el cual se desarrolla el proceso infeccioso.
En cualquier caso, y en base a la conclusién antes sefialada por Delor et al.

(1992), se utilizo el gen yst, que codifica para la toxina termoestable como marcador

principal para valorar la posible patogenicidad de las cepas de Yersinia enterocolitica.
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1.3.  Obijetivos.

Dentro del objetivo general tendente a aportar datos significativos que permitan
una evaluacion cuantitativa del riesgo para la salud asociado a la ingesta de bacterias
patogenas del genero Salmonella y del género Yersinia con los productos alimenticios

de origen carnico, los objetivos concretos del trabajo presentado en este capitulo fueron:

Establecer la prevalencia de Salmonella spp. y de Yersinia enterocolitica en los
productos alimenticios de origen céarnico en el momento de su comercializacion en los

centros de venta en la ciudad de Ledn.

Evaluar la importancia sanitaria de las cepas presuntamente patdgenas aisladas
de carnes y productos carnicos mediante la estimacion de su similitud genética con las
cepas aisladas de casos de gastroenteritis en hospitales de la misma localidad de venta

de los alimentos.
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2. MATERIAL Y METODOS.

2.1. Toma de muestras.

2.1.1 Muestras de alimentos. Se analizaron 336 muestras procedentes de
diversos productos carnicos (carnes frescas de diversas especies,
productos listos para el consumo) adquiridos en varios supermercados de
la ciudad de LeOn cuyos productos tenian un origen (suministrador)
diferente. Se llevaron a cabo muestreos regulares (toma de muestras
semanal) en dos periodos de tiempo; uno durante la campafa 2008-2009
y otro durante la camparia 2009-2010. Estos muestreos han sido descritos
en el capitulo de Aeromonas.
2.1.2. Muestras procedentes de pacientes de Hospital de Leon.
2.1.2.1. Para Salmonella spp. Se recogieron 18 cepas de
Salmonella spp. procedentes de pacientes con gastroenteritis
cedidas por el Hospital de Ledn en el periodo de tiempo de marzo
a mayo del 2011 ambos inclusive. Las muestras nos fueron
enviadas en placas de agar XLD (Xylose Lysine Deoxycholate,
Oxoid).
2.1.2.2. Para Yersinia enterocolitica. Se aislaron 295 cepas de
supuestas Yersinia a partir de muestras procedentes de pacientes
con gastroenteritis cedidas por el Hospital de Ledn en el periodo
de tiempo de marzo a mayo de 2011 ambos inclusive. Las
muestras nos fueron enviadas en placas de CIN (Oxoid).

2.2. Deteccion y aislamiento de Salmonella (ISO 6579:2002). A partir de 25 g
del alimento, se realizaron homogeneizados en bolsa de Stomacher con 225 ml de agua

de peptona tamponada, lo cual conforma un enriquecimiento no selectivo que nos
permite la activacion y revitalizacion de las posibles células de Salmonella dafiadas por
tratamientos industriales o de almacenamiento. Se incubaron a 37°C durante 24 horas. A
continuacion, se llevo a cabo el enriquecimiento selectivo propiamente dicho, que nos
sirve para favorecer el crecimiento de Salmonella en un ambiente que pueda contener

gran ndmero de bacterias distintas de ellas mismas, asi como la reduccion del posible
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crecimiento de microorganismos competidores. Para ello se utilizaron dos caldos
selectivos, Rappaport-Vassiliadis Broth con soja (RVS, Oxoid) y Tetrationato de
Miller-Kauffman (MKTTn, Oxoid). A partir del medio de enriquecimiento no selectivo
se pipetearon 0,1 mililitros (ml) y 1 ml a 10 ml de los caldos RVS (Se incubaron a 42°C
24 horas) y MKTTn (Se incubaron 37°C 24 horas) respectivamente. El tercer paso fue la
siembra en dos medios solidos selectivos y diferenciales por agotamiento, Xylose lysine
deoxycholate agar (XLD, Oxoid) y Agar Rambach (BioMérieux). Se incubaron ambos
medios a 37°C durante 24 horas. Concluido el tiempo de incubacién se observaron las
colonias en ambos medios; en Agar XLD las presuntas de Salmonella se mostraron
rojas-rosas con la posibilidad de tener el centro de color negro por la formacién de acido
sulfhidrico (H,S), mientras que en el Agar Rambach eran rosas. A continuacion, se
tomaron de cada placa, colonias de las consideradas tipicas y se resembraron en ambos
medios con incubacion a 37°C durante 24 horas.

Para llevar a cabo una primera confirmacion bioquimica se sembraron las colonias
sospechosas de ser Salmonella en Triple Sugar Iron Agar (TSI, Oxoid) y en Lysine Iron
Agar (LIA, Oxoid).

- Triple Sugar Iron Agar (TSI, Oxoid): Se emple6 para detectar la
fermentacion de lactosa, sacarosa y glucosa, con formacion de acido y gas, y
también para detectar produccién de acido sulfhidrico. En este medio la
concentracion de glucosa es la décima parte de la concentracion de la lactosa
y la sacarosa, lo cual permite determinar cuando éste es el Unico glucido
fermentado. La pequefia cantidad de acido producido por la fermentacion de
la glucosa es rapidamente oxidado en la parte inclinada donde hay
abundancia de oxigeno, quedando el color rojo correspondiente a un medio
alcalino; por el contrario, en el fondo del tubo donde la tensidn de oxigeno es
baja, la reaccion acida se mantiene. Para que las reacciones antes indicadas
ocurran, el medio tiene que estar en un tubo que permita un facil acceso del
aire, por lo que debe estar provisto de un tapédn de algodén flojo.

La prueba se realizd sembrando una asada de colonias por estria en la parte
inclinada y por picadura en la parte profunda. Se incubaron 18-24 horas a

37°C. Los resultados pueden mostrar lo siguiente:
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- En profundidad - Amarillo: glucosa +.
- Rojo o sin cambio: glucosa -.
- Negro: formacion de H,S.

- Burbujas: produccion de gas.

- En la parte inclinada { - Amarillo: lactosa y/o sacarosa +.

- Rojo sin cambio: lactosa y/o sacarosa —.

Salmonella spp. es glucosa positiva y sacarosa y lactosa negativa.

- Lysine Iron Agar (LIA, Oxoid): Esta prueba pone de manifiesto si la bacteria
posee la enzima lisina descarboxilasa (LDC). ElI medio contiene como
indicador Purpura de Bromocresol. Cuando la lisina se descarboxila, el
medio se acidifica y el indicador vira amarillo en el fondo. Salmonella spp.
no es capaz de descarboxilar la lisina, por lo tanto el medio no se acidifica y

no vira a amarillo.

2.3. Deteccidn y aislamiento de Yersinia.

2.3.1. De muestras de alimentos. A partir de 25 g del alimento, se realizaron
homogeneizados en bolsa de Stomacher con 225 ml de caldo de peptona, sorbitol
y sales biliares (Peptone Sorbitol Bile Broth, Oxoid) y se incubaron durante 48
horas a 25 °C. A continuacion, se transfirieron 0,5 ml de dicho medio a 4,5 ml de
KOH 0,5% y NaCl 0,5% (permiten la reduccion de la flora acompafiante) y se
agitd durante 3-4 segundos. Se sembraron en superficie en placas de Agar
Cefsulodin Irgasan con Novobiocina (CIN, Oxoid) y se incubaron 24 horas a
30°C.

2.3.2. Muestras procedentes de pacientes de Hospital de Ledn. Se enriquecieron
las muestras recibidas en Nutrient Broth (Oxoid) durante 24 horas a 37°C y a
continuacion, se aislaron en el medio CIN descrito en el punto anterior siguiendo

el mismo procedimiento.
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2.4. ldentificacion de las cepas aisladas procedentes tanto de los alimentos como

de las cepas clinicas.

De cada medio de aislamiento se escogieron varias colonias tipicas para su

posterior identificacion mediante pruebas morfolégicas y bioquimicas (Harrigan, 1998)

y mediante el sistema miniaturizado de identificacion APl 20E (BioMérieux). Las

pruebas llevadas a cabo para la identificacion de Salmonella y para Yersinia

enterocolitica fueron las siguientes:

Tincion de Gram (Realizada como se describe en el capitulo de Aeromonas).

Salmonella spp y Yersinia enterocolitica son Gram negativos.

Oxidasa y catalasa (Realizada como se describe en el capitulo de
Aeromonas). Salmonella spp. y Yersinia enterocolitica son oxidasa negativa

y catalasa positiva.

Fermentacion de lactosa, sacarosa y glucosa, con formacion de acido y gas, y
también para detectar produccién de acido sulfhidrico. Los resultados se
obtuvieron a partir de las pruebas rapidas de identificacion realizadas en TSI,
descrita previamente. Salmonella spp. es glucosa positiva y sacarosa y
lactosa negativa, mientras que Yersinia enterocolitica es glucosa y sacarosa

positiva y lactosa negativa.

Presencia de la enzima lisina descarboxilasa (LDC). Los resultados fueron
los obtenidos mediante la realizacion de la prueba LIA, descrita previamente.
Salmonella spp. no posee la enzima LDC, mientras que Yersinia

enterocolitica sf.

Reacciones de capacidad de fermentacion y oxidacién de carbohidratos
(Oxidation-Fermentation Basal Medium, Difco). Realizada como se describe

en el capitulo de Aeromonas.

Desaminaciéon de la fenilalanina (realizada para las cepas de Salmonella

spp.). Determina la capacidad de la bacteria para desaminar el aminoacido

fenilalanina en &cido fenilpiravico por accion de la enzima fenilalanina

desaminasa, esto va a producir una acidificacion del medio, que se va a

poner de manifiesto mediante la aplicacion de 0,2 - 0,3 ml de Cloruro férrico

al 10 %; si hay en el medio acido fenilpirivico aparece una coloracién
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verde-azulada. Salmonella spp. no posee dicha enzima y por lo tanto ofrece

un resultado negativo.

Citrato (realizada para las cepas de Salmonella spp.). Se usa para determinar
si el organismo es capaz de utilizar el citrato como Unica fuente de carbono y
los compuestos amoniacales como Unica fuente de nitrégeno. EI medio
contiene citrato sédico, fosfato de amonio y azul de bromotimol como
indicador; éste se tornara azul cuando el medio se basifica. Las bacterias que
metabolizan el citrato liberan iones amonio al medio (degradacion del
fosfato amonico) lo que provoca que este se alcalinice y el indicador vire
azul. La mayor parte de los serotipos del género Salmonella son citrato
positivos aunque no lo son S. Typhi y S. Paratyphi.

Pruebas del Rojo de metilo y de VVoges-Proskauer (Realizadas para las cepas
de Salmonella spp.): Las enterobacterias son anaerobios facultativos que
usan la glucosa en dos fases: (1) degradan la glucosa por la via oxidativa
hasta que consumen el oxigeno del medio; (2) metabolizan la glucosa por la
via fermentativa, que puede ser de dos tipos:

v' Fermentacién acido mixta. Los productos finales son acidos
organicos, que disminuyen el pH del medio, lo que se manifiesta
mediante el viraje del rojo de metilo. Una coloracion roja, indicadora
de la presencia de acidos provenientes de la fermentacion de la
glucosa, constituye un resultado positivo, una coloracion amarilla
constituye una reaccion negativa.

v' Fermentacion butilén-glicdlica. los productos finales, como
butanodiol y etanol, son neutros y producen como intermediarios
acetoina, que puede detectarse con el reactivo doble de Voges
Proskauer. El reactivo A es KOH, y el B alfa-naftol, éstos reaccionan
con la acetoina originando coloraciones violaceas.

Salmonella spp. es Rojo de Metilo positiva y VVoges-Proskauer negativa.

Indol (realizada para las cepas de Salmonella spp.). EI microorganismo
objeto de identificacion se inoculé en Tryptone Soya Broth (TSB), que
supone una rica fuente de triptéfano. Las bacterias indol positivas como
Escherichia coli, producen triptofanasa, una enzima que usa el triptéfano
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produciendo indol y otros productos. Para llevar a cabo esta prueba se utilizd
el reactivo de Kovacs (dimetilaminobenzaldehido) que se afiadié al caldo
donde habiamos incubado nuestro microorganismo problema originando una

coloracion rosa-rojo oscuro en el caso de que la prueba sea positiva.

Salmonella spp. es indol negativa.

Ureasa (realizada sobre las cepas de Yersinia enterocolitica). Se utilizé el
medio Agar Urea de Christensen (Urea Agar Base, Oxoid). Algunas
bacterias, como Yersinia, hidrolizan la urea por medio de la enzima ureasa
liberando amoniaco y dioxido de carbono. Estos productos alcalinizan el

medio haciendo virar el rojo de fenol del amarillo al rojo.

Prueba de movilidad (realizada sobre las cepas de Yersinia enterocolitica).
Se utilizd el medio Oxidation-Fermentation Basal Medium (OF, Difco).
Sirve para determinar si un organismo es movil o inmovil. Este medio nos
permitio la realizacion de esta prueba gracias a ser semisdlido. En estas
condiciones, las bacterias maéviles produciran un enturbiamiento homogéneo
del medio debido a la distribucion aleatoria de los microorganismos. Por el
contrario, las bacterias inmoviles permaneceran en la misma linea de la
picadura en que se sembraron. Se incubaron dos tubos por cada cepa, uno a
25°C y otro a 37°C, que son las temperaturas a las que Yersinia
enterocolitica y Yersinia pseudotuberculosis son moviles e inmdviles,

respectivamente.

API 20E (BioMérieux): Es un sistema de identificacion rapida para bacterias
de la familia Enterobacteriaceae y otras bacterias Gram -, que en este caso
se realiza de la misma forma que la descrita en el capitulo de Aeromonas.
Cuando se analizaron los resultados se encontraron pruebas con resultados
contradictorios que no permitian adscribir las cepas al género Salmonella y
Yersinia respectivamente. En estos casos, se realizaron las pruebas
bioguimicas de manera independiente para poder contrastar los resultados
obtenidos con el API20E.
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2.5. Blsqueda de los principales genes marcadores de virulencia en las cepas de

Salmonella spp. vy Yersinia enterocolitica.

2.5.1. Extraccién del ADN (realizada como se describe en el capitulo de

Aeromonas).

2.5.2. Determinacién del gen invA en las cepas de Salmonella spp. y del gen yst

en las cepas de Yersinia enterocolitica. Utilizando métodos basados en la técnica

de PCR se investigo, en las cepas previamente identificadas, la presencia del gen
invA asociado a la patogenicidad en Salmonella (Rahn et al., 1992) y del gen que
codifica para la enterotoxina termoestable de Yersinia enterocolitica (Yst)
(Ibrahim et al., 1992).

Se llevd a cabo la reaccion en volumenes finales de 50 pl por muestra que

contenian:

- 20 pl Master Mix (SPRIME, VWR International Eurolab S.L.
Barcelona, Espafia).

- 1 pl cebador 1 (a una concentracion de 250 nM). (XX Integrated DNA
Technologies Inc).

- 1 pl cebador 2 (a una concentracion de 250 nM). (XX Integrated DNA
Technologies Inc).

- 23 ul agua destilada miliQ.

- 5 pl de la solucion de ADN bacteriano.

Una vez preparada la mezcla de reaccion se introdujo en el termociclador
(Mastercycler Eppendorf-Netheler-Hinz) para realizar la amplificacion. El paso
mas importante es el anclaje de los cebadores que se produce a una temperatura
concreta reflejada en la Tabla 1 para el gen invA y el gen yst, asi como el resto de

condiciones de la reaccion.
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Tabla 1. Descripcion de los cebadores y su temperatura de actuacion, asi como el

tamafo de amplicones originados en la PCR para la deteccion del gen invA en cepas

de Salmonella (Rahn el al. 1992) y la deteccidn del gen yst en cepas de Yersinia

enterocolitica (Ibrahim et al., 1992).

Unién al Tamafio del
CEBADORES SECUENCIA (5’-3") cebador amplificado Referencias
(°C) (pb)
invAl TAT CGC CAC GTT CGG GCA A
55°C 275 Rahn el al. 1992
invA2 TCG CAC CGT CAA AGG AAC C
ystl CTG TCT TCATTT GGA GCA TTC Ibrahim et al.,
60°C 163 pb
yst2 GCA ACA TAC ATC GCA GCA ATC 1992

Aparte de las muestras de ADN sospechosas de poseer dichos genes de virulencia,

se utilizaron tres controles:

Control positivo. Bacteria previamente identificada poseedora de los genes
de virulencia buscados. En el caso de Salmonella spp., se utilizd una cepa de
coleccion CECT4156 de Salmonella enterica subsp. enterica, serotipo
Abony. Por otra parte, en el caso de Yersinia, utilizamos la cepa CECT4315

de Yersinia enterocolitica.

Control negativo. Bacteria previamente identificada que no posee los genes
que buscamos y sirve para comprobar la especificidad de la reaccion. En este
caso, se utilizo la cepa de coleccion CECT4315 de Yersinia enterocolitica y
la cepa de coleccion E. coli CECT4076, para Salmonella spp. y Yersinia
respectivamente.

Blanco de reaccién. Se sustituyd la muestra de ADN por agua destilada
miliQ realizando el protocolo de la forma habitual. De este modo, se
pretendia comprobar que no se producia contaminacién con material

genético durante la preparacion y el desarrollo de la reaccion.

La realizacion de la electroforesis y el registro de resultados se llevaron a cabo

con el procedimiento ya descrito en el capitulo de Aeromonas.
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2.6. Evaluacion de la similitud genética entre las cepas de Salmonella spp.

aisladas de los productos alimenticios y de casos de gastroenteritis diagnosticados en

hospitales de la misma localidad de venta de los alimentos:

Se llevé a cabo mediante la técnica de electroforesis en campo pulsado (Pulsed
Field Gel Electrophoresis, PFGE), descrita en el capitulo de Aeromonas y cuyo
protocolo se encuentra desarrollado en la pagina de

http://www.pulsenetinternational.org/protocols/Pages/default.aspx. EIl protocolo fue

descrito en el capitulo de Aeromonas Y las excepciones al mismo se recogen en la tabla
2.

Tabla 2. Resumen de las condiciones de trabajo de la técnica PFGE realizada en las
cepas de Salmonella spp. aisladas tanto en muestras de alimentos como en muestras de
pacientes del Hospital de Le6n

Initial Switch Time 2,23
Final Switch Time 63,8s
Voltaje 6
Included Angle 120°
Run Time 19 horas

Del mismo modo que en el caso de Aeromonas, se analizaron los resultados con
el software Gel Compar Il (Version 6.5; Applied Maths), que nos ofrece la posibilidad
de agrupar las cepas en un dendrograma utilizando el coeficiente de Dice y el
procedimiento de agrupacion UPGMA (Unweighted Pair Group Method using
Arithmetic Averages. Sneath et al., 1973).

2.7. Pruebas de resistencia a antimicrobianos para las cepas de Salmonella spp.

Se utilizd el método de referencia establecido por el “Clinical and
Laboratory Standards Institute” (CLSI) en el afio 2005 mediante discos de difusion
de cantidades conocidas de antimicrobianos. En el caso Salmonella spp., el
antibiograma se llevd a cabo estudiando la susceptibilidad de las cepas sobre

quince antimicrobianos cuyo nombre y concentracion se recoge en la tabla 3.
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Tabla 3. Resumen de la bateria de antimicrobianos utilizados en el anélisis de posibles

resistencias de cepas de Salmonella.

Antimicrobiano Abreviatura Concentracion (por disco en ug)
Ampicilina AMP 10
Amoxicilina + Acido clavulanico AMC 30
Cefalotina CEF 10
Cefepima PEP 30
Tetraciclina TE 30
Gentamicina CN 10
Kanamicina K 30
Compuestos sulfonamidas S3 300
Cefoxitina FOX 30

Ciprofloxacino CIP 5

Cloranfenicol C 30
Cefotaxima CTX 30
Trimetoprima-sulfametoxazol STX 25
Piperaciclina PIP 100
Ceptacidina CAZ 30
Acido nalidixico NA 30
Estreptomicina S 10

Los antimicrobianos fueron suministrados por BioRad en formatos de 200 discos

(4x50) por antibiotico.

Para llevar a cabo el antibiograma, se llevd a cabo el protocolo segin se ha
descrito en el capitulo correspondiente a Aeromonas, a excepcion de que la incubacién
fue a 37°C.

Para evaluar la posible resistencia o sensibilidad de cada cepa a cada antibiético
se utilizaron los limites establecidos por el Clinical and Laboratory Standards Institute
para enterobacterias, que se presentan en la tabla 2A de Winkler et al, (2005), y se

reproducen en la tabla 4 que se muestra a continuacion.
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Tabla 4. Criterios para evaluar el caracter de resistencia a antimicrobianos para enterobacterias
establecidos por el Clinical and Laboratory Standards Institute (Wikler et al., 2005)

Antimicrobiano Resistente* Intermedio*| Sensible*
Ampicilina <13 14-16 >17
Amoxicilina + Acido clavulanico <13 14-17 > 18
Cefalotina <14 15-17 > 18
Cefepima <14 15-17 > 18
Acido nalidixico <13 14-18 >19
Tetraciclina <14 15-18 >19
Gentamicina <12 13-14 >15
Kanamicina <13 14-17 > 18
Compuestos sulfonamidas <12 13-16 > 17
Cefoxitina <14 15-17 > 18
Estreptomicina <11 12-14 >15
Ciprofloxacino <15 16-20 >21
Cloranfenicol <12 13-17 > 18
Cefotaxima <14 15-22 >23
Trimetoprima-sulfametoxazol <10 11-15 > 16
Piperaciclina <17 18-20 >21
Ceptacidina <14 15-17 > 18

*Diametro del halo de inhibicién en milimetros (mm)
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3. RESULTADOS Y DISCUSION.

3.1. Salmonella.

3.1.1. Aislamiento e identificacion de Salmonella.

Sobre un total de 336 muestras de carnes y productos carnicos, se aislaron 11
cepas de presuntas Salmonella y sobre 18 muestras de pacientes diagnosticados de
gastroenteritis en el Hospital de Leo6n, 18 cepas de Salmonella.

Mediante el sistema API 20E, tres de las once cepas presuntas Salmonella
procedentes de carnes y productos carnicos se adscribieron al género Salmonella,
mientras que las otras ocho mostraban un perfil que la base de datos del sistema API
20E calificaba como “inaceptable” a los efectos de la identificacion. Sin embargo, la
realizacion de algunas pruebas incluidas en el sistema APl 20E por procedimientos
convencionales, es decir, no miniaturizados, proporciond resultados diferentes a los
alcanzados con las galerias APl 20E. Introducidos los resultados de dichas pruebas
realizadas por procedimientos convencionales en el sistema de identificacion ApiwWeb™
(Biomeriéux), se obtuvieron los siguientes resultados: cuatro de las cepas tenian un
perfil correspondiente a Salmonella spp., cuatro a S. Pullorum y tres a S.choleraesuis

ssp. arizonae.

En cuanto al perfil que obtuvimos al inocular galerias API20E con las cepas de
origen clinico, el resultado fue uniforme, incluyéndolas con un 99% de fiabilidad en

Salmonella spp.

Tanto las once cepas aisladas de alimentos como las dieciocho procedentes de
casos clinicos presentaban el perfil caracteristico del género Salmonella que se muestra

en la tabla 5.

Tabla 5. Perfil de las cepas de Salmonella aisladas

Prueba Gram | Oxidasa | Catalasa Glucosa Sacarosa Lactosa H,S | LIA | Citrato | Indol

Desaminacion de
la fenilalanina

RM

VP

Resultado - - - + - - + + +
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Sobre el total de cepas aisladas, 11 procedentes de alimentos y 18 procedentes
de pacientes del hospital, se llevé a cabo una PCR para investigar la presencia el gen
que codifica para la invasina, proteina que, entre otras, interacciona directamente con
los sistemas de sefializacion celulares forzando la entrada del patdgeno. La totalidad de

cepas presentd dicho gen.

Las cepas clinicas fueron serotipadas en el Centro Nacional de Microbiologia en
el Instituto de Salud Carlos 111 (Majadahonda, Madrid) y los resultados de dicha prueba

se muestran en la tabla 6.

Tabla 6. Serotipos de Salmonella en casos de gastroenteritis diagnosticados en el

Complejo Hospitalario de Ledn

Serotipo N° de cepas Cadigo de identificacion*
Salmonella Enteritidis 4 MHS1, MHS9, MHS10 y MHS15
Salmonella Thyphimurium 11 MHS3, MHS4, MHS5, MHS7, MHS8, MHS12,

MHS13,MHS14, MHS16, MHS17 y MHS18

Salmonella Poona 2 MHS2 y MHS6

Salmonella grupo C 1 MHS11

*Muestras Hospital Salmonella y el nimero asignado por orden de llegada.

3.1.2. Incidencia de Salmonella en carnes y productos carnicos listos para el

consumo.

Sobre un total de 336 muestras estudiadas, se encontraron 11 (3,27%) muestras

contaminadas con Salmonella spp.

En la Tabla 7 se presenta la distribucion de las cepas de Salmonella spp. aisladas
en funcion del producto alimenticio del que fueron aisladas y del periodo del afio en que

se tomaron las muestras.
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Tabla 7. Prevalencia de Salmonella spp. en carnes frescas y de productos carnicos listos

para el consumo

Producto (n=n° muestras) INVIERNO PRIMAVERA VERANO OTONO
Jamon cocido (n=48) 1* 0 0 0
Pechuga cocida de pavo (n=48) 0 0 0 0
Mortadela (n=48) 0 0 2 0
Chorizo (n=48) 0 1 2 0
Salchichdn (n=48) 1 0 0 0
Pechuga de pollo (n=48) 0 1 0 0
Lomo fresco de cerdo (n=48) 1 2 0 0

*De cada muestra se aisl6 una Unica cepa de Salmonella.

Salvo en el otofio, en el resto de estaciones la prevalencia de Salmonella fue similar.

Los datos de prevalencia de Salmonella spp. en carnes frescas y productos
carnicos listos para el consumo son variables a lo largo de los ultimos afios. En cuanto a
la carne fresca procedente de pollo, la prevalencia de Salmonella oscila en porcentajes
entre 20 y 37% segun lo recogido por varios autores desde 1993 y 2002 (Uyttendaele et
al., 1998 y 1999; Duffy et al., 1999; Dominguez et al., 2002). Sin embargo, Jordan et
al., en el afio 2006 recoge que los porcentajes de aislamiento de Salmonella spp. en
carnes frescas de pollo y de cerdo alcanzaban valores de 2,8 y 2,1%, respectivamente.
Ademas, indica que durante los afios 2002 y 2004 no se aprecia una variacion estacional
en cuanto al aislamiento de Salmonella de dichos productos (Jordan et al., 2006). En el
perido que va desde el afio 2008 al 2010 se registrd una importante implicacion de los
alimentos de origen carnico en dichas infecciones por Salmonella (EFSA, 2012b). Los
datos se reflejan en la tabla 8.

Tabla 8. Carnes y productos carnicos involucrados en los casos de infeccion de origen
alimentario por Salmonella en la UE y en Espafia durante el afio 2010 (EFSA, 2012a)

) Datos de prevalencia (%)
Alimento _
Union Europea Espafia
Carne de pollo 4,8 16
Carne de pavo 9 0
Carne de cerdo 0,9 26,7
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Por otra parte, en lo que se refiere a productos carnicos listos para el consumo,
Cabedo et al., en el afio 2008 indico que la prevalencia de Salmonella spp. en jamén
cocido y en embutidos curados ascendia a 2% y 11,12%, respectivamente (Cabedo et
al., 2008).

El informe anual de la EFSA sobre zoonosis y brotes de origen alimenticio en la
Union Europea (UE) en 2010 muestra que los casos de infeccion por Salmonella en el
afo 2009 fueron 108618, mientras que en 2010 fueron 99020 casos de salmonelosis en
humanos. Esto reafirma el descenso en el nimero de casos anuales de infeccion por
Salmonella que se lleva observando desde el afio 2006 (EFSA, 2012a y b). Este
descenso se atribuye a los existosos programas de control de Salmonella en aves de

corral, entre otros.

Los serotipos mas prevalentes en el afio 2010 fueron Salmonella Enteritidis
con un porcentaje del 45% y Salmonella Typhimurium con un 22,4% (EFSA, 2012a).

Particularmente en Espafia, el nimero de casos de Salmonella también ha
sufrido un descenso estadisticamente significativo desde el afio 2006 hasta el 2010, con
5117 y 4420 casos confirmados respectivamente (EFSA, 2012a).

Para proteger a los consumidores del riesgo que puede producir la infeccion por
Salmonella, la UE ha adoptado un enfoque integrado de la seguridad alimentaria, que
consiste en la evaluacion de riesgos y las medidas de gestion de los mismos. La EFSA
desempefia la prestacion de apoyo y asesoramiento cientifico independiente sobre la
salud humana y los alimentos los aspectos relacionados con la seguridad a través de la
recoleccion y analisis de datos sobre la prevalencia de Salmonella en los animales y los
alimentos, asi como mediante la evaluacién de la inocuidad de los alimentos, los riesgos
planteados por la bacteria para la salud humana y el asesoramiento sobre el posible
control y las opciones de mitigacion. La coordinacion de los paises miembros de la UE
sobre las enfermedades zoondticas, mediante la creacién de Programas Nacionales de
Control (PNC), ha ayudado a reducir los casos humanos de salmonelosis en casi la
mitad en cinco afios (2004-2009). En 2003, la UE establecié un programa de control
extendido de las zoonosis (Reglamento (CE) n° 2160/2003), en el que se incluye un

programa de control de Salmonella en aves de corral y en cerdos (EFSA, 2010 y 2011).
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En el informe de sintesis, el ECDC y la EFSA proporcionan actualizaciones
anuales sobre los progresos realizados en el cumplimiento de los objetivos de reduccién
de Salmonella. Estos informes analizan los datos de la vigilancia de Salmonella en los
animales, los alimentos y los seres humanos recogidos por los Estados miembros. Entre
2005 y 2009, los informes indican una clara tendencia a la baja de Salmonella en lo que
respecta a los casos humanos, los brotes humanos y su prevalencia en las aves de corral
(EFSA, 2010 y 2012a).

3.1.3. Resistencia a antimicrobianos de las cepas aisladas de Salmonella spp.

En el caso concreto de Salmonella spp., segun el CLSI las muestras fecales
deben ser probados con ampicilina, una quinolona y trimetoprima-sulfometoxazol y
para muestras extraintestinales ademas de los anteriores, cloranfenicol y una
cefalosporina de tercera generacion. Ademas, cabe destacar que el CLSI advierte que
tanto las cefalosporinas (I, 11, 111 'y IVV) como los aminoglicosidos pueden actuar sobre
Salmonella spp. in vitro pero que no son efectivos clinicamente, por lo tanto, los

resultados no proporcionan conclusiones fiables a estos efectos (Winkler et al., 2005).
En la tabla 9 se presenta a frecuencia de resistencia a los distintos

antimicrobianos de las cepas de Salmonella en funciéon de su origen (alimenticio o

clinico).
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Tabla 9. Susceptibilidad a antimicrobianos de cepas de Salmonella procedentes de

alimentos y casos clinicos.

o ) Alimentos y agua Casos clinicos
Antimicrobiano

R* I* S* R* I* S*
Ampicilina 27,28 0 72,72 66,67 0 33,33
Amoxicilina + Acido clavulanico 100 0 0 5,56 0 94,44
Cefalotina 100 0 0 22,23 0 77,77
Cefepima 0 0 100 0 0 100
Cefoxitina 0 0 100 27,78 0 72,72
Piperaciclina 100 0 0 72,23 0 27,77
Ceptacidina 0 0 100 11,12 0 88,88
Acido nalidixico 0 0 100 5,56 0 94,44
Tetraciclina 18,18 0 81,82 66,67 0 33,33
Gentamicina 0 0 100 22,23 0 77,77
Kanamicina 0 0 100 44,45 0 55,55
Compuestos sulfonamidas 9,09 0 90,91 | 55,56 0 44,44
Estreptomicina 100 0 0 94,45 0 5,55
Ciprofloxacino 0 0 100 11,12 0 88,88
Cloranfenicol 0 0 100 33,34 0 66,66
Cefotaxima 0 0 100 11,12 0 88,88
Trimetoprima-sulfametoxazol 0 0 100 22,23 0 77,77

*Porcentaje de cepas R=Resistente, I=Intermedia y S=Sensible.

Los porcentajes de resistencia varian en funcion del origen de las cepas ya que
las clinicas muestran resistencia a mas antimicrobianos que las cepas de origen
alimenticio, siendo las coincidencia mayoritaria la resistencia a Estreptomicina (tabla 9).
Todas las cepas de origen carnico fueron resistentes a amoxicilina con acido
clavulanico, cefalotina, piperacilina y estreptomicina. En el caso de la cefalotina todas
las cepas de origen alimenticio fueron resistentes mientras que Unicamente 4 cepas
clinicas lo fueron (22,23%). Sin embargo, las resistencias a ampicilina, tetraciclina y
sulfonamidas fueron superiores en las cepas clinicas que en las de origen alimentario.

La mayor frecuencia de resistencia a antimicrobianos en las cepas de origen
clinico se se mostré en estreptomicina (94,45%, tabla 8), piperacilina (72,23%),
ampicilina (66,67%) y tetraciclina (66,67%) Yy también es relevante para sulfonamidas
(55,56%) y kanamicina (44,45%).
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La mayor susceptibilidad fue mostrada ante cefepima con la totalidad de las
cepas sensibles (tabla 9), seguido por el acido nalidixico.

La evaluacion de los perfiles de resistencia a los 17 antimicrobianos antes
descritos de todas las cepas de Salmonella nos mostré una gran variedad de perfiles
caracterizados por los altos porcentajes de cepas resistentes a estreptomicina (96,55%) y
piperaciclina (82,75%), seguidos de cerca por cefalotina (51,72%), ampicilina
(51,72%), tetraciclina (48,27%) y sulfamidas (37,93%).

En las cepas procedentes de carnes y productos carnicos el perfil mayoritario de
resistencia a antimicrobianos fue comun para ocho de las once cepas aisladas (72,73%),
mientras que en las cepas clinicas encontramos una gran variedad de perfiles. Cabe
destacar el compartido por dos cepas serotipificadas como Salmonella Typhimurium.

En la tabla 10 se recogen ambos perfiles y el nimero de cepas que los comparten.

Tabla 10. Perfiles mayoritarios de resistencia a antimicrobianos mostrados por las cepas

aisladas de Salmonella en funcion de su origen

) Compuestos Antimicrobianos N°
Orlgen AMP* | CEF | FOX | PEP | STX | TE | AMC | CIP | CTX | CN | K | C | PIP CAZ S3 [ S| NA CepaS
. 8
Alimentos S R S S S S R S S S |S|S R S S R| S
(72,73%)
. 2
Clinicas R S S S | s|R| s S| S |s|s|s|R S RORES | (11120

*Abreviaturas de la nomenclatura de los antimicrobianos utilizados en las pruebas de susceptibilidad

recogidas en la tabla 3.

La resistencia de Salmonella a antimicrobianos fue descrita por primera vez en
1960 (Montville et al., 2008) y desde entonces el aislamiento de cepas resistentes a uno
0 mas antimicrobianos ha ido aumentando (Pui et al., 2011). Este aumento se asocia al
uso abusivo e indiscriminado de los mismos en animales destinados al consumo
humano asi como la facilidad para conseguirlos en muchos paises (Yoke-Kqueen et al.,
2008). Como se comentd anteriormente, la salmonelosis no tifoidea suele ser
autolimitada quedando confinado al tracto gastrointestinal, por lo que la terapia con
antimicrobianos no estd indicada. Sin embargo, en individuos inmunodeprimidos o
nifios resulta vital disponer de un tratamiento eficaz. Ademas la diversidad bacteriana en

el tracto gastrointestinal es muy alta y Salmonella puede mediar la transferencia
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horizontal de determinantes de resistencia a la microbiota normal que pueden llegar a
actuar como patdgenos oportunistas y/o permitir la propagacion de resistencias en otros
patdgenos que interaccionen con ella (Martinez Alvarez, N., 2007).

En los Gltimos afios se refleja una tendencia a un aumento en la resistencia de las
cepas de Salmonella aisladas al acido nalidixico que ademas supone una disminucién en
la susceptibilidad al ciprofloxacino (fluoroquinona de eleccion para el tratamiento de
salmonelosis no tifoideas) (Hur et al., 2012), lo cual no ocurre en nuestras cepas ya que
unicamente una cepa clinica es resistente al &cido nalidixico y dos al ciprofloxacino, y
esto puede ser explicado porque existe una baja prevalencia de dicha resistencia en
cepas aisladas de animales destinados a consumo humano (FDA, 2010).

La Union Europea ha iniciado acciones para la eliminacion del uso de
antimicrobianos como sustancias promotoras del crecimiento en industrias de ganado
(Reglamento 1831/2003; Garcia-Feliz et al., 2008), con el propésito de disminuir la
aparicién de nuevas resistencias, ya que la adquisicion de la resistencia a un antibidtico
de una bacteria en un alimento de origen carnico implica que el animal del que procede
dicha carne ha sido tratada en algin momento con ese antibidtico. La nueva legislacion
promueve programas de monitorizacion y vigilancia de nuevas resistencias a
antimicrobianos en patdgenos zoono6ticos y animales en todos los paises de la Unidn
Europea (Garcia-Feliz et al., 2008).

El informe de la Union Europea sobre la resistencia antimicrobiana en bacterias
zoonoticas e indicador de seres humanos, animales y alimentos en 2010 nos indico que
las mayores resistencias a compuestos antimicrobianos mostradas por las cepas de
Salmonella investigadas (un 25,9% de los casos de salmonelosis humana confirmados
en 2010) se correspondieron con tetraciclina (28,4%), ampicilina (28%), sulfonamidas
(25,4%) y estreptomicina (19%). En el serotipo Enteritidis los niveles de resistencia al
ciprofloxacino y al 4cido nalidixico fueron 9,3 y 18,7%, respectivamente. Lo cual es
relevante, desde el punto de vista de que el ciprofloxacino es la quinolona de referencia
a usar para este tipo de infecciones. La segunda opcion como tratamiento es el uso de
cefotaxima, cuyo porcentaje de cepas resistentes fue mucho menor (0,4%). En la tabla
11 se muestra un resumen de los porcentajes de cepas resistentes a cada antimirobiano
en funcidn de su origen (EFSA, 2012c).
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Tabla 11. Porcentaje de cepas resistentes a antimicrobianos en funcion de su origen.

Antimicrobiano Porcentaje de resistencia en funcién del origen de las muestras
Carne de pollo Carne de pavo Carne de cerdo
Ampicilina 21 51 47
Tetraciclina 20 7 50
Sulfonamidas 27 64 52
Acido nalidixico 24 25 4
Ciprofloxacino 24 28 5
Cefotaxima 0 0,3 0,2
Gentamicina 2 2 2
Cloranfenicol 3 7 19

Las cepas que fueron aisladas de muestras de carne de cerdo fresca fueron 100%
resistentes a cefalotina, amoxicilina clavulanico, piperaciclina y estreptomicina,
mientras que Unicamente el 66,7% son resistentes a ampicilina y el 33,4% a
tetraciclinas.

Por otra parte, en la Unica cepa aislada de una muestra de pechuga de pollo las
resistencias confirmadas fueron a Cefalotina, amoxicilina clavulénico, piperaciclina y
estreptomicina.

Cabe destacar la emergencia de una cepa de S. Typhimurium DT104
multirresistente, aislada por primera vez en 1984 en Reino Unido, constituye un
problema serio para la salud publica (Montville et al., 2008). Desde su aislamiento han
sido descubiertas varias cepas multirresistentes de varios serotipos (Zhao et al., 2008)
cuya importancia radica en que la mayoria de las infecciones se producen por el
consumo de alimentos de origen animal contaminados (Crump et al., 2010). El perfil de
S. Typhimurium DT104 incluye resistencia a ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina,
sulfometazol y tetraciclina, y pueden adquirir resistencia adicional a fluoroquinonas y
cefalosporinas (Hsueh et al., 2004; Weill et al., 2006; Winokur et al., 2000).

La cepa de origen clinico denominada MHS18 fue serotipada como Salmonella
Typhimurium y comparte el perfil de resistencia a compuestos antimicrobianos con la
cepa multirresistente S. Typhimurium DT104, pero no podemos confirmarlo ya que no
se llevo a cabo su fagotipificacion.

En el afio 2005 se publicaron una serie de articulos en Reino Unido divulgando
gue un brote que tuvo luegar en enero del 2005 de Salmonella Typhimurium DT104,

estaba ligado a la importacion de verduras espafiolas. La Agencia Alimentaria Britanica
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confirmd que el origen de dicha cepa proviene de la lechuga iceberg de la region de

Murcia. Asimismo, se notificé que la semana anterior a dicho brote las autoridades

finlandesas emitieron una alerta al resto de paises de la UE después de que el mismo

tipo de salmonelosis apareciera en mayo en el oeste y sur del pais. Una vez maés, el brote

se localizo en este tipo de lechuga importada de Espafia.

Las bacterias del genero Salmonella son capaces de eludir la accion de los

antimicrobianos mediante uno de estos cuatro mecanismos:

Presencia de enzimas especificos que modifiquen o inactiven el antibidtico antes
o después de penetrar en la bacteria como por ejemplo B-lactamasas, enzimas
modificadores de aminoglicésidos y enzimas modificadores de fenicoles
(Michael et al., 2006).

Modificacion de la membrana celular disminuyendo su permeabilidad ante los
agentes antimicrobianos.

Expulsion activa de antimicrobianos fuera de la bacteria mediante bombas de
expulsion de tetraciclinas (Michael et al., 2006) y de fenicoles (Meunier et al.,
2002 y 2003).

Sintesis de una molécula alternativa o modificacion de la diana celular como por
ejemplo la resistencia a trimetoprima codificada por 13 genes descritos
ampliamente para los serotipos Enteritidis y Typhimurium entre otros
(Rodriguez et al., 2006 a,b; Daly et al., 2005; Randall et al., 2004). Otro ejemplo
son los genes que codifican para la resistencia a sulfonamidas y a quinolonas y
fluoroquinonas. Estas Ultimas pueden ser especialmente importantes ya que una
mutacion puntual en el gen que codifica para la subunidad A de la DNA girasa,
que es la diana primaria para la accion de las quinolonas, puede suponer un
aumento en los perfiles de resistencia de las cepas ante el ciprofloxacino, el cual
es la fluoroquinona de eleccion en el tratamiento de infecciones causadas por
S.enterica (Michael et al., 2006).

Cabe destacar el caso de las cepas clinicas MHS13 y MHS14, que proceden del

mismo paciente aisladas en semanas consecutivas, que comparten perfil bioquimico y

genético asi como serotipo pero nos ofrecen un perfil en PFGE distinto, compartiendo

11 bandas y diferenciandose en 5, y que ademas muestran un perfil de resistencia a

antimicrobianos diferente, compartiendo la resistencia a tetraciclina, sulfonamidas,
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ampicilina, piperacilina y estreptomicina, pero la cepa MHS14 ademas, es resistente a
kanamicina y cefotaxima. Esta resistencia podemos presuponer que ha sido adquirida
por la existencia de presiones ambientales diferentes y sobre todo por la existencia de
elementos genéticos mdviles que pueden ser transferidos entre bacterias confiriendo
caracteristicas nuevas o bien la pérdida de las mismas. Los genes de resistencia pueden
estar en las bacterias originarias y su descendencia o diseminarse de forma horizontal
entre bacterias mas o menos relacionadas, mediante los anteriormente nombrados,
elementos genéticos moviles. En Salmonella cabe destacar los siguientes (i) plasmidos
(Liebert et al., 1999), (ii) transposones (Kleckner et al., 1981), (iii) integrones (Guerra et
al., 2000%; Carattoli et al., 2001; Rodriguez et al., 2006 a, b), (iv) isla genémica 1 que
constituye el ejemplo mas representativo de isla de resistencia cromosomica descrita en
S.enterica (Mulvey et al., 2006).

La presencia de dichos elementos permite explicar también la diferencia entre
los perfiles de resistencia de las cepas clinicas MHS3, MHS4 y MHS5, que fueron
aisladas el mismo dia y comparten perfil bioquimico, genético, PFGE y serotipo. Las
cepas aisladas pertenecen a un nifio de 2 afos de edad, un nifio de 4 afios y un adulto,
respectivamente. La existencia de tres cepas idénticas aisladas en la misma fecha podria
explicarse en base a la posible existencia de una relacion entre pacientes, tal como lazo
familiar o bien coincidencia en restauracion colectiva pero no conocemos mas datos
acerca de ellos, salvo que el Unico paciente que ingresé en el hospital fue el nifio de dos
afios de edad.

3.1.4. Evaluacién de la similitud genética entre las cepas aisladas de los

productos alimenticios sobre los que se realiza el estudio v las aisladas de casos de

gastroenteritis en hospitales de la misma localidad de venta de los alimentos.

La técnica elegida para llevar a cabo dicho objetivo fue, al igual que en el caso
de Aeromonas, la electroforesis en campo pulsado (PFGE), técnica que supone un alto
poder de discriminacién de las cepas aisladas, tras la restriccion enzimatica con Xbal de
su genoma. La enzima elegida, asi como el procedimiento a seguir fue descrito en el
capitulo de Aeromonas con pequefias modificaciones recogidas en “Material y métodos”

del capitulo que nos ocupa. El resultado de la técnica fue analizado con el Software Gel
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Comprar Il (Version 6.5.; Applied Maths) lo cual nos permitié crear un dendrograma
(figura 2) en el cual se muestra la agrupacion de las cepas analizadas en funcién de la
similitud de patrones de bandas.

Los resultados nos muestran dos grupos claramente diferenciados y con
porcentaje de similitud muy bajo entre ellos segun el coeficiente de Dice (28,8%). Uno
de estos grupos (Grupo 11, figura 2) incluye a la mayor parte de las cepas procedentes de
alimentos, todas ellas de origen porcino (mortadela, chorizo, salchichon y lomo de
cerdo) aisladas en diferentes épocas del afio (tabla 6). El otro grupo (Grupo I, figura 2)
estd compuesto por todas las cepas de origen clinico y cuatro cepas procedentes de
muestras de alimentos tanto de pechuga de pollo como de productos de origen porcino
también aisladas en varias épocas del afio. Dentro de este grupo I, tenemos 6 subgrupos
seleccionando su porcentaje de similitud en la cifra de 80%, compuestos por dos 0 mas
cepas (figura 2).

Todos estos subgrupos excepto uno estan formados por cepas con el mismo
origen, 4 de ellos por cepas clinicas y el otro constituido por dos cepas aisladas una de
pechuga de pollo y la otra de mortadela que se parecen en un 90,9% (figura 2). El
subgrupo heterogéneo integrante del grupo | estd compuesto por una cepa de origen
clinico serotipificada como Salmonella Typhimurium y una cepa aislada de chorizo, que
se parecen en un 82,4%.

Cabe destacar que en el grupo I, las cepas clinicas serotipadas como Salmonella
Typhimurium se agrupaban un porcentaje de similitud de aproximadamente un 56% y
junto con ellas se incluyen cuatro de las cepas de origen alimenticio, siendo la
denominada MAS25 (aislada de chorizo) similar en un 84,2% a la cepa clinica MHS14,
es decir, se diferencian Gnicamente en dos bandas (figura 2). Ambas se parecen a las
cepas de origen alimenticio denominadas MAS12 (aislada de jamon cocido) y MAS23
(aislada de mortadela) en un 70,3%. Estas cuatro cepas a su vez se parecen en un 57,1%
a la cepa clinica MHS13 y a la cepa procedente de jamo6n cocido MASG6 que, a su vez se
parecen entre si en un porcentaje del 66,7%, es decir, se diferencian Unicamente en tres
bandas.

El resto de serotipos (Enteritidis y Poona) incluidos en el grupo | se parecen
entre si en un porcentaje del 70% y dentro de ellos, la cepa clinica serotipificada como

Salmonella Enteritidis denominada MHS10 y la cepa de origen clinico Salmonella
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Poona MHS6 se asemejan en un 94,7%, mientras que las cepas clinicas de Salmonella
Enteritidis, denominadas MHS1 y MHS9, son similares en un 85,7% (figura 2).

Hay que tener en cuenta que la importancia del nimero de bandas diferentes a la
hora de establecer la semejanza entre dos cepas depende del coeficiente de semejanza
empleado para crear el dendrograma. En nuestro caso, usamos el “Coeficiente de Dice”
en el que la similitud se valora de forma doble en las coincidencias, por ello a mayor
numero de bandas, mayor sera la posibilidad de similitudes entre cepas (Sneath et al.,
1973).
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Figura 2. Dendrograma resultado de la realizacién de la técnica de PFGE sobre las cepas de Salmonella aisladas de alimentos
(MAS) y de origen clinico (MHS).
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3.2. Yersinia.

3.2.1. Incidencia de Yersinia enterocolitica.

3.2.1.1. Procedentes de muestras de alimentos

Sobre un total de 336 muestras estudiadas, se encontraron 70 (20,83%) muestras

sospechosas de contener Yersinia enterocolitica. De dichas muestras se aislaron 70

presuntas Yersinia. En la Tabla 12 se presenta la distribucion de las cepas presuntas

Yersinia enterocolitica aisladas en funcion del producto alimenticio y del periodo del

afio en que se tomaron las muestras. Existe una distribucion bastante uniforme acerca de

la época del afio y del producto del que procede cada cepa.

Tabla 12. Prevalencia de presuntas Yersinia enterocolitica en carnes frescas y productos

carnicos listos para el consumo.

Producto (n=n° muestras) INVIERNO | PRIMAVERA VERANO OTONO
Jamén cocido (n=48) 3* 7 (1**) 2 2
Pechuga cocida de pavo (n=48) 5 (2**) 2 (1*%) 3 1
Mortadela (n=48) 1 2 0 0
Chorizo (n=48) 2 2 2 2
Salchichdn (n=48) 2 (1*%) 3 4 0
Pechuga de pollo (n=48) 4 (2*%) 6 (5**) 2 1
Lomo fresco de cerdo (n=48) 4 (1*%) 5 (5**) 1 2

* De cada muestra se aislé una Unica cepa de Yersinia.

** Cepas confirmadas fenotipicamente como Yersinia enterocolitica.

3.2.1.2. Procedentes de pacientes del Hospital de Ledn.

De cada una de las 295 muestras de pacientes del Hospital se aislé una cepa

con morfologia caracteristica de Yersinia.
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3.2.2. Identificacion de cepas aisladas.

3.2.2.1. Cepas procedentes de muestras de alimentos.

So6lo 18 de las 70 cepas aisladas comparten perfil fenotipico con la cepa que
se utilizé de referencia (CECT4315), cuyas caracteristicas bioguimicas se reflejan a
continuacion en la tabla 13.

Tabla 13. Perfil fenotipico de la cepa de coleccion Yersinia enterocolitica CECT4315

) Movilidad
Gram | Oxidasa | Catalasa | Glucosa | Sacarosa | Lactosa | Ureasa | LIA

25°C 37°C

- - + + + - + + + -

Los resultados iniciales obtenidos con las galerias API20E no fueron
concluyentes ya que Unicamente incluian en el género a dos de las cepas de origen
alimenticio que compartian perfil fenotipico con la cepa de referencia. Ante dicha
dificultad, nos planteamos si el sistema sirve o no para adscribir a especie las cepas del
género Yersinia, lo cual se recoge en varios estudios, como por ejemplo, el llevado a
cabo por Alberti F., en 1998, que indica que el sistema APl 20E no es capaz de
discriminar cepas de Yersinia ruckeri de las cepas de Hafnia alvei. La revision
bibliografica acerca del uso del APl 20E para la identificacion de Yersinia pone de
manifiesto que no permite distinguir cepas patdgenas de no patdgenas, por lo que seria
necesario otro tipo de pruebas para la adscripcion de dichas cepas a género y especie
(Skurnik et al., 2011).

Para confirmar estos resultados se llevaron a cabo las pruebas discrepantes de
manera independiente. Los resultados finales valorados con el sistema ApiWeb™
(Biomérieux) permitian adscribir 8 de ellas a Yersinia enterocolitica con porcentajes de

identificacién del 96%.

3.2.2.2. Cepas procedentes de muestras clinicas.

De las 295 cepas procedentes de muestras clinicas aisladas, Unicamente en diez
se detecto la presencia del gen yst. Estas diez mostraron un perfil fenotipico idéntico al
de la cepa de referencia CECT4315 de Yersinia enterocolitica (tabla 13) y ademas,
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mediante el sistema APl 20E se adscribian a dicha especie con porcentaje de

identificacion superior al 95%.

3.2.3. Incidencia del gen yst en cepas de Yersinia enterocolitica.

La investigacion de la presencia del gen que codifica para la toxina termoestable
Yst de Yersinia enterocolitica, mostrd que (a) ninguna de las cepas de origen
alimenticio contenian dicho gen y (b) todas las cepas clinicas lo poseian.

El gen yst Unicamente esta presente en cepas patogénicas (Delor et al., 1990),
por lo que suponemos que las cepas aisladas de muestras de carnes frescas y productos
carnicos listos para el consumo se incluyen en un biotipo 1A no patogenico (ambiental)
0 bien de un biotipo de baja patogenicidad como el 2, 3, 4 0 5 (Wauters et al., 1987). Si
bien, en nuestro caso no se realizaron pruebas adicionales para determinar el biotipo de
las cepas.

Ante estos resultados, no se considerd necesario continuar con el estudio de la
evaluacion de la similitud genética entre las cepas de Yersinia enterocolitica aisladas de

alimentos y las procedentes de casos de gastroenteritis.
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4. CONCLUSIONES.

La prevalencia de Salmonella en productos carnicos listos para el consumo
comercializados en la ciudad de Leon se sitla en niveles similares a los encontrados en
otros estudios de prevalencia realizados en el ambito europeo, siendo
particularmente preocupante la importante prevalencia en los productos carnicos listos

para el consumo (entre un 2% y un 6% dependiendo del tipo de producto).

Sin embargo, el riesgo sanitario por Salmonella asociado a este tipo de productos
se considera bajo, pues las cepas de origen alimentario son genéticamente diferentes de
las cepas involucradas en casos clinicos diagnosticados en la misma localizacion
geografica en la que se comercializan los productos alimenticios, si bien en casos
puntuales existe una mayor similitud genética entre alguna cepa de origen alimentario y

alguna clinica que la que se presenta entre cepas clinicas aisladas del mismo paciente.

Si bien las cepas de Salmonella de origen carnico objeto de este estudio
presentaban una capacidad de resistencia a compuestos antimicrobianos inferior a las
cepas de origen clinico, es preocupante en términos sanitarios la presencia entre estas

ultimas de alguna (en torno al 5%) multirresistente.

La prevalencia de Yersinia enterocolitica en carnes frescas y en productos
carnicos listos para el consumo comercializados en la ciudad de Ledn es baja y el riesgo
sanitario para los consumidores es escaso dado que a prevalencia de cepas patogenas de
Yersinia enterocolitica es previsiblemente inferior al 1% en carnes frescas y al 0,4% en

productos carnicos listos para el consumo.
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1. INTRODUCCION.

1.1. Escherichia coli como agente de gastroenteritis.

Escherichia coli (E. coli) es probablemente el organismo mas estudiado en
Microbiologia. Desde su primera descripcion (Escherich, 1885), se convirti6 en el
organismo modelo de muchas investigaciones microbioldgicas, tanto que a menudo se
olvida que su principal nicho ecoldgico es el tracto digestivo del hombre y de la mayoria
de los animales de sangre caliente. E. coli coloniza el tracto gastrointestinal de los recién
nacidos a las pocas horas de vida mediando una relacién de beneficio mutuo con el
hospedador (Nataro et al., 1998). Cepas no patdgenas de E. coli pueden producir
infecciones en individuos inmunodeprimidos o en circunstancias en las que son capaces de
atravesar las barreras gastrointestinales. Ademas de dichas cepas, existe una serie de ellas
consideradas patdgenas que han adquirido caracteristicas especificas que les confieren
virulencia y les permiten adaptarse a nuevos nichos y causar, incluso en individuos
totalmente sanos, un amplio espectro de complicaciones clinicas (Karper et al., 2004).
Dichas caracteristicas de virulencia estan frecuentemente codificadas en elementos maviles
que pueden ser transferidos entre cepas dando lugar a una mayor probabilidad de
combinaciones patogenas (Karper et al., 2004).

La importancia del estudio de la prevalencia de esta bacteria radica no tanto en el
nimero de casos anuales sino en la elevada patogenicidad de determinadas cepas
pertenecientes principalmente al serotipo O157:H7 (cepas productoras de toxinas Shiga),
asi como por su reducida dosis infectiva y el gran numero de afectados en la mayor parte
de los brotes (Elizaquivel et al., 2011).

El informe anual emitido por la EFSA en 2012 recogié que en el afio 2010 tuvieron
lugar 4000 casos de infeccion por E. coli productor de toxinas Shiga en la Union Europea
(UE), lo que supone un aumento del 12% con respecto al afio anterior. De los 4000 casos,
dieciocho tuvieron lugar en Espafia, de los que 17 se correspondian con el serotipo
0O157:H7 (EFSA, 2012).
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1.2. Caracteristicas y taxonomia de Escherichia coli.

Segun Garrity et al. (2004), el género Escherichia esta encuadrado dentro del
Phylum  Proteobacteria, en la Clase Gammaproteobacteria, Orden Enterobacteriales,
incluido en la Familia Enterobacteriaceae. Escherichia coli (E. coli) es la especie tipo del
género Escherichia (Blanco et al., 2004), cuyas caracteristicas generales son las siguientes
(Welch et al., 2006; Elizaquivel et al., 2011):

- Bacilos Gram negativos, catalasa positivos, oxidasa y ureasa negativos.

- No formadores de esporas.

- Anaerobios facultativos, con un amplio rango de temperatura de incubacién que
oscila entre los 7 y los 46,2°C, aunque su ptimo se encuentra en 37-42°C.

- Se multiplican en medios cuyo pH que oscila entre 5,5-8 siendo las condiciones de
neutralidad las mas adecuadas para su crecimiento.

- Reducen nitritos y producen gas y &cidos cuando se cultivan en presencia de
hidratos de carbono.

- Son indol y rojo de metilo positivos.

- Son capaces de utilizar la lactosa a diferencia de Salmonella y Shigella, y por regla
general, usan el sorbitol a excepcién de las cepas productoras de toxinas Shiga
correspondientes al serotipo O157:H7.

- Pueden ser inmoviles o moviles mediante flagelos peritricos.

- Sus necesidades nutricionales son sencillas.

E. coli es la especie bacteriana predominante de la microbiota normal aerobia y
anaerobia facultativa del aparato digestivo de la mayor parte de los animales y del hombre
(Margall et al., 1997; Schroeder et al., 2004; Todar, 2008) y por tanto, se elimina por las
heces al exterior.

La mayoria de las cepas de E. coli son comensales, pero algunas de ellas pueden
causar enfermedad tanto en el hombre como en animales. El criterio que se ha utilizado
durante muchos afios para diferenciar los E. coli patdgenos de los comensales, ha sido la
determinacion del antigeno somatico, pero ha sido necesario conocer la formula antigénica
completa, asi como la determinacion de otras caracteristicas de virulencia, para considerar
a una cepa como patégena (Margall et al., 1997; Delicato et al., 2003; Mellata et al., 2003;

Ewers et al., 2005; Todar, 2008). De acuerdo con el esquema de Kauffman, E. coli se
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clasifica serologicamente por los antigenos somaticos (O), flagelar (H) y capsular (K). Los
antigenos O definen un serogrupo, y una combinacion especifica de antigenos O y H
definen el serotipo de un aislamiento. Los problemas de este tipo de clasificacion para
tratar de separar las cepas patogenas de las no patdgenas propias de la microbiota normal
del organismo radican en su limitada especificidad y sensibilidad asi como en lo tedioso y
poco econdmico que supone su realizacion, que en la préctica s6lo es llevada en
laboratorios de referencia (Nataro et al., 1998). Como alternativa mas reciente para la
identificacion de estas cepas patogenas se combina la deteccion de marcadores fenotipicos
con pruebas para la deteccion de los genes que codifican para dichos rasgos. Esta deteccion
se lleva a cabo mediante la técnica de PCR, para la cual se han desarrollado con éxito
cebadores que nos permiten amplificar genes que forman parte de cada una de los grupos
de E. coli patogenos.

Sin embargo, la presencia de factores de virulencia asociados a elementos genéticos
moviles supone una dificultad afiadida a la hora de categorizar dichas cepas en patotipos
(Karper et al., 2004). Actualmente, se reconocen seis grupos patogenos de E. coli asociadas
a infecciones gastrointestinales. Adicionalmente, existen cepas patdgenas de E. coli
causantes de infecciones urinarias (E. coli uropatogénico, UPEC) y otras septicemia y
meningitis (E. coli asociada a sepsis-meningitis, MNEC), que constituyen los patotipos
extraintestinales (EXPEC), (Karper et al., 2004).

Las cepas patdgenas de E. coli asociados a infecciones gastrointestinales se engloban
en diferentes grupos o categorias, con unas caracteristicas y mecanismos de virulencia
determinados que actlan conjuntamente para potenciar su patogenicidad, produciendo

infecciones y sindromes diferentes (Blanco et al., 2002). Estos grupos son:

* E. coli Enteropatégeno (EPEC): Fue el primer patotipo descrito. Las cepas de EPEC

causan la lesion de adhesion y borrado (A/E-attaching and effacing) de las
microvellosidades de los enterocitos (Margall et al., 1997) y no producen toxinas
Shiga (Levine et al., 1987), ni poseen capacidad invasiva in vivo. La adhesion a células
intestinales esta relacionada con la expresion de la fimbria BFP (Bundle Forming
Pilus), necesaria para el desequilibrio de electrolitos que desemboca en la produccion
de diarrea.

En el hombre produce una diarrea liquida con mucosidad acompafiada de vomitos,

deshidratacion y fiebre, pero no de sangre. Sus sintomas suelen duran varios dias pero
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se han descrito también procesos cronicos (Elizaquivel et al., 2011). Es frecuente en
los paises desarrollados y en los paises en via de desarrollo. Se considera como una de
las principales causas de diarrea infantil, afectando a nifios menores de 2 afos
(Margall et al., 1997; Nataro et al., 1998).

Se han descrito dos subgrupos dentro de este patotipo (Hernandes et al., 2009):

- EPEC tipicos (tEPEC) que son m&s homogéneos en cuanto a sus caracteristicas
de virulencia, por un lado presentan unos codificados por la isla de
patogenicidad LEE (por su siglas en inglés, de “Locus of enterocyte
effacement”) y que son (i) proteinas de adhesion a la membrana (intimina) y su
receptor Tir en la célula eucariota, (ii) los componentes del sistema de secrecién
11, (iii) los reguladores, (iv) los translocadores, (V) y los chaperones y efectores
capaces de modificar los procesos de sefializacion celular. Por otra parte,
también albergan el plasmido EAF (“EPEC Adherence Factor”), (Trabulsi et
al., 2002; Garmendia et al., 2005a).

Estan asociados a diarreas en nifios menores de un afo, pero su frecuencia es
baja. No suele aparecer en adultos y normalmente esta asociado a otros
procesos patogénicos (Trabulsi et al., 2002).

- EPEC atipicos (aePEC), son aquellos que han perdido el plasmido EAF pero
causan diarrea y poseen factores de virulencia adicionales (Elizaquivel et al.,
2011). Sus mecanismos de patogenicidad no se conocen en su totalidad, ya que
se esta constituyendo como patdgeno emergente de importancia en paises
desarrollados, relacionado con mas casos de procesos diarreicos que las cepas
del grupo tEPEC (Trabulsi et al., 2002; Beutin et al., 2006). Dentro del mismo
encontramos aquellos serotipos cuyos factores de virulencia estan codificados
en LEE unicamente y aquellos que ademés de dichos factores también pueden
expresar otros que se encuentran fuera de la isla de patogenicidad LEE, tales
como una toxina enteroagregativa termoestable (EAST1) (Trabulsi et al, 2002).

* E. coli Enterotoxigénico (ETEC): Junto con las cepas de EPEC son los patdgenos

responsables de la diarrea del viajero o de origen alimentario por alimentos
importados, muy frecuentes en paises subdesarrollados (Todar, 2008). Se adhiere a la
mucosa del intestino delgado, no la invade, y se produce la liberacion de enterotoxinas

(termolabil “LT” y termoestable “ST”), responsables del cuadro clinico. En el
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hombre se produce una diarrea liquida profusa, sin sangre ni material purulento y sin
fiebre (Margall et al., 1997).

Las fimbrias responsables de la adhesion de los ETEC son especificas de hospedador,
por ello, las cepas causantes de diarrea en humanos son diferentes a las aisladas en
animales. Por ejemplo la fimbria K-88 se ha detectado en aislados de origen porcino,
la K-99 en terneros y corderos y las CFAI y CFAII en aislados humanos (Todar,
2008).

Los factores de virulencia estan codificados en plasmidos transmisibles (Elizaquivel et
al., 2011).

En animales es muy frecuente, afecta a individuos jovenes y recién destetados,
ocasionando importantes pérdidas econdmicas en el ganado bovino, ovino, caprino y
porcino (Blanco et al., 1991, 1993, 1996).

» E. coli Enteroinvasivo (EIEC): El grupo EIEC y Shigella spp. se encuentran

relacionados genética y bioguimicamente. Se asocia fundamentalmente con brotes de
origen alimentario por alimentos importados (Margall et al., 1997). EI mecanismo de
patogenicidad de EIEC es la invasion del epitelio del colon por pinocitosis, rotura de
la vacuola en el interior celular y proliferacion de la bacteria pudiendo extenderse a
células adyacentes, sin produccién de toxinas LT y ST, dando lugar a colitis
inflamatoria invasiva y/o a una diarrea disenteriforme acuosa que se manifiesta con
sangre y mucosidad en heces acompafiada de fiebre y dolor abdominal (Todar, 2008).
En algunos casos sélo se produce diarrea, siendo dificil diferenciarla de la producida
por ETEC (Rodriguez-Angeles, 2002).

» E. coli Enteroagregativo (EAEC): La infeccion por EAEC se ha asociado con la

diarrea infantil en paises en vias de desarrollo, puede causar brotes o casos aislados de
diarrea persistente (Rodriguez-Angeles, 2002). Las cepas de EAEC son E. coli que
presentan un tipo de fimbrias (“Aggregative Adherence Fimbiae”, AAF) que les
permiten adherirse de un modo agregativo (Todar, 2008) a la mucosa del intestino
grueso y delgado, produciendo un aumento de la secrecién de mucus que atrapa a las
bacterias y que permite su autoaglutinacion en una fina pelicula en el epitelio
intestinal. Posteriormente estas bacterias liberan la enterotoxina termoestable, ST,

responsable del cuadro clinico y de las lesiones histopatologicas a nivel intestinal
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(Blanco et al., 2002). Se trata de una diarrea persistente acuosa, mucoide e incluso

sanguinolenta, de varios dias de duracion.

 E. coli Difusoadherente (DAEC): La bacteria se adhiere al azar a las

microvellosidades intestinales deformandolas. No produce toxinas. Provoca diarrea
acuosa libre de sangre (Nataro et al., 1998). Estas cepas estan implicadas en diarreas

particularmente asociadas a nifios de edad inferior a 12 meses.

» E. coli Productor de Toxinas Shiga (STEC): El grupo de STEC son importantes

patdgenos emergentes, que causan patologias muy graves en los seres humanos. Su
nombre se debe a la produccion de las toxinas Shiga (Cortés, 2007; Todar, 2008).

Las cepas STEC se caracterizan por su capacidad de producir citotoxinas que tienen la
capacidad de inhibir la sintesis proteica en células eucariotas. Estas toxinas fueron
denominadas en un primer momento como Verotoxinas (VT, por sus siglas en inglés
Verotoxins), por su efecto citotdxico en celulas de la linea Vero (Konowalchuk et al.,
1977). Pocos afos después, se observd que también producian un efecto citotoxico en
células HelLa, el cual podia ser neutralizado por anticuerpos anti-toxina Shiga de
Shigella dysenteriae tipo 1 (O"Brien et al., 1982), y se las denominé toxinas Shiga
(Stx, por sus siglas en inglés, de Shiga Toxins). Por lo tanto, la denominacion de
VTEC (por sus siglas en inglés, de Verotoxigenic E. coli) y STEC son equivalentes y
definen a todas las cepas E. coli que producen una o mas toxinas de la familia Stx
(VT).

Pero la importancia de STEC como patdégeno humano cobrd notoriedad en 1983,
cuando se produjeron dos brotes de diarrea sanguinolenta grave, denominada Colitis
Hemorragica (CH), en los estados de Michigan y Oregén (EE.UU.) causados por el
consumo de hamburguesas, identificAndose por primera vez el serotipo O157:H7
como patégeno humano (Riley et al.,, 1983). Karmali et al. (1983) a su vez
investigaron la asociacion de casos esporadicos de Sindrome Urémico Hemolitico con
la presencia de citotoxinas producidas por E. coli en heces.

El término Escherichia coli Enterohemorragico (EHEC, por sus siglas en inglés, de
Enterohemorragic E. coli) es utilizado frecuentemente para describir un sub-grupo de

cepas STEC responsables de causar cuadros graves en el hombre de Colitis
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Hemorragica (CH) y Sindrome Urémico Hemolitico (SUH), del cual E. coli O157:H7
es la cepa prototipo.

Ademas de expresar las toxinas Stx, este grupo bacteriano posee factores de virulencia
adicionales, como la isla de patogenicidad LEE, que codifica para un sistema de
secrecion tipo Il y proteinas efectoras homdlogas a aquellas producidas por EPEC
(Kaper et al., 2004).

Sin embargo, existen cepas STEC LEE-negativas capaces de causar enfermedad grave,
por lo tanto resulta adecuada la utilizacion de un término mas general, como STEC,
para referirse a todas las cepas de E. coli capaces de producir Stx.

Los rumiantes pueden actuar como portadores asintomaticos de cepas de STEC
potencialmente patogenas para el hombre (Blanco et al., 2002; Cortés, 2007). Se han
aislado STEC en otras especies animales como en ganado porcino, gatos y perros
(Beutin et al., 1993), sin embargo la frecuencia de aislamiento (7,5%; 13,8% y 4,8%
respectivamente) ha sido inferior a la obtenida en rumiantes.

El serotipo O157:H7 es el méas importante dentro de este grupo, vinculandose
frecuentemente con infecciones humanas en todo el mundo, provocando numerosos
brotes de Colitis Hemorragica especialmente en Canada, EE.UU., Japdn y el Reino
Unido (Karmali, 1989; Blanco et al., 1997; Blanco et al., 2003). En Espafia, los casos
esporadicos de infecciones intestinales por STEC 0157 son relativamente frecuentes y
se han producido algunos brotes causados principalmente por el serotipo O157:H7
(Blanco et al., 2003). Los programas nacionales de vigilancia tienden a concentrarse
en el serotipo O157:H7, las infecciones en el hombre se presentan con mayor
frecuencia como brotes de transmision alimentaria en comunidades tales como
familias, colegios, guarderias y residencias de ancianos (Cortés, 2007).

Aparte del serotipo O157:H7, los serotipos 026:H11 y O111:H son los mas
prevalentes en casos de Colitis Hemorragica en humanos. Si bien, existen otros
implicados en la produccion tanto de Colitis Hemorréagica y como de SUH, los cuales
se asocian generalmente con serotipos de STEC que poseen el gen que codifica para la
intimina (eae), (Blanco et al., 2003). Sin embargo, la produccién de intimina no es
imprescindible para la patogénesis, ya que existen casos de desarrollo de SUH
causados por cepas de STEC no O157 eae-negativas como por ejemplo el serotipo
0104:H21 y O113:H21 (Blanco et al., 2003).
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Asimismo, mas recientemente, se han descrito cepas atipicas de E. coli productoras de
Toxinas Shiga que también pueden causar enfermedad y la ocurrencia de grandes
brotes, como el descrito a comienzos de mayo de 2011 en Alemania y que se extendio
a 13 paises miembros de la Unién Europea, Canada y EE.UU., asociado a una cepa de
E. coli O104:H4 Stx2+ y Eae-, causando aproximadamente 3.500 casos de infeccion,
incluyendo 810 casos de Sindrome Urémico Hemolitico y 39 muertes (Bielaszewska
et al., 2011). La particularidad de este brote fue el predominio de mujeres adultas
implicadas, complicaciones neuroldgicas graves y las caracteristicas de la cepa
involucrada, ya que la misma no fue una “tipica” STEC virulenta, sino un tipo hibrido
no habitual que portaba la codificacion mediada por fagos para Stx2 pero tenia una
base genética de EAEC, por lo que a esta cepa se la denomind E. coli
Enteroagregativo productor de Toxina Shiga (Bielaszewska et al., 2011).

Si bien la mayoria de los estudios estan orientados a la deteccion de E. coli 0157, en
la actualidad han aumentado los esfuerzos para detectar los diferentes serotipos de
STEC. A diferencia de lo que ocurre con O157:H7, que no fermenta sorbitol y no
posee actividad B-glucuronidasa, los serotipos de STEC no-O157 no presentan
marcadores fenotipicos diferenciales comparados con las E. coli comensales. Por lo
tanto, para su identificacion se requiere la aplicacion de estrategias mas complejas,
como la serotipificacion y diferentes técnicas de biologia molecular para amplificar
genes que codifican para factores de virulencia especificos, entre otras (Elizaquivel et
al., 2011).

La principal via de transmision de STEC son los alimentos contaminados a partir de
heces animales. Otras formas de transmision incluyen la contaminacion cruzada
durante la preparacién de los alimentos, el contacto directo del hombre con los
animales, y persona a persona por la ruta fecal-oral. Es importante destacar que la
dosis infectiva capaz de ocasionar enfermedad por parte de este grupo bacteriano es
inferior a 100 bacterias (Elizaquivel et al., 2011).

La ingestion de STEC puede conducir al estado de portador asintomatico del
microorganismo; casos esporadicos o brotes de diarrea, Colitis Hemorragica o
Sindrome Urémico Hemolitico, una complicacion sistémica grave caracterizada por
insuficiencia renal aguda, anemia hemolitica microangiopatica y trombocitopenia

(Kaper et al., 2004). Los rifiones constituyen el principal 6rgano afectado, pero

160



Elsa Iglesias Collar Capitulo V. Escherichia coli

también otros érganos como el pancreas, los pulmones, el corazdon y el sistema
nervioso central pueden resultar dafiados.

La infeccion y desarrollo de la enfermedad puede ocurrir tras la ingesta de una dosis
bacteriana tan baja como 100 unidades formadoras de colonias (Elizaquivel et al.,
2011). El periodo de incubacion promedio de la infeccion por STEC es de 3 dias (con
un rango de 1-8 dias). Después de ese periodo, un alto porcentaje de pacientes presenta
diarrea acuosa y aproximadamente el 30% evoluciona a diarrea sanguinolenta o CH en
los dias 5-6, presentando evidencia de edema de la mucosa, dolores abdominales
agudos (frecuente en nifios), y en algunos casos pueden presentarse vomitos, pero no
es frecuente la aparicion de fiebre. Aunque en la mayoria de los casos la diarrea por
STEC es autolimitada, aproximadamente del 5 al 10% de los nifios infectados
evolucionan a SUH, para el cual no existe un tratamiento especifico, sino
sintomaticos. Aproximadamente la mitad de los pacientes con SUH requiere dialisis y
el 75% precisa de transfusion sanguinea (Rivas et al., 2006 y 2008).

Entre los factores predictivos del desarrollo de SUH se incluyen (i) edades extremas
(Cimolai et al., 1994; Buteau et al., 2000), (ii) leucocitosis (Bell et al., 1997; Buteau et
al., 2000), (iii) tratamiento con agentes reductores de motilidad o antidiarreicos
(Cimolai et al., 1994; Bell et al., 1997), (iv) fiebre (Bell et al., 1997), (v) periodo
prodromico corto (Buteau et al., 2000), y en algunos casos (vi) diarrea sanguinolenta
(Carter et al., 1987).

En algunos pacientes, los sintomas de SUH aparecen 6-8 dias después del inicio de la
diarrea e incluyen: anemia hemolitica microangiopatica (hematocrito <30%),
trombocitopenia (<150.000 plaguetas/mm°), e insuficiencia renal aguda. En otros
pacientes, puede observase un periodo sin sintomas entre la diarrea y la aparicion de
SUH; mientras que en algunos pacientes, el SUH aparece conjuntamente con el
periodo de diarrea. STEC fue reconocido como agente causal de la forma infecciosa de
SUH por Kaplan et al. (1990) y fueron Karmali et al. (1983) quienes establecieron la
asociacion entre el SUH y las cepas de STEC.

En los ultimos afios, el diagndstico precoz de la enfermedad y el mejor manejo de la
insuficiencia renal aguda y de la anemia disminuyo la letalidad durante el periodo
agudo, siendo en la actualidad del 3 al 5%. Sin embargo, un 5% de nifios con SUH
desarrolla insuficiencia renal cronica, requiriendo en pocos afios procedimientos de

dialisis o trasplante renal. Otro 20% continda con microhematuria y grados variables
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de proteinuria, pudiendo desarrollar insuficiencia renal cronica terminal en lapsos

variables que pueden llegar a décadas (Spizzirri et al., 1997).

1.3. Mecanismos de patogenicidad asociados a Escherichia coli productor de toxinas

Shiga.

Las cepas de E. coli patdgenas colonizan la superficie de la mucosa intestinal a
pesar de los peristaltismos y la competencia por los nutrientes que se desarrolla con la
microbiota propia del intestino del individuo afectado, incluyendo otras cepas de E. coli.
Las cepas de E. coli diarreogénicas poseen fimbrias que permiten la adherencia y
colonizacién a la mucosa del intestino delgado. Dentro del grupo de STEC encontramos

los siguientes factores de virulencia:

1.3.1. Produccidn de las toxinas Stx1 y Stx2. Constituyen el principal factor de virulencia
en estas cepas y estan codificados en bacteri6fago Lambda. La implicacion de la
produccion de Stx en las enfermedades intestinales difiere del organismo que la
padezca. Pero la conclusion de diversos estudios es que la capacidad de cepas de
EHEC de producir lesiones de adherencia y borrado (A/E) es suficiente para causar
procesos diarreicos no sanguinolentos pero que la produccién de Stx es esencial en
el desarrollo de diarreas sanguinolentas y Colitis Hemorragicas. En cuanto a
pacientes que desarrollan el Sindrome Urémico Hemolitico, se asume que por el
dafio producido en el epitelio, la actuacion del lipopolisacarido y otros mediadores
de procesos inflamatorios, la bacteria pasa a sangre aunque no haya estudios de
deteccion de la misma en sangre de dichos pacientes. Esto se apoya en la
afirmacion de que pacientes con diarrea sanguinolenta provocada por el serotipo
O157:H7 estan mas predispuestos a sufrir SUH que los que sufren procesos
diarreicos no sanguinolentos (Boyce et al., 1995).

Datos epidemioldgicos sugieren que la Stx2 posee una importancia superior a la
Stx1 en el desarrollo de SUH ya que cepas que expresan Unicamente Stx2 estan
asociadas de manera mas firme al progreso de SUH que los que sélo expresan Stx1
o incluso ambas (Boyce et al., 1995). Estudios sobre células del endotelio renal
(Waldolkowsi et al., 1990) y en ratones (Louise et al., 1995) sugieren que Stx2
induce una mayor citotoxicidad que Stx1.
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1.3.2. Produccion de enterohemolisina. El plasmido 60-MDa cominmente encontrado en
cepas O157:H7 (aunque también aparece en la mayoria de los STEC no O157:H7)
posee genes que codifican para una hemolisina de la cual no existen datos que
confirmen su implicacion en la patogénesis de la enfermedad (Schmidt et al.,
1995).

1.3.3. Produccion de factores de adherencia intestinal. El unico factor de adherencia de

0157:H7 que se ha demostrado que juega un papel importante en la colonizacién
intestinal es la intimina codificada por el gen eae, ya que la mutacion del mismo
provoca la no existencia de lesiones A/E y parece no colonizar las células
intestinales (Tzipori et al., 1987; Donnenberg et al., 1993; Mckee et al., 1995). A
esto se le afiade la respuesta obtenida en pacientes de SUH con la incorporacion de
anticuerpos anti-intimina (McKee et al., 1996) y la reduccion en la virulencia de
cepas EPEC mutadas en el gen eae. La intimina expresada en cepas EPEC posee
una secuencia diferente de los demas serotipos y se ha postulado que esa secuencia
provoca la asociacion de EPEC al intestino delgado y de EHEC al intestino grueso.
Asi, en lechones, cepas salvajes de EPEC provocan lesiones A/E en intestino
delgado y grueso mientras que cepas salvajes de EHEC causan lesiones Unicamente
en el intestino grueso. Por otra parte al clonar un gen eae de EPEC e introducirlo en
una cepa de EHEC con el eae mutado, el hibrido (EHEC que expresa la intimina
codificada por el eae de EPEC) causa lesiones A/E en ambos. Ademas el volumen
de la diarrea producidos por estos hibridos es mayor que el que se produce en los
infectados por cepas EHEC y este aumento de volumen estd directamente
relacionado con el area que ha sido colonizada en el intestino. Estos estudios
demuestran, al menos en lechones, que la intimina es esencial para la colonizacién
del intestino grueso por cepas de EHEC (Yu et al., 1992).
Ademas de la intimina existen otros factores de adherencia que fueron descritos a
partir del aislamiento de cepas STEC no O157:H7 que han perdido el gen eae pero
siguen provocando diarreas sanguinolentas o SUH en humanos, un ejemplo lo
tenemos en el serotipo O113:H21 (Dytoc et al., 1994).

1.3.4.Plasmido pO157, que se encuentra altamente conservado en todas las cepas de E.
coli O157:H7 y aunque también lo presentan otros serotipos, no se encuentra en
todas las cepas de STEC aisladas de humanos (Beutin et al., 1993). En este

plasmido se codifica una enterohemolisina descrita en 1987 por Levine et al., y una
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catalasa-peroxidasa de funcion desconocida (Brunder et al., 1996). La funcién de
este plasmido en la patogénesis de cepas EHEC es desconocida (Elizaquivel et al.,
2011).

1.3.5.Sistema de transporte del hierro propio de E. coli O157:H7, que permite al
organismo el uso de la hemoglobina como fuente de hierro (Elizaquivel et al.,
2011).

1.3.6. Lipopolisacarido O157. Potencia la citotoxicidad de las toxinas Stx en las células
del endotelio vascular in vitro pero sus efectos in vivo no estan claros (Elizaquivel
etal., 2011).

1.4. Distribucién de resistencia a antimicrobianos.

e Laresistencia antimicrobianos en bacterias patdgenas en general, y en cepas
de E. coli en particular es un problema sanitario de importancia creciente
segun el informe de resistencia a antibioticos del afio 2010, emitido por la
EFSA en 2012.

e Asi, entre las cepas de STEC aisladas de alimentos en la UE la frecuencia de
resistencia a antimicrobianos oscilaba entre el 4% y el 38%, dependiendo del
origen y del antimicrobiano (EFSA, 2012).

e Adicionalmente, para determinadas cepas de E. coli el empleo de un tipo u
otro de antibiotico puede afectar al desarrollo del mecanismo patogénico del
cuadro clinico, como se puso de manifiesto como consecuencia del brote del
afio 2011 por E. coli O104:H4 stx2+/eae- (Zhang et al., 2000; Bielaszewska et
al., 2011).

1.5. Justificacién del trabajo presentado en este capitulo.

En particular las enfermedades producidas por los tipos verotoxigénicos de E. coli
constituyen una de las zoonosis alimentarias méas frecuentes e importantes en el hombre
debido a la gravedad de los cuadros clinicos y al nimero de afectados, pudiendo suponer
un grave riesgo para la salud publica. La infeccibn humana se produce por agua o
alimentos contaminados, por transmisién directa persona-persona 0 por animales

infectados (Elizaquivel et al., 2011).
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Por su importancia sanitaria y su posible relacién con las carnes y productos
carnicos listos para el consumo, esta investigacion se centrd en la evaluacion de la
prevalencia de cepas de E. coli productoras de toxinas Shiga, valorando ademéas como

marcador adicional de virulencia la capacidad genética para producir intimina (gen eae).
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1.6. Obijetivos.

En consecuencia y dentro del objetivo general de tratar de aportar datos
significativos que permitan una evaluacién cuantitativa del riesgo para la salud asociado a
la ingesta de Escherichia coli productora de toxinas Shiga, los objetivos concretos del

trabajo presentado en este capitulo fueron:

- Establecer la prevalencia de E. coli Productora de Toxinas Shiga en los productos
alimenticios de origen céarnico en el momento de su comercializacion en los centros de

venta en la ciudad de Ledn.

- Evaluar la importancia sanitaria de las cepas presuntamente patdgenas aisladas de carnes
y productos carnicos mediante la estimacion de su similitud genética con las cepas aisladas

de casos de gastroenteritis en hospitales de la misma localidad de venta de los alimentos.

- Determinar la distribucion de la capacidad de resistencia a antimicrobianos entre las
cepas de E. coli presuntamente patdgenas presentes en las carnes y productos carnicos
listos para el consumo y entre las cepas de la misma especie involucradas en casos de

gastroenteritis.
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2. MATERIAL Y METODOS.

2.1. Toma de muestras.

2.1.1. Muestras de alimentos. Se analizaron 336 muestras procedentes de diversos
productos carnicos (carnes frescas de diversas especies, productos listos para el
consumo), adquiridos en varios supermercados de la ciudad de Ledn cuyos productos
tenian un origen (suministrador) diferente. Se llevaron a cabo muestreos regulares
(toma de muestras semanal) en dos periodos de tiempo; uno durante la campafia
2008-2009 y otro durante la campafia 2009-2010. Estos muestreos han sido descritos

en el capitulo de Aeromonas.

2.1.2. Muestras procedentes de pacientes de Hospital de Leon. Se aislaron 426 cepas
de E. coli a partir de muestras procedentes de pacientes con gastroenteritis cedidas
por el Hospital de Ledn en el periodo de tiempo de marzo a mayo de 2011 ambos
inclusive. Las muestras nos fueron enviadas en placas de Sorbitol MacConkey Agar
with Cefixime and Tellurite (CT-SMAC, Oxoid).

2.2. Deteccion y aislamiento de E. coli (ISO 16654:2001).

2.2.1. Muestras de alimentos. A partir de 25 g del alimento, se realizaron
homogeneizados en bolsa de Stomacher con 225 ml de Modified Tryptone Soya
Broth (mTSB, Oxoid) suplementado con 1 ml de Novobiocina y se incubaron 24
horas a 41,5°C. A continuacion, se procedié a la concentracion del serotipo E. coli
0157 mediante  separacion  inmunomagnética, empleando  particulas
inmunomagnéticas de poliestireno comerciales en cuya superficie estaban
inmovilizados anticuerpos especificos frente al serotipo 0157 de E. coli
(Dynabeads® anti-E. coli O157 Life Technologies S.A., Alcobendas, Madrid). Para
realizar la separacion inmunomagnética, se depositd en un tubo eppendorf de 1,5 ml,
1 ml del caldo de enriquecimiento (mTSB) y se le afiadieron 20 pl de Dynabeads
(aproximadamente 2x10° particulas magnéticas), se agitaron en una noria durante 30

minutos y se colocd en una placa magnética durante tres minutos. A continuacion, se
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elimind el sobrenadante con cuidado para evitar el arrastre de las particulas que
estaban adheridas a la pared del tubo que contacta con la placa magnética. Se
realizaron tres lavados con 1 ml de tampon fosfato (PBS, Oxoid) con un 0,5% de
Tween 20, repitiendo tras cada lavado la agitacion en la noria y la separacion
magnética (Invitrogen, disponible en

http://www.invitrogen.com/search/global/searchAction.action?query=dynabeads+ant

i-e.coli+0157&resultPage=1&resultsPerPage=15&autocomplete=true). El

precipitado final se resuspendio en 100 pl del tampdn y se sembraron por duplicado
25 pl de la solucidn en dos medios selectivos que nos permitieron obtener colonias
aisladas. Los medios utilizados fueron Sorbitol MacConkey Agar with Cefixime and
Tellurite (CT-SMAC, Oxoid) y O157:H7 ID-Medium (Biomérieux). En el primero la
presencia de sorbitol nos permitié diferenciar E. coli O157:H7 que forma colonias no
coloreadas o semi-transparentes de las E. coli no-O157:H7 que tienen un color rojo-
rosa. El segundo medio contiene dos sustratos cromogénicos: uno para la deteccién
de B-D-Glucuronidasa y otro para la deteccion de p-D-Galactosidasa. Las cepas E.
coli O157:H7 poseen tnicamente actividad B-D-Glucuronidasa proporcionando, en
este medio, colonias verde azuladas mientras las cepas no-O157:H7 poseen ambas
actividades y obtenemos colonias moradas-rosaceas. Ambos cultivos se incubaron
durante 24 horas a 37°C y a continuacion, se procedido a la confirmacion e

identificacion de las colonias sospechosas.

2.2.2. Muestras procedentes de pacientes de Hospital de Leon. Se enriquecieron las
muestras recibidas en Nutrient Broth (Oxoid) durante 24 horas a 37°C y a
continuacion, se aislaron en el medio CT-SMAC descrito en el punto anterior

siguiendo el mismo procedimiento.

2.3. ldentificacion de las cepas aisladas. De cada medio de cultivo se escogieron varias

colonias tipicas para su posterior identificacion mediante pruebas bioquimicas (Harrigan,
1998). Las pruebas bioquimicas llevadas a cabo para la identificacion de E. coli fueron las

siguientes:

- Tincion de Gram (realizada segun lo descrito en el capitulo de Aeromonas). E.

coli es una bacteria Gram negativa.
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- Oxidasa y catalasa (realizada segun lo descrito en el capitulo de Aeromonas).

Las cepas E. coli son oxidasa negativas y catalasa positivas.

- Fermentacion de lactosa, sacarosa y glucosa, con formacion de &cido y gas, y
deteccidn de la produccion de acido sulfhidrico. Los resultados se obtuvieron a
partir de las pruebas répidas de identificacion realizadas en TSI, descrita
previamente, en el capitulo de Salmonella. E. coli es glucosa positiva y sacarosa

y lactosa positiva.

- Presencia de la enzima lisina descarboxilasa (prueba descrita previamente en el
capitulo de Salmonella). E. coli es capaz de descarboxilar la lisina, por lo tanto

el medio se alcaliniza y no vira a amarillo.

- Citrato (realizada segin el procedimiento descrito en el capitulo de
Salmonella). E. coli no utiliza el citrato como fuente de carbono y por lo tanto

el medio mantiene un color verdoso.

- Pruebas del Rojo de metilo y de Voges-Proskauer (realizada segun el
procedimiento descrito en el capitulo de Salmonella). E. coli es Rojo de Metilo

positiva y Voges-Proskauer negativa.

- Indol (realizada segun el procedimiento descrito en el capitulo de Salmonella).
Las bacterias indol positivas como Escherichia coli, producen triptofanasa, una
enzima que usa el triptéfano produciendo indol y otros productos. Esta prueba
permite diferenciar E. coli de otros grupos de enterobacterias ya que resulta

positiva en un 99% de los casos (Nataro et al., 1998).

2.4. Blsqueda de los principales genes marcadores de virulencia asociados a E. coli
0157:H7.

En todas las cepas con morfologia caracteristica de E. coli O157:H7 aisladas de los
medios CT-SMAC y 0157:H7 ID-Medium, se investigd la presencia de los genes que

codifican para las toxinas Stx1 y Stx2, y para la intimina segun se describe a continuacion.
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2.4.1. Extraccion del ADN (realizada como se describe en el capitulo de

Aeromonas).

2.4.2. Determinacién de genes marcadores de virulencia. Utilizando métodos basados

en la técnica de PCR se investigd, en las cepas previamente identificadas, la
presencia de genes asociados a la patogenicidad (genes stx1 y stx2 asi como el gen

eae).

Se llevo a cabo la reaccion en volumenes finales de 50 pl por muestra que contenian:

- 20 pl Master Mix (SPRIME, VWR International Eurolab S.L. Barcelona,
Espafia)

- 1 pl cebador 1 (a una concentracion de 250 nM), (XX Integrated DNA
Technologies Inc).

- 1 pl cebador 2 (a una concentracion de 250 nM), (XX Integrated DNA
Technologies Inc).

- 23 ul agua destilada miliQ.

- 5 ul de la soluciéon de ADN bacteriano.

Una vez preparada la mezcla de reaccion se introdujo en un termociclador
(Mastercycler Eppendorf-Netheler-Hinz) para realizar la amplificacion. Las
condiciones de la amplificacion se sefialan en la correspondiente referencia de la

Tabla 1 para cada gen buscado.

Tabla 1. Descripcion de los cebadores y su temperatura de actuacion, asi como el tamafio

de amplicones originados en la PCR para la deteccion de los genes stx1 y stx 2, asi como

del gen eae (Paton & Paton, 1998)

GENES SECUENCIA (5’-3%) Unioén al cebador (°C) Tamafio del amplificado (pb)

Stx1F
stx1R

ATA AAT TGC CATTCG TTG ACT AC
AGA ACG CCC ACT GAG ATC ATC

180
61

Stx2F
stx2R

GGC ACT GTC TGA AAC TGC TCC
TCGCCAGTTATCTGACATTCTG

255

eaeF

eaeR

GAC CCG GCACAA GCATAA
CCA CCT GCA GCA ACAAGA GG

59 384
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Aparte de las muestras de ADN sospechosas de poseer dichos genes de virulencia,

se utilizaron tres controles:

- Control positivo: Bacteria previamente identificada poseedora de los genes de
virulencia buscados. Utilizamos cepa E. coli CECT4076.

- Control negativo: Bacteria previamente identificada que no posee los genes que
buscamos y sirve para comprobar la especificidad de la reaccion. Se utilizé la
cepa de coleccion CECT4315 de Yersinia enterocolitica.

- Blanco de reaccion: Se sustituy6 la muestra de ADN por agua destilada miliQ

realizando el protocolo de la forma habitual.

La realizacion de la electroforesis y el registro de resultados se llevaron a cabo por
el procedimiento ya descrito en el capitulo de Aeromonas.

2.4.3. Caracterizacion adicional de las cepas de E. coli productoras de Toxina(s) Shiga.

Con las cepas aisladas de pacientes de gastroenteritis diagnosticados en el Hospital
de Ledn, que poseian alguno de los genes que codifican para las toxinas Stx1 y Stx2 o
ambos, se llevaron a cabo varias pruebas de identificacibn mas exhaustiva de sus
marcadores de virulencia asi como su serotipificacion. Todas ellas se realizaron en el

Centro Nacional de Microbiologia (Instituto de Salud Carlos 111, Madrid, Espafia).

Los marcadores de virulencia investigados mediante PCR fueron:

- Genes que codifican para las toxinas Shiga stx1 (VTla y VT1b, Pollard, et al,
1990) y stx2 (SLTI1 y SLTI2, Olsen, et al, 1995) y los subtipos de estos genes
(http://www.ssi.dk/English/Healthdataand ICT/NationalReferenceLaboratories/HW
O Collaborating Centre for Reference and Research on Escherichia and
Klebsiella.aspx).
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- Genes que codifican para los antigenos 0157 (somatico O157rfbE, cebadores
O157AF y O157AR) (Desmarchelier, et al, 1998), y H7 (flagelar fliCh7, cebadores
flich7-F y flich7-R) (Gannon, et al, 1997).

- Gen que codifica para la intimina (eae, SK1 y SK2, y su variante eaeyl, AE19 y
AE20) (Gannon, et al, 1993; Oswald, et al, 2000).

- Genes que codifican para la enterohemolisina HIyA, cuyos cebadores son HlyA-a 'y
HIyA-b (Wang, et al, 2002).

- Genes que codifican para la subtilasa (SubAB, cebadores RTsubABF y RTsubABR)
(Paton, et al, 2004) y sus dos variantes alélicas (SubAB; y SubAB, cuyos cebadores
son SubAF, RTsubABR y SubA-startF, RTsubABR, respectivamente),
(Michelacci, et al, 2013), la adhesina autoaglutinante (saa, cuyos cebadores son
SAADF y SAADR) (Paton & Paton, 2002) y el “toxigenic invasion loci A” (tia,

cuyos cebadores son tia_lo y tia_sense) (Tozzoli, et al, 2010).

Las condiciones fundamentales de realizacion de las técnicas de amplificacion
para la busqueda de dichos marcadores de virulencia se muestran en la tabla 2.
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Tabla 2. Descripcion de los cebadores asi como el tamafio de amplicones originados en la

PCR para la deteccidn de los genes marcadores de virulencia de las cepas de E. coli

productoras de Toxina(s) Shiga.

CEBADORES SECUENCIA (5'-3") Tamatio del Referencias
amplificado (pb)
VTia GAAGAGTCCGTGGGATTACG
VT1b AGCGATGCAGCTATTAATAA 130 Pollard, et al., 1990
SLTIL CTTCGGTATCCTATTCCCGG
SLTII2 GGATGCATCTCTGGTCATTG 448 Olsen, etal, 1995
SK1 CCCGAATTCGGCACAAGCATAAGC
SK2 CCCGGATCCGTCTCGCCAGTATTCG 88l Oswald, et al, 2000
HiyA-a AGCTGCAAGTGCGGGTCTG
HiyA-b TACGGGTTATGCCTGCAAGTTCAC 569 Wang, et al, 2002
O157AF AAGATTGCGCTGAAGCCTTTG 497 Desmarchelier, et al,
0157AR CATTGGCATCGTGTGGACAG 1998
FLICH7-F GCGCTGTCGAGTTCTATCGAGC 62 anmon. etal. 1667
FLICH7-R CAACGGTGACTTTATCGCCATTCC etal
AE 19 CAGGTCGTCGTGTCTGCTAAA
AE 20 TCAGCGTGGTTGGATCAACCT 1087 Gannon, et al, 1993
SAADF CGTGATGAACAGGCTATTGC
SAADR ATGGACATGCCTGTGGCAAC 119 Paton & Paton, 2002
tia_lo TCCATGCGAAGTTGTTATCA .
tia_sense TTCTCTTTTTACCCTGCTTTTTGC 580 Tozzoli, etal, 2010
RTsUbABF GCAGATAAATACCCTTCACTTG
RTsubABR ATCACCAGTCCACTCAGCC 230 Paton, et al, 2004
SubAF GTACGGACTAACAGGGAACTG 1300
RTsubABR ATCACCAGTCCACTCAGCC Michelacci, et al.
SubA-startF CCCTGTAACATATTGACCAGCA 1200 2013
RTsubABR ATCACCAGTCCACTCAGCC
SIX1d-F1 CAGTTAATGCGATTGCTAAGGAGTTTACC 203
stx1d-R1 CTCTTCCTCTGGTTCTAACCCCATGATA
stx2a-F2 GCGATACTGRGBACTGTGGCC "
stx2a-R3 CCGKCAACCTTCACTGTAAATGTG o
stx2a-R2 GGCCACCTTCACTGTGAATGTG
SOx2b-F1 AAATATGAAGAAGATATTTGTAGCGGC yo1
stx2b-R1 CAGCAAATCCTGAACCTGACG
SX2C-F1 | GAAAGTCACAGTTTTTATATACAACGGGTA 1
stx2c-R2 CCGGCCACYTTTACTGTGAATGTA Statem Serum
SOA-F1 AAARTCACAGTCTTTATATACAACGGGTG o Institute
stx2d-R1 TTYCCGGCCACTTTTACTGTG 250
stx2d-R2 GCCTGATGCACAGGTACTGGAC
stx2e-F1 CGGAGTATCGGGGAGAGGC e
stx2e-R2 CTTCCTGACACCTTCACAGTAAAGGT
SOF-F1 TGGGCGTCATTCACTGGTTG 124
stx2f-R1 TAATGGCCGCCCTGTCTCC
Stx2g-F1 CACCGGGTAGTTATATTTCTGTGGATATC o3
stx2g-R1 GATGGCAATTCAGAATAACCGCT

*Realizado en el Centro Nacional de Microbiologia (Instituto Carlos 111, Madrid)
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2.4.4. Investigacion de la presencia del gen que codifica para la fimbria BFP en

las cepas de E. coli poseedoras del gen de la intimina (eae+), (Gunzburg et al., 1995)

Las condiciones de la PCR para la investigacion de gen que codifica para la fimbria
BFP en cuanto a sus cebadores y temperatura de actuacion, asi como el tamafio del

amplicén resultante se recogen en la tabla 3.

Tabla 3. Descripcion de los cebadores y su temperatura de actuacion, asi como el
tamafio de amplicones originados en la PCR para la deteccion del gen que codifica para
la fimbria BFP (Gunzburg et al., 1995)

CEBADORES SECUENCIA (5°-3") Union al cebador (°C) | Tamafio del amplificado (pb)
EP1-BFP AATGGTGCTTGCGCTTGCTGC 56 326
EP2-BFP GCCGCTTTATCCAACCTGGTA

Se utilizaron controles y blanco de reaccién de igual forma que en el caso de la
PCR para la investigacion de los genes que codifican para las toxinas Shiga y para la
intimina. La realizacion de la electroforesis y el registro de resultados se llevaron a cabo

por el procedimiento ya descrito en el capitulo de Aeromonas.

2.6. Evaluacion de la similitud genética entre las cepas de E. coli aisladas de los productos

alimenticios antes mencionados y de casos de gastroenteritis en hospitales de la

misma localidad de venta de los alimentos.

Se llevé a cabo mediante la técnica de electroforesis en campo pulsado (Pulsed Field Gel

Electrophoresis, PFGE), descrita en el capitulo de Aeromonasy cuyo protocolo

se encuentra recogido en la pagina de http://
www.pulsenetinternational.org/protocols/Pages/default.aspx, con ciertas

modificaciones que se describen a continuacion.
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Tabla 4. Resumen de las condiciones de trabajo de la técnica PFGE realizada en las cepas

de E. coli aisladas tanto de muestras de alimentos como de muestras de pacientes del

Hospital de Ledn

Initial Switch Time 6,76 s
Final Switch Time 35,38s
Voltaje 6
Included Angle 120°
Run Time 19 horas

Los resultados fueron procesados del mismo modo en que ha sido descrito en el

capitulo de Aeromonas.

2.7. Pruebas de resistencia a antimicrobianos. Se utilizé el método de referencia

establecido por el “Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI) en el afio

2005 mediante discos de difusion de cantidades conocidas de antimicrobianos. En el

caso de E. coli, el antibiograma se llevé a cabo estudiando la susceptibilidad de las 23

cepas (13 de origen carnico y 10 procedentes de casos gastroenteritis diagnosticados en

el Hospital de Leon) que poseian el gen que codifica para la intimina (eae) sobre trece

antimicrobianos cuyo nombre y concentracion se recogen en la tabla 5.

Tabla 5. Resumen de la bateria de antimicrobianos utilizados en el analisis de posibles

resistencias de cepas de E. coli.

Antimicrobiano Abreviatura Concentracion (por disco en pg)
Ampicilina AMP 10
Amoxicilina + Acido clavulanico AMC 30
Cefalotina CEF 10
Acido Nalidixico NA 30
Tetraciclina TE 30
Gentamicina CN 10
Kanamicina K 30
Compuestos sulfonamidas S3 300
Estreptomicina S 10

Ciprofloxacino CIP 5

Cloranfenicol C 30
Cefotaxima CTX 30
Trimetoprima-sulfametoxazol STX 25
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Los antimicrobianos fueron suministrados por BioRad en formatos de 200 discos
(4x50) por antibidtico.

Para llevar a cabo el antibiograma, se llevo a cabo el protocolo segln se ha descrito
en el capitulo correspondiente a Aeromonas, a excepcion de que la incubacion fue a 37°C.
Para evaluar la posible resistencia o sensibilidad de cada cepa a cada antibidtico se
utilizaron los limites establecidos por el Clinical and Laboratory Standards Institute para
enterobacterias, que se presentan en la tabla 2A de Winkler et al., (2005), y que se

reproducen en la tabla 6.

Tabla 6. Criterios para evaluar el caracter de resistencia a antimicrobianos para enterobacterias

establecidos por el Clinical and Laboratory Standards Institute (Winkler et al., 2005)

Antimicrobiano Resistente* Intermedio* Sensible*
Ampicilina <13 14-16 >17
Amoxicilina + Acido clavulanico <13 14-17 >18
Cefalotina <14 15-17 >18
Acido nalidixico <13 14-18 >19
Tetraciclina <14 15-18 >19
Gentamicina <12 13-14 >15
Kanamicina <13 14-17 >18
Compuestos sulfonamidas <12 13-16 >17
Estreptomicina <11 12-14 >15
Ciprofloxacino <15 16-20 >21
Cloranfenicol <12 13-17 > 18
Trimetoprima-sulfametoxazol <10 11-15 >16

*Diametro del halo de inhibicion en milimetros (mm)
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3. RESULTADOS Y DISCUSION.

3.1. Incidencia de E. coli productor de toxinas Shiga.

3.1.1. En muestras de alimentos.

Sobre un total de 336 muestras estudiadas, se aislaron 112 cepas sospechosas de ser
E. coli O157:H7, procedentes de un total de 99 muestras (29,46%). La realizacion de las
pruebas de identificacion permitié adscribir al género Escherichia a 36 de las cepas
aisladas, que presentaron el siguiente perfil fenotipico: tincion de Gram -, oxidasa - ,
catalasa +, glucosa +, lactosa y/o sacarosa +, descarboxilan la lisina, rojo de metilo + y
Voges Proskauer -, indol + (no usa el triptéfano) y citrato -. Genotipicamente los genes que
codifican para las toxinas Shiga no fueron encontrados en ninguna de ellas, sin embargo el
gen que codifica para la intimina, eae, fue encontrado en 13 cepas procedentes de 9
muestras, 4 de ellas (7 cepas) tomadas en invierno del 2008 y las otras 5 (6 cepas) en
verano del 2010. De las cepas aisladas en invierno dos son sorbitol negativo mientras que

de las aisladas en verano, 4 tienen esta caracteristica.

En la tabla 7 se presenta la distribucion de las cepas de E. coli eae+ en funcion de

los productos alimenticios y de la época de adquisicion de los mismos.

Tabla 7. Prevalencia de cepas de E. coli eae+ en diferentes muestras de carnes frescas y de

productos carnicos listos para el consumo

Producto (n=n° muestras) INVIERNO | PRIMAVERA | VERANO | OTONO
Jamén cocido (n=48) 0 0 1(1% 0
Pechuga cocida de pavo (n=48) 0 0 1(1%) 0
Mortadela (n=48) 4(2%) 0 0 0
Chorizo (n=48) 2(1%) 0 3 (2% 0
Salchichén (n=48) 0 0 1(1% 0
Pechuga de pollo (n=48) 1(1%) 0 0 0
Lomo fresco de cerdo (n=48) 0 0 0 0

* Numero de muestras de las que proceden los aislados
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Segun los datos recogidos por la EFSA en el resumen del afio 2010 sobre los casos
de infecciones por STEC en la UE, se manifestd que la carne de aves de corral asi como la
de cerdo estuvieron implicadas en un 10,8% y 1,6% de los mismos, respectivamente
(EFSA, 2012). De los casos en los que estuvieron involucradas carnes de aves de corral un
0,6% se produjo en Espafia y un 0,1% de las cepas aisladas se correspondio6 con el serotipo
0157. Sin embargo, en el caso de las cepas de origen porcino fueron aisladas en su
totalidad en casos de infeccion por STEC en Espafa y un 1,4% de ellas se identificaron
con el serotipo 0157 (EFSA, 2012).

La incidencia de E. coli no fue superior en las carnes frescas que en los productos
listos para el consumo, que seria el resultado esperado, teniendo en cuenta que los
productos listos para el consumo sufren un tratamiento tecnoldgico, bien de calor en el

caso de los productos cocidos o bien de curado en el caso del chorizo y el salchichon.

En los Gltimos afios se han producido varios brotes provocados por E. coli STEC en
los que estuvieron implicados productos carnicos listos para el consumo (Conedera et al.,
2007; Sartz et al., 2008; Schimmer et al., 2008; Sekse et al., 2009; Holck et al., 2011), en
su mayor parte asociados a embutidos en cuya elaboracion se habia empleado carne de
vacuno. En la revision bibliogréfica realizada no hemos encontrado datos significativos en
relacion con la prevalencia de E. coli STEC en carnes de cerdo o en productos carnicos

elaborados con carnes diferentes de las de los rumiantes.

Por otra parte, la informacion relativa a la posible presencia simultanea de cepas
STEC y EPEC en productos carnicos aunque escasa (Alonso et al., 2012), pone de
manifiesto que tal posibilidad es poco frecuente.

3.1.2. En pacientes del Hospital de Ledn.

De las 426 muestras procedentes de casos de gastroenteritis diagnosticados, se
obtuvieron 4 cepas productoras de toxinas Shiga y 10 cepas de E. coli eae + no productoras
de toxinas Shiga. Las cepas productoras de toxinas Shiga fueron caracterizadas y
serotipadas en el Centro Nacional de Microbiologia del Instituto de Salud Carlos II

(Majadahonda, Madrid) y los resultados de dichas pruebas se recogen en la tabla 8.
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La frecuencia de aislamiento de E. coli STEC en casos de gastroenteritis
diagnosticados en el Hospital de Ledn en el periodo objeto de este estudio (0,94%) es
significativamente superior a la recogida en el Servicio de Informacién Microbiologica. En
éste, que se elabora a partir de los datos suministrados por 55 laboratorios de 12
Comunidades Autonomas, durante los afios 2010, 2011 y 2012 se registraron 66
aislamientos de E. coli STEC entre 32684 casos de gastroenteritis por bacterias
(prevalencia de 0,20%).

Tal y como se sefial6 previamente, la prevalencia de E. coli STEC en los productos
carnicos objeto de este estudio no justifica esta importante tasa de prevalencia del agente

en los casos humanos de gastroenteritis.

Tabla 8. Resumen de los genes marcadores de virulencia de las cepas clinicas productoras

de toxinas Shiga de origen clinico y su serotipificacion.

CEPA ais:;erzri?n to Stx1 | Stx2 | Subtipos Stx | Eae | Hly A | Saa | SUbAB | tia | Serotipo
EPEC59 | 18/03/2011 - + Stx2b - + - + + |0l46:H21
EPEC65 | 18/03/2011 + - Stxla + + - - - | 026:H11
EPEC74 | 18/03/2011 + - Stx1c - + - - - ND*
EPEC180| 01/04/2011 + - Stxla + + - - - ND*

*ND, significa no determinado.

Ninguna de las cuatro cepas productoras de Toxina(s) Shiga amplifico los genes

que codifican para los antigenos 0157 y H7.

Segun los datos del Servicio de Informacion Microbioldgica recogidos durante los
afios 2010, 2011 y 2012, la prevalencia de cepas STEC no-O157 es muy baja, 0,012%, con
respecto al nimero de casos totales de casos de gastroenteritis diagnosticados en 55
laboratorios pertenecientes a 12 CCAA.
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La cepa de E. coli, denominada EPEC65, se asocio al serotipo O26:H11 que como
ya comentamos anteriormente (Blanco et al., 2003) es uno de los méas prevalentes en el
desarrollo de Colitis Hemorragicas y SUH en humanos. Sin embargo, el serotipo
0146:H21, correspondiente a la cepa de E. coli denominada EPEC59, se aislé con mayor
frecuencia en ovejas (Blanco et al., 2003). Esta cepa posee el gen que codifica para la Stx2,
el cual segin ha sido sugerido por datos epidemioldgicos posee una importancia
patogénica superior a la Stx1 en el desarrollo de SUH (Boyce et al., 1995). Sin embargo,
no tenemos datos sobre si los pacientes portadores de dichas cepas desarrollaron Colitis

Hemorrégica o Sindrome Urémico Hemolitico.

Por otra parte, aunque sabemos que las cepas STEC eae+ pueden ser mas patdgenas
(Yu et al., 1992), el aislamiento de cepas STEC eae- (tabla 8), pone de manifiesto que las
cepas eae- son significativas como agentes de gastroenteritis.

Las 10 cepas no productoras de toxinas Shiga y si con el gen eae que codifica para
la intimina presuponemos que pertenecen al patotipo Enteropatdégeno y la no presencia del
BFP nos indica que pertenecen al subtipo atipico (Trabulsi et al., 2002). Su perfil
fenotipico permitié adscribirlas a género y la Unica diferencia bioquimica entre ellas era
que cinco fueron sorbitol positivo y cinco sorbitol negativo.

Las cepas de aEPEC estan estrechamente relacionadas con las cepas de E. coli
productor de toxinas Shiga (STEC) en caracteristicas genéticas, serotipos, produccién de
toxinas, reservorio y otros factores epidemioldgicos (Trabulsi et al., 2002). Aungue sus
mecanismos de patogenicidad no se conocen en su totalidad, las cepas de aEPEC estan
emergiendo como patdgenos en paises desarrollados (Trabulsi et al., 2002).

3.2. Resistencia a antimicrobianos de las cepas aisladas de E. coli Enteropat6geno

En la tabla 9 se presenta a frecuencia de resistencia a los distintos antimicrobianos
de las cepas de E. coli eae+ en funcién de su origen (alimentos o casos clinicos).
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Tabla 9. Susceptibilidad a antimicrobianos de cepas de E. coli eae+ procedentes de carnes

frescas y productos carnicos listos para el consumo y de casos clinicos.

Alimentos Casos clinicos

Antimicrobiano
R* I* S* R* I* S*
Ampicilina 46,15 0 53,85 30 0 70
Amoxicilina + Acido clavulanico 7,70 0 92,30 0 0 100
Cefalotina 46,15 0 53,85 0 0 100
Acido nalidixico 61,53 0 38,47 30 0 70
Tetraciclina 61,53 0 38,47 30 0 70
Gentamicina 15,38 0 84,62 10 0 90
Kanamicina 23,07 0 76,93 30 0 70
Compuestos sulfonamidas 38,46 0 61,54 10 0 90
Estreptomicina 61,53 0 38,47 30 0 70
Ciprofloxacino 38,46 0 61,54 0 0 100
Cloranfenicol 30,77 0 69,23 0 0 100
Cefotaxima 30,77 0 69,23 0 0] 100
Trimetoprima-sulfametoxazol 53,84 0 46,16 10 0 90

*Porcentaje de cepas R=Resistente, I=Intermedia y S=Sensible.

Los mayores porcentajes de resistencia a compuestos antimicrobianos aparecieron
en las cepas de origen alimentario, y fueron resistencias al acido nalidixico, tetraciclina y
estreptomicina (61,53%, Tabla 7), seguido de trimetoprima-sulfametoxazol (53,84%) y
ampicilina y cefalotina (46,15%). Por otra parte en las cepas de origen clinico, obtuvimos
resultados muy diferentes, ya que todas ellas fueron susceptibles a la mezcla de
amoxicilina con &cido clavuléanico, cefalotina, ciprofloxacino, cloranfenicol y cefotaxima
(tabla7). Los mayores porcentajes de resistencia de las cepas clinicas se mostraron ante

ampicilina, acido nalidixico, tetraciclina, estreptomicina y kanamicina (30%, tabla 7).

Los resultados obtenidos nos muestran una heterogeneidad de perfiles de resistencia
que indica que los niveles de multirresistencia son muy superiores en las cepas de origen
alimenticio. Cabe destacar que tenemos 7 cepas que muestran susceptibilidad a la totalidad
de los antimicrobianos probados. De estas 7 cepas, tres son de origen carnico (no se
relacionan ni en producto de procedencia ni en época de aislamiento) y cuatro clinicas,
todas ellas fenotipicamente idénticas salvo por el sorbitol, negativo en todos los casos
salvo en la cepa EPEC156.
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Los perfiles de multirresistencia encontrados tanto en cepas procedentes de carnes
frescas y productos carnicos listos para el consumo como en las cepas de origen clinico se

recogen en la tabla 10.

Tabla 10. Perfiles de multirresistencia a antimicrobianos mostrados por las cepas
de E. coli eae+.

Cepa Origen AMP | S |KF | NA |CTX | TE| AMC | SXT |[CN |[CIP | K| C | S3
E2 Mortadela R R| R S R R S S R S |S|R|S

E5 Pechuga de pollo R S| R R R R S S S R |R|[S|R
E29 Chorizo R R| R R S R R R S S S|S|R
E103 Pechuga de pavo R R| R R R R S R S R |S|R|R
E105 Salchichén S S| R R S S S R R R R|IR|R
E109 Chorizo R R| R R R R S R S R S|R|R
EPEC322 Clinico R R| S R S R S R S S S|S|R

No se muestra un perfil de resistencia mayoritario debido a la existencia de una
gran variabilidad, sobre la cual cabe destacar las cepas E103 y E109 aisladas de muestras
de pechuga de pavo y chorizo en el periodo de verano del 2010 respectivamente y que son
idénticas fenotipicamente, comparten un perfil de resistencia a antimicrobianos (tabla 10) y
son similares en un 87,8% en la comparacion de sus perfiles de PFGE tal y como se sefiala
mas adelante.

Ademas de estas dos cepas multirresistentes, nos encontramos con otras cinco cepas
de E. coli eae+ que muestran perfiles de resistencias elevados aunque heterogéneos, cuatro

de ellas de origen alimenticio y una de origen clinico (tabla 10).

Cabe destacar que los perfiles de resistencia a antimicrobianos de las cepas que
provienen de la misma muestra no son idénticos, es mas, en el caso de las cepas E109 y
E110 (aisladas de chorizo), la primera es resistente a todos los antimicrobianos probados
salvo a amoxicilina clavulanico, gentamicina y kanamicina, mientras que la cepa E110 es

susceptible a todos ellos.

El informe de resistencia a antibiéticos de los principales microorganismos
patogenos durante el afio 2010 publicado por la EFSA en 2012, mostro los datos recogidos

unicamente por Dinamarca y Suecia para cepas STEC. Estos datos revelan la existencia de

182




Elsa Iglesias Collar Capitulo V. Escherichia coli

una resistencia moderada a sulfonamidas (15% y 17%, respectivamente), a ampicilina
(16% y 10%, respectivamente), a tetraciclina (13% y 8%, respectivamente) y a
estreptomicina (15% y 4%, respectivamente) en cepas aisladas de carne de pollo. Mientras
que en las cepas aisladas de carne de cerdo, los datos de resistencias Unicamente proceden
de Dinamarca y muestran resistencias importantes a estreptomicina (38%), ampicilina y
tetraciclina (24%), sulfonamidas (19%) y trimetoprima-sulfametoxazol (16%).

Por otra parte, es necesario resefiar que los informes emitidos tanto por la EFSA como por
el Sistema de Informacion Microbiol6dgica no muestran datos referentes a casos y/o brotes

producidos por E. coli Enteropatdgeno, ni a su resistencia a antimicrobianos.

Los resultados obtenidos, a pesar de que las pocas cepas aisladas no son E. coli
STEC, muestran que los porcentajes de resistencia a antimicrobianos son elevados,

comparativamente con los datos emitidos por la EFSA en el afio 2010 (EFSA, 2012).

La adquisicion de resistencias a compuestos antimicrobianos estad mediada por
muchos factores, liderados por el uso abusivo de los mismos en medicina humana y
animal, nutriciéon animal y agricultura (Baum et al., 2005), esto explica por ejemplo la
aparicion de resistencias al cloranfenicol (30,77% de las cepas aisladas de alimentos frente
al 0% de las clinicas, tabla 9) cuando es un antibiotico cuyo uso en produccion animal no
esta permitido en Espafia (Alvarez-Fernandez et al., 2012). Se han llevado a cabo
numerosos estudios acerca del impacto que supone la difusion de la adquisicion de dichas
resistencias en bacterias patdgenas pero existe mucha menos informacion acerca de las
consecuencias en bacterias comensales, como es el caso de E. coli en el tracto
gastrointestinal tanto humano como animal, y que pueden suponer un importante medio
aceptor y donador de genes que codifican para las resistencias a los antimicrobianos (Saenz
et al., 2001). La inclusion de varios de estos genes en integrones constituye un método
efectivo de difusion de resistencias entre bacterias procedentes de varios ecosistemas
(Séenz et al., 2004). En Enterobacteriaceae los mecanismos principales de adquisicion de
resistencias residen en los elementos genéticos maéviles en concreto los integrones de clase
I y las mutaciones (Baum et al., 2005).

Segun un estudio acerca de la prevalencia de E. coli resistentes a antimicrobianos,
se asume que la poblacidn general supone un gran reservorio de dichas bacterias resistentes

(Erb et al., 2007) pero existen pocos informes sobre el particular. Se ha sefialado que existe
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una mayor prevalencia de bacterias resistentes a antimicrobianos en México, Turquia y
Espafia, lo cual se relaciona con las diferencias en la prescripcién de los mismos, en su
disponibilidad de venta, la legislacion en medicina veterinaria y la higiene en las medidas
de control (Erb et al., 2007).

En medicina humana no existe un consenso acerca de la terapia antimicrobiana en
pacientes con cepas de E. coli productoras de toxinas Shiga. Wong et al., en el afio 2000,
describe la existencia de un riesgo en nifios que reciben tratamiento antibiotico en el
desarrollo de SUH con E. coli O157:H7. En el estudio de Zhang et al., en el 2000, se
muestra un aumento de expresion de las toxinas Shiga en ratones tratados con quinolonas.
Sin embargo, otros autores sugieren que una terapia antibiotica en momentos tempranos de
la infeccidn puede frenar su curso.

Un problema afiadido es el caso del uso de antimicrobianos en la produccion
animal, que se ha considerado como uno de los posibles conductos para la adquisicion
humana de bacterias resistentes a antimicrobianos, aunque los antimicrobianos utilizados
en medicina veterinaria suelen diferir de los utilizados en la medicina humana
(Khachatourians 1998). A pesar de las diferencias, medicamentos antimicrobianos
utilizados para la terapia humana a menudo tienen importantes similitudes estructurales a
los utilizados en produccion animal (Saénz et al., 2001). Por ejemplo, la resistencia a la
apramicina, un medicamento veterinario, podria fomentar la resistencia a la gentamicina,
un compuesto estructuralmente similar que se especifica para uso en seres humanos
(Mathew et al. 2003). Segun lo establecido en el trabajo llevado a cabo por Saenz et al., en
2001, los niveles de resistencia a gentamicina en broilers y productos alimenticios
derivados son muy superiores a los establecidos en cerdos, y la existencia de diferentes
perfiles en muestras de cerdo pueden explicarse por las diferencias individuales en cuanto
a edad en el matadero (Sdenz et al., 2001). Nuestras muestras resistentes a gentamicina
(tabla 9) se corresponden con una muestra de mortadela, una de salchichén y una muestra
clinica de heces.

Lo mismo ocurre con el ciprofloxacino, las tetraciclinas y ampicilina debido al uso
de enrofloxacino en medicina veterinaria en pavos y broilers en mayor proporcion que en
cerdos. Esto provoca la aparicion de resistencias a ciprofloxacino, tetraciclina y ampicilina
en estos animales asi como en los productos alimenticios derivados (Saenz et al., 2001), lo
que podria justificar los datos de dos de nuestras cepas resistentes (tabla 10) que proceden

de pechuga de pollo (E5) y de pechuga de pavo (E103). Sin embargo, también hemos

184



Elsa Iglesias Collar Capitulo V. Escherichia coli

encontrado estas resistencias en muestras de origen porcino, cepas E104 y E109 (tabla 10),
cuya resistencia suponemos que puede deberse a una transmisién de genes que codifiquen
para ella.

Varios estudios llevados a cabo en afios recientes demuestran la existencia de una
gran variabilidad de perfiles y que la causa de los mismos reside en la presencia de
elementos genéticos mdviles principalmente, pero que no podemos infravalorar la
importancia de los factores ambientales cuyos cambios pueden modificar la expresion de
los genes que codifican para dichas resistencias (Graves et al., 2011; Han et al., 2013;
Maal-Bared et al., 2013).

En el afio 2000, la OMS propuso una actuacion, “Global principles for the
containment of antimicrobial resistance in animals intended for food” para evitar el uso
abusivo de los mismos como aditivos en alimentacion animal y sugirié estrategias
alternativas como vacunacion en masa de recién nacidos, nuevos sistemas de alimentacion

y mejora las practicas de manejo (McEwen and Fedorka-Cray, 2002).

3.5. Evaluacion de la similitud genética entre las cepas aisladas de los productos

alimenticios sobre los que se realiza el estudio y las aisladas de casos de gastroenteritis en

hospitales de la misma localidad de venta de los alimentos.

Los resultados que se obtuvieron al realizar el PFGE mostraron un dendrograma
compuesto por seis grupos (nombrados con nUmeros romanos) y cuatro cepas no agrupadas
a un porcentaje de similitud del 80% tomando como referencia el “Coeficiente de Dice”.
Dicho dendrograma se muestra en la figura 1. Todos los grupos salvo el grupo | se
componen bien de cepas de origen clinico o bien de origen alimentario.

Los cinco primeros grupos se parecen entre si con un porcentaje del 71,1 % y todos ellos se
asemejan al grupo VI en un 65 % (figura 1).

El grupo | se compone de una cepa de origen clinico que se parece a cinco cepas de
origen cérnico en un 81%. La unica diferencia entre ellas en cuanto a caracteristicas
fenotipicas es que la cepa E25 procedente de una muestra de mortadela aislada en invierno
del 2008 es sorbitol negativo. Las cepas E25, E26 y E27 proceden de la misma muestra de

mortadela y se diferencian por la morfologia de las colonias, en su perfil de resistencia a
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antimicrobianos, asi como porque E25 es sorbitol negativo, como ya se comentd
anteriormente (figura 1).

Las cepas E27 y E28 son idénticas en su perfil de PFGE y practicamente idénticas
en su perfil de resistencia a antimicrobianos pero proceden de muestras diferentes. Estas
cepas se parecen en un 93,8% a la E26 (procede de la misma muestra que E27). Estas tres
cepas de origen carnico se parecen a la cepa C294 de origen clinico en un 84,3%
diferenciandose Unicamente en 2 bandas. Las cepas mencionadas se parecen en un 81%
con las otras dos cepas de origen alimenticio, E2 y E25, que cierran el grupo .

El grupo | se parece en un 74,1% a una cepa de origen clinico no agrupada al nivel
de similitud del 80% en PFGE. Dicha cepa, denominada EPEC322, es idéntica
fenotipicamente a las cepas que conforman el grupo | y es sorbitol positiva. Su perfil de
resistencia a antimicrobianos no muestra una relacion identica con los anteriores pero
comparte varias resistencias con el resto de cepas, por ejemplo con E29 que es resistente a
los mismos antimicrobianos que EPEC322, entre otros (tabla 10).

El grupo Il esta compuesto por dos cepas sorbitol positivo aisladas de muestras
diferentes de pechuga de pavo y chorizo, respectivamente (porcentaje de similitud 87,8%,
una Unica banda de diferencia). Estas cepas comparten un perfil idéntico de
multirresistencia a antimicrobiano (tabla 10).

El grupo Il estd formado por tres cepas sorbitol negativo de origen clinico
idénticas. Las cepas son EPEC171 y EPEC196 pertenecen al mismo paciente tomadas en
semanas consecutivas, y a su vez son idénticas a la cepa EPEC198 (procedente de un
paciente diferente) lo cual podriamos suponer que puede significar que ambos pacientes
estan relacionados bien por parentesco o por coincidencia en restauracion colectiva. Los
perfiles de resistencias de las tres cepas muestran sensibilidad absoluta a los
antimicrobianos testados, por lo que suponemos que no existid ninguna complicacion en el

tratamiento del paciente.
Los grupos Il y 111 se parecen entre si un 74,7%, mientras que sus caracteristicas en

lo que respecta a resistencia a antimicrobianos no coinciden, ya que las cepas del grupo I11
son susceptibles a la totalidad de los antimicrobianos probados.
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El grupo IV contiene dos cepas sorbitol negativo de origen carnico, E29 y E104
(ambas aisladas de muestras de chorizo, una de ellas aislada en invierno del 2008 y la otra
en verano del 2010). Dichas cepas se parecen entre si en un 80%, pero su perfil de
resistencia a antimicrobianos solo muestra resistencia comun a ampicilina y estreptomicina
(tablas 9 y 10).

La cepa E29 fue aislada de la misma muestra que la cepa E28 incluida en el grupo
I, y se parecen con porcentaje del 71,1% (figura 1) y comparten resistencias a
estreptomicina, acido nalidixico, tetraciclina y trimetoprima-sulfametoxazol.

Estas cepas se parecen a su vez en un 76,7% con la cepa E5 aislada de pechuga de
pollo, que comparte resistencia a ampicilina y ciprofloxacino con la cepa E104, mientras
que con la cepa E29 comparte la resistencia a ampicilina, cefalotina, acido nalidixico,

tetraciclina y sulfonamidas (tabla 10).

El grupo V esta formado por tres cepas aisladas de pacientes diferentes con
gastroenteritis diagnosticados en el Hospital de Leon que se parecen entre si un 80,6%
segun su perfil de PFGE (figura 1) y cuyo perfil de resistencia a antibioticos es muy
diferente, ya que la cepa EPEC156 es susceptible a todos ellos, mientras que la EPEC212
es resistente a ampicilina y tetraciclina y la EPEC289 ademés de a esos dos

antimicrobianos, lo es a &cido nalidixico y estreptomicina.

Los grupos IV vy V, compuestos de cepas de origen carnico y de origen clinico

respectivamente, se parecen entre si en un 72,9%.

El grupo VI estd compuesto por tres cepas de origen carnico sorbitol negativo
(jamon cocido E102, chorizo E110 y salchichdn E105) aisladas en el periodo de verano del
2010, y entre la E102 y la E110 existen dos bandas de diferencia que constituyen un
porcentaje de similitud del 92,9%, y se diferencian en 4 y dos bandas respectivamente con
la E105 (88,1%). Las cepas E102 y E110 muestran sensibilidad absoluta a los
antimicrobianos probados mientras que E105 es una cepa multirresistente (cefalotina,
acido nalidixico, trimetoprim-sulfametoxazol, gentamicina, ciprofloxacino, kanamicina,

cloranfenicol y sulfonamidas), (tabla 10).
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Las otras dos cepas, denominadas EPEC147 y EPEC22 que no se incluyen en los
grupos con porcentaje de similitud del 80% se aislaron de pacientes diferentes y comparten

la resistencia a kanamicina. Ademas, la cepa EPEC22 es resistente a gentamicina.

Como conclusion, cabe destacar que no fueron encontradas coincidencias

resefables entre los perfiles de PFGE vy los de resistencia a antimicrobianos.
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4. CONCLUSIONES.

La baja prevalencia de STEC en carnes frescas y productos carnicos listos para el
consumo comercializados en la ciudad de Leon es tranquilizante en términos sanitarios, y
no parece ser responsable de la elevada incidencia de STEC en casos de gastroenteritis
diagnosticados en la ciudad de Leo6n, que es notablemente superior a la media nacional.

La presencia de cepas de E. coli portadoras del gen de la intimina (eae+) en todos
los tipos de productos carnicos listos para el consumo estudiados, junto con la elevada
capacidad de estas cepas de resistir la accion de diversos antimicrobianos es en principio
preocupante, si bien, la importancia sanitaria de este hallazgo previsiblemente tiene un
caracter leve pues las cepas de E. coli eae+ aisladas de alimentos y las aisladas de casos de
gastroenteritis diagnosticados en la misma localidad son sustancialmente diferentes en

términos genéticos y de resistencia a antimicrobianos.

Determinados clones de E. coli eae+ estan particularmente extendidos, como lo
prueba que alguno pueda ser aislado en productos diferentes (como chorizo y mortadela
de distintos suministradores y comercializacion diferenciada) y que alguno se aisle de

pacientes no relacionados epidemioldgicamente.
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1. INTRODUCCION.

La evaluacion del riesgo consiste en la valoracion cientifica de los efectos nocivos
para la salud que son o pueden ser consecuencia de la exposicion humana a peligros
transmitidos por los alimentos. La ingesta de alimentos puede conllevar un riesgo
bioldgico por la posible presencia de los siguientes tipos de peligros de interés para la

salud publica:

- Peligros macrobioldgicos, como los insectos, peligrosos tanto por si mismos como
por ser vehiculo de microorganismos patdgenos.

- Peligros microbioldgicos, que son los responsables directos de las infecciones
alimentarias y los primarios de algunas intoxicaciones alimentarias. Estan
constituidos por paréasitos, bacterias, virus y priones. Los efectos que desencadenan
pueden ser (i) directos, cuando causan infeccion y/o invasion de los tejidos o (ii)
indirectos, que son los dafios derivados de la produccion de toxinas.

De todos ellos, la presencia de bacterias patdgenas en los alimentos constituye uno
de los problemas de mayor importancia a nivel mundial. El resultado de la evaluacién de
los riesgos que provocan es una estimacion de la probabilidad de que se produzcan efectos
adversos (conocidos o potenciales) para la salud de una poblaciéon dada, asi como de la
gravedad de dichos efectos adversos. Dicho resultado final, que aportara una estimacion
cualitativa y/o cuantitativa de la dimension de la consecuencia sanitaria asi como una
informacidn de las incertidumbres asociadas a dicha estimacion, se realiza mediante un
proceso denominado caracterizacion del riesgo, que es consecuencia de otras tres etapas
previas: identificacion del peligro, caracterizacion del mismo y evaluacién de la exposicion

al mismo.

Cuando se aplica a peligros microbioldgicos se habla de evaluacion del riesgo
microbioldgico y si, como es el caso, se aplica a las situaciones de transmision alimentaria
de dichos peligros hablaremos de la evaluacion del riesgo microbioldgico asociado al

consumo de productos alimenticios.

Las enfermedades humanas de origen microbiano asociadas al consumo de alimentos

constituyen una preocupacion mundial en la seguridad alimentaria. Se ha estimado que en
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el afio 2008 fallecieron 2.464.425 personas en el mundo como consecuencia de
enfermedades diarreicas. En los paises industrializados, la incidencia de enfermedades de
transmision alimentaria también es importante y asi se estima que hasta un 30% de la
poblacion de estos paises industrializados padece alguna enfermedad de transmision
alimentaria (WHO, 2004).

En Espafa durante el periodo comprendido entre 1992 y 2007, dentro del sistema de
enfermedades de declaracion obligatoria, se ha informado de 14.096 brotes de
enfermedades transmitidas por los alimentos producidos, que afectaron a 185.878
personas. Aunque ha variado con los afos, la cifra de hospitalizaciones se acerca, por
término medio, al 10% de los afectados. EI nimero de fallecidos asociados a esos brotes se
ha situado entre 3 y 16 por afio. El agente etioldgico primario de dichos brotes no ha
podido ser establecido en la tercera parte de los brotes aproximadamente y, salvo algo
menos de un 3% de los brotes, el resto se han asociado a bacterias y virus patdgenos. Sin
embargo, hay que considerar que para evaluar la incidencia real de las enfermedades de
transmision alimentaria en Espafia habria que considerar ademas los casos esporadicos
(p.e., los recogidos en el Sistema de Informacidén Microbioldgica) y las limitaciones de los

sistemas de informacién sanitaria.

Este contexto justifica la importancia actual de la evaluacién del riesgo
microbioldgico, para el cual ya hace algun tiempo que se han establecido incluso
directrices de caracter internacional para su utilizacion (CAC, 1999). Su desarrollo en las

cuatro etapas consideradas se resume a continuacion:

1.1.ldentificacién de los peligros, que consiste en la identificacion de los

microorganismos capaces de causar efectos adversos para la salud y que pueden
estar presentes en un alimento o grupo de alimentos en particular. En definitiva, se
trata de establecer una relacion de causa-efecto entre un microorganismo concreto y
una determinada enfermedad. Los datos necesarios para llevarla a cabo se pueden
tomar de varias fuentes, como los datos epidemioldgicos de enfermedades
humanas, estudios de vigilancia epidemioldgica, evidencias clinicas y
microbioldgicas, entre otros. La limitacion principal radica en que dado el caracter
limitado de los brotes que son objeto de investigacion, probablemente no se han

identificado todas las bacterias patogenas que pueden estar presentes en los
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alimentos. Asimismo, los gastos asociados a la investigacion de los brotes y la falta
de datos epidemioldgicos fiables o completos suponen dificultades afiadidas a la

identificacion de peligros.

1.2. Caracterizacion de los peligros, para obtener una estimacion cualitativa o

cuantitativa de la gravedad, duracion y naturaleza de los efectos adversos para la
salud asociados a la ingesta de un agente microbioldgico con los alimentos que
estan siendo evaluados. Se trata de estimar la importancia (en forma de porcentaje)
de las distintas consecuencias tras la ingestion de un microorganismo patégeno
susceptible de causar una infeccion. Para ello se tienen en cuenta tanto la forma
activa del microorganismo como las toxinas que pueden ser producidas por éste. La

imprecision para esta estimacion es debida a varias razones:

- La diferente susceptibilidad del huésped al microorganismo en funcion
de factores demograficos (edad, sexo,...), genéticos, inmunitarios y
fisioldgicos.

- La frecuencia de ataques por un agente patdgeno especifico puede variar
considerablemente.

- La infectividad, virulencia y patogenicidad, asi como los factores
asociados como la resistencia a antimicrobianos, de una especie patdgena
son muy variables.

- Las propias caracteristicas del alimento, ya que son capaces de modificar
la capacidad de la bacteria para infectar o afectar de cualquier otra

manera al huésped.

1.3. Evaluacidn de la exposicidn al peligro, que proporciona una estimacion cualitativa

y/o cuantitativa ya sea del nimero de bacterias patdgenas o del nivel de toxinas
asociados a la ingesta de los alimentos. Este procedimiento depende de tres
factores:
- Distribucion del peligro:
= Ecologia de la bacteria patdgena en cuestion.

= Elaboracion, envasado y almacenamiento del alimento.
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= Fases de preparacion del alimento que pueden inactivar al agente
microbiano.
= Factores culturales relacionados con los consumidores.

- Dinamismo de las poblaciones bacterianas. Para la mayor parte de los
peligros microbiolégicos de transmision alimentaria, la supervivencia, la
inactivacion o la multiplicacion son consustanciales con el tiempo y las
diferentes etapas por las que pasan los productos alimenticios y sus
materias primas a lo largo de la cadena produccion-consumo. La
estimacion de la variacion cualitativa y/o cuantitativa de las poblaciones
microbianas en un determinado producto alimenticio se realiza por dos
procedimientos basicos: (i) las denominadas pruebas del desafio
microbiano o pruebas de inoculacion microbiana, en las que tras inocular
en un producto alimenticio (0 en una materia prima alimenticia) un
agente microbiano se reproducen las etapas habituales de su procesado y
se sigue (mediante el analisis microbioldgico de algunas de las muestras
inoculadas) la evolucion de la poblacion del microorganismo en el
alimento conforme transcurren dichas etapas, y (ii) recurrir a modelos
matematicos de prediccion del comportamiento microbiano en los que se
recogen los principales factores que afectan a la evolucién de los
microorganismos.

- Patrones de consumo (datos obtenidos en encuestas alimentarias), en
particular:

= Tamafio de las raciones.
= Frecuencia de consumo.

= Proporcion de la poblacion consumidora de dichos productos.

1.4.Caracterizacion de los riesgos.

Es el calculo de la probabilidad de que se produzcan efectos perjudiciales para una
determinada poblacion consumidora del producto alimenticio (probabilidad de la infeccion,
probabilidad de morbilidad y probabilidad de mortalidad). El resultado constituye la

estimacion del potencial de un determinado agente microbiano para causar dafio en una
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poblacion especifica. Esta etapa se puede llevar a cabo de varias formas, como por ejemplo

las que se describen a continuacion:

Caracterizacion cualitativa del riesgo microbiologico, que se emplea en etapas
iniciales de valoracion de riesgos con el fin de determinar si el riesgo en cuestion es
0 no de importancia como para ser evaluado con mayor exhaustividad. Se basa en
la experiencia adquirida con un alimento especifico, el grado de conocimiento de la
ecologia de las bacterias patdgenas, los datos epidemiologicos y la opinién de los
expertos sobre peligros asociados a la manera de producir, elaborar, almacenar y
preparar los alimentos para el consumo. Algunos ejemplos de caracterizacion
cualitativa del riesgo microbioldgico se presentan en FAO/OMS (2009).

Caracterizacion semicuantitativa del riesgo microbioldgico, que consiste en asignar
una puntuacion al riesgo (expresion numeérica del riesgo) valorado de forma
cualitativa acompafiada de modelos matematicos. Un ejemplo de este tipo de
caracterizacion es la realizada mediante el programa “Risk Ranger”
(http://www.foodsafetycentre.com.au/docs/RiskRanger.xIs) desarrollado en
Australia por Roos y Sumner (2002). Esta herramienta permite ordenar
numericamente los riesgos (0-100) de menor a mayor importancia sanitaria en base
a 11 parametros referidos al peligro, a la frecuencia de consumo del alimento

implicado y a la poblacion consumidora del mismo.

Caracterizacion cuantitativa del riesgo microbioldgico, que proporciona un dato
mas preciso que los anteriores pero requiere un mayor namero de datos y un mayor
esfuerzo tanto en tiempo invertido como en personal para el estudio. Se lleva a
cabo mediante procedimientos probabilisticos relacionados con la integracion de
los resultados de la evaluacion de la exposicion y de la caracterizacion del peligro
(Hass et al., 1999; Akingbade et al., 2013).
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1.5. Obijetivos.

El objetivo de este trabajo fue categorizar el riesgo asociado a la presencia de cepas
potencialmente patogenas de Aeromonas, Salmonella, Campylobacter y E. coli
Enteropatogeno, en carnes frescas y productos carnicos listos para el consumo tal y como
son proporcionados a los consumidores en los puntos de venta, con el fin de facilitar la

valoracion de su importancia sanitaria.

Para la consecucion de dicho objetivo se empled un procedimiento de caracterizacion

semicuantitativa con la ayuda del programa “Risk Ranger” antes sefialado.
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2. MATERIAL Y METODOS.

2.1.  Descripcién del programa Risk Ranger. Para el logro de los objetivos descritos

anteriormente se utiliz6 una herramienta sencilla y de facil realizacion que permite
llevar a cabo una evaluacion semicuantitativa del riesgo microbioldgico. La herramienta
en cuestion se denomina “Risk Ranger” y es una aplicacion desarrollada para ser
empleada con la hoja de calculo Excel (Microsoft Office), que fue desarrollada por dos
investigadores de la Universidad de Tasmania (Australia), Roos y Sumner (2002), y esta
disponible de forma libre y gratuita en la pagina web del australiano Food Safety Centre

(http://www.foodsafetycentre.com.au/docs/RiskRanger.xIs).

Ross y Sumner (2002) consideraron que la herramienta tendria que incorporar todos los
factores que afectan al riesgo asociado a un peligro en un producto alimenticio concreto,
incluyendo: (i) la gravedad del peligro, (ii) la probabilidad de que la dosis del peligro
que causa una enfermedad esté presente en un alimento y (iii) la probabilidad de
exposicion al peligro en un periodo de tiempo definido. A su vez, asociados a estos
factores, se definieron otros:
- La gravedad de la enfermedad se ve afectada por:
(a) las caracteristicas intrinsecas del patdgeno / toxina, y
(b) la susceptibilidad de los consumidores.
- La exposicion al peligro depende de la cantidad de alimento que se consume en
cada comida por la poblacion de interés, de la frecuencia con la que consume el
alimento, y del tamafio de la poblacion expuesta.
- La probabilidad de exposicién a una dosis infecciosa depende de:
(a) tamario de la porcion,
(b) probabilidad de contaminacion en el producto fresco,
(c) nivel inicial de contaminacion,
(d) probabilidad de contaminacion del alimento en etapas posteriores de la
cadena.
(e) cambios en el nivel del peligro durante el procesado, por ejemplo, los
simples efectos de concentracién y/o dilucidon, el crecimiento o la

inactivacion de los patdgenos.
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Con estas ideas se desarrollo el software “Risk Ranger” que permite ordenar
numéricamente los riesgos, en una escala (0-100) de menor a mayor importancia
sanitaria, y que se disefid especificamente para la ordenacion de los riesgos de origen
bioldgico. La herramienta tiene en cuenta 11 factores como determinantes del problema
sanitario (Tabla 1) y para cada uno de ellos se establecen una serie de categorias a una
de las cuales se ha de realizar la asignacién que proceda al caso concreto. Dichas
categorias llevan asociado un valor numérico de referencia, aunque, para alguno de los
factores, el evaluador tiene a su disposicion una categoria adicional en la que puede
asignar un valor numeérico concreto para aquellas situaciones en las que se dispone de
un dato mas preciso que el establecido para cada categoria.

Los 11 factores determinantes del problema sanitario tienen que ver con: (i) el peligro,
su frecuencia en la materia prima y la influencia de diversos factores del procesado (asi
como de la contaminacion posterior a éste) y la preparacion culinaria en la consecucién
de la dosis infectiva (factores 6, 7, 8, 9, 10 y 11), (ii) la frecuencia de consumo del
producto alimenticio (factor 3), (iii) la poblacién consumidora (factores 4 y 5) y
susceptible (factor 2) y (iv) la gravedad del problema sanitario (factor 1 y pardmetro
relacionado con el factor 2).

Los valores de estos factores se combinan (Tabla 2) en una primera fase para obtener un
valor de “probabilidad de que el producto alimenticio haya alcanzado la dosis infectiva
[entendida ésta como la que causa la enfermedad en el 50% de los consumidores] en la
unidad de producto que se consume” y otro de “probabilidad de exposicion al producto
por persona consumidora del producto alimenticio y dia” (que considera la frecuencia
de consumo). De la multiplicacion de estos dos valores entre si y con un tercer
parametro que refleja la fraccion de la poblacion que es susceptible (derivado del factor
2) se obtiene un primer resultado de estimacion del riesgo: un valor de “probabilidad de
enfermar por dia y consumidor del producto”. A partir del anterior, considerando tanto
el tamafio de la poblacién consumidora (factor 5), como la fraccion de la misma que
consume el producto (factor 4) y el correspondiente periodo de tiempo (1 afio) se
obtiene un segundo valor de estimacion del riesgo: “una prediccion del nimero total de
enfermos que se produciran al afio en la poblacion objeto de evaluacion”. Finalmente,
considerando un ultimo factor hasta entonces no considerado (el de gravedad del

peligro, factor 1), se calcula un valor numérico de Riesgo Comparativo (RC), valor que
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expresa la probabilidad de que se produzca un problema sanitario (cuya dimension o
importancia que también se recoge en el valor de RC, se establece combinando tanto la
fraccion de la poblacion que enferma como la gravedad de la enfermedad) por dia y
consumidor de la poblacién considerada en la evaluacién (es independiente, por tanto,
del tamafio de la poblacion). Este valor de RC se traduce en una escala de Riesgo
Relativo (RR), de 0 a 100, cuyos valores extremos corresponden conceptualmente a “0
= no hay ningun riesgo, no se produce ningun enfermo por el consumo del alimento que
contiene el peligro” y “100 = toda la poblacién susceptible que consume el alimento
conteniendo la dosis infectiva fallece [la dosis infectiva, es pues, dosis letal]”. En
términos matematicos (probabilisticos) el valor 0 de RR (riesgo despreciable) supone “1
infectado (que sufre una enfermedad leve) por cada 10 mil millones de habitantes en
100 afios”, es decir un valor de RC de 2,57 * 10", mientras que el valor 100 de RR se
corresponde con un valor 1 de RC (probabilidad de fallecimiento diario por consumidor
[susceptible] del alimento conteniendo el peligro = 1). Los valores de RR intermedios
entre 0 y 100 se corresponden con una escala logaritmica y en la misma un salto de una
unidad logaritmica en el valor de RC (multiplicacion o divisién por 10) se traduce en un
cambio de 6 unidades en la ordenacidn del riesgo, es decir, en el valor de RR.

2.2. Evaluacion del riesgo empleando el programa Risk Ranger.

A partir de los datos de prevalencia de las diferentes bacterias patdgenas
consideradas en esta Tesis (Aeromonas, Salmonella, Campylobacter y E. coli
Enteropatdgeno) en los diversos productos alimenticios objeto del trabajo (carne fresca de
cerdo, carne fresca de pollo, productos carnicos cocidos de origen porcino, productos
carnicos curados de origen porcino y productos carnicos cocidos de pavo, capitulos Il, 111,
IV y V de esta tesis) y realizando las asunciones que, en cada caso, se describen en el
epigrafe de resultados, se calcularon para cada combinacion “agente etioldgico-producto
alimenticio” los valores de Riesgo Relativo (RR) y del resto de parametros asociados con
la ayuda de la version 2 del programa Risk Ranger (Ross y Sumner, 2002) ejecutado sobre
la version 2010 del programa Microsoft Office Excel (Microsoft Corporation, Redmond,
WA, Estados Unidos).
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Tabla 1. Risk Ranger (Ross y Sumner, 2002). Factores que considera, escala a utilizar en
cada uno de ellos y valor que se asigna a cada factor en funcion de la categoria de la escala

que se seleccione (Parte 1).

Factores a considerar

Valores numéricos asociados a cada categoria

1. Gravedad del peligro (*):

Grave —frecuentemente mortal 1
Moderado —precisa habitualmente intervencion médica 0,01 (*)
Ligero — a veces se precisa intervencién médica 0,001 (*)
Escaso —el paciente raramente precisa atencion médica 0,0001 (*)
2. Fraccion de la poblacion que es susceptible/Susceptibilidad de la

poblacién

General (100 % poblacién) 1
Ligera-Media (p.e., nifios, ancianos) (20%) 5

Poco (s6lo viejos, muy jovenes, diabéticos,) (3%) 30

Muy poco (s6lo SIDA, trasplantados,...) (0,1%) 200

3. Frecuencia de consumo

Diario 365
Semanal 52
Mensual 12
Algunas veces al afio 3

Otro valor (especificar)

Dias al afio que se consume

4. Fraccién de la poblacién que lo consume
Toda (100%)

La mayoria (75%)

Algunos (25%)

Muy pocos (5%)

1
0,75
0,25

0,05

5. Tamafio de la poblacion

Valor (especificar)

6. Proporcion del producto contaminado (frecuencia de
contaminacion de la materia prima): referido a la racion de
producto que finalmente sera consumido

Todas las muestras (100%)

Comun (50%)

A veces (10%)

Infrecuente (1%)

Rara (0,1%)

Otro valor

1

0,5
0,1
0,01
0,001

Especificar valor

(*) Los términos de gravedad del peligro se corresponden con los de la version 2 del programa, que reducen por un factor

de 10 la importancia de los peligros calificados como “moderados”, “ligeros” o escasos” con relacion a lo establecido en

la publicacion original de Ross y Sumner (2002).
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Tabla 1. Risk Ranger (Ross y Sumner, 2002). Factores que considera, escala a utilizar en
cada uno de ellos y valor que se asigna a cada factor en funcion de la categoria de la escala

que se seleccione (Parte 2)

Factores a considerar

Valores numéricos asociados a cada categoria

7. Efecto del procesado

Elimina el peligro

Habitualmente (99%) lo elimina
Reduce ligeramente (50%) el peligro
No afecta al peligro

Aumenta ligeramente (x 10) el peligro
Aumenta bastante (x 1000) el peligro

Otro valor

0,01
0,5

1

10
1000

Especificar valor

8. Posibilidad de recontaminacion tras el proceso
Ninguna

Pequerfia (1% de frecuencia)

Media (50% de frecuencia)

Otro valor

0,01
0,5

Especificar valor

9. Efectividad del sistema de control post-procesado

Bien controlado 1
Controlado 3

No bien controlado 10
Totalmente descontrolado 1000
No afecta al nivel del peligro 1

10. Necesidad de aumento del nivel (tras el procesado) para

alcanzar la dosis infectiva (que se establece como aquella

necesaria para que el 50% de los consumidores enfermen)

Ninguna 1
Ligera (* 10) 0,1
Moderada (* 100) 0,01
Significativa (* 10.000) 0,0001

Otro valor

Especificar valor (inferior a 1, preferiblemente un valor de
factor 10)

11.- Efecto de la preparacion culinaria
Elimina el peligro

Habitualmente (99%) lo elimina

Lo reduce ligeramente (50%)

No ejerce efecto

Otro valor

0,01
0,5
1

Especificar valor (fraccion del peligro, en tantos por uno, que
permanece en el producto; valor inferior a 1)
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3. RESULTADOS Y DISCUSION.

En primer lugar, se tomo la decision de utilizar el programa “Risk Ranger”, como
herramienta para la evaluacion de riesgos que suponen para la poblacion de Leon las
cargas microbianas registradas en las carnes frescas y productos carnicos listos para el

consumo investigados, debido a su sencillez conceptual y de utilizacién e interpretacion.

Para utilizar el programa Risk Ranger, se procedié a la seleccion de los valores
correspondientes a cada uno de los 11 factores que considera el modelo y que se presentan

en la Tabla 1 del modo que se explica a continuacion.

El factor namero 1 (Tabla 1) relaciona la bacteria con la gravedad del peligro que
supone. Para tomar dicha decision en relacion con las bacterias objeto de este trabajo
consideramos en primer lugar la clasificacion de la ICMSF (2002). Adicionalmente, y
considerando los resultados de la comparacién genética entre las cepas clinicas y las
aisladas de alimentos que se presentan en cada uno de los capitulos de esta Tesis en los que
especificamente se considera cada grupo bacteriano, calificamos como “peligro ligero” a
Campylobacter y a Salmonella mientras que consideramos “escasa” la gravedad de
Aeromonas y E. coli Enteropatégeno. Sin embargo, considerando que la resistencia a los
antimicrobianos de las cepas presentes en los alimentos podria incrementar su peligrosidad
también procedimos a evaluar el riesgo asociado a las bacterias considerando que tal
caracter de resistencia a antimicrobianos suponia un salto de nivel en la escala de gravedad
(de ligero a moderado, para Campylobacter y Salmonella; de escaso a ligero para
Aeromonas Y E. coli Enteropatdgeno).

El segundo de los factores (Tabla 1) del modelo se asocia a la fraccion de la
poblacion que es susceptible a dichos peligros. De acuerdo con la informacion cientifica de
referencia (Riemann y Cliver, 2006) se consider6 que toda la poblacion era susceptible a
Campylobacter y Salmonella mientras que para las cepas de E. coli Enteropatogeno y
Aeromonas se estimo que afectan a un grupo mas restringido de poblacién que incluye a
los principales grupos de riesgo, tales como nifios, ancianos, individuos

inmunodeprimidos, entre otros (Nataro et al., 1998; Janda et al., 2010; Parker et al., 2010).
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El establecimiento de la frecuencia de consumo de los productos alimenticios
(factor 3, Tabla 1) se hace en muchas ocasiones a partir de datos poco precisos. En nuestro
caso, aun con las limitaciones inherentes al mismo, consideramos los datos recogidos por
la Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricion (AESAN) en las Encuestas
Nacionales de Ingesta Dietética Espafiolas realizadas entre los afios 2009 y 2010 (AESAN,
2011). Asi, considerando que cada racion de producto equivale a 100 gramos del mismo, a
partir de los valores medios de consumo que, para cada uno de los productos objeto de este
trabajo, se incluyen en la referida encuesta, se calculé la frecuencia de consumo de cada

racion.

El siguiente factor a dilucidar (factor 4, Tabla 1) se refiere a la proporcion de
poblacion que consume los productos investigados. En todos los casos se considero que un
75% de la misma los consume de manera habitual. Aun sin disponer de datos precisos de
su tamafio, es de conocimiento comun que ciertos sectores de la poblacién, tales como
vegetarianos, entre otros, no consumen este tipo de productos alimenticios. Se estimo pues

que “la mayoria” de la poblacion consume los productos objeto de este trabajo.

El factor niumero 5 (Tabla 1) se refiere al tamafio especifico de poblacion, en
nuestro caso la poblacion estudiada es la de la ciudad de Leon, donde los productos
investigados son comercializados. El dato se tomo del Instituto Nacional de Estadistica
(INE, 2012).

La proporcién de producto contaminado (factor 6, Tabla 1) equivale a los valores
que fueron registrados en nuestro trabajo como prevalencia de cada bacteria en cada
producto analizado (véase capitulos I, 11, IV y V de esta tesis). En los productos de los
que no se aislaron cepas se consider6 como prevalencia el valor que corresponderia al
limite de deteccion del protocolo seguido y, en consecuencia, los valores de riesgo
obtenidos deben ser considerados como méximos. Por otra parte, y dada la facil
disponibilidad de datos de prevalencia de bacterias patdgenas en carnes frescas y en
productos carnicos listos para el consumo dentro del ambito de la Unién Europea
(informes de la EFSA), se abordd un ejercicio de simulacion para estimar en qué medida se
veria afectado el riesgo si la prevalencia de las bacterias patdgenas objeto de este trabajo

en los productos investigados fuera la misma que la media de la Union Europea. Al efecto,
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se consideraron los valores de prevalencia recogidos en el dltimo informe de la EFSA

disponible en el momento de realizar el trabajo (EFSA, 2012).

Tanto para las carnes frescas como para los productos carnicos listos para el
consumo, considerando que evaluamos la prevalencia de las bacterias patdgenas en los
productos en la fase de la venta al consumidor, no consideramos el efecto del procesado, es
decir, tomamos los valores de 1, 0 y 1 para los factores 7, 8 y 9 (Tabla 1). Por otra parte,
para las carnes frescas consideramos que la preparacion culinaria se realiza de manera
adecuada, y en consecuencia, que “habitualmente elimina el peligro”, es decir, valor 0,01
para el factor 11 (Tabla 1). En el caso de los productos cérnicos listos para el consumo no
es necesaria la realizacion de ningun tipo de preparacion culinaria previa a la ingesta por lo

que consideramos un valor de 1 en el citado factor 11 (Tabla 1).

Por ultimo, el factor 10 (Tabla 1) se relaciona con la necesidad o no de que, durante
el almacenamiento casero del producto antes del consumo, se produzca una multiplicacion
bacteriana para que el consumidor ingiera, con la racion habitual, la dosis suficiente del
peligro que produciria una infeccion en el 50% de los consumidores (el valor Dosis
Infectiva 50). La necesidad o no de dicho incremento se decidio en funcion de las dosis
infectivas minimas de cada uno de los peligros (ICMSF, 1996; Riemann y Cliver, 2006) y
considerando, en todos los casos, que el nivel de contaminacion microbiana en el producto

consumido era baja (del orden de 100 ufc/g).

En la Tabla 2 se presentan los valores del riesgo y de prediccion de enfermos por
afio que, en funcion de las asunciones antes descritas, proporciona el programa Risk
Ranger para cada combinacion de producto alimenticio-peligro considerada en este
trabajo. En las Tablas 3 a 5 se presentan separadamente para cada combinacion de
producto alimenticio y bacteria patdgena considerados en este trabajo (Campylobacter,
Salmonella, Aeromonas, Escherichia coli Enteropatdgeno) los valores de riesgo asociados
a los diferentes supuestos antes considerados, es decir, el de un incremento de la gravedad
del peligro por la resistencia a antimicrobianos de las bacterias presentes en los alimentos
y, para Campylobacter y Salmonella, el de una prevalencia similar a la media de la Unién
Europea.
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Tabla 2. Valores del riesgo y prediccion de enfermos por afio obtenidos para carnes frescas
y productos carnicos listos para el consumo comercializados en la ciudad de Leon en
funcién de la prevalencia de Aeromonas, Campylobacter, Salmonella y Escherichia coli
Enteropatogeno en dichos productos en los puntos de venta al consumidor.

Agente microbiano

. Aeromonas Campylobacter Salmonella ESChenCh',a coli

Alimento Enteropatdgeno
. Pred. Pred. Pred. Pred.
NR enf/afio* NR enf/afio NR enf/afio NR enf/afio

Prodl_Jctos carnicos cocidos 34 o <57% NP* 54 390 38 6
de origen porcino
PI’Odl.JCtOS car'nlcos curados 34 2 <57 NP 55 520 38 8
de origen porcino
Productos carnicos cocidos 42 34 <63 NP <58 NP 40 17
de pavo
Pechugas frescas de pollo 32 1 55 701 41 2 23 1
Lomo fresco de cerdo 30 1 49 61 42 3 <21

*NR, Nivel de Riesgo (se corresponde con el valor de Riesgo Relativo que proporciona el programa Risk Ranger, ver
Material y Métodos). Pred.enf/afio se refiere a la prediccion de enfermos por afio en la poblacién investigada. Los valores
de NR precedidos del simbolo < se asocian al empleo, como valor de prevalencia, del limite de deteccion del protocolo
empleado dado que el valor de NR real no puede ser establecido, se incluye Gnicamente como referencia y, en
consecuencia, se omite el valor relativo a la prediccion de enfermos/afio que proporciona el programa, y en su lugar se
recoge el término NP, sin prediccién.

**Redondeando al nimero entero superior.

Tabla 3. Valores de riesgo asociados a la presencia de Campylobacter en carnes frescas y
productos carnicos listos para el consumo comercializados en la ciudad de Lebn en
diferentes supuestos de variacion en la prevalencia y en la gravedad del peligro.

Agente
Alimento Campylobacter
NR Prev Det* NR Prev UE* NR PI*
Productos carnicos cocidos de origen porcino <57 55 <63
Productos carnicos curados de origen porcino <57 55 <63
Productos carnicos cocidos de pavo <63 61 <69
Pechugas frescas de pollo 55 53 61
Lomo fresco de cerdo 49 41 55

*NR Prev Det, significa nivel de riesgo en Ledn (se corresponde con el valor de Riesgo Relativo que proporciona el
programa Risk Ranger para los valores de prevalencia encontrados en este trabajo), NR Prev UE se refiere al nivel de
riesgo tomando los valores medios de prevalencia de la Union Europea (EFSA, 2012), NR Pl (patogenicidad
incrementada), equivale al nivel de riesgo asociado a la prevalencia encontrada en este trabajo considerando que las
caracteristicas de las cepas en cuanto a su gran resistencia a antimicrobianos supusieran el salto de un nivel en la escala
de gravedad del peligro. Los valores de NR precedidos del simbolo < se asocian al empleo, como valor de prevalencia,
del limite de deteccién del protocolo empleado dado que el valor de NR real no puede ser establecido, se incluye
Gnicamente como referencia.
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Tabla 4. Valores de riesgo asociados a la presencia de Salmonella en carnes frescas y
productos carnicos listos para el consumo comercializados en la ciudad de Leon en

diferentes supuestos de variacion en la prevalencia y en la gravedad del peligro.

Agente
Alimento Salmonella
NR Prev Det* | NR Prev UE* NR PI*
Productos carnicos cocidos de origen porcino 54 52 60
Productos carnicos curados de origen porcino 55 57 60
Productos carnicos cocidos de pavo <58 NC** <64
Pechugas frescas de pollo 41 43 46
Lomo fresco de cerdo 42 39 47

*NR Prev Det, significa nivel de riesgo en Leon (se corresponde con el valor de Riesgo Relativo que proporciona el programa Risk
Ranger para los valores de prevalencia encontrados en este trabajo), NR Prev UE se refiere al nivel de riesgo tomando los valores
medios de prevalencia de la Unién Europea (EFSA, 2012), NR PI (patogenicidad incrementada), equivale al nivel de riesgo asociado a
la prevalencia encontrada en este trabajo considerando que las caracteristicas de las cepas en cuanto a su gran resistencia a
antimicrobianos supusieran el salto de un nivel en la escala de gravedad del peligro. Los valores de NR precedidos del simbolo < se
asocian al empleo, como valor de prevalencia, del limite de deteccién del protocolo empleado dado que el valor de NR real no puede ser
establecido, se incluye Ginicamente como referencia.

**NC, No calculado por ausencia de datos de prevalencia a nivel de la UE.

Tabla 5. Valores de riesgo asociados a la presencia de Aeromonas en carnes frescas y
productos carnicos listos para el consumo comercializados en la ciudad de Leon en
diferentes supuestos de variacion en la gravedad del peligro.

Agente
Alimento Aeromonas
NR Prev Det* NR PI
Productos carnicos cocidos de origen porcino 34 51
Productos carnicos curados de origen porcino 34 51
Productos carnicos cocidos de pavo 42 59
Pechugas frescas de pollo 32 49
Lomo fresco de cerdo 30 47

*NR Prev Det, significa nivel de riesgo en Ledn (se corresponde con el valor de Riesgo Relativo que proporciona el programa Risk
Ranger para los valores de prevalencia encontrados en este trabajo), NR PI (patogenicidad incrementada), equivale al nivel de riesgo
asociado a la prevalencia encontrada en este trabajo considerando que las caracteristicas de las cepas en cuanto a su gran resistencia a
antimicrobianos supusieran el salto de un nivel en la escala de gravedad del peligro.
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Tabla 6. Valores de riesgo asociados a la presencia de E. coli Enteropatdgeno en carnes
frescas y productos carnicos listos para el consumo comercializados en la ciudad de Ledn
en diferentes supuestos de variacion en la gravedad del peligro.

Agente

Alimento Escherichia coli Enteropatdgeno

NR Prev Det* NR PI
Productos carnicos cocidos de origen porcino 38 44
Productos carnicos curados de origen porcino 38 44
Productos carnicos cocidos de pavo 40 46
Pechugas frescas de pollo 23 29
Lomo fresco de cerdo 21 27

*NR Prev Det, significa nivel de riesgo en Leon (se corresponde con el valor de Riesgo Relativo que proporciona el programa Risk
Ranger para los valores de prevalencia encontrados en este trabajo), NR Pl (patogenicidad incrementada), equivale al nivel de riesgo
asociado a la prevalencia encontrada en este trabajo considerando que las caracteristicas de las cepas en cuanto a su gran resistencia a
antimicrobianos supusieran el salto de un nivel en la escala de gravedad del peligro.

Los ejercicios de evaluacion del riesgo empleando procedimientos semicuantitativos,
como el usado en este trabajo, son especialmente Gtiles para los gestores de salud publica.
Sus resultados permiten no tanto predecir o establecer la importancia precisa de un posible
problema sanitario determinado (en el caso que nos ocupa el derivado de la contaminacion
por una determinada bacteria patdgena de un producto alimenticio concreto) como ordenar
los diferentes problemas en funcion de su importancia y, en consecuencia, establecer las
prioridades de actuacion. Tal modo de gestion no solo es el esperable en términos de
eficacia, sino que en el ambito europeo es imperativo por razones legales. Asi el
Reglamento de la Union Europea que regula el ejercicio de los controles oficiales en el
ambito alimentario (Parlamento Europeo y Consejo, 2004) establece que los controles
oficiales (a realizar por los Estados miembros) se efectuaran con regularidad, estaran
basados en los riesgos y tendran la frecuencia apropiada (art. 3.1). En aplicacion de tal
principio, los planes nacionales de control (oficial de los alimentos) deben estar basados en
los riesgos y, en consecuencia, para establecer las prioridades (las frecuencias) de los

mismos es necesario disponer de instrumentos que permitan la ordenacion de los riesgos.

Con esta finalidad, de ordenacién de riesgos para la salud asociados al consumo de
alimentos contaminados con peligros de origen microbiano, el programa Risk Ranger ha
sido empleado en ocasiones diversas y algunos resultados de su empleo han sido reflejados

en publicaciones cientificas (Sumner et al., 2005; Mataragas et al., 2008). En las mismas, y
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para simplificar ain mas la ordenacion, finalmente los riesgos se categorizan como bajos,
moderados o elevados en funcion de los valores alcanzados para el parametro “Riesgo
Relativo” (que proporciona el programa) y que en esta Tesis hemos identificado como
“Nivel de Riesgo”. Asi, por ejemplo, en el trabajo de Mataragas et al. (2008) se consideran
bajos los riesgos con valores (de nivel de riesgo) inferiores a 32, moderados los que
presentan valores entre 32 y 48 y elevados los que muestran un resultado superior a esta

ultima cifra.

En relacion con los riesgos asociados a la presencia de Campylobacter y Salmonella
en las carnes y en los productos carnicos objeto de esta Tesis, los resultados de nuestra
evaluacion (Tabla 2) proporcionaron valores de riesgo superiores a los que calcularon
Mataragas et al. (2008) hace unos afios si bien ha de considerarse que, en su caso,
emplearon como valores de prevalencia de los peligros los derivados de una busqueda
bibliografica en diferentes fuentes y como patrones de consumo unos de ambito
internacional (los recogidos en las estadisticas de la FAO). Sin embargo, los valores
hallados en nuestro trabajo se encuentran dentro de los rangos hallados en otros estudios.
Asi, por ejemplo, Sumner et al. (2005) obtuvieron niveles de riesgo entre 48 y 58 (para
Salmonella en carnes preparadas en los hogares) y entre 40 y 58 (para Salmonella en
kebabs), en ambos casos para un consumo cotidiano (diario para las carnes preparadas en

los hogares y semanal para los kebabs) por parte de la poblacion australiana.

Uno de los indicadores que puede emplearse para valorar la validez del
procedimiento de evaluacién del riesgo empleado consiste en comparar los resultados del
mismo con los procedentes de los sistemas de informacion sanitaria. A tal efecto, aunque
es un dato aproximado y no es la finalidad ultima del programa Risk Ranger, los datos que
proporciona relativos a la prediccion de enfermos por afio en una poblacion determinada
pueden compararse con los que proporcionan los diferentes sistemas de informacion
sanitaria. Asi, el Sistema de Informacién Microbiol6gica (que recoge datos de diagnosticos
realizados en una parte de los hospitales nacionales) registrd en los afios 2009 y 2010 un
total de 5113 y 6334 casos de campilobacteriosis al mismo tiempo que 4320 y 4420 casos
de salmonelosis, respectivamente para cada uno de los dos afios considerados. Hay que
considerar, por otra parte, que la poblacion de la ciudad de Leon supone alrededor de un

0,3% de la nacional (INE, 2012). Adicionalmente habria que tener en cuenta que el
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Sistema de Informacion Microbioldgica, como se ha indicado, recoge datos de Unicamente
una parte de los hospitales espafioles, sin que conozcamos estimaciones precisas de la
proporcion de los mismos que participan en el sistema (en el afio 2009 participaron 53
hospitales de 11 Comunidades Autonomas mientras que en el 2010 lo hicieron 81 de 12 sin
que, curiosamente, en ninguno de dichos afios, se incorporaran los datos del Hospital de

Ledn).

Es pertinente considerar también que, aunque es un sistema de informacion sanitaria
que ya no se sigue empleando, hasta el afio 1996 formaban parte de las enfermedades de
declaracion obligatoria las “toxiinfecciones alimentarias” y “otros procesos diarréicos”.
Los datos que alli se recogian procedian de las comunicaciones de los diferentes
profesionales médicos que atendian pacientes, bien en sistemas publicos bien en relaciones
del ambito privado. En dicho afio (1996) se registraron en Espafia 21188 casos de
toxiinfecciones alimentarias” (1777 en Castilla y Le6n) y 2964299 casos de “otros
procesos diarréicos” (154321 en Castilla'y Leon).

En las Tablas 7 y 8 se presenta la prediccion de enfermos/afio para la ciudad de Ledn
asociados a las carnes y productos carnicos contaminados con alguna cepa que pudo
identificarse como Campylobacter (Tabla 7) o Salmonella (Tabla 8) en el trabajo objeto de
esta Tesis. Asimismo, y a efectos comparativos, se presenta la prediccion de enfermos/afio
que calcula el programa, para la misma poblacion, a partir de los datos medios de
prevalencia de estos agentes en los referidos productos en el &mbito de la Unidn Europea
(EFSA, 2012).

Considerando pues las caracteristicas de las cepas aisladas de alimentos (en general,
diferentes genéticamente de las procedentes de los casos clinicos) y, en consecuencia, de
un previsible poder patdégeno diferente, las predicciones de enfermos/afio que se recogen
en las Tablas 2, 7 y 8 se consideran coherentes con los que proporcionan los sistemas de

informacion sanitaria.
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Tabla 7. Prediccidn de casos de campilobacteriosis por afio en la poblacion de la ciudad de

Ledn por el consumo de carnes frescas.

Alimento Pred.enf/afio Prev Det* Pred.enf/afio Prev UE**
Pechugas frescas de pollo 701%** 9
Lomo fresco de cerdo 61 5

* Con los datos de prevalencia obtenidos en esta Tesis.
** Con los datos de prevalencia medios de la UE en los referidos productos (EFSA, 2012).
*** Obtenidos con el programa Risk Ranger (versién 2) con los supuestos sefialados en este capitulo.

Tabla 8. Prediccidn de casos de salmonelosis por afio en la poblacién de la ciudad de Ledn

por el consumo de carnes frescas y productos carnicos.

Alimento Pred.enf/afio Prev Det* Pred.enf/afio Prev UE**
Productos carnicos cocidos de origen porcino 390*** 1090
Productos carnicos curados de origen porcino 520 1090
Pechugas frescas de pollo 2 9

Lomo fresco de cerdo 3 5

* Con los datos de prevalencia obtenidos en esta Tesis.
** Con los datos de prevalencia medios de la UE en los referidos productos (EFSA, 2012).
*** Obtenidos con el programa Risk Ranger (version 2) con los supuestos sefialados en este capitulo.

Las predicciones de enfermos/afio que se recogen en las Tablas 7 y 8, en el contexto
en el que se ha realizado esta evaluacion, han de entenderse como “predicciones de
infecciones/afio”. En funcion de la falta de similitud genética entre las cepas clinicas
aisladas en los hospitales y las encontradas en los productos alimenticios investigados en
esta Tesis (véanse capitulos Il y 111 de esta tesis) y lo reflejado en las estadisticas sanitarias
(en particular, notificaciones recogidas en el Servicio de Informacién Microbiol6gica, que
se han comentado previamente en esta discusion) cabe esperar que la mayor parte de estas
infecciones que se predicen se resuelvan sin intervencion médica. Ha de tenerse en cuenta,
sin embargo, que las consecuencias sanitarias asociadas a los niveles de prevalencia
hallados en los productos objeto de este trabajo podrian ser mucho mas dramaéticas en el
supuesto de que, por alguna circunstancia la virulencia de todas o algunas de las cepas
contaminantes de los productos alimenticios se vea incrementada. Sirva como ejemplo de
situaciones “inesperadas” que incrementan la virulencia, la asociada al brote por F.
coli acaecido en Alemania en el afio 2011 (Bielaszewska et al., 2011), asociado a una
cepa de E. coli con una combinacién particularmente peligrosa de genes de virulencia y
de defensa frente a mecanismos de lucha frente a las bacterias (antimicrobianos). Al

respecto, la importante resistencia a
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antimicrobianos de las cepas de Campylobacter y E.coli Enteropatdgeno aisladas de carnes
y productos carnicos (véase capitulos III y V de esta tesis) puede constituir una
circunstancia que aumente la gravedad sanitaria asociada a los niveles de prevalencia
encontrados para dichas bacterias en los citados productos alimenticios. En particular, si
consideramos ademas, la mayor gravedad de las campilobacteriosis en poblaciones mas

sensibles (nifios, ancianos, inmunodeprimidos) [Allos et al., 2001].

Aunque dentro de las asunciones realizadas para estimar la importancia sanitaria de la
contaminacion de carnes y productos carnicos por bacterias patdgenas pertenecientes a
Aeromonas, Salmonella, Campylobacter o Escherichia coli Enteropatdgeno se establecio
que la gravedad de los peligros se situaba en los rangos de menor peligrosidad de los que
contempla el modelo (por la falta de semejanza entre las cepas aisladas de los alimentos y
las cepas procedentes de los casos clinicos), en términos de salud publica no debe
subestimarse la importancia de la significativa prevalencia encontrada para estas bacterias
patogenas. Asi, los niveles de riesgo encontrados (Tablas 2 a 5) se sitdan en varios casos en
el rango de los que pueden considerarse como “elevados” (superiores a 48 si empleamos el
criterio recogido por Moragas et al.,, 2008). Seria recomendable, por tanto, que la
prevalencia de Salmonella en productos carnicos de origen porcino listos para el consumo
y de Campylobacter en carnes frescas (de aves y de porcino), con valores de nivel de
riesgo entre 49 y 55 (Tabla 2) fuera objeto de las correspondientes medidas de control
oficial de los productos alimenticios (incluyendo, en primer lugar, el adecuado seguimiento

de los niveles de contaminacion).

Todo ejercicio de evaluacion de riesgo debe ir acompafiado de la correspondiente
consideracion de las incertidumbres asociadas. En este caso, hay que considerar que el
modelo empleado incluye una simplificacion del complejo proceso de desarrollo de una
enfermedad a partir de la contaminacion por una cepa bacteriana de un alimento o de una
materia prima alimenticia. Asi, las categorias de gravedad de los peligros (Tabla 1), que ya
fueron objeto de revision desde la primera publicacién del modelo (Ross y Sumner, 2002)
pueden considerarse simples para recoger la gran diversidad de patogenicidad presente en
las cepas microbianas de un determinado género e incluso de una determinada especie
bacteriana (Doyle y Beuchat, 2013). Del mismo modo, el nivel real de contaminacion de

los productos alimenticios por las bacterias patdgenas no ha sido establecida en este trabajo
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y se ha asumido que la misma es baja (del orden de 100 ufc/g, como se ha sefialado
previamente). Finalmente, habria que considerar que la necesidad de aumento de nivel para
alcanzar la dosis infectiva (factor 10 de los considerados por el programa Risk Ranger,
Tabla 1, parte 2) también ha sido categorizado con la falta de precision asociada al
desconocimiento del nivel real de contaminacion y a la falta de concrecion de los valores
de dosis infectiva 50 de cada bacteria considerada en esta tesis, para los que en distintas
fuentes bibliogréaficas de prestigio se sugieren valores bastante diferentes (ICMSF, 1996;
Riemann y Cliver, 2006).

Aln con las limitaciones del modelo de evaluacién empleado (que se califica Unicamente
como semicuantitativo), los resultados del mismo ponen claramente de manifiesto la
necesidad de establecer con mayor concrecion el grado de patogenicidad de las cepas

aisladas.
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4. CONCLUSIONES.

Las predicciones relativas a la importancia sanitaria de la presencia de bacterias
patdgenas en carnes frescas y productos carnicos listos para el consumo que proporciona el
programa Risk Ranger son razonablemente coherentes con los datos que se encuentran en
los sistemas oficiales de informacién sanitaria, lo que, unido a su sencillez conceptual y
facilidad de ejecucidn, justifica su empleo en primera instancia para ordenar los riesgos de

origen bioldgico asociados al consumo de alimentos.

En la ordenacién de las actividades de intervencidn sanitaria en relacién con los
productos estudiados en este trabajo y los peligros incluidos en el mismo, la mayor
atencion debe prestarse a la contaminacién por Salmonella de productos céarnicos de origen
porcino listos para el consumo y a la contaminacion por Campylobacter de las carnes

frescas de ave y de cerdo.

La importante prevalencia de estas dos bacterias patogenas en dichos productos
alimenticios no s6lo en el ambito espafiol sino en el conjunto de la Union Europea podria
dar lugar a situaciones de crisis alimentarias en el supuesto de que alguna de las cepas
contaminantes presentara algun caracter que exacerbara su virulencia. Al respecto, la
importante resistencia a compuestos antimicrobianos de las cepas de Campylobacter
aisladas de las carnes y los productos carnicos debe verse con especial preocupacion,

pues pudiera ser uno de los factores que aumentara la virulencia de las cepas.
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ANEXO

Mapas correspondientes a los tres supermercados, distribuidos en dos zonas distintas de
la ciudad de Ledn donde fueron realizados los muestreos de esta Tesis Doctoral.
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