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RESUMEN

E. coli productora de toxina shiga (ECST) y E. coli enterohemorragica (ECEH)
pertenecen a los grupos patégenos de Escherichia coli causantes de enfermedades
diarreicas. La presencia de ECST y ECEH en estas enfermedades diarreicas se
atribuye principalmente al consumo de vegetales y carnes provenientes de bovinos
y ovinos contaminados con estos grupos patdégenos y que actualmente se
encuentran dentro de las etiologias mas importantes del grupo de Enfermedades
Trasmitidas por Alimentos (ETA). ECST y ECEH presentan los genes Stx1, Stx2,
eaeA y hlyA que codifican a proteinas con cualidades toxicas para el hombre
ocasionando graves enfermedades como la colitis hemorragica (CH), sindrome
urémico hemolitico (SUH) y purpura trombocitopénica tromboética (PTT). Por lo
tanto, el objetivo de esta investigacion es identificar la presencia de los genes Stx1,
Stx2, eaeA y hlyA en los aislamientos de E. coli obtenidos de canales de ovinos en
rastro municipal de Capulhuac y en carne procesada de ovinos provenientes de la
ciudad de Toluca. Se analizaron 71 aislados de E. coli para la identificacion genes
caracteristicos de los grupos patdogenos de ECST y ECEH. Los resultados
encontrados indican: los 18 aislamientos de E. coli obtenidas de la carne procesada
de ovinos no se identifica la presencia los genes analizados y, por otro lado, de los
53 aislados obtenidos de las canales de ovinos en el rastro municipal de Capulhuac,
México, amplificaron los genes Stx1 en 3.7% (2/53), Stx2 en 5.6% (3/53), eaeA en
3.7% (2/53) y hlyA en 3.7% (2/53). De tal manera, que estas canales puede ser una
fuente potencial de infeccion por E. coli productora de toxina shiga y E. coli

enterohemorragica.

Palabras clave: Escherichia coli, Stx1, Stx2, eaeA, hlyA.
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ABSTRACT

Shiga toxin-producing E. coli (STEC) and enterohemorrhagic E. coli (EHEC) belong
to the pathogenic groups of Escherichia coli that cause diarrheal diseases. The
presence of ECST and EHEC in these diarrheal diseases is attributed mainly to the
consumption of vegetables and meats from cattle and sheep contaminated with
these pathogenic groups and which are currently among the most important
etiologies of the group of Foodborne Diseases (ETA). STEC and EHEC present the
genes Stx1, Stx2, eaeA and hlyA that encode proteins with toxic qualities for
humans, causing serious diseases such as hemorrhagic colitis (HC), hemolytic
uremic syndrome (HUS) and thrombotic thrombocytopenic purpura (TTP).
Therefore, the objective of this research is to identify the presence of the Stx1, Stx2,
eaeA and hlyA genes in the E. coli isolates obtained from ovine carcasses in the
municipal slaughterhouse of Capulhuac and in processed meat from sheep from the
city of Toluca. We analyzed 71 isolates of E. coli for the identification of genes
characteristic of the pathogenic groups of STEC and EHEC.
The results indicate that the 18 isolates of E. coli obtained from the processed meat
of sheep does not identify the presence of the analyzed genes and, on the other
hand, of the 53 isolates obtained from the sheep carcasses in the municipal
slaughterhouse of Capulhuac, Mexico, amplified the Stx1 genes in 3.7% (2/53), Stx2
in 5.6% (3/53), eaeA in 3.7% (2/53) and hlyA in 3.7% (2/53). In such a way, that
these carcasses can be a potential source of infection by Shiga toxin-producing E.

coli and enterohemorrhagic E. coli.

Key words: Escherichia coli, Stx1, Stx2, eaeA, hlyA.
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I. INTRODUCCION

Escherichia coli (E. coli), es el microorganismo mas abundante de la microbiota
gastrointestinal humana y desempefia un papel importante en la salud del sistema
digestivo. Sin embargo, existen grupos de E. coli capaces de causar un amplio
rango de enfermedades en el hombre de acuerdo a su naturaleza patégena
(Méndez y Pérez, 2004), siendo los grupos E. coli productora de toxina shiga
(ECST) y E. coli enterohemorragica (ECEH) las de mayor importancia, por la
capacidad de producir infecciones entéricas y enfermedades extraintestinales,
debido a que poseen genes para la sintesis de toxinas, capacidad de adhesion e
invasion de las células del hospedero, interferencia con el metabolismo celular y
destruccion de los tejidos (Méndez y Pérez, 2004). La produccién de toxina shiga
(Stx) representa el atributo de patogenicidad méas importante de ECST y es el factor
gue define este patotipo. ECEH, no so6lo expresan la toxina shiga si no que poseen
otros factores significativos de patogenicidad como, la intimina, una proteina de
superficie esencial para la formacion de las lesiones de adherencia y esfacelamiento
(lesiones A/E) en las células del epitelio gastrointestinal y la enterohemolisina, que
actta en la lisis de los eritrocitos (Hannaoui et al., 2009). La contaminacion de las
canales con material fecal en el de proceso de sacrificio del ganado bovino y ovino
(Rahimi et al., 2012) y el consumo de alimentos contaminados o la contaminacién
cruzada durante la preparacion, han sido sefialados como las vias mas importantes
de transmision de ECST y ECEH (Paton y Paton, 1998). Por lo tanto, el objetivo de
la presente investigacion es identificar la presencia de los genes Stx1, Stx2, eaeAy
hlyA en los aislamientos de Escherichia coli obtenidos de canales de ovinos en
rastro municipal de Capulhuac y en carne procesada de ovinos provenientes de la

ciudad de Toluca.
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Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Antecedentes

Las enfermedades gastrointestinales son uno de los principales problemas de salud
publica en México. Se transmiten, ya sea por via fecal-oral, o bien por el consumo
de agua y alimentos contaminados (ETA’s: Enfermedades Trasmitidas por
Alimentos), afectando principalmente a la poblaciéon infantil y adultos mayores, en
tanto, que su incidencia y prevalencia dependen del nivel socioeconémico de los
pacientes. Entre los patdgenos bacterianos emergentes asociados a ETA's, se
destacan: Salmonella Enteritidis en huevos, Salmonella Typhimurium fagotipo 104,
Escherichia coli O157:H7 en carnes y vegetales, Listeria monocytogenes en carnes
y quesos, Campylobacter jejuni y Yersinia enterocolitica en carne de cerdo y aves,
Shigella dysenteriae en agua y Enterobacter sakasaki en productos lacteos y
deshidratados (Rivas et al., 2008).

La importancia de E. coli como patdogeno humano, ha sido reconocida practicamente
desde su descubrimiento y el microorganismo ha sido relacionado con la diarrea
(especialmente en nifios), la colitis hemorragica (CH), disenteria, infecciones en las
vias urinarias, sindrome urémico hemolitico (SUH), purpura trombocitopénica
trombética (PTT), neumonia y con la meningitis: algunas de estas enfermedades
pueden acabar en muerte (Bell y Kyriakides, 1998). Esta bacteria Gram negativa
predomina en forma aerobia y anaerobia facultativa en el tubo digestivo de la mayor
parte de los mamiferos, se puede encontrar en el medio ambiente ya que es capaz
de sobrevivir durante cierto tiempo en el agua y los alimentos, de manera que su

aislamiento es un indicador de contaminacion fecal reciente (Mundo et al., 2013).

Los cambios de habitos y tendencias de consumo; la existencia de poblaciones
especialmente susceptibles debido al envejecimiento, la desnutricion, personas
inmunosuprimidas, nifios, mujeres embarazadas, y los cambios en las poblaciones
microbianas también representan un riesgo desde el punto de vista de las ETA's

(Rivas et al., 2008). Y de acuerdo con la Organizacién de las Naciones Unidas para
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la Alimentacion y la Agricultura (FAO), existe seguridad alimentaria cuando: “todas
las personas tienen en todo momento acceso fisico y econdmico a suficientes
alimentos inocuos y nutritivos para satisfacer sus necesidades y sus preferencias,
a fin de llevar una vida activa y sana”. Por el contrario, un acceso nulo o incierto a

los alimentos se ha definido como inseguridad alimentaria (Mundo et al., 2013).

2.2. Caracteristicas
E. coli es un bacilo Gram negativo de 3 ym. de longitud, fermenta la glucosa, es
oxidasa negativa, catalasa positiva, no esporulado, aerobio facultativo, fermentador
de lactosa (Reyes, 2007) y es parte de la flora normal del intestino grueso en el

hombre y de los animales (Martinez et al., 2007).

2.3. Clasificacion
Escherichia coli diarreogénica ha sido clasificada con base en criterios clinicos,
epidemiologicos y moleculares en 6 grupos bien definidos: E. coli enteropatégena
(ECEP), E. coli enteroinvasiva (ECEI), E. coli enterotoxigénica (ECET), E. coli
enteroagregativa o enteroadherente (ECEAgg o ECEA), E. coli de adherencia difusa
(ECAD) y E. coli productora de toxina shiga (ECST), dentro de la que se encuentra
E. coli enterohemorragica (ECEH) (Hannaoui et al., 2009). Y para determinar el
grupo patégeno al que pertenecen, Kauffman, desarroll6 un esquema de
serotipificacion que continuamente varia y que actualmente tiene 176 antigenos
somaticos (O), 112 flagelares (H) y 60 capsulares (K). El antigeno “O” es el
responsable del serotipo; la determinacion del antigeno somatico “O”y “H” el flagelar
y la unién entre ambos (O: H) indica el serotipo, el cual en ocasiones se asocia con

un cuadro clinico en particular (Rodriguez, 2002).

A pesar de esta distincion, las categorias presentan coincidencias: interactiian con
la mucosa intestinal, producen enterotoxinas o citotoxinas y pertenecen a ciertos
serotipos O: H (Stanchi et al., 2010).

Pablo Gonzalez Antonio 3
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2.4. E. coli productora de toxina shiga
E. coli productora de toxina shiga ha recibido diversas designaciones, una de ellas
es E. coli verotoxigénica (ECVT), nomenclatura que le fue dada, haciendo mencién
a que la bacteria produce una citotoxina con actividad sobre las células Vero y la
otra denominacion empleada es E. coli shigatoxigénica o productor de toxina shiga
(ECST). Estas diferentes denominaciones que le ha dado la literatura han generado
confusion, pero en ambos casos (ECVT y ECST) se esté refiriendo al mismo
"patotipo"”, es decir, productoras de una o mas toxinas de la familia shiga (Stx1y
Stx2), toxinas con caracteristicas similares a la que produce Shigella dysenteriae
tipo 1 (Hannaoui et al., 2009). Se han identificado ambas formas de toxina, Stx1 y
Stx2 y se ha demostrado que los aislados de E. coli productora de toxina shiga

producen una o ambas toxinas (Paton y Paton, 1998).

2.5. E. coli enterohemorragica
El término "E. coli enterohemorragica" (ECEH), fue originalmente acufiado para
denotar las cepas que causan colitis hemorragica (CH), sindrome urémico
hemolitico (SUH) y la purpura trombocitopénica trombotica (PTT) debido a que
producen la toxina shiga Stx, la intimina que ocasiona las lesiones A/E en las células
epiteliales del intestino y la enterohemolisina que tendra acciéon en la lisis de

eritrocitos (Nataro y Kaper, 1998).

Por lo tanto, ECEH pertenece a un subgrupo de ECST e incluye una connotacion
clinica importante, no todas las ECST son patégenas, mientras que todas las ECEH

si lo son (Hannaoui et al., 2009).

En las cepas ECEH aisladas, se han encontrado las variantes Stx1 y Stx2 que son
inmunolégicamente diferentes, de tal manera que se pueden aislar bacterias que

sinteticen alguna de las toxinas o ambas (Rodriguez, 2002).
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2.6. Factores de patogenicidad y virulencia

La produccidn de toxina shiga (Stx) representa el atributo de virulencia mas
importante para ECST y es el factor que define este patotipo. Las cepas ECEH,
ademas de la capacidad de producir Stx, presentan factores de virulencia como el
gue se encuentra en una isla de patogenicidad denominada LEE (locus of
enterocyte effacement) de 35 kb, ubicada en el cromosoma bacteriano que contiene,
entre otros, el gen eaeA que codifica la intimina y un plasmido (pO157) que codifica
una enterohemolisina (ECEH-hlyA) (Varela et al., 2008).

2.7. Epidemiologia
E. coli productora de toxina shiga y E. coli enterohemorragica, son patégenos
emergentes que ha alcanzado preponderancia en Norteamérica, Europa, Japon, y
también se ha encontrado en paises en vias de desarrollo como, México, Chile,
Argentina, Brasil, Colombia y Venezuela (Hannaoui et al., 2009). Su distribucion en
el ambiente esta determinada por su presencia en el intestino. Por ser un habitante
normal del intestino se usa desde hace un siglo como el mejor indicador de

contaminacion de los alimentos con materia fecal (Michanie, 2003).

Desde 1982 en EE.UU, ECEH serotipo O157:H7 se le ha asociado a brotes de
enfermedades intestinales y extraintestinales por el consumo de alimentos
contaminados con esta bacteria, y que mas tarde se presentaria en Japon y otros
paises. Entre los primeros brotes relacionados se producirian por el consumo de
hamburguesas poco cocidas en una cadena de comidas rapidas “Jack in the Box”
en los EE.UU (1993), este brote produjo 700 enfermos y 4 muertos. El brote
desencadend la aplicacion del Sistema HACCP (Analisis de Peligros y Puntos de
Control Criticos) en la industria de la carne de ese pais y en los que exportan a ese
destino (Michanie, 2003). En Escocia (1996), se produjo un brote de E. coli ECEH
0O157: H7, 496 casos estaban relacionados y la muerte de 21 personas infectadas.
La causa del brote se debi6é a la contaminacion de la carne procedente de una

carniceria, posiblemente de la contaminacion cruzada entre la carne cruda y la
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cocida (FAO, 2002). Durante la primavera de 2006, en Noruega, se reportd un brote
de enfermedad por ECST 0103:H25 siendo la fuente del brote el consumo de
salchichas fermentadas de carne de oveja (Sekse et al., 2009). Y recientemente en
Europa y Norteamérica en 2011, la Organizacion Mundial de la Salud (WHO: del
inglés, " World Health Organization”) informo sobre un brote de ECEAgg y ECST
0104:H4, presentandose 4075 casos y 50 personas fallecidas. Las evidencias
epidemiologicas y alimentarias indica que los productos vegetales fueron el vehiculo
del brote (WHO, 2011).

2.8. Toxina Shiga (Stx)

Los genes que codifican a la toxina shiga Stx, se consideran como el principal factor
de patogenicidad de ECST. Las Stx’s son de tipo AB5, que consisten en una
subunidad A con actividad enzimatica y cinco subunidades B con la capacidad de
unién al receptor (Amézquita et al., 2017). Los receptores de Stx,
globotriaosilceramida (Gb3 y GB4) se encuentran en rifidn humano particularmente
en la region cortical, sitio principal de lesiones renales en pacientes con SUH (Paton
y Paton, 1998).

Las Stx’s se han dividido en dos grupos principales, Stx1 y Stx2 y cada grupo tiene
varios Subtipos de importancia clinica: el grupo Stx1 estd compuesto por tres
subtipos Stxla, Stxlc y Stxld, el subtipo Stxla puede potencializar SUH y se
encuentra con mayor frecuencia en cepas ECST de origen ovino, mientras que
aquellos que albergan Stx1cy stx1d se les ha asociado con enfermedades en menor
grado o ser portadores asintomaticos. (Gyles, 2008) y el grupo Stx2 consta de los
subtipos Stx2c, Stx2d, Stx2e, Stx2f que difieren en su actividad bioldgica y su
asociaciéon con la enfermedad, siendo la variante Stx2c asociada a la diarrea y al
SUH en humanos y comunmente se encuentra en cepas de ECST de origen ovino,
Stx2d esta asociado con cepas ECST ocasionando enfermedad en menor grado en
humanos y son altamente virulentas en células vero debido a su citotoxicidad que

se incrementa de 10 a 1000, Stx2e es responsable de la enfermedad de los edemas
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en los cerdos y enfermedades humanas asociadas a diarrea en menor grado o
infecciones asintomaticas y Stx2f una variante frecuentemente encontrada en
excrementos de paloma y raramente se presenta en enfermedades humanas. Se
han informado otras variantes de Stx (Stx2a, Stx2b y Stx2g) pero no hay informacion
sobre su importancia clinica en humanos (Gyles, 2008). De tal forma que las cepas
de ECST positivas a Stx2 pueden ser mas virulentas que aquellas que expresan
Stx1 (Amézquita et al., 2017). Ademas, pueden producir Stx1, Stx2 o variantes de

Stx1 o Stx2, solas 0 en combinacion de dos 0 mas toxinas (Leotta et al., 2005).

2.9. Enterohemolisina (hlyA)
Las cepas de E. coli que causan infecciones extraintestinales como las ECEH

poseen otros factores de virulencia como la enterohemolisina.

El plasmido de 60 MDa (pO157) encontrado en las cepas de ECEH O157:H7
alberga el operén ECEH-hly, que codifica una toxina RTX denominada
enterohemolisina. El operén de ECEH-hly consiste en los cuatro genes: ECEH hlyC,
hlyA, hlyB y hlyD, que son necesarios para la sintesis y exportacion de esta toxina
RTX (Schmidt y Karch, 1996).

De manera general la forma en que la enterohemolisina (ECEH-hlyA) contribuye a
la patogénesis, se debe a que ocasiona lisis de los eritrocitos in vivo a fin de que
estos liberen hemoglobina proporcionando una fuente de hierro que mejora el
crecimiento de ECEH en el intestino (Paton y Paton, 1998) (Nataro y Kaper, 1998).

El gen hlyA es uno de los mas importantes dentro del operén ECEH-hly y su funcién
es lisar las células mediante la creacion de poros en la membrana celular de los
eritrocitos, leucocitos y las células tubulares renales. Su actividad sobre los
granulocitos polimorfonucleares libera leucotrienos, histaminay ATP (Kerényi et al.,
2005).
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2.10. Intimina (eaeA)
El estudio de la adhesidén en cepas de E. coli que producen una unién intima al
epitelio se remonta a 1990, cuando se descubrié un solo gen, eaeA, en E. coli
enteropatdgena. El producto de este gen se estableci6 como necesario para la
formacion de lesiones de adherencia y esfacelacion (lesiones A/E). En un estudio
de seguimiento se indico que este gen se conservo en ECEH y los primeros estudios
in vivo demostraron que el producto de la proteina de este gen, la intimina, era
importante para la union intima y la colonizacion del intestino tanto en lechones
como en humanos (McWilliams y Torres, 2014). La intimina es una proteina de
membrana externa de 97 kDa y su interaccion con las microvellosidades da lugar a
la lesion caracteristica de adherencia intima con formacion de un caliz, elongacion
y caida de las microvellosidades del epitelio gastrointestinal (lesiones A/E). Aunque,
el gen eaeA es el principal implicado en estas lesiones, existen otros genes
involucrados en este fendmeno (genes: esp, sep y tir) y se agrupan en una isla de
patogenicidad cromosomica LEE ("Locus Enterocyte Effacement”) (Hannaoui et al.,
2009). El LEE se describid por primera vez como un locus de 35 kb que se conservo
en diferentes aislados de ECEH, ECEP y no presente en cepas no patdgenas de E.
coli. Dado que la LEE y sus proteinas efectoras asociadas desempefian un papel

significativo en la virulencia de la ECEH (McWilliams y Torres, 2014).

2.11. Reservorio de Escherichia coli patdbgenos
E. coli se puede encontrar en medio ambiente ya que es capaz de sobrevivir durante
cierto tiempo en el agua y los alimentos, de manera que su aislamiento es un

indicador de contaminacion fecal reciente (Chavez et al., 2007).

Varios factores influyen en la supervivencia y crecimiento de ECST y ECEH en los
alimentos, entre ellos se encuentran la temperatura, el pH y la actividad del agua.
Se toma como referencia a ECEH 0O157: H7 ya que es uno de los patégenos
emergentes que se encuentran dentro de las ETA’s. Estudios sobre la sensibilidad

térmica de E. coli O157:H7 en la carne de res molida indican que el patégeno no
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posee una resistencia al calor y se destruye cociendo los alimentos hasta que todas
las partes alcancen una temperatura de 70°C o mas (FAO y OMS, 2004). La
temperatura 6ptima para la multiplicacion de E. coli O157:H7 es aproximadamente
37°C, por lo tanto, no crece a temperaturas inferiores de a 10°C o superiores de
44°C. Sin embargo, puede sobrevive al proceso de congelacion, presentando una
reduccion en la concentraciéon de la misma, sus valores de pH favorecen el
crecimiento en pH 4 a 9, debido a su resistencia al acido confiere la capacidad de
sobrevivir durante su circulacién por el estbmago y en alimentos ligeramente 4cidos,
y con una actividad de agua (aW) minima de 0,95. El grado de resistencia al acido
varia entre las distintas cepas de ECEH y es influenciado por la fase de crecimiento
y otros factores ambientales (OMS, 2016). E. coli O157:H7 puede estar presente en
una gran variedad de animales silvestres y domésticos entre los cuales se
encuentran bovinos, porcinos y ovinos, siendo principalmente los rumiantes y sus
heces fecales un reservorio natural de este patdégeno (Gallegos et al., 2009). De tal
manera que puede estar presente en granjas o en corrales de alimentacion, con la
capacidad de sobrevivir por lo menos cuatro meses en sedimentos 0 en
abrevaderos y mas de 2 meses en areas de pastos o cultivos fertilizados con

estiércol de ganado especialmente en tiempos lluviosos (FAO y OMS, 2004).

El ganado y otros rumiantes, en particular, 1os ovinos y sus productos han sido
documentados como reservorios de ECST, ECEH y E. coli no O157, ademas, de
estar implicados en enfermedades humanas en diferentes partes del mundo
(Amézquita et al., 2017).

La resistencia a los acidos es una caracteristica del serotipo ECEH O157:H7 y otros
serotipos de ECST. ECST positivo al gen eaeA forma una lesion de adherencia y
esfacelacion (A/E) en células epiteliales intestinales. La mayoria de las ECEH son
positivas a eaeA y se ha identificado como un factor de riesgo para SUH (Gyles,
2008).
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2.12. Mecanismo de patogenicidad
Al igual que otras infecciones entéricas por E. coli patogénicas, el proceso de la
enfermedad implica la colonizacion del intestino. La colonizacion es el proceso
mediante el cual ECST y ECEH superan la acidez gastrica como mecanismo de
defensa del huésped y se establece en el intestino (Gyles, 2008), para iniciar con
las lesiones de A/E que involucran cambios estructurales que provocan la pérdida
de las microvellosidades de los enterocitos y la adherencia intima entre la bacteria
y la superficie celular con la alteracion del citoesqueleto, que resulta de la formacion
de estructuras conocidas como pedestales que incluyen actina polimerizada, a-
actinina, talina, enzimas, cadenas ligeras de miosina, microttbulos, filamentos

intermedios y redes de filamento (Reyes, 2007).

La adherencia intima de la bacteria con la célula epitelial esta mediada por la
intimina y EspE, en donde la bacteria inserta su propio receptor en la superficie de
la célula y cuando es endocitado por las células blanco produce el bloqueo de la
sintesis proteica y se adhiere a la célula para generar la destruccion de las
microvellosidades lo que provoca muerte celular. La lesibn causada en los
enterocitos induce a liberar citocinas proinflamatorias como la interleucina 8 (IL-8).
Simultdneamente intervienen células del sistema inmune. Las células M del epitelio
detectan los antigenos bacterianos e inducen a los macroéfagos a liberar interleucina
1 (IL-1) y el factor de necrosis tumoral (TNF), lo que ocasiona un incremento de la
citotoxicidad y dafio a las células endoteliales de los pequefios vasos sanguineos
(Reyes, 2007).

En humanos los 6rganos blancos que poseen el receptor Gb3; el LPS bacteriano y
las citocinas del hospedero aumentan la sensibilidad a las Stx incrementando la
disponibilidad de dichos receptores. Las lesiones histopatologicas principales
ocurren por interaccion de la Stx con las células endoteliales, las cuales se hinchan
y se desprenden a nivel del glomérulo, simultAneamente se produce un depdsito de

fibrina y plaquetas en la microvasculatura renal, oclusion de los capilares y
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reduccion del flujo sanguineo provocado la insuficiencia renal y ruptura de los
glébulos rojos. En los vasos sanguineos se produce ulceracion endotelial, con
deposito de fibrina; las plaquetas se activan y se adhieren ocasionando trombosis y
alteracion de la funcion del érgano blanco. Debido al consumo de plaguetas se
produce trombocitopenia y por consecuencia hemorragias espontaneas. La
interaccion  endotelial-plaquetaria 'y el reclutamiento de leucocitos
polimorfonucleares agrava aun mas el dafio endotelial por lo que se produce anemia
hemolitica debido a la destruccién de los glébulos rojos en la sangre al circular por
los vasos dafiados. Principalmente, se afectan intestino, rifidn y sistema nervioso
central (Reyes, 2007).

2.13. Manifestaciones clinicas
Tras la ingestion de ECEH o ECST, la respuesta humana varia desde una infeccion
asintomética hasta la muerte. El periodo de incubacién desde el momento de
ingestion hasta la aparicion de los primeros sintomas varia de uno a ocho dias.
Tipicamente la enfermedad comienza con colicos y diarrea sin hemorragia que
puede avanzar, aunque no necesariamente a una diarrea hemorragica en un
periodo de dos a tres dias y usualmente la diarrea hemorrégica se presenta en el
70% o mas de los pacientes sintomaticos. Las infecciones por cepas ECST, varia
desde una infeccibn asintomatica, diarrea acuosa, hasta presentarse colitis
hemorragica y sindrome urémico hemolitico, mientras que en las infecciones por
ECEH, las manifestaciones clinicas se tornan alin mas severas ya que ademas de
presentar la colitis hemorragica (CH) y el sindrome urémico hemolitico (SUH)

presentan la purpura trombocitopénica trombética (PTT) (FAO y OMS, 2004).

Los sintomas de la CH incluyen célicos severos seguidos por una diarrea
voluminosa y hemorragica, erosion y hemorragia de la mucosa del colon. La CH
puede ser la Uunica manifestacion de una infeccion por ECEH y puede preceder el
desarrollo del SUH, existen complicaciones de la CH asociada con ECEH que

incluyen hemorragia digestiva alta y embolia cerebral. Se calculan que el indice de
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mortalidad para aquellas personas que padecen de colitis hemorragica sin avance
al SUH es del 1% (FAO y OMS, 2004).

El SUH se caracteriza por una insuficiencia renal aguda, uremia, anemia hemolitica,
trombocitopenia (deficiencia de plaquetas) y puede causar complicaciones
neuroldgicas (convulsiones, accidentes cerebrovasculares y coma) en el 25% de los
pacientes. Las lesiones son causadas por la circulacién de Stx libre soluble o por
union en la sangre. Aproximadamente 50% de los supervivientes pueden padecer

secuelas renales cronicas (WHO, 2011).

De vez en cuando, los pacientes con una infeccién por ECEH contraen la purpura
trombocitopénica trombética (PTT), una condicidn similar al SUH pero que tiene mas
probabilidades de presentarse en adultos con lesiones neurolégicas mas

prominentes y menos efectos renales que en el SUH (FAO y OMS, 2004).

La Organizacion Mundial de la Salud, indica que los antibiéticos no deben formar
parte del tratamiento de los pacientes con enfermedad por ECST Y ECEH ya que
posiblemente aumenten el riesgo de SUH posteriormente (OMS, 2016) (FAO y
OMS, 2004). La incidencia de infeccion con ECEH varia por grupo de edades, con
la incidencia mas alta de casos informados en nifios. Ademas de los nifios, se sabe

gue los ancianos también son susceptibles a la infeccion (FAO y OMS, 2004).

2.14. Trasmision
ECEH y ECST pueden ser transmitidos a los seres humanos por la carne
contaminada poco cocida, productos lacteos, jugo de frutas, por contacto directo
con animales o estiércol, contacto persona a persona y a través del consumo de
agua. Sin embargo, la contaminacion de la carne con material fecal en el proceso
de sacrificio del ganado bovino y ovino es la principal via de transmision (Rahimi et
al.,, 2012). Gran parte de las infecciones han sido atribuidas al consumo de
alimentos contaminados, en particular, la carne molida se considera un medio de
vehiculo debido a la contaminacién cruzada que ocurre previo o0 durante su

preparacion, ademas, de la dispersion en frutas y vegetales como resultado de una
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Ineficaz muerte de este patdégeno en la carne durante la preparacion para la coccion
(Amézquita et al., 2017). Estudios epidemiolégicos muestran que el estiércol del
ganado es la fuente principal de la mayoria de las infecciones por ECST y ECEH
gue se presentan en los seres humanos, por consiguiente, los alimentos asociados
ya sea directa o indirectamente con estos animales (carne y productos lacteos de
consumo, pieles y otros como abonos a base de estiércol) son frecuentemente
implicados como vehiculos de transmision a las poblaciones humanas (FAO y OMS,
2004).

2.15. Técnicas de diagndstico

Para el aislamiento, la identificacion y la caracterizacion de cepas de E. coli se
aplican métodos convencionales in vivo e in vitro y de biologia molecular;
aislamiento bacteriano, pruebas bioquimicas, pruebas de aglutinacion, la
demostracién de la produccion de las toxina Stx mediante un modelo in vitro que
permita observar el efecto citopatico en cultivo de células Vero (células de rifion de
mono verde), CHO (células de ovario de hamster chino) o HelLa (células de
carcinoma cérvico-uterino), otro método y aplicado en este estudio es la Reaccion
en Cadena de la Polimerasa (PCR: del inglés, “Polymerase Chain Reaction”), que
consiste en la amplificacion in vitro de un fragmento de ADN especifico, en donde
la hibridacion se realiza entre el ADN blanco y el iniciador (una secuencia conocida
de un fragmento especifico de un gen) (Rodriguez, 2002). En la tabla 2, se
presentan las secuencias de iniciadores empleadas para la identificacién de los
genes involucrados en la patogenicidad de ECST y ECEH.

2.16. La produccién y consumo de la carne de ovino en México
De acuerdo a los datos publicados por el Servicio de Informacion Agroalimentaria y
Pesquera (SIAP), en 2014, se tiene una produccién nacional 114,167 toneladas de
carne de ovino. Particularmente el Estado de México registré 16,909 toneladas,
ubicandolo como el estado con mayor produccion (SIAP, 2014). Actualmente la

ovinocultura mexicana es primordialmente hacia la produccion de carne lo cual llega
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a constituir una muy importante proporcion en la dieta carnica de diversas regiones.
La mayor demanda se localiza en el centro del pais, siendo sus mayores
consumidores el Estado de México y Distrito Federal, ademas de los estados de
Monterrey, Guadalajara y Puebla (Orona et al., 2014).
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[1l. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Desde el ultimo brote de E. coli ocasionado por ECET, ECEI, ECEP, ECEH y E. coli
no O157:H7 que afecto a la poblacion de Chalco en México en el afio 2000, no se
tiene registro de nuevos brotes de E. coli que hayan afectado a la poblacion
mexicana. Sin embargo, en las investigaciones realizadas por Amézquita et al., en
2012, identificaron ECEH O157:H7 en heces de ovinos y en 2014 identifican ECST
en heces de ovinos, investigaciones realizadas en CuliacAn y en otras
investigaciones realizadas por Reyes et al., en 2013, identifican ECEH O157:H7 en
las canales de bovinos de rastros del centro y norte del Estado de México, de tal
manera, que se ponen en manifiesto la existencia de ECST y ECEH O157:H7 en el
estado de Culiacan y el Estado de México, patdgenos que podrian causar un

problema de salud publica en México.
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IV. JUSTIFICACION

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) constituyen una importante
causa de morbilidad, mortalidad y un significativo impedimento al desarrollo
socioeconémico en todo el mundo, ya que ha seguido sin conocerse la carga de
enfermedades que generan los alimentos insalubres. Una informacion precisa sobre
la carga de las ETA’s puede orientar adecuadamente a los planificadores de
politicas a la hora de asignar recursos apropiados al control de la inocuidad de los

alimentos y a las intervenciones en este ambito (WHO, 2015).

Las ETA’s se han relacionado a enfermedades diarreicas segun la OMS (WHO,
2015) y entre los principales agentes etioldgicos se encuentran Salmonella
enteritidis, Listeria monocytogenes, Campylobacter jejuni, Yersinia enterocolitica,
Shigella disenteriae, Enterobacter sakasaki, y Escherichia coli. (Rivas et al., 2008)
la cual se clasifica segun su presentacion clinica en 6 grupos; E. coli enteropatdégena
(ECEP), E. coli enteroinvasiva (ECEI), E. coli enterotoxigénica (ECET), E. coli
enteroagregativa o enteroadherente (ECEAgg o ECEA), E. coli de adherencia difusa
(ECAD) y E. coli productora de toxina shiga (ECST), dentro de este ultimo grupo se
encuentran las E. coli enterohemorragicas (ECEH) (Hannaoui et al., 2009).

Las bacterias E. coli que se encuentran en los grupos ECST y ECEH son de mayor
patogenicidad debido a que poseen genes que codifican a la toxina shiga (Stx1,
Stx2), a la proteina intimina (eaeA) y la enterohemolisina (hlyA), de manera que
estos genes son responsables de causar desde una diarrea acuosa y sanguinolenta
hasta la colitis hemorragica, sindrome urémico hemolitico y purpura
trombocitopénica trombotica en el hombre. Estas enfermedades son de importancia
en salud publica ya que su origen principalmente ha sido por el consumo de
vegetales y carnes provenientes de bovinos y ovinos contaminados con estos

patogenos.

En Europa y Estados Unidos de América han reportado brotes de estas

enfermedades y casos de muerte relacionadas con la bacteria E. coli. En México el
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brote mas reciente relacionado a estos grupos de E. coli fue en el 2000 en Chalco,
en donde se reportaron los grupos ECET, ECEI, ECEP y E. coli no O157:H7 como
los agentes etiologicos que ocasionaron diarrea a causa del desbordamiento de

aguas negras (Cortés et al., 2002).

Actualmente en México no se tiene registro de nuevos brotes de enfermedades
diarreicas ocasionadas los grupos patogénicos de ECST y ECEH, sin embargo, en
las investigaciones realizadas por Amézquita et al. (2012 y 2014) en Culiacan y
Reyes et al. (2013) en el Estado de México identificaron estos grupos en heces de

ovinos y canales de bovinos.

Debido a su constante produccién en el centro del pais y el alto consumo de
la carne de ovino localizada en el Estado de México y el Distrito Federal, y los
hallazgos encontrados en las investigaciones anteriores que indican la presencia de
los patégenos ECST y ECEH en la especie ovina en México, surge la necesidad de
identificar la presencia de los genes Stx1, Stx2, eaeA y hlyA que caracterizan a los
grupos patogenos de ECST y ECEH en los aislamientos de Escherichia coli
obtenidos de canales de ovinos de rastro municipal de Capulhuac y en carne
procesada de ovinos provenientes de la ciudad de Toluca, a fin de que los
resultados obtenidos indiquen la presencia o ausencia de estos grupos patogénicos
E. coli que podrian ser un riesgo para la salud publica de la entidad.
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V. HIPOTESIS

Los genes Stx1, Stx2, eaeA y hlyA se encuentran presentes en aislamientos de

Escherichia coli obtenidas de canales y carne procesada de ovinos.
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VI. OBJETIVO

6.1. Objetivo general:
Identificar la presencia de los genes Stx1, Stx2, eaeA y hlyA en los aislamientos de
Escherichia coli obtenidos de canales de ovinos en rastro municipal de Capulhuac

y en carne procesada de ovinos provenientes de la ciudad de Toluca.

6.2. Objetivos especificos:

1. Obtener la frecuencia de los genes Stx1, Stx2, eaeA y hlyA en aislamientos
de E. coli obtenidos de canales y carne procesada de ovinos.

2. Clasificar los aislamientos de E. coli dentro de los 6 grupos descritos con
base a criterios moleculares mediante la amplificacion de los genes Stx1,
Stx2, eaeAy hlyA.
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VII. MATERIAL Y METODO

7.1. Aislados
Para este estudio, se cont6 con un cepario de 71 aislamientos de E. coli mantenidos
a -80°C resguardados en el Centro de Investigacion y Estudios Avanzados en Salud
Animal (CIESA) de la FMVZ-UAEM y que constan de 53 aislamientos obtenidos de
canales de ovinos procedentes del rastro municipal de Capulhuac, Estado de
México, durante el periodo de Enero a Junio de 2015 y 18 aislamientos obtenidos
de la carne procesada de ovinos procedentes de puntos de venta al publico de la

ciudad de Toluca, durante el periodo de Julio a Diciembre de 2015 (Tabla 1).

Tabla 1. Namero de aislamientos de E. coli disponibles para el estudio.

Aislamientos de E. coli

Numero de aislamientos obtenidos de NUmero de aislamientos obtenidos Total de
canales en unidad de sacrificio (rastro). de carne procesada en puntos de aislamientos.

venta al publico.

53 18 71

* Los aislamientos fueron mantenidos a -80°C.

7.2. Reactivacion de aislados
Los aislados se tomaron con el asa bacteriolégica de cada uno de ellos y fueron
sembrados en placas de agar MacConkey (MAC) e Infusién Cerebro Corazén (BHI)
y se incubaron a 37°C durante 24 horas, posteriormente se observaron las placas y
se verificaron las caracteristicas morfologias y fenotipicas de E. coli (Rodriguez,
2002).

7.3. Extraccion de ADN por shock térmico
En viales de 1.5 ml. se agregd 1 ml. de agua destilada estéril, posteriormente se

agrego una asada del cultivo bacteriano, paso seguido se centrifugd a 14,341
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gravedades por 10 min. y se elimino el sobrenadante, este proceso se realizé tres
veces, al finalizar se agregaron 200 pl de H20 estéril y se homogeneizo, en seguida
se colocaron los viales en agua a 100°C por 5 min., posteriormente se agit6 por 1
min. y se colocaron los viales a -20°C por 5 min., este proceso se realizo tres veces,
al concluir se centrifugd a 14,341 gravedades por 3 min., el sobrenadante fue

trasvasado a un vial estéril y conservado a -20°C hasta su utilizacion.

7.4. Amplificacién por PCR multiple

La reaccion total de PCR fue de un volumen de 25 pl: 13.3 pl H,O, 2.5 ul ADN 100
ng, 2.5 pl Buffer, 2 pl Cl2 Mg 25 mM, 0.5 pl dNTPs 200 uM, 0.5 pl C/Oligonucleotido
100 Ng (Stx1, Stx2, eaeA, hlyA) (Tabla 2) y 0.2 ul de Taqg. polimerasa 0.5 U. El
programa de amplificacion fue de 10 ciclos con una desnaturalizacion a 95°C por 1
min., hibridacién a 65.5°C por 2 min. y una extension a 72°C por 1.30 min., 1 ciclo
de desnaturalizaciéon a 95°C por 1 min., hibridacion a 64.5°C por 2 min. y una
extension a 72°C por 1.30 min. y 13 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 1 min.,
hibridacién a 60°C por 2 min. y una extension a 72°C por 2.30 min. (Paton y Paton,
1998). Como control positivo se utilizé una cepa control Escherichia coli O157: H7
ATCC BAA-460 RIMD 0509952 (Sakai).

Tabla 2. Secuencia de oligonucle6tidos y condiciones de PCR mudltiple.

Tamafio de  Temperatura

Primer. Secuencia (5'--3). . . Referencia.
fragmento.  de alineacion.
5' ATAAATCGCCATTCGTTGACTAC
Stx1 F 3 180
Stx1R 5" AGAACGCCCACTGAGATCATC 3
stx2 F 5" GGCACTGTCTGAAACTGCTCC 3 -
Stx2 R g TCGCCAGTTATCTGACATTCTG ssc Paton y
eaeAF 5 GACCCGGCACAAGCATAAGC 3' 384 Paton 1998.
eaeAR 5 CCACCTGCAGCAACAAGAGG 3
hiyAF 5" GCATCATCAAGCGTACGTTCC 3'

5' AATGAGCCAAGCTGGTTAAGCT 534

hlyA R 3
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7.5. Electroforesis y visualizacion en trasluminador de luz UV
La reaccion de PCR se sometié a electroforesis en geles de agarosa al 2% y se
corrio a 80 volts durante 60 minutos, posteriormente fue tefiido con bromuro de
etidio y visualizado en un trasluminador de luz ultravioleta (UV) para observar el

producto amplificado.
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VIII. LIMITE DE ESPACIO

El presente proyecto se llevo a cabo en laboratorios y areas de estudio del Centro
de Investigacion y Estudios Avanzados en Salud Animal (CIESA) de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ) de la Universidad Auténoma del Estado
de México (UAEM).

Con direccion: kildbmetro 15.5 Carretera Panamericana Toluca-Atlacomulco, Estado
de México, México, (Latitud Norte: 19° 23" 57" y Longitud Oeste 99° 42" 477").

Los aislamientos de Escherichia coli que se ocuparon en este estudio se encuentran
en un cepario del CIESA de la FMVZ-UAEM y son provenientes de canales de
ovinos del rastro municipal de Capulhuac, Estado de México, durante el periodo de
Enero a Junio de 2015 y los aislamientos obtenidos de carne procesada son
procedentes de puntos de venta al publico de la ciudad de Toluca, durante el periodo
de Julio a Diciembre de 2015.
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IX. LIMITE DE TIEMPO
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X. RESULTADOS

Se analizaron 71 Aislamientos de E. coli mediante PCR para la deteccion de los
genes Stx1, Stx2, eaeA y hlyA y se obtuvo los siguientes resultados: en ninguno de
los aislados de E. coli obtenidos en carne procesada se encontraron los genes de
patogenicidad buscados (0/18). En tanto que en los aislados encontrados de las
canales de ovinos, se presentaron los genes Stx1 en 3.7% (2/53), Stx2 en 5.6%
(3/53), eaeA en 3.7% (2/53) y el gen hlyA en 3.7% (2/53) (figura 1) (Tabla 3).

hlyA 534 pb

S cccA 384 pb

Stx2 255 pb
Stx1 180 pb

Figura 1. Amplificacién por PCR multiple de los genes Stx1, Stx2, eaeA y hlyA en
aislamientos de E. coli obtenidas de canales de ovinos. Columnas: M, Marcador de
Peso Molecular; CC, Cepa Control; CN, Control Negativo; Aislamientos: 8, Stx1+y
hlyA+; 92, Stx2+; 93, Stx2+; 94, eaeA+; 96, Stx1+, Stx2+, hlyA+; 99, eaeA+.

Tabla 3. Resumen e Interpretacibn molecular de los aislamientos de E. coli
obtenidos de canales de ovinos.

Gen
Aislado Procedencia
Stx1 Stx2 eaeA hlyA
8 Canal + - - +
92 Canal - + - -
93 Canal - + - -
94 Canal - - + -
96 Canal + + - +
99 Canal - - + -

3.7% (2/53)  5.6% (3/53) 3.7% (2/53)  3.7% (2/53)

+, gen presente; -, gen ausente.
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Con los resultados obtenidos de la amplificacion de los genes blanco, se presenta

E. coli productora de toxina shiga (ECST) en 3.7% (2/53) en los aislamientos 92

(Stx2) y 93 (Stx2) y E. coli enterohemorragica (ECEH) en una frecuencia del 7.5%
(4/53) en los aislados 8 (Stx1 y hlyA) y 96 (Stx1, Stx2 y hlyA), 94 (eaeA) y 99 (eaeA)

(Tabla 4).

Tabla 4. Clasificacion de los aislamientos de E. coli obtenidos de canales de ovinos.

Aislado  Procedencia Gen E. coli
Stx1 Stx2 eaeA hlyA

8 Canal + - - + Enterohemorragica.

92 Canal - + - - Productora de toxina shiga.
93 Canal - + - - Productora de toxina shiga.
94 Canal - - + - Enterohemorragica.

96 Canal + + - + Enterohemorragica.

99 Canal -

Enterohemorrégica.

+, gen presente; -, gen ausente.
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X1. DISCUSION

En el presente estudio, los aislamientos obtenidos presentaron variacion en la
presencia de los genes patogénicos. En ninguno de los aislados de E. coli obtenidos
de carne procesada (0/18) se encontraron los genes de patogenicidad buscados.
Esto lo relacionamos a que el origen de los aislamientos es diferente y al no
presentar los genes Stx1, Stx2, eaeA y hlyA no se clasifican en los grupos ECST y
ECEH, sin embargo, podrian pertenecer a los otros grupos patdgenos de E. coli. La
ausencia de los genes Stx1, Stx2, eaeA y hlyA en dichos aislamientos se podria
relacionar a las condiciones tanto de conservacion de las canales como a la coccion
de la carne de ovino, debido a lo reportado en la investigacion de Lenahan et al.,
(2007), en donde identifico 6 aislamientos de E. coli que expresaron los genes Stx1
0/6, Stx2 4/6, eaeA 6/6 y hlyA 5/6 previo al enfriamiento de las canales y después
del enfriamiento de las canales solo encontro 4 aislamientos de E. coli los cuales
expresaron los genes Stx1 en 1/4, Stx2 en 3/4, eaeA en 4/4 y hlyA en 4/4, esto
indica que la presencia de los genes puede variar dependiendo del ambiente en el

gue se conservan las canales.

Por otro lado, en las canales de ovinos en rastro, el gen Stx1 se present6 en 3.7%
(2/53) de los aislados y Stx2 en 5.6% (3/53), genes que se asocian al desarrollo de
colitis hemorragica (CH), sindrome urémico hemolitico (SUH) y purpura
trombocitopénica trombotica (PTT) (Reyes et al., 2013). El gen eaeA se encontro
en 3.7% de los aislados (2/53), éste codifica a la proteina intimina responsable de
las lesiones de adhesion y esfacelamiento o borrado de las microvellosidades del
epitelio intestinal y el gen hlyA se identificé en 3.7% (2/53) de los aislados y codifica
a la enterohemolisina, una proteina que actua en la lisis de los eritrocitos y la con
liberacién de la hemoglobina proporciona una fuente de hierro que mejora el

crecimiento de ECEH en el intestino (Paton y Paton, 1998).

A nivel internacional los grupos de ECST y ECEH son de importancia en salud

publica debido a que han sido responsables de brotes epidémicos en diferentes
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partes del mundo (FAO y OMS, 2004) e investigaciones realizadas indican que los

ovinos son reservorios importantes de estos patégenos.

La prevalencia de los genes Stx1, Stx2, eaeAy hlyA es variable en el mundo, Kamel
et al., (2015) en Egipto, identifica los genes Stx1 en 23% (3/13), Stx2 en 62% (8/13),
eaeA en 85% (11/13) y el gen hlyA en 85% (11/13) en cepas de E. coli O157:H7
obtenidas de muestras fecales de ovinos. En India Wani et al., (2003), identificd en
muestra fecales de corderos 2.2% (1/45) de los genes Stx1, Stx2 y eaeA, cabe
mencionar que en estos animales no se presentd ningun signo que indicara la
presencia de la enfermedad, confirmando lo mencionado anteriormente que los
ovinos son reservorios importantes de estos patdgenos, sin embargo, en algunos
estudios como el realizado por Shekarforoush et al., (2008), reporta la presencia del
Stx2 en 3.9% (6/153) en ovejas sacrificadas en mataderos en Irdn, Rahimi et al.,
(2012), en Irdn encontraron en carne cruda de ovinos el gen Stx2 en 1.6% (1/62) en
cepas E. coli 0157: H7, Tahamtan et al., (2010), al sur de Iran identifico en canales
de ovejas los genes Stx1l y Stx2 en 73.68% (14/19). Los estudios mencionados
anteriormente podrian indicar una posible contaminacién cruzada por este patdgeno
entre las canales de ovinos durante el proceso de sacrificio; siendo un vehiculo de
trasmision de esta enfermedad de origen alimentario, incrementando el riesgo en la
salud publica. En el presente estudio se encontrd una baja presencia de los genes
Stx1, Stx2, eaeA y hlyA en aislamientos obtenidos de canales de ovinos en
comparacién a los estudios realizados en otras naciones y dichos aislamientos

podrian pertenecer a los grupos patégenos ECST y ECEH de E. coli.

En México, Amézquita et al., (2012), identificaron en heces de ovinos 27% (10/37)
de ECEH O157:H7 expresando los genes Stx1 en 62% (23/37), Stx2 en 94%
(35/37), eaeA en 32% (12/37) y hlyA en 65% (24/37), nuevamente Amézquita et al.,
(2014), identifican los genes Stxla en 62.5% (10/16), Stx1c en 56.25% (9/16), Stx2b
en 26.25% (9/16), Stx2c en 31.25% (5/16) y Stx2d en cepas de E. coli 0157 y E.

coli no 157 aisladas de heces de ovejas, ambos estudios realizados en Culiacan,
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México y Reyes et al., (2013), identificaron los genes Stx1 en 0.8% (2/228), Stx2 en
2.6% (6/228) y el gen eaeA en 2.1% (5/228), en aislamientos de E. coli O157:H7 y
E. coli O157: NM obtenidos de contenido de colon y canales de bovinos en rastro
del altiplano central de México e indica el riesgo que existe en la linea de matanza
al tener un animal infectado con los grupos ECST y ECEH que pueden llegar a
contaminar las canales y de esta forma poder llegar a afectar en los humanos como
lo menciona Askari et al., (2015), al identificar los genes; Stx1 y hlyA en E. coli
aisladas de nifios con diarrea o como sucedié en brotes en Estados Unidos (1993),
por el consumo de hamburguesas con carne de bovino poco cocidas (Michanie,
2003), en Escocia (1996), por consumo de productos carnicos de bovinos
contaminados (FAO, 2002), en Noruega (2006), el consumo de salchichas de origen
ovino fueron la fuente de infeccion (Sekse et al., 2009) y recientemente en 2011, en
Europa y América del Norte se presentd ECEAgg y ECST 0104:H4 debido al
consumo de productos vegetales (WHO, 2011).

Con estos resultados se puede determinar que la prevalencia de los genes
patogénicos Stx1, Stx2, eaeA y hlyA de ECST y ECEH son menores en el Estado
de México a los presentados en Culiacan, México y a los reportados en otras

naciones del mundo.

Se considera a estos aislamientos de E. coli obtenidos de las canales de ovinos
como un riesgo para la salud publica al haber expresado los genes patogénicos
Stx1, Stx2, eaeA y hlyA los cuales causan graves enfermedades en el hombre. De
tal manera, que existe el riesgo de infeccion a través de la ingesta de carnes o
vegetales contaminadas con estos grupos patdgenos de E. coli (ECST y ECEH).
Ademas, de indicar que el ganado ovino es un reservorio natural que puede portar

este patogeno en lana, piel y tracto gastrointestinal.
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XIl. CONCLUSIONES

Los resultados encontrados en este estudio indican la presencia de los genes
patogénicos Stx1, Stx2, eaeA y hlyA en los aislamientos de E. coli obtenidos de
canales de ovinos en rastro. Por lo tanto, las canales de ovinos puede ser una fuente
potencial de infeccion por E. coli productora de toxina shiga y E. coli

enterohemorréagica.

Por otra parte, los aislamientos de E. coli obtenidas de carne procesada no

amplificaron los genes analizados.
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XIll.  SUGERENCIAS

Determinar los serotipos O: H en los aislamientos positivos a los genes Stx1, Stx2,

eaeAy hlyA.

Identificar las variantes Stxla de Stx1 y Stx2c de Stx2, ya que son los genes que se
han reportado con mayor frecuencia en la presentacion del sindrome urémico

hemolitico y se encuentran principalmente en los ovinos.
Realizar pruebas de sensibilidad antimicrobiana.

Continuar con investigaciones que determinen la prevalencia de los genes
patogénicos Stx1, Stx2, eaeA y hlyA de ECST y ECEH en la especie ovina (en
heces, canales o en la carne para consumo humano). De tal forma, que se pueda
determinar el origen o el punto de contaminacion por estos patdgenos que son un

riesgo para salud publica.
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