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Resumen

El objetivo del presente estudio fue determinar la presencia de factores de virulencia y
patrones de resistencia antibiotica en 46 cepas de Escherichia coli aisladas en aves de corral
(Pollos de carne - Broiler). Las 46 cepas de Escherichia coli fueron resistentes a
ciprofloxacina, enrofloxacina, colistina, amoxicilina, florfenicol, doxiciclina, oxitetraciclina,
fosfomicina y sulfatrimetropin. Analisis molecular de REP-PCR y BOXAI1R confirmd la
presencia de 46 cepas genéticamente diferentes obtenidas a partir de los aislados clinicos.
Toxinotipificacion mediante PCR para los genes de Toxina Shiga 1 (stx1), Toxina Shiga 2
(stx2) encontrd solo la presencia de genes productores de Toxina Shiga 2 en 6 cepas de
Escherichia coli (6/46; 13,04 %). El presente estudio constituye uno de los primeros reportes
de Escherichia coli productora de shigatoxina 2 en sistemas de produccion de pollos de
carne en la costa peruana. En base a los resultados obtenidos, se sugiere la presencia
Escherichia coli multidrogo resistente y productora de toxinas en cuadros clinicos aviares.

Detection and molecular characterization of Escherichia coli
Shiga toxin-producing poultry production systems

Abstract

The aim of this study was to determine the presence of virulence factors and antibiotic
resistance patterns of 46 Escherichia coli strains isolated from poultry. The 46 strains of
Escherichia coli were resistant to ciprofloxacin, enrofloxacin, colistin, amoxicillin,
florfenicol, doxycycline, oxytetracycline, fosfomycin and sulfatrimetropin. Molecular
analysis and BOXALR REP-PCR confirmed the presence of 46 genetically different strains
obtained from clinical isolates. PCR for Shiga toxin 1 (stx 1), Shiga toxin 2 (Stx2) genes
found only the presence of Shiga toxin 2 in six strains of Escherichia coli (6/46; 13.04 %).
This study is one of the first reports of Shiga-toxin 2 producing Escherichia coli in poultry
production systems in the Peruvian coast. Based on the results obtained, it suggests the
presence multidrug resistant and toxin-producing Escherichia coli from avian clinical cases.
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Shiga 1y 2 (Escherichia coli verotoxigénica),

Escherichia coli patogénica aviar (APEC)
usualmente se asocia a infecciones extra
intestinales causantes de enfermedades
respiratorias, septicemia, sindrome de cabeza
hinchada, celulitis entre otros, predominando
los serotipos O1, 02, 035y 078 [1]. Algunas
de las propiedades que caracterizan a las
APEC son la produccion de pilis especificos
gue median la adherencia a los tejidos, la
secrecion de aerobactina, la resistencia a la
actividad bactericida del suero, la formacion
de capsulas de polisacaridos entre otros [2].
Adicionalmente, las cepas de Escherichia
coli patogénicas provenientes de mamiferos,
producen citotoxinas conocidas como toxina
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las cuales poseen la capacidad de causar
patologias en humanos como la colitis
hemorrégica y sindrome urémico, enferme-
dades producidas debido principalmente al
consumo de alimentos contaminados (carne y
leche)[3]. Investigaciones epidemioldgicas
revelaron que el ganado doméstico es el
principal responsable de la transmisién de
Escherichia coli verotoxigénica [4]. Sin
embargo, en la actualidad se han venido
reportando la presencia de factores de
virulencia como la presencia de toxinas tipo
Shiga  (verotoxinas) en APEC [1]
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constituyendo las aves de corral una fuente
potencial de produccién de cepas patogénicas
de Escherichia coli para humanos. El
objetivo del presente estudio fue determinar
la presencia de factores de virulencia y
patrones de resistencia antibidtica en 46
cepas de Escherichia coli aisladas a partir de
casos de colibacilosis clinica en aves de
corral.

2. Materiales y Método

Cuarenta y seis cepas de Escherichia coli,
obtenidas a partir de casos clinicos de
colibacilosis en aves de corral, fueron
aisladas a partir de cultivo selectivo en Agar
Mc Conkey Yy enriquecidas en caldo
Tioglicolato durante 24 horas a 37 °C. Un
perfil de resistencia a antibidticos de primera

linea y segunda linea: ciprofloxacina,
enrofloxacina, colistina, amoxicilina,
florfenicol,  doxiciclina,  oxitetraciclina,

fosfomicina y sulfatrimetropin fue realizado.

ADN genomico de Escherichia coli fue
extraido a partir de 5 colonias utilizando el
método de digestion con proteinasa K vy
solventes orgénicos [5]. EI ADN gendmico
fue cuantificado por espectrofotometria vy
diluido a una concentracion final de 10
ng/uL.

2.1 Huella genética dactilar por BOXALR
y REP-PCR

Fragmentos entre 100 y 1500 pares de bases
fueron amplificados mediante BOX AlR y
REP-PCR utilizando los cebadores vy
condiciones descritas por [6]. La reaccion de
PCR se realiz6 en un volumen final de 20 uL
conteniendo 10 ng ADN genomico, 1X
Buffer de PCR (20 mM Tris-HCI, 20 mM
KCI, 5 mM (NH,),SQO,), 2.5 mM MgCl,, 10
pmoles de cada cebador (5’-3"):
REPL:IIIGCGCCGICATCAGGC y
REP2:ACGTCTTATCAGGCCTAC;
BOXA1R:CTACGGCAAGGCGACGCTGA
CG, 0.2 mM de dNTPs, 1U Maxima
HotStart- Tag ADN polimerasa (Fermentas).
Los ciclos termales utilizados para REP-PCR
fueron: 1 ciclo inicial de 95 °C por 3 minutos,
30 ciclos de 90 °C por 30 segundos, 50 °C
por 30 segundos, 52 °C por 1 minutoy 72 °C
por 1 minuto, finalmente un ciclo de 72 °C
por 8 minutos, para BOXALR: 1 ciclo inicial
de 95 °C por 3 minutos, 30 ciclos de 94 °C
por 30 segundos, 50 °C por 1 minuto y 65 °C
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por 1 minuto, finalmente un ciclo de 65 °C
por 8 minutos, la amplificacion se llevo a
cabo en un termociclador Veriti Thermal
Cycler (Applied Biosystems). Los productos
de PCR fueron separados por electroforesis
en gel de agarosa al 1 % en buffer TBE 1X
(Tris, Borato, EDTA), teflidos con una
solucién de Bromuro de etidio (0.1 ug/mL) y
visualizados mediante luz ultravioleta. Una
huella dactilar genética (ADN fingerprinting)
fue realizada a partir de los patrones de
bandas generadas para BOX Al1R y REP-
PCR utilizando el programa Biodoc Analyze
v2.2 (Biometra).

Figura 1. BOXALR DNA fingerprinting (Huella
genética de ADN) de 9 aislados de Escherichia
coli provenientes aves comerciales (Broilers).
Lineas 1-9, aislados clinicos de Escherichia coli,
Linea M. marcador de peso molecular Generuler
100 bp plus (Fermentas), pb= pares de bases.

2.2 Amplificacion del gen de Toxina
Shigal (stx1A) y Toxina Shiga 2 (stx2A)

Fragmentos especificos para el gen de Toxina
Shigal (stx1A) y Toxina Shiga 2 (stx2A)
fueron amplificados mediante reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) utilizando los
cebadores descritos por [7] en un volumen
final de 20 uL conteniendo: 10 ng ADN
gendémico, 1X Buffer de PCR (20 mM Tris-
HCI, 20 mM KCI, 5 mM (NH,),SO,), 2 mM
MgCl,, 5 pmol de cada cebador (5°-3’):
StX1A;

LP30:CAGTTAATGTCGTGGCGAAGG vy
LP31:CACCAGACAATGTAACCG CTG;

Stx2A,; LP43: ATCCTATTCCCGG
GAGTTTACG 'y LP44: GCGTCAT
CGTATACACAGGAGC, 02 mM de

dNTPs, 0.5 U Maxima HotStart- Tag ADN
polimerasa (Fermentas). Los ciclos termales
fueron los siguientes: desnaturalizacion
inicial de 94 °C por 3 minutos, seguido de 30
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ciclos de 94 °C por 30 segundos, 53 °C por
60 segundos, 72 °C por 30 segundos y una
extension final de 72 °C por 5 minutos, la
amplificacion se llevd a cabo en wun
termociclador ~ Veriti  Thermal  Cycler
(Applied Biosystems). Los productos de PCR
fueron separados mediante electroforesis en
gel de agarosa al 1 %, TBE 1X a 100V,
tefiidos con una solucion de Bromuro de
etidio (0.1 ug/mL) y visualizados mediante
luz ultravioleta.

Figura 2. Amplificacion por PCR del gen para
Toxina Shiga 2 de 7 aislados de Escherichia coli
provenientes aves comerciales (Broilers). Lineas
1-7, aislados clinicos de Escherichia coli, Linea 8.
Control positivo (Escherichia coli verotoxigénica
— Gen Toxina Shiga 2), Linea M. marcador de

peso molecular Generuler 100 bp plus
(Fermentas), pb= pares de bases.
3. Resultados y Discusion

Un total de 46 cepas diferentes de
Escherichia coli fueron aisladas a partir de
cornetes nasales (8/46, 17.4 %), higado (4/46,
8.7 %), pulmon (5/46, 10.9 %), saco vitelino
(6/46, 13 %), sacos aéreos (8/46, 17.4 %),
senos infraorbitarios (6/46, 13 %) y traquea
(9/46, 19.5 %). La identidad de las cepas fue
confirmada por la presencia de 46 patrones
diferenciados de bandas amplificadas por
BOXAI1R y REP-PCR (Figura 1). Las 46

cepas aisladas  fueron  resistentes a
antibioticos de primera linea y segunda linea:
ciprofloxacina,  enrofloxacina,  colistina,
amoxicilina, florfenicol, doxiciclina,
oxitetraciclina, fosfomicina y
sulfatrimetropin, resultado igual con lo
reportado por otros autores [8,9]. El

incremento de los reportes de resistencia
antibiotica en Escherichia coli en sistemas de
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produccién animal viene siendo atribuido al
uso de antibioticos en dosis subterapéuticas
(promotores de crecimiento), el uso de
antibidticos de primera y segunda linea en
dosis terapéuticas y el uso excesivo de
desinfectantes [8,9,10]. Sin embargo, no
todas la Escherichia coli presentes en aves
son potencialmente  patogénicas  para
humanos, pero es necesario recalcar la
importancia de la potencial transmision de
factores de virulencia o genes de resistencia
antibidtica de estas cepas a cepas no
patogénicas presentes en la microflora
intestinal humana [11,12].

Nuestros resultados reportan un total de 6
cepas de Escherichia coli aisladas (6/46;
13.04 %) a partir de trdquea, senos
infraorbitarios, sacos aéreos, cornetes nasales
e higado que amplificaron un fragmento de
584 pares de bases del gen productor de
Toxina Shiga 2 (Figura 2). No se aprecio
amplificacion en ninguna de la 46 cepas de
Escherichia coli para gen productor de
Toxina Shiga 1. Similares resultados han
sido reportados para la presencia de
Escherichia coli verotoxigenica (Toxina
Shiga 2 positiva) en aves de corral con
colibacilosis (23.8 %, 10/42) [13] en la India.
Estudios en Canada reportan un 53 % (52/97)
de cepas portadoras de Toxina 1 0 2 en aves
con cuadros clinicos de colibacilosis [1]. En
contraste, [14] reportan la presencia de
Escherichia coli 0157 verotoxigenica
(Toxina Shigal y 2 positivas) en aves de
corral sanas en Eslovaquia en un orden de
9.2 %, [15]; en la India, en palomas y aves de
corral clinicamente sanas, se reportan en un
orden de 4.24 % [16] y en Finlandia, en
palomas, se reportan un 3 %; las prevalencias
més elevadas del orden del 70 % en aves
sanas han sido reportadas en Nigeria [17],
indicando la importancia de las aves de corral
en la transmision de esta cepa de Escherichia
coli. Adicionalmente, reportes de la presencia
de Toxina shiga 2 en heces de canarios
domésticos (Serinus canaria domestica)
sanos en Iran (6 %; 3/50) alertan de un nuevo
potencial vehiculo aviar para la transmision

de Escherichia coli verotoxigenica a
humanos [18].
4. Conclusiones

El presente estudio constituye uno de los
primeros reportes de Escherichia coli,
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productora de shigatoxina 2 en sistemas de
produccién de pollos de carne en la costa
peruana. Los resultados obtenidos indican la
presencia  Escherichia coli  multidrogo
resistente y productoras de Toxina Shiga 2 en
cuadros clinicos de colibacilosis aviar
sugiriendo la importancia de los sistemas de
produccion aviar en la transmisién de esta
cepa de Escherichia coli verotoxigenica.
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