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RESUMEN

Escherichia coli productora de toxina tipo Shiga (STEC) puede causar 

brotes y casos aislados de diarrea, colitis hemorrágica y síndrome urémico 

hemolítico. La principal vía de transmisión es por consumo de alimentos y/o agua 

contaminados con la bacteria. STEC puede sobrevivir en el ambiente gracias a las 

biopelículas, cuyo desarrollo se ve favorecido debido a la expresión de genes 

fimbriales y autotransportadores. Estas biopelículas representan un gran desafío 

en la industria alimentaria y salud pública. Se seleccionaron 67 aislados STEC y 

se analizó su capacidad de formar biopelículas mediante ensayo en microplacas 

de poliestireno a 23°C y 37°C. Se determinó la presencia de los genes asociados 

a formación de biopelículas crl, csgA, csgD, ehaA, ehaB, espP, cah y flu desde los 

genomas de las cepas a través de alineamiento de la secuencia de cada gen con 

la secuencia completa del genoma de los aislados STEC. También se determinó la 

presencia de polimorfismos en la secuencia aminoacídica de los genes en los 

aislados. El 91% de los aislados (61/67) formaron biopelículas. El 73% (22/30) de 

los aislados de carne formaron biopelículas moderada a fuerte, versus el 59% 

(22/37) de los aislados de deposiciones de bovinos. Sin embargo, la capacidad de 

formación de biopelículas no dependió del origen de los aislados. El 100% de los 

aislados resultaron positivos a la presencia del gen crl, el 99% (66/67) para csgA, 

y csgD, 97% (65/67) para fimH y 94% para ehaA (63/67). El gen cah estuvo 

presente en 3% (2/67), el gen ehaB en 35% (52/67), y espP y flu en 61% (41/67) 

de los aislados. Mediante el coeficiente de Spearman (rho) se observó que a 23 °C 

solo el gen fimH mostró una asociación con la capacidad de formar biopelícula, 

pero no se observó asociación a 37°C. Además, no se observó asociación entre 

alelos específicos de las secuencias aminoacídicas y la capacidad de formar 

biopelículas para ningún gen. La capacidad de formar biopelícula de estos 

aislados y la falta de correlación con la presencia de genes fimbriales y 

autotransportadores sugiere que son necesarios mayores estudios que ayuden a 

comprender la complejidad de estas comunidades celulares. 

Palabras claves: STEC, Biopelículas, genes fimbriales y autotransportadores
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SUMMARY

Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) can cause outbreaks and 

isolated cases of diarrhea, hemorrhagic colitis and hemolytic uremic syndrome. 

The main route of transmission is through consumption of food and/or water 

contaminated with the bacteria. STEC can survive in the environment through 

biofilm formation. Biofilms prosper due to the expression of fimbrial and 

autotransporter genes. These biofilms represent a big challenge in the food 

industry and public health. We selected 67 STEC isolates to measure their biofilm 

formation ability by growth in polystyrene microplates at 23 ° C and 37 ° C. We 

determine the presence of genes associated with biofilm formation (crl, csgA, 

csgD, ehaA, ehaB, espP, cah and flu) by aligning the gene sequence with the 

complete sequence of the STEC genomes. The presence of polymorphisms in the 

aminoacidic sequence was also determined. Most of the isolates studied (61/67; 

91%) were able to form biofilm. Seventy three percent (22/30) of the meat isolates 

formed moderate to strong biofilms versus 59% (22/37) of bovine fecal isolates. 

However, the biofilm formation capacity did not depend on the origin at any 

temperature. All isolates (100%) carried the crl gene, 99% (66/67) was positive to 

genes csgA and csgD, 97% (65/67) tested positive to fimH, and 94% to ehaA 

(63/67). The cah gene was present in 3% (2/67) of isolates while the ehaB gene 

was present in 35% (52/67). Finally, espP and flu were carried by 61% (41/67) of 

the isolates. At 23 ° C, only the fimH gene showed was linked to the isolate ability 

to form biofilm (Spearman coefficient (rho) analysis), and no correlation was 

observed at 37 ° C. In addition, specific amino acid sequence alleles did not 

associate with the ability to form biofilms for any gene. The ability to form biofilms 

of these isolates and the lack of association with the presence of fimbrial and self-

transporter genes suggests that further studies are needed to better understand 

the complexity of these cellular communities.

Keywords: STEC, biofilm, fimbrial and autotransporter genes.
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1 INTRODUCCIÓN

Escherichia coli (E. coli) es una bacteria perteneciente a la familia 

Enterobacteriaceae (Henderson, 2008), habitante normal de la microbiota 

intestinal de animales y humanos (OPS, 2001), aunque existen algunas 

variedades patógenas. Entre ellas, E. coli Productora de Toxina Shiga (STEC), 

que puede causar diarrea y complicaciones como colitis hemorrágica (CH) y 

síndrome hemolítico urémico (SHU), especialmente en niños pequeños. El 

principal factor de virulencia de STEC es la toxina Shiga (Stx). Además, la intimina 

(codificada por el gen eae) y la hemolisina (codificada por el gen hlyA) están 

dentro de los principales factores de virulencia asociados a la patogenia de STEC.

El principal reservorio STEC son los bovinos, y la bacteria es excretada en 

las heces de estos animales. STEC puede sobrevivir en el ambiente gracias al 

desarrollo de comunidades bacterianas llamadas biopelículas. En la industria 

alimentaria, las biopelículas representan un desafío ya que son fuente de 

contaminación de los alimentos. En plantas faenadoras, las heces con STEC 

contaminan las superficies y es capaz de formar biopelículas debido a la ruptura 

de los intestinos durante la evisceración. Además, las biopelículas son de difícil 

eliminación a través de los protocolos de limpieza normales. Debido a esto, la 

carne se ve expuesta a contaminación con STEC durante distintas etapas del 

procesamiento. Dado que STEC persiste en las plantas de faenamiento gracias a 

la formación de biopelículas, es posible que STEC aisladas desde productos 

cárnicos tengan una alta capacidad de formar biopelículas. Varios genes tendrían 

un papel relevante en la formación de biopelículas de STEC, entre ellos los genes 

fimbriales y autotransportadores, que actúan en la adhesión y maduración de la 

biopelícula. En el presente estudio, se determinó la capacidad de formación de 

biopelículas que poseen cepas de STEC aisladas desde heces de bovino y carne 

molida, y se estudió si existía una relación entre esta capacidad de formación de 

biopelículas con la presencia de genes asociados a biopelículas.
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2 REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA

I. Escherichia coli

E. coli es una bacteria de la familia Enterobacteriaceae descubierta por 

primera vez por Theodor Escherich en 1885; es un bacilo Gram negativo, no 

esporulado, con un tamaño promedio de 1,1 – 1,5 µm de ancho y 2,0 – 6,0 µm de 

largo, y móvil gracias a que posee flagelos periticos (Fernández et al., 2003; 

Henderson, 2008). De acuerdo con su requerimiento de oxígeno, E. coli es 

considerada anaerobio facultativo. Además, E. coli es capaz de fermentar glucosa, 

fructosa y sacarosa con producción de gas y no son exigentes metabólicamente, 

siendo capaz de vivir en una amplia variedad de sustratos (Fernández et al., 

2003). La temperatura óptima promedio de multiplicación de la bacteria es de 

37°C, con un rango que va entre 7 a 50°C (Farrokh et al, 2013) y un pH óptimo de 

6 - 7, con un rango de 4,4 a 10 (Michanie, 2003). E. coli es considerada un 

habitante normal de la microbiota intestinal de animales y humanos (Tenaillon et 

al., 2010). Sin embargo, en 1935 se describió que una cepa de E. coli causó un 

brote de diarrea en infantes (Osman et al., 2012).

La mayoría de las cepas de E. coli son comensales, sin embargo, existen 

cepas que han adquirido genes de virulencia desde plásmidos, transposones, 

bacteriófagos e islas de patogenicidad. Estos elementos confieren a E. coli la 

capacidad de infectar y producir enfermedad (Keen, 2012). Se distinguen tres 

grandes grupos: las E. coli extraintestinales (ExPEC) (causantes de sepsis, 

meningitis neonatal), las uropatógenas (UPEC) (que afecta al tracto urinario) y las 

intestinales (InPEC) (causantes de infecciones gastrointestinales) (Rojas-López et 

al., 2018). A éstas últimas se les denomina E. coli diarreogénicas, dentro de las 

cuales existen 6 patotipos o formas patogénicas: E. coli enterotoxigénica (ETEC), 

E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli 

enteroinvasiva (EIEC), E. coli de adherencia difusa (ADEC) y E. coli productora de 

shiga toxinas o verotoxinas (STEC/VTEC) (Rojas-López et al., 2018).
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2.I.1 Escherichia coli Productora de Shiga Toxina

Para que un aislado de E. coli sea considerado STEC debe poseer los 

genes de la toxina Shiga stx1 y/o stx2 (ISP, 2014). No todas las STEC son capaces 

de causar enfermedad; dentro de las STEC patógenas se encuentran las E. coli 

enterohemorrágicas (EHEC), que se caracterizan por causar cuadros graves de 

diarrea sanguinolenta y el Síndrome Hemolítico Urémico (SHU) en humanos, con 

compromiso sistémico (Nguyen y Sperandio, 2012).

STEC es considerada una zoonosis emergente de relevancia en salud 

pública (Etcheverria y Padola, 2013), y su principal vía de transmisión es el 

consumo de distintos tipos de alimentos contaminados con la bacteria (Oteiza et 

al., 2006). El ganado bovino es el reservorio natural de STEC, y esta colonización 

es asintomática (Borie et al., 1997; Bai et al., 2015; Karmali et al., 2010). Sin 

embargo, se ha evidenciado que STEC puede ocasionar diarreas en terneras 

(Yong-il y Kyoung-Jin, 2014) y que en cerdos STEC puede ocasionar edema, 

toxemia hiperaguda, signos neurológicos y la muerte de lechones (Colello et al., 

2016). Las estimaciones de la prevalencia de STEC dentro de los rebaños bovinos 

en el mundo varían ampliamente entre un 4,6% a un 75 % (Mir et al., 2014).

Varios estudios han aislado STEC desde productos cárnicos en 

Latinoamérica. Un estudio realizado en Chile por Toro et al. (2018) en carne 

molida, identificó la presencia de STEC en un 10% de las muestras (Toro et al., 

2018). En Argentina se han observado incidencias de un 44% en bovinos y 52% 

en cerdos (Padola et al., 2004). En Brasil, estudios han detectado desde 1,4 a 

71% de bovinos colonizados con STEC, y en Chile se observó que un 7,5% de los 

cerdos y 21% de los bovinos eran positivos (Vidal et al. 2010; Caldorin et al., 

2013).

La contaminación de los alimentos se debe principalmente al contacto 

directo o indirecto de los alimentos con las heces de animales portadores de 

STEC, las que también pueden contaminar cursos de aguas superficiales y de 

regadío (Prado y Cavagnaro, 2008; Xía et al., 2010). Esta contaminación 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4076661/
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ambiental es de especial importancia debido la prolongada supervivencia de STEC 

en el ambiente. Por ejemplo, algunos estudios revelaron que STEC puede 

sobrevivir por períodos superiores a 8 meses en agua contaminada con heces 

bovinas (Ferens y Hovde,2011).En cuanto a la contaminación de los alimentos, la 

carne molida y los productos cárnicos crudos o insuficientemente cocidos son 

considerados dentro de los alimentos más frecuentemente involucrados en los 

brotes de STEC en el mundo (Bai et al., 2015; ISP, 2014; Masana et al., 2011). La 

cadena productiva es el principal punto de contaminación de la carne. Una de las 

causas de esta contaminación se debe a la capacidad de STEC de colonizar 

superficies bióticas y abióticas a través de la formación de las biopelículas 

(Vogeleer et al., 2014).

Se han descrito más de 400 serotipos de STEC asociados a enfermedad en 

humanos (Miko et al., 2014). Entre ellos destaca el serotipo STEC O157:H7, el 

que en 1983 fue atribuido como agente causal de enfermedad en humanos (Gyles, 

2007). Este serotipo es capaz de generar cuadros severos de enfermedad, incluso 

en dosis infectantes tan bajas como 5 – 50 bacterias (Mathusa et al., 2010). La 

presencia de este serotipo se ha asociado a brotes de ETA en USA, Canadá, 

Reino Unido, China y Japón (Karmali et al., 2010; Masana et al., 2011). Sin 

embargo, estudios recientes indican que otros serogrupos han emergido como 

causa frecuente de la enfermedad en el mundo (Chen et al., 2013). Los 

serogrupos O26, O111, O103, O45, O121y O145 son denominados los Grandes 

Seis (Big six), y en los Estados Unidos causan anualmente el 70% de las 

enfermedades causadas por STEC no-O157 y fueron declaradas adulterantes de 

los alimentos por el Servicio de Inspección de los Alimentos del Departamento de 

Agricultura (FSIS) (Chen et al., 2013; Toro et al., 2015). La mayoría de los brotes 

de STEC en Estados Unidos son causados por STEC O157 (Valilis et al., 2018). 

Se estima que cada año se producen más de 265.000 enfermedades por STEC; 

96.534 infecciones por STEC O157 y 168.698 por no-O157, además de 3.600 

hospitalizaciones y 30 defunciones (Woo y Palavecino, 2013).Por otro lado, 

existen otros serotipos que han causado casos esporádicos de SHU sin causar 

brotes, como por ejemplo O113:H21 y O91:H21 (Karmali et al., 2003).

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4076661/
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En humanos, STEC presenta un periodo de incubación estimado de 3 a 4 

días y la sintomatología varía de 4 a 6 días (Baeza, 2013). Puede causar un rango 

de cuadros clínicos que van desde una diarrea leve sin complicaciones hasta 

colitis hemorrágica (CH), Síndrome Hemolítico Urémico (SHU) y púrpura 

trombocitopénica trombótica (PTT), cuyos resultados fatales se pueden presentar 

entre los 5 a 14 días iniciado el cuadro diarreico (Xía et al., 2010; Murray et al., 

2013; Baeza, 2013). El SHU se caracteriza por causar hemólisis, consumo de 

plaquetas y daño renal (Ardissino, 2013) que puede progresar a insuficiencia renal 

crónica (Murray et al., 2013). Los individuos de todas las edades están en riesgo 

de contraer STEC, pero los niños menores de 5 años y los ancianos son más 

propensos a desarrollar SHU, siendo mortal en muchos casos (Xía et al., 2010). El 

7,5% de los pacientes menores de un año infectados con STEC desarrollan SHU, 

presentando una tasa de letalidad entre 3 a 5% (Murray et al., 2013). Entre un 20 y 

30% de los sobrevivientes a este síndrome quedan con secuelas de por vida, tales 

como insuficiencia renal e incluso un 12,5% requieren trasplante (Rivero et al., 

2004).

Un estudio publicado en 2014, que evaluó la incidencia global de 

infecciones y muertes por STEC en humanos, estimó que STEC causa más de 2.8 

millones de enfermedades agudas al año, lo que lleva a 3.890 casos de SHU, 270 

casos de enfermedad renal en etapa terminal y 230 muertes (Majowicz et al. 

2014). A nivel mundial Argentina es el país con mayor presentación de SHU en 

menores de 5 años, con alrededor de 400 casos al año (Padola et al., 2004). En 

Chile, se lleva un registro de infecciones por STEC gracias al Sistema de 

Vigilancia de Laboratorios para E. coli Verotoxigénico (O157 y otros serogrupos) 

según el Decreto Supremo 158/2004 (ISP, 2014). En Chile la incidencia de SHU 

reportada llega a 3,4 casos por 100.000 niños menores de 5 años (Prado y 

Cavagnaro, 2008). En América Latina, las infecciones por STEC son endémicas y 

contribuyen a la carga del síndrome diarreico agudo en esta región (Figura 1) 

(Torres, 2010; Torres, 2016).
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(Fuente: Torres, 2010; Torres, 2016)

Figura1. Distribución geográfica de aislamientos y casos de STEC en América Latina. El mapa 
presenta la distribución pronosticada de aislamientos de STEC en los países latinoamericanos en 
base a diferentes estudios epidemiológicos. 

2.I.2 Factores de virulencia de STEC

Escherichia coli ha evolucionado gracias a la adquisición de genes o 

factores de virulencia (Keen, 2012). Muchos de estos factores se encuentran 

codificados en plásmidos, transposones y fagos, capaces de integrarse al genoma 

de la célula huésped (Keen, 2012). El principal factor de virulencia de STEC es la 

toxina Shiga (Stx), codificada por los genes stx. La Stx pertenece a la familia de 
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las toxinas proteicas. Posee una subunidad A y 5 subunidades B, responsables de 

la unión al receptor Gb3, o al receptor Gb4 en el caso de la variante Stx2e en 

cerdos (Etcheverría y Padola, 2013). El receptor Gb3 está presente en varios 

órganos como el riñón, el cerebro, el hígado y el páncreas. Cuando Stx se une a la 

célula huésped, la subunidad A se internaliza e inhibe la síntesis de proteínas a 

nivel ribosomal. Esto genera un daño irreversible causando la muerte celular 

(Etcheverría y Padola, 2013). Los principales tipos de Stx son Stx1 y Stx2, y estas 

se clasifican a su vez en 12 subtipos (Stx1a, Stx1c, Stx1d, Stx2a, Stx2b, Stx2c, Stx2d, 

Stx2e, Stx2f, Stx2g, stx2h y stx2i) (FAO/WHO, 2019).Una cepa de STEC puede 

producirStx1, Stx2 o ambas toxinas a la vez (Gould, 2013). Estudios 

epidemiológicos indican que Stx2 estaría más relacionada a cuadros más graves 

de la enfermedad y tiene una actividad citotóxica 100 a 1000 veces superior a Stx1 

(Martín y Beutin, 2011). Entre los subtipos de Stx2, Stx2a, Stx2c y Stx2d se asocian 

más frecuentemente con el desarrollo de CH y SHU, mientras que Stx2e, Stx2f y 

Stx2g se consideran menos patogénicos en humanos (Krüger y Lucchesi, 2015; 

Shen et al., 2015). Por el contrario, cepas de STEC que albergan Stx1 solo o 

combinado con Stx2 tienen menos probabilidades de estar vinculados a pacientes 

con enfermedad grave (Eklund et al., 2002).

Los tipos de Stx no están distribuidos de forma homogénea. La mayoría de 

los subtipos Stx se han detectado en cepas de STEC aisladas de ganado bovino, 

productos cárnicos y en asociación con diferentes animales (Martin y Beutin, 2011; 

Hofer et al., 2012; Fuente et al., 2015; Krüger y Lucchesi, 2015). Por ejemplo, 

cepas STEC del subtipo Stx2e causan edema en cerdos destetados, con posterior 

ataxia y muerte, sin embargo, este subtipo no ha sido aislado frecuentemente en 

casos de SHU (Tseng et al., 2014b; Fasel et al., 2014).

Existen otros factores de virulencia que actúan en distintas etapas de la 

patogenia de STEC, algunos de ellos incrementando la severidad del cuadro 

clínico en humanos (Tseng et al., 2014a). Entre estos están los factores de 

adherencia intestinal en donde destaca el gen eae, localizado en la isla de 

patogenicidad LEE (Locus of enterocyte effacement), la que se requiere para la 
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formación de la lesión de adhesión y borrado de los enterocitos o A/E (attaching 

and effacing) (Franzin y Sircili, 2015). Este gen se encuentra con frecuencia en las 

cepas STEC más virulentas y codifica para la proteína de membrana externa 

intimina (Franzin y Sircili, 2015), involucrada en la colonización bacteriana del 

epitelio intestinal, generando una serie de cambios a nivel de citoesqueleto celular 

y causando una lesión tipo A/E (adhesión y borrado) y además determina el 

contacto cercano y la adherencia entre la bacteria y la célula huésped (Baeza, 

2013; Franzin y Sircili, 2015).

Otro gen importante para la patogenicidad de STEC es el gen de la 

enterohemolisina (hlyA), ubicada en plásmidos como el pO157. La 

enterohemolisina es una exotoxina que forma poros en las membranas celulares 

de las células blanco (Ristow y Welch, 2016). Su función citolítica contribuye a la 

patogenia de STEC a través de la lisis de leucocitos, células del túbulo renal y 

eritrocitos; liberando hierro, el que queda disponible para ser utilizado por la 

bacteria (Shen et al., 2015; Xía et al., 2010; Baeza, 2013).

II. Biopelículas

2.II.1 Formación de biopelículas de STEC

Las biopelículas son comunidades multicelulares de bacterias que se 

adhieren a superficies abióticas o bióticas y producen una matriz polimérica 

extracelular (Hurlow et al., 2015). Las biopelículas están formadas hasta en un 

97% por agua, además de las células bacterianas y la matriz extracelular (MEC) 

(Flemming y Wingender, 2010). La matriz está constituida principalmente por 

exopolisacáridos (EPS), además de macromoléculas como proteínas, DNA y 

productos diversos procedentes de la lisis de las bacterias. Esta matriz se articula 

fuera de las células, de forma que protege, estructura y da robustez a toda la 

comunidad bacteriana (Flemming y Wingender, 2010). Además, las propiedades 

adhesivas de la MEC permiten que las bacterias permanezcan en la proximidad de 

la superficie y se adhieran entre sí (White et al., 2003).
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La formación de biopelículas involucra al menos cuatro etapas: contacto 

inicial, adhesión irreversible o apego, maduración y dispersión (Figura 2) (Laverty, 

et al. 2014). El contacto inicial o adhesión reversible involucra el asentamiento a 

una superficie (Dang y Lovell, 2016). Esta fijación está influenciada por variados 

factores ambientales, como el pH, la temperatura, las fuerzas atractivas y 

repulsivas, características de la superficie y también características de la propia 

bacteria (Tyofuku et al., 2016). En esta etapa el flagelo bacteriano juega un rol 

importante. Los estudios realizados en la cepa K12 de E. coli, que carece de 

flagelos, han mostrado que ésta no produce biopelículas, por lo que esta motilidad 

facilitada por flagelos estaría involucrada en la formación de biopelículas en STEC 

no-O157 (Chen et al., 2013). Luego, el éxito de la etapa de la adhesión irreversible 

depende de la presencia de adhesinas fimbriales. En esta etapa se forma un 

contacto íntimo e irreversible entre la bacteria y la superficie (Laverty et al., 2014). 

En la etapa de maduración, se induce la síntesis de la biopelícula y la bacteria 

comienza a dividirse generando la MEC. En esta etapa, la biopelícula adopta una 

estructura tridimensional. En E. coli, dos factores son importantes en esta etapa: 

los exopolisacáridos para la arquitectura de la MEC y los autotransportadores para 

las interacciones celulares. Los exopolisacáridos son componentes clave de la 

MEC de la biopelícula (Maunders y Welch, 2017) y estudios han detectado 3 

exopolisacáridos en la matriz de biopelículas de E. coli: el polímero b-1,6-N-acetil-

D-glucosamina (PGA), el ácido colánico y la celulosa. La celulosa es un 

homopolisacárido producido por algunas bacterias como las de la familia de las 

Enterobacteriaceae. En E. coli, la producción de celulosa está notoriamente 

correlacionada con la formación de biopelículas y expresión de comportamiento 

multicelular (morfotipo rdar) (Cimdins y Simm, 2017). El morfotipo rdar es un 

comportamiento multicelular comúnmente expresado por aislados de Salmonella 

entérica y Escherichia coli. El morfotipo rdar media los diferentes tipos de 

comportamiento multicelular, por ejemplo, la agregación de células en cultivo 

líquido y la formación de biopelículas en la interfase aire-líquido líquido-sólido 

(Cimdins y Simm, 2017).Además, este morfotipo es característico de la presencia 

de celulosa y fimbrias curli, principales determinantes de las interacciones célula-
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célula y adherencia celular a superficies abióticas hidrófilas e hidrófobas (Cimdins 

y Simm, 2017).

Por último, la dispersión es la etapa donde la biopelícula comienza a 

desprender las bacterias al medio para colonizar nuevas superficies (Kaplan, 

2010). Es la etapa menos comprendida en la formación de biopelículas para todas 

las especies bacterianas y no se ha investigado para STEC (Vogeleer et al., 

2014).

La formación de biopelículas se puede dar en cualquier superficie, y 

representa una estrategia adaptativa de los microorganismos. Algunas ventajas de 

estas biopelículas son: la protección de los microorganismos ante el tratamiento 

con desinfectantes y otros agentes antimicrobianos, el incremento de la 

disponibilidad de nutrientes para su crecimiento, mejora el aprovechamiento del 

agua reduciendo la posibilidad de deshidratación, y facilita la transferencia de 

material genético (ADN) (Otter et al., 2014).

(Fuente: Vogeleer et al. 2014)

Figura2. Representación esquemática de la formación de biopelículas

2.II.2 Proteínas importantes para la formación de biopelículas en STEC

Las especies bacterianas que contiene la microbiota intestinal requieren del 

uso de proteínas adhesinas, o alguna combinación de ellas, para acercarse al 

epitelio, colonizar el intestino del huésped y establecer eventualmente la 

enfermedad (Stone y Krachler, 2016)
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Se sabe que las cepas STEC albergan una gran cantidad de genes que 

codifican diversas proteínas adhesinas que desempeñan un papel importante en la 

unión bacteriana y la colonización tanto a superficies abióticas como biológicas. 

Estas adhesinas contribuyen al establecimiento, la persistencia y el tropismo 

tisular de STEC (McWilliam y Torres, 2014).

Existen numerosas clases de adhesinas fimbriales que poseen un papel 

relevante en la interacción bacteria-superficie, dentro de las que destacan en 

STEC las Fimbrias tipo 1, las cuales son adhesinas filamentosas proteicas 

expresadas tanto por cepas comensales como patógenas (Berne et al., 2015). 

Varios estudios han indicado la importancia de estas adhesinas en el desarrollo de 

biopelículas en superficies abióticas para E. coli (Stone y Krachler, 2016). Esta 

fimbria está codificada por el gen fimH. Un estudio realizado por Schembri et al. 

(2003) mostró que la expresión del gen fimH, se asociaban a una mayor formación 

de biopelículas (Schembri et al., 2003).Según un estudio realizado por Pratt y 

Kolter el 1998, el análisis de la formación de biopelícula en cepas de STEC con 

fimH mutada mostró una drástica disminución de la formación de biopelícula (Pratt 

y Kolter, 1998). Estos antecedentes muestran que las fimbrias de tipo 1 son 

críticas para la interacción inicial de bacteria a superficies abióticas como el 

policloruro de vinilo (PVC) (Florentín et al. 2018).

Además, están las Fimbrias curli, o fimbrias delgadas agregadas, que son 

producidas por Enterobacterias. Estas fimbrias se unen a las proteínas de la 

matriz extracelular eucarionte (Van Gerven et al., 2018) y son unos de los 

principales determinantes de las interacciones célula-célula y de la adherencia 

celular a las superficies hidrofílicas e hidrofóbicas favoreciendo la formación de 

biopelículas (Van Gerven et al., 2018). Además, la fimbria curli, debido a sus 

propiedades, puede proteger a las bacterias de los agentes antibacterianos como 

desinfectantes derivados de amonio cuaternario y el cloro (Wang et al. 2012). La 

producción de la fimbria curli está determinada por dos operones; csgAB, que 

codifica para los genes csgA y csgB y el gen regulador crl, y el operón csgDEFG 

que codifica el regulador transcripcional csgD (Beloin et al. 2008). Un estudio 
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realizado por Cookson y colaboradores del 2002 demostró la importancia de la 

expresión de las fimbrias curli y tipo 1 en la formación de biopelículas de STEC no 

O157 (Cookson et al., 2002). Los aislados que no expresan los genes para ambas 

fimbrias pueden presentar adherencia a superficies. Sin embargo, la falta de los 

genes de la fimbria tipo 1 y curli puede influir negativamente en su capacidad para 

formar biopelículas maduras y, por lo tanto, colonizar con éxito las superficies 

abióticas (Cookson et al., 2002)

Además de las proteínas fimbriales, hay un grupo de estructuras expuestas 

en la superficie que contribuyen a la interacción de STEC. Estas proteínas tienen 

una estructura que le confiere la capacidad de moverse y secretarse 

independientemente de la maquinaria de translocación convencional por lo que se 

denominan autotransportadores (McWilliams y Torres, 2014).Otra de sus 

funciones es la de conferir adherencia a la matriz extracelular, lo que podría estar 

asociado a la virulencia de la bacteria (Buvens y Pierard, 2012). En STEC se han 

identificado genes autotransportadores como ehaA, ehaB, flu, cah y espP que 

estarían involucrados en la maduración de biopelículas de STEC (Biscola et al., 

2011; Vogeleer et al., 2016). En estudios realizados en STEC, se han identificado 

que las proteínas autotransportadoras EhaA, EhaB y EhaJ están implicadas en la 

unión a superficies bióticas y abióticas, y entre estas, EhaA y EhaB han sido 

observados como los más prevalentes entre las cepas STEC (Polifroni et al., 2012; 

Etcheverría y Padola, 2013). En un estudio, tras la expresión de ehaA incorporada 

a una cepa no virulenta de E. coli, esta pudo inducir la agregación celular (Wells et 

al., 2008). Otro estudio mostró que la expresión del gen ehaB en E. coli K-12 

mutada fue capaz de interactuar con las proteínas de la MEC confiriendo la 

capacidad de formar biopelícula (Wells et al., 2009).

En STEC y en otras cepas de E. coli, se encuentra también el antígeno 43 

(Ag43), un autotransportador codificado por el gen flu y que causa interacciones 

célula-células muy cercanas. El gen flu se induce específicamente durante el 

crecimiento de la biopelícula y su expresión aumenta la formación de biopelícula 

en E. coli (Ulett et al., 2006). EspP es una de las proteínas serina proteasa más 
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abundantes en los sobrenadantes de cultivo de cepas de STEC (Brockmeyer et 

al., 2009). Por último, el autotransportador Cah, antígeno de unión a calcio 

homólogo a Ag43, que junto con EspP, son proteínas en que la expresión de sus 

genes cah y espP respectivamente, se ha asociado con la adhesión y formación 

de biopelículas en STEC (Biscola et al., 2011; Vogeleer et al., 2016; Wang et al., 

2016). En un estudio del 2010, la adición de espP provocó la restauración del 

fenotipo adhesivo de la cepa mutante espP (Xicohtencatl et al., 2010). En el 

estudio realizado por Torres et al. (2002), las cepas que contenían una mutación 

simple o doble en los genes cah, no mostraron ninguna diferencia en la formación 

de biopelículas en comparación con la cepa silvestre (Torres et al., 2002).

Si bien todas estas proteínas se han estudiado en diversos grados, todas 

las adhesinas resumidas en este estudio son las más ampliamente descritas en 

aislados STEC y se han relacionado con diferentes etapas de la formación de 

biopelículas de la bacteria.

2.II.3 La industria alimentaria y las biopelículas

Una de las principales preocupaciones para la industria de los alimentos es 

producir alimentos inocuos. En la mayoría de las plantas procesadoras de 

alimentos, las principales zonas que tienen contacto directo con los alimentos son 

limpiadas y sanitizadas diariamente, sin embargo, existen zonas que se limpian 

precariamente o no se limpian. Esto genera una oportunidad para que se formen 

biopelículas (Navia et al., 2010)y a través de ellas se contaminen los alimentos. La 

prevalencia de estas películas sobre las superficies en donde se manejan o 

almacenan alimentos representa un riesgo de contaminación latente (Tellez, 

2010). Las consecuencias de la formación de biopelículas en la industria de los 

alimentos se asocian a potenciales pérdidas económicas, ya sea por decomiso, 

deterioro de los alimentos, entre otros. Además, el desarrollo de biopelículas 

puede interferir y causar daños en los equipos, en sistemas de agua potable, 

obstruir las cañerías o filtros de membranas en plantas procesadoras de alimento 

(Zhao, 2016). La prevalencia de estas biopelículas sobre las superficies en donde 

se procesan o almacenan alimentos representa un riesgo de contaminación 
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latente y un evidente riesgo para la salud humana, además de representar un 

desafío permanente en la industria de los alimentos (Vogeleer et al., 2014). Existe 

mucha información y ha sido bien documentado la presencia de STEC en las 

plantas procesadoras de carne y alimentos. Estos estudios han sugerido que la 

capacidad de STEC de formar biopelículas en diferentes superficies es 

responsable de la distribución y persistencia de la bacteria en este tipo de plantas 

(Aslam et al., 2004; Rivera-Betancourt et al., 2004).

En la industria de alimentos, el acero inoxidable (AI) es el material más 

utilizado, ya que es resistente a la corrosión y a los golpes, dura un prolongado 

tiempo, es de fácil limpieza y su fabricación en sencilla (Vázquez-Sánchez et al., 

2019). Sin embargo, a nivel microscópico, el AI presenta pequeñísimas grietas en 

su superficie que permitirían una mayor retención de bacterias por el aumento del 

número de puntos de adhesión (Vázquez-Sánchez et al., 2019).

Por otro lado, la contaminación ambiental de STEC por las heces de 

animales portadores también es una continua preocupación para la salud pública y 

la inocuidad alimentaria. STEC puede sobrevivir prolongados periodos de tiempo 

en el ambiente y las biopelículas son el factor al que se le atribuye esta 

supervivencia especialmente en predios agrícolas, ríos y plantas de 

procesamiento (Vogeleer et al., 2014). En las plantas de procesamiento de 

alimentos, la contaminación de productos como la carne se puede producir en 

diferentes etapas y por lo general se debe a la formación de biopelículas de STEC 

que se ubican en las superficies de los equipos y máquinas (Vogeleer et al., 2014). 

La resistencia a varios desinfectantes sustenta la idea de que las biopelículas de 

STEC crecen y contaminan el alimento en las plantas de procesamiento (Wang et 

al., 2012).

2.II.4 Estudios en biopelículas de STEC

Estudios afirman que cepas de E. coliO157:H7 pueden desarrollar 

biopelículas como resultado de producción de exopolisacáridos y fimbria 

curli (Ravva et al., 2016). La expresión de fimbrias curli en algunas cepas de 
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STEC se ha asociado con la formación de biopelículas en superficies de 

poliestireno (PS) y AI (Park y Chen, 2015). También se ha demostrado que las 

biopelículas le confieren, a aislados de E. coli O157:H7, una mayor resistencia a 

desinfectantes como el hipoclorito de sodio, uno de los desinfectantes de mayor 

uso en la industria alimentaria (Bridier et al., 2011). Esto se condice con estudios 

que han afirmado que la expresión de fimbrias curli pueden proteger a las 

bacterias de agentes antimicrobianos como por ejemplo el cloro o el amonio 

cuaternario (Wang et al., 2012). Este estudio refleja la importancia que tendrían 

algunos genes asociados a formación de biopelícula en la persistencia de la 

bacteria en las plantas de procesamiento de carnes, provocando la contaminación 

de carne que podría venir inocua.

Además, un estudio realizado por Wang et al. (2016) en STEC no-O157 

aislada desde distintos hospederos (humanos, ovinos y bovinos) mostró que un 

67% (24/36) de las cepas formaron biopelículas moderadas y fuertes; y de estas, 

el serotipo O113 fue que tuvo mayor capacidad de formación. Además, de las 

cepas formadoras de biopelículas, el 100% presentó los genes fimH, csgA, crl y 

csgD. En otro estudio, Vogeleer et al. (2016) describió que el 64% (25/39) de 

STEC causantes de enfermedad humana formaron biopelículas, y que el 95% 

(37/39) de estos aislados resultaron positivos a la producción de fimbria curli. 

Además, en este estudio se observó una asociación entre la presencia del gen 

fimbrial Z1538 (fimbria tipo 1), los genes autotransportadores ehaB, espP y la 

formación de biopelículas. En resumen, el estudio mostró que los aislados 

positivos a los genes asociados a biopelícula fueron capaces de formar 

significativamente más biopelícula que los aislados sin ellos.

Biscola et al. (2011) realizó un ensayo con 51 cepas STEC aisladas desde 

humanos, animales, alimento y agua, y las clasificó en O157 (18) y no-O157 (33). 

Este estudio mostró que un 59% (30) del total de cepas formaron biopelícula. El 

66,7% (22/33) de las cepas no-O157 fueron formadoras de biopelículas y el 44,4% 

(8/18) de las O157 formaron biopelículas. Dentro de las formadoras de 

biopelículas, el 97% (29/30), 50% (15/30), 37% (11/30) y 87% (26/30) fueron 
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positivos a fimH, flu, cah, ehaA respectivamente por PCR. El 100% (51/51) de las 

cepas en el estudio presentó los genes csgA y crl.

2.II.5 Rol de las biopelículas en la sobrevivencia de STEC en el ambiente

STEC puede sobrevivir prolongados periodos de tiempo en el ambiente y 

las biopelículas son el factor al que se le atribuye esta supervivencia (Vogeleer et 

al., 2014). En las plantas de procesamiento de alimentos, la contaminación de 

productos como la carne se puede producir en diferentes etapas y por lo general 

se debe a la formación de biopelículas de STEC que se ubican en diferentes tipos 

de superficies (Vogeleer et al., 2014). Estudios sobre la presencia de STEC en 

plantas procesadoras de carne sugieren que su capacidad de formar biopelículas 

en diferentes superficies es responsable de la distribución y persistencia de la 

bacteria en este tipo de plantas (Fouladkhah et al., 2013).

Si bien, la temperatura optima de multiplicación de E. coli es de 37°C, la 

bacteria es capaz de adaptarse a temperaturas inferiores y superiores en el rango 

de 7°C a 50°C, lo que se traduce en un serio problema en los establecimientos 

médicos, industria alimentaria y en el hogar (Farrokh et al, 2013). En el entorno de 

la planta de procesamiento, las temperaturas normalmente se controlan y 

mantienen entre 4°C y 15° C como forma de conservación de los alimentos ya que 

estás disminuyen la tasa de proliferación bacteriana (Dourou et al., 2011). A pesar 

de esto, varios estudios demuestran que STEC es capaz de formar biopelículas 

dentro de este rango de temperatura (Fouladkhah et al., 2013). Un estudio 

realizado por White-Ziegler et al. (2008) en aislados STEC demostró que hubo una 

mayor formación de biopelículas y mayor expresión de genes asociados a la 

formación de biopelículas a 23°C (temperatura ambiente) que a 37°C (temperatura 

optima de multiplicación de la bacteria) (White-Ziegler et al., 2008). En las plantas 

de procesamiento de carne, a pesar de las medidas de control, la bacteria se 

encuentra presente contaminando los productos cárnicos. Esta persistencia de 

STEC en los productos cárnicos hace pensar que las cepas que contaminan la 
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carne pudiesen tener una mayor capacidad de formación de biopelículas y tener 

mayores posibilidades de llegar al consumidor.

La carne molida es un producto cárnico que pasa por una serie de procesos 

y es de alta manipulación tanto desde el faenamiento del animal, como en las 

plantas de procesamiento, presentando varios puntos críticos de posible 

contaminación debido a la constante manipulación y la diversidad de condiciones 

ambientales a la que la carne está expuesta (Wang et al., 2012). Estas etapas, 

sumadas condiciones estresantes, nos muestran un medio hostil en que la 

bacteria no debiera persistir (Strus, 1997; Fijan y Sostar-Turk, 2010). Sin embargo, 

y gracias a la formación de biopelículas en las superficies, muchas veces logra 

llegar al consumidor, provocando la enfermedad.

Los antecedentes expuestos plantean la importancia potencial de algunos 

genes fimbriales y autotransportadores en la formación de biopelículas en STEC y 

en las diferentes capacidades que tiene STEC de formar biopelículas en distintos 

entornos. El presente estudio pretende caracterizar la capacidad de formar 

biopelículas de aislados de STEC de dos orígenes diferentes—carne molida y 

heces de bovino— y determinar la asociación entre la formación de biopelícula con 

la presencia de genes fimbriales y autotransportadores. Esto podría ayudar a 

entender el comportamiento de la bacteria en el entorno y brindar un mejor 

entendimiento de las biopelículas de STEC.
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3 Hipótesis

Los aislados de Escherichia coli Productoras de Toxina Shiga (STEC) 

provenientes de muestras de carne molida tienen una capacidad 

significativamente mayor de formar biopelículas que los aislados STEC de 

muestras de heces de bovino.

La presencia de genes fimbriales y autotransportadores está directamente 

asociada a la capacidad de formar biopelículas de los aislados STEC.

4 Objetivo general

Determinar la capacidad de formar biopelículas y su asociación con determinantes 

genéticos asociados a la formación de biopelículas en aislados STEC de carne 

molida y heces de bovino.

I. Objetivos específicos

1. Caracterizar genotípicamente aislados STEC obtenidos desde carne molida 

y heces de bovino.

2. Determinar la capacidad de formación de biopelículas de aislados STEC de 

carne molida y heces de bovino.

3. Analizar la asociación entre la presencia de determinantes genéticos 

fimbriales y autotransportadores, y sus polimorfismos, con la formación de 

biopelículas en aislados STEC de carne molida y heces de bovino.
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5 MATERIALES Y MÉTODOS

Todos los experimentos fueron realizados en las dependencias del Laboratorio 

de Microbiología y Probióticos del Instituto de Nutrición y Tecnología de los 

Alimentos (INTA).

I. Objetivo 1. Caracterizar genotípicamente aislados STEC obtenidos 
desde carne molida y heces de bovino.

En este objetivo se confirmó que los aislados fueran STEC, mediante PCR 

para el gen uspA de E. coli y luego se caracterizó las cepas STEC basado en la 

determinación de la presencia de los principales factores de virulencia de STEC: 

stx1, stx2, eae y hlyA.

5.I.1 Aislados bacterianos y ADN control

 Aislados: Se trabajó con un total de 186 aislados de Escherichia coli 

Productora de Toxina Shiga (STEC), incluyendo 69 de carne molida y 117 

de heces de bovino (Tabla 1). Los aislados corresponden a STEC aisladas 

en el proyecto FONDECYT 11150491. Los aislados se confirmaron como 

STEC a través de la reacción de la polimerasa en cadena (PCR) para E. 

coli, y se determinó la presencia de los genes stx1, stx2, eae y hlyA.

 Controles de ADN: La cepa ATCC 35150 se utilizó como control positivo 

para E. coli, así como para los genes stx1, stx2, eae y hlyA.

5.I.2 Extracción de ADN desde aislados

Para la extracción de ADN desde los aislados puros, se sembró una asada 

del material desde el tubo de cepario almacenado a -80°C en placas de agar 

Tripticasa de Soya (TSA), y se incubó a 37°C por 24 horas. Luego, se tomó 3-4 

colonias individuales y se suspendió en 1 ml de suero fisiológico. Se realizó un 

lavado con suero fisiológico y se extrajo ADN por hervido (100ºC por 10 min). 

Finalmente, el ADN se almacenó a -20ºC hasta su análisis posterior.
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5.I.3 Confirmación de especie a través de PCR

Los aislados se confirmaron como Escherichia coli a través de una prueba 

de PCR con partidores derivados de las secuencias del gen que codifica para la 

proteína de estrés universal uspA (Chen y Griffiths 1998).La reacción de PCR 

incluyó 0,3 µM de cada uno de los partidores E.coli (Cuadro 1) ,10 µL de 

MastermixGoTaq (GoTaq® Green Master mix, 2X, Promega; Madison Wisconsin, 

EEUU) ,5 µL de agua libre de nucleasa y 1µL de ADN de muestra para una 

reacción final de 17 µL.

Tabla 1. Partidores para PCR E. coli

Partidor Gen Secuencia T° 
alineamiento

Tamaño 
producto 
de PCR 

(pb)
Referencia

E. coli F
uspA

(5 –CCGATACGCTGCCAATCAGT– 3)
58°C 884 Chen, 1998

E. coli R (5 –ACGCAGACCGTAGGCCAGAT– 3)

5.I.4 Caracterización genotípica: presencia de factores de virulenciastx1, 

stx2, hlyA y eae.

Para caracterizar genotípicamente los aislados, se identificó la presencia de 

genes stx1 y stx2 mediante PCR múltiple, y los genes eae y hlyA por PCR 

convencional, bajo las condiciones que se detallan a continuación:

5.I.4.1 PCR genes stx1- stx2

El PCR múltiple se realizó en una mezcla de reacción en un volumen final 

10 µL. Ésta contendía 5µL de MastermixGoTaq (GoTaq® Green Master mix 2X), 

0.2µM de cada uno de los partidores (stx1 y stx2)(Cuadro 2), 3.6 µL de agua libre 

de nucleasa y 1 µL de DNA de la muestra a evaluar (Cebula et al., 1995).

5.I.4.2 PCR eae
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Se realizó un PCR para detectar la presencia del gen de la intimina (eae) en 

las cepas de STEC aisladas. La mezcla de reacción constó de un volumen final de 

17 µL; 10µL de MastermixGoTaq (GoTaq® Green Master mix 2X), 0.3 µM de cada 

partidor eae (cuadro 2), 5 µL de agua libre de nucleasa y 1µL de ADN (Fratamico y 

Strobaught, 1998).

5.I.4.3 PCR hlyA

Se realizó un PCR para detectar la presencia del gen hemolisina (hlyA) en 

una reacción de 17 µL el que incluyó10µL de MastermixGoTaq (GoTaq® Green 

Master mix 2X), 0.3 µM de cada uno de los partidores (Cuadro 2), 5 µL de agua 

libre de nucleasa y 1µL de ADN de la muestra evaluada (Xia et al, 2010).

Tabla 2. Partidores para PCR de factores de virulencia stx1, stx2, eae y hlyA.

Partidor Gen Secuencia T° 
Alineamiento

Tamaño 
producto de 

PCR (pb)
Referencia

Stx1 F
stx1

(5 –CAGTTAATGTGGTGGCGAAGG– 3)
59°C 348 Cebula et 

al.(1995)Stx1 R (5 –CACCAGACAATGTAACCGCTG– 3)

Stx2 F
stx2

(5 –ATCCTATTCCCGGGAGTTTACG– 3)
59°C 584 Cebula et 

al.(1995)Stx2 R (5–GCGTCATCGTATACACAGGAGC– 3)

eae F
eae

(5 –ATTTACCATCCACACAGACGGT– 3)
63°C 397

Fratamico y 
Strobaught 

(1998)eae R (5 –ACAGCGTGGTTGGATCAACCT– 3)

hlyA F
hlyA

(5 –AGCCGGAACAGTTCTCTCAG– 3)
58°C 526 Xía et al. 

(2010)hlyA R (5 –CCAGCATAACAGCCGATGT– 3)

Para determinar la presencia y el tamaño de los productos de PCR, el 

resultado de la reacción de PCR se visualizó por electroforesis en un gel de 

agarosa a una concentración entre 1% a 2% según el tamaño de banda esperado 

para cada reacción. Las condiciones de corrida del gel fueron 100 volts por 25min.

5.I.5 Análisis de los resultados
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Los resultados obtenidos fueron organizados utilizando el programa Microsoft 

Office Excel 2007, con el cual se ordenaron y sintetizaron los datos para 

establecer perfiles genéticos de acuerdo con la presencia de genes de virulencia 

descritos.

II. Objetivo 2.Determinar la capacidad de formación de biopelículas de 
aislados STEC de carne molida y heces de bovino.

En este objetivo se determinó la capacidad de cada aislado para formar 

biopelículas en placas de poliestireno.

5.II.1 Selección de aislados

Con los resultados obtenidos del objetivo 1 se seleccionaron los aislados 

STEC con los que se continuó en el objetivo 2 y 3. Para esto se tabularon los 

resultados del objetivo 1 según la presencia/ausencia de cada gen de virulencia 

(stx1, stx2, eae, hlyA) formando perfiles genéticos, y a partir de estos perfiles se 

seleccionaron aislados representativo de cada perfil bacteriano. Se tuvo en cuenta 

y se verificó que los aislados de los perfiles genéticos que se seleccionaron 

estaban representados equitativamente para ambos orígenes (carne molida y 

heces de bovino). 

5.II.2 Ensayo de formación de biopelícula

El objetivo de este ensayo fue observar la capacidad de desarrollo 

biopelículas de los aislados STEC a 23°C (Temperatura ambiente) y a 37ºC y 

cuantificar esta formación. Para esto se utilizaron los aislados seleccionados y se 

evaluó la formación de biopelículas en microplacas de poliestireno de 96 pocillos 

según el método descrito por Biscola et al. (2011) con algunas modificaciones.

Del tubo de cada aislado se tomó una asada y se sembró por estría en 

Placas de agar McConckey (MAC) y se cultivó Overnight (ON) a 37°C. Luego, se 

tomó una colonia característica de E. coli y se pasó a caldo Luria Bertani (LB) y se 
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incubó a 37°C por 18-24 hrs. Luego, se ajustó la densidad óptica (OD) de los 

cultivos a OD600nm= 0,5 y se añadió 200 µL de suspensión celular a cada pocillo de 

la placa de PS. Cada placa contuvo replicas técnicas, por lo que tres pocillos de 

cada placa tuvieron el mismo aislado. Las microplacas se incubaron a 23° C 

durante 72 horas y a 37ºC por 24 horas. Después de la incubación, se eliminó el 

sobrenadante de los pocillos y las placas se lavaron 3 veces agregando200 µL de 

agua destilada a cada pocillo. Las bacterias que aún estaban adheridas a la placa 

se fijaron con 250 μl de metanol por pocillo durante 15 min. Las placas se vaciaron 

y se dejaron secar al aire por 10 min. y luego se tiñeron con 200 µL de solución de 

cristal violeta al 1% (p/v) durante 15 minutos, seguidas de tres lavados con 200 µL 

de agua destilada. Finalmente, el colorante unido a la biopelícula se disolvió con 

etanol al 95%.

5.II.2.1 Cuantificación de biopelículas

La cuantificación de biopelículas se realizó mediante el método 

colorimétrico de microtitulación en placa, basado en la medición de la absorbancia 

de la biopelícula teñida con cristal violeta, con una densidad óptica de 620nm. 

Los aislados fueron agrupados en cuatro categorías según la densidad 

óptica de corte (ODc) (cuadro 3). Esta OD de corte se estableció con las OD 

obtenidas de los pocillos blanco (LB sin sembrar) con el fin de corregir las 

densidades ópticas de las cepas eliminando lo correspondiente al colorante 

absorbido por el medio y la superficie y de este modo conocer lo que realmente 

corresponde a la formación de la biopelícula de cada aislado (Gómez et al., 2013).



40

Tabla 3. Categorías de formación de biopelículas según Densidad Óptica (DO)

NFB (No formadora de Biopelícula) DO cepa ≤ DOc

DFB (Débil Formadora de Biopelícula) DOc ≤ DO cepa ≤ 2 x DOc

MFB (Moderada Formadora de 
Biopelícula)

2 x DOc ≤ DO cepa < 4 x DOc

FFB (Fuerte Formadora de Biopelícula) DO cepa > 4 x DOc

DOc: Densidad Óptica de corte, control negativo (Gómez et al., 2013).

5.II.3 Análisis de los resultados

 Para determinar la asociación entre la categoría de formación de biopelícula y 

origen del aislado (heces de bovino y carne molida) se realizó una prueba de 

Chi cuadrado (χ²).

Los resultados obtenidos fueron analizados empleando el programa Sigma Stat 

Statistical Software (IBM SPSS Statistics 22.0)
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III. Objetivo 3. Analizar la asociación entre la presencia de determinantes 
genéticos fimbriales y autotransportadores, y sus polimorfismos, con la 
formación de biopelículas en aislados STEC de carne molida y heces de 
bovino.

En este objetivo se determinó si existe relación entre la presencia de genes 

asociados a biopelículas y sus posibles polimorfismos, con la capacidad de formar 

biopelículas de los aislados.

5.III.1 Secuenciación del genoma completo de aislados STEC

Para realizar la búsqueda de los genes asociados a biopelículas de STEC 

se utilizaron los datos obtenidos a partir de la secuenciación del genoma completo 

de los aislados STEC de bovino y carne molida incluidos en este estudio.

La extracción del DNA para secuenciación del genoma completo se realizó 

utilizando el kit comercial DNeasy® Blood&Tissue Kit de QIAGEN en el laboratorio 

de microbiología y probióticos del INTA. El DNA fue enviado a Estados Unidos 

para la secuenciación de los genomas en el laboratorio de Inocuidad de los 

Alimentos del Departamento de Nutrición y Alimentos de la Universidad de 

Maryland, Estados Unidos. Para la secuenciación, se empleó la tecnología Miseq 

de Illumina® con lecturas paired-end con fragmentos de 250 pb. La construcción 

de la librería se realizó con Nextera-XT Library Prep Kit. Las lecturas (reads) 

obtenidas del secuenciador fueron ensambladas de novo usando el programa CLC 

genomics work bench, con un tamaño mínimo de contig de 500 pb.

5.III.2 Identificación de genes asociados a formación de biopelículas

La identificación de los genes asociados a formación de biopelículas de 

STEC se realizó mediante un alineamiento, donde se hizo la búsqueda de la 

homología de las secuencias de los genes asociados a formación de biopelículas 

con el genoma secuenciado de los aislados STEC, esto mediante herramientas 
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computacionales. Este análisis se realizó en la plataforma bioinformática Geneious 

Version11.0.3 (Biomatters, Nueva Zelanda).

Se utilizaron las secuencias de los genes de referencias obtenidas del 

Centro Nacional para la Información Biotecnológica (NCBI) para los genes, 

específicos y definidos, asociados a la formación de biopelícula: csgA, csgD, crl, 

fimH, fimA, ehaA, ehaB, cah, flu y espP (Maurer et al., 1998; Makino et al., 1998; 

Henderson y Owen, 1999; Johnson y Stell, 2000; Restieri et al., 2007; Wells et al., 

2008; Ogasawara et al., 2010). Las secuencias de referencia se alinearon para 

crear una secuencia consenso con la que se realizó una búsqueda en el genoma a 

través de la aplicación Map to Reference (Geneious v11.0.3). Esta aplicación 

permitió identificar la zona del genoma en la que el gen de consenso se alinea y 

estaría ubicado, y se determinó la presencia o ausencia del gen en el genoma. 

Además, se rescató la secuencia del gen desde cada genoma y se comparó sus 

secuencias a través de alineamiento múltiple (Geneious v11.0.3), para verificar si 

la secuencia del gen es conservada o no entre los genomas de STEC aisladas en 

Chile.

5.III.3 Análisis de los resultados

Para estudiar si existió una asociación entre la presencia de los genes 

asociados a biopelículas en cada aislado STEC y la formación de biopelícula se 

estimó una correlación mediante el coeficiente de Spearman, ρ (rho). Con este 

análisis se midió el grado de correspondencia entre los rangos de las variables 

analizadas (formación de biopelículas y presencia de genes) de cada uno de los 

aislados. Este análisis se realizó por cada gen y nos permitió observar como la 

presencia del gen asociado a la formación de biopelículas se relaciona a la 

capacidad de formar biopelículas de los aislados en las microplacas de PS. 

Además, se describió la presencia de diferentes alelos aminoacídicos para cada 

uno de los genes en estudio y se determinó si existe asociación entre alguno de 

estos alelos y la formación de biopelículas de los aislado STEC mediante el 

coeficiente de Spearman, ρ (rho).

https://es.wikipedia.org/wiki/NCBI
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 Solamente toma en cuenta valores entre 1 y -1.

 El 0 indica que no existe correlación.

 El valor numérico indica la magnitud de la correlación.

Los resultados obtenidos fueron analizados empleando el programa Sigma Stat 

Statistical Software (IBM SPSS Statistics 22.0).
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6 RESULTADOS

I. Objetivo 1. Caracterizar genotípicamente aislados STEC obtenidos 
desde carne molida y heces de bovino.

Se evaluaron 186 aislados de STEC: 69 provenientes de carne molida y 117 

de heces de bovino (Figura 1). Del total, 63% (117/186) fueron positivas solo al 

genstx2, seguido de aislados que portaban tanto stx1 como stx2 (21%; 39/186) y 

finalmente, 16% (30/186) fueron positivas sólo al gen stx1.

Con respecto a la presencia de los genes eae y hlyA, 38,7% (72/186) de los 

aislados resultaron positivos al gen de la enterohemolisina (hlyA) y solo un aislado 

(0,5%; 1/186) fue positivo al gen de la intimina (eae). Este aislado provino de las 

muestras de heces de bovino (Figura 1). La presencia de los genes de virulencia 

stx1, hlyA y eae resultó ser independiente del origen de los aislados STEC (p 

>0,05). Sin embargo, la presencia del gen stx2resultó ser dependiente del origen 

del aislado STEC, mostrando diferencias significativas en el análisis (p = 0,044).

Figura3. Frecuencia de genes de virulencia stx1, stx2, hlyA y eae en los aislados de carne molida 
(n=69) y heces de bovino (n=117).

*, Representa diferencias significativas entre los orígenes de aislamiento.
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Con la información obtenida de la caracterización de los aislados según la 

presencia de genes de virulencia, se crearon perfiles de virulencia conformados 

por presencia/ausencia de cada uno de los genes estudiados (stx1, stx2, hlyA y 

eae). Se observó que los 117 aislados STEC de heces, los que provenían 

originalmente de 66 muestras de heces de bovino, se agruparon en 7 perfiles de 

virulencia. La mayoría de los aislados se agruparon en dos perfiles principales 

(Tabla 4); el perfil predominante se caracterizó por la presencia del gen stx2 como 

único gen de virulencia (40%; 47/117), seguido por aislados que presentaron solo 

los genes stx2 y hlyA (27%; 31/117) (Tabla 4).

En el caso de los 69 aislados STEC de carne molida, los que provenían 

originalmente de 43 muestras, se presentaron 6 perfiles distintos. De manera 

similar a lo observado en las muestras de bovino, el perfil predominante incluyó a 

aislados que portaban solo el gen stx2 (39%; 27/69) (Tabla 4).

Tabla 4. Perfiles genotípicos de aislados de heces de bovino y carne molida.

Perfiles
Heces de Bovino

n (%)

Carne Molida

n (%)
Total

stx2 47 (40%) 27 (39%) 74 (40%)

stx1 8 (7%) 10 (15%) 18 (10%)

stx1, stx2 11 (9%) 9 (13%) 20 (11%)

stx2, hlyA 31 (27%) 12 (17%) 43 (23%)

stx1, hlyA 6 (5%) 6 (9%) 12 (6%)

stx1, stx2, hlyA 13 (11%) 5 (7%) 18 (10%)

stx1, stx2, hlyA, eae 1 (1%) 0 (0%) 1 (1%)

Total 117 (100%) 69 (100%) 186 (100%)
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Con esta información se seleccionaron 67 aislados representativos de la 

diversidad de aislados en el estudio: 37 aislados de bovino y 30 de carne molida 

(Tabla 5).

Tabla 5. Número de aislados seleccionados según perfil de virulencia.

Perfiles

HECES DE BOVINO CARNE MOLIDA

Aislados 
totales

Aislados 
seleccionados

Aislados 
totales

Aislados 
seleccionados

stx2 47 6 27 10

stx1 31 16 12 10

stx2, hlyA 6 2 10 2

stx1, hlyA 8 1 6 2

stx1, stx2 11 2 9 2

stx1, stx2, hlyA 13 9 5 4

stx1, stx2, hlyA, eae 1 1 0 0

Total 117 37 69 30

II. Objetivo 2.Determinar la capacidad de formación de biopelículas de 
aislados STEC de carne molida y heces de bovino.

6.II.1 Detección y cuantificación de la formación de biopelícula en aislados 

STEC

La formación de biopelículas de los 67aislados seleccionados en el objetivo 

1 fue evaluada a través de ensayos en microplacas de PS de 96 pocillos con el 

método de tinción con cristal violeta y bajo dos condiciones; 23°C por 72 horas y 

37°C por 24 horas. Para evaluar la formación de biopelículas, se cuantificó la 

biomasa de la biopelícula formada en cada pocillo y se obtuvieron promedios a 
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partir de cada replica y para cada aislado. Los experimentos se realizaron en 

triplicado.

Luego de teñirlos cultivos con cristal violeta, se midió la absorbancia (DO620) 

de las biopelículas formadas. Los valores obtenidos (promedios de los triplicados) 

fueron clasificados según la DOc (densidad óptica promedio alcanzada por los 

pocillos control negativo de cada lectura).Los valores obtenidos fueron distribuidos 

en categorías para clasificar semi-cuantitativamente la capacidad de formación de 

biopelícula en cuatro categorías: Fuerte (F), Moderada (M), Débil (D) y No 

formadora (NF) (Tabla 6).

Tabla 6. Categorías de formación de biopelículas según Densidad Óptica (DO)

NFB (No formadora de Biopelícula) DO cepa ≤ DOc

DFB (Débil Formadora de Biopelícula) DOc ≤ DO cepa ≤ 2 x DOc

MFB (Moderada Formadora de 
Biopelícula)

2 x DOc ≤ DO cepa < 4 x DOc

FFB (Fuerte Formadora de Biopelícula) DO cepa > 4 x DOc

DOc: Densidad Óptica de corte, control negativo (Gómez et al., 2013).

6.II.2 Caracterización de la capacidad de STEC de formar biopelículas

El 82% de los aislados cultivados a 23°C fueron capaces de formar 

biopelículas sobre placas de PS. En el ensayo a 37°C, 66% de los aislados 

formaron biopelículas. Solo cuatro aislados STEC no formaron biopelícula a 

ninguna temperatura: una proveniente de carne molida y tres de heces de bovino. 

A 23°C, el mayor porcentaje de aislados formó biopelícula moderada o fuerte 



48

(60%; 40/67; Tabla 7). Por otro lado, en los ensayos a 37°C, el mayor porcentaje 

de aislados formaron biopelícula débil (64%; 43/67; Tabla 8).

Los aislados de carne molida formaron, en su mayoría, biopelículas fuertes 

a 23°C (37%; 11/30; tabla 7). Sin embargo, a 37°C, la mayor parte de los aislados 

no formó biopelículas (60%; 18/30; Tabla 8). En cuanto a los aislados de heces de 

bovino, el mayor porcentaje correspondió a aislados con moderada capacidad de 

formación de biopelícula a 23°C (30%, 11/37; Tabla 7). Por el contrario, el 84% 

(31/37) de los aislados de heces de bovino formaron biopelículas débiles a 37°C 

(Tabla 8).

A pesar de estos resultados, la producción de biopelículas a 23 °C resultó 

ser independiente del origen STEC (p>0,05). Sin embargo, a 37°C, donde la 

mayoría de los aislados de carne molida no formaron biopelículas (60%; 18/30) y 

la mayoría de los aislados de heces de bovino formaron biopelícula débil (46%, 

31/67), si se detectaron diferencias significativas entre la capacidad de formar 

biopelícula en función del origen de los aislados (p= 0,00).

Tabla 7. Categorización de los aislados STEC de acuerdo a su capacidad de 

formar biopelículas a 23°C.

Origen
STEC

Formación de Biopelículas 23°C

NF

n (%)

D

n (%)

M

n (%)

F

n (%)

Carne Molida 2 (7%) 8 (27%) 9 (30%) 11 (37%)

Heces de bovino 10 (27%) 7 (19%) 11 (30%) 9 (24%)

Total 12 (18%) 15 (22%) 20 (30%) 20 (30%)

NF: No Formadoras; D: Débiles; M: Moderadas; F: Fuertes.
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Tabla 8. Categorización de los aislados STEC de acuerdo a su capacidad de 

formar biopelículas a 37°C.

Origen
STEC

Formación de Biopelículas 37°C

NF

n (%)

D

n (%)

M

n (%)

F

n (%)

Carne Molida 18 (60%) 12 (40%) 0 (0%) 0 (0%)

Heces de bovino 5 (13%) 31 (84%) 1 (3%) 0 (0%)

Total 23 (34%) 43 (64%) 1 (2%) 0 (0%)

NF: No Formadoras; D: Débiles; M: Moderadas; F: Fuertes.

III. Objetivo 3. Analizar la asociación entre la presencia de determinantes 
genéticos fimbriales y autotransportadores, y sus polimorfismos, con la 
formación de biopelículas en aislados STEC de carne molida y heces de 
bovino.

6.III.1 Identificación de genes asociados a formación de biopelículas

Se exploró las secuencias genómicas de los 67 aislados STEC de carne 

molida y heces de bovino. Cada uno de los genes fue identificado en al menos un 

aislado.

En la tabla 9 se muestra la prevalencia de los genes fimbriales y 

autotrasportadores en los 67 aislados de carne molida y heces de bovino. Los 

genes fimbriales estuvieron presentes en el 100% de los aislados provenientes de 

carne molida. El porcentaje de los aislados que presentaron genes fimbriales varió 

de un 95% a 100% en los aislados provenientes de heces de bovino. Por otra 

parte, el gen autotransportador más frecuente fue ehaA tanto para los aislados de 

carne molida (87%; 26/30) como para los aislados de heces de bovino (100%; 
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37/37).El gen autotransportador menos frecuente en los aislados de ambos 

orígenes fue cah (Tabla 9).

Tabla 9. Presencia de genes de adhesinas fimbriales y de proteínas 

autotransportadoras en aislados STEC obtenidos de carne molida y heces de 

bovino (n=67)

Tipo de proteína Gene
s Carne Molida Heces de Bovino Total 

Fimbrial

crl 30 (100%) 37 (100%) 67 (100%)

csgA 30 (100%) 36 (97%) 66 (99%)

csgD 30 (100%) 36 (97%) 66 (99%)

fimH 30 (100%) 35 (95%) 65 (97%)

Autotransportador
a

cah 0 (0%) 2 (5%) 2 (3%)

ehaA 26 (87%) 37 (100%) 63 (94%)

ehaB 14 (47%) 20 (54%) 34 (51%)

espP 21 (70%) 19 (51%) 40 (60%)

flu 20 (67%) 19 (51%) 39 (58%)

Total 30 37 67

Se analizó la correlación entre la presencia de los genes asociados a 

biopelículas y la capacidad de formación de la misma en microplacas de PS. Al 

analizar la presencia de cada gen individualmente, los resultados mostraron que 

solo el gen fimH se correlacionó a la capacidad de formación de biopelícula a 23°C 

(p= 0,035). En el ensayo a 37°C, ningún gen se asoció significativamente con la 

capacidad de formar biopelícula (p>0.05).
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Además, no se observó correlación entre un aumento del número de genes 

fimbriales y autotransportadores y una mayor capacidad de formación de 

biopelículas a 23°C o 37°C (p>0,05).

6.III.2 Identificación de polimorfismos (SNPs) en secuencias nucleotídicas

Se identificaron polimorfismos de un solo nucleótido (SNPs) mediante el 

alineamiento de las secuencias de referencia para cada uno de los genes 

fimbriales y autotransportadores contra la secuencia extraída del genoma de los 

aislados STEC secuenciados. Se detectaron SNPs tanto en las secuencias de los 

aislados de carne molida como en las de heces de bovino y se determinó la 

presencia de alelos para cada gen. El gen que presentó mayor cantidad de alelos 

fue espP (30), seguido por los genes ehaA y flu. Los genes que presentaron 

menor cantidad de alelos fueron los genes  csgA y csgD (Tabla 10).

Tabla 10. Número de alelos presentes por gen de las secuencias nucleotídicas 

encontradas en los aislados STEC.

Proteína gen Numero de Alelos

fimbrial

crl 8

csgA 5

csgD 5

fimH 18

Autotransportador
a

cah 2

ehaA 27

ehaB 13

espP 30

flu 26



52

Se determinó el porcentaje de identidad de la secuencia encontrada en los 

aislados STEC con la secuencia consenso de las secuencias de referencia de 

cada gen (tabla 11, Anexo 10). Las secuencias de los genes csgA y fimH en los 

genomas de los aislados en estudio mostraron una identidad máxima del 100% 

con las secuencias de consenso. Las secuencias para el gen ehaB fueron las que 

mostraron el menor porcentaje de identidad (71,3%) con respecto al resto de los 

genes fimbriales y autotransportadores.

Tabla 11. Porcentaje máximo y mínimo de identidad de las secuencias 

nucleotídicas de los aislados STEC encontradas para cada gen fimbrial y 

autotransportador.

Gen
Tamaño 
del gen 

(pb)

N° de aislados en que 
se encontró el gen

Identidad 
máxima (%)

Identidad 
Mínima (%)

crl 402 67 99,8 97,3

csg
A

456
66 100 98,3

csg
D

651
66 99,4 98,5

fimH 903 65 100 98,3

cah 3018 2 99,9 98,5

eha
A

4050
63 98,5 96,9

eha
B

2943
33 88,5 71,3

esp 3903 40 99,9 93,9
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P

flu 3120 39 99,5 89,2

Se determinó el porcentaje de identidad con la secuencia de referencia de cada gen. Numero de 
acceso: 13703294, 13701123, 949119, 948847, 958808, 4714099, 957315, 1789732, 946540.

pb= Pares de bases. 

6.III.3 Identificación de polimorfismos en las secuencias aminoacídicas

Se identificaron polimorfismos mediante el alineamiento de las secuencias 

aminoacídicas de referencia para cada uno de los genes fimbriales y 

autotransportadores, contra la secuencia extraída del genoma de los aislados 

STEC secuenciados previamente traducida. Se detectaron polimorfismos tanto en 

las secuencias aminoacídicas de los aislados de carne molida como en las de 

heces de bovino.

El gen que presentó mayor cantidad de alelos fue ehaA con 25 alelos. Los 

genes que presentaron menor cantidad de alelos fueron crl y csgD (Tabla 12).

Tabla 12. Número de alelos presentes por gen de las secuencias aminoacídicas 

encontradas en los aislados STEC para los genes fimbriales y 

autotransportadores.

Proteína gen Numero de Alelos

fimbrial

crl 2

csgA 3

csgD 2

fimH 8

Autotransportador
a

cah 2

ehaA 25

ehaB 10
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espP 24

flu 23

Se determinó el porcentaje de identidad de la secuencia aminoacídica 

encontrada en los aislados STEC con la secuencia proteica de referencia de cada 

gen. Las secuencias de los genes crl, csgA, fimH y cah en los genomas de los 

aislados en estudio mostraron una identidad máxima del 100% con las secuencias 

aminoacídica de consenso. Las secuencias para el gen ehaB fueron las que 

mostraron el menor porcentaje de identidad (64,2%) con respecto al resto de los 

genes fimbriales y autotransportadores (tabla 13).

Tabla 13. Porcentaje máximo y mínimo de identidad de las secuencias 

aminoacídicas de los aislados STEC encontradas para cada gen fimbrial y 

autotransportador.

Proteína Gen

Tamaño 
de la 

proteín
a

Aislados 
en que se 
encontró 
el gen (n)

Identida
d 

máxima 
(%)

Identida
d Mínima 

(%)

Fimbrial

crl 133 67 100 98,5

csg
A 151 66 100 98,7

csg
D 216 66 99,1 99,1

fimH 300 65 100 98,7

Autotransportador
a

cah 1006 2 100 98,7

eha
A 1349 63 98,8 98

eha
B

980 33 89,8 64,2
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esp
P 1300 40 100 95,2

flu 1039 39 99,3 88,2

Se determinó el porcentaje de identidad con la secuencia de referencia de cada gen. Numero de 
acceso: 13703294, 13701123, 949119, 948847, 958808, 4714099, 957315, 1789732, 946540.

pb= Pares de bases. 

Se realizó un análisis de acuerdo a los polimorfismos de la secuencia 

aminoacídica para los genes fimbriales y autotransportadores de los aislados 

STEC. Se correlacionó los polimorfismos según el alelo de las secuencias 

aminoacídicas de los aislados STEC con la capacidad de formar biopelícula para 

cada gen. Los resultados mostraron que a 23°C no hubo diferencias significativas 

entre los polimorfismos de las secuencias (según alelo) y capacidad de formar 

biopelícula (p>0,05). Para el ensayo a 37°C solo hubo diferencias significativas 

entre los polimorfismos de las secuencias (según alelo) y capacidad de formar 

biopelícula para el gen espP (p<0,05). Para el resto de los genes no se mostraron 

diferencias entre las dos variables (Rho-Spearman p>0,05).
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7 DISCUSIÓN

STEC es considerada un importante problema de salud pública debido a 

que tiene la capacidad de producir brotes de enfermedad transmitida por los 

alimentos con riesgo de complicaciones graves como el SHU en poblaciones 

susceptibles (ISP, 2014). Dentro de los elementos que juegan importantes roles en 

la patogenia de la enfermedad causada por STEC están las toxinas Shiga (Stx) 

(Etcheverría y Padola, 2013) y otros factores de virulencia como la intimina (gen 

eae) y la enterohemolisina (gen hlyA) (Shen et al. 2015; Xía et al. 2010).Estos 

factores se han detectado frecuentemente en cepas que causan enfermedades en 

humanos. Las infecciones por STEC son zoonóticas, y el principal reservorio es el 

ganado bovino. Debido a malas prácticas durante el faenamiento de los animales 

o en algún otro punto de la cadena productiva, la bacteria puede contaminar la 

carne y así servir como vehículo para la infección en humanos (Etcheverría y 

Padola, 2013). Además, las superficies de procesamiento también se contaminan 

por malas prácticas con estas heces de animales colonizados. En ellas se pueden 

formar biopelículas las que también pueden servir de fuente de contaminación 

para las carnes con STEC (Galié et al., 2018).

En el primer objetivo de esta tesis se realizó el análisis comparativo de las 

características genotípicas de los aislados obtenido desde heces bovinas y carne 

molida: ambas fuentes son importantes focos tanto de contaminación como de 

transmisión del patógeno. Para este objetivo, se determinó la presencia de los 

genes de virulencia más frecuentemente involucrados en enfermedades humanas: 

stx1, stx2, eae y hlyA. Los genes stx son el principal factor de virulencia de STEC, y 

estudios indican que stx2 tendría un potencial patogénico muy superior a stx1 

(Paton y Paton, 2002; OPS, 2011). En nuestro estudio, stx2 fue detectado con 

mayor frecuencia que stx1 tanto en aislados de heces bovinas (88%) como en los 

de carne molida (77%). Estos resultados concuerdan con estudios realizados en 

Paraguay, Argentina, Brasil y en Países Bajos en aislados STEC de animales, 

donde más del 80% de los aislados poseen el gen stx2 (Florentín et al., 2018; 



57

Franz et al. 2012; Padola et al. 2004) y con estudios realizados en Alemania, 

Argentina y Japón donde un 65% de los aislados de productos cárnicos 

presentaban el gen stx2 (Brusa et al. 2013; Hoang et al. 2015; Xia et al. 2010). Sin 

embargo, los estudios realizados en Chile por Ríos et al. (1999) y por Borie et al. 

(1997) detectaron el gen stx1 como el más prevalente en aislados de carne 

(72,5%) y de bovinos (100%), respectivamente. Además, esta diferencia puede 

deberse cambios epidemiológicos asociados a que aquellos primeros estudios 

fueron realizados hace dos décadas. Esto concuerda con resultados más 

recientes, los que describen un porcentaje cercano al 70% de aislados de STEC 

positivas al gen stx2 en aislados STEC de heces bovinas y de 55% en productos 

cárnicos (Baeza, 2013; Vivanco, 2011). Es preocupante el alto porcentaje de stx2 

encontrados en nuestro estudio debido a su asociación a los casos más graves 

como SHU, en especial desde muestras de carne molida, alimento que es más 

frecuente y de fácil acceso por la población. Este es un peligro que podría 

relacionarse a un aumento en los cuadros más severos de esta patología ante 

posible presencia de brotes.

La producción de stx es esencial pero no suficiente para la virulencia de 

STEC. Existen otros factores que influyen sobre la virulencia de la bacteria. En 

nuestro estudio analizamos la presencia de dos de los principales factores de 

virulencia de STEC: la intimina (eae) y la enterohemolisina (hlyA) y junto a la 

presencia de los genes stx1 y stx2 se ordenaron en perfiles genéticos. En este 

estudio, el gen de la intimina (eae) estuvo presente en un aislado (0.5%, 1/186), y 

este aislado también resultó positivo para los genes hlyA y ambos stx. Resulta 

interesante que este aislado fue obtenido de heces bovinas. La presencia del gen 

eae se asocia significativamente con un mayor riesgo de diarrea con sangre en los 

seres humanos (Brooks et al. 2005), y estudios reflejan que la combinación de los 

genes hlyA y eae se ha asociado a la presentación de cuadros clínicos graves 

como el Síndrome Hemolítico Urémico en los pacientes. Por ejemplo, Ríos et al. 

(1999) observó que todas las cepas relacionadas a casos de SHU presentaban 

ambas toxinas y además eran eae positivas. Estudios realizados en Latinoamérica 

muestran un porcentaje cercano al 40% de eae en aislados de bovinos y 
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productos cárnicos (Llorente et al., 2014; Hamondet al. 2012; Padola et al. 2004). 

En Chile, la mayor prevalencia del gen eae se ha encontrado en aislados de 

pacientes enfermos y alimentos, principalmente productos cárnicos, en un 

promedio de un 45% (Baeza, 2013; Vivanco, 2011; Rios et al. 1999; Borie et al. 

1997). Este estudio solo detectó la presencia de un aislado positivo al gen eae. Sin 

embargo, este aislado podría ser potencialmente patógeno, teniendo en cuenta 

que además presenta el gen stx2, stx1 y hlyA.

Los aislados de heces bovinos se organizaron en siete perfiles. El principal 

perfil de los aislados de heces de bovino fue stx2+hlyA+. El gen hlyA es una toxina 

bacteriana definida como una sustancia que puede alterar el metabolismo normal 

de las células del huésped, produciendo efectos perjudiciales como la destrucción 

de la membrana celular de los eritrocitos y la lisis de células endoteliales (Bolton, 

2011). Un 39% de los aislados presentó el gen hlyA en este estudio. Diversos 

estudios muestran prevalencias de sobre 80% del gen hlyA en aislados de 

productos cárnicos, contrastando con nuestro estudio (Rios et al. 1999; Hamond et 

al. 2012; Zweifel et al. 2013; Hoang et al. 2015). Además, se ha descrito que el 

gen hlyA está presente en el 96% de las cepas STEC aisladas de pacientes con 

diarrea aguda, síndrome disentérico y SHU, lo que sugiere que tiene un rol 

importante en las cepas STEC para producir infección en humanos (Vidal et al., 

2010). Se puede inferir que los aislados con el perfil stx2+hlyA+ podrían tener un 

potencial patógeno mayor que los aislados que no poseen el gen hlyA. Nuestros  

resultados indican que las heces de bovinos son un reservorio de patógenos para 

los humanos, y podría asociarse a una posterior contaminación de los alimentos a 

través de la cadena de producción de la carne y la contaminación de diferentes 

alimentos y aguas de distinta procedencia.

Los aislados de carne se agruparon en seis perfiles; el perfil más frecuente 

fue en el que los aislados tenían stx2 como único gen de virulencia. Este gen se ha 

asociado a enfermedad grave en humanos más frecuentemente que stx1 (Luna-

Gierke et al., 2014). Estos resultados muestran que existe STEC potencialmente 

patógena contaminando las carnes que se venden en Santiago. Las medidas de 
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control a nivel productivo y en especial durante el faenamiento del animal y la 

manipulación posterior de los productos cárnicos serán decisivas para evitar la 

transmisión de STEC potencialmente patógena al humano, por lo que es 

necesario reforzar la fiscalización y las buenas prácticas.

Se ha demostrado que aislamientos de STEC de diferentes orígenes 

(ganado, agua, alimentos y humanos) pueden formar biopelículas (Biscola et al., 

2011). Se cree que las biopelículas aumentan la supervivencia y la persistencia de 

STEC en ambientes hostiles, entre ellos en plantas de procesamiento de carne 

(Vogeleer et al., 2014).En el segundo objetivo de esta tesis se evaluó la capacidad 

de 67 aislados STEC para formar biopelículas a 23°C y 37°C. Este ensayo se 

realizó con el método de cuantificación de biopelículas a través de microtitulación 

en placas de PS con tinción de cristal violeta. Este método ha sido validado por 

numerosos autores como una exitosa técnica para obtener resultados cuantitativos 

sobre la formación de biopelículas (Díez-García et al., 2012; Lianou et al., 2012; 

Steenackers et al., 2012). Los resultados obtenidos revelaron que 91% (61/67) de 

los aislados analizados formaron biopelícula. Resultados similares han sido 

publicados por varios autores, donde el promedio de formación de biopelícula en 

aislados STEC provenientes de humanos, heces de animales y alimentos, varió 

entre 83% y 100% (Taghadosi et al., 2017; Picozzi et al., 2017; Vogeleer et al., 

2016; Wang et al., 2016; Wang et al., 2012).

Por otro lado, los resultados obtenidos en esta tesis mostraron que existe 

una mayor capacidad de formar biopelículas a 23ºC que a 37ºC. Esto puede 

deberse a que, si bien, una menor temperatura de incubación puede disminuir la 

proliferación bacteriana, también puede favorecer la producción de biopelículas 

porque las cepas expresan componentes que no se produjeron en otras 

condiciones (Agarwal et al. 2011, Lianou y Koutsoumanis 2012). En STEC, uno de 

estos componentes son las fimbrias curli, la que se produce solamente bajo los 

30°C de temperatura (De Oliveira et al. 2014, Cabarkapa et al. 2015, Piras et al. 

2015). Algunos estudios como el de Stepanović et al. (2003) observaron en 

aislados de estafilococos un aumento en la producción de biopelículas a 30°C en 
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comparación con la incubación a 37°C. Piras et al. (2015) mostraron que en 

aislados de Salmonella enterica hubo una mayor producción de biopelículas a 

22°C que a 35°C. Estos hallazgos indican que los factores involucrados en la 

producción de biopelículas tienen diferentes respuestas de acuerdo con la 

temperatura de incubación (Cabarkapa et al. 2015).

En este estudio, no se detectó una asociación entre la capacidad de formar 

biopelículas a 23°C y el origen del aislado (p>0,05). La hipótesis del estudio indica 

que los aislados provenientes de carne molida tienen una mayor capacidad de 

formar biopelículas. Esto ya que en el entorno de las plantas de procesamiento de 

carne la formación de biopelícula confiere muchas ventajas a las células 

microbianas, como por ejemplo la resistencia física (desecación), la resistencia 

mecánica (corrientes de líquidos en las tuberías) y la protección química 

(productos químicos, antimicrobianos y desinfectantes) (Flemming et al., 2016). 

Sin embargo, con los resultados obtenidos en este estudio se podría inferir que los 

aislados de carne molida provendrían de células microbianas planctónicas de 

STEC y no de biopelículas que resistieron la presión selectiva del entorno de la 

planta. El estudio realizado por Ryu y Beuchat, (2005) mostró que células 

planctónicas de E. coli O157:H7 pueden resistir condiciones adversas como el uso 

de desinfectantes como el cloro, esto gracias a la presencia de EPS y fimbrias 

curli producidas por estas E. coli (Ryu y Beuchat, 2005). Estas estructuras pueden 

proteger a las células planctónicas contra la actividad bactericida de algunos 

desinfectantes (Ryu y Beuchat, 2005). Las células planctónicas pueden originarse 

directamente desde la contaminación con heces de animales portadores durante 

la evisceración, o de células planctónicas por contaminación cruzada con 

superficies o utensilios, o por contaminación por mala manipulación de operarios 

que podrían ser portadores de la bacteria y no tener una correcta higiene personal.

Por otro lado, en el ensayo a 37°C, donde la mayoría de los aislados de 

carne no formaron biopelículas y la mayoría de los aislados de heces de bovino 

formaron biopelícula débil, sí hubo diferencias estadísticamente significativas. 

Actualmente no existen estudios que asocien la capacidad de formar biopelículas 
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con el origen del aislado. Las muestras de heces de bovinos fueron tomadas en 

rebaños extensivos de leche y carne, azarosamente y directamente desde el recto 

del animal. Estudios demuestran que el sitio primario de colonización de STEC en 

el ganado es la unión recto-anal (Cote et al., 2015). El intestino de los bovinos es 

el hábitat natural de la bacteria y cuando se exponen a ambientes 

extraintestinales, deben resistir la presión selectiva ambiental para garantizar su 

supervivencia. Teniendo esto en cuenta podemos suponer que la asociación que 

existió a 37°C, entre la capacidad de formar biopelículas según el origen del 

aislado, puede estar relacionada con que las muestras de aislados de heces de 

bovino provenientes del recto se encontraban a la temperatura interna del animal 

(39°C) (Segura et al., 2018). Por lo tanto, ya que eran aislados que estaban 

adaptados a esa temperatura, los aislados tenían una mayor capacidad de formar 

biopelículas a 37°C. Sin embargo, son necesarios mayores estudios que puedan 

corroborar esta idea, ya que la temperatura solo es un parámetro dentro de los 

múltiples factores que influyen en la formación de biopelícula en una superficie.

A los 30 u C, elEl metabolismo bacteriano se acelera a medida que esta temperatura está más cerca deLa temperatura óptima de crecimiento. En consecuencia, el crecimiento bacteriano.y la formación de biopelículas comienza anteA los 30 u C, elEl metabolismo bacteriano se acelera a medida que esta temperatura está más cerca deLa temperatura óptima de crecimiento. En consecuencia, el crecimiento bacteriano.y la formación de biopelículas comienza anteA los 30 u C, elEl metabolismo bacteriano se acelera a medida que esta temperatura está más cerca deLa temperatura óptima de crecimiento. En consecuencia, el crecimiento bacteriano.y la formación de biopelículas comienza anteEstudios muestran que la formación de biopelículas de STEC podría estar 

influenciada además por una variedad de factores ambientales, como la nutrición, 

la humedad, el pH y la temperatura; estos factores podrían favorecen o inhibir la 

formación de biopelículas (Kumar et al., 2017, Uhlich et al., 2014; Hennekinne et 

al., 2012; Lee et al., 2010). Sin embargo, la literatura ha mostrado que la 

capacidad de formación de biopelícula de los aislados STEC depende de las 

características propias de las cepas y de las condiciones utilizadas en el estudio 

(Wang et al., 2012). En nuestro estudio, ambos ensayos fueron realizados en las 

mismas condiciones, con los mismos aislados STEC, y cultivados en los mismos 

medios, por lo que el factor temperatura y las características propias de los 

aislados serían los posibles responsables de esta variación.

En el objetivo 3 de esta tesis se determinó la presencia de nueve genes 

fimbriales y autotrasportadores asociados a formación de biopelículas en los 

genomas de los aislados en estudio. Además, se analizaron las secuencias de los 

genes en búsqueda de polimorfismos, tanto en las secuencias nucleotídicas como 
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aminoacídicas, y se contrastaron estas secuencias con la capacidad de formar 

biopelícula de los aislados en estudio. Las fimbrias y los autotransportadores son 

factores de adhesión asociados con la formación de biopelículas en STEC 

(McWilliams y Torres, 2014). En este estudio, se observó que los genes fimbriales 

estuvieron presentes casi en el total de los aislados con porcentajes entre 97% y 

100%. Esto es similar a otros trabajos en los que los genes para fimbria tipo 1 

(fimH) y curli (csgA, csgD, crl) están presentes en aislados STEC en porcentajes 

sobre 94% (Dos Santos et al., 2017; Wang et al., 2016; Cergole-Novella et al., 

2015; Biscola et al., 2011). Por otro lado, la presencia de genes 

autotransportadores (cah, ehaA, ehaB, espP, flu) fue más variable, con 

porcentajes entre 3% y 94%. Los genes ehaA, ehaB, espP y flu estuvieron 

presentes en los aislados STEC sobre un 50%, esto concuerda con estudios en 

aislados STEC de diferentes orígenes (Dos Santos et al., 2017; Vogeleer et al., 

2016; Wang et al., 2016; Easton et al., 2011; Biscola et al., 2011). Sin embargo, el 

gen cah estuvo presente en el 3% (2/67) de los aislados STEC, lo que es 

notoriamente diferente con datos de literatura, donde los estudios observan la 

presencia del gen cah en aislados STEC cercano a un 72% en promedio (Dos 

Santos et al., 2017; Wang et al., 2016; Biscola et al., 2011). Las diferencias 

presentadas con otros estudios pueden deberse al método utilizado para la 

identificación de los genes. La identificación de los genes se realizó desde la 

secuencia completa del genoma de los aislados STEC y buscando en ella la 

secuencia de cada gen, pero la mayoría de los estudios lo realizan a través de 

PCR. A pesar de esta diferencia, la búsqueda de los genes en la secuencia 

completa del genoma es un método más confiable, por lo que nuestro estudio 

entrega información más certera con respecto a los otros estudios (Aguilar-Bultet y 

Falquet, 2015).

En esta tesis, se estudió la asociación entre la presencia de cada gen fimbrial con 

la capacidad de formar biopelícula a 23°C, demostrándose que el gen fimH se 

asoció a la capacidad de formar biopelículas. Tanto las bacterias patógenas como 

las comensales tienen adhesinas que podrían participar en el proceso de 

adherencia (Etcheverría y Padola, 2013). En el caso del intestino bovino, el medio 
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ambiente, y otros sitios donde se sabe que persisten las bacterias, estudios 

indican que las cepas STEC O157 y no O157 expresan una amplia variedad de 

adhesinas, las que podrían desempeñar un papel clave en la persistencia en el 

reservorio rumiante o en la formación de biopelículas en superficies bióticas y 

abióticas (Farfán y Torres, 2012). Una de las adhesinas mejor estudiadas en E. 

coli son las fimbrias tipo 1, las cuales son codificadas por el gen fimH, y son las 

adhesinas más frecuentes en los aislamientos comensales y patógenos de E. coli, 

así como en otras Enterobacteriaceae. Estas fimbrias son críticas para la unión 

inicial estable a superficies bióticas y abióticas para varias cepas de E. coli 

(Florentín et al., 2018). Nuestro estudio y la literatura muestra que existe 

asociación positiva entre la presencia del gen fimH en aislados STEC con mayor 

capacidad de formar biopelícula. Sin embargo, al realizar la asociación entre el 

aumento de la presencia de genes fimbriales y autotransportadores con la 

capacidad de formar biopelículas, no se observó una correlación en los aislados 

STEC. Estudios demuestran que la unión y la formación de biopelículas en E. coli 

es multifactorial y además puede ser el resultado del efecto combinado de varias 

adhesinas. Sin embargo, existe evidencia de la relación competitiva entre las 

fimbrias tipo 1 y Ag43 en la formación de biopelículas en E. coli K-12 (Hasman et 

al., 1999; Lloyd et al., 2012). Otro estudio demostró que la expresión de fimbria 

tipo 1 puede impedir la función de la agregación celular mediada por EhaA (Wells 

et al., 2008). Estos estudios muestran que puede existir una relación competitiva 

entre estos componentes (proteínas fimbriales y autotransportadoras) que 

apoyarían la falta de asociación entre la presencia del aumento de los genes con 

la capacidad de formar biopelícula. Son necesarios estudios más actualizados y 

bajo estrictas condiciones experimentales para poder evaluar la asociación 

positiva o negativa propuesta que pudiese existir entre estos genes.

A pesar que los nueve genes fimbriales y autotransportadores considerados 

en este estudio se han asociado a formación de biopelículas en cepas STEC, 

estudios sugieren que se debe considerar que la expresión de estos genes está 

relacionada con las condiciones de cultivo particulares de la bacteria y que puede 

variar entre diferentes cepas incluso dentro del mismo serotipo (Florentín et al., 
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2018). Esto quiere decir que la capacidad de formar biopelículas de un aislado 

STEC no depende sólo de la información genética, sino también del ecosistema y 

las condiciones ambientales que afectan a la bacteria (Rivelli y Guillén, 2015; 

Villegas et al., 2013). Técnicas como el PCR en tiempo real (RT-qPCR o RT-

PCR), es adecuada para el estudio de expresión de genes (Wagner, 2013) y 

podría haber complementado este estudio.

Por último, se correlacionaron los alelos de las secuencias aminoacídicas 

para cada uno de los genes fimbriales y autotransportadores en los aislados STEC 

con la capacidad de formar biopelículas. Los resultados indicaron que no hubo 

diferencias significativas entre los alelos de ningún gen y la capacidad de formar 

biopelículas a 23°C. Además, todas las secuencias aminoacídicas de los genes 

fimbriales y autotransportadores presentaron polimorfismos. Las secuencias para 

el gen ehaA presentaron el mayor número de alelos (25). Las secuencias para el 

gen cah solo presentaron 2 alelos, sin embargo, el gen solo se presentó en 2 

aislados STEC. Esto muestra la diferencia entre las secuencias para un mismo 

gen que existen en nuestros aislados STEC debido a las mutaciones presentes.

Diversos estudios muestran la importancia de estos genes (cah, crl, csgA, 

csgD, ehaA, ehaB, espP, fimH, flu) en la formación de biopelículas. Por ejemplo, 

cepas mutantes para el gen csgA mostraron una disminución en la adhesión al 

tejido de plantas y mutantes fimH una adhesión inicial disminuida (Orndorff et al., 

2004; Cookson et al., 2002). No obstante, estudios más recientes realizados en 

cepas knock-out para los genes fimbriales y autotransportadores incluidos en esta 

tesis, revelan que la sola presencia de determinados genes no sería decisiva para 

que la bacteria pueda adherirse y/o formar la biopelícula (Taghadosi et al., 2017; 

McWilliams y Torres, 2013). Un ejemplo de esto es un estudio en el que se eliminó 

el gen ehaA de dos cepas y se observó que no hubo diferencias significativas en 

la formación de biopelículas (Wells et al., 2008). En otro estudio la eliminación del 

gen cah redujo la formación de biopelículas en superficie abiótica en cepas STEC 

O157:H7; sin embargo, no afectó su capacidad para adherirse a la alfalfa (Torres 

et al., 2005; Torres et al., 2002). Carter et al. (2017) sugiere que la mutación 
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adaptativa es un mecanismo común en STEC para ajustar su colonización y 

supervivencia en condiciones cambiantes de hábitat (Carter et al., 2017). Estas 

mutaciones mejoran la capacidad física de las células bacterianas bajo una 

presión selectiva particular. Esto puede verse reflejado en una mejor eliminación 

de nutrientes o en una mayor resistencia al estrés o a antibióticos (Wang et al., 

2010; Rogstam et al., 2007). Sin embargo, no hubo correlación entre algún alelo y 

la capacidad de formar biopelícula en los aislados STEC, por lo que se concluye 

que esta capacidad de formar biopelículas depende de múltiples factores tanto de 

cultivo como del ambiente y de la propia cepa.

Este estudio entrega información de los genes asociados a formación de 

biopelículas en STEC, lo que puede aportar para futuras investigaciones. Además, 

muestra la importancia de que se implemente la vigilancia de estas comunidades 

multicelulares tanto en el ganado como en los predios y en la cadena productiva; 

esto debido a las malas prácticas que se pueden desarrollar sobre todo durante el 

faenamiento del animal y en la manipulación de la carne dentro de las plantas de 

procesamiento de carne, lo que permitiría la diseminación de la bacteria, 

contaminación de la carne u otros alimentos y llegada al consumidor.

8 CONCLUSION

En este estudio se encontró que el 84% (156/186) de los aislados STEC 

presentaban el gen stx2, además de un aislado de carne molida que presentó los 4 

genes (stx1, stx2, hlyA y eae). Estos hallazgos indican que los consumidores 

podrían estar en riesgo al tener contacto con aislados que pudiesen ser 

potencialmente patógenos y causar cuadros más severos de la enfermedad. Un 

91% (61/67) de los aislados STEC seleccionados fueron capaces de formar 

biopelícula, sin embargo, esta capacidad no dependió del origen. Esto nos 

muestra que independiente del origen, STEC es capaz de formar biopelículas en 

las condiciones adecuadas, lo que puede incidir en un mayor riesgo de 

contaminación de alimentos y pudiendo llegar al consumidor. También se 
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identificaron genes asociados a formación de biopelículas en los aislados STEC, 

sin embargo, no presentaron correlación con la capacidad de formar biopelícula de 

los aislados. Además, se observaron diferentes alelos para los genes fimbriales y 

autotransportadores en los aislados STEC, pero ningún alelo mostró correlación 

con la capacidad de formar biopelícula de los aislados STEC. Esto confirma que la 

capacidad de formar biopelícula es multifactorial.

De acuerdo a estos resultados podemos concluir que las dos hipótesis de este 

estudio se rechazan, ya que no hay diferencias significativas entre la capacidad de 

formar biopelículas según su origen y sólo el gen fimH mostró una correlación 

entre su presencia y la capacidad de formar biopelículas.

Debido a la complejidad de las biopelículas son necesarios futuros estudios 

que requieren de una combinación de diferentes enfoques, tanto experimentales 

como bioquímicos, genéticos y físicos para abordar las diferentes aristas que 

influyen en la formación de las biopelículas. Con esto surgirán nuevas estrategias 

para la prevención y el control de las biopelículas, las que dependerán de una 

comprensión más completa de lo que hace que el fenotipo de biopelículas sea tan 

diferente del fenotipo planctónico.
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10 ANEXO

Anexo 1. Resultados caracterización de factores de virulencia de 117 aislados 

STEC provenientes de Heces de Bovino.

Muestra cepa Stx1 Stx2 HlyA eae
A1 2 0 1 0 0
A2 1 0 1 1 0
A2 I 0 1 1 0
A3 1 1 1 1 0
A3 2 1 1 1 0
A4 VI 1 1 1 0
C1 I 0 1 1 0
C4 III 1 1 1 0
C4 VIII 1 1 0 0
D7 1 0 1 0 0
D8 4 0 1 1 0
E6 III 1 1 1 0
E6 4 0 1 1 0
E6 IV 1 1 1 0
E6 VII 0 1 1 0
E7 2 0 1 1 0
E7 4 0 1 1 0
F5 2 0 1 0 0
F5 4 0 1 0 0
F6 II 1 0 0 0
F6 V 0 1 0 0
2B i 1 0 0 0
2B d 1 0 0 0
2B b 0 1 0 0

43B 8 1 0 0 0
49x 7 1 0 0 0
49B 2 0 1 0 0
49B 6 0 1 0 0
71A 6 0 1 0 0
71A 9 1 0 0 0
72A 2 1 0 0 0
72A 7 1 1 0 0
72A 8 0 1 0 0
73A 2 0 1 0 0
73A 3 0 1 0 0

73A 5 1 1 0 0
78A 1 0 1 0 0
78A 2 1 1 0 0
p2-1 3 0 1 0 0
p2-1 7 0 1 0 0
p2-2 3 0 1 0 0
p2-2 8 0 1 1 0
p3-5 3 0 1 0 0
p3-5 4 0 1 0 0
p3-5 5 1 1 1 0
p4-2 10 0 1 0 0
p5-3 7 0 1 1 0
p5-3 10 0 1 0 0
p6-1 4 0 1 0 0
p6-2 1 0 1 1 0
p6-2 2 0 1 1 0
p6-3 3 0 1 0 0
p6-3 7 0 1 0 0
p6-4 7 1 1 1 0
p6-4 9 1 1 1 0
p7-1 8 1 0 0 0
p7-2 1 0 1 0 0
p7-2 3 0 1 0 0
p7-2 9 1 1 0 0
p7-2 10 0 1 0 0
p7-3 1 0 1 0 0
p7-3 3 0 1 0 0
p7-4 8 1 1 0 0
p7-4 10 0 1 0 0
M2 2 1 1 1 0
M2 3 0 1 1 0
M4 1 0 1 0 0
M4 2 0 1 0 0
M9 3 1 1 1 0

M10 2 0 1 1 0
M10 3 1 1 1 0
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M13 1 0 1 0 0
M14 9 0 1 0 0
M15 3 1 1 0 0
M19 6 0 1 0 0
M21 1 0 1 1 0
M21 2 0 1 1 0
M22 1 0 1 1 0
M29 2 0 1 0 0
M29 4 0 1 1 0
M31 3 0 1 0 0
M31 8 0 1 0 0
M40 4 1 1 0 0
M41 7 0 1 1 0
M43 6 0 1 0 0
M48 10 0 1 0 0
M50 7 1 1 0 0
M50 9 1 1 0 0
57B 2 0 1 1 0
73B 2 0 1 0 0
85B 1 0 1 1 0
85B 2 0 1 1 0
93A 8 0 1 1 0
94A 4 1 1 0 0
99A 10 0 1 0 0
P4 1 1 0 1 0
P4 4 1 0 1 0
P4 8 1 0 1 0

P11 1 1 0 1 0
P34 1 (4) 0 1 1 0
P34 3 0 1 0 0
P34 7 0 1 0 0
P36 4 0 1 1 0
P36 8 0 1 1 0
P36 9 0 1 1 0
P37 1 1 1 1 0
P37 5 1 1 1 1
11 1 0 1 0 0
11 6 0 1 0 0
11 7 0 1 0 0
19 6 1 0 1 0
34 7 1 0 1 0
34 9 0 1 0 0

M2-3 1 0 1 1 0

M2-3 2 0 1 1 0
57B2 1 0 1 1 0
57B2 2 0 1 1 0
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1: Positivo al gen; 0: Negativo al gen

Anexo 1. Resultados caracterización de factores de virulencia de 69 aislados 

STEC provenientes de Carne Molida.

Muestra cepa Stx1 Stx2 HlyA eae
109 2 R 1 1 1 0
113 B-4 1 0 0 0
123 B-5 0 1 1 0
123 B-9 0 1 1 0
125 9 R 0 1 1 0
125 A1-1 0 1 0 0
125 A1-2 0 1 0 0
127 A-4 0 1 0 0
127 A-6 0 1 0 0
128 A-4 0 1 0 0
135 A-5 1 1 0 0
135 A-8 1 1 1 0
139 A-9 1 0 1 0
139 A-3 1 0 1 0
139 B-6 1 0 1 0
139 B-8 1 0 1 0
13 A-6 0 1 0 0

160 8 R 1 0 1 0
178 A-8 0 1 0 0
186 7 R 0 1 1 0
200 A-1 0 1 0 0
200 A-3 0 1 1 0
201 A-9 0 1 1 0
210 A1 1 1 0 0
210 A2 1 1 0 0
210 2-1 R 0 1 0 0
210 A6 1 1 0 0
210 A8 1 0 0 0
224 A3 1 1 0 0
232 A4 0 1 0 0
245 A8 0 1 0 0
24 A-1 0 1 0 0
24 A-2 0 1 0 0

260 A2 0 1 1 0
265 B1 0 1 0 0
283 A5 0 1 0 0

314 A4 0 1 0 0
315 B8 1 1 1 0
31 A-8 1 0 0 0

333 A1 0 1 1 0
333 A10 0 1 0 0
333 A4 0 1 1 0
33 A-8 0 1 0 0

346 A1 0 1 0 0
346 A3 0 1 0 0
346 A4 0 1 0 0
366 A3 0 1 1 0
36 B-7 0 1 0 0
36 B-8 0 1 0 0

388 A2 0 1 0 0
400 B10 0 1 1 0
424 B10 0 1 0 0
46 B-6 0 1 0 0
47 B-8 0 1 1 0
55 A-3 0 1 0 0
5 A3-2 1 1 1 0
5 D-6 1 0 0 0

60 B-10 1 0 0 0
62 B-1 1 0 0 0
62 B-10 1 0 0 0
62 B-5 1 0 0 0
62 B-9 1 0 0 0
67 A-10 1 0 0 0
81 A-3 1 0 1 0
82 A-7 1 1 0 0
82 A-8 1 1 0 0
82 A-9 1 1 0 0
8 C-3 1 1 0 0

97 A-5 1 1 1 0
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1: Positivo al gen; 0: Negativo al gen
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Anexo 3.Presencia de genes fimbriales y autotransportadoras detectados en los 

30 aislados STEC de Carne Molida.

Aislado

Genes fimbriales Genes autotransportadores
TOTA

Lcrl csg
A

csg
D fimH ehaA eha

B espP ca
h flu

5A-3-2 + + + + + + + - + 8

24-A-1 + + + + + + + - + 8

31-A-8 + + + + + - + - + 7

46-B-8 + + + + + - + - + 7

55-A-3 + + + + + + - - - 6

62-B-1 + + + + - - - - + 5

81-A-3 + + + + + + + - - 7

82-A-7 + + + + - - - - + 5

97-A-5 + + + + + - + - + 7

123B-5 + + + + + + + - - 7

123-B-9 + + + + + + + - - 7

127-A-4 + + + + + - + - + 7

128-A-4 + + + + + + + - - 7

135-A-5 + + + + + + + - - 7

135-A-8 + + + + + + + - - 7

139A-3 + + + + + - - - + 6

186-7 + + + + + - + - + 7

200A-3 + + + + + + + - + 8

201A-9 + + + + + + + - + 8

210-2-1 + + + + - - + - + 6

232-A4 + + + + + - + - + 7

245-A8 + + + + + + - - - 6
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260-A2 + + + + + + + - - 7

283-A5 + + + + + - - - + 6

314-A4 + + + + - - - - - 4

315-B8 + + + + + - + - + 7

333-A1 + + + + + - - - + 6

346-A1 + + + + + + - - + 7

366-A3 + + + + + - + - + 7

400-B10 + + + + + - + - + 7
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Anexo 4. Presencia de genes fimbriales y autotransportadoras detectados en los 

37 aislados STEC de heces de bovino.

Aislad
o

Genes fimbriales Genes autotranportadores
TOTA

Lcrl csg
A

csgD fimH ehaA ehaB esp
P

cah flu

2B-i + - - - + + - + + 5

19-6 + + + + + - + - + 7

57B2-2 + + + + + - + - - 6

57B2-1 + + + + + + - - - 6

73-B2 + + + + + + - - + 7

85-B1 + + + + + + - - - 6

93-A8 + + + + + - + - + 7

94-A4 + + + + + + - - + 7

A2-1 + + + + + - + - + 7

A3-1 + + + + + - + - + 7

A4-VI + + + + + + - - - 6

E6-4 + + + + + - + - - 6

E6-III + + + + + - + + - 7

E6-IV + + + + + - + - - 6

E7-2 + + + + + - + - - 6

M2-3-1 + + + + + - + - - 6

M4-1 + + + + + - - - - 5

M9-3 + + + + + + - - - 6

M10-2 + + + + + - - - + 6

M10-3 + + + + + - - - + 6

M15-3 + + + + + + + - + 8
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M21-1 + + + + + - + - - 6

M21-2 + + + + + - + - - 6

M22-1 + + + + + + - - - 6

M29-4 + + + + + + + - + 8

M41-7 + + + - + - + - + 6

P2-2-8 + + + + + + + - + 8

P3-5-5 + + + + + + - - - 6

P4-1 + + + + + - + - + 7

p4-2-10 + + + + + + - - + 7

p5-3-10 + + + + + + - - - 6

P6-2-1 + + + + + - - - + 6

P6-3-3 + + + + + + - - - 6

P6-3-7 + + + + + + - - - 6

P6-4-7 + + + + + + - - + 7

P37-1 + + + + + + + - + 8

P37-5 + + + + + + + - + 8
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Anexo 5.Porcentaje de identidad por alelo de las secuencias de los aislados 

STEC encontrados para el gen crl.

Alelos Aislados Identidad 
(%)

Longitud 
del gen

Longitud de la 
secuencia

1 M9-3 97,26 402 402

2 2B-i 98,26 402 402

3 19-6/ 57B2-1/ 57B2-2/ 81A3/ 123B5/ 123B9/ 
128A4/ 135A5/ 135A8/260A2/ p4-2-10/ 
M22-1

99,00 402 402

4 232A4/ 201A9/ 200A3/ 127A4/ 31A8/ 24A1 99,00 402 402

5 p6-4-7/ p6-3-7/ p6-3-3/ p3-5-5/ 346A1/ 
94A4/ 85B1/ 55A3/ 5A32

99,00 402 402

6 283A5 99,25 402 402

7 P4-1/ M41-7/ M21-1/M21-2/ M2-3-1/ E7-2/ 
E6-iV/ E6-III/ E6-4/ A3-1/ A2-1/ 400B10/ 
366A3/ 315B8/ 210-2-1/ 186-7/ 97A5/ 93A8/ 
46B8

99,50 402 402

8 62B1/ 73B2/ 82A7/ 139A3/ 245A8/ 314A4/ 
333A1/ P37-1/ P37-5/ p5-3-10/ p2-2-8/ 
M29-4/ M15-3/ M10-3/ M10-2/ M4-1/ p6-2-
1

99,75 402 402

Anexo 6. Porcentaje de identidad por alelo de las secuencias de los aislados 

STEC encontrados para el gen csgA.

Alelos Aislados Identidad 
(%)

Longitud del 
gen

Longitud de 
la secuencia

1 E7-2/ E6-IV/ E6-4 99,56 456 456

2 M9-3 98,26 459 456

3 E6-III 98,9 456 456

4 283A5 99,12 453 456

5 19-6/ 57B2-1/ 57B2-2/ 81A3/ 123B5/ 123B9/ 100 456 456
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128A4/ 135A5/ 135A8/260A2/ p4-2-10/ M22-1/ 
232A4/ 201A9/ 200A3/ 127A4/ 31A8/ 24A1/ 
p6-4-7/ p6-3-7/ p6-3-3/ p3-5-5/ 346A1/ 94A4/ 
85B1/ 55A3/ 5A32/ P4-1/ M41-7/ M21-1/M21-
2/ M2-3-1/ A3-1/ A2-1/ 400B10/ 366A3/ 
315B8/ 210-2-1/ 186-7/ 97A5/ 93A8/ 46B8/ 
62B1/ 73B2/ 82A7/ 139A3/ 245A8/ 314A4/ 
333A1/ P37-1/ P37-5/ p5-3-10/ p2-2-8/ M29-4/ 
M15-3/ M10-3/ M10-2/ M4-1/ p6-2-1

Anexo 7.Porcentaje de identidad por alelo de las secuencias de los aislados 

STEC encontrados para el gen csgD.

Alelos Aislados Identidad 
(%)

Longitud 
del gen

Longitud de la 
secuencia

1 E7-2/ E6-IV/ E6-4 99,39 651 651

2 M9-3 99,39 651 651

3 E6-III 99,08 651 651

4 p2-2-8 98,46 651 651

5 19-6/ 57B2-1/ 57B2-2/ 81A3/ 123B5/ 123B9/ 
128A4/ 135A5/ 135A8/260A2/ p4-2-10/ M22-1/ 
232A4/ 201A9/ 200A3/ 127A4/ 31A8/ 24A1/ 
p6-4-7/ p6-3-7/ p6-3-3/ p3-5-5/ 346A1/ 94A4/ 
85B1/ 55A3/ 5A32/ P4-1/ M41-7/ M21-1/M21-
2/ M2-3-1/ A3-1/ A2-1/ 400B10/ 366A3/ 
315B8/ 210-2-1/ 186-7/ 97A5/ 93A8/ 46B8/ 
62B1/ 73B2/ 82A7/ 139A3/ 245A8/ 314A4/ 
333A1/ P37-1/ P37-5/ p5-3-10/ 283A5/ M29-4/ 
M15-3/ M10-3/ M10-2/ M4-1/ p6-2-1

98,62 651 651
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Anexo 8.Porcentaje de identidad por alelo de las secuencias de los aislados 

STEC encontrados para el gen fimH.

Alelos Aislados Identidad (%) Longitud 
del gen

Longitud de la 
secuencia

1 62B1/ 82A7/ 210-2-1/ 314A4 98,45 903 903

2 M9-3 98,34 903 903

3 19-6 98,89 903 903

4 E6-III 99,89 903 903

5 p2-2-8 100 903 903

6 E6-4/ E7-2/ E6-IV 99,22 903 903

7 5A3-2 98,34 903 903

8 P37-1/P37-5/ M29-4/ M4-1/ 135A5/ 
135A8/ 123B5/123B9/ p4-2-10/ M15-
3/ 57B2-1/ 57B2-2/ M22-1/ 283A5/ 
128A4/ 81A3/ 46B8/ 24A1

98,56 903 903

9 400B10 98,45 903 903

10 260A2 98,45 903 903

11 p6-4-7 98,89 903 903

12 P6-2-1/ P4-1/ M21-1/ M21-2/ M10-3/ 
M10-2/ M2-3-1/ A3-1/ A2-1/ 333A1/ 
315B8/ 186-7

98,78 903 903

13 139A3 98,56 903 903

14 97A5/ 366A3 98,67 903 903

15 93A8 98,56 903 903

16 P6-3-7/ P6-3-3/ P3-5-5/ A4VI/ 346A1/ 
232A4/ 127A4/ 94A4/ 85B1/ 55A3/ 
31A8

98,89 903 903

17 201A9/ 200A3 98,78 903 903

18 p5-3-10/ 73B2/ 245A8 99,34 903 903
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Anexo 9.Porcentaje de identidad por alelo de las secuencias de los aislados 

STEC encontrados para el gen cah.

Alelos Aislados Identidad (%) Longitud del 
gen

Longitud de la 
secuencia

1 E6-III 98,54 3,018 3,018

2 19-06 99,97 3,018 3,018
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Anexo 10.Secuencias consenso de genes fimbriales y autotransportadores 

utilizadas para alineamiento con secuencia nucleotídica de los genomas de 

aislados STEC.

Gen Secuencia consenso

crl

ATGACGTTACCGAGTGGACACCCGAAGAGCAGATTGATCAAAAAATTTACCGCACTAGGCC
CGTATATTCGTGAAGGTAAGTGCGAAGATAATCGATTCTTTTTCGATTGTCTGGCTGTATGC
GTCAACGTGAAACCGGCACCGGAAGTGCGTGAGTTCTGGGGCTGGTGGATGGARCTGGA
AGCGCAGGAATCCCGTTTTACCTACAGTTACCAGTTTGGTCTGTTCGATAAAGCAGGCGAC
TGGAMGAGTGTTCCGGTAAAAGATACTGAAGTGGTTGAACGACTGGAGCACACCCTGCGT
GAGTTTCACGAGAAGCTGCGTGARCTGCTGRCGACGCTGAATCTGAAGCTGGAACCGGCG
GATGATTTTCGTGAYGARCCGGTGAAGTTAACGGCGTGA

csgA

ATGAAACTTTTAAAAGTAGCAGCAATTGCAGCAATCGTATTCTCCGGTAGCGCTCTGGCAG
GTGTTGTTCCTCAGTACGGCGGCGGCGGTAACCACGGTGGTGGCGGTAATAATAGCGGCC
CAAATTCAGAGCTGAACATTTACCAGTACGGTGGCGGTAACTCTGCACTTGCTCTGCAAACT
GATGCCCGTAACTCTGACTTGACTATTACCCAGCATGGCGGCGGTAATGGTGCAGATGTTG
GTCAGGGCTCAGATGACAGCTCAATCGATCTGACCCAACGTGGCTTCGGTAACAGCGCTAC
TCTTGATCAGTGGAACGGCAAAAATTCTGAAATGACTGTTAAACAGTTCGGTGGTGGCAAC
GGTGCTGCAGTTGACCAGACTGCATCTAACTCCTCCGTCAACGTGACTCAGGTTGGCTTTG
GTAACAACGCGACCGCTCATCAGTACTAA

csgD

ATGTTTAATGAAGTCCATAGTATTCATGGTCATACATTATTGTTGATCACTAAACCTTCTTTG
CAGGCGACAGCTCTCTTGCAGCACCTTAAACAATCGCTGGCAATTACAGGAAAATTACATA
ATATTCAACGTTCTCTGGACGATATCTCTTCAGGCTCTATTATTCTTCTGGATATGATGGAAG
CGGATAAAAAGCTTATCCATTATTGGCAGGATACTTTGAGCAGGAAAAACAACAATATCAA
AATATTGTTGCTAAATACGCCTGAAGATTACCCGTACCGCGACATTGAAAACTGGCCTCATA
TCAACGGCGTTTTTTATGCCATGGAGGATCAAGAACGTGTTGTCAATGGGTTGCAAGGCGT
CCTGCGCGGCGAATGCTACTTTACGCAAAAGCTTGCCAGCTACCTGATTACGCATTCAGGT
AACTATCGTTATAACAGCACGGAATCAGCCCTCCTTACTCATCGGGAAAAAGAGATCCTGA
ATAAGCTGCGTATCGGCGCGTCTAATAACGAGATCGCTCGTTCGTTGTTCATCAGCGAAAA
TACGGTTAAAACGCATCTTTATAATCTTTTCAAGAAGATAGCCGTAAAAAACCGGACACAA
GCGGTTTCCTGGGCAAACGATAACCTCAGGCGATAA

fimH ATGAAACGAGTTATTACCCTGTTTGCTGTACTGCTGATGGGCTGGTCGGTAAATGCCTGGT
CATTCGCCTGTAAAACCGCCAATGGTACCGCTATCCCTATTGGCGGTGGCAGCGCCAATGT
TTATGTAAACCTTGCGCCYGYCGTGAATGTGGGGCAAAACCTGGTCGTGGATCTTTCGACG
CAAATCTTTTGCCATAACGATTATCCGGAAACCATTACAGACTATGTCACACTGCAACGAGG
CTCGGCTTATGGCGGCGTGTTATCTAATTTTTCCGGGACCGTAAAATATAGTGGCAGTAGC
TATCCATTTCCTACCACCAGCGAAACGCCGCGCGTTGTTTATAATTCGAGAACGGATAAGCC
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GTGGCCGGTGGCGCTTTATTTGACGCCTGTGAGCAGTGCGGGCGGGGTGGCGATTAAAGC
TGGCTCATTAATTGCCGTGCTTATTTTGCGACAGACCAACAACTATAACAGCGATGATTTCC
AGTTTGTGTGGAATATTTACGCCAATAATGATGTGGTGGTGCCTACTGGCGGCTGYGATGT
TTCTGCTCGTGATGTCACCGTTACTCTGCCGGACTACCCTGGTTCAGTGCCRATTCCTCTTAC
CGTTTATTGTGCGAAAAGCCAAAACCTGGGGTATTACCTCTCCGGCACAACCGCAGATGCG
GGCAACTCGATTTTCACCAATACCGCGTCGTTTTCACCTGCACAGGGCGTCGGCGTACAGTT
GACGCGCAACGGTACGATTATTCCAGCGAATAACACGGTATCGTTAGGAGCAGTAGGGAC
TTCGGCGGTRAGTCTGGGATTAACGGCAAATTATGCACGTACCGGAGGGCAGGTGACTGC
AGGGAATGTGCAATCGATTATTGGCGTGACTTTTGTTTATCAATAA

cah ATGCAGAACGGAATTGCACACAACAGACTGATACTTCTCTGTCTGATGAAGGGGGAGAGC
GTTTACGCCCGGGACGTATCGCTGTGCCCGATAACTCTGTTTTGTACCTGCCGGTATCCACT
TTTGTGGGTACCGGCTTTTTTATTCACCCTCTGTAAGGAAAAGCTGATGAAACGACATCTGA
ACACCAGCTACAGGCTGGTATGGAATCACATTACGGGCACCCTGGTGGTGGCCTCCGAACT
GGCCCGCTCACGGGGAAAACGCGCCGGTGTGGCGGTTGCGCTGTCTCTTGCTGCTGTCAC
ATCAGTCCCGGCACTGGCTGCTGACAAGGTTGTACAGGCGGGAGAAACCGTGAACGATGG
AACACTGACAAATCATGACAACCAGATTGTCTTCGGTACGGCCAACGGAATGACCATCAGT
ACCGGGCTGGAACTGGGGCCGGACAGTGAAGAAAACACCGGTGGGCAATGGATACAGAA
TGGCGGGATAGCCGGAAACACCACTGTCACCACAAATGGTCGTCAGGTCGTGCTGGAGGG
GGGAACAGCCAGTGATACGGTTATTCGTGACGGCGGGGGACAGAGCCTGAACGGACTGG
CGGTGAACACCACACTGAATAACAGAGGCGAGCAGTGGGTGCATGAGGGCGGGGTTGCC
ACCGGTACAATTATCAACCGCGACGGTTACCAGAGCGTTAAAAGTGGCGGGCTGGCAACA
GGAACCATCATCAACACCGGCGCAGAAGGCGGCCCTGATTCTGACAACTCGTATACGGGTC
AGAAGGTCCAGGGAACAGCAGAATCCACCACCATCAACAAAAATGGACGGCAGATTATCT
TATTTTCCGGGCTAGCCCGTGACACTCTCATTTACGCAGGTGGTGACCAGTCGGTACACGG
AAGGGCCCTGAATACCACACTGAATGGCGGTTACCAATATGTGCACAGGGACGGACTTGC
GCTGAACACGGTAATTAACGAGGGGGGCTGGCAGGTTGTTAAGGCAGGTGGCGCTGCCG
GTAACACCACCATAAATCAGAACGGTGAACTGAGGGTACATGCCGGCGGGGAAGCCACTG
CAGTCACCCAGAACACGGGCGGTGCACTGGTTACCAGTACTGCTGCAACTGTCATCGGCAC
AAACCGTCTGGGGAATTTCACGGTGGAAAACGGTAAGGCTGACGGTGTTGTTCTGGAATC
CGGCGGTCGTCTGGATGTACTGGAGAGCCATTCAGCACAGAATACCCTAGTGGATGACGG
CGGTACCCTGGCAGTGTCTGCCGGCGGTAAGGCGACAAGTGTCACCATAACATCCGGTGG
TGCCCTGATTGCAGACAGTGGTGCCACTGTTGAGGGGACCAATGCCAGCGGTAAGTTCAG
TATTGATGGCACATCCGGTCAGGCCAGCGGCCTGCTGCTGGAAAATGGCGGCAGCTTTAC
GGTTAATGCCGGGGGACAGGCTGGCAACACCACTGTCGGACATCGTGGAACACTGACGCT
GGCTGCCGGGGGAAGTCTGAGTGGCAGAACACAGCTCAGTAAAGGCGCCAGTATGGTACT
GAATGGTGATGTGGTCAGTACCGGCGATATTGTTAACGCAGGGGAGATTCGCTTTGATAAT
CAGACGACACCGAATGCCGCGCTGAGCCGTGCTGTTGCAAAAAGTAACTCCCCGGTAACGT
TCCATAAACTGACCACCACGAACCTCACCGGCCAGGGCGGCACCATCAATATGCGTGTTCG
CCTTGATGGCAGCAATGCCTCTGACCAGCTGGTGATTAATGGTGGTCAGGCAACCGGCAAA
ACCTGGCTTGCGTTTACAAATGTCGGAAACAGCAACCTCGGGGTGGCAACCACCGGACAG
GGTATCCGGGTTGTGGATGCACAGAATGGCGCCACCACAGAAGAAGGTGCGTTTGCCCTG
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AGTCGCCCGCTTCAGGCCGGCGCCTTTAACTACACCCTGAACCGTGACAGCGATGAAGACT
GGTACCTGCGCAGTGAAAATGCTTATCGTGCTGAAGTCCCCCTGTATACATCCATGTTGACA
CAGGCAATGGACTATGACCGGATTCTGGCAGGCTCCCGCAGCCATCAGACCGGTGTAAAC
GGTGAAAATAACAGCGTCCGTCTCAGCATTCAGGGCGGTCATCTCGGTCACGATAACAACG
GCGGTATTGCCCGTGGAGCCACGCCGGAAAGCAGCGGCAGCTATGGCTTCGTCCGTCTGG
AGGGTGACCTGCTCAGAACAGAGGTTGCCGGTATGTCTCTGACGACAGGGGTGTATGGTG
CTGCAGGCCATTCTTCCGTTGATGTTAAGGATGATGACGGTTCCCGCGCCGGCACGGTCCG
GGATGATGCCGGCAGTCTGGGCGGATACCTGAATCTGGTACACACATCCTCCGGCCTGTGG
GCTGACATTGTGGCCCAGGGAACCCGTCACAGCATGAAAGCGTCATCGGACAATAACGAC
TTCCGCGCCCGGGGCTGGGGCTGGCTGGGCTCACTGGAAACCGGTCTGCCCTTCAGTATCA
CTGACAATCTGATGCTGGAGCCACAACTGCAGTACACCTGGCAGGGACTCTCCCTGGATGA
CGGCCAGGATAACGCCGGTTATGTGAAGTTCGGGCATGGCAGTGCACAACATGTGCGTGC
CGGTTTCCGTCTGGGCAGCCACAACGATATGACCTTTGGTGAAGGCACCTCATCCCGTGAC
ACCCTGCGCGACAGTGCAAAACACAGTGTGAGTGAACTGCCGGTGAACTGGTGGGTACAG
CCTTCTGTTATCCGCACCTTCAGCTCCCGGGGTGACATGAGCATGGGGACAGCCGCAGCCG
GCAGTAACATGACGTTCTCACCGTCCCGGAATGGCACGTCACTGGACCTGCAGGCCGGACT
GGAAGCCCGTATCCGGGAAAATATCACCCTGGGCGTTCAGGCCGGTTATGCCCACAGCGTC
AGCGGCAGCAGCGCTGAAGGCTATAACGGTCAGGCTACGCTGAATATGACTTTCTGA

ehaA ATGGCATTTAATGCGTTGCTGTTTATGCAATCTTGGTTTTATTTGGATGTATTGCTGGAGATT
GTGATGAATAAAATATATCGGCTAAAGTGGAACAGGTCCCGTAACTGTTGGAGCGTCTGCT
CGGAGCTGGGGAGCAGAGTAAAAGGAAAAAAGTCCCGGGCTGTTTTAATTAGCGCGATAA
GTTTATATTCATCTCTGGTATTCGCCGATGATGTCATCGTAAACCAGGATAAAACTATTGAT
TTTGGCAAAGAGAACCAGAGCATCGATTACCGTATTACGGTGACAGACAATGCCAATCTGG
TAATCAATGCGACAGATACTTCCCGTCCGCGTCTGACTCTCGCTTCTGGTGGTGGGTTGGAT
ATTACCGGAGGAAAGGTAACAATCAATGGCCCACTTAACTTTTTGCTGAAAGGTACGGGGT
TCCTGAATGTCTCCAATGCTGGCAGCGAGTTATATGCTGATGATTTGTATGAATCAAACTCA
GGCATGAGACACGATCGCGGCTATTTTAATGTCTCCAACGGCGGCAAAATCCATGTTAAGG
GCACCAGCCGTCTGACCTATTTGCAGGGAAATGTCAGTGGTGAAGGTAGCCAGGTAAATTC
CGAAACCTTCTTTATGGGCGTTTACGGCAGTTACGGTGGTAATCAGTACCTGTCAGTTAATA
ACGGCGGTGAAGTTAATGCCAGGAAGCAAATTAGCCTGGGCTATTATGATCAAGTCTCCGA
TACAACACTTGCTGTTTCGGAAGGTGGTAAAATTTCTGCGCCTACTATTAGTTTAAGCACCA
ACTCTGAGTTAGCGTTAGGGGCACAGGAAGGAAGCGCAGCGAAGGCAGCAGGGATTATT
GATGCCGAAAAAATTGAGTTTGTGTGGGCAAAGACATCCGAGAAGAAAATCACCTTAAAC
CACACGGATAAAGACGCGACTATTTCCGCGGATATTGTCAGTGGCAGCGAGGGCCTGGGC
TATATCAATGCGCTCAATGGCACGACTTACTTAACCGGTGATAACTCTGCCTTTAGTGGTAA
AGTCAAAATTGAGCAAAATGGCGCTTTAGGGATCACCCAAAATATAGGTACAGCAGAGAT
CAACAACCGCGGGAAATTACACCTGAAGGCTGACGATAGCATGACCTTTGCCAATAAGATC
TCTGGCAACGGTACAATAAGTATCGACAGTGGGACGGTGGAGTTGACCGGCAATAACTAT
GCATTCAGCGGATATATTGATGTTGCTTCTGGTGCTGTCGCTGTTATTTCTGAAGACAAGAA
TATCGGTCGTGCAGAGCTGGATGTCGATGGCAAATTGCAAATTAATGCCAACAAAGATTGG
GTATTTGATAACGATCTTGAAGGTAGAGGCATTGTTGAAATAAACATGGGGAATCACGAAT
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TCTCCTTCGATGAGTTTGCTTATACAGACTGGTTCCAGGGTTCACTGGCGTTCCAGAACACG
ACATTTAATCTGGAAAAGAATGCTGAGTTTCTGCAGAAAGGCGGGATCACTGCGGGTCAG
GGAAGCCTGGTAACAGTGGGTAAGGGCGCTCACTCCATTAGCACTTTGGGATTCTCCGGCG
GAACCGTTGATTTTGGTGCCCTGACAGCAGGTGCACAGATGACAGAAGGGACGGTCAACG
TTAGTAAAACGCTGGATTTGCGCGGCGAGGGTGTGATTCAGGTTTCTGACAGTGACGTTGT
CCGCTCAGTATCTCGTGATATTGACTCTGCGTTATCGCTCACTGAAGTCGATGATGGTAACA
GCACCATTAAGTTGGTTGATGCGCAAGGTGCGGAAGTTCTGGGCGATGCGGGCAATCTGC
AATTGCAGGATAAAAATGGGCAAATCCTCTCCAGCAGCGCCCAACGTGATATTCAGCAGAA
TGGGCAAAAAGCGGCCGTCGGCACTTACGACTATCGTCTGACGAGTGGGGTAAACAATGA
CGGTCTGTATATTGGTTACGGCCTGACCCAGCTTGATTTACACGCTACCGACAGCGATGCTC
TGGTGCTGAGCTCTAACGGTAAAAGCGAGAATGCCGCCGATCTCAGCGCAAAGATTACCG
GCAGTGGTGACCTGGCATTCAGCAGCCAGAAGGGTCAGACCGTATCGCTTTCTAACAAAG
ACAACGACTATACCGGTGTTACCGATCTGCGCAGTGGGACGCTTTTGTTGAATAACGATAA
CGTGTTGGGTAATACCCATGAACTGCGTCTGGCGGCAGAGACTGAACTGGACATGAATGG
TCACAGCCAGACCGTGGGCACGCTCAATGGCAGCGCCGATTCACTGCTGAGCTTAAATGGC
GGCAGTCTGACGGTTACCAACGGGGGCACTTCAACCGGTTCGTTAACGGGGAGCGGAGAG
CTGAATATTCAGGGCGGCACGCTGGACATCGCGGGCGATAACAGCAACCTGACGGCGAAT
GTGAACATTGCTAATTCGGCTAATGTCCTGGTAAGTCATGCGCAGGGATTGGGTAGCGCAA
ACGTTGAGAACAACGGTACCCTGGCGTTGAATAATAGCGCTGAAAAAAGAGCGGCTGCGT
CTGTGAATTACGCCCTGGGCGGCAATCTGACCAACAACGGTACGCTGATGACCGGAATGTC
AGGACAGCAAGCTGGCAATGTGTTAGTGGTGAAGGGGAACTACCACGGTAATAACGGTCA
ACTAGTAATGAATACGGTACTGAATGGCGATGACTCAGTAACCGATAAATTGGTTGTCGAG
GGCGATACTAGCGGCACGACTGCCGTTACGGTGAATAACGCTGGCGGTACAGGTGCGAAA
ACCCTTAACGGTATCGAACTTATCCATGTAGACGGTAAGTCTGAGGGCGAATTTGTTCAGG
CTGGGCGTATCGTTGCGGGGGCGTATGACTACACTCTCGCGCGTGGACAAGGGGCAAATA
GTGGTAACTGGTATCTGACCAGCGGCAGTGATTCTCCTGAACTGCAGCCGGAGCCAGACCC
GATGCCGAATCCAGAGCCAAACCCGAATCCAGAGCCGAACCCTAACCCGACACCTACGCCG
GGTCCGGATCTGAATGTGGATAATGACCTGCGACCGGAGGCGGGTAGCTACATTGCGAAC
CTTGCAGCAGCGAATACCATGTTCACCACGCGTCTGCATGAGCGTCTGGGTAATACGTACT
ATACCGACATGGTGACGGGTGAGCAGAAACAAACCACTATGTGGATGCGCCATGAAGGTG
GTCATAATAAATGGCGTGATGGCAGCGGCCAGCTGAAAACCCAAAGCAATCGCTATGTTCT
GCAACTGGGAGGCGATGTCGCGCAGTGGAGCCAAAACGGCAGCGACCGCTGGCATGTTG
GGGTCATGGCGGGATATGGCAACAGCGACAGCAAAACCATTTCCTCGCGAACCGGTTATC
GTGCAAAAGCGAGTGTGAACGGATATAGCACAGGCCTCTATGCCACCTGGTATGCCGATG
ACGAGTCGCGTAATGGCGCGTATCTCGACAGTTGGGCGCAGTACAGCTGGTTTGATAACAC
AGTGAAAGGGGATGACTTACAAAGTGAATCCTATAAATCAAAAGGATTTACCGCTTCACTG
GAAGCTGGATACAAACACAAATTAGCTGAATTTAATGGCAGCCAGGGAACGCGTAATGAA
TGGTATGTTCAGCCGCAAGCACAGGTTACCTGGATGGGAGTCAAAGCCGATAAGCACCGC
GAAAGCAACGGAACCCTCGTTCATAGCAACGGTGATGGCAATGTTCAAACCCGACTTGGC
GTAAAAACCTGGCTGAAGAGCCACCATAAAATGGATGACGGTAAATCCCGCGAGTTCCAG
CCGTTTGTAGAAGTGAACTGGCTACATAACAGTAAGGATTTCAGCACCAGTATGGATGGCG
TGTCTGTCACTCAGGATGGAGCCCGAAATATTGCTGAGATAAAAACCGGGGTGGAAGGAC
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AGCTAAATGCCAACCTGAATGTCTGGGGGAATGTGGGCGTTCAGGTTGCCGATAGGGGAT
ATAATGACACCTCTGCAATGGTTGGCATTAAGTGGCAATTCTGA

ehaB ATGCACTCCTGGAAAAAGAAACTTATAGTATCACAATTAGCATTGGCTTGCACTCTGGCTAT
CACCTCTCAGGCTAATGCAGCGACCAATGATATTTCTGGTCAAACTTACAATACTTTCCATC
ACTACAACGACGCCACCTATGCTGATGACGTTTACTATGATGGTTATGTAGGCTGGAACAA
CTATGCCGCTGATAGCTATTACAACGGCGATATCTACCCGGTCATTAATAACGCTACCGTTA
ACGGCGTGATTTCTACCTACTATCTGGACGACGGTATTTCTACCAATACCAACGCCAATAGT
CTGACAATCAAAAACAGCACTATTCACGGTATGATTACCTCTGAGTGCATGACTACTGATTG
TGCTGATGACCGTGCTACTGGTTATGTTTATGATCGTCTGACACTGAGCGTTGATAATTCAA
CGATCGATGACAACTACGAGCATTATACTTACAACGGTACCTATAATAATGCCGCTGACACT
CATGTTGTAGATGTTTACGATATGGGTACTGCTATTACACTGGATCAGGAAGTTGATCTGTC
CATCACTAATAACTCTCATGTAGCAGGTATTACGCTGACTCAGGGTTATGAGTGGGAAGAT
ATTGACGACAACACAGTCAGCACTGGCGTAAACAGCAGCGAAGTGTTTAATAACACTATTA
CTGTTAAAGATTCTACTGTGACCTCTGGTTCATGGACTGATGAAGGTACTACTGGTTGGTTT
GGCCATACTGGTAATGCCAGCAACTATAGCAACACGCTGACTGCAGACGATGTTGCAATTG
CCGCAATCGCAAATCCGTATGCTGATAATGCGATGCAGACTACAGTAACTTTAGACAACTC
AACACTGATGGGTGATGTTGTTTTCTCCAGTAATTTCGATGAAAACTTCTTCCCGCAAGGTG
CTAACAGCTATCGCGATGCTGATGGTGATGTAGATACCAACGGTTGGGATGGCACAGACC
GTATGGATGTGACTCTGAACAACGGCAGCAAGTGGGTTGGCGCTGCAATGTCTGTTCATAT
GGTTGATGAAGATGGTGATGGTTCTTACGACGGATATGCTGTTGGTACTGAAGCAACTGCA
ACTCTGCTCGATATTGCAGCTAACAGCCTGTGGCCTTCATCAACTGTCGGTGTTGATAACAT
CAATACTCAATATGACGAAAATGGCCATATCGTAGGAAACGAAGTTTACCAGAGCGGTTTG
TTTAATGTGACTTTGAACGGTGGTTCAGAGTGGGATACAACAAAATCTTCTCTGATTGATAC
TTTAAGTATTAACAGCGGTTCCCAAGTTAATGTTGCAGACTCTCGTCTGATCTCTGACACTG
TCTCTCTGACTGGCGGTTCTAACCTGAACATCGGTGAAGACGGTCATGTAGCGACTAATAC
CCTGACCATCGACAATAGTACCGTTAAAATGTCTGATGATGTTTCTGCGGGCTGGGGTTTA
GAAGATGCTGCACTGTACGCAAATACCATCACCGTAACTAACGACGGTCTGTTGGATATTA
ACGTTGATCAGTTCGATGCTAACCCGTTCCAGGCCGATACCCTGAATCTGACCAGTACCACT
GATACTAACGGCAACATTCACGCTGGTGTATTCGATATCCATAGCAGTGATTACGTAATGG
ATACCGATCTGGTCAACGATCGTACCAACGATACTACCAAGTCAAACTACGGTTATGGCTTA
ATCGCAATGAACTCTGATGGTCACCTGACTATTAACGGTAACGGCGATAACGACAACACTG
CTTCTATCGAAGCTGGTCAGAACGAAGTTGATAACAACGGTGACCATGTTGCAGCCGCGAC
CGGTAACTACAAAGTTCGTATCGACAACGCTACTGGTGCTGGTTCTATCGCTGACTACAAC
GGCAACGAGCTGATCTACGTCAACGACAAAAACAGCAACGCGACCTTCTCTGCTGCTAACA
AAGCTGACCTGGGTGCATACACCTATCAGGCTGAACAGCGCGGTAACACCGTTGTTCTGCA
ACAGATGGAGTTGACCGACTACGCTAACATGGCGCTGAGCATCCCATCTGCGAACACCAAT
ATCTGGAACCTGGAACAAGACACCGTTGGTACTCGTTTGACCAACTCTCGTCATGGCCTGG
CTGATAACGGCGGCGCATGGGTAAGCTACTTCGGTGGTAACTTCAACGGCGACAACGGCA
CCATCAACTATGATCAGGATGTTAACGGCATCATGGTCGGTGTTGATACCAAAATTGACGG
TAACAACGCTAAGTGGATCGTCGGTGCGGCTGCAGGCTTCGCTAAAGGTGACATGAATGA
CCGTTCTGGTCAGGTGGATCAAGACAGCCAGACTGCCTACATCTACTCTTCTGCTCACTTCG
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CGAACAACGTCTTTGTTGATGGTAGCTTGAGCTACTCTCACTTCAACAACGACCTGTCTGCA
ACCATGAGCAACGGTACTTACGTTGACGGTAGCACCAACTCCGACGCTTGGGGCTTCGGTT
TGAAAGCCGGTTACGACTTCAAACTGGGTGATGCTGGTTACGTGACTCCTTACGSCAGCAT
TTCTGGTCTGTTCCAGTCTGGTGATGACTACCAGCTGAGCAACGACATGAAAGTTGACGGT
CAGTCTTACGACAGCATGCGTTATGAACTGGGTGTAGATGCAGGTTATACCTTCACCTACA
GCGAAGATCAGGCTCTGACTCCGTACTTCAAACTGGCTTACGTCTACGACGACTCTAACAAC
GATAACGATGTGAACGGTGATTCCATCGATAACGGTACTGAAGGGTCTGCGGTACGTGTT
GGTCTGGGTACTCAGTTCAGCTTCACCAAGAACTTCAGCGCCTATACCGATGCTAACTACCT
CGGTGGTGGTGACGTAGATCAAGACTGGTCCGCGAACGTGGGTGTTAAATATACCTGGTA
A

espP ATGAATAAAATATACTCTCTTAAATACAGCCATATTACAGGAGGGTTAATCGCTGTTTCTGA
ATTATCCGGCAGAGTATCATCAAGAGCAACTGGTAAGAAAAAACACAAACGCATACTTGCA
TTATGTTTTTTAGGCTTATTACAATCCTCATATTCTTTTGCGTCACAGATGGATATTTCAAATT
TCTACATCCGTGACTATATGGATTTTGCACAGAACAAGGGCATATTTCAGGCTGGCGCAAC
AAATATTGAAATAGTGAAGAAAGATGGCTCCACCCTGAAACTACCGGAAGTACCATTTCCT
GACTTCTCACCGGTTGCAAACAAAGGGTCAACCACATCTATTGGTGGTGCATACAGTATCA
CAGCCACACACAATACGAAAAACCACCACTCAGTTGCGACGCAAAACTGGGGGAACAGCA
CGTACAAACAAACTGACTGGAATACTTCACATCCTGATTTTGCAGTATCCCGACTTGACAAG
TTTGTTGTTGAGACCCGAGGTGCGACTGAAGGCGCAGATATTTCGTTATCAAAACAGCAGG
CACTTGAACGTTACGGGGTTAATTATAAAGGAGAAAAGAAACTTATCGCATTCAGAGCCGG
CTCTGGTGTGGTATCCGTTAAAAAAAATGGACGCATAACTCCATTTAATGAGGTTTCTTATA
AGCCAGAAATGTTAAATGGCTCTTTCGTTCACATTGATGACTGGAGTGGATGGCTGATATT
AACCAACAACCAGTTTGATGAGTTTAATAACATTGCCTCTCAGGGTGACAGCGGTTCAGCA
CTGTTCGTCTATGATAACCAAAAGAAAAAGTGGGTTGTCGCTGGAACTGTCTGGGGGATTT
ATAATTACGCCAATGGCAAAAACCACGCAGCATACAGTAAATGGAACCAGACAACCATTGA
CAACCTGAAGAACAAGTATTCTTACAACGTGGATATGTCAGGRGCTCAGGTTGCAACCATT
GAAAATGGAAAACTGACAGGCACTGGCTCAGACACCACCGATATAAAAAATAAGGACTTA
ATATTTACTGGCGGTGGAGATATCCTCCTGAAATCCTCTTTTGATAATGGTGCTGGCGGTCT
TGTCTTTAATGATAAAAAGACCTATCGAGTAAACGGGGATGATTTCACCTTTAAAGGTGCC
GGTGTTGATACAAGAAACGGCAGCACCGTTGAGTGGAATATCCGGTATGATAATAAAGAC
AACCTTCACAAAATTGGTGATGGCACATTAGATGTCCGAAAAACCCAGAACACCAACCTGA
AAACAGGTGAGGGTCTTGTCATTCTTGGAGCTGAAAAAACATTCAATAATATCTACATAAC
CAGTGGTGATGGAACTGTCCGACTGAATGCAGAAAATGCACTGTCTGGCGGTGAATACAA
CGGTATTTTCTTTGCGAAAAATGGCGGAACTCTTGACCTGAACGGATATAATCAGTCTTTCA
ATAAAATTGCTGCAACTGATTCAGGTGCTGTAATAACCAATACGTCAACCAAAAAATCCATT
TTATCCCTGAATAATACTGCTGACTATATCTATCACGGYAACATAAACGGGAATCTGGACGT
ACTTCAGCATCATGAGACGAAAAAAGAGAACCGTCGTCTTATTCTTGATGGGGGCGTGGAC
ACAACAAATGATATAAGCCTGCGTAATACACAACTGTCCATGCAGGGACATGCCACTGAAC
ATGCCATTTATCGGGATGGAGCTTTCTCTTGTTCACTACCAGCTCCTATGCGCTTTTTGTGTG
GCAGTGATTATGTTGCAGGAATGCAAAATACAGAAGCTGATGCTGTAAAACAAAACGGAA
ATGCCTATAAAACCAACAATGCTGTCTCTGATTTATCGCAGCCAGACTGGGAAACCGGAAC



104

ATTCAGATTTGGAACGCTACATCTTGAAAATTCCGATTTTTCTGTTGGTCGTAATGCAAATG
TAATCGGGGACATTCAGGCCAGTAAATCAAACATTACTATTGGTGACACTACAGCATATATT
GATTTGCATGCTGGTAAAAATATTACCGGTGATGGTTTTGGCTTCCGCCAGAATATTGTGCG
TGGAAACTCACAAGGAGAAACGCTGTTTACAGGAGGGATCACAGCAGAAGACAGCACTAT
CGTTATTAAAGATAAAGCAAAAGCATTATTTTCAAATTATGTATACCTGCTGAACACAAAAG
CAACCATAGAGAACGGTGCTGATGTGACAACTCAAAGTGGTATGTTCTCCACGAGCGATAT
CAGCATCTCTGGTAATCTGTCCATGACAGGCAATCCCGACAAAGACAATAAATTCGAGCCC
TCAATATATCTGAATGATGCTTCTTATCTACTGACTGACGACTCCGCCAGACTCGTTGCCAA
AAATAAAGCATCTGTGGTGGGAGATATACACTCCACTAAAAGTGCATCCATCATGTTTGGT
CATGATGAAAGCGACCTCTCGCAGTTGTCTGACAGAACCTCAAAAGGGCTTGCACTTGGTC
TTTTAGGTGGCTTTGATGTCTCATATCGCGGTTCAGTCAATGCCCCGTCAGCATCTGCCACT
ATGAACAAYACCTGGTGGCAACTAACCGGAGATTCTGCGCTGAAAACACTGAAAAGTACAA
ACAGCATGGTCTATTTCACTGACAGCGCAAACAATAAGAAATTCCATACGCTGACGGTCGA
TGAGCTGGCAACCAGCAACAGCGCCTATGCGATGCGTACAAACCTTTCTGAATCAGACAAA
CTGGAGGTCAAAAAACACYTGTCTGGTGAGAACAATATTTTACTCGTTGATTTCCTTCAGAA
ACCAACGCCTGAAAAACAACTGAATATTGAACTGGTAAGCGCGCCAAAAGACACCAATGA
AAATGTCTTTAAAGCCAGTAAACAAACCATTGGTTTCAGTGATGTAACGCCGGTCATTACAA
CCAGGGAAACCGATGACAAAATAACATGGTCACTGACAGGCTATAACACGGTAGCAAACA
AGGAAGCAACCCGGAATGCCGCCGCCCTGTTCTCTGTTGACTATAAAGCGTTTCTGAACGA
GGTCAACAACCTGAACAAACGTATGGGTGACCTGCGTGATATCAACGGCGAAGCCGGTGC
ATGGGCACGCATCATGAGCGGTACCGGCTCTGCCAGTGGTGGTTTCAGTGACAACTACACG
CACGTTCAGGTCGGGGTCGACAAAAAACACGAGCTGGACGGACTGGATTTGTTTACCGGT
TTCACTGTCACACACACTGACAGCAGTGCCTCCGCCGATGTTTTCAGTGGTAAAACGAAGTC
TGTGGGGGCTGGCCTGTATGCTTCCGCCATGTTTGATTCCGGTGCCTATATCGACCTGATTG
GCAAGTATGTTCACCATGATAATGAGTACACTGCAACCTTTGCCGGACTCGGAACCCGTGA
TTACAGCACGCATTCATGGTATGCCGGTGCAGAAGCGGGCTACCGCTATCATGTCACTGAG
GATGCCTGGATTGAGCCACAGGCTGAGCTGGTTTACGGTTCTGTATCCGGTAAACAGTTTG
CATGGAAGGACCAGGGAATGCATCTGTCCATGAAGGACAAGGACTACAATCCGCTGATTG
GCCGAACGGGTGTGGATGTGGGTAAATCCTTCTCTGGTAAGGACTGGAAAGTGACAGCCC
GTGCCGGTCTGGGCTACCAGTTCGACCTGCTGGCTAACGGCGAAACCGTATTGCGGGATG
CATCTGGTGAAAAACGCATCAAAGGTGAAAAGGACAGCCGTATGCTGATGTCCGTTGGCC
TGAATGCAGAAATCAGGGATAACGTCCGCTTTGGACTGGAGTTTGAGAAATCCGCCTTTGG
TAAGTACAACGTTGATAATGCWGTCAACGCTAATTTCCGTTACTCGTTCTGA

flu ATGAAACGACATCTGAATACCTGCTACAGGCTGGTATGGAATCACATTACGGGCGCTTTCG
TGGTTGCCTCCGAACTGGCCCGCGCACGGGGTAAACGTGGCGGTGTGGCGGTTGCACTGT
CTCTTGCCGCAGTCACGTCACTCCCGGTGCTGGCTGCTGACATCGTTGTGCACCCGGGAGA
AACCGTGAACGGCGGAACACTGGCAAATCATGACAACCAGATTGTCTTCGGTACGGCCAA
CGGAATGACCATCAGTACCGGGCTGGAGTATGGGCCGGATAACGAGGCCAATACCGGCG
GDCAATGGATACAVVATGGCGGHACHGCCAACAACACBACTGTCACCGGTGGTGGTCTTC
AGAGAGTGAABGCCGGTGGAAGTGTCTCAGACACGGTTATCAGTGCCGGAGGCGGACAG
AGCCTTCAGGGGCAGGCTGTGAACACCACBCTGAACGGTGGTGAACAGTGGATACATGAA
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GGCGGGATTGCAACVGGAACCGTCATTAATGAGAAGGGCTGGCAGGCCATCAAACCCGGC
GCAGTGGCAACCGAHACCGTTGTBAATACCGGBGCGGAAGGGGGACCGGATGCDGAAAA
TGGTGATACCGGGCAGATBGTCBGCGGGGATGCCGTACGCACCACCATCAATAAAAATGG
TCGBCAGATTGTGDGDGCTGAAGGAACGGCAAATACCACTGTGGTTTATGCCGGCGGCGA
CCAGACTGTACATGGTCACGCACTGGATACCACGCTGAATGGGGGATACCAGTATGTGCAC
AACGGCGGTACDGCGTCTGACACTGTTGTDAACAGTGACGGCTGGCAGATTGTCAAAAAC
GGGGGTGTGGCCGGGAATACCACCGTTAATCAGAAGGGCAGACTGCAGGTGGACGCCGG
TGGTACAGCCACGAATGTCACCCTGAAGCAGGGCGGCGCACTGGTTACCAGTACGGCTGC
AACCGTTACCGGCATAAACCGCCTGGGAGCATTCTCTGTTGTGGAGGGTAAAGCTGATAAT
GTCGTACTGGAAAATGGCGGACGCCTGGATGTGCTGACCGGACACACAGCCACTAATACC
CGCGTGGATGATGGCGGAACGCTGGATGTCCGCAACGGTGGCACCGCCACCACCGTATCC
ATGGGAAATGGCGGTGTACTGCTGGCCGATTCCGGTGCCGCTGTCAGTGGTACCCGGAGC
GACGGAAAGGCATTCAGTATCGGAGGCGGTCAGGCGGATGCCCTGATGCTGGAAAAAGG
CAGTTCATTCACGCTGAACGCCGGTGATACGGCCACGGATACCACGGTAAATGGCGGACT
GTTCACCGCCAGGGGCGGCACACTGGCGGGCACCACCACGCTGAATAACGGCGCCATACT
TACCCTTTCCGGGAAGACGGTGAACAACGATACCCTGACCATCCGTGAAGGCGATGCACTC
CTGCAGGGAGGCTCTCTCACCGGTAACGGCAGCGTGGAAAAATCAGGAAGTGGCACACTC
ACTGTCAGCAACACCACACTCACCCAGAAAGCCGTCAACCTGAATGAAGGCACGCTGACGC
TGAACGACAGTACCGTCACCACGGATGTCATTGCTCAGCGCGGTACAGCCCTGAAGCTGAC
CGGCAGCACTGTGCTGAACGGTGCCATTGACCCCACGAATGTCACTCTCGCCTCTGGTGCC
ACCTGGAATATTCCCGATAACGCCACGGTGCAGTCGGTGGTGGATGACCTCAGCCATGCCG
GACAGATTCATTTCACCTCCACCCGCACAGGGAAGTTCGTACCGGCAACCCTGAAAGTGAA
AAACCTGAACGGACAGAATGGCACCATCAGCCTGCGTGTACGCCCGGATATGGCACAGAA
CAATGCTGACAGACTGGTCATTGACGGTGGCAGGGCAACCGGAAAAACCATCCTGAACCT
GGTGAACGCCGGCAACAGTGCGTCGGGGCTGGCGACCAGCGGTAAGGGTATTCAGGTGG
TGGAAGCCATTAACGGTGCCACCACGGAGGAAGGGGCCTTTATCCAGGGGAATAAGCTGC
AGGCCGGTGCCTTTAACTACTCCCTCAACCGGGACAGTGATGAGAGCTGGTATCTGCGCAG
TGAAAATGCTTATCGTGCAGAAGTCCCCCTGTATGCCTCCATGCTGACACAGGCAATGGAC
TATGACCGGATTCTGGCAGGCTCCCGCAGCCATCAGACCGGTGTAAACGGTGAAAATAAC
AGCGTCCGTCTCAGCATTCAGGGCGGTCATCTCGGTCACGATAACAACGGCGGTATTGCCC
GTGGGGCCACGCCGGAAAGCAGCGGCAGCTATGGCTTCGTCCGTCTGGAGGGTGACCTGC
TGAGAACAGAGGTTGCCGGTATGTCTCTGACGACAGGGGTGTATGGTGCTGCAGGCCATT
CTTCCGTTGATGTTAAGGATGATGACGGCTCCCGCGCCGGCACGGTCCGGGATGATGCCG
GCAGCCTGGGCGGATACCTGAATCTGACACACACGTCCTCCGGCCTGTGGGCTGACATTGT
GGCACAGGGAACCCGCCACAGCATGAAAGCGTCATCGGACAATAACGACTTCCGCGCCCG
GGGCTGGGGCTGGCTGGGCTCACTGGAAACCGGTCTGCCCTTCAGTATCACTGACAACCTG
ATGCTGGAGCCACAACTGCAGTATACCTGGCAGGGACTTTCCCTGGATGACGGTAAGGAC
AACGCCGGTTATGTGAAGTTCGGGCATGGCAGTGCACAACATGTGCGTGCCGGTTTCCGTC
TGGGCAGCCACAACGATATGACCTTTGGTGAAGGCACCTCATCCCGTGCCCCCCTGCGTGA
CAGTGCAAAACACAGTGTGCGTGAACTGCCGGTGAACTGGTGGGTACAGCCTTCTGTTATC
CGCACCTTCAGCTCCCGGGGTGATATGCGTGTGGGGACHTCCACHGCAGGCAGCGGGATG
ACGTTCTCACCCTCACAGAATGGCACDTCACTGGACCTGCAGGCCGGACTGGAAGCCCGTG



106

TCCGGGAAAATATCACCCTGGGCGTTCAGGCCGGTTATGCCCACAGCGTCAGCGGCAGCA
GCGCTGAAGGTTATAACGGTCAGGCCACGCTGAATGTGACCTTCTGA
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Anexo 11. Número de acceso de los genes fimbriales y autotransportadores 

utilizados en el estudio.

Gen Descripción
Número de 

acceso

crl Escherichia coli O104: H4 str. 2011C-3493 13703294

csgA
Escherichia coli O104:H4 str. 2011C-3493 

chromosome, complete genome

13701123

csgD
Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655, complete 

genome

949119

fimH
Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655, complete 

genome

948847

cah Escherichia coli O157:H7 str. EDL933 genome 958808

ehaA Escherichia coli O157: H7 str. EDL933 genome 4714099

ehaB Escherichia coli O157: H7 str. EDL933 genome 957315

espP
Escherichia coli O157:H7 str. Sakai plasmid pO157, 

complete sequence

1789732

flu
Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655, complete 

genome

946540


