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Cronobacter spp. (Enterobacter sakazakii), son un grupo de bacterias Gram negativas, consideradas
como patdgenos oportunistas transmitidos por alimentos, y que ademas son causa rara de infecciones en
neonatos, asociadas a una alta mortalidad. Sin embargo, el mecanismo de patogenicidad de este microorganismo
no es del todo claro. En el presente trabajo se analizaron 43 aislados de Cronobacter, provenientes de diferentes
muestras (ambiente, alimentos y humanas). Se identificaron cuatro grupos principales mediante electroforesis en
campo pulsado (PFGE), encontrandose un total de 32 pulsotipos de ADN. El 86% de los aislados de
Cronobacter fueron capaces de adherirse a la linea celular HEp-2; y el 35% de los aislados fueron invasivos,
siendo C. sakazakii el mas eficiente en cuanto a invasion. El 16% de filtrados libres de bacterias de los aislados
de Cronobacter spp. ocasionaron dafio citoptico en la linea celular Vero, después de 48h de incubacion. En lo
que respecta a su capacidad de formar biopeliculas, el 26% de los aislados de Cronobacter mostararon esta
habilidad, principalmente aquellos que no provenian de muestras humanas, tales como C. dublinensis y C.
malonaticus. Tres genes putativos de virulencia [ sip (proteina del sideroforo), hly (la hemolisina tipo I1), y cpa
(activador del plasmindégeno)], fueron identificados a traveés de un analisis bioinformatico y detectados mediante
PCR. El gen sip fue el mas frecuente, detectandose en el 60% (26/43) de los aislados, seguido del gene hly en el
37% (16/43) y del gen cpa en el 28% (12/43). Resulto interesante observar que los tres genes fueron detectados
principalmente en los aislados identificados como C. sakazakii. Los datos obtenidos en este estudio muestran

que las especies de Cronobacter poseen diferentes atributos patogénicos.
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Cronobacter spp. (Enterobacter sakazakii) includes Gram-negative opportunistic foodborne pathogens
known as rare but important causes of life-threatening neonatal infections. However, the pathogenic mechanism
is not yet clear. In this study 43 isolates of Cronobacter, from different sources (environmental, food and
human), were analyzed. A total of four clusters were identified and 32 DNA pulsotypes were observed by
pulsed-field gel electrophoresis (PFGE). In addition, 86% Cronobacter isolates were able to adhere to HEp-2
cells; and 35% were invasive, C. sakazakii isolates being the most efficient. Sixteen percent of cell free filtrates
of Cronobacter isolates showed cytophatic effect on Vero cells after 48 h of incubation. Twenty-six percent of
Cronobacter isolates were able to form biopeliculas, mainly those from non human sources, such as C.
dublinensis and C. malonaticus. Three putative virulence genes [sip (siderophore interacting protein), hly (type
111 hemolysin), and cpa (plasminogen activator)] were identified by bioinformatic analysis, and then detected by
PCR. The sip gene was the most frequently detected 60% (26/43) followed by the hly gene 37% (16/43) and the
cpa gene 28% (12/43). The three genes were identified primarily in C. sakazakii. Our data show that

Cronobacter species harbor different virulence traits.
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La informacidn que ha continuacion se presenta ha permitido caracterizar a Cronobacter spp. como una
bacteria de vida libre, ubicua con gran plasticidad tanto metabdlica como estructural. Una vez internalizada en el
organismo humano, ha desarrollarado diferentes mecanismos de supervivencia, causando asi diversos

padecimientos que han dejado registro en la morbilidad y mortalidad en neonatos principalmente.

1. Taxonomia

El género Cronobacter spp. se caracteriza por ser un grupo de bacterias Gram negativas que miden 3 um
x 1 pum, moviles por flagelos peritricos, no formadoras de esporas, anaerobias facultativas y miembros de la
familia Enterobacteriaceae. Esta bacteria fue descrita originalmente como Enterobacter cloacae productora de
pigmento amarillo, hasta que fue reclasificada en 1980 como una nueva especie, Enterobacter sakazakii. El
andlisis del porcentaje de hibridacion ADN-ADN, en E. sakazakii mostr6 una relacion del 53-54% con dos
géneros distintos: Enterobacter y Citrobacter. Sin embargo, al ser propuesta como una nueva especie y estar
mas relacionada fenotipicamente y genotipicamente con Enterobacter cloacae, ésta fue incluida en el género
Enterobacter. Ademas, esta nueva especie sintetiza la enzima a-glicosidasa, produce un pigmento amarillo, no
fermenta el sorbitol y es sensible a ampicilina y cefalotina, mismas caracteristicas que permitian diferenciarla de
E. cloacae y otras enterobacterias (Farmer et al. 1980).

E. sakazakii se constituy originalmete con 16 biotipos (Farmer et al. 1980), aunque recientemente se
propuso un biotipo mas (lversen et al. 2006), lo anterior hace referencia a la existencia de distintos biogrupos,
suguiriendo que este microorganismo esta formado por diferentes especies. Dada la complejidad de esta especie
Iversen et al. (2007a, 2008a), realizaron un estudio polifacético de una coleccion de cepas de Enterobacter
sakazakii, demostrando que este microorganismo esta formado por al menos cinco especies, las cuales deberian
ser reclasificadas a un nuevo género, Cronobacter [Gr. N. Cronos Titdn de la mitologia; N.L. masc.n. bacter
bacilo; N.L. masc. n. Cronobacter un bacilo que causa infeccion en neonatos]. Este género es propuesto con
base en: el polimorfismo de longitud de los fragmentos amplificados (AFLP), “fingerprint”, ribotipificacion,
caracterizacion de la secuencia completa del gen 16S rARN, hibridacion ADN-ADN, vy perfiles fenotipicos en
donde se identifican a cada uno de los biotipos descritos originalemnete para este microoganismo lversen et al.

(2007a, 2008a).
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Este género consta de cinco especies: Cronobacter sakazakii, Cronobacter malonaticus, Cronobacter
dublinensis, Cronobacter muytjensii, Cronobacter turicensis y una genomoespecie (lversen et al. 2007a, 2008a).

El género Cronobacter se caracteriza por reducir los nitratos, utilizar el citrato como fuente Gnica de
carbono, hidrolizar la esculina y arginina y dar positivo a la prueba de descarboxilacién de la L-ornitina. Produce
acido a partir de D-glucosa, sacarosa, rafinosa, melobiosa, celobiosa, D-manitol, D-manosa, D-ramnosa, L-
arabinosa, D-xilosa, trealosa y maltosa (Farmer et al. 1980; Farmer et al.1985; Iversen et al. 2008).

Generalmente es positivo a la produccion de acetoina (Voges-Proskauer) y negativo a la prueba de rojo
de metilo. Metaboliza el sustrato 5-bromo-4-cloro-3-indolil-a-D-glucopiranosido mediante la enzima a-
glucosidasa. La produccion de indol es variable. No utiliza el D-sorbitol como fuente de carbono y produce
pigmento amarillo en el medio de cultivo agar soya tripticaseina, el cual es mas notorio a 25°C que a 36°C
(Farmer et al. 1980; Farmer et al.1985; Iversen et al. 2008).

La especie tipo es Cronobacter sakazakii y cada una de las especies propuestas en este nuevo género se
describen a continuacion segun Iversen et al. (2008):
1) Cronobacter sakazakii: comprende los biotipos 1-4, 7, 8, 11y 13 previamente descritos por Farmer et al.
(1980). La cepa tipo ATCC 29544, fue aislada originalmente de la garganta de un nifio, es positiva a myo-

inositol y metil-a-D-glucopirandsido y negativa a malonato, indol y dulcitol.

2) Cronobacter malonaticus: comprende los biotipos 5, 9 y 14 descritos previamente por Farmer et al.
(1980). es positiva a la utilizacion del malonato y metil-a-D-glucopiranésido y negativa a indol y dulcitol. La

cepa tipo es la CDC 1058-77, aislada de un absceso cerebral.

3) Cronobacter muytjensii: pertenece al biotipo 15, descrito originalmente por Farmer et al. (1980). La
cepa tipo es la ATCC 51329 depositada por bioMérieux, es indol, malonato y dulcitol positiva, pero es negativa

a palatinosa y metil-a-D-glucopiranosido.
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4) Cronobacter dublinensis: se encuentra dentro de los biotipos 6, 10 y 12 descritos por Farmer et al.
(1980). La cepa tipo es la CFS237, muestra ambiental proveniente de una fabrica de leche en polvo. Es dulcitol
negativa y positiva para metil-a-D-glucopiranosido e indol. Dentro de esta especie se encuentran tres
subespecies: Cronoabcter dublinensis subsp. dublinensis, biotipo 12 malonato positivo; Cronobacter dublinensis
subsp. lausannensis, biotipo 10, inositol negativo y Cronobacter dublinensis subsp. lactaridi, biotipo 6, inositol

positivo y malonato negativo.

5) Cronobacter turicensis: derivada del biotipo 16 descrito por lversen et al. (2006). La cepa tipo es la
LGM 23827, aislada de un hemocultivo de un neonato con meningitis en Suiza en el 2005. Es indol negativo y

malonato, dulcitol, inositol y metil-a-D-glucopirandsido positivos.

6) Cronobacter genomoespecies 1: no hay una diferencia fenotipica de esta bacteria con lo descrito para el
biotipo 16, por lo que se designa como una nueva genomoespecie. La cepa tipo es la NCTC 9529 aislada de

agua.

2. Aislamiento e identificacion microbioldgica.

Una caracteristica Util en la identificacion de Cronobacter spp. es la enzima a-glucosidasa, que le
permite diferenciarla de otras enterobacterias y fue propuesta por Muytjens et al. (1984), como una prueba para
su identificacion. Actualmente, se sabe que la especie C. muytjensii no cuenta con esta enzima, pero
filogenéticamente se encuentra relacionada con las otras especies (lversen et al. 2008).

La mayoria de los métodos empleados para el aislamiento de Cronobacter spp., estan referidos a la
vigilancia sanitaria de la FIP (férmula infantil en polvo), reglamentada por los organismos como la FDA (Food
and Drug Administration), OMS (Organizacion Mundial de la Salud) y la Comision del Codex Alimentarius
(FAO y OMS, 2008; FAO y OMS: Comision del Codex Alimentarius, 2004). El esquema bésico para el

aislamiento de Cronobacter spp. se muestra acontinuacion (Figura 1).
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Pre-enriquecimiento en agua peptonada 1 g, 10 g y 100 g de FIP por
triplicado a 36°C

}

Enriquecimiento en caldo EE (Enriquecimiento para Enterobacterias)
10 ml del pre-enriquecimiento y 90 ml de caldo EE a 36°C

!

Seleccion. Sembrar el cultivo enriquecido en agar glucosa bilis rojo violeta (VRBG)
Espatulado: 0.1 ml
Estria cruzada: asa calibrada (10 pl)
Vaciado en placa (1 ml)

}

Seleccionar cinco colonias tipicas
Sembrar en agar de soya tripticaseina (TSA) e incubar 25°C por 72h.

~ ™~

Identificacion bioquimica Identificacion molecular

Figura 1. Método bésico para la deteccion e identificacion de Cronobacter spp. a partir de muestras de

féormula infantil en polvo. Tomado de Forsythe 2005.

Dada la ubicuidad de la bacteria, diversos medios de cultivo se han implementado para su aislamiento e
identificacion, basados en la incorporacion de un sustrato cromogénico al medio. El agar DFI (Druggan-
Forsythe-Iversen) se disefio bajo el principio de una reaccion que pone de manifiesto a la enzima a-glucosidasa,
al metabolizar el sustrato 5-bromo-4-cloro-3-indolil-a-D-glucopiranosido (XaGlc). Cronobacter spp. hidrolizan
este sustrato en un pigmento indigo, produciendo colonias verde-azules en el medio. A diferencia del VRBG,
permite la identificacion y diferenciacion de Cronobacter spp. aun cuando la microbiota acompafiante se
encuentre en mayor proporcion (lversen et al. 2004a).

Otro medio de cultivo utilizado es el ESPM (Enterobacter sakazakii medio cromogénico), en donde las
colonias caracteristicas son de color azul-negro (Restaino et al. 2006). También se han descrito medios de
cultivo que contienen sustratos fluordgenos en lugar de cromogenos, el problema con los primeros es que la
fluorescencia resultante se difunde en el medio y esto complica la seleccion de colonias (Oh y Kang, 2004;

Tortollero, 2004).
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Actualmente, los métodos para el aislamiento de este microorganismo, consisten en el enriquecimiento
selectivo de la muestra ambiental en mLST (caldo de lauril sulfato triptona suplementado con el 0.5 M de NaCl
y vancomicina) a 45°C por 24 h, seguido de la siembra en agar triptona con sales biliares, al exponer a la luz el
medio se producen colonias amarillas (Guillaume-Gentil et al. 2005). Otro método es el ISO (DTS 22964) que
consiste en el enriquecimiento en ESSB (caldo selectivo Enterobacter sakazakii) a 44°C, para posteriormente
sembrar en agar cromogenico ESIA (agar de aislamiento Enterobacter sakazakii).

Los diferentes procedimientos descritos hasta la fecha para el aislamiento e identificacion de
Cronobacter spp. fueron comparadados y los resultados mostraron que con base a los métodos de
enriquecimiento el 100% de las cepas evaluadas crecieron en ESE, mientras que en EE, mLST y ESSB sélo se
recuperd el 94-98% de la poblacion, debido a la presencia de inhibidores en estos medios. En lo que respecta a
los medios de cultivo para su identificacion se encontrd, que la produccion de pigmento amarillo tiene un 87%
de sensibilidad, 71% de especificidad y 74% de exactitud, mientras que los medios DFI y CSE (Chromocult®
Enterobacter sakazakii) mostraron el 100% de sensibilidad, 98% de especificidad y 98% de exactitud (Iversen y
Forsythe, 2007; Mare¢ et al. 2008). La aplicacion de dieferentes medios de enriquecimiento y de aislamiento ha
permitido la recuperacion de Cronobacter spp. de diversos ambientes, con lo que se pretende tener un mejor

conocimiento del habitat de este microorganismo.

3. Detecciony caracterizacion molecular.

Con el objetivo de facilitar la deteccién rapida de Cronobacter spp. recientemente, un nimero mayor de
métodos moleculares se han implementado, incluyendo a la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), PCR
tiempo real y otros métodos de hibridacién. Dentro de los métodos de PCR utilizados para la identificacion de
Cronobacter spp. se emplean secuencias del ARNr 16S, a-glucosidasa y de la proteina de membrana externa
(OmpA) (Lehner et al. 2004, 2006; Seo y Brackett, 2005; Marlony y Wagner, 2005; lversen et al. 2006; Mohan
Nair y Venkitanarayanan, 2006; Hassan et al. 2007; Witthuhn et al. 2007).

Las regiones espaciadoras internas (ITS) son utilizadas para el disefio de iniciadores especificos que

permiten identificar a nivel de especie, es considerada una herramienta Gtil para la taxonomia bacterioldgica. Liu
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et al. (2006a, 2006b) propusieron el manejo de estos blancos acoplados a la PCR tiempo real, lo que dio una
sensibilidad de deteccion de 1.3 UFC/100g de FIP y de 1.1 UFC/100g de FIP cuando se acoplan sondas
TagMan, respectivamente. Mientras que Derzelle y Dilasser (2006), reportaron una alta sensibilidad (10
UFC/ml de muestra) de acuerdo a la ISO-IDF, cuando el ITS se emple6 como blanco para la identificacion de
Cronobacter spp. Ademas de estos blancos, también se han utilizado genes constitutivos como dnaG y gluA para
su identificacion (lversen et al. 2007b).

El ERIC (consensos intergénicos repetidos de enterobacterias)-PCR es otro método usado para la
tipificacion e identificacion de las bacterias. Después de obtener los patrones de bandeo generados por esta
region mediante PCR, la banda predominante fue seleccionada, clonada y secuenciada, obteniéndose un 90% de
identidad con Cronobacter sakazakii ATCC BAA-894, y un 73% de identidad con un gen de oligopeptidasa de
algunas especies de la familia Enterobacteriaceae, partiendo de esta secuencia se disefiaron iniciadores
especificos que permitieron la deteccion de Cronobacter spp. en diferentes muestras, mediante PCR (Ye et al.
2008).

Actualmente, se utilizan técnicas que permiten la deteccién y localizacion de secuencias especificas de
ADN sobre cromosomas, células o tejidos, como la de FISH (hibridacion fluorescente in situ), considerado como
un método rapido para la deteccion de Cronobacter spp. en la FIP utilizando una sonda &cido nucleico-péptido
(analogo de un ADN sintético), y siendo hasta el momento el unico método que logra detectar 1 UFC/10g de
Cronobacter spp. en la FIP, después de 8 h de enriquecimiento (Almeida et al. 2009).

Para facilitar la investigacion epidemioldgica, es recomendable que todos los aislados de Cronobacter
spp. sean estudiados fenotipicamente y genotipicamente. Diversos métodos se han utilizado para estudiar la
diversidad bacteriana o el seguimiento de la fuente de contaminacion en un brote hospitalario, en particular
técnicas moleculares, entre estas: ribotipificacion, PFGE (electroforesis en gel de campo pulsado) RAP-PCR
(amplificacién al azar de ADN polimdrfico), MLVA (anlisis de la variacion de multiples-locus) y BOX-PCR
(secuencias repetidas intercaladas en el genoma). Estas técnicas han sido aplicadas exitosamente en la

caracterizacion de Cronobacter spp.
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La técnica de PFGE (electroforesis en gel de campo pulsado) es considerada el estandar de oro para la
tipificacion molecular de diversas bacterias incluyendo Cronobacter spp. Nazarowec-White y Farber (1999),
realizaron el primer estudio de tipificacion molecular en Cronobacter spp. para determinar si existia una relacion
entre los aislados que se asociaron a casos clinicos y los aislados obtenidos de férmulas en polvo (Canadd). La
tipificacion molecular constd de tres técnicas: ribotipificacion, RAPD y PFGE. Los resultados mostraron que
ambos métodos: RAPD y PFGE permiten un alto grado de discriminacion.

En un estudio realizado por Mullane et al. (2007b), para identificar la persistencia clonal y las rutas de
diseminacion durante el procesamiento industrial de la PIF, se demostro la prevalencia de algunos aislados en los
puntos intermedios y finales del producto, y en algunas muestras tomadas del entorno de la industria. Sefialando
que las condiciones ambientales sirven como una ruta de contaminacion de este producto y sugieren que la
principal ruta de diseminacion son los aerosoles, hipétesis que fue corroborada un afio mas tarde (Mullane et al.
2008a).

En un brote ocurrido en Francia en la Unidad de cuidados intensivos de neonatos en el periodo de marzo
a junio de 1994, se obtuvieron 31 aislados de Cronobacter spp. Estos fueron analizados mediante PFGE para
establecer la identidad clonal de los aislados, biotipificacion y perfiles de resistencia a antibiéticos. A pesar de
encontrar diversidad genética entre los aislados en estudio, solo tres pulsotipos de una fuente no definida fueron
identificados, desafortunadamente por el tiempo transcurrido entre el brote y el andlisis de estos aislados no se
pudo determinar la fuente de contaminacion (Caubilla-Barron et al. 2007a).

Poudry et al. (2007, 2008), proponen la utilizacion del BOX-PCR para determinar la monoclonalidad o
policlonalidad de los aislados de Cronobacter spp., estableciendo que al igual que el PFGE, el BOX-PCR tiene
un grado de discriminacion similar, por lo que se propone la utilizacién de este método por su bajo costo y la
obtencion de resultados en menor tiempo, comparado con PFGE.

El andlisis de multiples-locus de variable nimero de repeticioens en tindem (MLVA), es un método de
tipificacion que involucra la amplificacién y analisis de regiones polimoérficas VNTR (elementos de ADN
repetidos en tandem). Mullane et al. (2008b), describen por primera vez este método para la geno-

fenotipificacion de una coleccion de Enterobacter sakazakii comparado con el estandar de oro PFGE. El indice
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Simpson calculado para ambos métodos fue similar; sin embargo; PFGE logra identificar méas subtipos, por lo
que concluyen que MLVA tiene menor poder discriminatorio que el PFGE.

Se ha observado que la secuenciacion del genoma de los patdgenos conduce a una reduccion
significativa en el tiempo y los costos, ademas de que proporciona informacion importante de la bacteria.
Kuhnert et al. (2009) describen la similitud del genoma de una coleccion de Cronobacter spp. con base en el
analisis de la secuencia de los genes recN, thdF y rpoA. El-Sharoud et al. (2009) utilizaron la secuencia de el gen
recN para una especiacion en una coleccién de cepas de Cronobacter obtenidas de la formula infantil en polvo y
derivados lacteos. La caracterizacion de Cronobacter spp. mediante estos métodos permitid una mejor
identificacion de esta bacteria.

Cronobacter spp. es un género recientemente clasificado aunque los métodos moleculares descritos
hasta la fecha para esta bacteria, son en general, mas rapidos en comparacion con los métodos microbiol6gicos
convencionales (basados en la identificacion fenotipica), estos requieren de equipos especializados y
capacitacion de los operadores, lo anterior disuade a algunos sectores para la implementacion de estos

protocolos. Sin embargo, en el ambiente clinico, los protocolos de diagnostico rapido son esenciales.

4, Reservorios

El reservorio primario de Cronobacter spp. no ha sido definido adn, pero se han aislado del intestino de
la mosca de la fruta mexicana (Kuzina et al. 2001), del intestino de la larva de Stomoxys calcitrans (Hamilton et
al. 2003), siendo un vector importante por tener la capacidad de propagar a Cronobacter spp. (Mramba et al.
2007). Un estudio reciente realizado por Schmid et al. (2009), demostro6 la habilidad de Cronobacter spp. para
colonizar las raices de las plantas, produciendo factores benéficos para el crecimiento de las plantas, como la
habilidad de convertir fosfatos insolubles a una forma accesible para las plantas, suguiriendo que el hébitat de
Cronobacter spp. pudieran ser las plantas (Schmid et al. 2009).

Cronobacter spp. han sido aislados de una gran variedad de alimentos incluyendo la leche, carne, agua,

vegetales, arroz, pan, té, hierbas, especias, formula infantil en polvo (FIP), aguas termales y residuales (Farber,
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2004; Iversen y Fosythe, 2004; De los Angles-Mosso et al. 1994; Dudley et al. 1980; Edelson -Mammel et al.
2005; Gurtler et al. 2005; Beauchamp et al. 2006; Friedemann 2007; Mullane et al. 2007a).

Dada la relevancia que ha tomado Cronobacter spp. en los ultimos afios, se han realizado diversos
estudios enfocados a su aislamiento e identificacion, encontrdndose Cronobacter spp. en hogares, instalaciones
ganaderas y en instalaciones de produccion de FIP (Kandhai et al. 2004; Kilonzo-Nthenge et al. 2008). Mullane
et al. (2008a) realizaron un muestreo en diferentes lugares en las instalaciones de producion de la FIP e
identificaron tres diferentes poblaciones clonales.

O'Brien et al. (2009a) analizaron 8 bebidas infantiles, encontrando a Cronobacter spp. en dos de las
bebidas a base de cereal en concentraciones de 0.003 y 0.013 en nimero méas probable (NMP) por gramo de
muestra. De forma interesante, ambos productos contenian extracto de malta y cacao que son adicionados como
saborizantes.

Un estudio realizado por Baumgartner et al. (2009) identifico a Cronobacter spp. en el 61% de
germinados y en el 27% en especias secas. Es posible que las materias primas puedan ser una fuente importante,

que conduzca a la entrada de Cronobacter spp. en la cadena alimentaria.

5. Caracteristicas asociadas a su supervivencia en la formula infantil en polvo.

Comercialmente la férmula infantil en polvo no es un producto estéril y Cronobacter spp. son capaces
de sobrevivir el proceso de desecacion hasta por 2.5 afios (Edelson- Mammel et al. 2005). Los niveles en los que
se encontré a Cronobacter spp. en muestras de FIP oscilaron frecuentemente entre 0.36 a 0.66 UFC/100g,
demostrando que una vez hidratado el alimento, la bacteria se reproducia con un tiempo de generacion de 40 min
a 23°C y 4-98 h a 10°C; mientras que a temperaturas de 4°C y 47°C, no se aisld a la bacteria (Nazarowec-White
y Farber, 1997), sin embargo; la alta resistencia al estrés osmotico en Cronobacter spp., contribuyena a su
persistencia en las fabricas de produccion de FIP en comapracion con otras enterobacterias.

Durante la produccidn de la FIP, hay células bacterianas que son dafiadas, y por lo tanto, mas sensibles a

las sales biliares y a algunos colorantes usados en un medio de cultivo selectivo; sin embargo, bajo condiciones
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favorables de crecimiento, como las utilizadas para reconstituir la formula en polvo, las bacterias se pueden
recuperar ya que los componentes de la FIP las protegen del estrés osmatico (Gardiner et al. 2000).

Caubilla Barron y Forsythe (2007b), muestrearon dos tipos de formulas una en polvo y otra a base de
soya, en diferentes periodos, y una vez mas encontraron que Cronobacter spp. fueron capaces de sobrevivir
hasta 2.5 afios en estos productos, ademas demostraron que fue resistente a la desecacion en un amplio intervalo
de disponibilidad de agua (0.25 a 0.86) y temperatura (4 a 30°C) (Gurtler y Beuchat, 2007).

Otro mecanismo importante de proteccion a la desecacion en Cronobacter spp. es a través de la trealosa
ya que estabiliza la membrana fosfolipidica y las proteinas. En fase estacionaria la concentracion de trealosa se
ve incrementada mas de cinco veces, comparada con la fase exponencial de la bacteria (Breeuwer et. al. 2003).

Originalmente se pens6 que Cronobacter ademéas de ser resistente a la desecacion, también podia ser
termoresistente, ya que algunos aislados mostraban una temperatura maxima de crecimiento entre 41°C y 45°C;
sin embargo, su valor de D (el tiempo necesario para que el nimero de sobrevivientes caiga al 10% del valor
inicial) (0.38 a 0.60 min) indica que no es una bacteria termoresistente, lo que concuerda con lo encontrado por
Osaili et al. 2009, que demostraron que Cronobacter spp. no sobreviven a temperaturas de pasteurizacion (72°C

a 138°C).

6. Importancia clinica.
La epidemiologia de Cronobacter spp. es poco entendida porque la infeccién es rara, ademas de no

reportarse rutinariamente en muchos paises. La incidencia de esta bacteria parece diferir por grupo demogréfico
y estado de salud, neonatos pretérmino o menores de 28 dias y personas inmunocomprometidas parecen ser los
principales grupos vulnerables a infecciones invasivas por esta bacteria. Cronobacter spp. ha sido identificado
como el agente etioldgico de meningitis neonatal, septicemia y enterocolitis necrotizante (Figura 2) (Arseni et
al. 1987; Biering et al. 1989; Gallagher y Ball 1991; Bar-Oz et al. 2001; Caubilla-Barron et al. 2007a; Mullane et
al. 2007a; Giovannini et al. 2008), ademés se ha aislado de infecciones en tracto urinario y quemaduras, estas
principalmente en adultos y adolescentes, también se encontrd asociado con otros microorganismos en casos de

neumonia, conjuntivitis, vaginitis y apendicitis (Figura 2) (Lai 2001).
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Mientras que E. cloacae, especie con la que se le asocio originalmente, es agente etioldgico de diversas
infecciones como, bacteremia, infecciones en tracto respiratorio bajo, piel y tejidos suaves, infecciones en vias
urinarias, endocarditis, infeccion intra-abdominal, artritis séptica, osteomielitis e infecciones oftalmicas, ademas
de poseer resistencia intrinseca a ampicilina y cefalosporinas (Keller et al. 1998; Musil et al. 2010). Sin
embargo, comparado con otras enterobacterias que estan involucradas en infecciones extraintestinales no se han
encontrado diferencias en la sintomatologia clinica que generan, pero si en los factores de virulencia, por lo que
el definir que factores de virulencia estan involucrados en la patogénesis de Cronobacter spp., permitird

establecer marcadores importantes para la deteccion oprotuna de este microorganismo.

A

Figura 2. Incidencia de casos como porcentaje del total de infecciones por Cronobacter spp. (A) en

infantes y (B) en adultos. Tomado de Healy et al. 2010.
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La meningitis es la inflamacion de las meninges y la mayoria de los patégenos asociados a esta infeccion
son transmitidos por via respiratoria. Se trata de una infeccion localizada, el patégeno coloniza la mucosa (via
respiratoria alta o tracto gastrointestinal), posteriormente invade el espacio intravascular, se multiplica y esto da
origen a la bacteremia. En patdgenos como Escherichia coli se demostrd que los determinantes asociados a esta
infeccion son el LPS, proteinas de membrana externa y la cépsula, (Kim 2003). La meningitis generalmente se
complica con ventriculitis, abscesos e infartos cerebrales.

El primer caso descrito de infeccion por Cronobacter (entonces E. sakazaki) fue en 1958 en un brote de
meningitis que ocurrié en Inglaterra, con la muerte de dos recién nacidas, publicado en 1961 por Urmenyi y
Franklin. Una de las nifias nacio en tiempo y a los 10 dias presentd la enfermedad; la segunda fue prematura
ambas desarrollaron septicemia y meningitis, el microorganismo no se identifico en muestras ambientales. La
mayoria de los casos que se describieron posteriormente se asociaron principalmente a meningitis.

Monroe et al. (1979) fueron los primeros en identificar un caso de bacteremia en ausencia de meningitis
en un vardn de siete dias de nacido. Se sabia que el agente etiologico de estos cuadros clinicos era una bacteria
cuya caracteristica principal era la produccion de pigmento amarillo, ain se desconocia su forma de transmision.

Muytjens et al. (1983), describieron por primera vez una via de transmision de este microorganismo,
encontrando una relacién entre ocho casos clinicos de neonatos y la ingestion de la FIP. A partir de esta fecha se
considero que la via de transmision mas importante de este patogeno es la FIP contaminada (Biering et al. 1989;
Simmons et al. 1989; Lai 2001; van Acker et al. 2001; Weir 2002). Es por ello que diversos autores han
realizado estudios dirigidos a determinar la prevalencia y concentracion de Cronobacter spp. en la FIP; sin
embargo, las concentraciones reportadas son bajas en un intervalo que va de 0.22 a 1.61 UFC/100g de muestra
(Muytjens et al. 1988; Clark et al. 1990; Nazarowec-White y Farber, 1997; Iversen et al. 2004b).

Recientemente se identificaron en Nuevo México dos casos de infeccion en infantes asociados a
Cronobacter spp. (una nifia de siete dias y un nifio de siete meses) (CDC, 2009). Basados en los datos reportados
por el CDC, se estima que aproximadamente seis nuevos casos de infeccion por Cronobacter spp. ocurren cada
afio en el mundo. Sin embargo, este estimado no toma en cuenta el nimero de falsos negativos que pueden

ocurrir con los aislados de Cronobacter spp.
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Es importante mencionar que Cronobacter spp. también se asocian a enterocolitis necrotizante (ECN),
aunque con baja frecuencia. La ECN es una enfermedad del tracto gastrointestinal y se caracteriza por presentar
sintomas como apnea, bradicardia, inestabilidad en temperatura, coagulaciéon intravascular, shock séptico,
distension abdominal y neumatosis intestinal. La colonizacion bacteriana del tracto gastrointestinal es un
prerrequisito para el desarrollo de la ECN. A nivel intestinal los niveles de produccion de moco, acido gastrico,
las enzimas proteoliticas para la degradacion de toxinas, quimiotaxis, fagocitosis y la actividad bactericida del
suero exhiben menores niveles en neonatos pretérmino y término, que en infantes (mayores de 4 semanas)
(Evans y Rutter 1996).

El primer caso que se describio como ENC asociado a Cronobacter spp. fue en 1998 en Bélgica, en 6
neonatos en la unidad de cuidados intensivos. La bacteria fue aislada a partir del aspirado estomacal, raspado
anal y hemocultivos, la presencia de ésta se asocio a la alimentacion de los neonatos via oral con la misma FIP.
La incidencia del ECN por Cronobacter es de 0.3-2.4 por cada 1,000 recién nacidos y de 1-5% en cuidados
intensivos de neonatos (vanAcker et al. 2001; Himelrigth et al. 2002). Para su identificacion clinica se clasifica

el ECN en tres estados: sospechoso, definitivo y grave (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion de la enterocolitis necrotizante segin Walsh y Kliegman.

Estado Signos sistémicos Signos digestivos Radiologia
| Sospecha Apnea, bradicardia, letargia y Residuos, distension, vomito, Negativa
alteracion de la temperatura sangre en heces
Il Definitivo Igual que la sospechosa, mas Ileon hipersensibilidad, Dilatacion de ileo,
acidosis y trombopenia peritonitis, distension, eritema neumatosis
Il Avanzado  Apnea, hipotension, bradicardia, Ascitis,
acidosis, neutropenia neumoperitoneo

Fernandez y De Las Cuevas Teran 2006.
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Si bien Cronobacter spp. es considerado como un agete etioldgico raro, su importancia clinica radica en
la alta tasa de mortalidad a la que se le asocia, la cual varia del 20 hasta el 50%. La mayoria de los nifios que
sobreviven al cuadro clinico de meningitis desarrollan en el 94% de los casos dafios neuroldgicos irreversibles,
resultando en cuadriplejia, obstruccién en movimiento o dafio en sistema visual o auditivo. Estas secuelas son
atribuidas principalmente a los infartos cerebrales. De los casos reportados hasta la fecha la mayoria se asociaron
al sexo femenino en el 54% (21/39) de los casos invasivos, el 69% (29/42) a un origen intrahospitalarios y la
mayoria de éstos afectaron a neonatos prematuros 55% (21/38) (Farber y Forsythe 2008).

Aunque el grupo de mayor riesgo son los neonatos prematuros, hay 12 casos descritos en la literatura
asociado a adultos, cinco de estos casos presentaron bacteremia, en todos los casos se identificaron en personas
mayores de 70 afios, dos de éstos se asociaron a casos intrahospitalarios, en uno no se sabe el origen y el otro
caso es una retencion urinaria que termino en urosepsis. Los siete casos restantes no se han asociado a
bacteremia pero si a otros tipos de infecciones, dos a neumonia, dos a infecciones de tejido y uno a diabetes
asociado a osteomielitis en el pie, estos pacientes tenian en comdn la presencia de alguna enfermedad
degenerativa o tumores malignos. Los dos casos restantes se vincularon a vaginitis e infeccion de tejido suave
(Lai 2001; Reina et al.1989; Jimenez y Jimenez 1982; Gosney 2008).

En comparacién con otras Enterobacterias, Cronobacter spp. es mas susceptible a algunos antibioticos:
aminoglucoésidos, amino-, ureido- y carboxi-penicilinas (Muytjens et al. 1989; Stock y Wiedemann 2002).
Algunos aislados han adquirido mecanismos de resistencia a estos antibidticos, principalmente por elementos
transponibles. Por tal motivo, en infecciones causadas por Cronobacter spp. se recomienda un tratamiento con
cefalosporinas de tercera generacion en combinacion con un aminoglucésido o trimetoprim sulfametoxazol

(Stock y Wiedemann 2002; Drudy et al. 2006).

-18-


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

Caracteristicas asociadas a virulencia en especies de Cronobacter aisladas de diferentes ambientes

7. Medidas de control

Los Miembros de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO)
y de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) han expresado su preocupacion con respecto al nivel de
inocuidad de los alimentos tanto a nivel nacional como internacional. La creciente incidencia de enfermedades
transmitidas por los alimentos durante los ultimos decenios, parece estar relacionada en algunos paises con un
aumento de las enfermedades causadas por microorganismos presentes en estos productos.

Esta preocupacion se ha expresado publicamente en reuniones de los érganos rectores de ambas
organizaciones y en la Comision del Codex Alimentarius. Cronobacter spp. es una bacteria que ha tomado
relevancia en los Gltimos 10 afios por la poblacion a la que afecta; sin embargo, las medidas preventivas en la
manipulaciéon y produccién de la férmula en polvo pueden evitar que este microorganismo siga causando
infecciones. Al menos cuatro puntos deben de ser cubiertos al momento de preparar la formula infantil en polvo:

1. El personal encargado de reconstituir la formula infantil en polvo debe de hacerlo en condiciones

asépticas, en un area designada especialmente para este proceso.

2. LaFIP debe ser mezclada con agua estéril y pesada no medida.

3. La FIP se debe almacenar a 4°C inmediatamente después de la preparacion, si no se usa en las

préximas 24 h se debe desechar.

4. La administracion de esta formula via enteral en neonatos en unidades de cuidados intensivos no

debe de exceder de 4 h después de su preparacion, asi mismo, los tubos y jeringas utilizados deben

ser remplazados cada 4 h.
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II. ANTECEDENTES
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Cronobacter spp. son patégenos oportunistas emergentes, por lo que sélo causan la enfermedad cuando
el hospedante se encuentra inmunocomprometido, generalmente se les asocia a infecciones intrahospitalarias.
Los mecanismos de patogenicidad con los que cuenta esta bacteria no han sido del todo caracterizados. Pagotto
et al. (2003), fueron los primeros en analizar la capacidad para producir enterotoxinas en 18 aislados (ocho
ambientales, nueve clinicos y uno tipo), para ello emplearon un ensayo biol6gico, inoculando via oral e
intraperitoneal a ratones lechones con diferentes UFC de la bacteria. La inoculacion intraperitoneal fue letal para
todos los ratones a una dosis de 10° UFC/raton y sélo en un aislado clinico y uno ambiental se asociaron a
muerte por inoculacion via oral. Aunque demostraron la presencia de enterotoxinas termoestables no se encontrd
una asociacion con la via de inoculacion y el origen de los aislados analizados, ni tampoco lograron aislar esta
proteina para caracterizarla bioquimica y biolégicamente. También evaluaron el efecto que tienen los filtrados
obtenidos a partir del sobrenadante de los cultivos bacterianos de 18 h en tres lineas celulares (Y-1, Vero y
CHO). Los resultados mostraron que sl cuatro de los filtrados (tres clinicos y un ambiental) fueron toxicos para
las tres lineas celulares.

Un factor de virulencia esencial para la mayoria de los patdgenos es la adherencia especifica a un cultivo
celular, Mange et al. (2006), evaluaron esta capacidad de adherencia en 50 aislados de Cronobacter spp.,
observando dos patrones de adherencia: difuso y en agregados, en el 58% de los aislados, dichos patrones no
estan relacionados con una fimbria especifica, ya que no observaron ninguna estructura al analizar los aislados
por microscopia electrénica. De acuerdo con los resultados obtenidos concluyen que el proceso de adherencia en
Cronobacter spp. estd mediado principalmente por adhesinas de tipo afimbrial.

Townsend et al. (2007a), investigaron la capacidad de Cronobacter spp. de invadir una linea de células
endoteliales de cerebro y caracterizaron histologicamente el efecto de la respuesta inmunoldgica en el cerebro al
inocular a la bacteria via intracraneal. Los aislados fueron capaces de invadir las células endoteliales del cerebro,
y de sobrevivir en macrofagos hasta por 96 h, esto se atribuyé a la presencia del gen sodA (superdxido
dismutasa), el cual podria estar relacionado con la proteccion de la bacteria al estrés oxidante. En los cerebros de
las ratas a los seis y nueve dias posteriores a la inoculacion, se observaron patrones de inflamacion crénica y

sepsis.
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Otro factor involucrado en la patogénesis de la bacteria, fue descrito por Townsend et al. (2007b); al
demostrar que con niveles altos de endotoxina en la formula infantil en polvo, se puede alterar la integridad
intestinal del neonato, facilitando la translocacion de la bacteria y de esta manera contribuir a la infeccién local y
sistémica. Sin embargo es importante recordar que Cronobacter spp. no se encuentra en altas concentraciones en
la FIP, pero si las condiciones de la FIP, no son las adecuadas esta puede aumentar su concentracion y de esta
manera alcanzar los niveles de endotoxina, necesarios para alterar la integridad intestinal del neonato o bien en
patdégenos como E. coli se ha demostrado que el LPS de la bacteria favorece el desarrollo de bacteremia (Kim
2003).

El andlisis de cuatro pulsotipos de Cronobacter spp. asociados a casos clinicos de enterocolitis
necrotizante, meningitis y septicemia, mostro que eran capaces de invadir células endoteliales de cerebro; y que
a diferencia de su estudio realizado un afio atrds (Townsend et al. 2007a), estos aislados clinicos s6lo persisten
por 48 h en macrofagos, lo cual hace referencia a la diversidad en el comportamiento de virulencia de los
aislados de Cronobacter, (Townsend et al. 2008).

El mecanismo asociado a la patogénesis de Cronobacter spp. particularmente en relacién con la
meningitis neonatal, no ha sido del todo definido. Originalmente se especulé que una de las posibles rutas de
infeccion es la translocacion de la bacteria en sangre, al liquido cefalorraquideo, via plexo coroideo, seguido de
la invasion de la bacteria dentro de la materia cerebral rica en nutrientes (Iversen y Forsythe, 2004).

Singamsetty et al. (2008), demostraron que C. muytjensii (ES 51329) fue capaz de invadir HBMEC
(células endoteliales microvasculares de cerebro humano), aunque su replicacién en estas células no fue muy
eficiente. También evidenciaron por primera vez que se requiere de la expresion de una proteina de membrana
externa A (OmpA") para observar el fenotipo invasivo y que ademas el fendmeno de invasion fue dependiente
de la reorganizacion de microtubulos. Para comprobar dicho efecto construyeron mutantes deletéreas en el gen

ompA (OmpA") y encontraron que estas clonas disminuian su capacidad invasiva hasta siete veces.
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La expresion de OmpA es necesaria para la colonizacion del tracto gastrointestinal y la sobrevivencia en
via periférica para causar meningitis en ratas neonatas. La mortalidad en ratas neonatas fue mayor en aquellas
infectadas con OmpA™ que con OmpA” indicando que OmpA” parece tener una ventaja selectiva in vivo sobre la
clona de C. muytjensii (ES 51329) OmpA". El anélisis histopatolégico del cerebro mostré que la clona OmpA*
causa severas manifestaciones patoldgicas en el cerebro de las ratas neonatas, destacando hemorragia, dafio
cortical, gliosis e inflamacién, mientras que en presencia de la clona OmpA™ no se observan estos dafios. La
clona de C. muytjensii (ES 51329) OmpA" favorece el reclutamiento de neutréfilos en el cerebro e intestino, lo
que ocasiona una inflamacion severa generando pleocitosis del liquido cefalorraquideo, caracteristico en la
patogénesis de meningitis. Este reclutamiento correlaciona con el incremento de los niveles de MIP-2 (proteina
inflamatoria de macrdfagos-2), que es una citocina homologa a IL-8 en humanos y que se ha relacionado con
migracion transepitelial de neutrdfilos (Mittal et al. 2009)

Mohan Nair et al. (2009) demostraron que la proteina de la membrana externa A es uno de los factores
determinantes que contribuyen a la invasiéon de C. sakazakii en células humanas BMEC (células endoteliales
microvasculares de cerebro) in vitro y puede tener un papel determinante en la patogenia de la meningitis
neonatal causada por esta bacteria. Actualmente, se sabe que en C. sakazakii las proteinas OmpX (proteina de
membrana externa X) y OmpA son criticas para la invasion celular y diseminacion a 6rganos como el higado y
el bazo.

Recientemente, Li et al. (2010), evidenciaron que la infeccion por C. sakazakii (ATCC 29544), induce el
rearreglo de filamentos de actina en HBMEC, debido a que activa la sefializacion de PI3K/Akt (Fosfatidil-
inositol-3-kinase), esta activacion es indispensable para que C. sakazakii entre e invada.

Hunter et al. (2008a, 2008b), estudiaron en un modelo bioldgico de ratas cria y en células epiteliales, la
capacidad de Cronobacter spp. para ocasionar dafios histologicos en los intestinos de las ratas idénticos a los
descritos en la ECN. Al inocular en la formula en polvo Cronobacter spp., la cual se administr6 via oral en las
ratas crias, se encontrd que a una concentracion de 10" UFC/ml, se registré una mortalidad del 95% al cuarto dia,

mientras que a 10° UFC/ml se generaron sintomas semejantes a los descritos para la ECN grado III.
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La bacteria fue capaz de adherirse a las células epiteliales IEC-6, ademas de inducir apoptosis en
enterocitos, los cuales son factores determinantes en la patogénesis de la enterocolitis necrotizante (Hunter et al.
2008a, 2008b).

El mecanismo por el cual Cronobacter spp. induce apoptosis en las células endoteliales fue descrito por
Hunter et al. (2009), al estudiar el efecto de Oxido nitrico (NO) en dichas células. NO es un mediador de
enterocolitis necrotizante y marcador de inflamacion intestinal. En este estudio se demostré que Cronobacter
spp. fue capaz de estimular la produccion de NO en células IEC-6 y su sobre-expresién promovié el dafio
intestinal y la falla de la barrera intestinal, probablemente por la apoptosis de los enterocitos. La supresion de la
produccion de NO en Cronobacter spp. usando RNA de interferencia para NOS inducible (iNOS) inhibié la
induccidn de apoptosis.

Es importante mencionar que el proceso de adherencia de Cronobacter spp. a superficies bioticas y
abioticas contribuye a la formacién de biopeliculas, favoreciendo de esta manera la supervivencia y el aumento
de la resistencia a los tratamientos antimicrobianos. Los nutrientes disponibles y la temperatura son factores
importantes que afectan la formacion de biopeliculas en Cronobacter spp. (Zogaj et al. 2003; Kim et al. 2006;
2007b, 2008; Grimm et al. 2008). Iversen et al. (2004) investigaron la formacion de biopeliculas en diferentes
superficies que son comunmente usadas en la preparacion de la FIP y encontraron aislados adheridos a la
silicona, latex, policarbonato y acero inoxidable, aparentemente esta adherencia fue mas fuerte en aquellas
bacterias que producian capsulas de exopolisacarido. Por otro lado, se demostro la influencia de los componentes
de la leche descremada en la formacion de biopeliculas por Cronobacter spp. y se propuso que la caseina y otras
proteinas del suero son mas importantes que la lactosa, ademas se encontrd que los compuestos del nitrégeno
son un factor determinante en la formacion de biopeliculas por Cronobacter spp. comparado con los hidratos de

carbono (Dancer et al.2009).
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Considerando los diferentes componentes relacionados con la virulencia de la bacteria, se elabor6 un
modelo (Figura 3), para proponer los eventos que contribuyen a la patogénesis de Cronobacter spp. Una vez
que el recién nacido ingiere la bacteria a través de la FIP (que puede ser por sonda nazo-gastrica), ésta llega a
tracto digestivo bajo, se adhiere a las células epiteliales e induce apoptosis en los enterocitos, lo que produce un
incremento en los niveles de NO y favorece la expresion de citocinas como IL-6, IL-8 e IL-10. El proceso
inflamatorio desencadenado, contribuye al desequilibrio de la barrera intestinal, esto aunado a la alteracion por la
inmadurez intestinal de neonatos pretérmino y término.

De manera consecuente la bacteria con ayuda del LPS, capsula o quizé por la produccion de toxinas se
transloca al endotelio vascular, en torrente sanguineo la bacteria puede sobrevivir por su capacidad de resistencia
al suero, posteriormente es fagocitada y por efecto de sodA persiste en macréfagos los cuales pueden transportar
a la bacteria por torrente sanguineo hasta la barrera hematoencefalica en donde podré atravesarla por la presencia
de OmpA 'y Omp X (via rearreglos de microtubulos) con ayuda del sistema de secresion tipo Ill. Por su parte el
falgelo junto con otras proteinas como el Cpa, y algunos otros factores que no han sido descritos, estarian junado
un papel importante en el desencadenamiento de procesos inflamatorios que contribuirian a la invasion del
cerebro y al dafio neuronal. Sin embargo, es importante sefialar que el hospedante participa de manera
importante en la regulacion de esta patogénesis, ya que los mecanismos de virulencia de la bacteria se ven
favorecidos por el sistema inmunolégico deficiente del paciente.

A pesar de que el namero de casos de infeccion por Cronobacter spp. es bajo, es importante considerar
los cuadros clinicos a los que esta bacteria se asocia y que en el caso de la meningitis, aunque el tratamiento
resulta exitoso, la secuelas que deja en los neonatos son devastadoras. La prevencion es definida por la ONU
como la adopcién de medidas encaminadas a impedir que se produzcan deficiencias fisicas, mentales y
sensoriales (prevencion primaria) o a impedir que las deficiencias, cuando se han producido, tengan
consecuencias fisicas, psicoldgicas y sociales negativas. El realizar estudios encaminados al conocimiento de
nuevas bacterias que pueden ser potencialemente patdgenas y que son consideradas emergentes, permite
establecer programas de accion especificos e inmediatos en caso de que se presente un problema de salud

asociado a estas bacterias, de aqui la importancia del trabajo que a continuacién se describe.
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Figura 3. Proceso infeccioso de Cronobacter spp. en neonatos, tras la ingestion de formula en polvo

contaminada.
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111. JUSTIFICACION
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Cronobacter spp. es un patégeno oportunista emergente que se ha asociado a casos esporadicos de
meningitis, septicemia y enterocolitis necrotizante, principalmente en neonatos y en menor proporcion en
adultos mayores inmunocomprometidos. EI mecanismo de patogenicidad de la bacteria con el que causa los
dafios mencionados en los diferentes cuadros clinicos, no esta del todo claro. Ademas, de acuerdo con los datos
reportados por el CDC, se estima que aproximadamente seis nuevos casos de infeccion por Cronobacter spp.
ocurren cada afio en el mundo. Sin embargo, en este reporte no se considera el nimero de falsos negativos que
pueden ocurrir entre los aislados de Cronobacter spp. En México, hasta la fecha, no se tiene informacion en
referencia a su importancia clinica y epidemioldgica; se han aislado de muestras de alimentos, de diferentes
ambientes y de dos casos clinicos. Por lo tanto, la caracterizacion fenotipica y genotipica con base en sus
atributos de virulencia, permitira establecer si dichas caracteristicas estan asociadas a una especie en particular,
a la fuente de aislamiento o al origen de la bacteria. Lo anterior es importante para redireccionar la
identificacion de este microorganismo en alimentos u otros vehiculos que puedan servirle como via de

transmision.
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IV. HIPOTESIS
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En México, no hay estudios relacionados con la caracterizacion de Cronobacter spp.; sin embargo, se
han aislado de diversos ambientes y de dos casos clinicos. El presente estudio es pionero, en cuanto a la
caracterizacion de factores putativos de virulencia, los cuales hasta la fecha no han sido del todo identificados.
La relacion fenotipica y genotipica que guarda esta bacteria con otras enterobacterias, permitird dirigir la
basqueda de factores de virulencia descritos en otros patégenos, que pudieran estar involucrados en la
patogénesis de esta bacteria y de esta manera se podran implementar medidas preventivas adecuadas para su

identificacion y tratamiento oportunos. Debido a lo anterior se plantea la siguiente hipotesis:

Cronobacter spp. se han asociado a cuadros clinicos graves, por lo que es muy probable que los aislados
de diferentes ambientes y que las distintas especies que conforman este género, presenten fenotipos y/o genes

potenciales de virulencia que podrian contribuir en la patogénesis de la bacteria.
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V. OBJETIVO GENERAL
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Identificar y comparar caracteristicas fenotipicas y genotipicas asociadas a virulencia en las diferentes

especies de Cronobacter, a partir de una coleccion de aislados de diferentes ambientes y origenes geograficos.

-32-


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

Caracteristicas asociadas a virulencia en especies de Cronobacter aisladas de diferentes ambientes

VI. OBJETIVOS PARTICULARES
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1. Caracterizar fenotipicamente la coleccion de los aislados de Cronobacter spp. de diferentes ambientes
(alimentos, polvo, agua y cuadros clinicos):
a. Pruebas bioquimica (biotipos).
b. Sensibilidad a antibi6ticos por el método de Kirby Bauer.
2. ldentificar las diferentes especies de Cronobacter spp. mediante métodos moleculares:
a. Gen de la proteina de membrana externa (ompA) mediante PCR.
b. Secuenciacion del gen 16S ARN ribosomal.
3. Establecer la identidad clonal de los aislados de Cronobacter spp. mediante electroforesis en gel por
campo pulsado (PFGE)
4. ldentificar caracteristicas de virulencia in vitro en las diferentes especies de Cronobacter:
a. Capacidad de adherencia en células HEp-2 (células de carcinoma humano laringeo).
b. Capacidad de invasion en células HEp-2 (células de carcinoma humano laringeo)
c. Produccidn de toxinas en células Vero (células epiteliales de rifidn de mono verde Africano).
5. Evaluar la capacidad de formar biopeliculas en las especies de Cronobacter.
6. Identificar y detectar en los aislados de Cronobacter spp. genes potenciales de virulencia a través de:
a. Realizar la busqueda de factores de virulencia descritos en otros microorganismos patgenos, en
el genoma de Cronobacter sakazakii BAA-894, mediante un analisis bioinformatico.

b. Disefiar iniciadores para detectar el gen o genes en los aislados en estudio mediante PCR.
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VIIl.- MATERIAL Y METODOS
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1. Poblacién microbiana.

Se trabajo con una coleccion de 43 aislados, 15 de origen mexicano e identificados como Cronobacter spp.
(Enterobacter sakazakii) y 28 aislados de diferentes paises; los cuales fueron proporcionados por la Dra. Iversen
(Nestlé Research Center, Lausanne, Suiza) que corresponden a las siguientes especies previamente identificadas
y clasificadas: 15 aislados de Cronobacter sakazakii [601 (ATCC 29544), 602 (ATCC 12868), 75 (ATCC
29004), 823 (ATCC BAA894), 604, 736, 796, 824, 826, 827, 828, 830, 899, 900, 901]; seis de Cronobacter
dublinensis [464, 515, 791, 798, 799, CFS2237]; tres de Cronobacter malonaticus: [825, 829, 902]; dos de
Cronobacter muytjensii [603 (ATCC 51329), 793]; uno de Cronobacter turicensis [23827] y uno de
Cronobacter genomospecies 1: [797], provenientes de diferentes fuentes de aislamiento (ambientales, humanos,

alimentos y algunos de origen desconocido) (Tabla 2).
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Tabla 2. Descripcion de las fuentes de aislamientos y origen geogréfico de los aislados de Cronobacter spp.

identificados y analizados en este estudio.

NUmero de Fuente de aislamiento Origen NUmero de Fuente de Origen
aislado aislado aislamiento
169° Polvo extramuros México 736° Leche en polvo UK
242° Polvo extramuros México 750° Desconocido Desconocido
2452 Polvo extramuros México 791° Hemocultivo USA
249° Polvo extramuros México 793¢ LCR USA
293? Polvo extramuros México 796° Pus abdominal UK
315° Polvo extramuros México 797° Agua UK
784° Germinados de alfalfa México 798¢ Desconocido UK
131° Germinados de alfalfa México 799° Productos lacteos UK
731° Germinados de alfalfa México 823° Clinica USA
958° Germinados de alfalfa México 824° LCR USA
970° Germinados de alfalfa México 825° Absceso cerebral USA
13° Agua de Xochimilco México 826° Desconocido USA
79¢ Leche de soya México 827° Esputo USA
757° Orina México 828° Esputo USA
767¢ Orina México 829° Hemocultivo USA
464° Formula lactea Zimbabwe 830° Desconocido USA
515° Agua Suiza 899° Clinica USA
601° Garganta Desconocido 900° Clinica USA
602° Desconocido Desconocido 901° Clinica USA
603° Desconocido Francia 902° Hemocultivo USA
604° Clinica Canada CFS2237¢ Formula lactea Irlanda
23827° Meningitis Suiza

Universidad Nacional Auténoma de México, Microbiologia Ambiental (aislados de polvo intramuros y agua de riego del lago de
Xochimilco); PInstituto Politécnico Nacional, Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas (aislados de germinados de alfalfa); ‘Universidad
de Puebla (aislado de leche de soya); “Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién “Salvador Zubiran” (aislados de orina); “Center
of Agriculture, Food Safety School of Agriculture, Food Science and Veterinary Medicine; Veterinary, Sciences Centre University
College, Dublin Belfield (el resto de los aislados); UK: Reino Unido; USA: Estados Unidos de Norte América. LCR: Liquido

cefalorraquideo.
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2. Caracterizacion fenotipica de Cronobacter spp. en los aislados mexicanos.
2.1 Biotipos.

Todos los aislados fueron sembrados en agar Druggan—Forsythe—lversen (DFI) (Oxoid, Basingstoke,
Hampshire, UK) para observar la produccion de colonias azules-verdes y en agar soya tripticaseina (TSA)
(Bioxon, México, D.F.) para la produccién de pigmento amarillo. En la poblacién microbiana de estudio, tanto
los aislados mexicanos como las especies de las cepas proporcionadas por la Dra. lversen, se identificaron y
ratificaron de acuerdo a las pruebas bioquimicas convencionales descritas previamente por Iversen et al. (2008).

La caracteristica de movilidad fue determinada a 37°C, con el medio de movilidad (triptona 10 g /I,
NaCl 5 g/ I, agar 5 g/, pH 7.2 + 0.2). La produccion de acido a partir de diferentes hidratos de carbono (D-myo-
inositol, dulcitol y metil-a-D-glucopiranosido) fue evaluada con la base purpura de bromocresol (10 g/l peptona,
1 g /I extracto de levadura, 5 g /I NaCl, 0.018 g/l parpura de bromocresol) con la adicion de la solucion de
carbohidratos filtrados en una membrana de 0.22 (concentracion final de 0.5%). La produccion de gas a partir de
glucosa y metil-a-D-glucopyranosido fue determinada con tubos de Durham. La utilizacion de citrato como
Unica fuente de carbono se observo en agar citrato de Simmons (85463, Fluka) y la utilizacion de malonato en
caldo de malonato sodico (M8802, Sigma, CA). La prueba de rojo de metilo se realizé por la adicion del
indicador (0.1 g rojo de metilo en 300 ml 95% etanol) sobre cultivos de 48 h en 5 ml de caldo rojo de metilo
Voges-Proskauer (MR-VP; 39484, Fluka). La prueba de VVoges-Proskauer se determind con la adicién de los
reactivos VP1 y VP2 (bioMérieux) a cultivos crecidos por 24 h en caldo MR-VP. La produccion de indol se
observo por la adicion del reactivo de Erlich (70542 bioMérieux) en cultivos crecidos por 24 h en agua
peptonada (CM0009 Oxoid Ltd). La produccién de nitraros se midié al adicionar los reactivos NIT1 y NIT2

(bioMeérieux) a cultivos crecidos en caldo nitratos (72548 Fluka).

2.2 Pruebas de susceptibilidad a antibidticos.
A todos los aislados de Cronobacter spp. se les realizé la susceptibilidad a antibiéticos por la prueba de
difusion de disco en placa, siguiendo los lineamientos de Clinical and Laboratory Standars Institute (CLSI

2007).
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Se evaluaron un total de 12 antibiéticos: ampicilina (10 pg), amoxicilina/clavulanato (20/10 pg),
cefazolina (30 pg), ceftazidima (30 pg), gentamicina (10 pg), cloranfenicol (30 ug), ciprofloxacina (5 pg),
tetraciclina (30 pg), imipenem (10 pg), meropenem (10 pg), compuestos de sulfonamidas (300 pg) y
trimetoprim (5 pg) (Oxoid, Basingstoke, Hampshire, England). En los ensayos de susceptibilidad se utilizaron
las cepas Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli ATCC 35218 y Pseudomonas aeruginosa ATCC

27853 como controles.

3. Identificacion mediante métodos moleculares.
3.1 Gen ompA (Proteina A de membrana externa).

Se realiz6 una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con ADN bacteriano total, utilizando los
siguientes iniciadores: ompA-F: (5> GGATTTAACCGTGAACTTTTCC 3°) y ompA-R: (5
CGCCAGCGATGTTAGAAGA 3°), descritos por Manoj et al. (2006), en un volumen final de 25 pL: en
solucioén amortiguadora 1x (Tris-HCI, pH 8.3), 2.5 mM de MgCl,, 200 uM dNTPs, 1 uM de cada iniciador, 50
ng del DNA y 1 Unidad de Taqg DNA polimerasa (INVITROGEN). La PCR se llevé a cabo bajo las siguientes
condiciones: desnaturalizacion 94°C por 2 minutos, seguidos de 30 ciclos de 94°C por 15 segundos, 60°C por 15
segundos y 72°C por 30 segundos y una extension final a 72°C por 5 minutos. Un producto de 469 pb indico la

presencia del gen ompA (Manoj et al. 2006).

3.2 Secuenciacion del gen ARNr 16S.

Para corroborar la identificacion fenotipica en los aislados mexicanos, se extrajo el ADN de todos los
aislados crecidos durante toda la noche con el equipo comercial DNeasy®Blood y Tissue (QUIAGEN, Hilden,
GE). Las mezclas de reaccion se llevaron acabo en un volumen final de 50 pl conteniendo los iniciadores: PO-F
(5’ AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3’) y P6-R (5’GTACGGCTACCTTGTTACGA 3’) (lversen et al. 2007),
bajo las siguientes condiciones de amplificacion: 95°C por 5 min, 30 ciclos a 95°C por 30 segundos, 56°C por

30 segundos y 72°C por 45 segundos, un ciclo final a 72°C por 10 min, para obtener un fragmento de
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aproximadamente 1,500 bp, que correspondia al ARNr 16S. La amplificacion se llevé a cabo en un
termociclador GeneAmp, PCR System 9700 (Applied Byosystem, Foster, CA).

Los productos amplificados se purificaron con QIAquick PCR purification Kit (QIAGEN),
posteriormente fueron clonados en el sistema pGEM easy vector (Promega, Madison, WI), se transformaron en
Escherichia coli Topl0 y el cultivo bacteriano se inocul6 en medio LB (Luria Bertani) con ampicilina (100
pg/ml) e IPTG (Isopropil B-galactopiranosido), (Sigma, GE). Se seleccionaron las colonias transformadas
(blancas) y se purificaron con QIlAprepSpin Miniprep kit (QIAGEN), finalmente se confirmé la presencia del
fragmento clonado con una reaccion de digestion con enzima Eco RI (Invitrogen, Carlsbad, CA).

Los fragmentos fueron secuenciados en MACROGEN (Rockville, MD, USA). Las secuencias obtenidas
fueron comparadas con las secuencias disponibles en el GenBank usando el programa BLAST de National

Center for Biotechnology Information (NCBI), para identificar la especie a la que pertenecia cada aislado.

4. ldentidad clonal en los aislados del género Cronobacter spp. por PFGE.
Todos los aislados de Cronobacter spp. fueron tipificados por PFGE. Brevemente: se inoculd una

colonia de cada uno de los aislados de Cronobacter spp. en 5 ml de caldo infusion cerebro corazén (BHI)
(Oxoid, Basingstoke, Hampshire, England). A partir de un cultivo de toda la noche (0.6-0.8 a 610 nm) se
cosecho 1.5 ml de la suspension bacteriana y se centrifugd a temperatura ambiente (16,000 xg/ 5min). El paquete
celular se lavo con 400 pl de solucion amortiguadora PIV (Tris-HCI 1 mol/l, NaCl 1 mol/l, pH 7.6).
Posteriormente, se resuspendi6 el paquete celular en 150 ul de solucién amortiguadora PIV y se adicionaron 150
pl de agarosa de bajo punto de fusion al 1% (BioRad, Hercules, California, USA). Después alicuotas de 100 pl
de la suspension se colocaron en los moldes para formar los bloques. Estos bloques se trataron con 500 pl de
solucion de lisis pH 7.6 (Tris 1 mol/l, NaCl 1 mol/l, EDTA 1 mmol/l, desoxicolato de sodio 0.2%, lauril
sarcocinato de sodio 0.5% y 50 pg de ribonucleasa A), y se incubaron toda la noche a 50°C en bafio seco.
Posteriormente, los bloques se trataron con 500 pl de solucion ESP (EDTA 0.4 mol/l, lauril sarcocinato de sodio
0.1% y 0.5 mg/ml de porteinasa K, pH 9-9.5), se incubaron a 50°C toda la noche. Al dia siguiente los blogues se
lavaron 6 veces con 400 pl de TE 1x/PMFS (Tris 5 mmol/l, EDTA 5 mmol/l, pH 7.5, phenil-methyl-

sulphonilfluorhidre 1 mmol/l). Finalmente, los bloques se lavaron tres veces con TE 0.1x, después se
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equilibraron con 300 pl de solucion amortiguadora 1x a temperatura ambiente y se digirié con 50 U de la enzima
Xbal (invitrogen, Carlsbad, CA), por toda la noche a 37°C.

Los fragmentos de ADN fueron separados por electroforesis (CHEF 1IDR, BioRad Laboratories,
Hercules, California, USA) en un gel de agarosa al 1% (w/v) (BioRad, Hercules, California, USA) en TBE 0.5x
a 14°C por 19 h, a 6.0 v/cm con pulsos de 5.5 s a 54.2 s. Posteriormente, se tifio con bromuro de etidio (10
mg/ml). Se utiliz6 como marcador de peso ADN de lambda para PFGE (New England Biolabs, Hertfordshire,
Inglaterra, UK). El dendograma fue creado con un software GelCompare Il, coeficiente DICE y UPGMA
(unweigthed pair group method with arithmetic means) y tolerancia del 5% (Nazarowec-White y Farber, 1999;

Mullane et al. 2007Db).

5. Caracterizacion in vitro de las propiedades asociadas a virulencia en las especies de Cronobacter.
5.1 Ensayo cualitativo y cuantitativo de adherencia en células HEp-2 (células de carcinoma humano
laringeo).

La linea celular HEp-2 fue cultivada en medio MEM (Medio minimo escencial en base de sales de
Earle’s) suplementado con suero fetal bovino inactivado al 10% (SFB) (Gibco, USA), en botellas de T75cm?
(Sarstedt, Numbrecht, GE) a 37°C en una atmosfera de CO, al 5%, a una concentracion de 2.5x10° células/ml.
Para el ensayo de infeccion se utilizo tripsina al 0.25% (in vitro, Mexico, D.F.) y se crecieron las células en
placas de 24 pozos para cultivo celular (Sarstedt). Las células se lavaron con un amortiguador salino de fosfatos
(PBS). Posterior al lavado 900 pl de MEM sin SFB y 100 ul de un cultivo bacteriano en fase media logaritmica
(10° células/ml) crecido en triptona al 1% fueron adicionados en cada pozo. La placa se incub6 a 37°C por 3 h en
una atmdsfera de CO,al 5%.

Para el ensayo cualitativo, se colocaron cubreobjetos redondos (NUNC, Roschester, NY, USA), en la
base de cada pozo, se infectaron las células como se describio anteriormente y terminado el periodo de
incubacion se retird el medio, se lavd con PBS 1x estéril y se fijo con metanol al 70% (Sigma, GE) por 1 min,

finalmente las células se tifieron con Giemsa al 10% (Sigma, GE) y los pozos se lavaron con agua para eliminar
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el exceso de colorante. Los cubreobjetos se montaron con resina en portaobjetos de vidrio y se observaron con
aceite de inmersion en un microscopio de luz visible.

Para la prueba cuantitativa el ensayo de infeccion fue semejante al descrito en la prueba cualitativa, a
diferencia de que las células fueron adheridas directamente en cada pozo de la placa. Posterior al lavado con
PBS se adicion6 1 ml de Triton X-100 0.1% (v/v) en PBS 1x por 10 min (Amresco, OH, USA), finalmente se
realizaron diluciones seriadas en placas con agar TSA para obtener el nimero de unidades formadoras de
colonias (UFC) (Xicohtencatl-Cortes et al. 2007). Los controles utilizados para ambos ensayos fueron:
Escherichia coli enteropatégena (EPEC) O127:H6 (E-2348), Escherichia coli enteroagregativa O42 (EAEC),
Escherichia coli adherente difusa 82525 (DAEC) (Cravioto et al. 1979).

5.2 Ensayo cualitativo y cuantitativo de invasion en células HEp-2 (células de carcinoma humano
laringeo).

La linea celular HEp-2 fue cultivada en medio MEM suplementado con suero fetal bovino inactivado al
10% (SFB) (Gibco, USA), en botellas de T75cm? (Sarstedt, Numbrecht, GE) a 37°C en una atmdsfera de CO al
5%, a una concentracion de 2.5x10° cel/ml. Para el ensayo de infeccion se utilizd tripsina al 0.25% (in vitro,
Mexico, D.F.) y se crecieron las células en placas de 24 pozos para cultivo celular (Sarstedt).

La incubacidn se llevo acabo a 37°C en una atmdsfera al 5% de CO, por 24 h. Previo al ensayo de
invasividad, las células se lavaron con un amortiguador de fosfatos (PBS). Posterior al lavado, 900 pl de MEM
sin suero y alicuotas de 100 ul de un cultivo bacteriano en fase media logaritmica (10° células/ml) crecido en
triptona al 1% fueron adicionados. La placa se incubd a 37°C por 3 h en una atmdésfera de CO, al 5%. Después
del periodo de incubacion se lavo nuevamente con PBS estéril, se colocd 1 ml de medio MEM adicionado con:
lisozima 300 pg/ml (inVitro, Mexico, D.F) y gentamicina 100 pg/ml (inVitro, Mexico, D.F) y se incub6 a 37°C
por 3 h més en una atmosfera de CO,al 5%.

Para la prueba cualitativa se utilizaron cubreobjetos redondos (NUNC, Roschester, NY, USA),
colocados en la base de cada pozo, después de la incubacion se retir6 el medio y se lavd con PBS estéril, se fijé
con metanol al 70% (Sigma, GE) por 1 min, finalmente las células se tifieron con Giemsa al 10%, al termino de

la tincion se lavo el exceso de colorante con agua (Sigma, GE). Los cubreojetos fueron montados con resina en
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portaobjetos de vidrio y se observaron con aceite de inmersion en un microscopio de luz visible. Una prueba
positiva se considerd cuando al menos el 1% de las células presentaba cinco bacterias en el citoplasma (Rosario
et al. 2005).

El andlisis cuantitativo se realiz6 bajo el mismo procedimiento de infeccion que en la prueba cualitativa.
Sin embargo, en este estudio los cubreobjetos redondos no se colocaron en la base de cada pozo de la placa,
posterior a la adicion de lisozima (300 pg/ml) y gentamicina (100 pg/ml), se procedieron a lavar los pozos
con PBS 1x y se adiciond 1 ml de 0.1% (v/v) Triton X-100 en PBS por 10 min (Amresco, OH, USA), finalmente
se realizaron diluciones seriadas en placas con agar TSA para obtener el nimero de unidades formadoras de
colonias (UFC) (Xicohtencatl-Cortes et al. 2009). Las cepas de E. coli 1192 y E. coli K-12 HB101 fueron
utilizados como controles positivos y negativos, respectivamente, en ambos ensayos.
5.3 Ensayo para la produccion de toxinas en células Vero (células epiteliales de rifibn de mono verde
Africano).

La linea celular Vero fue cultivada en medio MEM suplementado con suero fetal bovino inactivado al
10% (SFB) (Gibco, USA), en botellas de T75cm? (Sarstedt, Numbrecht, GE) a 37°C en una atmdsfera de CO al
5%, con una confluencia de 2.5x10° cel/ml. Para el ensayo de infeccion se utilizé tripsina al 0.25% (inVitro,
Mexico, D.F.) y se crecieron las células en placas de 96 pozos para cultivo celular (Sarstedt).

Obtencion de las toxinas: Los aislados fueron sembrados en tubos con 5 mL de MEM (inVitro, Mexico,
D.F.) se incubaron a 37°C por 24 h en agitacion a 200 rpm. Las bacterias de cada uno de los aislados se
centrifugaron a 8,000 xg por 10 min y los sobrenadantes se recolectaron y colocaron en hielo. Cada uno de los
sobrenadantes fue filtrado con una membrana Millipore de 0.22 pm y se dividié en dos alicuotas: la primera se
congeld hasta su uso y la segunda se sometié a un tratamiento térmico (65°C/20 min), finalmente, todos los
sobrenadantes se congelaron hasta su uso.

En lo que respecta al ensayo de infeccion los sobrenadantes, se colocaron en hielo y medio MEM 2x
suplementado con SFB 5%, se realizan diluciones dobles de cada filtrado. Finalmente, se adicionaron 100 pL de
cada una de las diluciones realizadas por triplicado a cada uno de los pozos de la microplaca, que contenian las

células Vero. La microplaca se incub6 a 37°C por 48 h en atmosfera de CO, al 5%. Al término de la incubacion
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el medio fue desechado, y los pozos se lavaron con PBS 1x estéril, despues se fijo con metanol al 70%, se tifid
con Giemsa por 10 min. En este ensayo se utilizaron como control de toxinas termoestable y termolébil
Escherichia coli enterotoxigenica O78:H11 (ETEC) y para la produccion de verotoxinas se utilizd Escherichia
coli enterohemorragica O157:H7 ATCC 4076 (EHEC). E. coli K-12 HB101 se utiliz6 como control negativo

(Pagotto et al. 2003).

6. Formacion de biopeliculas.

Los aislados de Cronobacter spp. se crecieron en TSA (Oxoid, Basingstoke, England) durante toda la
noche y la formacion de biopeliculas fue determinada en placas de 48 pozos (Falcon, USA). Se adicionaron en
cada pozo 900 ul MEM suplementado con glucosa al 2%, posteriormente se inocularon 100 pL de la suspension
bacteriana ajustada al 0.5 del nefelometro de MacFarland (1.5 x10° UFC/ml) en cada pozo con medio. Las
placas fueron incubadas por 24 h a 37 °C. Las biopeliculas fueron fijadas con metanol absoluto y tefiidos con
cristal violeta al 1%, finalmente el cristal violeta fue solubilizado en 1 ml de etanol al 70%. La formacion de
biopeliculas se cuantifico con un espectrofotometro a 580 nm. Los experimentos se realizaron por triplicado

(Peeters et al. 2008).

7. Busqueda de genes asociados a virulencia descritos en el genoma de Cronobacter sakazakii BAA-894.
Las secuencias nucleotidicas y proteicas asociadas a virulencia en otras bacterias Gram negativas, y que

se encuentran disponibles en la Base de Datos de Factores de virulencia (http://www.mgc.ac.cn/VFs/), fueron

buscadas en el genoma de Cronobacter sakazakii ATCC BAA-894 (NCBI nimero de acceso CP.000783.1 en:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/MICROBES/microbialtaxtree.html). Aquellas secuencias proteicas que

tuvieron una identidad >60 u 80% y un contexto gendmico semejante, fueron consideradas para el disefio y

sintesis de iniciadores a través del programa Primer-BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-

blast/index.cgi?LINK LOC=BlastHomeAd).
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Los iniciadores fueron sintetizados en Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) (Tabla 3). La amplificacion de
cada uno de los genes potenciales se realizé con ADN total extraido de cada uno de los aislados de Cronobacter
spp. con el equipo comercial DNeasy®Blood y Tissue (QUIAGEN, Hilden, GE) en un volumen final de 25 pL:
en solucion amortiguadora 1x (Tris-HCI, pH 8.3), 1.5 mmol/l de MgCl,, 200 umol/l dNTPs, 0.5 pmol/l de cada

primer, 50 ng del DNA y 1 Unidad de Tag DNA polimerasa (Invitrogen).

Las condiciones para la amplificacion de los genes blanco se describen en la tabla 3. La amplificacion se
llevé a cabo en un termociclador GeneAmp, PCR System 9700 (Applied Byosystem, Foster, CA). Los productos
de reaccion se corrieron en un gel de agarosa al 1.5% para después ser tefiidos con bromuro de etidio (10 pg/ml)

y visualizados con luz UV.

Con la finalidad de corroborar que los productos amplificados correspondian al gen blanco se
seleccionaron algunos productos de PCR de aislados de Cronobacter spp. de cada uno de los origenes
analizados, se purificaron con QlAquick PCR purification Kit (QIAGEN), se secuenciaron y las secuencias
fueron comparadas con las disponibles en el GenBank usando el programa BLAST del NCBI. Durante el
analisis, se utilizo Cronobacter sakazakii ATCC BAA894 como control positivo y otros microorganismos como
Escherichia coli, Salmonella spp., Shigella disenterae y Enterobacter cloacae, se utilizaron como controles

negativos. Asi también, el ARNr 16S de todos los aislados se utilizd como control interno.
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deteccion de los genes potenciales de virulencia en las diferentes especies de Cronobacter.

Gen Secuencia 5’-3’ Blanco Condiciones de la PCR
94 °C-3 min
cpaF  CTAGGGCGATGATAGCTGCCTCCG ESA pESA03005434 30 ciclos:
6001-7016 94 °C-30s; 62 °C-30s;
(1,015 pb) 72 °C-1 min
cpaR  CTAGGGGGAACAGCCACGAGGAAA Elongacion final
72 °C-10 min
94 °C-3 min
30 ciclos:
hly F CTAGGGTAACGGACTGTCACAGAT ESA 00432 94 °C-30s; 52 °C-30s;
409290- 410170 72 °C-1 min
(880 pb) Elongacion final
hly R CTAGGAAGAAGCGTAAGCGTCTGA 72 °C-10 min
94 °C-3 min
30 ciclos:
sip F CTAGGCAAAAGAATCGACAAAGGG ESA 03485 94 °C-30s; 57 °C-30s;
c3431208-3432142 72 °C-1 min
(934 pb) Elongacion final
sipR CTAGGTTGTTGTCTTTATCCGTTC 72 °C-10 min

(cpa) gen activador del plasmindgeno; (hly) gen de la hemolisina y (sip) gen de la proteina del sideroforo.
F:Forward; R: Reverse.
8. Analisis estadistico.

Las pruebas de Games-Howell o Sheffé fueron aplicadas como pruebas de comparacion multiple cuando
heterocedasticidad (heterogenidad de las varianzas de las variables dependientes en ambos grupos) u
homocedasticidad (homogenidad de las varianzas de las variables dependientes en ambos grupos) fueron

detectadas, respectivamente, después del analisis de varianza (ANOVA).
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VIII. RESULTADOS
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1. Caracterizacion fenotipica de Cronobacter spp.
1.1 Identificacion bioquimica (biotipos).

En los aislados mexicanos se identificaron cuatro de las cinco especies descritas para Cronobacter,
representadas en los biotipos 1, 2, 5, 6, 12 y 15 (Tabla 4) descritos previamente por Iversen et al. (2007). La
mayoria de las especies de Cronobacter spp. fueron capaces de incorporar el sustrato 5-bromo-4-cloro-3-indolil-
a-D-glucopiranosido (XaGlc), cuando se crecieron en agar DFI. Dicho resultado, pone de manifiesto a la enzima
a-glucosidasa, produciendo colonias verde-azules en el medio, con excepcion de los aislados identificados como
C. muytjensii. Los 15 aislados mexicanos desarrollaron colonias de color amarillo en TSA, a diferencia de los
aislados controles en los que en cuatro de éstos no se observé dicha produccion. La ratificacion de cada una de
los aislados proporcionados por la Dra Iversen, se realizé como control interno (Tabla 5).

Tabla 4. Identificacion fenotipica con base en los biotipos de los aislados mexicanos.

No de

aislado Especie VP MR NO, Orn Mot Ino Dul Ind Malo Gas AMG Biotipo
731 C. sakazakii + - + + + + - - - + + 1
79 C. sakazakii + - + + + - - - - + + 2
857 C. sakazakii + - + + + + - - - + + 1
867 C. sakazakii + - + + + + - - - + + 1
242 C. malonaticus  + - + + + + - - + + + 5
245 C. malonaticus  + - + + + + - - + + + 5
315 C. malonaticus  + - + + + + - - + + + 5
249 C. dublinensis + - + + + + - + - + + 6
293 C. dublinensis + - + + + + - + - + + 6
784 C. dublinensis + - + + + + - + - + + 6
958 C. dublinensis + - + + + + - + - + + 6
970 C. dublinensis + - + + + + - + - + + 6
131 C. dublinensis + - + + + + - + + + + 12
13 C. dublinensis + - + + + + - + + + + 12
169 C. muytjensii + - + + + + + + + + - 15

VP: Produccion de acetoina, MR; Rojo de metilo; NO,. Produccion de nitritos; Orn: Ornitina; Mot: Movilidad; Ino; Inositol; Dul:

Dulcitol; Ind: Indol; Malo: Malonato; Gas: produccion de gas y AMG: produccion de &cido a partir de a.-metil-D-glucosidasa.
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Tabla 5. Perfiles bioquimicos identificados en los aislados de Cronobacter spp., proporcionados por la Dra

Iversen.
No de Especie Pigmento VP MR Orn Mot 1Ino Dul Ind Malo Gas AMG Biotipo
Aislado
464 C. dublinensis + + - + + + - + + + + 12
515 C. dublinensis + + - + + + - + - + + 6
797 C. genomospecies + + - + + + + - + + + 16
CFS237 C. dublinensis + + - + + + - + + + + 12
736 C. sakazakii + + - + + + - - - + + 1
601 C. sakazakii + + - - + + - - - + + 4
604 C. sakazakii + + - + + + - - - + + 1
791 C. dublinensis + + - + + + - + + + + 12
793 C. muytjensii + + - + + + + + + + - 15
796 C. sakazakii + + - + + + - - - + + 1
823 C. sakazakii + + - + + + - - - + + 1
824 C. sakazakii + + - + - + - - - + + 3
825 C. malonaticus - + - + + - - - + + + 9
827 C. sakazakii + + - + + + - - - - + 7
828 C. sakazakii + + - + + + - - - + + 1
829 C. malonaticus - + - + + - - - + + + 9
901 C. sakazakii - + - + + + - - - + + 1
902 C. malonaticus - + - + + - - - + + + 9
23827 C. turicensis + + - + + + + - + + + 16
602 C. sakazakii + + - + - + - - - + + 3
603 C. muytjensii + + - + + + + + + + - 15
750 C. sakazakii + - + + + + - - - + + 13
798 C. dublinensis + + - + + + - + + + + 12
799 C. dublinensis + + - + + + - + + + + 12
826 C. malonaticus + - + + + + - - - + + 13
830 C. sakazakii + + - + - + - - - + + 3
899 C. sakazakii + + - + + + - - - - + 7
900 C. sakazakii + - + + + + - - - + + 13

VP: Produccidn de acetoina, MR: Rojo de metilo; Nit: Nitratos; Orn: Ornitina; Mot: Movilidad; Ino; Inositol; Dul: Dulcitol;

Ind: Indol; Malo: Malonato; produccion de gas; AMG: produccion de 4cido a partir de a-metil-D-glucosidasa.
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1.2 Prueba de la susceptibilidad a los antibioticos evaluados.

Los resultados de susceptibilidad en los aislados de Cronobacter spp. evaluados por el método de
difusion en disco de Kirby-Bauer, mostraron que el 28% (12/43) de los aislados fueron resistentes a cefazolina,
encontrandose en: C. sakazakii (aislados: 784, 824 y 827), C. malonaticus (aislado 315), C. dublinensis
(aislados: 515, 464, 791y 799), C. muytjensii (aislados: 169 y 793) y C. turicensis (asilado 3032). Solamente se

observo la resistencia a dos antibioticos (cefazolina y ampicilina) en un aislado de C. malonaticus (aislado 242).

2. Identificacion mediante métodos moleculares.
2.2 Deteccion del gen ompA mediante PCR.

El 98% (42/43) de los aislados previamente identificados como Cronobacter spp. amplificaron un
producto de 469 pb que correspondia al gen ompA, la Unica especie en la cual no se detecto este gen fue en C.
turicensis ATCC 23827. Para verificar la especificidad en la deteccion de Cronobacter se trabajé con el ADN
gendmico de Enterobacter cloacae, Escherichia coli K12, Shigella flexnerii, Klebsiella pneumoniae y

Citrobacter freundii, ninguna de éstas mostro el amplificado esperado para dicho gen.

2.2 Secuenciacion del gen ARNr 16S.

La secuenciacién del ARNr 16S, sélo se realizé en los aislados mexicanos, con la finalidad de
corroborar los resultados obtenidos en la caracterizacion fenotipica (biotipos) y se encontr6 una correlacion del
100% en las especies identificadas con las secuencias obtenidas a partir del ARNr 16S, respecto a las
identificadas mediante pruebas bioquimicas. Los porcentajes de identidad que se encontraron en cada una de las

secuencias analizadas oscilaron entre el 91 y 99% (Tabla 6).
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Tabla 6. Especies y biotipos identificados en los aislados Mexicanos de Cronobacter spp. mediante pruebas

bioquimicas y secuenciacion del ARNr 16S.

Aislado Especie Biotipo Identidad encontrada por la secuenciaciéon
del 16S rRNA

245 C. sakazakii 1 C. sakazakii HDTL-01 (99%)
731 C. sakazakii 1 C. sakazakii ATCC 29544 (99%)
79 C. sakazakii 2 C. sakazakii E328 (99%)
857 C. sakazakii 1 C. sakazakii ATCC BAA-894 (99%)
867 C. sakazakii 1 C. sakazakii ATCC BAA-894 (99%)
242 C. malonaticus 5 C. malonaticus E825 (99%)
315 C. malonaticus 5 C. malonaticus E755 (99%)
249 C. dublinensis 6 C. dublinensis E798 (99%)
293 C. dublinensis 6 C. dublinensis E791 (91%)
784 C.dublinensis 6 C. dublinensis E798 (99%)
958 C. dublinensis 6 C. dublinensis E798 (99%)
970 C. dublinensis 6 C. dublinensis E798 (99%)

131 C. dublinensis 12 C. dublinensis E798 (99%)
13 C. dublinensis 12 C. dublinensis E798 (99%)
169 C. muytjensii 15 C. muytjensii E603 (99%)

3. ldentidad clonal

La macrorestriccion del ADN gendémico de las especies de Cronobacter con la enzima Xbal mostro
patrones de 6 a 15 fragmentos de ADN, con un rango de 48.5 a 630.5 Kb. De acuerdo al programa GelCompar 11
los aislados se agruparon con base en su patron de bandeo en 32 pulsotipos. Cuatro grupos fueron observados
por PFGE, el grupo A incluy6 15 pulsotipos de C. sakazakii, el grupo B albergd cinco pulsotipos de C.
malonaticus, el grupo C se formo con ocho pulsotipos de C. dublinensis y el grupo D constd de dos pulsotipos
de C. muytjensii (Figura 4). Los dos pulsotipos restantes correspondieron a C. turicensis y C. genomospecies
(Tabla 7). Los resultados obtenidos mostraron que las especies de Cronobacter spp. son un grupo heterogéneo,

independientemente de la fuente de aislamiento y el origen geogréfico.
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Dice (Tol 3.0%-3.0%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]

ECP ECP
A
8. B e 8 R R 8 8 8 8 § Isolate Specie Pulsotype
| | | | | ”ll ||| 830* C. sakazakii 1
LTI ITT s02% . sakazakii
| | | | | | | | | 899* C. sakazakii 2
| | | | | || || 604* C. sakazakii 3
| | | | | | || | 901 C. sakazakii
|| |||||| |||| | | 857 C. sakazakii 4
181 = Spevesvy
— | | | | || ||| | | | T823* C. sakazakii 5
,_ | || || ||| | ||| 827* C. sakazakii 6
| ||| | | || | || 796* C. sakazakii
| " | | | | |||||| | 900* C. sakazakii 7
I e [T T 79 C. sakazakii 8
||| ||| |||||||| I ”” |||||| T750* C. sakazakii 9
731 C. sakazakii 10
—’_‘ R C. sakazakii 11
([T ] | || __828*  c.sakazakii 12
M1 1 _736* C. sakazakii 13
| | | | | | | T601* C. sakazakii 14
0 1 | 824* __ C. sakazakii 15
g R 2885580
| | | | | | | | | 829* C. malonaticus 1
B | | ” | | | | | 245 C. malonaticus 2
| | | ” | | | | | 902* C. malonaticus 3
| | | | | | | | | | | | | 315 C. malonaticus 4
{ | | | | | | | | || | | T825* C. malonaticus 5
|| | | | ||| | | | || || 242 C. malonaticus
2228 2 8
c N - 798% C. dublinensis 1
{ E N I I O 131 C. dublinensis
L T R A O I 293 C. dublinensis 2
H ‘ ‘ ‘ ‘ H ‘ ‘ ‘ ‘ 13 C. dublinensis
‘ H ‘ ‘ H ‘ H ‘ ‘ 249 C. dublinensis 3
IR 784 C. dublinensis
T I U | 1R O TV C. dublinensis 4
‘ “ \ ‘ ‘\ ‘ ‘\ \‘ \ ‘\ ‘ } ‘ 515* C. dublinensis 5
799* C. dublinensis 6
{ ‘ ‘ H H \ \ \ \ \ 791* C. dublinensis
[ [l [ ]]] | | TCFs237*  C.dublinensis 7
{ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ \ \ 958 C. dublinensis
‘ \ \ \ \ \ \ 970 C. dublinensis 8
°
(=] o o o
S S N T
{ | | |I | | | | || | T603* C. muytjensii 1
D | | . | | | | | || | 169 C. muytjensii
LT P TIHT zesx c. muytiensii 2

Figura 4. Grupo representativos de los patrones de PFGE en las especies de Cronobacter. El
dendograma fue obtenido por el analisis con el coeficiente de similitud DICE y UPGMA. (A) Grupo de C.
sakazakii, (B) grupo de C. malonaticus, (C) grupo de C. dublinensis y (D) grupo de C. muytjensii. *Aislados

donados por Ph.D. Iversen. ":Cepa tipo.
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4. Caracteristicas asociadas a virulencia.
4.1 Capacidad de adherencia en células HEp-2 (células de carcinoma humano laringeo).

Para evaluar la capacidad de adherencia de las diferentes especies de Cronobacter en células HEp-2 se
utilizaron ensayos cualitativos y cuantitativos. ElI 86% (37/43) de los aislados de Cronobacter mostraron
adherencia a células HEp-2, observandose patrones descritos en E. coli como adherencia agregativa, difusa y en
algunos aislados se identificaron patrones mixtos de adherencia (Figura 5). Para este tipo de ensayo se utilizaron
como controles positivos EPEC 0127:H6 (E-2348) adherencia tipo localizada, EAEC 042 adherencia agregativa

y DAEC 82525 adherencia difusa. E. coli K-12 HB101 se utilizé como control negativo.

Figura 5. Adherencia cualitativa de las especies de Cronobacter en células HEp-2. Las micrografias de
microscopia de luz, muestran algunas de las especies de Cronobacter spp. que fueron capaces de adherirse a la
linea celular HEp-2 después de tres horas de incubacion a 37°C. (A) C. sakazakii (823), (B), C. malonaticus
(829), (C) C. dublinensis (798), (D) EAEC 042, (E) EPEC O127:H6 (E-2348) y (F) células HEp-2 sin infectar.

Las flechas indican las bacterias que estan adheridas a las células HEp-2. Aumento total 100x.
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El ensayo cuantitativo de adherencia mostré que los aislados de Cronobacter spp. en células HEp-2
fueron capaces de adherirse en diferentes niveles que van desde 20 x 10* hasta 403 x 10* UFC/ml; de los 37
aislados de Cronobacter spp. con capacidad de adherirse a esta linea celular 11 mostraron valores de adherencia
mayores a los que se encontré en la cepa de referencia E. coli 042 (EAEC) 137 x 10* UFC/ml (Figura 6).
Resulté de interés que los aislados de Cronobacter spp. con altos valores de adherencia provenian
principalmente de muestras humanas. Sin embargo, cuando la capacidad de adherencia fue comparada entre las

especies no se encontraron diferencias significativas (Shaffe p>0.05).

Figura 6. Adherencia cuantitativa de las 43 especies de Cronobacter spp. La capacidad de adherencia
entre las especies de Cronobacter se represent6 por diferentes valores de UFC/ml, siendo el aislados 829, el que
mostré el valor méas alto de adherencia y que se aislé de un hemocultivo. Los datos fueron expresados con base

en el promedio obtenido de los triplicados. Las barras de error representan la desviacién estandar.
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4.2 Capacidad de invasion en células HEp-2 (células de carcinoma humano laringeo).

Se disefiaron ensayos de proteccion de gentamicina para evaluar cualitativamente y cuantitativamente, la
capacidad de las especies de Cronobacter spp. para invadir la linea celular HEp-2. Los resultados del ensayo
cualitativo mostraron que C. sakazakii, C. dublinensis, C. muytjensii y C. malonaticus fueron capaces de invadir

la linea celular HEp-2 (Figura 7).

\ ; _- ik : -'!e.;_ ’ igd

|
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Figura 7. Capacidad de invasion a células HEp-2 por las especies de Cronobacter. Micrografias de
microscopia de luz después de 3 h del proceso de infeccion en la linea HEp-2. (A) C. sakazakii (823), (B) C.
sakazakii (601), (C) E. coli 1192 (control positivo) y (D) células HEp-2 sin infectar. Las flechas indican a las

bacterias que penetraron al citoplasma de la célula HEp-2. Aumento total 100x.

El andlisis cuantitativo mostré que el 35% (5/43) de los aislados fueron invasivos, de éstos, siete se
identificaron como C. sakazakii, cuatro correspondieron a C. malonaticus, tres a C. dublinensis y un aislado a C.
muytjensii (Figura 8). Las frecuencias relativas de invasion fueron determinadas al contar el nimero de
bacterias viables en presencia del antibi6tico entre el nimero de bacterias viables en ausencia del antibidtico.
Diferentes niveles de frecuencia relativa de invasion se observaron en C. sakazakii (0.028 - 0.30%), C.
muytjensii (0.19%), C. malonaticus (0.018 - 0.046%) y C. dublinensis (0.008 - 0.049%). E. coli 1192 se utiliz6

como control positivo (0.55%) (Figura 8).
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De acuerdo con los valores obtenidos en la frecuencia relativa de invasion, C. sakazakii fue
aparentemente la especie que mostré mayor eficiencia en el proceso de invasion a las células HEp-2, sin

embargo, no se encontrd diferencia significativa entre las especies (Sheffe, p>0.05).

Figura 8. Frecuencias relativas de invasion en los 43 aislados de Cronobacter spp. Diferentes niveles de
frecuencia de invasion se observardn en los aislados en estudio, siendo C. sakazakii (79) aislada de leche de soya
la que mostrd6 mayor eficiencia de invasion. Los datos fueron expresados con base en el promedio obtenido de

los triplicados. Las barras de error representan la desviacion estandar.

4.3 Efecto citopatico en células Vero (células epiteliales de rifibn de mono verde Africano).

El 16% (7/43) de los aislados originaron efecto citopatico en la linea celular en estudio, encontrandose
un mayor efecto en los filtrados que no fueron sometidos al tratamiento térmico, sugiriendo la presencia de una
toxina termolabil, con excepcién de dos aislados en donde el efecto citopatico se identifico en ambos filtrados

(tratado y no tratado), asocidndose a la presencia de una toxina termoestable (Figura 9).
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Las especies que mostraron efectos en la linea celular en estudio correspondieron a C. sakazakii
(aislados 857 y 867), C. malonaticus (aislados 242 y 245), C. muytjensii (aislado 169), C. dublinensis (aislado
13) y C. genomoespecies (aislado 797), el origen de estos aislados corresponden a muestras de origen humanas y

ambientales.

Figura 9. Efecto de los filtrados de los cultivos de Cronobacter spp. en las células Vero. Micrografias
de microscopia de luz después de 48 h de infectar las células Vero con el sobrenadante filtrado de los cultivos de
las diferentes especies de Cronobacter. (A) C. sakazakii (857), (B) C. muytjensii (169), (C) C. malonaticus
(242), (D) ETEC 0127:H6, (E) EHEC 0157:H7, (F) célulasVero sin infectar. Tincion Giemsa. Aumento total

40x.

5. Capacidad de formacion de biopeliculas en placas de poliestireno.
El 26% (11/43) de los aislados de Cronobacter fueron capaces de formar biopeliculas en superficies

abidticas. De éstos, cuatro (36%) correspondieron a C. malonaticus y en el mismo porcentaje (36%) se encontrd
en los aislados identificados como C. dublinensis. Un dato interesante de estos resultados fue el que un aislado
identificado como C. malonaticus (315) presentd hiperadherencia al poliestireno, mostrando valores dos veces
por arriba del control positivo. E. coli K-12 y enteroagregativa E. coli O42 que fueron utilizadas como controles
negativo y positivo, respectivamente (Figura 10). Sin embargo, no se encontr6 diferencia significativa en la

capacidad de formar biopeliculasentre las diferentes especies (Games-Howell, p>0.05).
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Figura 10. ldentificacion de la produccion y cuantificacion de biopeliculas en los 43 aislados de
Cronobacter spp., mediante la retencion de cristal violeta, lecturas obtenidas a 580 nm. Los datos fueron
expresados con base en el promedio obtenido de los triplicados. Las barras de error representan la desviacion

estandar.

6. ldentificacion y deteccion de genes putativos de virulencia en los aislados de Cronobacter spp.

El genoma de C. sakazakii ATCC BAA-894 (aislado 823) fue estudiado mediante un andlisis
bioinformatico, para la busqueda de genes putativos de virulencia que pudieran estar involucrados en la
patogénesis de la bacteria. Se identificaron tres genes potenciales de virulencia con base en su contexto
genodmico y la identidad que guardaron con relacion a la secuencia proteica descrita en otras bacterias patogenas.
El primer producto que se identificd, codifica para el gen ESA_03485, mostro un 67% de identidad con proteina
de sideroforo (Sip) de E. coli O127:H6 (Figura 11); el segundo producto, codifica para el gen ESA 00432,
mostré un 90 % de identidad con hemolisina tipo 111 (Hly) de E. coli O157:H7 (Figura 12); el tercer producto
que codifica para el gen ESA_pESA3p05434, mostrd un 67% de identidad con el activador de plasmin6geno
(Cpa) de Yersinia pestis (Figura 13) y en el mismo porcentaje con las cadenas que constituyen esta proteina en

Yersinia pestis (Figura 14).
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E.colisM5-3-5 ——MNNSPRYPQEVENDLRFRELTVLREVERI SAGFQRIVLGGEALDGFISRGFDDHSKELFF 58
E.coli0l27_Hé —-MNNTPRYPQREVENDLRFRELTVLRVERI SAGFQRIVLGGEALDGFT SRGFDDHSELFF 58
E.cloacae -—-MASTRYPQRVENDLRFRELNVLRTERVIAGFQRIVLESE “LEEFESREF??HIK%TF 57
E.aerogenes MITIEQTEY PQRVENELRFRELTVLRIERIGQAFQRIVLGEEALDEFVSQEFDDHTELFF &0
E5R 03433 -MMNOT T OFFEVENELRFREI TV LESEEVSG-FQRIVEGGLE L“EFISREF?JHIR FF 58
C.turicensis -MMNOT TR PEVENALRFREITVLESERI SG-FQRLVEFGGDALAGFSSRGFDDHIEVEF 58
-I!++}+! !!}!illiil **.. ko w *.**.** kk Hokkkkk Kok
E.coliSM5-3-5 PQPDAHFVEFTVIEEGIVWE ““R:?ERﬁfI LYDELRHELATIDFFIHDGEVASGWAMOR 118
E.coli0l27_Hé PQPGTHFVEFTVIEEGIVWEEG PSEDYIPLYDELEHELATDFFIHDGGVASGWAMORE 118
E.cloacae FAPGITFVEFVVILEG Iﬁﬁt?““ L PQARDYTPLYDDEKHELALDFFVHDGGIASNWAVER 117
E.aerogenes BQAGSVFIPFEVIDEGINWG ATEDYTPLYDAERHELAYDFYIHDEEIASEWALER 120
ESR 03485 BQDEL EEVILEG Ifﬁ1h]JR: SEDYTFLFDEASQQLTIDFYVHERAGVASDWAVAR 118
C.turicensis BQDEAPFVEFDVIDDGIVWAGDVEEFESRDYIPLFDEARQULT IDFYVHESGVASDWAVAR 118
* vk kEk kkaakdk ok L kE rkukhkdkak rakr hkvaoks kekk khkr &
E.colisM5-3-5 KPGDELIVAGPRGSLVVEPEDYRYQLYVCDESGMPALRRRLETLSKLAVEPVSALVSVED 178
E.coli0l27_Hé F GDELTVAGPRES EDYAYQLYVCDESGMPALRRRLETLSKLAVEPVSALVSVED 178
E.cloacae TGDELTIGGERES FEDYAWQLYVCDESGMPALRRRLEGIAKLEVEPATHATVIWVGED 177
E.aerogenes H\-._DII_#IE—C—?RE—S EDYAWQLYVCDESE ?iLRRRLLcLRQL:;I?QﬁIAI?T?AD 180
ESL 03485 KPGDILCIGEPRGSLVVREDY AW LYVCDESGMPALRERLEATRTQRAKEVIVEATVIVAD 178
C.turicensis (PEDTLCIGGERGILVVEEDYAWQLYVCDESGMEFALERRLEALRAQAKEVIVIAIVIVED 178
++I+ :I!}!}!!}!!}!i!Ii!!}!i}!}!!}!!}!i : . : }:!:! *
E.coli3M5-3-5 HACQDYLAHLDGFNIEWLE-HDEQRAVDART.AQMOT PADDYFIWI TGEGEVVENLSERFEL 237
E.coli0l27_H& HﬂqufL AHL.DGFNIEWLA-HDEQAVDART.AOMOT PADDY FIWI TGEGEVVENLSERFER 237
E.cloacaee AAYEDYLAHLSGFNI TWVIGHNEQRVADHLARTAVEEEDYFIWLT GEGEVVERLSRQFEN 237
E.aerogenes ASYEDYLADLDGFN I EWVVGHN EAFVAERLAGVEVESEDYFIWLT GEGEVVESLLARFEE 240
E5R 03485 ATEGYLAHLGEFNT WV IGHDAAVEAKTL.AR T TVEEDDYYLWITGEGKVVERLSERFEG 238
C.turicensis A LEGYLSHLEDFN LWV EHIV AVEEK AR T TVEQDDYYLWI TGEGKVVERLSERFEG 238
L RE e ow hdke ko & * rhk . vk rhkEcckedkhkk dEkE K & &
E.coli3MS5-3-5 EQYDPQRVERARLYWHRE 254
E.coli0l27_HE EQYDPQRVERARLYWHRE 254
E.cloacae LIDFJLVEASAYWHRE 254
E.aerogenes BSIDQULVESQRYWHSE 257
E5R 03485 -EVDPQLMERRRYWHSE 254
C.turicensis -REVNEPQLMERRRYWHSE 254

* orke kkkdek

Figura 11. Alineamientos de la secuencias proteica de C. sakazakii ESA 03485, correspondiente a la
proteina de siderdforo, con las secuencias proteicas de otros patdgenos. Se encontré identidad con Cronobacter
turicensis (92%), Escherichia coli SMS-3-5 (67%), E. coli O127:H6 (67%), Enterobater cloacae (66%) y
Enterobacter aerogenes (63%). Andlisis realizado con el programa ClustalW2. (*): Amino&cidos idénticos; (.):
indica conservacion en el grupo pero con propiedades débilmente similares y (:) indica conservacion en el grupo

pero con propiedades fuertemente similares.
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ESnh 00432 PLLAGYSLAEETANSISHEIGLVEGIVGLVLLLVQEVDSNASATATITSYSLYGES 60
C.sakazakiiE&93 LLAGEY SLAEEIANSISHEIGLVEFGIVELVLLLVQRAWVDSNASATATITSYSLYGEES 60
C.turicensis MVEKPLLADGY SLAEEIANSISHEIGLVEFGIVELVLLLIQAVDSNASATATTSYSLYGEES 60
C.koseri MV OHPLIAGY SLAEEIANSISHEIGLVEGIVELVLLLVQAVDANASATATITSYSLYGES 60
K.pneumoniae .f‘v"F‘.[‘:'LII Y SLAEEVANSISHGIGLVEGIVEGLVLLLWVQAVDTHNASATATITSYSLYGES 60
E.coli0l57_HT7 MVOKPLIKQGY SLAEETANSVSHEIGLVEFGIVELVLLLVQRAVDLNASATATITSYSLYGES &0
S.boydii M "‘h LIKQGY SLAEEIANSVSHEIGLVEFGIVELVLLLVQAEVDLNASATATITSYSLYEES 60
hhkahkhks hhkhkhhhdhkrhhhohhkhhdhhhhhkhhhhhh ko hhhd hhkhd dhkhdhhdhihh
ESA 00432 MILLFLASTLYHAIFHARAKTWLEKFDAHCATIYLLIAGTYTEFLLVGLESSLAHRGLMIVIW 120
C.sakazakiiE&93 MILLFLASTLYHATPHARRKTWLEKFDHCATYLLIAGTYTPFLLVGLESSLAHGLMIVIW 12
C.turicensis MILLFLASTLYHATPFHARAKIWLKKFDHCATYLLIAGTYTFFLLVELESFLAHGLMVVIW 12
C.koseri MILLFLASTLYHATFHQRAKIWLEKFDHCATYLLIASTYTEFFLLVELDSFLARSGLMIVIW 12
K.pneumoniae MIMLFLASTLYHATFHQRAKOWLEKFDHCATYLLIAGTYTPFLLVEGLNSFLAKGLMIVIW 12
E.coliQl57_HT MILLFLASTLYHATIFHQRAFMWLEKFDHCATIYLLIAGTYTFFLLVGLDSFLARGLMIVIW 12
S.boydii MILLFLASTLYHAIFHQEAKMWLEKFDACAIYLLIAGTYTFFLLVGLDSFLARGLMIVIW 120
de ke w e ke e ok e e ke e ke ke e ke ok & & & kkhhkdhhhkdhddhhkdhdhhddbhdhdbdhhhddhhd & ddesdddkodkdk
ESn 00432 SLALLGILFELT IAHRFEVLSLVIYLTMGWLSLVV I YQMVMHLAPGSVILLARGEITIYSL. 180
C.sakazakiiE&93 SLALLGILFELIT IAHRFEVLSLVIYLTMGWLSLVVIYOMVMELALE GEIIYSL 18
C.turicensis GLALLGILFELT IAHRFEVLSLVI YLIMGWLSLVVIYOMVMHLAPASVILLARGEITYSL. 18
C.koseri SLALLGILFELT IAHRFEVLSLVIYLTMGWLSLIVVYQLATHLARGEVILLAVEEVVYSL 18
K.pneumoniae SLALLGILFELIIAHRFEILSLVIYLTMGWLSLIVVYQLAVKLAVEEVILLAVEEVVYSL 18
E.coliQl57_HT SLALLGILFELIIAHRFEILSLVIYLAMGWLSLVVIYEMAVHLARGSVILLAVEEVVYSL 18
S.boydii SLALLGILFELIT IAHRFEILSLVI Y LAMGWLSLVVIYEMAVKLARGSVILLAVGEVVYSL 180
JEEEE kR dkk sk bk bbbk kkkkkkaokaokaw wkkk oo EEEERE kkoa owkkk
ESL 00432 GVIFYVCERIEFYNHAIWHGFVLGESVCHFLATYLYIR—— 217
C.sakazakiiE&93 GVIFYVCEEIFYNHATIWHEFVLGESVCHFLATYLYIR-—- 217
C.turicensis GVIFYVCERIFYNHATIWHSFVLGESVCHFLATYLYIR-- 217
C.koseri GVIFYVCERIFYNHATWHEFVLGESVCHFLATYLYVED 219
E.pneumoniae GVIFYVCERIFYNHATWHSFVLGESVCHFLATYLYVERS 219
E.colill57_HT GVIFYVCERIFYNHATW -IC— VILGESVCHE, _—;I')‘_’T_')‘_’IC—QA 219
S.boydii GVIFYVCERIFYNHAIWHGEFVLGEGSMCHFLATYLYIGRR 219
khkkkhhkhkkohhhhdddhdhhhhhhhdka

kkkkkkkkdk

Figura 12. Alineamientos de la secuencia protéica de C. sakazakii ESA 00432 con las secuencias
proteicas identificadas como hemolisina tipo 111 en el gendma de otros patdgenos. Se encontré identidad con la
secuencias de C. sakazakii E899 (99%), Cronobacter turicensis (96%), Citrobacter kroseri (90%), Klebsiella
pneumoniae (89%), E. coli O157:H7 (90%) vy Shigella boydii (90%). Analisis realizado con el programa
ClustalW2. (*): Aminoécidos idénticos; (.): indica conservacion en el grupo pero con propiedades débilmente

similares y (:)indica conservacion en el grupo pero con propiedades fuertemente similares.
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E.cloacas MIENIVAGMMMA L F SRV Y AGSMAI PFDFSEESLSVSASAGMLSGHSHEMVYDEVIGRET 60
K.pneunoniae MNKSTIA-IMMAMLSGTAYADSTQLI ENFSEESVIVST SAGMLSGHSHEMVYDTGTGREY 59
Y.peatis MEKSSIVATIITILSGSANARSSQLIENISEDSFTVALSTGMLSGHSHEMLYDRETGRET &0
5. Typhimurium MEKHA TR VMM I AV FSESVYRAESALFI FDVSEDSVITSLSVEVILNGKSRELVYDTDTGREL 60
pESASPO5S434 00— MLAGESKEFVYDSSTERET 19
:! !:}:}::}! !!}!:
E.cloacae SOLDWEIENVAILEGDI SWDAY SFLTLNARGWI SLASGSGHMDDYDWMMNAKDSSWIDHSS 120
K.pneuncniae SOLDWEIENVAILEGDI SWDAY SFLTLNARGWI SLASGAGHMDDYDWMDNQSGWIDHSS 119
Y.pestis SOLDWEIENVAILEGDI SWDPY SFLILNARGWI SLASGSGNMDDYDWMNENQSEWTDHSS 120
5. Typhimurium SOLDWEIENVATLOGDLSWEFY SFMT LDARGWI SLASGSGHMVDHDWMSSEQPGWIDRST 120
pESA3p05434 SOLNWEIENNLI LEGIVSWDAWEF LI LNARGWI TLSSGNGHMEDY DWEEDQSHWIDRSE 79
*’*.***** iliiliill:li:ii:!*iifli * % !:! }:!} . .*. }!9:9
E.cloacas HEA TNV Y ANE ¥ DL VEGW I FQGDN YKL GV T AGYQETRFSWIATGESYNYDNGTNIGNEE 180
K.pneunoniae HESTHNVNYLNE FDLNAKGHV TWEHIF._’-;:’\-'VZ‘.C YOETRFSWIATGGSYNYDNGLYTZEFE 179
Y.peatis HEATNVNHLNE ¥ DLIVE) EI\'LL"‘CJEIIfEL-;EII GYQETRFSWIATGGSYSYNNGLYTGNFE 180
5. Typhimurium -1“ DT SVHYANE Y DLNVEGWLLYGDNYERGVTAGYQETRFSWIARGGSY I YDNGRYIGNFE 180
pESASp05434 HEDT DLNYANE ¥ DL LEGWVLEGDDYEW ET\”‘ FYQQTRFSWIAYGGSFNYANGNDWVESFE 139
& !I:i:iii:iii ***.::.:.** !: !}!!I+}++§+! !!} * kK !I+}
E.cloacae AGERGIGY SQRFSMPYIGLAGYYRFNDFEFNALFEF SDWVEAHDNDEHYMEDLTFREETS 240
K.pneuncniae AGERGIGY SQRFSMPYIGLVEYRINDFEFNALFEFSDWVEAHDNDEHYMEDLTFREETT 239
Y.pestis EGVEVIGYNQRFSMPY IGLAGRYRINDFELNALFEFSDWVEAHDNDEHYMRDLTFREETS 240
3. Typhimurium HGVRGIGYSQRFEMPYIGLAGDYRINDFECHVLFKY SDWVHAHDNDEHYMRELTFREETE 240
pESA3p05434 NGEARGIGY QQEY SMEY IGLTEYRYQDFEVHAQFEF SDWVIAKDNDEHYMEDLTFREERN 199
EI ***.’: : I}!*}**IQI!Q I!}* *. !9:99}! *:*****’**.**’***:
E.cloaces DERY YGRSV DAGY YV I PN AV FREFTY SSYEEGEGGTQIIDTNIGESGS IGEDRALEISHE 300
K.pneumoniae SERYYGISIDAGYYVIPNAKVFAEFTY SKYEEAKGGTQIIDTNSGESASIGEDRALGISHE 299
Y.pestis GIRYYGTVINAGYYVT PNAKVFAEFTY SKYDEGKR IQIIjF:[-IqC—:lE"\-EIC—C— BAGISNE 300
5. Typhimurium H3RYYGARSIDAGYYITSNAKI FREFAY SKYEEGEGGTQIIDKT SGDTAYFGGDRAAGIANH 300
pESA3p05434 DRy Y GLAVDAGYYVLENTKLFAEFSYNEYEEGESGTOMINNATG IQFEI."I GDRAGLONE 259
I}}!}! ::}!!}I I!:!:}!!}:!I *:*.*.***.*.. :! : !}!!} !I
E.cloacae NYTITAGLOYRF 312
K.pneumoniae NYTITAGLOYREF 311
Y.peatiz NYTVIAGLOYRF 312
5. Typhimurium NYTVIAGLOYRF 312
pESA3p05434 NYTITRGLOYRF 271

hkd s kdhkdkhkkhk

Figura 13. Alineamientos de la secuencia proteica de C. sakazakii pESA3p05434, correspondiente a un
activador de plasmindgeno putativo, con las secuencias proteicas identificadas como activadores del
plasmindgeno en el genéma de otros patogenos. Se encontrd identidad con la secuencias de Enterobacter
cloacae (72%), Klebsiella pmeumoniae (70%), Yersinia pestis (67%) y Salmonella Typhimurium (64%). Analisis
realizado con el programa ClustalW2. (*): Amino&cidos idénticos; (.): indica conservacion en el grupo pero con
propiedades débilmente similares y (:)indica conservacion en el grupo pero con propiedades fuertemente

similares.
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ChainC ASSQLIEPNISEDSFTVARSTGMLSGKSHEMLYDAETGREI SOLOWETENVATILEGDISKD &0
ChainD ASSQLIEPNISFDSFTVARSTGMLSGKSHEMLYDAETGREI SOLOWETENVATLEGDISWD &0
ChainB ASSQLIENISFDIFTVARSTGMLSGKSHEMLYDAETGEKI SOLOWETENVATILEGDISWD &0
Chainf ASSQLIPNISFDSFIVARSTGMLSGKSHEMLYDAETGRKI SQLOWEIFITVAILEGDISHWD &0
ESE pESA3PO5434 - MLAGESKEFVYDISTGREI SQLNWKIENNLILEGIVSWD 39
khkukakakankhs hhkkkkkkkokAkhk  hhhdk.kkk
ChainC FYSFLTLNARGWT SLASGSGHMDDY ARMNENQSEWTI DHSSHEATHVHHANEYDLNVEGWL 120
ChainD FYSFLTLNARGWT SLASGSGHMDDY ARMNENQSEWI DHSSHEATNVHHANE YDLNVEGWL 120
ChainB FYSFLILNARGWI SLASGSGHMDDY ARMNENQSEWI DHSSHEATHNVHHANEYDLIVEGWL 120
Chain FYSFLTLNARGWT SLASGSGHMDDY DWMNENQSEWT DHS SHEATHVHHANE YDLNVEGWL 120
ESE pESA3P05434 AWPFLILNARGWITLISGNGHMEDYDWQKEDQSHWIDRSEHEDT DINYANEYDLNLEGRY 99
v hkkkkkhkkkkokokk hokokk k akakh hhkok Kk kookokhkkkkkakkd.
ChainC LDENYEAGI TAGYQETRF SWIAT G55 Y SYNNGAY TGN PEGVEVIGYNQRFIMFYIGLE 180
ChainD LDENYEAGI TAGYETRF SWIAT GG Y SYNNGAY TGN PEGVEVIGYNQRFIMPYIGLA 180
ChainB LOLENYEAGI TAGYQE TR SWIAT G5 Y SYNNGAY TGN FEGVEVIGYNQRFSMEYIGLA 180
Chain L DENYRAGT TAGYE TR SWI AT GG Y SYNNGAY TGN FPEGVEVIGYNQRFSMEYIGLE 180
ESE pESA3P05434 LK GO DY VM GY TR SWT AY S FN Y ANGHIVGSFENGARGI GYQUEYSMEYIGLT 159
ko vakk ko kkhhohhkkkkd kkka %k kh  k kkak k Rhkoksokkdkkk.
ChainC VEAEFTYSEYDEGHGEIQT IDENSGDSVI IGEDAAGT SNEN Y TVIAGLQYRFGEEEEE 298
ChainD VEAEFTYSKYDEGKEET QT IDEN SGD5VIIGEDARGT SHENYTVTIAGLOYRFGREEEE 298
ChainB VEAEFTYSEYDEGKGET QT IDENSGDSVIIGEDAAGT SNENYTVIAGLQYRFGEEGGE 298
Chain& VEREFTYSEYDEGKGET QT IDENSGDSVIIGEDAAGT SNEN Y TVIAGLOYEF —————— 292
ESE pESR3P05434 LFREFSYNRYEEGKSGTOMINNATGT SFSDNGDAAGLONEN YT ITAGLOYREF ——-——— 271

vkkkkek vhokhk &

kk kwow ek ok ok kkdkkke kkdkkekkdkdkhdkkdk

Figura 14. Alineamiento sde la secuencias proteica de C. sakazakii pESA3p05434, correspondiente a un
activador de plasmindgeno putativo, con las cadenas que constituyen a la proteina activadora del plasmindgeno
en Yersinia pestis. La proteina de C. sakazakii mostro una identidad del 67% con cada una de estas cadenas.
Andlisis realizado con el programa ClustalW2. (*): Aminoéacidos idénticos; (.): indica conservacion en el grupo
pero con propiedades débilmente similares y (:)indica conservacién en el grupo pero con propiedades

fuertemente similares.
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Los genes de virulencia identificados fueron detectados mediante PCR en toda la coleccion de aislados
de Cronobacter spp. El gen sip se detectd en el 60% (26/43) de los aislados, seguido del gen hly en el 37%
(16/43) y del gen cpa en el 28% (12/43). El analisis de los resultados con base en las especies de Cronobacter,
demostré que los tres genes fueron identificados en el 42% (8/19) de los aislados de C. sakazakii y son
principalmente provenientes de muestras humanas y solo en un aislado de C. muytjensii. De forma interesante,
C. dublinensis aparentemente presenta sélo el gen sip 23% (3/13) (Tabla 7). El gen cpa se detect6 s6lo en dos
especies de Cronobacter (C. sakazakii y C. muytjensii), mientras que el gen hly se detectd en tres especies (C.
sakazakii, C. malonaticus y C. muytjensii). En ambos casos, los aislados provenian principalmente de muestras
humanas (Tabla 7).

La secuenciacion de algunos de los productos de PCR de las especies de Cronobacter, mostr6 que los
amplificados (934 bp, 1,015 bp y 880 bp) poseian un 97% de identidad con los genes ESA_03485,
ESA pESA3p05434 y ESA _00432. La especificidad de los iniciadores se corrobord utilizando el ADN
gendmico de bacterias como Escherichia coli K12, Shigella spp., Methylobacterium y Escherichia coli
enteroinvasiva.

La habilidad para adherirse a la linea celular HEp-2 fue similar en las especies de Cronobacter, a
diferencia de la invasividad en la cual s6lo algunas especies mostraron esta caracteristica (Tabla 7). El efecto
citotdxico que se observo en la linea celular Vero, al parecer no esté relacionado con la especie y es indistinta del
origen de aislamiento; sin embargo, resulto de interés que los aislados que mostraron la produccion de toxinas no
fueran invasivos. Algunos aislados de C. sakazakii fueron positivos a los tres genes putativos de virulencia. Se
observo una asociacion entre la adherencia, invasion y los tres genes putativos de virulencia en cuatro de los
aislados de C. sakazakii (9%), tres de estos provenian de muestras humanas y uno de alimentos (leche de soya),
también se encontrd dicha asociacion entre las caracteristicas evaluadas en un asilado de C. muytjensii (2%)

proveniente de muestra humana (Tabla 7).
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Tabla 7. Caracteristicas asociadas a virulencia en las especies de Cronobacter.

Aislado Especie Fuente Adh Inv Citox Bplc sip hly cpa Grupo
823 C. sakazakii" Clinica + + - - + o+ o+ A
901 C. sakazakii Clinica + + - - + + + A
79 C. sakazakii Leche de soya + + - - + + + A
828 C. sakazakii Esputo + + - - + + + A
857 C. sakazakii Urocultivo + - + - + + + A
867 C. sakazakii Uricultivo + - + - + + + A
827 C. sakazakii Esputo - - - - + + + A
899 C. sakazakii Clinica - - - - + + + A
900 C. sakazakii Hemocultivo + - - + + + - A
731 C. sakazakii Germinado de alfalfa + - - - + + - A
830 C. sakazakii Desconocido + - - - + + - A
824 C. sakazakii Fluido espinal + - - - + + - A
604 C. sakazakii Clinica + - - - + - + A
602 C. sakazakii Desconocido - - - - + + - A
796 C. sakazakii Pus abdominal + + - - + - - A
601 C. sakazakii" Garganta + + - - + - - A
736 C. sakazakii Férmula lactea - - - - - - + A
750 C. sakazakii" Desconocido - - - - - + - A
826 C. sakazakii Desconocido + + - - - - - A
829 C. malonaticus Hemocultivo + + - + + - - B
315 C. malonaticus Polvo extramuro + + - + + - - B
825 C. malonaticus’ Acceso cerebral + + - + - + - B
902 C. malonaticus Hemocultivo + + - - + - - B
242 C. malonaticus Polvo extramuro + - + - + - - B
245 C. malonaticus Polvo extramuro - - + + - - - B
131 C. dublinensis Germinado de alfalfa + - - - + - - C
970 C. dublinensis Germinado de alfalfa + - - + + - - C
958 C. dublinensis Germinado de alfalfa + - - - + - - C
249 C. dublinensis Polvo extramuro + - - + - - - C
293 C. dublinensis Polvo extramuro + - - + - - - C
515 C. dublinensis Agua + + - - - - - Cc
798 C. dublinensis Desconocido + - - - - - - C
799 C. dublinensis Producto lacteo + + - - - - - C
784 C. dublinensis Germinado de alfalfa + + - - - - - C
791 C. dublinensis Hemocultivo + - - + - - - C

CFS237  C. dublinensis’ Leche en polvo + - - - - - - Cc
464 C. dublinensis Leche en polvo + - - - - - - Cc
13 C. dublinensis Agua de riego + - + - - - - C
603 C. muytjensii’ Desconcocido + + - + + + + D
169 C. muytjensii Polvo extramuros + - + + + - - D
793 C. muytjensii Médula espinal + - - - - + + D

3032 C. turicensis” Meningitis + - - - - - - -
797  C. genomospecies’ Agua + - + - + - - -

(+): Positivo; (-): negativo. Adh: Adherencia; Inv: Invasién; Citox:

Citotoxicidad; Bplc: Biopeliculas. Genes

putativos de virulencia: proteina del sider6foro (sip), hemolisina (hly) y activador del plasminogeno (cpa). 823:

C. sakazakii ATCC BA824. ™: Cepas tipo.
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IX. DISCUSION

- 65 -


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

Caracteristicas asociadas a virulencia en especies de Cronobacter aisladas de diferentes ambientes

En los ultimos 10 afios Cronobacter spp. (Enterobacter sakazakii) un patdgeno oportunista emergente
ha tomado relevancia en cuanto a la susceptibilidad de infeccién en neonatos y en menor proporcion en adultos
inmunocomprometidos (Healy et al. 2010). Su importancia en México no se ha reportado; sin embargo,
Cronobacter spp. estd presente en una coleccion de aislados de diferentes fuentes como lo son: alimentos
(germinados de alfalfa y leche de soya), ambientales (polvo extramuros y agua de riego del lago de Xochimilco)
y casos clinicos (dos muestras de orina).

A pesar de que este género se encuentra formado por cinco especies, solamente C. sakazakii y C.
turicensis se han asociado a muertes en neoatos. Sin embargo, de acuerdo a estudios previos todas las especies
de Cronobacter son consideradas como patogenos potenciales in vivo (Kucerova et al. 2010). El dafio y los
mecanismos de patogenicidad entre las especies de Cronobacter no son del todo entendidos. Al buscar explicar
la patogénesis de la bacteria se intenta contribuir a un mejor entendimiento de la misma. En este estudio se
identificaron caracteristicas fenotipicas y genotipicas asociadas a virulencia en C. sakazakii, C. malonaticus, C.
muytjensii y en menor frecuencia en C. dublinensis.

En los aislados mexicanos se identificaron, con base en sus biotipos y en la secuenciacion del gen 16S
rARN, a C. sakazakii, C. malonaticus, C. dublinensis y C. muytjensii. De los ocho biotipos descritos para la
especie de C. sakazakii, solo se identificaron los biotipos 1 y 2, los cuales se han aislado principalmente de
alimentos y de muestras humanas (Iversen et al. 2006; lversen et al. 2008). El biotipo 5 identificado en los
aislados de C. malonaticus es el biotipo representativo de esta especie. Mientras que en C. muytjensii el biotipo
15 y en C. dublinensis los biotipos 6 y 12 se han aislado de casos clinicos y de muestras ambientales (Iversen et
al. 2007a).

La prevalencia de Cronobacter spp. en aislamientos clinicos en México es baja, y resulta interesante que
los dos aislados fueron causas de dafio severo en pacientes adultos inmunocomprometidos en infeccién en vias
urinarias, datos que concuerdan con un caso en India, en una mujer adulta de 63 afios con infeccion en vias
urinarias de la cual se aislé a Cronobacter spp. (Enterobacter sakazakii), debido a que la cepa que se recuperd
mostrd sensibilidad a todos los antibiéticos evaluados, los autores sugieren que la fuente de contaminacion

puede ser ambiental (Bhat et al. 2009).
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Desafortunadamente en México Cronobacter spp. no €S un microorganismo que se busque
intencionalmente y en muchas cocasiones ha sido clasificado como Enterobacter cloacae. Lo cual hace
referencia a la importancia de realizar estudios que permitan identificar y caraterizar este microorganismo que
puede representar un problema de salud en nuestro pais en un futuro cercano.

Hasta la fecha la identificacion fenotipica de esta bacteria sigue siendo un problema por lo que se
propone la secuenciacion del gen 16S rARN para diferenciar a las especies de Cronobacter (Jaradat et al. 2009).
En los aislados mexicanos se corroboraron las especies identificadas mediante pruebas bioquimicas
convencionales con la secuenciacion del ARNr 16S, ambos métodos correlacionaron. Sin embargo, debido a la
complejidad en la diferenciacion entre las especies, se ha propuestoa realizar MLTS (Tipificacion de secuencias
de multiples-locus) para discriminar entre dos especies altamente relacionadas; C. sakazakii y C. malonaticus
(Baldwin et al. 2009). Por estas razones es conveniente el disefio de estudios polifasicos que permitan la
diferenciacion entre las especies de Cronobacter fenotipicamente y genotipicamente.

Cronobacter spp. se caracteriza por mostrar sensibilidad a tetraciclina, aminoglucosidos, cloranfenicol,
quinolonas y B-lactamicos. Molloy et al. (2009) analizaron 33 muestras positivas para Cronobacter spp.
provenientes de diferentes ambientes de una granja de productos animales y encontraron que el 51% (17/33)
fueron resistentes a cefalotina. Contrario a lo reportado por Kim et al. (2009), en donde analizaron 113
aislamientos de Cronobacter spp. provenientes de alimentos de origen Koreano y determinaron que el 5.3%
(6/113) de los aislados mostraron resistencia a cefalotina y el 43% (49/113) a ampicilina, estos datos concuerdan
con lo reportado por otros autores como Muytjens y van der Ros-van de Repe (1986) y Nazarowec-White y
Farber (1999). En este estudio se encontr6 que el 28% de los aislados de Cronoabcter spp. fueron resistentes a
cefazolina (cefasloporina de primera generacion) y 0.2% a ampicilina.

El incremento en la resistencia a estos antibi6ticos ha permitido que se implemente el uso de
cefalosporinas de tercera generacion para el tratamiento de estas infecciones (Gurtler et al. 2005). Aun cuando la
resistencia a los antibiéticos en general no es alta en este grupo de bacterias, si existe la posibilidad de
adquisicion de material genético que les permita ser resistentes a otros antibiéticos, sobre todo por la diversidad

de ambientes de los que se les ha aislado Cronobacter spp.
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Por otra parte, diversas técnicas han sido consideradas para la tipificacion molecular como herramientas
utiles para entender la ecologia microbiana. La electroforesis en campo pulsado (PFGE) es un método bien
establecido y ampliamente considerado como el “estandar de oro” para la tipificacion molecular de patdgenos
asociados a enfermedades transmitidas por alimentos, incluyendo en este grupo a Cronobacter spp. (Tenover et
al. 1995; Nazarowec-White y Farber 1999). Nuestra coleccion de especies de Cronobacter fue genéticamente
heterogénea, lo cual correlaciona con lo reportado por otros grupos (Caubilla-Barron et al. 2007a; Proudy et al.
2008; Baldwin et al. 2009; Healy et al. 2010). Un punto importante al respecto, es que a pesar de los diversos
estudios realizados en relacion al habitat de la bacteria, no se ha logrado establecer hasta el momento una
asociacion entre las especies de Cronobacter y su origen (Nazarowec-White y Farber, 1999; Townsend et al.
2008; Miled-Bennour et al. 2010). Dada la diversidad genética y fenotipica de la bacteria, para tipificar las
colecciones de cepas de Cronobacter se ha propuesto el uso de MLST-repetidos en tandem que son definidas
como pequefias secuencias repetidas, altamente polimorficas y que se encuentran dispersas en los genomas
bacterianos (Healy et al. 2010).

Debido a la diversidad de ambientes de los que ha sido aislada la bacteria y su potencial como
microorganismo oportunista, es importante conocer el mecanismo de patogenicidad con el que cuenta
Cronobacter spp. En primer lugar el proceso de adherencia es uno de los eventos mas importantes en la
patogénesis bacteriana, ya que le permite a la bacteria comenzar a colonizar y si las condiciones del hospedante
son las adecuadas para el patdgeno entonces puede invadir y ocasionar la enfermedad (Pizarro-Cerda y Cossart,
2006).

Se ha descrito que Cronobacter spp. fueron capaces de adherirse a las lineas celulares HEp-2 y Caco-2;
sin embargo, el mecanismo de union a las células de mamiferos no es del todo claro (Mange et al. 2006). Los
resultados obtenidos en este estudio mostraron que todas las especies de Cronobacter fueron capaces de
adherirse a la linea celular HEp-2, y se encontraron diferentes patrones de adherencia: difusa, agregativa y una
mezcla de ambos. Si bien sdlo se analizé el fenotipo de adherencia, la busqueda de las adhesinas que puedan

estar asociadas a este proceso, contribuira a tener un mejor entendimiento de la patogénesis de la bacteria.
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Una bacteria es capaz de invadir al hospedante si ha completado con éxito la adherencia y multiplicacion
inicial, y tiene la capacidad de producir substancias extracelulares que faciliten la invasion. La capacidad de
invadir células de mamiferos en patogenos intracelulares (Brucella, Salmonella spp., Shigella flexneri y Yersinia
enterocolitica) y no intracelulares (E. coli enterohemorrégica'y E. coli uropatdgena), es una propiedad que esta
asociada con la patogénesis bacteriana (Gorvel y Moreno, 2002; Pizarro-Cerda y Cossart, 2006; Nicholson et al.
2009; Xicohtencatl-Cortes et al. 2009).

En el presente trabajo las especies de Cronobacter aisladas a partir de muestras humanas fueron capaces
de invadir la linea celular epitelial HEp-2 a tasas comparadas con lo reportado por otros autores usando la misma
linea celular (Townsend et al. 2008). C. sakazakii fue la especie que mostro los valores més altos de frecuencia
relativas de invasion, lo cual se asocid a una alta capacidad de invasion. En algunos aislados de C. sakazakii y C.
muytjensii se observo una relacion entre el fenotipo invasivo y la presencia del gen cpa, el cual se describid
recientemente participa en la patogénesis de la bacteria (Franco et al. 2011b).

Diversas moléculas de naturaleza proteica participan en la invasion. Mohan y Venkitanarayanan (2007),
describieron la primera proteina asociada a invasion. La proteina OmpA fue capaz de unirse a fibronectina,
facilitando la invasion a células endoteliales de cerebro. En otros estudios Mittal et al. (2009) demostraron que
ratas recién nacidas infectadas con E. sakazakii 51329 (C. muytjensii), que estaban expresando esta proteina,
desarrollaron meningitis. Asi mismo, las bacterias que se encontraban expresando OmpA son capaces de cruzar
exitosamente la barrera intestinal y multiplicarse en la barrera hematoenceféalica, en contraste con el grupo de
ratas que fueron infectadas con bacterias que no expresaban esta proteina. Estudios por Kim et al. (2010),
evidenciaron que la expresion de OmpA y OmpX en C. sakazakii es indispensable para la adherencia apical y
basolateral en la invasion de las células de mamiferos, y estos resultados sugieren que el receptor para la
invasina de esta bacteria se encuentra no sélo en la parte apical si no, también en la basolateral.

Recientemente, Yan et al. (2011), detectaron ompA en el 65% de los aislados de C. sakazakii, dado este
procentaje, el gen fue descartado para establecerlo como biomarcador, debido a la variabilidad en la secuencia
que se observo. En nuestro andlisis el gen que codifica para la proteina OmpA fue detectado mediante PCR en

el 98% de los aislados, siendo C. turicensis el tnico aislado que no amplificd dicho gen. Era de esperarse que
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todos los aislados con este gen fueran capaces de invadir la linea celular en estudio; sin embargo, el método
utilizado s6lo permite detectar el gen y no asi su expresion. Por lo que es muy importante realizar ensayos de
expresion; asi como, la implementacion del anélisis en diferentes lineas celulares que nos evidencien de forma
preliminar los receptores que pudieran estar involucrados en el proceso de invasion.

Otras moléculas que participan activamente en la patogénesis de diferentes patégenos, son las toxinas.
La toxinas son proteinas solubles secretadas por la bacteria durante su crecimiento exponencial, de alta actividad
bioldgica (causando un efecto citotoxico) en sitios alejados del punto original de invasion y crecimiento del
patdgeno. La capacidad de un microorganismo para producir éstas y la potencia de éllas son factores muy
importantes en la produccién de una enfermedad (Schmitt et al. 1999).

Pagotto et al. (2003), evaluaron la produccién de enterotoxinas y observaron que en tres lineas celulares
(CHO, Veroy Y-1), al infectarlas con filtrados sometidos a tratamiento térmico y sin tratamiento, fueron toxicos
para las células. Estos datos correlacionan con lo obtenido en este estudio en el cual se encontré el efecto de una
toxina termoestable en la linea celular Vero. Al igual que en el caso de la invasividad, el efecto citopatico,
observado en la linea celular en estudio, y atribuido a la produccion de toxinas, no se observé diferencia entre los
aislados clinicos y los ambientales. También resultd de interés la identificacion de una proteina secretada en el
aislado mexicano de C. muytjensii, que solo fue capaz de ocasionar dafio en la linea celular cuando se sometio a
un tratamiento térmico, esto se ha descrito anteriormente pero en toxinas descritas principalmente para
Clostridium, lo cual indica un mecanismo de patogenicidad diferente en dicha especie.

La persistencia de Cronobacter spp. en diferentes ambientes es atribuida a su habilidad para formar
biopeliculas. Cronobacter spp. produce un material viscoso capsular, que le permite la formacion de una
biopelicula en el equipo utilizado para preparar alimentos y superficies de contacto. Esta biopelicula puede
proveer proteccion a Cronobacter spp., permitiéndole a éste sobrevivir en ambientes con estrés osmoticos,
térmicos y de tension (Hunter et al. 2008; Amalaradjou y Venkitanarayanan, 2011). Los genes involucrados en
la formacion de la biopelicula fueron caracterizados recientemente por Hartmann et al. (2010), los cuales
incluyen, al operon de la sintasa de celulosa y otros asociados con la biosintesis y estructura del flagelo. En este

estudio se encontré que el 26% de las especies de Cronobacter fueron capaces de formar biopeliculas,
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principalmente C. dublinensis y C. malonaticus, aislados de muestras humanas y no humanas. La formacién de
biopeliculas en los microorganismos patégenos, involucra diversos factores asociados a la produccion de
exopolisacarido, curliy flagelo (Donlan y Costerton 2002). La formacién de biopeliculas también se ha asociado
a la resistencia a la terapia antimicrobiana y al incremento de la virulencia; sin embargo, no se ha sido
demostrado en Cronobacter spp. (Hurrell et al. 2009a, 2009b).

La identificacion de nuevos factores de virulencia en bacterias patdgenas nos permite entender su
patogénesis y su interaccion con el hospedante (Wu et al. 2008). En esta era, las secuencias de los genomas de
diversas bacterias patdgenas han sido descritos; los estudios en los patogenémas permiten comparar secuencias
de patdgenos en los que han sido identificados factores de virulencia especificos o compartidos (Yang et al.
2010).

Al respecto, el anélisis comparativo entre el genoma de C. sakazakii BAA- 894 (Kucerova et al. 2010),
cepa aisladas de leche en polvo, en un brote en Tennessee NICU y los patogenémas de otras bacterias
permitieron la identificacion de tres genes putativos de virulencia (sip, hly, y cpa) en Cronobacter spp. Los tres
genes fueron detectados mediante PCR en muestras de origen humano principalmente, y en menor frecuencia en
muestras de origen no humanas.

El gen putativo que codifica para la proteina de sideréforos (sip) se encontrd distribuido
aleatoriamente en aislados de origen humano, ambientales y de alimentos en las cinco especies descritas para el
género, mas no se mantuvo distribuido entre las mismas especies. Los sider6foros son producidos por varias
bacterias y algunas plantas para poder tener acceso al hierro del hospedante y se ha descrito que contribuyen a la
virulencia de algunos patégenos. El hierro es un factor importante en la patogénesis bacteriana. Como parte de la
respuesta inmune, el hospedante limita la cantidad de hierrro disponible, uniéndolo a proteinas para que de esta
manera no este disponible para el crecimiento de la bacteria (Faraldo-Gomez y Sansom, 2003). En condiciones
limitantes de nutrientes, las bacterias producen moléculas de unioén a hierro, de alta afinidad, denominadas
siderdforos, los cuales participan en la patogénesis de la bacteria y les ayudan a persistir en diferentes ambientes.

La proteina Sip se caracteriza por tener un dominio de ferredoxina-reductasa (FNR) con sitios de

union a FAD y NAD(P), capaz de transferir electrones de la forma reducida de la ferredoxina a FAD y de
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convertir NADP® NADPH. Ademas se ha demostrado que FNR es capaz de aceptar y donar una variedad de
electrones, lo cual contribuye a su participacion en una amplia variedad de funciones fisioldgicas, incluyendo la
asimilacion de nitrogeno, metabolismo de &cidos grasos, actividad de oxigenasa y la asimilacion de metano en
varios microorganismos (Miethke y Marahiel 2007).

La hemolisina tipo Il fue detectada sélo en C. sakazakii, C. malonaticus y C. muytjensii aislados de
muestras de origen humano, y al igual que sip no se mantuvo distribuido entre las mismas especies. La
hemolisina tipo 11 es una proteina integral de membrana externa y es considerada factor de virulencia en varios
patdgenos (Bacillus cereus, Vibrio vulnificus y E. coli). Se ha demostrado que la hemolisina tipo Il actia como
una hemolisina oligomérica formadora de poro en la membrana celular de eucariontes (Baida y Kuzmin 1996;
Chen et al. 2006).

El gen activador del plasminégeno (cpa) fue detectado principalmente en dos especies C. muytjensii y
C. sakazakii aisladas de muestras de origen humano. El activador del plasmindgeno pertenece a la familia
Omptina que son serin proteasas. En Yersinis pestis el activador del plasmindgeno (Pla) es una aspartil proteasa
de superficie que induce fibrindlisis y degrada la matriz extracelular y las membranas basales, se ha propuesto
que esta disrupcion le impide al hospedante contener a la bacteria en sitios de infeccién, promoviendo la
diseminacion de Yersinia pestis a pulmén (Sebbone et al. 2006; Kim et al. 2007a). El pla se encuentra localizado
en un plasmido de 9.5- kb pPCP1, mientras que en Cronobacter sakazakii ATCC-BAA894 este gen (cpa) se
encuentra localizado en un pldsmido de 131 kb pESA3.

Recientemente, Franco et al. (2011b) demostraron que la expresion de Cpa, en C. sakazakii BAA-894,
incrementa la resistencia a suero en comparacion con la mutante deletada en el gen cpa. La sobre-expresion de la
proteina recombinante Cpa en C. sakazakii produjo una rapida activacion del plasmindgeno y la inactivacién de
la a2-AP (alfa-2-antiplasmina); asi como, también incrementa la escision proteolitica de los componentes del
complemento que a su vez incrementa la resistencia a la actividad bactericida del suero.

Franco et al. (2011a), realizaron la deteccion del gen cpa en diferentes aislados de C. sakazakii, siendo el
98% positivos para este gen, mientras que nosotros encontramos que en el 53% de los aislados de C. sakazakii,

se detecto este gen. La diferencia hallada en ambos estudios puede deberse a la divergencia nucleotidica del
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género a nivel de especie e inter-especie, debido a que los iniciadores utilizados en dicho estudio s6lo
amplificaron una secuencia interna del gen cpa, comparado con nuestros iniciadores que amplificaron el gen
completo.

El genoma de Cronobacter turicensis (GenBank FN543093.1), fue liberado recientemente (Stephan et
al. 2011), por lo que se realizo la busqueda de los genes analizados en este estudio. S6lo se encontrd el gen sip
que correlaciona con lo encontrado por Schmid et al. (2009), ya que evaluaron la expresion del siderdéforo en
esta cepa (3032-LMG 23827) a la cual fue positiva. La secuencia nucleotidica y proteica de la hemolisina
también se encontr6 pero hay divergencia en la secuencia nucleotidica de Cronobacter turicensis al ser
comparada con la de Cronobacter sakazakii ATCC-BAA894, razon por la cual no se detect6 el gen mediante
PCR con los iniciadores utilizados.

De acuerdo con el andlisis realizado el activador del plasmindgeno no se encontrd en el genoma de C.
turiensis resultado que correlaciona con lo reportado por Franco et al. (2011a), en el cual, el plasmido pCTUL en
C. turiensis no codifica para este gen.

En un estudio in silico, Franco et al. (2011a), realizaron el analisis del plasmido pESA3 en C. sakazakii
y pCTUL en C. turicensis, e identificaron varios grupos de genes de virulencia, tales como: dos sistemas de
adquisicion de hierro, en ambos plasmidos; cpa y un locus para sistema de secrecién tipo 6, en pESA3. En
pCTUL, se identifico el gen fhaB (hemaglutinina filamentous), fhaC (trasportador) y un locus asociado a
adhesinas putativas.

Lo anterior hace referencia una vez mas a la diversidad que existe entre las especies y el mismo género
de esta bacteria. Healy et al. (2009) demostraron que la divergencia génicas entre Cronobacter sakazakii y el
resto de las especies por medio de microarreglos, por lo que la disponibilidad de una sola secuencia y de una sola
especie es una limitante para tratar de entender la biologia y con ello los factores involucrados en la patogénesis

de la bacteria.
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En este estudio se mostré la viabilidad y diversidad en las diferentes especies de Cronobacter. La
diversidad génica encontrada en las especies de Cronobacter spp. dificultd el establecimiento de marcadores
involucrados en la virulencia del microorganismo. Sin embargo, algunos de los aislados de muestras humanas
parecen contar con mas caracteristicas asociadas a virulencia, comparados con los aislados de muestras
ambientales o de alimentos, especialmente los genes cpa y hly que estuvieron presentes sélo en algunas especies,
lo cual puede ser de importancia en la patogénesis de la bacteria.

La aplicacion de técnicas como la gendmica comparativa, transcriptdmica y proteémica, combinadas con
andlisis bioinformatico, son esenciales para descifrar las complejas interacciones entre patdégeno - hospedante y
para identificar nuevas propiedades emergentes en Cronobacter spp. Ademas, poco se sabe acerca de los
factores de virulencia in vivo y la patogenicidad de Cronobacter spp., que son cruciales en el disefio de terapias
para el tratamiento y control de las infecciones por esta bacteria. Al igual que con otros microorganismos
patdgenos, Cronobacter spp. han surgido de una poblacién méas amplia de bacterias a través de su capacidad de
sobrevivir en ambientes adversos o condiciones tales como las que se encuentran en las instalaciones de
procesamiento de la FIP.

Como la aparicion de microorganismos patdgenos nuevos parece ser inevitable, es fundamental que la
mejora de la seguridad alimentaria se base en la informacidn cientifica y evaluaciones de riesgo que permitan
identificar el control adecuado y soluciones de gestion. Estos sistemas s6lo pueden ser eficaces cuando se

sustentan en los datos generados a través del uso de métodos microbiolégicos y moleculares sensibles.
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En este estudio, cuatro especies de Cronobacter mostraron caracteristicas asociadas a virulencia
consistentemente (C. sakazakii, C. malonaticus, C. muytjensii y con menor frecuencia C. dublinensis). Resultd
de interés, que la especie; C. sakazakii contara con la mayoria de los genes putativos de virulencia evaluados,
aunado a los valores mas elevados de frecuencia de invasion. Estos resultados sugieren que las especies de
Cronobacter con caracteristicas como adherencia y capacidad de formacion de biopeliculas, son capaces de
sobrevivir como bacterias libres en diferentes ambientes, mientras que la invasion, produccion de toxinas y la
presencia de algunos genes de virulencia (hly y cpa) les permiten ser un patdgeno oportunista exitoso.
Desafortunadamente, debido al tamafio de la muestra, no fue posible observar diferencias significativas entre las

caracteristicas de virulencia analizadas en estas especies de Cronobacter.
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1. Laadherencia es definida como un evento indispensable para realizar la colonizacién del hospedante. El
mecanismo de adherencia para Cronobacter spp., no ha sido del todo identificado, se postula que esta
mediado por proteinas afimbriales; sin embargo, en el genoma de la bacteria se encuentran secuencias
proteicas que guardan una alta identidad con pilis de otras enterobacterias, la identificacion y
caracterizacion de estas fimbrias, mediante ensayos fenotipicos y genotipicos; permitiria entender mejor

el proceso de colonizacién de este microorganismo.

2. En el presente trabajo, se observé efecto citopatico en la monocapa de las células analizadas, lo anterior
pone en evidencia la presencia de toxinas. La realizacion de ensayos de proteinas secretadas en los
aislados de Cronobacter spp. positivos a esta prueba fenotipica de virulencia, serén de utilidad en la
identificacion de dichas proteinas mediante secuenciacion y para su posterior caracterizacion bioquimica
y bioldgica. El identificar las toxinas que participan en la patogénesis de Cronobacter spp.;
principalmente las ligadas al cuadro clinico de ECN, nos proporcionarian blancos importantes para la

deteccion oportuna y tratamiento de este microorganismo.

3. En el presente estudio se identificaron tres genes putativos de virulencia en los aislados de Cronobacter
spp., el definir los niveles de expresion de dichos genes bajo diferentes condiciones nutricionales y
ambientales, nos proporcionara informacion que posteriormente pudiera ser relacionada con el

mecanismo de regulacion de dichos genes y su posible participacion en la patogénesis de la bacteria.

4. El fenotipo invasivo observado en el presente trabajo en la mayoria de los aislados clinicos y en algunos
de origen ambiental, hace referencia a la importancia de determinar la o las proteinas involucradas en
este proceso. Se sabe que Cronobacter spp. requiere de las proteinas OmpA y Cpa, para invadir

diferentes lineas celulares; sin embargo, al seleccionar aquellos aislados positivos a este fenotipo y
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realizar un ensayo de mutacion por transposicion, podriamos acceder a nueva informacion que nos
proporcione nuevos genes involucrados en este proceso.

5. El flagelo es considerada una estructura altamente inmunogénica, en patégenos como Salmonella y
algunos patotipos de E. coli. Cronobacter spp., es una bracteria movil por flagelos peritricos. El
aislamiento, identificacion y caracterizacion de esta estructura en Cronobacter spp., permitird evaluar su
capacidad de inducir citocinas pro- y anti-inflamatorias en diferentes lineas celulares (macréfagos
derivados de monocitos humanos, intestinales o de origen cerebral), lo anterior para entedender el
mecanismo de patogenesis de la bacteria.

6. Establecer un modelo animal (ratas neonatas), que permita demostrar que los tres genes identificados en

este trabajo como factores de virulencia, participan en el mecanismo de patogenicidad de Cronobacter

Spp.
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