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ESTUDIO DE LA RESISTENCIA A VALORES BAJOS DE pH
DE CEPAS PATOGENAS DE Escherichia coli AISLADAS DE POZOL

RESUMEN

El pozol es una bebida acida preparada a partir de una masa fermentada de maiz. Aunque se
produce una fermentacion lactica y se alcanzan valores de pH menores de 4.5, se han aislado
serotipos patdgenos de Escherichia coli que sobreviven durante la fermentacion.

Los estudios de resistencia a [a acidez se han centrado principalmente en el serogrupo 0157 por el
grave sindrome urémico hemollitico que produce. Se ha reportado incremento de la resistencia a la
acidez en esta bacteria después de un tratamiento térmico subletal, correlacionado con la sintesis
de proteinas de membrana externa (OMPs) de bajo peso molecular.

El serogrupo 088 de E. coli ha sido considerado como patégeno, asociado a brotes diarreicos en
Brasil e India. Cepas con este serogrupo fueron aisladas de pozol en estudios previos; en este
trabajo se muestran los resultados relacionados con la resistencia a la acidez de cepas de E. coli
088;H25 aisladas de muestras de pozol, clinicas y de ambiente, comparados con los obtenidos en
Escherichia coli 0157:H7 y E. coli K12, usados como control positivo y negativo respectivamente. '

Se determind la sobrevivencia de estas cepas en caldo Luria ajustado a pH 2.0, 2.5 y 3.0 con acido
lactico y clorhidrico y no se encontraron diferencias significativas entre la sobrevivencia de [a cepa
aislada de pozol y los resultados obtenides con la cepa 0157, Por ofra parte, la cepa ambiental
088:H25 mostré el porcentaje de sobrevivencia mas alto al pH acido en alguno de los valores de

pH ensayados.

Se analizo el tratamiento con choque térmico (48°C por 10 minutos), para determinar la expresion
de OMPs y se encontrd que en una cepa de pozol y en la 0157:H7 se incrementa la sintesis de una
OMP de aproximadamente 19 kDa; también se observé en estas mismas cepas aumento de la
resistencia a la acidez, bajo tratamiento similar. No hubo incremento en la sobrevivencia a la
acidez, ni sintesis de OMPs de bajo peso melecular en las cepas clinica, ambiental ni K12,

Las diferencias en el incremento de la resistencia a la acidez y en la expresion de OMPs posterior
a choque térmico subletal de cepas de E coli del mismo serotipo pero diferente corigen, sugieren
diversos mecanismos de resistencia a la acidez. Los resuitados obienidos apoyan ia imporiancia
epidemiologica de las cepas de E coli 0157:H7 y 088:H25 para la seguridad de los alimentos
acidos.




ESTUDIO DE LA RESISTENCIA A VALORES BAJOS DE pH
DE CEPAS PATOGENAS DE Escherichia coli AISLADAS DE POZOL

INTRODUCCION

Las bacterias experimentan periédicamente situaciones de estrés en gran variedad de eventos
naturales o de patogénesis. Con la finalidad de aumentar la posibilidad de sobrevivencia en estos
circunstancias, los microorganismos son capaces de detectar seflales de alarma y desencadenar
una respuesta molecular, sintetizando proteinas especificas. E! descubrimiento de que bacterias
con respuestas a estrés deficientes son menos virulentas, ha sido una nueva revelacion en la
patogénesis microbiana (Bearson y col. 1997).

En sus habitats naturales las enterobacterias son constantermente sometidas a variadas
situaciones de estrés ambiental, siendo el acido una de las condiciones hostiles mas frecuentes;
microorganismos neutrofilicos como E. coli, encuentran estas condiciones en su transito por el
tracto gastrointestinal, con vaiores de pH extremadamente bajos en el estémago y presencia de
dcidos grasos volatiles en el intestino. Fuera de un huésped, los organismos entéricos enfrentan
estrés acido en los residuos industriales, procesamiento de alimentos y degradacion de la materia
organica. Asl, la capacidad de detectar y responder a cambios de pH potencialmente letales, es

crucial para la sobrevivencia del microorganismo.

El pozol es una bebida tradicional del sureste de México, obtenida a partir de una masa fermentada
de malz nixtamalizado. E| procesamiento del pozol es casero y carece de condiciones higiénicas,
permitiendo la accién sobre la masa, de bacterias, levaduras y hongos que realizan el proceso
natural de fermentacion. Durante el proceso se incorporan enterobacterias, algunas de las cuales
no se inhiben durante la fermentacion. Estudios previos realizados por Sainz, 1998, mostraron la
presencia y sobrevivencia de cepas de E. coli patégenas en el pozol, a pesar de los bajos valores
de pH alcanzado (3.85), a las 48 horas de fermentacién de [a masa.

La mayoria de los estudios de resistencia a valores de pH bajo en E. coli se centran en la cepa
0157:H7, debido a la gravedad de los sintomas que ocasiona; sin embargo en México, donde
aparentemente esta cepa no causa problemas, son las cepas EPEC y ETEC, como las aisladas del
pozol, las que ocasionan episodios graves de diarreas, sobre todo en nifios.

La capacidad de los microorganismos patdgenos para desarrollar respuestas de adaptacién a
condiciones de estraés, recibe cada vez mas atencién en la microbiologia de alimentos. La
adaptacién a condiciones &cidas por parte de los patégenos entéricos, puede incrementar




significativamente su sobrevivencia en alimentos acidos y alterar otras caracteristicas fisiolégicas
de la célula.

En este trabajo se estudio la resistencia al estrés acido de cepas del serotipo patdgeno, 088:H25,
aisladas de diferentes fuentes (pozol, ambiente, pacientes con diarrea) para evaluar su
comportamiento y establecer el riesgo de su transmisién en alimentos como el pozol,




CAPITULO 1. GENERALIDADES

El malz es quiza la planta americana que actualmente tiene mas importancia para la humanidad, y
con seguridad, la que mas utilidad tuvo para todas las culturas indigenas americanas. La cosecha
de este cultivo es actualmente la mas importante de los Estados Unidos, tanto por su valor, como
por la extensién de tierra cultivada, superando incluso a la soya y el trigo. En la América
intertropical el maiz sigue siendo, como lo fue durante milenios la base de la alimentacion de
México, América central y algunos palses andinos (Caso, 1961).

1.1. POZOL

Es una bebida acida y refrescante que se consume desde la época prehispanica en el sureste de
México; el término pozol viene del vocablo nahuatl pozolli que significa espumoso. Para su
consumo se prepara diluyendo en agua una masa fermentada de nixtamal {maiz hervido en agua
con cal), (Cruz y Ulloa, 1973). Se ingiere crudo, como bebida ceremonial y alimento basico por las
pobiaciones indigenas del sureste de México y como bebida refrescante por los mestizos de la

misma regién del pais (Ulloa y Herrera, 1976-1982).

Algunos grupos étnicos como los chontales y choles de Tabasco, los mayas de Campeche,
Yucatan y Quintana Roo, los lacandones, tzofziles o chamulas, fzeltales, choles y mames de
Chiapas y los zapotecos de Oaxaca, consumen pozol como alimento basico. Se utiliza también
con fines medicinales para controlar diarreas, adicionado con miel de abeja para reducir la fiebre y
los mayas preparaban cataplasmas de pozol enmohecido para curar infecciones superficiales;
también lo utilizaban como ofrenda en ceremonias relacionadas con el cultivo y la cosecha del
maiz (Ulloa y col, 1987).

Segdn los autores mencionados, existen variantes de pozol en los diferentes Estados productores.
En Tabasco y Chiapas, se prepara con un aroma especial, afiadiendo la planta “isaul” al agua en
que se bate la masa; en Tabasco hay una modalidad llamada “chorote” que se obtiene por
fermentacion de la masa de malz con cacac molido. En la regién de Chinantla, Oaxaca agregan a
la bebida cacao tostado y molido o cenizas de carbén de encino; en Yucatan, suelen agregarle

COCO.

Los indigenas preparan pozol en la casa para el consumo familiar y sélo algunos productores en
gran escala lo elaboran para la venta. Entre la poblacién indigena, el pozol es consumido
diariamente por adultos, nifios e infantes {Ulloa y col, 1987).




1.1.1 ELABORACION DEL POZOL

Siguiendo el proceso tradicional indigena en los Estado de Tabasco y Chiapas, el maiz se limpia
para eliminar materiales extrafios y la nixtamalizacién se realiza por.coccién en agua con cal
(hidréxido de calcio), hasta gue se hinchan los granos y se desprenden las cascarillas. Los granos
se frotan con las manos y se enjuagan para eliminar [a cal y el hollejo. Después de un tiempo de
remojo, que aumenta la retencién de humedad, viene la molienda y la formacién manual de las
bolas, que se envuelven en hojas de platano. Se deja fermentar a temperatura ambiente de 0.5 a 4
dias y en ocasiones dos semanas 0 mas. Para preparar el pozol, una vez fermentada la masa, se
suspende en el agua disgregandola con la mano. La forma de consumir pozol es muy distinta
entre los indigenas, que normalmente o consumen sin anadir otros ingredientes; en cambio los
mestizos o ladinos, siempre agregan azdcar y comunmente hielo (Caflas y col. 1993).

Algunos compeonentes fibrosos no son solubilizados completamente por la nixtamalizacion,
produciendo un sedimento en la bebida cuando la masa es suspendida en agua, que no es del
gusto de los mestizos; éstos han modificado el proceso, con la adicién de una segunda coceién o
“reventado” de los granos de malz, antes de molerlos para reducir el sedimento (Cafas y col, 1993;
Wacher y col, 2000). La poblacién mestiza prefiere el pozol ligeramente fermentado, de tal manera
que la masa preparada temprano en la mafiana es consumida ese mismo dia.

1.1.2 CAMBIOS EN EL MAIZ DURANTE LA ELABORACION DEL POZOL

La fermentacién de la masa de nixtamal se lleva a cabo en estado semisélido, con la intervencidn
de una microbiota compleja, compuesta por diferentes grupos de bacterias, mohos vy levaduras
(Carias y col, 1993).

Durante la fermentacién del malz se desarrolla un sabor acido y un aroma caracteristico que le
imparten a la bebida propiedades refrescantes. El pH de los granos es de 5.7 y aumenta durante la
nixtamalizacion a 7.5. La masa tiene un pH inicial de 6.8 y disminuye a 3.9 en el octavo dia de
fermentacion (Ulloa, 1974). Cravioto y col. (1955) analizaron el pozol y los granos de maiz
utilizades en su preparacién, encontrando que el pozol tiene mayor contenido de niacina,
riboflavina, lisina y triptofano, que el majz. La concentracion de proteina es mayor y ésta es de
mejor calidad en el pozoi que en el maiz.

1.1.3 MICROBIOLUGIA DEL POZOL

Se han adelantado varios estudios para determinar la complejidad de la microbiota presente en el
pozol, enumerando y caracterizando los microorganismos presentes en muestras obtenidas
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comercialmente. Es evidente que la fermentacion es debida principalmente a bacterias lacticas; en
ausencia de oxigeno no hay concentraciones suficientes de otros microorganismos, para causar
cambios bioquimicos en el sustrato. Si se permite el acceso de oxfgeno, como en las bolas
tradicionales de pozol envueltas en hoja de platano, se presenta abundante crecimiento de hongos
a lo largo de los dias, que contribuyen al sabor y se describe el proceso como una fermentacion
lactica con maduracién por hongos (Wacher y col, 1993; Nuraida y col, 1995).

Durante la fermentacién, el valor de pH de la masa cae de 7.0-7.5a 5.5 en 12 horas y alcanza 3.9
en 3 a 4 dias. Wacher y col. (1993) reportan concentraciones maximas en ufc/g de 10° bacterias
acido lacticas, 107" mesdfilos aerobios, 10° enterobacterias, 10° levaduras y 10* mohos. Los autores
atribuyen como fuentes de microorganismos la contaminacién en varios puntos del proceso. La
microbiota primaria de las bacterias acido lacticas, enterobacterias y mesofilos iniciales del pozoi
proviene de la fase de remojo y [a molienda en molinos comerciales aporta cantidades aun
mayores tanto de bacterias acido lacticas como de mesdfilos y agrega fevaduras. Otras etapas del
proceso, como el amasado de las bolas y la exposicidn al ambiente, contribuyen con nimeros

menores de microorganismos (Wacher y col, 1993).

Estos resultados se entienden por la naturaleza casera del proceso, susceptible de contaminacidn
fecal y las deficiencias de los servicios publicos como el agua potable en la regién. Por otro lado,
los molinos manuales nunca se desarman para su limpieza y los comerciales se limpian
superficialmente eliminando la masa seca y enjuagando Unicamente con agua (Wacher y col,
1993). Esto permite el acumulo de residuos de masa que sirven de sustrato a los microorganismos

presentes.
1.1.4 ENTEROBACTERIAS EN EL POZOL

En 1998, Sainz analizd 10 muestras de pozol, a partir de las cuales aislé 73 cepas de E. coli, en las
cuales determind la presencia de factores de virulencia y la sobrevivencia durante la fermentacién.
En la clasificacién serolégica de las cepas se encontraron algunos serotipos patégenos
pertenecientes a los grupos enteropatégenas (EPEC), enterotoxigénicas {(ETEC), uropatdgenas
(UPEC) y enteroagregativas (EAEC). Estos microorganismos se aistaron a las 48 horas de
incubacién de la muestra de pozol, cuando el pH habia descendido a valores comprendidos entre
3.85y 4.77, y aun bajo estas condiciones se encontraron creciendo 25 cepas.

Wacher y col, (2000) reaiizaron ia comparacion de ia microbiota inicial y final asi como los patrones
de fermentacidn durante los procesos de elaboracion de pozol indigena y mestizo, Sus resultados
mostraron que no se presentan diferancias en relacién a los eventos analizados con respecto al
tipe de elaboracién. Ademas se observd que la acidificacion de la masa no inhibié las
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enterobacterias, que crecieron bien en las primeras horas de fermentacién y sobrevivieron después
de alcanzarse los valores de pH mas bajos.

1.2. SEGURIDAD MICROBIOLOGICA DE ALIMENTOS FERMENTADOS

Gracias a sus bajos valores de pH y la presencia de &cidos orgénicos producidos en la
fermentacién, los alimentos fermentados tienen menos posibilidades de ser fuente de transmisién
de bacterias patdégenas, que alimentos similares no fermentados (Mensah y col. 1989; 1990). Sin
embargo, la resistencia a la acidez de algunos microorganismos es una caracteristica importante,
que podria permitirles sobrevivir en alimentos fermentados y traspasar con facilidad la barrera
gastrica en humanos, produciendo enfermedad.

Las bacterias lacticas tienen un papel importante en la conservacién de muchos alimentos; son
capaces de resistir condiciones adversas que inhiben el crecimiento o eliminan a otros
microorganismos y producen acidos organicos, sin formacién de productos indeseables. Ademas
poseen actividad antimicrobiana por la elaboracién de bacteriocinas, diacetiio y peréxido de
hidrégeno (Vuyst, 1994). Entre los 4cidos que ejercen efectos de preservacién sobre los alimentos
estan el lactico y el acético, que tienen propiedades inhibitorias y germicidas (Fields, 1977); la
diferencia entre dichas propiedades esta en la concentracion de su forma no disociada, que a su
vez es dependiente de la constante de disociacién (pKa).

Los alimentos fermentados a pesar de poseer variedad de sisternas protectores contra los
microorganismos, en muchas ocasiones son contaminados por los patégenos, como se describe
en algunos ejemplos de variedad de productos elaborados con esta metodologia, con reportes de

presencia de enterobacterias.
1.2.1 ENTEROBACTERIAS EN ALIMENTOS FERMENTADQS

Los productos carnicos fermentados, como la mayoria de las salchichas, no sufren calentamiento
durante su manufactura o antes de su consumo y en general se tiene un buen registro de
seguridad para salchichas secas. Sin embargo, se ha demostrado que ciertas fallas en la
elaboracion y almacenamiento pueden llevar a brotes de infecciones alimentarias y/o
intoxicaciones. Durante la fermentaciéon la poblacion de entercbacterias puede permanecer
constante (alrededor de 10%), o aumentar ligeramente en los tres dias iniciales, pero luego,
lentamente es inactivada. Los factores que‘favorecen la permanencia de las bacterias son la mayor
actividad de agua, valores altos de pH inicial, baja concentracién de azlcares fermentables,
escaso numero de lactobacilos en la mezcla de salchicha fresca y empleo de minimas
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concentraciones de nitrato. En Alemania, Salmonella es la enterobacteria mas comn (16%) en
salchichas fermentadas frescas, y en en menor proporcién (1%) en las secas. Lo anterior
probablemente por el hecho de que para conservar la consistencia y sabor “fresco”, las salchichas
Se preparan con muy poco o ninglin acidulante y son sometidas sélo a 1-2 dias de fermentacién,
suficiente para la formacién del color, pero no para inhibir e! desarrolio de enterobacterias {Lucke,
1985).

El dahi hindli es un producto obtenido por fermentacidn lactica de leche de bufalo o vaca, de
aspecto semejante al yogurt aunque posee menor acidez. Los compuestos antibacteriales
producidos por la biota fermentadora previenen el crecimiento de microorganismos indeseables y
mejoran la digestion. Sin embargo, Bhat y Reporter (1949), encontraron que algunos patégencs
entéricos sobrevivian por largos periodos en dahi y concluyeron que éste podria ser una fuente
potencial de infeccién por S. fyphi, si la contaminacién ocurria después del proceso de

calentamiento,

Mensah y col (1988) estudiaron en Ghana masas de malz fermentadas y observaron disminucién
de la cantidad de patdgenos inoculados en las preparaciones después de 24 h; sin embargo, tanto
algunas cepas como variedades de Shigelfa spp. sobrevivieron después de ese tiempo, y
concluyeron que la fermentacién acida no elimina totalmente las bacterias indeseables.

Estudios realizados en E. coli 0157:H7 por Wang y Doyle, (1998), afirman que su &cido tolerancia
es un importante factor de virulencia; esta propiedad le permite sobrevivir en alimentos acidos
como sidra, (pH 3.7), mayonesa, salchichas fermentadas, salami seco (pH 4.5) y resistir la acidez
gastrica en el humano. Sin embargo, el mecanismo de induccidn de la tolerancia a la acidez no ha

sido totalmente dilucidado,
1.2.2 CLASIFICACION DE Escherichia coli

E. coli es un microorganismo de gran interés que forma parte de la microbiota intestinal, fuera de
éste puede ocasionar problemas infecciosos en diferentes &rganos, incluyendo infecciones
gastrointestinales, renales, septicemia, neumonia y meningitis. Ademas de la importancia de clonas
adaptadas a vivir en el hospedero en un estado 6ptimo de parasitismo, aparecen otras con
propiedades de virulencia que se relacionan con la patogénesis de la diarrea.

Antes del empleo de la biologia molecular y de la identificacion de los factores de virulencia que
explican el potencial de patogenicidad de las diferentes cepas, los investigadores usaron
reacciones bioquimicas, patrones de sensibilidad a antibiéticos y los antigenos de superficie
bacterianos, como método conveniente para idenfificar y caracterizar a estas bacterias. La
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tipificacion serologica es todavia ampliamente usada para la deteccién del origen de brotes de
enfermedades intestinales y para la identificacion de cepas patégenas. Recientemente se ha
propuesto un esquema de clasificacién basado en identificar factores de virulencia de cepas de £.
coli que utiliza técnicas de biclogfa molecular que codifican genes implicados en la expresion de

genes de virulencia.

Para |a identificacion serolégica se utiliza la deteccion de los antigenos somatico (O) y flagelar (H).
El esquema de clasificacién basado en los factores de virulencia incluye patrones caracteristicos
de adherencia a las células huésped, produccion de toxinas e invasividad. Con la informacién que
se posee en la actualidad se han definido cinco tipos de E. coli. enterotoxigénica, enteroinvasiva,

enteropatdgena, enteroagregativa y enterohemorragica (Salyers y Whitt, 1994).

Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC)

Las cepas ETEC, a semejanza de V. Cholerae, se adhieren a la mucosa del intestino delgado sin
invadir las células y producen sintomatologla de diarrea per accién de toxinas que actian sobre el
epitelio intestinal. Como en el colera, no hay cambios celulares aparentes de las céiulas a las que
la bacteria se adhiere, la inflamacién es minima y la diarrea es menos severa, pero puede ser fatal,
especialmente en infantes y nifios de hasta 3 aftos. En los paises en desarrollo los adultos tienen
inmunidad parcial, pero afecta a los vigjeros de sitios libres de cepas ETEC. La infeccién se
adquiere por ingestidn de agua y alimentos contaminados.

Las cepas ETEC elaboran dos tipos diferentes de toxinas: la termolabil (LT), se inactiva a 100°C
durante 10 minutos y la termoestable (ST), que conserva su toxicidad después de incubacién a
100°C durante 30 minutos. La toxina LT tiene dos tipos: La LT-I que comparte 80% de identidad
con la toxina producida por V. cholerae 01 y es semejante en funcion y antigenicidad; el segundo
tipo, LT-Il se aisla principalmente de animales y nc se asocia a enfermedad en animales ni
humanos., La adhesidn es mediada por factores de colonizacién CFA, que son adhesinas

fimbriadas.

Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC)

De distribucion mundial, afecta principalmente adultos, identificandose en nifios Gnicamente a partir
del sexto mes de vida. Causa una enfermedad indistinguible a nivel sintomatico, de la disenteria
producida por Shigeila spp., como es |la presencia de moco y sangre. Estas cepas invaden y se
multiplican activamente en los enterocitos colonizados y se diseminan lateralmente a las células
vecinas, tal y como se ha descrito en Shigefia spp., siendo altamente virulentas.
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Escherichia coli enteroagregativa (EAEC)

Es el grupo mas recientemente definido, causa una diarrea secretora persistente en nifios con
duracién mayor a 14 dias y en adultos en palises desarrollados, infectados por alimentos
contaminados. EAEC presenta un patrén de adherencia a células HEp-2 caracterizado por la
formacion de agregados que se han definido como ladrillos apilados. El mecanismo de
patogenicidad comienza a dilucidarse, considerandose varios eventos, entre ellos la adherencia y
la produccion de toxinas como los mas importantes. Eslava y col, (1998) han descrito dos
caracteristicas histopatolégicas inducidas por la bacteria que son: formacidon de una capa densa de
moco sobre la mucosa intestinal y dafio de la misma, aparentemente por la elaboracién de toxinas.
Tambien han reportado la presencia de una toxina termo-labil (Pet), codificada sobre un plasmido
relacionado con la adherencia, con alta homologla con las proteasas EspP de E. coli EHEC y la
EspC de E. coli EPEC, que lo mismo que Pet son protelnas secretoras autotransportadas, Savarino
y col. describieron previamente que EAEC produce una enterotoxina termoestable (EAST1),
relacionada con la toxina ST de E. cofi ETEC, que no ha sido responsabilizada de la enfermedad
asi como una hemclisina. Se han descrito algunos serogrupos relacionados con EAEC como es el
caso de 044, 086.

Escherichia coli enterchemorragica (EHEC)

Este grupo también se llama verotoxigénico, (VTEC) por el efecto de sus toxinas sobre células
Vero. La bacteria se ha relacionado con casos de colitis hemorragicas y cuadros de sindrome
urémico-hemolitico en humanos. La cepa prototipo de este grupo es E.coli 0157:H7, responsable
de brotes a gran escala en palses desarrolladeos por infeccién a través de alimentos contaminados.
Se distingue de otras cepas de E.coli, por la produccién de las toxinas (SLT! y SLTI), la
incapacidad para fermentar el sorbitol y de expresar actividad de p-glucuronidasa. Generalmente la
diarrea es méas parecida a la disenteria de Shigella que a las diarreas por ETEC o EPEC, E.coli
0157:H7 es una bacteria generalmente resistente a la acidez, lo que incrementa la posibilidad de
su participacién en infecciones alimentarias a partir de productos fermentados. Tiene varios
factores implicados en la patogénesis como son las toxinas tipo Shiga asi como una isla de
patogenicidad llamada LEE, que codifica para proteinas como la intimina, involucrada en el evento
de adhesién y esfacelamiento que se ha descrito en las cepas EPEC. Aunque E.coli O157:H7 es
el serotipo predominante en las enfermedades transmitidas por alimentos, se han aislado variantes
0157 citotoxigenicas y no méviles, que producen sindrome urémico. (Feng y col, 1998).

Escherichia coli enteropatégena (EPEC)

Es una importante causa de diarrea aguda especialmente en nifios, en palses en desarrollo. Su
mecanismo de patogenicidad se caracteriza por la adherencia de las bacterias a la porcién apical
del enterocito con formacidon de un pedestal y' posterior destruccién de! borde rugoso de las
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microvellosidades. ElI mecanismo se confirmd en humanos por Ulshen y Rollo (1980), que
describieron estructuras similares en nifos con diarrea crénica. La lesién fue designada como A/E,
adhesién y esfacelamiento del epitelio, (deformacién y destruccidn de microvellosidades) por Moon
y colaboradores en 1983. Al microscopio de luz se examiné el patron con adherencia bacteriana
focal e inflamacién per infiltrado celular, en el microscopio electrénico se visualizé cambios
estructurales de las microvellosidades, destruccion de éstas y formacién de un pedestal de fibras
de actina en los sitios de adherencia bacteriana. Se observo la penetracidn bacteriana al enterocito
por invaginacién de la membrana plasmética o en vacuolas (Scaletsky y col. 1996).

inicialmente Cravioto y col (1979) mostraron que el 80% de las cepas EPEC clasicas se adherian a
células HEp-2 en presencia de D-manosa. Basados en esos estudios se han identificado tres
patrones de adherencia (Nataro y col. 1987):

» Adherencia localizada, con formacién de microcolonias en uno o méas sitios de las células
epiteliales intestinales.

s Adherencia difusa, con la bacteria ubicada uniformemente sobre las células.

* Adherencia agregativa, en la cual las bacterias tiene la apariencia de pilas de ladrilllos sobre la
superficie ceiular.

La adherencia localizada se asocia con cepas EPEC y es mediada por una estructura fimbrial en
forma de haz (Bfp), codificada por el gene bfpA localizado en un plasmido, llamado factor de
adherencia EPEC: EAF (Gir6n y col. 1991). Para producir la lesion A/E, es necesario un grupo de
genes cromosomales eae de 35 kb llamado locus de esfacelamiento del enterocito (LEE), del que
se ha oﬁtenido una sonda de 1kb para diagndstico. Igualmente se ha obtenido una sonda de 1kb
del plasmido EAF. Parece ser que eae es un marcador mas adecuado para estudios
epidemiolégicos en Europa, mientras que la sonda EAF se ha propuesto como méas apropiada por
su incidencia, para los palses en desarrollo, pero muchas veces los resultados son equivalentes
(Bouzari y col. 2000).

Los serogrupos O clasicos reconocidos en la categoria EPEC mas comunes son: 26, 55, 86, 111,
114,119, 125ac, 126, 127, 128ab, 142 y 158 (Gomes y col. 1989). Sin embargo en un estudio
realizado en Brasil por Pedroso y col en 1993 encontraron que cepas del serotipo 088H25, aisladas
de seis pacientes con diarrea, presentaban una frecuencia mayor del gen EAF+ que el observado
en cepas de serotipos clasicos. También demostraron produccién de lesiones de adhesion y
esfacelamiento (A/E) y penetracion intracelular tanto en células HeLa como de mucosa de duodeno

humano.
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Posteriormente Kamlakar y Pathak en 1995 estudiaron en la India 500 casos de diarreas de nifos y
adultos y encontraron como serotipos EPEC mas comunes los 086, 055, 0111, 028 y 020; pero
también aunque en menor cantidad: 0132, 088, 0114, 0116y 0152.

1.3 RESPUESTAS BACTERIANAS AL pH

Una de las caracleristicas mas notables de las bacterias es su capacidad para sobrevivir
condiciones ambientales extremas. Las bacterias rompen las reglas que los bidlogos dan por
establecidas y dan a los microbidlogos revelaciones dnicas en los limites vitales. Escherichia coli
es capaz de crecer a valores de pH entre 5.0 y 8.0, manteniendo el pH intracelular (pH;) de forma
extraordinariamente constante {Glenn y Dilworth, 1999).

Los mecanismos de resistencia bacteriana a condiciones de pH adversas, son relevantes en
medicina con relacién a la invasién patogénica, en la industria de alimentos por su potencial para
transmitir patégenos y en la agricultura con el manejo de suelos con pH adverso para mantener su
productividad, especialmente para contrarrestar la acidificacién inducida por el hombre,

1.3.1 ECOSISTEMAS ALIMENTARIOS

Los alimentos son ecosistemas complejos, compuestos por el ambiente y los organismos que viven
en éf (Doyle y col, 1997). El ambiente del alimento estd compuesto por factores intrinsecos
inherentes al alimento (ej. pH, actividad de agua y nutrientes) y factores extrinsecos, externos a él
(ej. temperatura, gases ambientales, presencia de otros microorganismos, etc.). Los dos tipos de
factores pueden ser manipulados para conservar el alimento.

1.3.2 ESTRES ACIDO

El estrés acido puede describirse como el efecto biolégico combinado del pH bajo y la presencia de
acidos organicos en el ambiente; incluye &cidos, como lactato, butirato, propionato y acetato,
producidos comunmente como resultado de la fermentacion. Los acidos débiles en su forma
protonada, no cargada, pueden difundir a través de la membrana celular y disociarse en el interior
de la célula, disminuyendo en el proceso el pH interno (pH;). A menor pH externo (pH,), mas acidos
débiles no disociados estaran disponibles (segtin sus valores pK,), para atravesar la membrana y
afectar el pH,. Por o tanto, se necesita menor concentracién de acido organico para destruir una
célula a pH, de 3.5, que a pH, de 4.4 (Bearson y col. 1997). La acumulacion citoplasmatica de
Acidos organicos, ademas de la acidificacion interior de la célula, tiene efecto desacoplante del
metabolismo celular (Diez-Gonzalez y col. 1997a).

17




El efecto antimicrobiano de los Acidos organicos se atribula tradicionalmente a la disminucion del
pH' por debajo del intervalo de crecimiento y a la inhibicién del metabolismo por parte de las
moléculas ya disociadas (Diez-Gonzalez y col. 1997b.). Con la teoria quimiosmética se observé
gue los acidos y bases altamente lipofilicos podian transferir protones a través de la membrana
celular, {como lo hacen los acidos organicos) y disipar la fuerza protdn motriz; se piensa que la
entrada de protones desacopla el crecimiento y disipa los recursos energéticos por difuminar la
fuerza mencionada (Diez-Gonzalez y col. 1997b).

Estudios comparativos de respuestas a la acidez de E. coliy S. typhimurium han mostrado que pH,
de E. coli disminuye mas acentuadamente que el de Salmoneffa a un pH externo de 5.0; Ia
velocidad de crecimiento de E. coli es menor de la de Salmonella a este pH, mientras que lo hacen
a idéntica velocidad a pH 7.0 (Hickey y Hirshfield, 1990).

1.3.3 EFECTOS DEL pH EXTRACELULAR

Macromoléculas externas a la membrana citoplasmatica como flagelo, pili, proteinas periplasmicas,
pared celular, etc. estan expuestas a cualquier cambio del pH extracelular, y son el primer punto de
dafio por pH adverso. Las bacterias tienen opciones limitadas para proteger estas estructuras y
deben producir versiones modificadas capaces de resitir pH adverso o cuando esto no es posible,
prescindir de la funcidn. Esto ocurre por ejemplo con la pérdida de movilidad del flagelo y por tanto
de la respuesta quimiotactica, bajo condiciones de pH acido (Bowra y Dilworth, 1981).

Cuando la bacteria opera en intervalos de pH 3-4 unidades fuera de su valor habitual, las
relaciones entre las formas ionizadas y no ionizadas de los sustratos cambian y procesos como el
sistema de trénspone de solutos pueden no estar disponibles {(Glenn y Dilworth, 1999).

1.3.4 MANTENIMIENTO DEL pH INTRACELULAR

El pH internc de las bacterias tiende a ser mantenido dentro de los [imites propios de su condicidn
de acidofllico, neutrofilico o alcalofilice (Hall y ¢ol, 1995). Dado que el pH interno de las bacterias
debe ser mantenido constante, se han propuesto varios mecanismos para minimizar el estrés por
pH externos no optimos:

¢ Disminucion de la permeabilidad de la membrana.

- Capacidad amoriiguadora dei citoplasma.

« Salida de protones del citoplasma, o limitacién de la entrada.

« Prevencién de la toxicidad de iones metalicos.
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Las bacterias que crecen en un intervalo de pH de acido a neutro, generalmente mantienen su pH,
a un valor mas alcalino que el de su ambiente (Booth, 1999) y cambios en éste alteran la fisiologia
celular y la expresién génica con valores tan pequefios como 0.2 unidades de pH. En E. Coli uno
de los regulones de sobrevivencia global méas importantes, el regulado por RpoS, es inducido por

acidificacidén leve del medio de crecimiento.

La capacidad para mantener el pH, dentro de un intervalo angosto de valeres a pesar de las
variaciones del pH ambiental, se llama homeostasis de pH y sus dos componentes principales se

conocen como “activos” y “pasivos”.

1.3.4.1 HOMEOSTASIS PASIVA;

Los principales componentes del sistema pasivo son la baja permeabilidad de la membrana a los
iones, especialmente protones y la capacidad amortiguadora del citoplasma. La primera fue
enfatizada por Mitchell (1861) con la teorfa quimiosmética. El intervalo de pH para crecimiento y
sobrevivencia es disminuido severamente por cambios en la permeabilidad de la membrana.
Variacién en la composicion de [os lipidos se ha observado como respuesta a condiciones de
acidez y puede alterar la permeabilidad de la membrana.

La capacidad amertiguadora del citoplasma para recuperar el pH; depende de la magnitud del
cambio. El glutamato y aspartato combinados en las protelnas pueden tener una concentracion
efectiva de 300 mM, pero esta cantidad no esta totalmente disponible para amortiguar el pH del
citoplasma; la contribucién de este componente puede incrementar el pH; cuando esta por debajo
de pH 5.5, ya que el pk, de estos grupos esta entre 3.9y 4.1 (Doyle y col. 1897).

La principal desventaja de la estrategia del mejoramiento de! pH del citoplasma es el requerimiento
de acceso continuc de sustratos disponibles en cantidad suficiente; pero puede ser practica para
bacterias entéricas o para otras que se encuentren en ambientes ricos en nutrientes, como los

alimentos.

1.3.4.2 HOMEOSTASIS ACTIVA:

Implica la habilidad de detectar y responder a perturbaciones de pH;, Se alcanza principalmente por
el movimiento controlado de cationes y aniones a través de la membrana, siendo los principales los
iones potasio, sodio y protones. El transporte de potasio tiene un papel importante en la
homeostasis de E. Coli y la activacién de 'Ios siétemas de KefB y KefC, integrados a mecanismas
de detoxificacion dependientes de glutation, controlan el pH, para la sobrevivencia celular

(Ferguson y col. 1839).
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Los sistemas antipuerto de Na'/H" son centrales para el equilibrio del sodio y el mantenimiento de
su gradiente para transporte, pero no para la regulacién del pH citoplasmatico.

Los cambios de pH debidos al catabolismo pueden ser una consecuencia inevitable del uso de
sustratos disponibles o una respuesta a un pH desfavorable; el catabolismo de azGcares
generalmente resulta en acidificacién, mientras que el de &cidos organicos o aminodcidos
incrementa el pH interior, pero son resultados no controlados, debides al metabolismo. Por
contraste, la descarboxilacién de aminoécidos como la lisina, por el sistema cad en E. coli {(Watson
y col. 1992) o el de la arginina, via arginina descarboxilasa, lleva a un incremento del pH; como

respuesta inducida por el pH bajo.

Otra opcién importante involucra sistemas con requerimientos de energla para bombear
activamente iones, de forma que se pueda mantener el pH,. Ei costo energético de estos sistemas
es alto y a pH 4cido, pueden necesitar también sistemas para remover icnes indeseables como
podrian ser Cu ** 0 Zn*", lo que incrementa aun méas dicho gasto.

1.3.5 REGULACION

La expresion de genes que dirigen el transporte de protones, la degradacion de aminoacidos, la
adaptacion a condiciones acidas o basicas y aun la virulencia, pueden ser reguladas por el pH
externo {pH,). Las células poseen diferentes mecanismos sensores a los cambio de pH (Doyle y
col., 1997). Los aminoacidos pueden cambiar a su forma protonada o no protonada por variaciones
del pH, lo que varla la estructura secundaria o terciaria de la proteina, alterando su funcién, y
sefalando el cambio. La célula puede responder tnicamente a una forma de estas moléculas
sefial; asl cuando los acidos organicos cruzan la membrana citoplasmatica solamente en su forma
protonada, un incremento en la concentracién intracelular, indicaria elevacidn de la acidez
ambiental. El gradiente de protones transmembranales {ApH}, puede por sl mismo servir como

sensor y regular el aumento o disminucién de procesos dependientes de energla.
1.3.6 MECANISMOS INDUCIBLES DE TOLERANCIA A LA ACIDEZ EN ENTEROBACTERIAS

Bacterias entéricas como Salmonella typhimurium y Escherichia coli encuentran comunmente
ambientes &acidos durante su vida como comensales o patégenos, y deben tener la capacidad de
soportarlos para lograr la colonizacién. Por ello estos microorganismos han desarrollade
estrategias tnicas para sobrevivir a encuentros transitorios o permanentes con condiciones acidas
potencialmente letales. Los procesos que les capacitan para esta resistencia, incluyen los sistemas
de homeostasis inducible y mecanismos moleculares de proteccion y reparacion.
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El pH intracelular (pH;) debe ser mantenido por encima de un cierto pH critico al cual las proteinas
intracelulares podrian ser desnaturalizadas irreversiblemente. La tolerancia a la acidez ha sido
estudiada mas extensamente en Salmonella typhimurium, donde se han encontrado tres
mecanismos progresivamente mas rigurosos para mantener un pH, compatible con la viabiiidad
celular (Foster, 1991). Estos tres mecanismos son la respuesta homeostatica, la respuesta de
tolerancia a la acidez (ATR: acid tolerance response) y la sintesis de proteinas de chogque térmico,

ASPs (acid shock proteins).

A pH > 6.0, las células de Salmonelia ajustan su pH; a través de la respuesta homeostatica, que
mantiene este pH por modulacién alostérica de la actividad de la bomba de protones,
antiportadores y simportadores, para incrementar la velocidad a la cual los protones son
expulsados del citoplasma. Ei mecanismo homeostético es constitutivo y funciona en la presencia
de inhibidores de sintesis de proteinas (Doyle y col. 1997).

1.3.6.1 RESPUESTA DE TOLERANCIA A LA ACIDEZ (ATR)

Es desencadenada por pH; de 5.0 a 6.0 (Foster, 1991) y este mecanismo es sensible a ia
presencia de inhibidores de sintesis de protefnas; se han identificado por lo menos 18 de 50
proteinas ATR-inducidas (ASPs) y parece involucrar la ATPasa membranal, que bombea protones
y mantiene pH; a valores mayores de pH,. La ATR puede inducir proteccién cruzada contra otros
tipos de estrés ambientales, como calentamient9 y estrés oxidativo, pero no ocurre la proteccion
reciproca: el choque osmdético no induce tolerancia a la acidez (Foster y Moreno, 1999). Parece
que el estrés &cido es un indicador general- de estrés, mientras que el calentamiento, sales,
perdxido de hidrégeno, son sefiales de estréﬂs mas especificas.

La exposicion a pH 5.8 por algunas generaciones, induce 12 proteinas, reprime seis y hace las
células menos sensibles a mayores concentraciones de sal y al calor {Leyer y Johnson, 1993). La
adaptacién a la acidez también se presenta en Escherichia coli 0157:H7 (Leyer y col. 1995). La
habituacién a la acidez ocurre cuando células de E. coli en fase logaritmica crecen en caldo
nutritivo a pH 5.0, estas células adaptadas pueden sobrevivir a pH 3.0 o 3.5, mejor que las
provenientes de pH 7.0, por la sintesis de proteinas que reparan dafios al DNA.

1.3.6.2 TOLERACIA ALAACIDEZY Fur

Entre las ASPs estudiadas est4n ocho protelnas reguladas por el factor sigma alternativo o®
codificado por rpoS. cuatro controladas por la proteina regulateria de hierre, Fur y cuatn
reguladas por el sistema de dos componentes PhoPQ. Fur es una proteina represora tipica a
concentraciones elevadas de Fe”, pero en aparente contraste con esta funcién, puede actuar
como regulador positivo de una subpoblacién de ASPs (Bearson y col. 1898). Las mutantes que
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carecen de Fur no pueden producir estas proteinas y son sensibles a la acidez; experimentos
realizados para separar las propiedades detectoras de hierro y acidez de este regulador, han
revelado tres clases de mutaciones de Fur: la primera causa una sobre-expresion de genes
regulados por Fe**, y producen sensibilidad a la acidez, la segunda y la tercera clase de
mutaciones son especlficas para la deteccidn individual de hierro o de acido

1.3.6.3 SISTEMA PhoPQ ES INDUCIBLE POR ACIDO

El sistema PhoPQ, es dtil Gnicamente contra estrés acido que involucre acidos inorganicos,
especialmente cuando el sistema dependiente de rpoS no estd disponible. Aungue PhoQ es un
detector extracelular de Mg®*, se ha demostrado que también es detector de pH (Bearson y col.
1598).

Respecto a la porina PhoE fosfato-especifica se ha demostrado que los iones fosfato inhiben la
adaptacion a la acidez y las mutantes phoE son reéistentes al 4cido (Bearson y col. 1997); se ha
propuesto que PhoE proporciona un conducto para la entrada de H* permitiendo la acidificacién de!
periplasma y la estimulacién de una protefna s;ensora transmembranal, que podria ser la sefial
para induccién de habituacion a la acidez. Niveles altos de fosfato en el medio bloquean el acceso
de H* al poro PhoE y por tanto interfieren con la transduccion de sefiales. Aparentemente la
adaptacién a la acidez es un mecanismo independiente de ATR y resistencia a la acidez, ya que
estos dos sistemas operan en medios con alto contenido de fosfato.

1.3.6.4 FACTOR SIGMA 8

E! factor sigma s (¢*) codificado por el gene rpoS tiene un papel bien establecido en la expresi6n
de genes regulatorios de la fase estacionaria. El notable incremento del nivel de ¢® en [a fase
estacionaria estd asociado con el aumento de la resistencia a estrés general; sin embargo, trabajos
recientes han mostrado que bacterias en fase logaritmica sometidas a estrés acido podrian inducir
también o’ y que ocho ASPs son dependientes de o°. Este sistema protege a la célula contra
4cidos orgénicos o inorgénicos (Bearson y col. 1998). EI gene responsable de la produccién de o°
es el mviA (mouse virulence), que controla virulencia y posee homologla con la familia OmpR
(Benjamin y col. 1991). La produccién de o® es controlada por MviA que modula ia accién de la
proteasa CIpXP y como resultado de esta interaccién hay rapida degradacién de o® en ausencia de
estrés; la presencia de estrés inactiva MviA, impidiendo la accién de la proteasa.

1.3.6.5 SINTESIS DE PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO
Es desencadenada por valores de pH; de <5.0. Estas son un conjunto de proteinas regulatorias

distintas a las inducidas por ATR, pero similares a las preducidas por choque fric en Listeria
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monocytogenes (Foster y Hall, 1991). La mayoria de las funciones de las proteinas de choque
térmico (Hsps: heat shock protein) son conocidas; varias (GroE, DnaK y otras), son chaperonas
que ayudan al plegamiento de las protefnas recién sintetizadas o alteradas por el choque térmico.
Algunas marcan protelnas para su destruccién y otras son proteasas que degradan proteinas
cuando han sido dafiadas irreparablemente por el choque térmico (Snyder y Champness, 1997).

1.3.7 RESISTENCIA A LA ACIDEZ DE Escherichia coli

Como S. fyphimurium, E, coli posee mecanismos de acldo resistencia tanto en fase logaritmica
come estacionaria; sin embargo se ha establecido la mayor resistencia a la acidez de E. colien la
fase estacionaria en medios complejos (Bearson y col. 1998), donde puede sobrevivir algunas
horas a pH 2.0. La entrada de E. coli en la fase estacionaria es acompafiada de importantes
cambios fisiclogicos mediados por un sistema de regulacién global ¢on la participacién del factor
sigma codificado por rpoS (Gorden y Small, 1993).

Existen variedad de reportes en la literatura respecto a los grados de resistencia a la acidez de S.
typhimurium, E. coli y Shigella flexneri; cuando utilizan células en fase estacionaria a pH 2.5 en
medio minimo Shigefla flexneri muestra muy poca resistencia a la acidez, mientras que S.
typhimurium y E. coli tienen tolerancia similar. La situacién cambia completamente cuando se usan
medios complejos por la presencia en E. cofi y Shigella flexneri de sistemas dependientes de
aminoacidos. Ademas, el crecimiento de fos organismos en fase estacionaria en medio complejo
preduce un sistema de resistencia a la acidez glucosa-represible, que podria proteger las células
en medio minimao, aun sin glutamato o arginina.

Estudios recientes con E. coli 0157, proponen un nuevo punto de vista de la tolerancia a la acidez;
reportan que las células, adaptadas 0 no, pueden experimentar pérdida de viabilidad, aunque a
diferentes velocidades, pero todos los cultivos tienen una subpoblacidn de células (variantes
fisioldgicas, no mutantes), que sobreviven a tratamientos Acidos por largos periodos de tiempo. La
acido resistencia de esta subpoblacién no depende de o®, pero no se sabe si los sistemas gad o

adi pueden ser importantes {Bearson, 1998).
1.3.8 SISTEMAS DE RESISTENCIA A LA ACIDEZ DEPENDIENTES DE AMINOACIDOS
Para E. coli se han descrito tres sistemas de resistencia a la acidez (RA) dependientes de medio

complejo (Bearson y col.,, 1997) y la actividad de cada sistema depende de si las células
experimentan metabolismo oxidativo o fermentativo (Tabla 1).
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Dos sistemas RA fermentativos comprenden las arginina y giutamato descarboxilasas inducibles,
funcionan por la descarboxilacién del amincacide correspondiente que consume un protdn a pH,
bajo, con un sistema antipuerto que renueva el aminoacido citoplasmatico. El operén adi codifica
para la arginina descarboxilasa y gadC codificando un glutamatoy-amino butirato antiportador, son

requeridos por los sistemas RA respectivos.

El tercer sistema inducido por crecimiento en fase estacionaria en caldo Luria, es reprimido por
glucosa, pero una vez inducido no requiere la presencia de aminoacidos en el medio durante el
encuentro posterior con pH, 2.5, y ese es el llamado sistema oxidativo; es dependiente de o,
mientras que los sistemas RA glutamato y arginina son sélo parciaimente dependientes de este
factor sigma, relacionado probablemente con la pérdida de otros componentes de RA requeridos
ademas de las descarboxilasas, mas que con la expresién de adi y gadC; es decir, que como
ocurre en S. thyphimurium, las descarboxilasas satisfacen sélo un aspecto del complejo sistema de

tolerancia.
Tabla 1. Componentes de sobrevivencia a [a acidez (Liny col, 1995)
ACIDO
SISTEMA INDUCCION S.typhimurnum E.coli S.flexneri
MEDIQ MINIMO
RTA fase logaritmica (pH 3.3) si si (transitorio)* Si no
RTA fase estacionaria (pH 3.0) si si (varias hrs)» ? no
| GSRe+ fase estacionaria (pH 3.0) no si si si
MEDIQO COMPLEJO {(pH 2.5)
oxidativo si no si si
fermentativo no no si no
glutamato (gadC) si no no si
arginina (adj) si no si no

* (Wilmes-Riesemberg y col. 1992)
**(GSR: general stress resistance component of acid survival

1.4 RELACION PATOGENICIDAD Y pH BAJO

La importancia del jugo gastrico en el control de las infecciones alimentarias es bien reconocida.
Para causar enfermedad en [os humanos, un micreorganismo debe scbrevivir al ambiente
extremadamente bajo del estdbmago (pH 1.5), antes de alcanzar el intestino, Asl, la acidez de jugo
gastrico constituye la primera linea de defensa contra los patdgenos alimentarios. La redubcién de
la acidez géastrica se ha asociado con aumentos en la sobrevivencia de algunos patégenos
alimentarios comunas, Al respecto se ha demostrado gue Shigsfla spp. €3 mas o

{pH 2.0 a 2.5) que Saimonella y E. coli. Esto permite formular la

tolerancia a la acidez de Shigelfa spp. contribuye a su baja dosis infecciosa de 10 a 500

hipotesis de que [a mayor
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microorganismos (Gorden y Small, 1993); también E. coli 0157:H7 es capaz de iniciar patogénesis
con una dosis infecciosa de 10 a 100 bacterias viables (Chart, 2000).

Estudios realizados por diversos grupos han destacado la importancia del pH bajo en la
patogenicidad de las enterobacterias; por ejemplo, la dosis infecciosa de Salmonella disminuye
significativamente si la acidez gastrica es controlada con amortiguadores, sugiriendo que los
organismes mejor preparados para tolerar la acidez estomacal, mas probablemente sobrevivirén
para producir enfermedad (Bearson y col. 1997).

En E. coli s& ha demostrado que la adhesion bacteriana a superficies celulares incrementa la
acido resistencia. Hay evidencias claras de la correlacion existente entre la respuesta de las
enterobacterias al estrés dcido y el proceso patogénico. Se ha reportado que E cofi
enteropatogenas y enteroinvasivas, son significativamente més tolerantes a la acidez que cepas no
patdgenas como E. coli K-12 (Gorden y Small, 1993).

Un hallazgo importante es que una vez activado, el sistema de acido resistencia puede
permanecer activo por prolengados periodos de almacenamiento en frio; esto implica, que las
cepas con esta propiedad retienen la &cido resistencia aunque estén apropiadamente refrigerados
y sobrevivirdn eficientemente a los encuentros con pH acido en el conducto gastrointestinal de los
huéspedes (Lin y col. 1996).

La resistencia a |a acidez de E. coli 01567:H7 es la mas estudiada. Se ha comprobado que estas
cepas usan efectivamente el sistema de resistencia a la acidez dependiente de glutamato, para
prevenir el efecto letal de los &cidos débiles. En ensayos realizados con benzoato (Lin. y col.
1996), los sistemas oxidativo y dependiente de arginina no fueron tan efectivos para combatirlo,
pero si contra el efecto de una mezcla de acidos grasos volatiles, que simulaban la composicién
intestinal. Estudios realizados por Jordan y col. (1999) correlacionan el incremento de la acido
tolerancia con la reducciéon de acumulacion de protones aunque no se conoce si es debida al
incremento en la salida o disminucién de la entrada a la célula, comprobandose que la poblacién
de bacterias acido resistentes, tiene aumentada la capacidad para mantener el pHi.

El desarrollo de medios efectivos para la validacion de la inocuidad de los productos alimenticios y

de los procesos que confian en la dcido inactivacién de los microorganismos patégenos requiere

que:

» Sean caracierizados 105 mecanismos de respuesta a ia acidez entre los microorganismos
aislados y el rango de respuestas de acido tolerancia (ATRs).

» Sean identificadas las cepas que se encuentren presentando mayor acido resistencia.

= Asegurar gue los aislamientos presenten su estado de mayor resistencia.
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= Disponer de la informacién necesaria para asegurar efectivamente la capacidad de la &cido
tolerancia de inducir proteccion cruzada en E. coli contra otras tensiones, como irradiaciones o

procesamiento térmico.

1.5 INVESTIGACION DE LA EXPRESION PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA INDUCIDAS
POR ACIDEZ

La membrana externa de las bacterias Gram negativas s una estructura compleja que constituye
la interfase entre el interior de la célula y el ambiente. La monocapa de la membrana externa
contiene lipopolisacaridos como Gnico componente lipido; las moléculas de LPS estan compuestas
por dos regiones conservadas: el lipido A que ancla.la molécula en la membrana y el nicleo de
oligosacaridos, unido al polisacérido 0 (antigeno somdtico).

Uno de los mecanismos utilizados por las bacterias para aumentar las posibilidades de
sobrevivencia ante situaciones de estrés acido es la respuesta molecular programada, por la cual
se sintetizan proteinas especificas inducibles (Bearson y col. 1997). Presumiblemente estas
protelnas acthan previniendo o reparando el dafio molecular causado por el estrés acido, Algunas
de estas proteinas son inducidas bajo distintas condiciones de estrés, como &l chogue térmico y

otras tnicamente en respuesta a un estrés especifico.

En estudios sobre [a sobrevivencia de células E. coli 0157:H7 sometidas a choque térmico subletal
y luego a pH 2.5 se observé que ésta fue 10 a 100 veces mayor, comparada con células no
tratadas, dependiendo de la cepa (Wang y Doyle, 1998). Se ha comprobado, que la exposicion a
calor medio o la 4cido adaptacion, puede contribuir a la 4cido tolerancia de E. coli 0167:H7. Se ha
propuesto que el bajo pH interno bacteriano induce enzimas especifias que influencian la
homeostasis; por tanto, es posible que protefnas de membrana recién sintetizadas, puedan
incrementar la sobrevivencia de este organismos cuandoc se expone a acidez letal, ya sea por
mantenimiento del pH transportando H*, o por reparacién de componentes dafados.

La base molecular para la respuesta al choque térlmico ha sido mejor entendida en E. coli que en
otros microorganismos (Snyder y Champness, 1997}, se inducen 30 genes en dos regulones, que
codifican 30 Hsps {(protelnas de choque térmico). Se conocen muchas de las funciones de estas
protelnas, que se encuentran en pequefias cantidades durante el crecimiento normal; algunas
como GroE, DnakK, DnaJ y GrpE son chaperonas que dirigen el plegamiento de proteinas recién
traducidas, DnaK y DnaJ afectan la estabilidad de una proteina requerida para la replicaciéon del
DNA: las chaperonas pueden contribuir a la sobrevivencia al choque térmico por unir proteinas
desnaturalizadas por el aumento repentino de temperatura 0 a plegarse correctamente cuando
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esta configuracién ha sido deteriorada. Lon y Clp son proteasas, que degradan proteinas
desnaturalizadas irreparablemente por la temperatura; las aminoaciltransferasas inducidas
después del choque térmico estén invoiucradas en sintesis de proteinas.

En |a investigacion citada de Wang y Doyle, (1998) se ha reportado ia sintesis de dos protefnas de
membrana externa {(OMPs) de 22 y15 kDa, a los 10 minutos del choque térmico y expresadas por
lo menos por 6 h en células mantenidas a 37°C. En dicho estudio no se observaron diferencias
significativas entre el choque térmico y la 4cido adaptacién inducida. La secuencia N terminal de la
proteina OMP de 22kDa es un componente de una alkil hidroperoxidasa reductasa; contiene un
disulfito redox activo, posiblemente involucrado en el transporte de H*. La proteina de 15kDa tiene
100% de homologia con otra de funcién desconocida de E.coli y su secuencia de nucleétidos esta
localizada en el gene de uracilo glucosilasa DNA, encargada del inicio de la reparacién del DNA
que ha sufrido dafos oxidativos. En esta cepa la acido adaptacion produce el aumento de la
sintesis de dos OMP, que posiblemente sean componentes protectores de regulacidén global que
responden a tensiones ambientales como el calor o el choque Acido, para reparar dafios en el DNA

o lipidos de membrana.

Dado que el pozol presenta un descenso rapide del pH desde las primeras horas de fermentacién,
hasta alcanzar valores de pH 3.85 a las 48 h, es muy factible que las cepas presentes en la masa
desarrollen tolerancia a la acidez y respuestas varias al estrés que esta representa. De ahi la
importancia de estudiar su capacidad de resistencia a estos ambientes,
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CAPITULO 2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Estudiar la resistencia a la acidez de algunas cepas patdgenas de Escherichia coli aisladas de
pozol, para contribuir a su control y eliminacién de alimentos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la capacidad de resistencia a la acidez de cepas patdgenas de E. cofi aisladas de

pozol.

2. Evaluar y comparar la capacidad de sobrevivencia a [a acidez de cepas de E. coli 0157:H7 y de
cepas aisladas de diferentes fuentes (pozol, ambiente, clinicas).

3. Identificar la presencia de cambios en la expresitn del antigeno somatico y/o flagelar en cepas
de E. colj después del tratamiento a pH acido.

4. Conocer si el efecto de un chogue térmico influye en la resistencia a la acidez de las cepas en
estudioa pH 2.0y 2.5 a 30°C.

5. Evaluar si las cepas aisladas de pozol, sometidas a estrés térmico expresan protelhas de
membrana externa semejantes a las que se han relacionado con resistencia a la acidez.
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CAPITULO 3. MATERIALES Y METODOS

3.1 MEDIOS DE CULTIVO

Los medios utilizados en las pruebas microbioldgicas fueron:

* Caldo Luria-Bertani (LB), medio complejo compueste de 5 g/L extracto de levadura, 10 g/L
triptona v 5 g/ NaCl. (pH 7.3). Se esteriliz6 15 min a 121°C en tubos con 4.5 ml de medio
cultivo y se utilizé para obtencién de cultivos bacterianos en fase estacionaria.

= Caldo LB ajustado a pH 3.0, 2.5 y 2.0 con HCl y a pH 3.0 con éacido lactico (al 0.85% de
Aldrich).

= Placas de agar Luria (caldo LB adicionado con 1.5% de agar bacteriolégico). Usadas para
cuentas de E.cofi.

= Solucidn salina estéril: NaCl 0.15N en agua destilada, comoe difuyente.

Se utilizo caido Luria como medio de cultivo, ya que se sabe que E.coli crece mejor que otros
microorganismos a valores bajos de pH en medios complejos (Hickey y Hirshfield, 1990). No se
agregé glucosa al medio para limitar Ja produccion de acidez.

3.2 MICROORGANISMOS USADOS

Las caracteristicas y origen de las cepas de E. coli utilizadas en el estudio se describen en la Tabla
2. Se usaron £. coli patdgenas aisladas del pozol e identificadas por Sainz, (1998), pertenecientes
al serotipo 088:H25, reportade como patdégeno (Pedroso, 1993 y Kamlakar, 1995). Las cepas de
E.coli 0157:H7 y K-12 y las de procedencia distinta a alimentos fueron suministradas por el
Laboratorio de Salud Publica de la Facultad de Medicina de la UNAM.

Las cepas E. coli de origen clinico serotipo 088:H25 proceden de muestras del IMSS de pacientes
con enfermedad diarreica con sangre y la cepa E. coli ambiental de serotipo 088:H25 fue obtenida
en muestreos de aire de la ciudad de México por la Dra. Irma Rosas del Instituto de Ciencias de la
Atmobsfera de la UNAM.

Conservacion cepas:

Las cepas se conservaron a temperatura ambiente en tubos con agar soya tripticasa por dos
meses, o en agar Dorset, por tiempo mayor a un afic y a -70°C en viales con caldo soya tripticasa y
giicerol ai 5G%. Ei agar Dorsei se prepard nomogenizando 20 nuevos desinfectados en $5G mi de
NaCl 0.15N, y 50 ml de glicerol, se sirvié en viales y se coaguld con inclinacién a 85°C en ambiente

humedo.
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Tabla 2. Microorganismos usados

No. CEPA SEROTIP PROCEDENCIA
o
E. coli 095214 (Pz-1) 088:H25 | pozol con 48h fermentacién (Sainz, 1898)
E. coli 095215 (Pz-2) 088:H25 | pozol con 48h fermentacion (Sainz, 1998)
E. coli 085217 (Pz-3) 088:H25 | pozol con 48h fermentacion (Sainz, 1998)
E. coli 095219 (Pz-4) 088:H25 | pozol con 48h fermentacion (Sainz, 1998)
E. coli 095222 (Pz-5) 088:H25 | pozol con 48h fermentacion (Sainz, 1998)
E. coli 095223 (Pz-6) 088:H25 | pozol con 48h fermentacién (Sainz, 1988)
E. coli 029358 (Eh-1) 0111ab:H- | Nifios <2 afios, Tlaltizapan, Morelos (Cravioto, 1990) (*}
E. coli 088267 (Eh-2) 0157:H7 | CVD: Center vaccine development; Coleccion DEC (Whittam,
1993} (*)
E. coli 091816 (Eh-3) 0157:H7 | INDRE, México D.F. (*)
E. coli 091986 (Eh-4) 0157:H7 | INDRE México D.F. (*)
E. coli 097133 (CI-1) 088:H25 [Muestra clinica: IMSS (%}
E. coli 097426 (CI-2) 088:H25 |Muestra clinica: IMSS (*)
E. coli 096428 (Amb) 088:H25 | Ciencias de la Atmdsfera, UNAM (Rosas, 1997) (*)
E. coli K-12 14R518 (K-1) Laboratoric Central de Salud Publica, Londres, UK (*)
E. coli K-12 092045 (K-2) CVD: Center vaccine development, Baltimore (*)
E. coli K-12 HB101 087195 (K-3) CVD: Cenler vaccine development, Baitimore (*)
E. coli K-12 HB101 090054 (KK-4) CVD: Center vaccine development, Baltimore (*)

(*Y Amablemente suministradas por el Cepario del Laboratorio Salud Publica, Facultad Medicina, UNAM.

3.3 SELECCION DE CEPAS

Sainz en 1998 aislé 73 cepas de E. coli a partir de 10 de muestrasl de pozol de las cuales
sobrevivieron 25 con valores de pH entre 3.85 y 4.77, a las 48 h de fermentacidén {Anexo 1). De
éstas se considerd seleccionar para este trabajo 6 cepas EPEC con el serotipo 088:H25,
provenientes de la muestra 1 por las siguientes razones:
¢ Esta muestra tiene el menor valor de pH a las 48h de fermentacidn de todas las
estudiadas.
« Es la unica muestra que exhibe permanencia de todas las cepas aisladas, a lo largo de las
48 h de fermentacion.

» Varias cepas noseen factores de virulencia (
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Tabla 3. Factores de virulencia de las cepas de E. cofi resistentes a acidez
aisladas de pozol preseleccionadas para la realizacion de este trabajo(*).

CARACTERISTICAS DE PATOGENICIDAD
No. CEPA SEROTIPO |CLASIFICACION [HIBRIDAC. SONDAS | PATRON ADHERENCIA

Pz-1 088:H25 EPEC

Pz-2 088:H25 EPEC Gene sae

Pz-3 088:H25 EPEC Gene eae

Pz-4 088:H25 EPEC

Pz-5 088:H25 EPEC Gene eae localizada

Pz-6 088:H25 EPEC

(*) Tomado de: Sainz,1998. _

Se realizaron anélisis preliminares para seleccionar las cepas de trabajo; se contaba ademas con 3
cepas E. coli 088:H25, aisladas de ambientes diferentes al del pozol, 3 cepas E. coli 0157;H7, 1
cepa enterohemorragica de E. coli serotipo 0111ab:H-y 4 cepas £. coli K-12, cepas de laboratorio
que podrian fungir como control negativo para ef estudio (Tabla 2}.

3.4 DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE SOBREVIVENCIA A LA ACIDEZ

Se utilizaron cultives an fase estacionaria (Figura 1), incubados a 30°C durante 18 h en caldo Luria
a pH 7.0. Se ajustaron a 50% de transmitancia, medida a 530 nm, que corresponden a una
concentracién aproximada de 10° ufe/ml, agregando caldo Luria fresco estéril. Se inocularon 0.5 mi
en series de 7 tubos ajustados a los distintos valores de pH para cada prueba y se incubaron a
30°C; se retiraron muestras a los tiempos 0, 0.5, 1, 2, 3, 4 y 5 h, para hacer cuentas en placa. Se
realizé cuenta en placa inoculando por duplicado las placas de agar Luria con 0.1 ml de diluciones
apropiadas en solucién salina 0.15N; se extendi6 el indculo con varilla de vidrio doblada flameada
con alcohol y enfriada. Después de 18 a 24 h de incubacion a 30°C, se realizaron las cuentas de
ufc/ml. Se determinaron los porcentajes de sobrevivencia respecto a cada cultivo inicial, utilizando
los logaritmos de las ufc y considerando como 100% la concentracién inicial de microorganismos.

Se realizaron tres experimentos;
Experimento 1.
Determinacién de la sobrevivencia a la acidez de E. cofi aislada de pozol, en cada
iraiamiento de pH: 2.0, 2.5 y 3.0 ajustados con HCly pH 3.0 ajustado con acido lactico.
Experimento 2.
Comparacién de la resistencia a la acidez de las cepas seleccionadas de E. coli aisladas
de pozol, con E. coli 0157:H7 y K-12 HB101
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Experimento 3.
Comparacién de la resistencia a la acidez de las cepas seleccionadas de E. coli aisladas

de pozol, con cepas de serotipos semejantes procedentes de ambientes no acidos: clinico

y ambiental.

PREPARACION DEL CULTIVO EN FASE ESTACIONARIA
(CALDO LURIA pH 7.0, 18 h, 30°C)

INCUBACION DEL INOCULO CON 10° ufc/ml
EN CALDO LURIA {pH 2.0,2,5 ¥ 3.0)
(hasta 5 h a 30°C)

SIEMBRA EN PLACA PARA CUENTAS de ufc/ml
(Tiempos: 05,1,2,3,4y5h)

DETERMINACION DE LOS F’ORClENTAJES DE SOBREVIVENCIA
A CADA pH, Y CON CADA ACIDO

REPETICION CON LAS CiPAS SOBREVIVIENTES
en tiempos hasta 48 h

Figura 1. Procedimiento para determinacién del porcentaje sobrevivencia a la acidez.

3.5 ANALISIS ESTADISTICO

1. Se realizé un andlisis de varianza (ANOVA), para probar existencia o no de diferencias entre
los medias de los distintos tratamientos y cepas usados. Se establecieron las determinaciones
para cada grupec de datos: cada cepa bajo los 4 tratamientos de pH, a lo largo de 5 horas de
fermentacién y cada pH comparando las 5 cepas usadas, a través del mismo tiempo. Se usé el
analisis de varianza del programa SPSS, version 4, bajo la opcidn de ANOVA unifactorial para

cada una de las variables con o de 0.01 y 0.05. .

2. Se establecié una comparacién multiple de medias, utilizando métado de Duncan para definir

)

presencia de subgrupos con diferencias significativas entre ccpas, tiempo de exposicion a ia

acidez y tratamientos, utilizando el mismo programa estadIstico.
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3.6 DETERMINACION SEROLOGICA DE SEROTIPOS DE E.coli DE CEPAS USADAS

Para descartar la posibilidad de alteraciones en los polisacaridos de la membrana externa de las
cepas, tras la exposicion de varias horas a condiciones fuertes de acidez, se realizo la
determinacién de su serofipo antes de |la prueba y con las cepas sobrevivientes a pH de 2.0 con
HCI.

Obtencion del antigeno somaético (O):

Se sembrd cada cepa cubriendo toda fa superficie en tubos inclinados de 16x150 mm con agar
soya tripticasa ajustado a pH 7.0, para lograr buen crecimiento. Después de incubar a 37°C por 24
h, se desprendi6 el cultivo por adicién de 10 ml de NaCl 0.15 N. La suspension se transfirié a un
segundo tubo que se llevd a calentamiento con vapor efluente durante 1 h para finalmente ajustar
la turbidez de la suspension al tubo tres del nefeldémetro de McFarland. Después de enfriar se
adicioné formalina a cada tubo hasta concentracién final del 0.6%, para conservar el antigeno.

Obtencidn antigeno flagelar (H):

Para evaluar la movilidad de las cepas, se sembraron por picadura en tubos de 16x150 mm con
medio semisélido y tubo de Craigie para evaluar la movilidad. Se incubaron a 30°C por 15 dias o
mas, hasta observar crecimiento ascendente del fondo del tubo de Craigie hasta la superficie del
medio. El crecimiento se transfirid con asa de la superficie del agar a un caldo de peptona de
bictriptasa al 2% y se incubé 24h a 30°C. Se conservé igual que el antigeno somaético, con 10 m!
de formalina hasta concentracién final del 0.6%. {El agar semisélido tiene 10g peptona de caseina,
3g extracto de carne, 80g gelatina baceriolégica, 5g NaCl, 4g agar-agar, por litro; se ajusté el pH a
6.9, se hirvié 2 minutos y se esterilizé con el tubo de Craigie 15 min. 121°C).

Serotipificacion:

Las reacciones de aglutinacién se realizaron en microplacas de 96 pozos de fondo redondo, con
procedimiento establecido en el Laboratorio de Salud Publica, de la Facultad de Medicina de la
UNAM; se usaron los suercs especlficos (SERUNAM) obtenidos en conejo, determinandose los
antigenos somaticos con una bateria de 175 antigenos monovalentes, y los flagelares ¢on 56
sueros especificos, dilufdos 1:100 en NaCI0.15N.

En cada pozo se colocaron 100ul del suero monovalente correspondiente y 50 pl del antigeno
somatico o flagelar, segun el caso. Las placas se cubrieron con plastico adherente para evitar la
evaporacién durante la incubacién a 50°C, de 24 h para la determinacion del antigeno somatico y

de 2 h para la del flagelar.
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La presencia o ausencia de aglutinacién se realizé con Ia ayuda de un aglutinoscopio. El
establecimiento del titulo se hizo con posteriores diluciones de los sueros positivos, desde 1:100
hasta 1:12800, asignandose a cada cepa el serogrupo donde se observé reaccién positiva con la
dilucion mas alta del suero. El conjunto de la férmula de antigenos obtenidos sofnético-ﬂagelar (0-
H), permiti6 establecer el serotipo de cada cultivo bacteriano.

3.7 DETERMINACION DE LA RESISTENCIA A LA ACIDEZ DE CEPAS SOMETIDAS A CHOQUE
TERMICO

Se uso como medio de cultivo caldo Luria, a PH 7.0 para obtener el cultivo en fase estacionaria. La
temperatura de cultivo fue 30°C y el choque térmico en bafio de agua por 10 minutos a 48°C. El
metodo es modificacion del empleado por Wang y Doyle, (1998).

PREPARACION DEL CULTIVO BACTERIANO
EN FASE ESTACIONARIA EN CALDQ LURIA pH 7.0

CENTRIFUGACION Y RESUSPENSION DEL PAQUETE CELULAR
CHOQUE TERLICO {10 min. a 48°C)

INOCULACION BACTERIAS A CALDO LURIA pH2.5.y20
INCUBACION HASTA 3h a 30 °C.

REALIZACION DE CUENTAS EN PLACA EN AGAR LURIA, INCUBANDQ. A 30°C, POR 48 H
(Tiempos: 0,1,2Y 3 h)

l

COMPARACION DE CUENTAS VIABLES
» CELULAS NO ADAPTADAS
*  ADAPTADAS A LA ACIDEZ
* SOMETIDAS A CHOQUE TERMICO
* CONTROLES (SIN TRATAMIENTO TERMICO).

Figura 2. Procedimiento para ia reaiizacion del choque térmico y

determinacién de la resistencia a Ia acidez
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El cultivo bacteriano se preparé con dos transferencias a caldo Luria pH 7.0 fresco en dias
consecutivos antes del uso y cultive nocturno de cada cepa en caldo Luria a 30°C antes del choque
térmico (Figura 2). El cultivo final de 18 h de incubacidn se sedimentd por centrifugacion a 4000
g/10 min a 4°C y se resuspendid en medio Luria fresco pH 7.0. Se ajusté a 50% de transmitancia,
medida a 530 nm, que corresponde a una concentracién aproximada de 10° ufc/ml. Ei choque
térmico se realizé por incubacion en bafio de agua a 48°C por 10 min; se transfirid 0.1 ml de
células a tubos con 9.9 ml Luria acidificado con HCI a valores de pH de 2.5 y 2.0, y se incubaron
hasta 3 horas a 30°C. Se hicieron cuentas en placas de agar Luria cada horade las O alas 3 h por
el método de superficie, incubando a 30°C, por 48 h. Se realizaron las cuentas de ufc/ml y se
determinaron los porcentajes de sobrevivencia respecto a cada cultivo inicial, utilizando los
logaritmos de las ufc, considerando como 100% la concentracion inicial de microorganismos.

Se hicieron comparaciones de las cuentas viables entre células no adaptadas (E. coli 0157:H7,
muesira clinica y ambiental) y adaptadas a la acidez (muestra de pozol) sometidas a choque

termico y controles (sin tratamiento).

3.8 OBTENCION Y ELECTROFORESIS DE PROTEINAS DE MEMBANA EXTERNA (OMPs)

Las células usadas fueron microorganismos sometidos a choque térmico y sin tratamiento. Se usd
el método de Fedorka-Cray, modificado ligeramente por Wolf (1997).

El proceso para la obtencién de proteinas de membrana externa (OMPs), esquematizado en la
Figura 3, se realizé con [a cosecha de células de 200 ml de cultivo de 18 h en caldo Luria a pH 7.0
a 37°C y agitacién a 150 rpm, de cada cepa de E. coli. Posteriormente se centrifugd el cultivo a
6.000 g/10 min a 4°C (Centrifuga Sorval RC5B plus), resuspendiendo el sedimento en 1 ml de

amortiguador Hepes 10 mM, {pH 7.4).

El paquete celular fue sonicado en dos periodos de 1 min en bafio de hielo para evitar el
sobrecalentamiento y desnaturalizacion de las proteinas. E! tiempo precisc de sconicacién
practicada con el equipo “vibra cell” Fisher (50 watt, 20% de salida) se determiné empiricamente,
realizando extensiones en portaobjetos del sonicado y coloreando con Gram hasta observar al
microscopio un porcentaje aceptable de rompimiento celular de alrededor de un 80%.

Los restos celulares se sedimentaron por centrifugacion a 9.700 x g/10 min en centrifuga
Eppendorf 5415. Del sobrenadante se obtuvieron las membranas por ultracentrifugacion (15.800 x
g/30 minutos, a 4°C en Ultra Sorval RC), siendo luego solubilizadas utilizando 400 ul del detergente
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sarcosy! al 1% en Hepes pH 7.4, incubando la mezcla a temperatura ambiente 30 min, con
agitacién suave. Con posterior ultracentrifugacion (15.800 x g/30 minutos a 4°C) y lavado con 200
ul de Hepes pH 7.4, se obtuvo el sedimento final conteniendo los extractos de proteinas de
membrana externa que se congeld porcionado en alicuotas a -20°C. o -80°C para su andlisis de
concentracion de proteinas y visualizacion de las bandas correspondientes por electroforesis en
gel de poliacrilamida desnaturalizada.

OBTENCION DE BACTERIAS

!

CENTRIFUGACION Y RESUSPENSION DEL SEDIMENTO
ROMPIMIENTO DE CELULAS POR SONICACION
SEDIMENTACION DE RESTOS BACTERIANOS

SEDIMENTACION DE MEMBRANAS CELULARES
{ultracentrifugacion del sobrenadante anterior)

SOLUBILIZACION DE MEMBRANA CITOPLASMATICA CON SARCOSYL
SEDIMENTACIiN DE LAS OMPs
RESUSPENSION DE LAS OMPs
LAVADO DEL SEDIMENTO
RESUSPENSION en 200 ul de HEPES pH 7.4

CONSERVACION EN AJCUOTAS a -20°C. 0 -80°C.

Figura 3. Procedimiento para la obtencién de proteinas de membrana externa {OMPs)

La determinacion de la concentracién de proteinas en el extracto de membrana externa se realizd
por el métedo de Bradford (Alexander y Griffith, 1993), en microplaca, usando un estandar de
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albumina bovina (1 mg/ml, 1:10) y 20 ul de cada dilucién 1:4 a 1:20 en PBS. Se diluy¢ el extracto
de muestra en PBS 1:20 a 1:640 y se tomaron 20 ul de cada dilucién de muestra. Se agregé a
todos los pozos 120 ul de reactivo de Bradford (Azul de Coomassie en solucion de acido fosférico y
metanol} y se leyeron las densidades 6pticas a 595 nm. Se graficd la curva de calibracion, contra la

que se determiné la concentracion de cada muestra segan factor de dilucion.

ELECTROFORESIS DE PROTEINAS

Para la separacion por electroforesis de las protelnas obtenidas se uso la técnica del gel
discontinuo de poliacrilamida de Laemmii, {1970} y las preparaciones se corrieron en la ¢camara
Mini-Protean 1l de Bio-Rad. Para preparar el gel de separacidén al 15% se usaron 2.5 mi agua
desmineralizada, 2.5 ml Tris/HC| 2.1M, pH 8.8, 100 ul SDS al 10% (p/v}, 5.0 ml acrilamida/bis al
30%, 50 pl de persulfato de amonio fresco al 10% y 5 pl de TEMED. Se transfirieron 4 ml de Ia
solucidn a la celda de electroforesis, se ilené hasta borde superior con agua destilada y se permitid

polimerizar al gel por lo menos por 1 hora.

El gel concentrador (4%), se prepard con 6.1 ml agua desmineralizada, 100 ul SDS af 10%, 2,5 m!
Tris/HCi 0.75M, pH 6.8, 1.33 ml de acrilamida/bis al 30%, 50 ul de persulfatc de amonio fresco al
10% y 10 pl de TEMED. Se retird el agua del gel de separacion, agregandose mezcla del gel
concentrador que se dejé polimerizar por una hora. Después se llend la unidad de electroforesis

con buffer pH 8.3.

Se calentaron 20 p! OMPs por 5 min a 95°C en bafo de agua, ajustandose dilucién segln
concentracion de OMPs a 30 pl/ml en 20pi, con buffer de montaje. Se dispensaron 18ul de cada
muestra por pozo muestras en pozes gel y se corrid electroforesis a 200 volts por 45 minutos a
temperatura ambiente. Se usaron marcadores de proteinas de bajo peso molecular de Bio-Rad,
para la estimacién del peso y posicién las bandas encontradas.

Se colored con agitacidn suave con solucién coloranteffijadora de Azul de Coomassie, al 0.1% en
metanol acido, posteriormente se decolord con varios cambios de metanol 40% y acido acético
10% vy se fij6 el gel himedo scbre celofan o papel filtro. Los geles coloreados fueron explorados
cen el Scandet IIC (Hewlett-Packard) y se realizarcn andlisis de densitometria usando el programa
Quantity One del Fluor S de Bio-Rad.

Se realizaron electroforesis para proteinas de membrana externa obtenidas de E.coli antes y
después del tratamiento térmico de 10 min a 48°C. De esta manera se compararon los patrones de
las OMPs obtenidos, entre las distintas cepas y para cada una antes y después de! calentamiento.
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 SELECCION DE CEPAS

Se seleccionaron seis cepas 088:H25 aisladas de pozol para realizar el tratamiento acido (pH 3.0)
en caldo Luria, ajustado con HCI. Los resultados de porcentaje de sobrevivencia obtenidos a las 5
horas de cultivo muestran que cinco de las seis cepas sobrevivieron hasta este tiempo (Tabla 4}.
Estudios previos establecen (Gorden y Small, 1992) que con un 10% de sobrevivencia a pH 2.5
durante dos horas se puede considerar a una cepa resistente. En este ensayo de seleccion se
decidi¢ utilizar las cepas que presentaran sobrevivencia mayor del 50%. Con este criterio se
seleccionaron las cepas Pz-3, Pz-5 y Pz-6 que fueron viables con porcentajes entre el 60 y el 80%.

Tabla 4. Porcentajes de sobrevivencia a la acidez de cepas E. cofi aisladas de pozol,
en caldo Luria con pH 3.0 ajustado con HCI.

Cepa
E. coli 088:H25 1h 2h 3h 4h 5h Seleccionada
Pz-1 65 60 60 45 30
Pz-2 60 50 48 35 30
Pz-3 78 78 77 76 74 v
Pz-4 52 39 38 15 0
Pz-5 88 88 87 86 85 v
Pz-6 83 79 66 65 62 v

Con el propésito de realizar un estudio comparative se incluyeron tres cepas de E. coli del serotipo
0157:H7 que se sabe son bacterias resistentes al &cido de manera notable (Chart, 2000) y una
cepa 0111ab:NM del grupo EHEC,

Tabla 5. Porcentajes de sobrevivencia a la acidez de cepas E. coli EHEC,
en caldo Luria a pH 3.0 ajustado con HCI.

E. cofi Cepa
EHEC Serotipo 1h 2h 3h 4h 5h Seleccionada
Eh-1 0111ab:H- 60 55 50 40 30

Eh-2 0157:H7 90 S0 0 89 75 v

Eh-3 0157:H7 85 75 70 70 68

Eh-4 0187:H7 [13 20 70 88 85

Los resultados obtenidos con estas cuatro cepas mostraron que todas las cepas 0157 presentan
porcentajes de sobrevivencia mayor al 50% a las cinco horas. Con respecto a la cepa 0111,
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aungue presentd el mismo porcentaje de sobrevivencia, éste sélo se observé hasta las tres horas

de tratamiento (Tabia §).

Tabla 6. Porcentajes de sobrevivencia a la acidez de cepas E. coli
ambiental y clinicas en caldo Luria a pH 3.0, ajustado con HCI.

Cepa E. coli procedencia 1h 2h 3h 4 h 5h
097133 (CI-1) {IMSS 87 88 88 84 80
087426 (Cl-2) |IMSS 87 85 80 80 75
096428 (Amb) [ Inst. C.de la Atm. 89 56 48 44 42

De la coleccidn de cepas del Laboratorio de Salud Pablica de la Facultad de Medicina de la UNAM,
se seleccionaron cepas 088:H25 de distinto origen: dos fueron de origen clinico (Cl-1 y Cl-2) y una
aislada del aire en la Ciudad de México (Amb). Estas cepas 088:H25 de origen ambiental y cllnico
se sometieron al mismoe tratamiento acido para evaluar su capacidad de sobrevivencia a pH 3.0. Al
respecto se observo que las cepas de origen clinico mostraron porcentajes de sobrevivencia del 80
(Cl-1) y 75% (CI-2) y la ambiental del 42% (Tabla 6). Como se puede observar a pH 3.0 ademas de
las cepas 0157:H7 consideradas como bacterias con propiedades para sobrevivir a pH acido, E.
coli del serotipo 088:H25, de diferente origen, presentan propiedades de acido tolerancia.

Tabla 7. Porcentajes de sobrevivencia a la acidez de cepas E. cofi K-12,
en caldo Luria a pH 2.0, 2.5 y 3.0 ajustado con HCI.

E. coliK-12 1h 2h 3h 4 h 5h Cepa Seleccionada

pH 3.0

K-1 80 80 78 73 68

K-2 84 84 80 64 60

K-3 95 89 89 83 a0

K-4 63 57 25 25 0 v
pH 2.5

K-1 98 94 85 85 80

K-2 : 94 94 94 82 79

K-3 85 89 84 73 70

K-4 84 53 50 50 i} v
pH 2.0

K-3 55 0 v} 0

r-4 21 0 7} v

Como control negativo de crecimiento a pH acido se utilizaron tres cepas E. coli K12 (K-1, K-2 y K-
3). Result¢ interesante observar que a pH 3.0, las tres cepas presentaron sobrevivencia superior al
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60% a las 5 horas de inoculacién. Por tal motivo se decidid trabajar con valores de pH menores
(2.0 y 2.5) y ensayar con otra cepa K12 (K-4). La cepa seleccionada fue una E. coli HB101 (K-4),
que incluso fue sensible al pH 3.0 (Tabla 7).

En el estudio las bacterias se expusieron al pH acido durante la fase de crecimiento estacionaria
tardia, por ser la fase en la que de acuerdo a algunos reportes se presenta la mayor posibilidad de
tolerancia a la acidez. Benjamin y Datta (1995) demcstraron la alteracién de la expresién de genes,
cuando ia ¢élula entra en la fase estacionaria de crecimiento; en E. coli 0157:H7 observaron mayor
tolerancia a la acidez a partir de células en fase estacionaria tardfa (cultive nocturno), ia cual
disminuia hasta mil veces cuando ias células estaban en la fase exponencial media. Advirtieron un
segundo pico de tolerancia a la acidez, al inicio de la fase estacionaria, con crecimiento 100 veces
menor que el de la fase estacionaria tardia.

4.2 COMPARACION DE LA RESISTENCIA A LA ACIDEZ

Los ensayos de resistencia a la acidez se realizaron con las tres cepas de pozol seleccionadas, sin
embargo para establecer comparaciones de cepas Unicas, y considerando que los resultados
fueron similares en las tres cepas, se presentan ios correspondientes a una de éstas (Pz-3). Los
promedios de las ufc y de los porcentajes de sobrevivencia calculados con sus logaritmos, se
presentan en los anexos 2 a 4. Las desviaciones estandar de las pruebas de sobrevivencia a la

acidez estuvieron entre 0.47 y 7.12.

Tabla 8. Comparacién de ios porcentajes de sobrevivencia de cepas de E. cofi
en una hora de cultivo en caldo Luria con pH acido.

CEPA pH 3.0 con HCI | pH 2.5 con HCI: | pH 2.0 con HCI: | pH 3.0 con ac. Lactico:
E. coli 0157:H7 (Eh-2) 90 % 97 % 17 % 43 %
E. coli 088:H25 (CI-2) 87 % 89 % 86 % 79%
E. coli 088:H25 (Amb) 88 % 81% 60 % 65 %
E. coli 088:H25 (Pz-3) 78 % 98 % 72% 70%
E. coli K-12 HB101K-4 63 % B4 % 0% 0%

Los resultados de sobreviviencia en caldo Luria con pH acido fueron variables dependiendo del
tiempo, del acido con que se regulé la acidez, asf como el serotipo v el origen de la cepa (Anexos 3
y 4}; en la Tabla 8 se resumen los porcentajes obtenidos a la hora de cultivo en los medios con
cada valor de pH, tiempo en que la cepa K-4, considerada control negativo no presenta
sobrevivencia. Asl se observa que las cepas 088:H25 de origen clinico, la aislada del ambiente y
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de pozol mantuvieron su viabilidad de modo muy similar (60 a 99%) a todos los valores de pH. La
cepa 0157:H7, aunque presentd sobrevivencia de 90 y 97% con el medio ajustado con acido
clorhidrico a pH 2.5 y 3.0, disminuy¢ la viabilidad a 17% a pH 2.0 y a 43% cuando se usé acido
lactico.

Al realizar el andlisis de la resistencia a la acidez entre |las diferentes cepas 088:H25 previamente
seleccionadas (pozol, ambiental y clinica) en caldo Luria a pH 3.0 ajustado con HCI, a lo largo de 5
horas de cultivo, se observé que los porcentajes de sobrevivencia, con excepcion de la cepa

ambiental (que mostré menor porcentaje), fueron similares (Figura 4).

Cuando el pH usado fue de 2.5 {ajustado con HCI), se observé sobrevivencia similar a las 4 horas
con las cepas de E. coli de pozol (83%) y E£. coli 0157 (82%). Un resultado no esperado fue el
hecho de que la cepa de origen ambiental 088, que al cultivarse previamente a pH 3.0 mostrd 42%
de sobrevivencia a las 5 horas, en esta fase del estudio se mantuvo viable en mayor proporcién
(63%); la cepa de origen clinico presentd viabilidad del 83% en el mismo tiempo de incubacion
(Figura 5).

Crectendo en caldo Luria con el pH ajustado a 2.0 con HCI (Figura 6}, las tres cepas 088:H25 (Cl-1,
Pz-3 y Amb) exhibieron resistencia las 3 horas, con porcentajes de 73%, 35% y 50%
respectivamente. Por otro lade las cepas clinica y ambiental sobrevivieron a las 4 horas con 37 y
13%. Los valores obtenidos con estas cepas fueron superiores a los que mostrd E. coli 0157:H7

que sola sobrevivié la primera hora {17%).

Los resultados de tolerancia y sobrevivencia a pH acido se modificaron cuando el pH del medio se
ajustd con acido lactico. En estas condiciones de cultivo la inhibicion del crecirmiento bacteriano fue
mas pronunciada (Figura 7). Al ajustar el pH a 3.0 se observé inhibicidn desde las 2 horas de
cultivo con 28% de sobrevivencia para Pz-3. Con respecto a la cepa E. coli 0157:H7, ésta se
mantuvo viable s6lo 15% y se obtuvo sobrevivencia similar con las cepas clinica, ambiental y de
pozol. E. coli K12 en cualquiera de las condiciones mostré mayor susceptibilidad al tratamiento,

presentando sobrevivencia menor que [as otras cepas.

la comparacion del mismo valor de pH ajustado con distintos tipos de &cidos, muestra la
capacidad de penetracion al citoplasma de los 4cidos organicos gracias 2 su forma no protonada.
El porcentaje y el tiempo de sobrevivencia al mismo pH pero ajustado con 4cide lactice disminuyo

[« 3

& manera imponianie para £. coii 0957:H7 (Figuras 4 y 7). Resultados similares se observaron con
as cepas 088:H25 cuando se utilizd acido lactico para ajustar el pH del medio.
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Porcentaje de sobrevivencia de las cepas de Escherichia coli
a tratamientos con diferentes condiciones de acidez
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Se aplicé la prueba de analisis de varianza (ANOVA) unifactorial. El andlisis de los valores de F
experimentales indican que son los efectos de pH y tiempo de exposicion los principales

involucrados en las diferencias significativas encontradas.

Tabla 9. Andlisis de varianza unifacteorial para determinar la validez de los resultados de

scbrevivencia de diferentes cepas de E. cofi cultivadas en medio con pH acido.

F critico F critico Valor F Diferencia
o 0.05 o 0.01 (experimental) significativa
% de sobrevivencia vs cepas 2.62 3.83 5.52 si
% de sobrevivencia vs pH 2.62 3.83 48.23 si {muy alta)
% de sobrevivencia vs tiempo 2.12 2.85 48.44 si (muy aita)

E! valor de F que analiza la varianza de porcentaje de sobrevivencia contra las cepas estd muy
cercano al obtenido en las tablas de F. La desviacién se puede atribuir al comportamiente de la
cepa control hegativa que difiere de manera notable de las ofras 4 cepas (Tabla 9).

Estos datos indican un claro efecto de variacion de los resultados no atribuible al azar sino a los
factores analizados, dado lo cual se decidi¢ aplicar la prueba de rangos mulltiples, para determinar
con precision dénde estan las diferencias. Se usé la prueba creada por D.B. Duncan, para
muestras de igual tamafio (Berenson, 1996), que establece las medias de porcentaje de
sobrevivencia gue tienen o no diferencias significativas para cada variable. La descripcién de estas

variables se detalia en el Anexo 5.

Tabla 10. Comparacion de porcentaje de sobrevivencia ohservado en las diferentes cepas

analizado por la prueba de Duncan.

o 0.05 a 0.01 Grupos

K-4 {37.6)" -a-** K-4 (376) -a- A
Eh-2 (58.3) -b- Eh-2 (58.3) -b-
Amb  (58.8) -b- Amb  (58.8) -b- B
Pz-3 (61.3) -b- Pz-3 (61.3) -b-

Cl-1 (723  -b-
Pz-3 (61.3) -c-
Cl-1 (72.3) -c- c

*En paréntesis los valores de las medias de los porcentajes de sobrevivencia.

“*letras iguales = semejanza; letras distintas = diferencia

La cepa de origen clinico fue en promedic la que mostrd mayor resistencia a la acidez con una

media de 72.3, seguida de la de pozol y la ambientai (Tabla 10). Para a 0.05, no hay diferencias
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significativas entre la cepa de pozol y la clinica (Grupo C), ni entre la de pozol, la 0157 y la
ambiental (Grupo B). Resulta interesante observar que la cepa aislada de pozol presenta un
comportamiento dual, pudiendo incluirse en ambos grupos (B y C). También se pudo observar que
con o 0.01 no se presentan diferencias significativas entre las cepas patdgenas, pero si cuando
éstas se comparan con la cepa de E.cofi K12, que conformaria el grupoc A. Con o 0.05 se

encontraron diferencias significativas entre los grupos By C.

Tabla 11. Comparacién de porcentaje de sobrevivencia observado en los diferentes valores de pH
analizado por la prueba de Duncan.

medias de % de a 0.05 o 0.01 Grupos
sobrevivencia
35.3 pH 3.0 con acido lactico pH —a-* pH 3.0 con 4cido lactico —a-*
40.9 pH 2.0 con HCI -a- pH 2.0 con HCI -a- A
75.5 pH 3.0 con HCI —b- pH 3.0 con HCI —b-
78.9 pH 2.5 con HCI —b- | pH 2.5 con HCI -b- B

* (letras iguales = semejanza; ietras distintas = diferencia)

Al comparar los resultados de sobrevivencia en medios con diferentes valores de pH se encontrd
que no hay diferencias significativas entre los tratamientos a pH 2.0 con HCl y 3.0 con acido lactico
(grupo A), ni entre los tratamientos con HCl a pH 2.5 y 3.0 {grupo B), como se observa en la Tabla
11. Sin embargo, existen diferencias significativas entre los dos subgrupes de tratamiento
indicados (A y B), en las dos probabilidades del 95% y del 99% analizadas. Se demuestra la
diferencia de comportamiento respecto al poder sobre las células de los acidos organicos e
inorganicos, teniendo los primeros mayor efecto a menor acidez.

Tabla 12. Comparacion del porcentaje de sobrevivencia observado en los diferentes tiempos de
exposicidn al acido, analizado por la prueba de Duncan

medias de % de o 0.05 o 0.01 Grupes
sobrevivencia

212 S5h -a-* 5 h-a- A

38.5 4h -b- 4 h -b-

44.4 3h —b- 3 h-b- B
2h-b-

44 .4 3h-c 1h—-

50.9 2h-c- 0.5h-c- c

68.3 1h -d- )

804 05h—e- E

* {letras iguales = semejanza, letras distintas = diferencia)
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Comparando los porcentajes de sobrevivencia obtenidos a lo largo del tiempo, se observan
diferencias significativas muy marcadas presentes durante los tratamientos a pH acidos,
especialmente entre los periodos de 4 y 5 horas y entre 1 y 2 horas (Tabla 12) .

El analisis mulfifactorial de varianza es un modelo estadistico para probar las consecuencias de
trabajar con dos o mas variables independientes en un solo disefio experimental. Cada variable
independiente (factor) presenta dos o mas niveles; entre los diversos niveles de cada factor, las
pruebas de significacién reciben el nombre de efectos principales. Todos [os efectos que se deben
a la combinacién de los factores, se llaman efectos de interaccién, que pueden ser significativos o
no. Cuando se realizd este analisis se observd que los efectos evaluados de manera independiente
mostraron un valor de F notablemente mayor que cuando se analizaron las interacciones (Tabla
13). El ensayo indica numéricamente la mayor contribucién en la respuesta, de los efectos
principales o factores individuales que sus interacciones; esto se observa claramente en la

columna con el porcentaje de aporte de cada efecto en la respuesta.

Tabla 13. Analisis multifactorial de varianza

FUENTE DE GRADOS F F VALOR F % EFECTO
VARIACION LIBERTAD Nivel 0.05 | Nive! 0.01 EXPERIMENTAL | CONTRIBUCION
EFECTOS PRINCIPALES
cepas 4 2.39 2.36 71.23 116
tratamientos pH 3 2.62 3.83 292,72 47.6
tiempo 6 2.12 2.85 234.29 38.0
INTERACCIONES
cepas-pH 12 1.78 2.73 7.68 1.1
cepas-tiempo 24 1.54 1.84 3.13 1.2 |
pH-tiempo 18 1.60 1.92 18.72 0.5 J

Los resultados obtenidos en el estudio muestran que Ia cepa 088:H25 aislada de pozol presenta
una resistencia a la acidez comparable a la de |la E. coli 0157. E. coli 0157:H7 es un patégeno
importante en paises desarrollados, pero no se ha identificado como un problema de salud en
paises en desarrolio. Las cepas de £. coli 088 han sido aisladas de pacientes con diarrea en India
y Brasil (Gomes y col. 1889; Kamlakar y Patak, 1995); estudios en el iaberatorio de Salud Publica
de la Facultad de Medicina de la UNAM, muestran que este serogrupo también se aisla en la
republica Mexicana tanto de alimentos, como de muestras clinicas y ambientales. Era de esperar
que seria mayor la resistencia a la acidez de la cepa aislada de pozol, que las de origen clinico y
ambiental por la posibilidad de habitvacion a su ambiente. Los resultados obtenidos en este
estudio mostraron un comportamiento de resistencia a la acidez similar en todas las cepas 088

analizadas e incluso superior en algunos ¢asos a la cbservada con la cepa 0157 (Tabla 8). La alta
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resistencia a la acidez mostrada por ia cepa ambiental resulta por demas interesante y sugiere la
importancia de continuar su estudic y dilucidar sus mecanismos de adaptacién por las
implicaciones que para la salud plblica pueden representar cepas con estas caracteristicas que

pueden diseminarse por el aire,

4.3 CAMBIOS FENOTIPICOS EN CEPAS DE E. coli RELACIONADOS CON EL TRATAMIENTO
ACIDO

Se realizaron pruebas de tipificacion serolégica de los antigenos somatico y flagelar de cada una
de las cepas incluidas en el estudio de resistencia a la acidez, para confirmar tipo antigénico
original y evaluar si el estrés Acido inducia cambios en la expresién de los antigenos somaético (0) y
flagelar (H). La obtencion de los antigenos se realizé a partir de cultivos resistentes a pH 3.0
ajustado con acido lactico y cultivados a pH 7.0; los resultados obtenidos en las reacciones de
aglutinacién mostraron que el tratamiento acide no ocasiona cambios en [a expresién de los
antigenos referidos, sugiriendo que la regulacidn de la expresidon de éstos no es modificada por
cambios ambientales relacionados con la acidez. Aunque no se observaron cambios antigénicos, al
realizar los ensayos de titulacion de la respuesta de agiutinacidn se encontrd que se requieren
concentraciones mas altas del suerc después del tratamiento para obtener una buena respuesta
{Anexo B).

4.4 RESISTENCIA A LA ACIDEZ DE CEPAS SOMETIDAS A CHOQUE TERMICO

Estudios previos con E. coli 0157:H7 (Wang y Doyle, 1998), refieren que cuando esta bacteria se
somete a estrés térmico moderado, incrementa su ¢apacidad de resistencia al acido, relacionando
lo anterior con la expresion de dos proteinas de superficie de bajo peso molecular. Para conocer si
un evento similar se presenta en las cepas inciuidas en este estudio, previo al cultivo de las
bacterias en caldo Luria acidificado, éstas se incubaron en bafio Maria a 48°C durante 10 minutos.
Los resultados de sobrevivencia obtenidos con y sin tratamiento térmico, utilizando caldo Luria
ajustado con HCt a pH 2.5 no mostraron diferencias en ninguna de las cepas de E. coli 088:H25
(Figuras 8 y 9). Con respecto a la cepa K12, sometida al misme tratamiento {(Anexo 7), se observo
que esta cepa después del chogue térmico fue mas susceptible al pH acido. Por otro lado al
realizar el mismo tratamiento a 48°C y posteriormente cultivar en caldo Luria a pH 2.0, se observé
un incremento importante en la sobrevivencia a la acidez, tanto de la cepa de pozol, como de ia
0157 (Figuras 10y 11).
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Porcentajes de sobrevivencia de las cepas de Escherichia coli
antes y después de choque térmico
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Figura 8. Porcentaje de sobrevivencia en caldo Luria a pH 2.5
sin choque térmico.
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Figura 9. Porcentaje de sobrevivencia en caldo Luria a pH 2.5
posterior al choque térmico.
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Con respecto a las cepas clfnica y ambiental, que hablan mostrado tolerancia a la acidez después
de la exposicién a 48°C, no solo no se observé aumento en la sobrevivencia, sino que por el
contrario, ésta disminuyd, lo que hace suponer la existencia de mecanismos de resistencia a la
acidez distintos a los de la cepa de pozol y 0157.

E. coli 01567:H7 presenta mecanismos de proteccién a la abidez inducidos por otros factores de
estrés como la temperatura (Bearson y col. 1990). En este estudio se muestra como la cepa
088:H25 aislada de pozol presenta un comportamiento parecido al descrito para £. coli 0157:H7.
La observacion resulta de gran interés por el hecho de que el serogrupo 088 ha sido relacionado
con la eticlogia de la diarrea en diversas partes del mundo (Pedroso y col. 1993; Kamlakar y
Pathak, 1995). Considerando el que se haya aislado de un alimento de uso muy difundido en el
sureste de la republica Mexicana y el hecho relacionado con ia temperatura predominante en
estados como Tabasco, Chiapas y Campeche, la cual fluctia entre 30 y 40°C, se puede resaltar la
importancia de la resistencia a la acidez de bacterias aisladas de alimentos acidos y como el
consumo de éstos mismos puede ser fuente importante en la transmisién de microorganismos
causantes de enfermedad intestinal.

Benito y col. (1999) han reportado las variaciones en la resistencia natural de aislamientos de E.
cofi 0157:H7 a presiones hidrostaticas altas, calentamiento medic y otros tipos de estrés;
comprobaron que cepas aisladas de casos clinicos de pacientes con infecciones transmitidas por
alimentos y otras fuentes, mostraban amplias diferencias en la resistencia a la presion hidrostatica;
las cepas mas resistentes a ésta, eran también mas resistentes al calentamiento que otras cepas.
Una cepa representativa de resistencia a presién era simultdneamente mas tolerante a estrés
acido, oxidativo y osmatico, que otra sensible a la presién. La mayoria de esfas diferencias se
observaron sélo en bacterias en fase estacionaria, con la Unica excepcidn de la resistencia a la
acidez que también fue aparente en la fase exponencial. Resultados preliminares del estudio
mencicnado sugieren que las diferencias en tolerancia a la presion entre las cepas pueden estar
relacionada con diferencias en susceptibilidad a dafic a la membrana.

En este estudio, el antecedente reseflado puede llevar a la conclusion del potencial peligro de
resistencia que adquieren [as cepas patdgenas por su permanencia habitual en alimentos acidos.
Por o anterior se puede considerar que este tipe de bacterias representan un peligro potencial
para fa salud, ya que no chstante encontrarse en un alimento acido y estar sometidas a situaciones
variadas de estrés, estas podrian colaborar en el incremento de tolerancia a tales condiciones.

La capacidad de los microorganismos para desarrollar respuestas de adaptacion a estrés debe ser
considerada en las investigaciones de permanencia de microorganismos en alimentos. Es

50



importante contemplar el uso de células adaptadas o bajo estrés, en vez de cultivos normales en
crecimiento exponencial, que pueden representar inadecuadamente su estado de sobrevivencia en

los ambientes naturales.

45 EXPRESION DE PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA INDUCIDAS POR CHOQUE
TERMICO '

Para conocer si el estrés térmico inducia ia expresién de proteinas de superficie relacionadas con
la tolerancia a ambientes acidos (Wang y Doyle, 1998), se analizaron los patrones de proteinas de
membrana externa en las cepas de E. coli antes y despues de choque térmico (Figuras 12 a 14).

La membrana externa tiene por lo menos 10 proteinas consideradas como mas abundantes y 50
que se presentan en menor cantidad, segun hallazgos de analisis SDS-PAGE (Givskov, 1994). En
este estudio se observaron patrones de OMPs para cada cepa, identificandose algunos cambios
posterior al choque térmico. Al observar la electroforesis de las proteinas de la membrana previas
al choque térmico (Figura 12), en la cepa'Pz-G se observd una banda de bajo pesc melecular a
nivel del marcador de 19 kDa, que no se identificé en las muestras de Pz-3 y Pz-5; esta banda es
semejante a las descritas por Wang y Doyle (1998},

Los patrones de OMPs antes y después del choque térmico para las cepas de E. coli 0157:H7, y
Pz-3 (Figura 13), muestran que aumenta la intensidad de las bandas de bajo peso molecular a
nivel del marcador de 22 kDa en las cepas tratadas con chogue térmico. Un resultado no esperado
se observé con la banda de bajo peso molecular (=20 kDa) de la cepa de Pz-6, Ia cual se observa

presente intensamente antes del tratamiento térmico y disminuye después del mismo.

Con respecto a los patrones de OMPs de las cepas ambiental, clinica y K12 no se observaron
cambios despueés del tratamiento térmico (Figura 14). Se observa presencia de bandas de bajo
peso molecular (alrededor de 20 kDa) en los carriles correspondientes a las muestras de pozol. Es
de resaltar que las cepas clinica y ambiental que no expresan protefnas de membrana externa
después del calentamiento, tampoco Incrementan su resistencia a la acidez después de éste
(Figura 14).

Para conocer con mayor exactitud el peso molecular de [as protelnas de membrana identificadas,
ios geies obienidos se anaiizaron con un densitémetro, mostrandose distintos perfiles entre 14 y 22
kDa (Tabla 14). Es importante mencionar que la fraccién proteica observada en las cepas 0157:H7
y 088:H25 de Pz-3, con peso molecular alrededor de 20 kDa, es similar en ambas (Figura 13), lo
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que permite considerar que se trata de la protelna relacionada con estrés térmico y aumento de
resistencia al pH &cido identificada en E. cofi 0157 por Wang y Doyle (1898). Son necesarios
estudios posteriores para identificar estas proteinas y su funcién, presumiblemente similar a las

halladas en la referencia.

Tabla 14. Analisis por densitometria de bandas de bajo peso molecular
de electroforesis de geles de extractos de OMPs

Figura 12 Carril 2 Carril 3 Carril 4 Carril 5 Carril & Camil 7 Carril 8
Muestra 0187:H7 K-12 clinica ambiental | Pozol-1 Pozol-2 Pozol-3
PM bandas 17.85 18.25 18.53 18.01 18.97 18.91 20.51

18.83

Figura13 | Carril 2 Carril 3 Carril 4 Carril 5 Carril 6 Caril 7

Muestra 0157:H7 0157:H7* | Pozol-1 Pozol-1* Pozol-3 Pozol-3*
2433 21.99 22.00 23.18 22.92 23.30

PM bandas 2382 19.42 22.1 19.82 20.04 19.27
19.05 18.91

*choque térmico

Los resultados obtenidos confirman la existencia de mecanismos complejos relacionados con la
resistencia a la acidez en las cepas estudiadas. Dichas propiedades al parecer dependen
principalmente de su ambiente de aislamiento mas que de otras caracteristicas fenotipicas.

Aunque las cepas de pozol, clinica y ambiental presentan porcentajes de sobrevivencia similares,
sus patrones de protelnas de membrana externa son distintos y también lo es su respuesta a un
choque térmico subletal. Esto permite considerar la existencia de diversos mecanismos
encargados de la proteccion bacteriana contra el estrés acido. Aunque no es posible generalizar
con los resultados obtenidos, es factible hacer consideraciones para el caso de algunas cepas
concretas, como las estudiadas en este trabajo. Se puede afirmar que la cepa Pz-3, la cual
presentd propiedades relacionadas con resistencia al pH, estrés térmico y expresién de OMPs
semejantes a las referidas y obtenidas con la cepa 0157 reacciona de modo similar a la 0157:H7
ante el choque térmico, en cuanto a expresion de OMPs y en el incremento de la sobrevivencia a la
acidez. Es necesario realizar mas estudics y obtener cantidades mayores de las proteinas de
membrana externa, para confirmar e identificar su naturaleza.
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ELECTROFORESIS DE PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA EN GEL DE
POLIACRILAMIDA-SDS
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marcador Eh-2 K-4 Cl-1 Amb Pz-3 Pz-5 Pz-6

Figura 12. Patrén de OMPs de cepas de E. coli cuitivadas en caldo Luria a pH7.0a
30°C (Gel Poliacrilamida-SDS 15%)

kDa

Pz-3* Pz-6 Pz-6*

Figura 13. Patrén de OMPs de cepas de E. coli cultivadas en caldo Luria a pH7.0
antes y después de choque térmico (10 min a 48°C)
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Figura 14, Patrén de OMPs de cepas de E. coli cultivadas en caldo Luria a pH 7.0 con
y sin choque térmico (10 min a 48°C)
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Fue notable encontrar resistencia a la acidez en todas las cepas, no sélo en la cepa procedente de
un alimento acido como el pozol, sino en la aistada en la atmésfera de Ciudad de México, e incluso
en las cepas K12 que presentaron una resistencia a la acidez mayor a la esperable, en tres de las
cuatro cepas analizadas. Al respecto es posible especular la potencialidad de estas bacterias de

contaminar alimentos y huéspedes animales y humanos con alguna facilidad.

Se ha considerado que una de las caracteristicas mas importantes de los alimentos fermentados
es la inhibicion de los microorganismos patégenos durante su produccidn. Esto se ha atribuido
tanto a la competencia por nutrientes, como a la produccion de sustancias antimicrobianas por
parte de los microorganismos que llevan a cabo la fermentacién. Las bacterias Iacticas, que son
responsables de la acidificacién del pozol, ejercen accién antimicrobiana mediante la produccién
de los acidos acético y [actico, de bacteriocinas, de diacetilo y de perdxido de hidrégeno (Daeschel,
1989).

Se ha hecho énfasis en la importancia de la acidez en la inhibicién de enterobacterias (Ostling y
Lindgren, 1993, Yusof y col, 1993). En este trabajo se demuestra como factor de riesgo la
presencia de microorganismos patdgencs, como las cepas de E. Cofi estudiadas, debido a su
resistencia a la acidez. Es posible que en alimentos como el pozol la acidez producida por la
fermentacion no sea suficiente para controlar las bacterias patégenas. Seria interesante hacer
pruebas de reto inoculando el pozol con estas cepas resistentes a la acidez y estudiar si es posible

su inhibicién por la microbiota natural. -

Para asegurar la inocuidad de este tipo de alimentos serfa primordial ejercer un mayor control en la
higiene durante su produccién, para evitar la contaminacién con microorganismos patégenos. Se
requiere también [a busqueda de alternativas, enfocar la mira hacia otros compuestos bacterianos
con actividad antimicrobiana como el diacetilo, el perdxido de hidrégeno y las bacteriocinas,
seleccionando cultivos iniciadores de bacterias acido lacticas con caracteristicas antimicrobianas.
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CAPITULO 5. CONCLUSIONES

El presente trabajo se realizd con el fin de profundizar en el conocimiento de las caracteristicas de
resistencia a [a acidez de las cepas de E. coff aisladas del pozol por Sainz (1998), comparandolas
con otras de distintos ambientes. Es de interés practico estudiarlas, por el peligro potencial que
representan para la seguridad alimentaria, los tratamientos &acidos o térmicos de mediana
intensidad y el desarrollo de resistencia o tolerancia de los microorganismos patégenos presentes

en estas condiciones en los alimentos fermentados.

En este estudic se observé que ademds de E. coli 0157:H7, que por la gravedad de sus
consecuencias al ser trasmitida al hombre en distintos alimentos ha sido estudiada ampliamente,
cepas del serotipo 088:H25 de diferente origen, tienen la capacidad para sobrevivir en un

porcentaje mayor en medio de cultivo con valores de pH entre 2.0y 3.0.

Como lo reporta la literatura se constatd la variabilidad de caracteristicas, en este caso de
resistencia a la acidez, de cepas del mismo serotipo (M. Benjamin, 1995},

Las distintas comparaciones permiten determinar que para la cepa de E. coli aislada del pozol no
existen diferencias significativas con la 0157, ni con la aislada de muestras c¢linicas a ningin valor
de pH. Esto indica la potencialidad de su efecto como fuente de problemas gastreintestinales entre
los consumidores de pozol por su permanencia en ambientes acidos, mismo peligro de E. coli
0157:H7.

Se comprobé para las cepas de E. coli aisladas de pozol, que el tratamiento térmico subletal a
48°C incrementa sensiblemente la tolerancia a la acidez, tal y como se ha reportado anteriormente
para la 0157:H7 (Wang y Doyle, 1998). No se observd este efecto sobre las cepas 088:H25 de
origen clinico y ambientatl.

El analisis del perfil electroforético de proteinas de membrana externa de las diferentes cepas
posteriores al choque térmico, mostré que 0157:H7 y 088:H25 (Pz-3) presentan una proteina de
entre 19 y 22 kDa semejante a la descrita previamente para 0157:H7, identificada como un
componente de membrana encargada de regular la acidez intracelular (Wang y Doyle, 1998).

El incremente de la resistencia a 1 acidez posterior al chogue acido, se observi en ias cepas de

0157 y pozol, no asl en las obtenidas del ambiente o de origen clinico, que deben poseer
mecanismos distintos de acido-tolerancia. (Foster, 1989; Lin, 1996)
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En la cepa 088:H25 (Pz-6) se observé la expresion de una protelna de entre 19 y 22 kDa, que fue
aparente cuando la bacteria no fue sometida al tratamiento térmico y que disminuye después del

mismo.

El conjunto de resultados muestra que cepas de serotipo diferente a 0157:H7 presentan la
capacidad de resistir el pH bajo y de esta manera tolerar y sobrevivir en ambientes acidos como el

pozol.
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CAPITULO 6. RECOMENDACIONES

Los comportamientos observados permiten considerar [a necesidad de estudiar mas
profundamente los mecanismos desarrollados por las bacterias para sobrevivir bajo estrés acido,
con la finalidad de poder implementar medidas adecuadas para el tratamiente y distribucion
apropiadas de dichos alimentos.

Secuenciar las bandas de proteinas de membrana externas de bajo peso molecular encontradas
en las cepas de E. coli aisladas pozol. Por sus caracteristicas bioqufmicas podria determinarse si
tienen un papel en la acido resistencia. Comparar los resultados obtenidos con los del trabajo de
Wang y Doyle (1998).

Identificar y caracterizar la banda de OMP de bajo peso molecular expresada por la cepa de Pz-6
en caldo Luria a pH 7.0 y 30°C y compararla con las expresadas después del choque térmico por la

cepa de Pz-3,

Estudiar la cepa de E. coli aislada del ambiente de Ciudad de México con las caracteristicas de
resistencia a la acidez tan significativas, compararla con muestras ambientales de otras ciudades y
ambientes y definir sus mecanismos de adaptacién y respuesta.

Realizar ensayos de virulencia para estudiar correlacion con la resistencia a la acidez.
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ANEXO 1

Serotipos de E. Coli identificados en muestras de pozol

MUESTRA SEROTIPO pH INICIAL pH FINAL PROCEDENCIA
1 088:H25 4.9 3.7 Nacajuca
3 092:Hs 57 Mercado Pino Suérez
092:H11 57 Pozolerfa 3
07:10 57
030:H45 4.2
0R:H45 4.2
4 022:H2 5.0 4.7 Pozolerla
092:H11 5.0 “La Flor del Maiz"
0147:H7 5.0
OR:H17 5.0 4.7
08:H8 4.7
092:H6 4.7
5 033:H11 5.8 Mercado Atasta
0139:H23 5.8
6 09:H31 4.9 Nacajuca
7 01:H6 48 Nacajuca
01:H10 4.8
023:H10 4.8
0104:H11 48
07?:H- 48
OR:H41 48
07:H10 4.8 3.8
07:H? 38
8 01:H? 4.8 Nacajuca
04:H16 4.8
08:H49 4.8
020:H- 4.8
033:H7 4.8
042:H- 4.8
073:H- 4.8
092:H19 48
092:H21 48
10 08:Hg 4.7 Mercado Pino Suarez
018:H53 4.7 CamiceriA
022:H2 47
059:H5 A7
081:H14 47
0108:H34 4.7
0147:H7 4.7
0173;H23 4.7

Fuente: Sainz, 1998, Anexo 5
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ANEXO 2

Numero de unidades formadoras de colonias (UFC) sobrevivientes a distintos valores de pH, de las
cepas de Escherichia coli estudiadas

Tiempo de exposicion en horas

pH 3.0 con HC! 0 05 1 2 3 4 5 15 2 24 48
Eh-2 734 675 661 661 661 653 551 00 00 00 00
c-1 780 710 679 686 6.8 655 624 00 00 00 00
Amb 708 658 630 3.96 340 312 297 283 283 00 00
Pz-3 748 598 583 58 576 568 554 00 00 00 00
K-4 715 543 450 408 179 179 00 00 00 00 00
Tiempo de exposicidn en horas
PH 2,5 con HCl ¢ 05 1 23 4 5 15 20 24 48
Eh-2 720 7.13 698 641 605 590 00 00 00 00 00
Ci-1 704 704 697 690 655 655 627 *0 00 00 0.0
Amb 741 630 600 585 571 571 467 00 00 00 00
Pz-3 7.36 7.29 7.21 6.40 6.04 6.11 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
K-4 680 605 571 360 340 340 00 00 00 00 00
*37ufcalas? hr
Tiempo de exposicion en horas
pH 2,0 con HC! 6 o5 1 2 3 4 5 15 20 24 48
Eh-2 726 530 123 00 00 00 00 00 00 00 00
-1 728 626 626 546 531 269 00 00 00 00 00
Amb 715 458 429 365 358 093 00 00 00 00 00
Pz-3 723 571 521 289 253 00 00 00 00 00 00
K-4 732 154 00 00 00 00 00 00 00 00 00
- Tiempo de exposicién en horas
PH3OconAc. lactico o 4 1 5 3 4 5 15 20 24 48
Eh-2 745 574 3.20 149 L12 00 00 00 00 00 00
c-1 730 613 577 085 00 00 00 00 00 00 00
Amb 732 571 476 117 00 00 00 00 00 00 00
Pz-3 728 575 510 204 00 00 00 00 00 00 00
K-4 723 434 000 000 00 00 00 00 00 00 00
67




ANEXO 3

Porcentaje de sobrevivencia a diferentes valores de pH de las cepas de £scherichia cofi estudiadas

pH 3.0 con HCI

Tiempo de exposicion en horas

0 0.5 1 2 3 4 5 15 20 24 48
Eh-2 100 92 a0 90 90 89 75 0 0 0 0
Cl-1 100 91 87 88 88 84 80 0 0 0 0
Amb 100 93 89 56 48 44 42 40 10 0 0
Pz-3 100 80 78 78 77 76 74 0 0 0 0
K-4 100 76 63 57 25 25 0 0 0 0 0
Tiempo de exposicion en horas
PH 2,5 con HC 0 @5 1 2 3 4 5 15 20 24 48
Eh-2 100 99 97 89 84 82 0 0 0 0 0
Cl-1 100 100 99 98 93 93 89 *Q 0 0 0
Amb 100 85 81 79 77 77 63 0 0 0 0
Pz-3 100 99 98 87 82 83 0 0 0 0 4]
K-4 100 89 84 53 50 50 0 0 0 0 0
*53 % a las 7 hr
Tiempo de exposicion en horas
PH 2,0 con HC 0o 05 1 2 3 4 5 15 20 24 48
Eh-2 100 73 17 0 0 0 0 0 0 0 0
Cl-1 100 86 86 75 73 37 y; 0 0 0 0
Amb 100 64 60 51 50 13 ] 0 0] 0 0
Pz-3 100 75 72 40 35 (] 0 0 0 0 0
K-4 100 21 0 0 0 0 ] 0 0 0 0
. Tiempo de exposicién en horas
PH30conAc Lictico o oy 5 T3 T4 5 15 20 24 48
Eh-2 100 77 43 20 15 0 4] 0 0 0 0
Gi-1 100 84 75 13 0 0 0 0 0 0 0
Amb 100 78 65 16 0 0 0 0 0 0 0
Pz-3 100 79 70 28 0 0 ] 0 0 0 0
K-4 10 60 0O 0 0 0 0 0 0o 0 9
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ANEXO 4
Porcentaje de sobrevivencia de las cepas de £scherichia cofi a
tratamientos con diferentes condiciones de acidez

Escherichia cofi 0157:H7 (Eh-2)

Tiempo de exposicién en horas

¢ 05 1 2 3 4 5 15 20 24 48
pH 3.0 (HCI) 100 92 9 90 90 89 75 0 0 0 0
pH 2.5 (HCI) 100 99 97 89 84 82 O 0 0 0 0
pH 2.0 (HCl) 100 7317 0 © 0 O 0 0 0 0
pH 3.0 (ac.lact.) 100 77 43 20 15 0 O 0 0 1] 0
Escherjchia coli 088:H25 de origen clinico (Cl-1)
Tiempo de exposicion en horas
0 05 1 2 3 4 5 15 20 24 48
pH 3.0 (HCI) 100 91 87 88 88 84 80 0 0 0 0
pH 2.5 (HC) 100 100 99 98 93 93 89 *0 0 0 0
pH 2.0 (HCl) 100 86 86 75 73 37 0 ¢] 0 0 0
pH 3.0 (ac.lact.) 100 84 79 13 0 0 © 0 0 0 ¢]
*53 % alas 7 hr
Escherichia cofi 088:H25 (Amb)
Tiempo de exposicidn en horas
0 5 1 2 3 4 5 15 20 24 48
pH 3.0 (HCl} 100 93 89 56 48 44 42 40 40 0 0
pH 2.5 (HCl) 100 B 81 79 77 77 63 0 0 0 0
pH 2.0 (HCI) 100 64 60 51 50 13 O 0 0 0 0
pH 3.0 (ac.lact.) 100 78 65 16 0 0 O 0 0 0 0
Escherichia colf 088:H25 (Pz-3)
Tiempo de exposicion en horas
0 05 1 2 3 4 5 15 20 24 48
pH 3.0 (HCI) 160 80 78 78 77 76 74 0 0 0 0
pH 2.5 (HCH 100 99 98 87 82 8 0 O O 0 O
pH 2.0 (HCI) 100 79 72 40 35 0 O 0 0 o ]
pH 3.0 (ac.lact.) 100 79 70 28 0 O O 0 0 0 0
Escherichia coli 088:H25 K12 HB101 (K-4)
Tiempo de exposicion en horas
0 05 1 2 3 4 5 15 20 24 48
pH 3.0 (HQ) 100 76 63 57 25 25 O 0 0 0 0
pH 2.5 (HCH 100 83 84 53 50 50 O i G ] ]
pH 2.0 (HCI) 100 210 0 O O O 0 0 0 0
pH 3.0 (ac.lact.) 100 60 0 0 0 0 O 0 0 0 0
ESTA TESIS NO SALE
DE LA BIBLIOTECA
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ANEXO 5

Variables para la prueba F ANOVA de una direccion

[ VARIABLES
1. E. coli 0157:H7 No.088267
2. E. coli 088:H25 No.087133, de crigen clinico
Cepas 3. E. coli 088:H25 No.096428, de procedencia ambiental

4. E. coli 088:H25 No0.095217, aislada de pozol
5. E. coli K-12 HB101 No. 0S0054, usada como control negativo

Valores de pH

1. pH 3.0 con HCI
. pH 2.5 con HCI

. pH 3.0 con 4cido lactico

Tiempos de exposicidn

2
3. pH 2.0 con HCI
4
1

.0.5h
2.1h
3.2h
4.3h
5.4h
6.5h

Respuesta

Porcentaje de sobrevivencia en cada ensayo, respecto al inicial.

ANEXO 6

Titulos de las serologlas de las cepas antes y después de la exposicién a condiciones acidas
en caldo Luria a pH 3.0 acidificado con acido lactico.

Antigeno Titulo posterior | Antigeno Titulo posterior
Muestra somético | Titulo inicial | exposicién acidez | flagelar | Titulo inicial | exposicion acidez

Eh-1 0157 1:12800 1:6400 H7 1:3200 1:3200

Eh-2 0157 1:1600 1:800 H7 1:1600 1:1600
Eh-3 0157 1:1600 1:800 H7 1:1600 1:800

Pz-1 088 1:6400 1:1600 H25 1:12800 1:12800

Pz-2 088 1:1600 1:400 H25 1:12800 1:12800

Pz-3 088 1:1600 1:800 H25 1:12800 1:12800
097133: clinica 088 1:1600 1:1600 H25 1:6400 1:6400
096428; ambient. 088 1:1600 1:800 H25 1:6400 1:3200
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Porcentaje de sobrevivencia de cepas de Escherichia coli a tratamientos écidos, en caldo
Luria ajustado con HC, antes y después de choque térmico.

SIN CHOQUE TERMICO (pH 2,5)

“Tiempo de exposicion en horas

1] )3 2 3
Eh-2 100 99 97 89
Cl-1 100 99 98 93
Amb 100 81 79 77
Pz-3 100 98 87 82
K4 100 84 53 50
CON CHOQUE TERMICO (pH 2,5 ) 0 Tiempo dle exposiciég en horas 5
Eh-2 100 92 80 74
Ci-1 100 88 63 60
Amb 100 87 71 68
Pz-3 100 83 77 59
K-4 100 30 0 0
SIN CHOQUE TERMICO (pH 2,0) 0 Tiempo df exposiciér; en horas 5
Eh-2 100 17 0 0
Ci-1 100 86 75 73
Amb 100 60 51 50
Pz-3 100 72 40 35
K-4 100 0 0 0
CON CHOQUE TERMICO (pH 2,0) 0 Tiempo dle e""““‘s’; en horas 3
Enh-2 100 92 89 88
C-1 100 57 44.9 38
Amb 100 66 35 28
Pz-3 100 83 77 5%
K-4 100 i | o 0
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